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RESUMEN

El desarrollo depende de las decisiones celulares entre dos procesos que estan intimamente
relacionados: la proliferacion y la diferenciacion. Los factores de transcripcién son
componentes claves del balance de estos dos procesos en el desarrollo. Especificamente, en
animales, se ha estudiado extensivamente la participacion de genes de la familia MADS box
tipo Il (MEF2C) en las diferentes etapas de la miogénesis. En plantas, esta familia de genes
ha sido muy estudiada en Arabidopsis thaliana y se ha visto que participa en todos los
procesos de desarrollo estudiados, aungue su participacion en el desarrollo de la raiz no se
ha elucidado. En nuestro laboratorio se demostrd que parte del fenotipo que presenta la raiz
en mutantes de pérdida de funcién del gen MADS-box: XAANTAL1(XAL1) /AGL12, que se
expresa fuertemente en la raiz y que funciona como un promotor del crecimiento, se debe a
que altera el ciclo celular regulando la expresion de componentes moleculares involucrados
en este proceso. Sus mutantes de expresion baja tienen un fenotipo de raiz corta y las plantas

con sobreexpresion promueven la proliferacion en el nicho de células troncales.

Decidimos incorporar en este estudio el gen de susceptibilidad a Retinoblastoma ya que la
proteina homdloga de Arabidopsis RBR (por sus siglas en inglés RETINOBLASTOMA-
RELATED) esta involucrada en el desarrollo de la raiz y es un regulador critico del ciclo
celular en animales. La reduccion de la expresion de este gen da lugar a plantas con una raiz
primaria en ocasiones mas larga y con mas capas de células iniciales de columela y en
contraste, en las plantas que sobreexpresan RBR, las células iniciales de columela se
diferencian mas rapido sustentando la participacion de esta proteina en la toma de decisiones
entre proliferar y diferenciarse. Estos fenotipos de RBR son muy interesantes ya que son
contrarios a lo que pasa en las mutantes de pérdida de funcién y sobreexpresoras de XAL1
respectivamente. Por otro lado, hay datos experimentales previos que sugieren la
participacion de remodeladores de la cromatina en plantas con lo cual se va conformando

una red de regulacion muy similar a la de animales.

No se conoce el papel que tiene XAL1 en las decisiones entre proliferacion/diferenciacion en
la raiz, por lo que el objetivo de este proyecto fue investigar el papel de XAL1 en la red de
regulacion donde se encuentra RBR con el proposito de identificar los componentes de la red
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subyacente que interviene en las decisiones de proliferacion y diferenciacion celular en la

raiz.

Para llevar a cabo lo anterior y entender como se llevan a cabo las decisiones entre proliferar
y/o diferenciarse, usamos como modelo la red de regulacion en animales especificamente en
desarrollo de musculo, e incluimos los componentes conservados en plantas incluyendo
genes MADS box, del ciclo celular, los remodeladores de la cromatina, los factores de
transcripcion tipo bHLH y el gen de susceptibilidad a Retinoblastoma. Se hicieron cruzas de
plantas mutantes para XAL1 y para RBR, se analizaron los fenotipos y la expresion de estos

genes por microscopia y gRT-PCR.

Mediante cruzas de las mutantes de ambos genes se determind que RBR juega un papel
importante en mantener la estructura del nicho de células troncales en la raiz y que XAL1
parece jugar un papel mas importante en la zona de diferenciacion de la misma ya que los
fenotipos en ambas zonas son muy parecidos a los que se encuentran en las mutantes sencillas
de cada uno de los genes; es decir, la ausencia del otro gen no es suficiente para alterar el
fenotipo. Por andlisis de expresion de gRT-PCR se encontr6 que RBR y XAL1 regulan su
expresion mutuamente, ademas de regular la expresion de algunos bHLHSs. Finalmente,
haciendo analisis de expresion por gRT-PCR, encontramos dos candidatos de genes tipo
bHLH, que podrian estar participando en la red como lo hace el gen de esta familia en

animales: MyoD.

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que la arquitectura de la red de regulacién
genética se podria encontrar conservada entre plantas y animales, donde XAL1 y RBR son

componentes que participan en la proliferacion y diferenciacion celular.
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ABSTRACT
Development depends on the cellular decisions between two processes that are intimately

related: proliferation and differentiation. Transcription factors are key components of the
balance of these two processes in development. Specifically, in animals, it has been studied
extensively the participation of genes of the family MADS box type 11 (MEF2C) at different
stages of myogenesis. In plants, this family of genes has been widely studied in the
development of Arabidopsis thaliana and has been involved in all the studied processes of

development, although its involvement in root development has not been elucidated.

In our laboratory, it was demonstrated that part of the phenotype that presents the root in
mutants of loss of function of the MADS-box gene: XAANTAL1 (XAL1) / AGL12, which is
strongly expressed in the root and works as a growth promoter, alters the cell cycle by
regulating the expression of molecular components involved in this process. Their low
expression mutants have a short root phenotype and plants with overexpression promote
proliferation in the stem cell niche.

We decided to incorporate in this study the Retinoblastoma susceptibility since the
homologous protein of Arabidopsis RBR (RETINOBLASTOMA-RELATED) is involved in
the development of the root and is a critical regulator of the cell cycle in animals. Reduction
of the expression of this gene gives rise to plants with a primary root sometimes longer and
with more layers of columella initials and in contrast, in plants that overexpress RBR,
columella initials differentiate themselves more quickly sustaining the participation of this
protein in the decision making between proliferate and differentiate. These phenotypes of
RBR are very interesting since they are contrary to what happens in the mutants of loss of
function and overexpressors of XALL1 respectively. On the other hand, there are previous
experimental data that suggest the participation of remodelers of the chromatin in plants with

which a regulating network, very similar to that of animals.

The role of XAL1 in the decisions between root proliferation/differentiation is not known, so
the objective of this project was to investigate the role of XAL1 in the regulatory network
where RBR is located in order to identify the components of the underlying network involved

in cell proliferation and differentiation decisions at the root.
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To carry out the above and understand how decisions are made between proliferation and/or
differentiation, we used as a model the network of regulation in animals, specifically in
muscle development, and we include conserved components in plants like MADS box genes,
cell cycle, chromatin remodelers, bHLH type transcription factors and the Retinoblastoma
susceptibility gene. Mutant plant crosses were made for XAL1 and for RBR, the phenotypes
and expression of these genes were analyzed by microscopy and gRT-PCR.

By crossing the mutants of both genes, it was determined that RBR plays an important role
in maintaining the structure of the stem cell niche at the root and that XAL1 appears to play
a more important role in the differentiation zone of the same since phenotypes in both areas
are very similar to those found in the single mutants of each of the genes; that is, the absence
of the other gene is not sufficient to alter the phenotype. By expression analysis of gRT-PCR
it was found that RBR and XALL1 regulate their expression mutually, in addition to regulating
the expression of some bHLHSs. Finally, by doing expression analysis by gqRT-PCR, we found
two candidates for bHLH-type genes, which could be participating in the network as does

the prototype gene of this family in animals: MyoD.

The results obtained in this thesis suggest that the architecture of the gene regulation network
could be found conserved between plants and animals, where XAL1 and RBR are components

involved in cell proliferation and differentiation.
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INTRODUCCION
Las plantas y animales provienen de un ancestro comin que se estima divergio hace 1.6

billones de afios, dando origen a linajes que evolucionaron de manera independiente en
cuanto a su desarrollo multicelular (Meyerowitz, 1999). Se han descrito varios mecanismos
moleculares de sefalizacion y regulacion génica que son unicos para cada grupo de
organismos (Meyerowitz, 1999); pero, no cabe duda de que estos dos grupos provienen de
un ancestro comun eucarionte unicelular y que esto puede verse en la clara homologia de
genes que controlan el desarrollo a nivel epigenético (Meyerowitz, 1999; Meyerowitz, 2002).
El descubrimiento de otras familias génicas conservadas a través de la comparacion de
genomas y proteomas ha sido de gran utilidad para entender la conservacion y diversidad de
procesos de desarrollo entre los diferentes organismos (Meyerowitz, 1999). Un ejemplo de
un proceso que se ha conservado entre plantas y animales, es el ciclo celular, sus
componentes y su arquitectura funcional (Gutiérrez, 2005). La regulacion espacio-temporal
de los procesos donde se ve involucrado el ciclo celular, es decir la proliferacion y la
diferenciacion, es fundamental para mantener la morfogénesis normal en ambos tipos de
organismos, aunque todavia no se entiende como se integran y acoplan estos dos procesos
(Gutiérrez, 2005). Lo que si es claro es que, en los organismos multicelulares, la proliferacion
celular debe estar coordinada con la diferenciacidn celular, la morfogénesis y los programas
especificos del desarrollo, por lo que plantas y animales han desarrollado estrategias similares
para su crecimiento y formacion de patrones (Gutiérrez, 2005).

Comparar el desarrollo de las plantas con el de los animales nos permite aprender no sélo
acerca de los mecanismos del desarrollo, sino también de la l6gica de éste; no s6lo de como
se desarrollan plantas y animales independientemente, sino también qué aspectos del
desarrollo son organismo-especificos y cuales se han estado utilizando y mantenido a traves
de la evolucion del desarrollo multicelular (Meyerowitz, 1999). Es por esto que en este
trabajo analizaremos ciertos aspectos del desarrollo en plantas, para lo cual utilizaremos a la
planta modelo Arabidopsis thaliana (de aqui en adelante Arabidopsis), y los compararemos

con lo que se sabe en algunos procesos de desarrollo de animales.

14



1. Arabidopsis y los diferentes procesos de desarrollo

1.1 Arabidopsis como planta modelo y raiz como sistema de estudio.

El incremento del estudio del papel de la genética y la disponibilidad de herramientas para
los estudios de biologia molecular, han resultado en la busqueda de modelos de organismos
que pueden estar sujetos a analisis méas detallados. Por lo anterior, para los estudios enfocados
en plantas, se ha usado a Arabidopsis thaliana como organismo modelo ya que tiene ciertas
ventajas sobre otras plantas como son: un ciclo de vida corto (tarda de 8 a 12 semanas en
completar su ciclo de vida), un tamafio fisico pequefio (alrededor de 10 cm, sin contar la raiz)
que facilita la manipulacion experimental, una produccién prolifica de semillas en un
organismo que se autopoliniza, aunado a la secuenciacion completa de su genoma y que se
cuenta con una gran cantidad de herramientas moleculares para su estudio, como el hecho de

tener lineas mutantes en casi todos sus genes (Koornneef y Meinke, 2010).

Ademas de ser un sistema modelo para el estudio de las plantas, recientemente Arabidopsis
se ha convertido en una invaluable herramienta para entender los mecanismos moleculares
que afectan a las enfermedades humanas. Esto se debe a que la comparacion de los genomas
de Arabidopsis y humanos revelan un alto porcentaje de identidad en genes implicados en
enfermedades humanas que se encuentran presentes en la planta, incluyendo aquellos
involucrados en desordenes neurodegenerativos y cancer (Xu y Moller, 2011). Muchos de
estos genes son letales en el ser humano mientras que la gran mayoria participan en otros

procesos en el desarrollo de las plantas y no son letales en Arabidopsis.

1.1.1 Meristemos
Mientras que la organogénesis en muchos animales ocurre durante la embriogénesis, el inicio

de la formacion de 6rganos y el crecimiento en plantas es un proceso reiterativo y continuo
gue ocurre de manera post-embrionaria durante toda la vida del organismo, lo cual puede
durar cientos de afios en algunas especies. Este crecimiento ocurre a partir de meristemos,
que son un conjunto de celulas indiferenciadas con la capacidad de autoperpetuarse y células
en constante proliferacion celular; en plantas, los principales meristemos se encuentran en el

apice tanto del vastago aéreo como de la raiz (Van den Berg et al., 1997; Sablowski, 2011).

Una caracteristica del conjunto de células indiferenciadas y de los meristemos en general, es
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que continuamente proveen de células precursoras mas especializadas para sostener el
crecimiento y formar nuevos organos (Sablowski, 2004). En animales, a pesar de que la
organogénesis se completa durante la embriogénesis, se conservan conjuntos de células
indiferenciadas, llamadas células madre, como en los meristemos, que confieren la capacidad
de renovar constantemente componentes de los érganos y tejidos, como ocurre, por dar unos
ejemplos, en la hematopoyesis, en el intestino y en los musculos, donde las células
indiferenciadas tienen que regular su capacidad de autorenovacién y de diferenciacion para

mantener los tejidos y 6rganos ya existentes (Reya et al., 2001).

Por lo anterior, la comparacién de este mecanismo entre ambos tipos de organismos puede
realzar aspectos importantes en el estudio de la biologia de estos procesos Tanto en plantas
como en animales, las células indiferenciadas son mantenidas por sefiales intracelulares de
corto alcance muy especificas y tiene una division celular méas lenta (Sablowski, 2004).
Finalmente se puede decir que muchos de los componentes de sefializacién no parecen estar
conservados ni tener relacion entre plantas y animales, pero otros si se conservan, como
aquellos involucrados en la regulacién de la cromatina; éstos Gltimos pueden pre-datar la

evolucion de organismos multicelulares (Sablowski, 2004).

1.1.2 Raiz
La raiz de Arabidopsis se ha convertido en un sistema experimental modelo, fundamental

para entender las bases moleculares y celulares del desarrollo. En la raiz se pueden encontrar,
en cualquier momento del desarrollo, las distintas fases por las que atraviesa una célula: el
nicho de células troncales, una zona mersitematica dividida en dos dominios: uno de
proliferacion activa y uno de transicion, una zona de alargamiento celular y una tltima zona
de diferenciacion (Fig. 1) (Dolan et al., 1993). Ademas, la raiz es un Organo con una
estructura celular relativamente sencilla, transparente, de facil manipulacién, con pocos tipos
celulares y en donde se cuenta con una gran cantidad de herramientas moleculares para su
estudio. Por otro lado, la raiz de Arabidopsis es un sistema experimental muy til para el
estudio de la organogénesis de plantas, ya que se pude ver como un conjunto de cilindros
concentricos, con solamente cuatro capas que rodean el tejido vascular: de afuera hacia el
centro se encuentra la epidermis, el cortex, la endodermis y los haces vasculares (Benfey y
Sheres, 2000). En la parte apical de la raiz se encuentra el meristemo de la raiz o RAM (por
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sus siglas en inglés Root Apical Meristem) donde a su vez se encuentra el Nicho de Células
Troncales (NCT) formado por un organizador central conocido como centro quiescente (CQ)
que presenta una baja tasa de division celular, rodeado por cuatro células iniciales o troncales
que van a dar lugar a todos los tipos celulares de la raiz. Las células del CQ actlan, entre
otras cosas, para mantener a las células iniciales en un estado indiferenciado (Dolan et al.,
1993, van den Berg et al., 1995 y van den Berg et al., 1997).

Las células que se originan del nicho de células troncales pasan por una fase de proliferacion
celular en el dominio de proliferacion del meristemo seguido del dominio de transicién en
donde baja la tasa de divisién celular y progresivamente se empiezan a elongar.
Posteriormente, las células transitan a la zona de elongacién, donde el tamafio de las células
puede ser 20 veces mas grande que las del meristemo, debido a una rapida expansién celular
mediada por la vacuola. Al alcanzar su tamafio final en la zona de maduracion, adquieren sus
caracteristicas celulares finales como es la formacion de pelos radiculares en las células de
la epidermis (Fig. 1) (Barrada et al., 2015).
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Figura 1. Mecanismos celulares involucrados en la zonacién de la raiz primaria.
Fotografia de una raiz de Arabidopsis donde se observan las diferentes zonas de desarrollo:
la zona meristematica compuesta por el dominio de proliferacion donde las células se
dividen por mitosis, y el dominio de transicion, donde las células se siguen dividiendo pero
a una tasa mas baja, empiezan a crecer mas y a vacuolizarse; la zona de elongacion, donde
las células alcanzaran su tamafio final y la zona de maduracion donde las células adquieren
sus caracteristicas finales (Modificado de Barrada et al., 2015).

2. Ciclo celular
Cuando las células eucariontes estan proliferando, tienen un ciclo celular que comprende
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cuatro fases: la fase de sintesis (S), donde el DNA es replicado; la fase de mitosis (M), donde
el material replicado es segregado dando como resultado dos células hijas; dos fases de
crecimiento G (del inglés growth) G1 y G2, que interceden entre la fase S y M
respectivamente y, también se ha sefialado una quinta fase conocida como GO, la cual es un
estado quiescente que asegura que las células no sigan el ciclo celular en condiciones
desfavorables y que esta presente en la diferenciacion terminal (Budirahardia y Goénczy,
2009).

En tejidos maduros y diferenciados, las células a menudo entran en un ciclo de
endoreduplicacion donde la fase S no es seguida por la fase M, sino por otra fase G1,
resultando en células con un mayor nimero de copias de su genoma (poliploidia) sin que
haya citocinesis (Harashima et al., 2013). La poliploidia, es un mecanismo normal en el
desarrollo de muchos organismos incluyendo animales, insectos, gasterépodos y plantas. Se
ha propuesto que el mecanismo de endoreduplicacién y poliplodia podria conferir ciertas
ventajas a las células como aumentar su tamarfio y, por consiguiente, aumentar el tamafio total
del organismo y como proteccion contra mutaciones por tener multiples copias de cada uno
de los genes (Orr-Weaver, 2015). Se cree que las células ajustan su volumen citoplasmatico
con respecto al contenido nuclear de DNA,; esto se ha visto en fruto de jitomate en donde hay
una clara relacion entre la endoreduplicacion y el tamafio final de los mismos (Chevalier et
al., 2014; Orr-Weaver, 2015). También se ha propuesto que las células que estan
endoreduplicando son necesarias para sostener la produccion masiva de proteinas y una
actividad metabdlica alta necesaria en algunos tejidos, como en la embriogénesis en animales

y el rapido crecimiento del hipocotilo en plantas (Lee et al., 2009; Orr-Weaver, 2015).

Uno de los dogmas centrales del control del ciclo celular es que las progresiones de las
diferentes fases del ciclo estan controladas, principalmente, por la actividad de una clase
especifica de cinasas serina/treonina, denominadas cinasas dependientes de ciclina (CDK’s)
(Harashima et al., 2013). Estas cinasas se encuentran presentes en diversos organismos
eucariontes desde hongos como Saccharomyces cerevisiae, anfibios como Xenopus laevis,
insectos como Drosophila melanogaster, mamiferos como ratén (Mus musculus), humano
(Homo sapiens) y en diversas plantas: las algas verdes como Chlamydomonas reinhardtii,
musgos como Physcomitrella patens, plantas con flor como Arabidopsis thaliana, arroz
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(Oryza sativa) y maiz (Zea mays). Lo anterior demuestra que estas cinasas son factores
importantes del control del ciclo celular en una gran diversidad de organismos; sin embargo,
hay diferentes grupos de cinasas cuya funcion varia entre organismos y hasta entre especies
sugiriendo que hay una divergencia funcional que ha ocurrido durante la evolucién de los

eucariontes (Harashima et al., 2013).

La actividad funcional de las CDK’s necesita de la formacion de complejos heterodiméricos
con las proteinas denominadas Ciclinas que son proteinas que reciben su nombre debido a
que su concentracion oscila a lo largo del ciclo celular (Budirahardia y Génczy, 2009). La
combinatoria de estos complejos es la que determina los diferentes puntos de control del ciclo
celular ya que las ciclinas son sintetizadas periédicamente antes de cada fase del ciclo en la
que seran requerida (Budirahardia y Gonczy, 2009). La funcién de las CDK’s también esta
regulada al ser fosforiladas y esto puede controlarse a través de la unién con cinasas
inhibidoras de CDK’s (CKI por sus siglas en inglés) o a través de otras fosforilaciones que
resultan en la inhibicion de su actividad (como las que llevan a cabo las cinasas Weel y
Mytl). En mamiferos, existen dos familias de CKI’s: la familia INK4 y la familia KIP/Cip
(Budirahardia y Gonczy, 2009; Francis, 2007).

Dentro del ciclo celular, la disponibilidad de factores de crecimiento y nutrientes determina
si una célula pasa de la fase G1 a S o0 se mantiene en GO. Se ha demostrado que hay proteinas
que son esenciales para tomar esta decisién y una de ellas es la llamada proteina supresora
de tumores codificada por el gen de suceptibilidad a retinoblastoma (pRb) que esta altamente
conservada en eucariontes. Esta proteina normalmente secuestra a factores de transcripcién
de la familia de los E2F’s, provocando que no se unan a su secuencia en el DNA y que la
cromatina se mantenga compactada en esos sitios donde se da la transcripcion de genes que
participan en la duplicacion del DNA; esto da como resultado que no progrese el ciclo celular
(Dick, 2007; Dick y Rubin 2013; Budirahardia y Gonczy, 2009). Las ciclinas junto con las
CDK’s fosforilan a pRb provocando que se libere E2F, el cual se une a secuencias en sus
blancos para poder llevar a cabo la transcripcion de genes requeridos para la transicion G1/S

y los subsecuentes pasos del ciclo celular (Budirahardia y Gonczy, 2009).
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2.1 Ciclo celular en plantas
Al igual que en animales, la progresion del ciclo celular ocurre a través de las fases G1, S,

G2y My es un proceso regulado por los mismos complejos formados por ciclinas y CDK'’s,
que fosforilan proteinas blanco claves en cada transicion de fase. Las CDK’s también son
activadas por los diferentes tipos de ciclinas e inhibidas por proteinas inhibidoras de cinasas
(KIP; Kinase Inhibitory Protein). La regulacion especifica de las CDK'’s, en cada fase del
ciclo celular de las plantas, es controlada por la sintesis y degradacion ordenada de las
ciclinas y los inhibidores de CDK’s (Barrada et al., 2015). Finalmente, en plantas también se
encuentra una proteina parecida a pRb, la proteina relacionada a Retinoblastoma (RBR en
plantas), que controla la actividad de los factores de transcripcion E2Fs (Sablowski y
Dornelas, 2013; Gutierrez, 2005).

Sin embargo, hay diferencias en el control del ciclo celular en plantas con respecto a la que
se ha encontrado en animales; por ejemplo, se sabe que en plantas hay mas genes que
codifican para ciclinas (50 genes; Gutierrez, 2005) de los que se encuentran en animales. De
éstos, 10 codifican para ciclina-D (CYCD) (Inagaki y Umeda, 2011) mientras que en
animales hay Unicamente tres ciclinas tipo D (D1, D2, D3) (Musgrove, et al., 2011). De
manera interesante CYCD1 en animales y CYCD3;1 en plantas, son las que tienen la funcion
central en el control de la transicidn de fase G1/S (Musgrove, et al., 2011; Desvoyes et al.,
2013) aunque se ha demostrado que algunas de las ciclinas son especificas de plantas o con
interacciones que sélo ocurren en plantas (Sablowski y Dornelas, 2013; Scofield et al., 2014).
Esta abundancia de proteinas en plantas podria ayudar a explicar porque la morfologia
vegetal es mas robusta ante cambios en la regulacion de los componentes del ciclo celular;
por ejemplo, la sobreexpresion (SE) de la ciclina CYCB1;1 (involucrada en la transicion de
fase G2/M) da lugar a una raiz mas larga debido a una alteracion en la division celular sin
que se presenten divisiones descontroladas por lo que no hay desarreglos en la misma
(Schnittger et al., 2002). En contraste, la SE de la ciclina B de animales da lugar a células
cancerigenas en donde si hay una alteracion descontrolada (Egloff et al., 2006). Por otro lado,
también ocurre que hay algunos componentes que si se encuentran en animales y en plantas
no, como es el caso de la ciclina E, con dos copias en animales que tienen funciones
reduntantes en algunos procesos y en otros tienen funciones independientes y que no existe

en plantas (Caldon y Musgrove, 2010; Sablowski y Dornelas, 2013).
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Otra caracteristica conservada entre plantas y animales, es la funcién de los factores de
transcripcion E2Fs que promueven la replicacion del DNA y la regulacion de los mismos por
la proteina de RBR (Sablowski y Dornelas, 2013). En cuanto a los factores de transcripcion
E2F, Arabidopsis contiene 6 (denominados E2F de la a a la f) y dos tipos de proteinas que
dimerizan con éstos: DPa y DPb. Los E2F’s a/b/c tienen una organizacion tipica que les
permite unirse al DNA heterodimerizando con DP’s e interactuando con RBR. Los otros tres
miembros de los E2F’s (d, e y f) son atipicos ya que tienen duplicado el sitio de union al
DNA funcionan sin la necesidad de formar dimeros. Se ha demostrado que E2Fa, en
cooperacion con DPa, regulan la transcripcion de los genes de la fase S del ciclo celular
(Mariconti, et al., 2002; Gutierrez, 2005). La via de la regulacion Retinoblastoma/E2F, y no
solo los componentes, esta conservada en plantas y esto se ha demostrado ya que la SE de
E2Fa-DPay de CYCD3;1 inducen una proliferacion celular descontrolada y un retraso en la
diferenciacion, mientras que la inactivacion de RBR también da una proliferacion

descontrolada (Desvoyes et al., 2013).

3. Retinoblastoma

3.1 Retinoblastoma en animales

La proteina codificada por el gen de suceptibilidad al Retinoblastoma (pRb) es el primer
supresor de tumores descubierto a partir del estudio de este tumor intraocular maligno de la
infancia temprana, que se origina en la retina. Se trata de una proteina particularmente
interesante que debe de tener un origen ancestral, antes de la divergencia entre plantas y
animales, ya que al menos, una especie de cada uno de los subgrupos de eucariontes, tiene
un gen de pRb incluyendo a los grupos excavata, como Naegleria gruberi, amoebozoa como
Polysphondylium pallidum y apusozoa como Thecamonas trahens (Desvoyes et al., 2013).
Ademas, pRb no solo participa en la regulacion de la proliferacién celular, sino en mantener
un estado de quiescencia, en la coordinacion de la diferenciacion celular, supervivencia,
senescencia y estabilidad del genoma (Chinnam y Goodrich, 2011). Por todo lo anterior, se
ha propuesto que esta proteina es un nodo central dinamico: un integrador que recibe sefiales
y las traduce en cambios especificos en el genoma mediante complejos proteicos que
participan en una variedad de procesos moleculares relevantes para la célula, incluyendo

transcripcion de genes, reparacion de DNA y mitosis (Chinnam y Goodrich, 2011).
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3.1.1 Estructura y funcién de pRb
pRb de animales es miembro de una pequefia familia de genes que incluye a los genes RB1

(p105), p107 y RB2 (p130), cuya estructura es muy similar entre si y que probablemente
surgieron por una duplicacion en tandem. RB1 es el gen que mas se conoce debido a que se
ha estudiado mas (Claudio et al., 2002; Chinnam y Goodrich, 2011); se sabe que su proteina
(pRb) consta de 928 amino &cidos con dos dominios y una region desordenada: el primer
dominio llamado “pocket” (bolsillo) es un dominio interno de la proteina y esta formado por
dos subdominios altamente conservados (A y B). Estos dos motivos estructurales llamados
pliegues de ciclina, estdn formados por dos nucleos estructurales de tres o cinco hélices
proteicas que ayudan a mediar las interacciones proteina-proteina (Fig. 1) (Dick, 2007;
Chinnam y Goodrich, 2011; Dick y Rubin, 2013, Chemes et al., 2013). El segundo dominio,
se encuentra en el extremo amino-terminal y también esta compuesto de dos pliegues de
ciclina muy parecidos a los que presenta el dominio “pocket”. Finalmente, la proteina tiene
una region carboxilo terminal que consta de aproximadamente 150 residuos en donde no se
encuentra ninguna zona bien estructurada; considerada intrinsecamente desordenada (Fig. 2)
(Dick y Rubin, 2013). A pesar de que el dominio carboxilo esta poco estructurado, la region
minima necesaria para la funcion de pRb, incluye al dominio pocket y al carboxilo- terminal;

esta region se denomina “pocket largo” (Dick, 2007) (Fig. 2).

La organizacion de los dominios de pRb le permite tener uniones independientes con otras
proteinas que pueden modular o regular su actividad (Dick y Rubin, 2013). Se sabe que el
dominio “pocket” cuenta con una hendidura que permite la unién de proteinas que contengan
los aminoacidos ‘L-X-C-X-E’ (donde X representa cualquier amino acido) y se ha
documentado un gran nimero de proteinas que contienen este motivo (Dick y Rubin, 2013).
Ejemplo de este tipo de proteinas son la CYCD, proteinas remodeladoras de la cromatina
(HDAC’s, HP1, Suv39hl, DNMTI1), DNA polimerasas, helicasas, etc. (Dick, 2007,
Desvoyes et al., 2013) (Fig. 2).

Otro factor muy importante que modula la funcion de la proteina de pRb, son las
modificaciones post-traduccionales; se ha visto que la fosforilacion de esta proteina resulta
en su inactivacion con la consecuente desrepresion transcripcional y progresion del ciclo

celular (Dick y Rubin, 2013) aunque se han documentado excepciones a esto; por ejemplo,
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se ha visto que en ratones transgénicos de pRb no fosforilable, las células epiteliales no
detienen su ciclo celular, sino que solo es méas lento, por lo que debe de haber otros
mecanismos de regulacion del ciclo celular independientes de Retinoblastoma (Dick, 2007).
La fosforilacion no solamente esta mediada por CDK’s sino también por otras cinasas cada
una de las cuales fosforila sitios determinados dando lugar a cambios estructurales
especificos (Dick y Rubin, 2013). También se han identificado sitios de acetilacion y
metilacion y no se ha demostrado su funcién en pRb pero se ha visto que, en otras proteinas,
estas modificaciones se dan como una sefial de respuesta a dafio al DNA y a procesos de
diferenciacion (Dick y Rubin, 2013) (Fig. 2).

A pesar de que se han identificado dominios muy importantes de interaccion de pRb con
muchas proteinas involucradas en diferentes procesos del desarrollo, es el conjunto de
modificaciones post-traduccionales las que mas influyen en las diferentes funciones que
pueda tener esta proteina (Dick, 2007). Se sabe que lineas celulares donde se encuentra
mutado el sitio de union con los motivos L-X-C-X-E, tienen la capacidad de controlar el ciclo
celular, sin que haya la interaccion directa con las ciclinas D (Dick, 2007). De igual manera,
alterar los sitios de forforilacion y acetilacion involucrados en ciclo celular, perturban la
proliferacion, pero no de una manera drastica, por lo que se puede decir que no son
indispensables para este proceso. Finalmente, la modificacion de estos sitios, altera otros
procesos como la diferenciacion a pesar de que, estas marcas, no se han relacionado a dichos
procesos (Dick, 2007).

Todas estas caracteristicas, le confieren a pRb la capacidad de ser un integrador en multiples

funciones que se van a describir a continuacion.
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Figura 2. Dominios de la proteina de Retinoblastoma y los diferentes sitios de
modificaciones post-traduccionales. A) Modelo de la proteina activa de Retinoblastoma,
a partir de datos de cristalografia, con sus diferentes dominios y en complejo con E2F y un

péptido con motivo LXCXE. B) Diagrama esquematico de los dominios de la proteina:

dominio RB amino-terminal (RBN), dominio Pocket y dominio RB carboxilo-terminal
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(RBC). Se marcan los sitios de unién con otras proteinas que han sido reportados. C)
Estructura esquematica de la proteina inactiva en su conformacion fosforilada. D) Sitios de
modificaciones pos-traduccionales dentro de la secuencia proteica de Retinoblastoma (A'y

B en azul: subdominios del dominio Pocket) Se pueden observar sitios de fosforilacion,
acetilacion, sumoilacion, marcas para la union de caspasas Y sitios de union de
ciclinas/CDKs (Modificado de Dick 2007; Dick y Rubin 2013).

3.1.2 Papel de Retinoblastoma en proliferacion y diferenciacion celular
La regulacion de la proliferacion a través de pRb, como lo mencionamos anteriormente,

ocurre a través de la interaccion con los factores de transcripcion E2F’s. Existen, al menos,
tres diferentes mecanismos por los cuales pRb es capaz de regular negativamente la actividad
transcripcional de los E2F’s sobre sus blancos. El primero es por medio de la
heterodimerizacion de pRb con E2F (RB/E2F) la cual es posible cuando pRb est&
hipofosforilada en los sitios S608/612 y T356/373 por las CDK'’s; el segundo, es la
competencia de la proteina pRb por el mismo sitio de union de factores transcripcionales y
acetil transferasas que normalmente interactian con E2F y ayudan a activar la transcripcion
(Chinnam y Goodrich, 2011). Finalmente, el tercer mecanismo se da a través de
modificaciones de la cromatina mediadas por remodeladores de la cromatina que forman
complejos con pRb y afectan la expresion de los genes (De Falco et al., 2006; Talluri y Dick,
2012).

A pesar de que la regulacion de pRb sobre E2F es caracteristica en la proliferacion celular,
se ha demostrado que los factores transcripcionales E2F’s son dispensables (mientras que
pRb no lo es) para que continde la proliferacion por lo que se sugiere que la regulacion
transcripcional de los E2F’s no debe de ser la tnica manera de regular la funcion de pRb
como supresor de tumores (Chinnam y Goodrich, 2011). Se reporto recientemente que pRb
puede regular al Ciclosoma o Complejo Promotor de la Anafase (APC/C; por sus siglas en
inglés) a través de diferentes interacciones proteicas independientes de E2F, algunas todavia
no muy bien definidas. Este complejo tiene una importante participacion en la degradacion
de proteinas principalmente durante la transicion de fase M/G1, por lo que esta involucrado
en la toma de decisiones entre proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Ramanujan y Tiwari,
2016).
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Por otro lado, se ha visto que pRb esta involucrado en diversos sistemas de diferenciacion en
animales que incluyen ojos, cerebro, sistema nervioso periférico, musculo, higado, placenta,
pulmones, cerebelo, pituitaria y retina (De Falco et al., 2006). La expresion de RB esta
regulada en muchos procesos de diferenciacion y se sabe que también muchos genes blanco
de E2F’s participan en los mismos. Ademas, se ha reportado que tanto pRb como los E2F’s
interactian de manera independiente con factores transcripcionales tejido-especificos (De
Falco et al., 2006), aungue se desconoce como es que el heterodimero E2F/pRb regula la
diferenciacion tejido-especifica. EI proceso de diferenciacion mas estudiado en animales
donde esta involucrado pRb, es el de diferenciacion de musculo. En este proceso, pRb es
requerido para la diferenciacion terminal de miocitos; para que esto ocurra, es necesaria la
participacién y presencia de otro componente que es el factor transcripcional MyoD (proteina
de diferenciacion miogénica). Tanto MyoD como pRb necesitan estar presentes en este
proceso de diferenciacion, pero se ha visto que no tienen interacciones proteina-ptoteina;
ambos factores promueven la activacion transcripcional del coactivador MEF2 (Myocyte
Enhancer Factor 2) para las etapas finales de la diferenciacion muscular (Novitch et al., 1999;
De Falco et al., 2006). Por otro lado, pRb se une directamente a desacetilasas de histonas tipo
I (HDAC 1) y previene la desacetilacion de los blancos transcripcionales de MyoD vy la

hiperacetilacion de éste, volviéndolo funcional (De Falco et al., 2006).

3.2 Retinoblastoma en plantas
En plantas, el gen que codifica para RBR, se descubri6 por primera vez en maiz y se ha visto

que esta presente, al menos con una copia, en todos los taxones. Su secuencia es similar a la
de humanos y comparte la misma organizacion proteica (Desvoyes et al., 2013), por lo que
es concebible que muchas de sus funciones estructurales también se compartan entre plantas
y animales.

Debido a esto, se ha buscado estudiar el papel de RBR en plantas; sin embargo, las plantas
mutantes de RBR son gametofiticamente letales debido a que las esporas haploides, que de
manera normal se dividen de forma multicelular para formar los gametofitos, fallan en la
regulacién del arresto mitético, sufriendo una excesiva proliferacion celular y perdiendo el
control de la gametogénesis (Ebel et al., 2004). Por esta razon los anélisis que se han hecho
hasta ahora para estudiar la funcion de este gen, han sido mediante diferentes técnicas para

silenciar a RBR, como silenciamiento inducido viralmente, inactivacion mediante proteinas
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virales o por RNA’s de interferencia (Desvoyes et al., 2006, Wildwater, et al., 2005, Park et
al., 2005). Por medio de estas técnicas, se ha encontrado que, dependiendo de la etapa del
desarrollo en el que se encuentre la planta, el silenciamiento condicional de RBR induce la
activacion de los ciclos mitotico y de endoreduplicacion (Desvoyes et al., 2006) y un retraso
en la diferenciacion (Park et al., 2005). Por otro lado, la sobreexpresion de RBR tiene el
efecto opuesto y reprime tanto a la proliferacion celular como a la endoreduplicacién
(Desvoyes et al., 2006; Desvoyes et al., 2013).

Recientemente se estd describiendo una red compleja de regulacion genética de la
coordinacion entre proliferacion y salida del ciclo celular hacia la diferenciacién donde RBR
se esta posicionado en el entrecruzamiento de esta red, ya que esta emergiendo como un
regulador maestro de una gran variedad de procesos celulares (Desvoyes et al., 2013). A
pesar de que se comparten muchos de los mecanismos y genes del ciclo celular entre plantas
y animales, la mayoria de los procesos son mejor conocidos en animales y hace falta
profundizar en los mecanismos de regulacion que se estan llevando a cabo en plantas a través
de RBR.

Dentro de la red de animales que se ha descrito entre proliferacion y diferenciacion, en
conjunto con pRb se han descrito otros componentes clave, como factores de transcripcion
tipo bHLH y tipo MADS-box, a su vez conservados en plantas, los cuales describiremos mas

adelante, junto con las interacciones que tienen para formar la red de regulacion.

4. Otros componentes de proliferacion y diferenciacion celular

4.1 Factores de transcripcion bHLH

Un componente conservado es del tipo de los factores de transcripcion tipo bHLH (Hélice-
bucle-Helice basica, por sus siglas en inglés basic Helix-Loop-Helix) los cuales se encuentran
en todos los eucariontes, se agrupan por su dominio bHLH y estan involucrados en muchos
procesos reguladores que van desde la neurogénesis en mamiferos hasta las respuestas
ambientales en plantas (Sailsbery y Dean, 2012). El dominio bHLH esta conformado por
alrededor de 60 aminoacidos, mientras que el dominio de union al DNA, localizado en el
extremo N-terminal, esta compuesto de aproximadamente 13 aminoacidos. Las dos alfa

hélices de este FT contienen 15 aminoacidos separados por un bucle variable en longitud,
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esta estructura le permite a la proteina unirse a otras alfa hélices formando homodimeros y
heterodimeros que estabilizan la interaccion con el DNA y promueven la transcripcion
(Sailsbery y Dean, 2012). Un ejemplo de esto, es que varios miembros de esta familia regulan
la miogénesis mediante la heterodimerizacion de ciertos bHLHs con otros factores bHLH
que se expresan de manera ubicua, conocidos como proteinas E, y que se unen al DNA en la
secuencia concenso CANNTG, conocida como caja E (Black et al., 1998; Wang y Baker,
2015).

A través de un analisis comparativo filogenético de las secuencias de bHLHSs de diferentes
especies: humano (Homo sapiens), rata (Rattus norvegicus), ratdn (Mus musculus),
Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans y Arabidopsis; se han clasificado
recientemente a los bHLHSs en seis clados (Stevens et al., 2008). En clasificaciones anteriores
se les agrupaban en siete clados diferentes ya que el analisis se hacia basandose Unicamente
en comparaciones de funcionalidad y en el dominio bHLH de union al DNA (Ledent y
Vervoort, 2001; Skinner et al., 2010). La clasificacién de Stevens y colaboradores (2008)

considera la secuencia completa y esto le permite que la comparacion sea mas robusta.

4.1.1 Familia MRF de bHLHSs
Dentro de los FT tipo bHLH, MyoD es necesario en la diferenciacion muscular y forma parte

del clado C de la familia de FT bHLH y del subclado conocido como MRF (factores
reguladores de la miogénesis) compuesto por MyoD, Myf5, MRF4 y Myog (Singh vy
Dilworth, 2013; Skinner et al., 2010; Sartorelli y Caretti, 2005). Se ha propuesto que los
genes de la miogénesis (MRF’s) evolucionaron de un gen ancestral de MRF el cual pas6 por
dos eventos de duplicacion génica y de subsecuentes mutaciones divergentes. Durante la
segunda duplicacion, un linaje dio origen a MyoD y Myf5 que presentan un dominio
caracteristico MYF5 en el extremo carboxilo terminal de la proteina, mientras que el otro
linaje dio origen a Myog y MRF4 donde no esta presente este dominio (Singh y Dilworth,
2013; Zhao et al., 2014).

El genoma de los vertebrados en general contiene los cuatro genes MRF, mientras que el
genoma de tres invertebrados, Caenorhabditis elegans, Anthocidaris crassispina y

Drosophila melanogaster, solo contienen un gen MRF (Zhao et al., 2014). Debido a su
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origen, estos cuatro genes (MyoD, Myf5, MRF4 y Myog) tienen cierta redundancia funcional,
aunque no son completamente intercambiables ya que su funcion se encuentra establecida de
una manera jerarquica y se expresan diferencialmente en distintos momentos del desarrollo
(Rescan, 2001; Singh y Dilworth, 2013). MyoD y Myf5 se encuentran presentes en
mioblastos indiferenciados, aunque no activan la transcripcion; sin embargo, cuando se
transducen las sefiales extracelulares para la diferenciacion celular, MyoD y Myf5 se vuelven
transcripcionalmente competentes y activan el programa miogénico (Rescan, 2001; Sartorelli
y Caretti, 2005). Por otro lado, Myog junto con MRF4, estan mayormente asociados con la
diferenciacion terminal y la homedstasis de la miofibra. En este proceso de desarrollo, MyoD
regula positivamente la expresién de Myog, que a su vez regula de manera negativa la
expresion de Myf5, deteniendo la proliferacion celular de los mioblastos mientras que MRF4
es regulado positivamente por MyoD y Myog (Singh y Dilworth, 2013). Como se puede
apreciar en este ejemplo, hay una jerarquia que ayuda a que la transcripcion no sea activada
prematuramente en células indiferenciadas (Sartorelli y Caretti, 2005), este mecanismo
podria estar funcionanado en otros procesos de desarrollo.

4.1.2 MRFs en proliferacion celular
Adicionalmente, se ha demostrado que los factores de transcripcion MRF no sélo participan

en la diferenciacion celular, sino que se ha encontrado que las mutantes de MyoD y Myf5
presentan también defectos en la proliferacion celular y en la expresién de factores del ciclo
celular. Ademas, la expresion y la concentracion de las proteinas de MyoD y Myf5 es
regulada durante las diferentes etapas del ciclo celular (Singh y Dilworth, 2013); por ejemplo,
MyoD puede ser fosforilada por el complejo CDK/CYCB vy esta fosforilacion es capaz de
reprimir su actividad transcripcional durante la mitosis. Esto es importante ya que se ha visto
que esta proteina regula la progresion del ciclo celular y que, en mutantes de pérdida de
funcién, el ciclo celular se detiene (Parker et al., 2012). Finalmente, se ha visto que el factor
determinante para pasar de la proliferacion a la diferenciacion, es la expresion de MyoG ya
que este gen regula factores determinantes para detener el ciclo celular y potenciar la

diferenciacion (Singh y Dilworth, 2013).

De manera muy interesante, en el clado C del arbol filogenético de los bHLH’s, en donde se

encuentran clasificados los MRFs, también se encuentran muchos otros bHLHSs
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pertenecientes a plantas que se ha visto se encuentran involucrados en diversos procesos
como es en la respuesta a hormonas vegetales (Brasinoesteroides), diferenciacion de estomas,
tolerancia al frio, desarrollo de frutos, etc. (Chandler et al., 2009; Kanaoka, et al., 2008, Kim
et al, 2015; Reymond et al., 2012). Por otro lado, también se han descrito muchos otros
bHLHs de plantas que solo se encuentran en plantas y se cree que la diversidad génica de
esta familia ocurri6 después de la diversificacion de eucariontes (Stevens et al., 2008; Skinner
etal., 2010), en particular a nosotros nos interesan los genes que puedan estar tanto en plantas
como en animales, posiblemente formando parte de una misma red de regulacion de la

proliferacion y diferenciacion celular.

4.2 Factores de transcripcion MADS-box
Otro componente conservado son los FT de la familia MADS-box que ha sido identificada

por la similitud de su secuencia primaria entre numerosas proteinas de diversos tipos de
organismos eucariontes, incluyendo levaduras, plantas, insectos, anfibios y mamiferos. El
dominio MADS es un motivo conservado en el dominio de unién a DNA de estas proteinas;
su nombre hace referencia a los cuatro miembros encontrados originalmente: MCM1 de
Saccharomyces cerevisae, AG de Arabidopsis, DEFA de Antirrhinium majus y SRF de
humanos (Shore y Sharrocks, 1995). Estos factores de transcripcion parecen ser especificos
de eucariontes ya que nunca se han identificado ni en bacterias ni en archeobacterias
(Gramzow et al., 2010).

El dominio MADS, presente en todos los genes que pertenecen a esta familia, es el encargado
de unirse al DNA en forma de homo o heterodimero, donde la interaccion heterodimérica
usualmente ocurre con otra proteina MADS. Los dimeros de estos factores de transcripcion
se unen a cajas CArG, que son secuencias consenso 5’-CC[A/T]eGG-3’, o con alguna
variante ligera (de Folter y Angenent, 2006). Las cajas CArG son muy comunes en los
genomas, debido a que son pequefias y variables por lo que la prediccion de genes blanco

basandose Unicamente en estos motivos, no es confiable (Gramzow y Theissen, 2010).

Se ha visto que, una duplicacion ancestral dio como resultado dos linajes dentro de esta
familia de factores transcripcionales que se encuentran tanto en hongos como en plantas y
animales (Alvarez-Buylla et al., 2000 a). En las proteinas MADS box del tipo 11 (tipo MEF),
el dominio MADS esta localizada en el extremo N-terminal mientras que en las proteinas
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MADS box tipo I (tipo SRF) el dominio MADS esta localizada més hacia el centro resultando
en una proteina con un dominio N-terminal mas largo (Shore y Sharrocks, 1995; Alvarez-
Buylla et al., 2000a). De manera interesante, los dos linajes regulan genes diferencialmente
y esto necesariamente se debe a las diferentes proteinas con las cuales interacttan (Gramzow
etal., 2010).

Las proteinas MADS estan involucradas en un diverso rango de actividades biologicas, como
el desarrollo de células musculares en humanos, Drosophila y Xenopus, la produccion de
feromonas en levaduras, el desarrollo de los érganos florales en plantas y en todos los
procesos de desarrollo que se han estudiado en Arabidopsis (Shore y Sharrocks, 1995;
Alvarez-Buylla et al., 2000 a y b).

4.2.1 MEF2 de humanos
MEF2 pertenece a la familia de factores de transcripcion tipo MADS-box y esta constituido

por cuatro factores transcripcionales en humanos (Mef2a, b, c, d) (Potthoff y Olson, 2007).
Se ha visto que, en estas cuatro proteinas, los primeros 86 amino acidos comprenden al
dominio MADS y el resto de la proteina al dominio adyacente nombrado como MEF2; ambos
dominios estan altamente conservados y definen a la subclase de genes MADS-box tipo
MEF2 o tipo Il. Estos dos dominios, estan involucrados en mediar la dimerizacion de las
proteinas y su union al DNA en la caja CArG (como homo- o heterodimeros) (de Folter y
Angenent, 2006; Gramzow y Theissen, 2010).

MEF2C se expresa desde etapas tempranas del desarrollo y se ha visto que esté involucrado
en la proliferacion celular regulando genes relacionados al ciclo celular probablemente a
través de la regulacion que tiene MEF2C sobre c-jun. Este ultimo gen, es un FT que regula
de manera positiva el ciclo celular (McKinsey et al., 2002; Wei et al., 2003; Estella et al.,
2014; Schwabe et al., 2003), y que interacta con la proteina de MyoD inactivando su
actividad en la proliferacién (Kitzmann y Fernandez, 2001). Por otro lado, se ha visto que la
proteina de MEF2C es degradada durante la mitosis a travées del complejo APC/C (Complejo
Promotor de la Anafase) y se ha demostrado que es necesaria esta degradacion para que sea
posible una eficiente progresion del ciclo celular en la transicion de fase G2/M durante la

miogeénesis (Badodi et al., 2015).
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MEF2C sirve como el punto final de multiples vias de sefializacion y, a pesar de que esta
presente en altos niveles en etapas tempranas del desarrollo, no se une a los enhancers de los
genes de diferenciacion hasta etapas més tardias (Potthoff y Olson, 2007). MEF2C participa
principalmente en procesos de diferenciacion de musculo y las cajas CArG estan presentes
en casi todos los genes musculo-especificos (Black et al., 1998). Finalmente, se sabe que
durante el proceso de diferenciacion de miocitos, MEF2 interactUa a nivel de proteinas con
remodeladores de cromatina; principalmente con desacetilasas de histonas (HDAC’s) tipo II
(Sartorelli y Caretti, 2005; Canté-Barrett et al., 2014). Estas desacetilasas se pueden unir al
dominio MAD-box como parte de complejos multiprotéicos que funcionan como represores
de su actividad transcripcional (Potthoff y Olson, 2007) y a su vez se encuentran regulados
por una retroalimentacion negativa ya que el mismo MEF2C es un regulador transcripcional
directo de una de las HDAC:s tipo Il que lo reprime (HDAC9) (Haberland et al., 2007).

Se ha visto que MEF2C no es un FT exclusivo de musculo ya que también se expresa en
procesos de desarrollo de otros tipos celulares como neuronas y condrocitos (Potthoff y
Olson, 2007). Ademas, se esta estudiando su fuerte relacién con pRb en los procesos de
desarrollo para pasar de proliferacion a diferenciacion celular (De Falco et al., 2006) y en la
transicion de células normales a células malignas en tumores de mama a través de analisis de
coexpresion, donde MEF2C es uno de los genes cuya expresion cambia significativamnete
entre tejido tumoral y tejido sano (Baca-Lopez et al., 2012), y mediante estos andlisis de
microarreglos se observé que se coexpresa con RB, lo cual abre la posibilidad de que lo pueda
regular transcripcionalmente o se encuentren participando en una misma red de manera muy

cercana (Comunicacion directa del Dr. Enrique Hernandez Lemus).

4.2.2 MADS-box en plantas
En plantas, los factores de transcripcion MADS-box participan en diversos procesos

morfogenéticos y se han duplicado hasta llegar a constituir una familia de 107 miembros en
Arabidopsis. En contraste, s6lo unos pocos genes MADS-box estan presentes en animales y
hongos: dos en Drosophila melanogaster, cinco en humanos y dos en Saccharomyces

cerevisiae. En estos organismos, estos genes participan en procesos importantes como son la
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proliferacion y diferenciacion celular, y la respuesta de la levadura a feromonas (Gramzow
et al., 2010). En plantas, estos factores de transcripcion son particularmente importantes ya
que participan en el desarrollo de las estructuras vegetativas y reproductivas de un gran
nimero de plantas (Alvarez-Buylla et al., 2000b). Los genes MADS box tipo Il son los que
han sido mas estudiados en plantas y en ellos se denominan MIKC ya que, a diferencia de
otros organismos, los MADS-box tipo Il de plantas tienen el dominio de union al DNA tipo
MEF2 (M) caracteristico de la familia mas otros tres dominios: un dominio | importante para
la formacion de dimeros de union al DNA vy la interaccidn entre proteinas; el dominio K, que
conserva caracteristicas estructurales secundarias tales como la capacidad de formar una serie
de a-hélices anfipaticas que les permiten tener interacciones con otras proteinas (Yang y
Jack, 2004, Kaufmann et al., 2004) y el dominio C localizado en el extremo C-terminal el
cual esta involucrado en la activacion transcripcional y en la formacion de estructuras
cuaternarias; cabe mencionar que este ultimo, es el dominio menos conservado (Egea and
Cortines, 1999; Becker y Theissen, 2003).

Debido a la alta cantidad de genes MADS box encontrados en plantas y su importancia en el

desarrollo durante todo su ciclo de vida, se ha puesto gran interés en su estudio.

5. Relacion: Retinoblastoma, MyoD y MEF2C.

Sobre lo que se sabe de la interaccion de estos componentes en el proceso de regulacion
proliferacion/diferenciacion en animales es que la transcripcion de los genes necesarios para
que se lleve a cabo la diferenciacion muscular requiere de la union de MyoD a la caja E de
sus genes blanco y el consecuente reclutamiento de acetil transferasas de histonas (HAT’s),
complejos remodeladores de la cromatina (SWI/SNF) y cinasas activadoras de la polimerasa
I1. Por otro lado, MyoD junto con la funcion de pRb, se requieren para apagar la maquinaria
del ciclo celular (De Falco et al., 2006). De manera interesante, se ha visto que MyoD activa
la expresion de RB, aunque no se sabe si es de manera directa (Figura 3; De Santa et al.,
2007), pero si que lo hace a través de un complejo proteico (Magenta et al., 2003), y se
plantea que, tedricamente por analisis de datos de ENCODE (Encyclopedia Of DNA
Elements), MyoD se podria unir al promotor y a los enhancers intronicos del gen de RB
(Singh y Dilworth, 2013).
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La induccidn de la biogénesis de musculo también requiere de la regulacion de las ciclinas y
de los CKI’s, como p21 (De Falco et al., 2006). En este proceso, la represion estable de la
ciclina D1 es requerida para el arresto del ciclo celular, y para que esto ocurra se ha visto que
tanto MyoD, como pRb son necesarios y dependientes, pero no actian de manera directa,
sino a través de la regulacion de un gen intermediario llamado Fra-1 (por sus siglas en inglés
FOS-related antigen 1) (Rajabi et al., 2014). Por otro lado, y de manera antagonica, la ciclina
D1 inhibe la actividad transcripcional de MyoD (Rajabi et al., 2014) ya que la sobreexpresion
de la ciclina D provoca la acumulacion nuclear de una CDK que se une al dominio C-terminal
de la proteina de MyoD previniendo su union al DNA'y, a su vez la consecuente fosforilacion
de pRb (De Falco et al., 2006).

Se han reportado estudios que demuestran que, durante la miogénesis, hay una relacion
transcripcional entre MyoD y pRb; por ejemplo, la expresion de pRb es capaz de regular la
actividad transcripcional de MyoD para la induccién de genes de diferenciacion, pero, esta
regulacién, no se da a través de una interaccion directa entre estas dos proteinas (Figura 3;
De Falco et al., 2006; Smialowski et al., 2005). Se ha postulado que esta regulacion de MyoD
se puede llevar a cabo a través de la interaccion que tienen las HDAC | con pRb ya que estas
desacetilasas reprimen la funcion transcripcional de MyoD y, cuando no estan disponibles
debido a que pueden estar unidas a pRb, dejan de reprimir a MyoD permitiendo que se una

al DNA y lleve a cabo su funcién (Figura 3; Puri et al., 2001).

Una de las actividades de MyoD en la regulacién de la diferenciacion de masculo, es regular
la expresion del FT MEF2C al unirse a una caja E en la region reguladora de la expresion de
MEF2C (Figura 3; Wang et al., 2001). Por otro lado, se sabe que MEF2C autoregula su
transcripcion ya que existe un sitio de union de este gen al cual se une su propia proteina
(Figura 3; Wang et al., 2001). Ademas, se ha demostrado que la activacion de MEF2C ocurre
mediante la remocion de HDAC’s tipo Il que estan unidas a la proteina MEF2C mediante
interacciones proteina-proteina (Sartorelli y Caretti, 2005, Canté-Barrett et al., 2014).
Adicionalmente, para que se lleve a cabo la activacion transcripcional de MEF2C, es
necesaria la presencia de pRb, pero se desconoce su mecanismo exacto de regulacion (De
Falco et al., 2006). MEF2C acta como un regulador central de la miogénesis ya que regula

la expresion de numerosos genes de masculo y de factores transcripcionales que participan
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en otros procesos (Potthoff y Olson, 2007).

La expresion de MyoD es regulada tanto por el factor de respuesta a suero (SRF; por sus
siglas en inglés de Serum Response Factor) como por el mismo MEF2C, ambas proteinas
pertenecientes a la familia de los factores transcripcionales MADS-box (L‘Honore et al.,
2007; Wang et al., 2001). Esto crea un asa de regulacion transcripcional positiva cuando se
lleva a cabo el proceso de diferenciacion celular. Ademéas, MEF2C tiene funcion de
coactivador/potenciador del complejo transcripcional formado por las proteinas
MyoD/proteina E (Figura 3; Canté-Barrett et al., 2014) ya que se ha demostrado que, en
mutantes del sitio de unidn de este FT, se ve comprometido el desarrollo del musculo (Wang
et al., 2001). el papel que juega Rb con MEF2C en desarrollo de musculo, lo hace a través
del FT tipo bHLH: MyoD.
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Figura 3. Interacciones entre algunos de los componentes del ciclo celular y la
diferenciacion celular en animales. Las lineas negras representan regulacion

transcripcional, las lineas punteadas indican que no se ha demostrado si la regulacion es
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directa, las lineas rojas representan regulacion proteina-proteina y la linea azul representa
un tipo de regulacion no identificada pero que se sabe que existe y es necesaria. Los
elementos color verde = factores de transcripcion, naranja = ciclinas/CDK, vino =
remodeladores de la cromatina, azul = Retinoblastoma. [(1) Wong et al., 2011; (2)
Budirahardia y Gonczy, 2009; (3) Rajab et al., 2014; (4) De Falco et al., 2006; (5) Singh y
Dilworth, 2013; (6) Talluri y Dick, 2012; (7) Siddiqui et al., 2007; (8) Puri et al., 2001; (9)
Wang et al., 2001; (10) Sincennes et al., 2016; (11) Novitch et al., 1999; (12) Canté-Barrett
et al., 2014; (13) Zhang et al., 2002; (14) Schwabe et al., 2003; (15) Kitzmann y
Fernandez, 2001; (16) Wei et al., 2003; (17) Potthoff y Olson, 2007]

Como se puede ver en animales, se han estudiado ampliamente los componentes que
participan en la proliferacion y la diferenciacion celular y se ha demostrado que la mayoria
de estos componentes en realidad estan involucrados en ambos procesos al mismo tiempo,
seguramente formando parte de un sistema dinamico o red de regulacion, que convergen en
estados de equilibrio, como la proliferacion o diferenciacion, convirtiéndolo en una red
multiestable, compuesta por los diversos elementos mencionados. Pero en plantas apenas se
estan empezando a conocer diferentes factores involucrados en la proliferacion y
diferenciacion celular; de manera interesante las plantas también tienen muchos de los
componentes que se encuentran involucrados en estos procesos en animales, como la proteina
de pRb, componentes del ciclo celular y factores de transcripcién tipo MADS-box y bHLHSs;
de algunos de estos componentes ya se conocen algunas funciones en el desarrollo, como de
RBR y de algunos genes MADS-box (que se describiran méas adelante), por lo que seria
interesante saber si también se encuentran en una misma red de regulacién y si existen otros
componentes candidatos en el desarrollo de la raiz de Arabidopsis, como la posible

participacion de un FT tipo bHLH en plantas, que participe junto con un MADS-box y RBR.

ANTECEDENTES
En la raiz de Arabidopsis, las alteraciones que se presentan por perturbar la cantidad de

proteina de RBR dan como resultado caracteristicas que convergen con el control del ciclo
celular. Por ejemplo, se ha demostrado que en ocasiones el silenciamiento de RBR puede
generar raices mas largas, con meristemos mas grandes, mientras que la SE da origen a raices

mas cortas y meristemos mas pequefios, lo cual lo atribuyen a un cambio en el tamafio del
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domio de transicion, en donde ARR12, que es parte del modulo de sefializacion por citocinina
la cual estd involucrado en la diferenciacion celular, es requerido junto con RBR para activar
la transcripcion de ARF19, involucrado en promover la diferenciacion celular (Perilli et al.,
2013), aunque otros estudios sugieren que no hay cambios significativos en el tamarfio del
meristemo con respecto a las lineas silvestres (Wildwater et al., 2005). Por otro lado, también
se ha analizado el papel de RBR en el meristemo apical aéreo, donde las plantas con
disminucion de su expresion resultan en la pérdida completa de la estructura meristematica
(Borghi et al., 2010) y las plantas de sobreesxpresion de RBR aceleran la diferenciacion del
meristemo aéreo disminuyendo la expresion de genes que solamente se exprean en el SAM
y aumentando la expresién de genes involucrados en vias del metabolismo que no se expresan

en el meristemo (Wyrzykowska, et al., 2006). .

El silenciamiento de RBR provoca un desarreglo en el nicho de células troncales de la raiz,
alteraciones en la division celular asimétrica y un aumento en el nimero de células iniciales
de columela, al tener mas divisiones de células indiferenciadas ectopicamente mientras que
su sobreexpresion hace que las células iniciales de columela se diferencien prematuramente
(Wildwater et al., 2005; Dinney y Benfey, 2005). Para mantener el nicho de células troncales
se ha visto que es necesaria la participacion de dos factores de transcripcion de plantas de la
familia GRAS: SHORTROOT (SHR) y SCARECROW (SCR). Recientemente se ha reportado
gue SCR interactia con RBR a través del motivo canénico LXCXE, a su vez, SHR y SCR
son reguladores de la expresion de ciclinas como CYCDG;1, por lo que RBR debe de estar
involucrado en el control del ciclo celular en el nicho de células troncales (Cruz-Ramirez, et
al., 2012; Cruz-Ramirez, et al., 2013; Desvoyes et al., 2013).

Se ha demostrado que varios genes tipo MADS-box, del mismo linaje de MEF2, nombrados
como MADS-box tipo Il (Alvarez-Buylla et al., 2000a), juegan un papel fundamental en el
desarrollo de la raiz (Burgeff et al., 2002; Garay-Arroyo et al., 2013; Garcia-Cruz et al.,
2016; Gan et al., 2005; Tapia-Lopez et al., 2008). Uno de ellos, XAANTAL1 (XAL1/AGL12),
presenta altos niveles de expresion en la raiz de Arabidopsis (Tapia-Lopez et al., 2008;
Garcia-Cruz et al., 2016). Las lineas mutantes de pérdida de funcion de XALL1 tienen raices
mas cortas con células troncales alteradas, un ciclo celular mas largo (Tapia-Lopez et al.,
2008) y un proceso de endoreduplicacion y diferenciacion celular prematura (Garcia-Cruz et
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al., 2016).

En contraste, las lineas de SE de este gen presentan raices mas largas que la planta silvestre
y poseen proliferaciones alteradas (parecidas a tumores) cerca del nicho de células troncales
(Garcia-Cruz et al., 2016), fenotipo similar a los mutantes de pérdida de funcién de RBR
(Wildwater et al., 2005; Cruz- Ramirez, et al., 2012; Cruz- Ramirez, et al., 2013). En
conjunto esto demuestra que XAL1 esta involucrado en el control de la proliferacion celular,

la transicion a la endoreduplicacion y la diferenciacion celular.

También se ha demostrado que la expresion de XAL1 es inducida por auxinas que es una
hormona involucrada en el control del desarrollo de la planta, especificamente promueve la
elongacion celular, la proliferacion y la diferenciacion celular (Tapia-Lopez et al., 2008).
Ademas, en experimentos de doble hibrido llevados a cabo en nuestro laboratorio, se vi6 que
XAL1 interactia con una HDAC tipo Il (HDAC15) (Dra. Ana Paola Rojas Meza trabajo de
posdoctorado) al igual que lo hace MEF2C (Canté-Barrett et al., 2014). Por otro lado. en
maiz (Zea mays) existe un HDAC tipo | capaz de interactuar con la proteina de RBR, aunque
no a través del dominio LXCXE (Rossi et al., 2003).

Finalmente, los antecedentes en animales han demostrado que el papel que juega Rb con
MEF2C en desarrollo de musculo, lo hace a través del FT tipo bHLH: MyoD, por lo que seria
interesante estudiar la posible participaciéon de un FT tipo bHLH en plantas, que participe
junto con XAL1 y RBR.

Debido a los papeles que juegan RBR y XAL1 en el desarrollo de la raiz de Arabidopsis y a
los antecedentes que se tienen de la relacion de pRb con un FT MADS-box tipo 11 en animales
(MEF2), se propone que RBR y XAL1 de plantas tienen un papel en conjunto muy similar al
de animales y estan involucrados en una red multiestable que coordina las decisiones entre

proliferacion y diferenciacion celular.
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HIPOTESIS
XAANTAL1 junto con RBR, son parte de la red multiestable que, durante el ciclo celular,

participa en las decisiones entre proliferacion y diferenciacion en la raiz de Arabidopsis

thaliana.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar la participacion de XAL1 en conjunto con RBR durante la proliferacion celular y la

diferenciacion celular en la raiz de Arabidopsis thaliana.

OBJETIVOS PARTICULARES
1) Estudiar, por medio de qRT-PCR, si XAL1 regula la expresién de RBR y si RBR regula la

expresion de XAL1 de acuerdo a como lo hace en la diferenciacion celular en mamiferos y

con los datos de coexpresion de microarreglos.

2) Determinar la participacion de los genes XAL1 y RBR en las diferentes zonas de desarrollo
de la raiz primaria (nicho de células troncales, mersitemo, zona de elongacion y zona de
diferenciacion) analizando el fenotipo de las cruzas de las plantas mutantes a lo largo de la

raiz.

3) Analizar la expresion de RBR y XAL1 a lo largo del eje apico-basal de la raiz de
Arabidopsis thaliana para ver si su participacion esta involucrada de manera conjunta en el

control de la proliferacién y la diferenciacion celular.

4) Buscar algun factor conocido en plantas que tenga un mecanismo parecido al de MyoD en
animales, que se encuentre involucrado entre la regulacién de RBR y XAL1 como ocurre en

animales entre pRb y MEF2C.
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METODOLOGIA

Material vegetal

Se usaron la linea de pérdida de funcion de XAL1 (xall-2), las cuales no son de expresion
nula, pero contienen una insercion de T-DNA en el segundo intrén que hace que los niveles
de transcrito sean muy bajos (Tapia-Lopez et al., 2008) y de sobreexpresion (35S::AGL12)
(Garcia-Cruz et al., 2016) (Tabla 1) cuyas semillas fueron proporcionadas por integrantes del
Laboratorio de Genética Molecular, Epigenética, Desarrollo y Evolucién de Plantas.
También se utilizé la linea de pérdida de funcion por silenciamiento a través de un micro
RNA 35SamiGO RBR (artificial microRNA for Gene-silencing Overcome) (Tabla 1; Cruz-
Ramirez et al., 2013) y proporcionada por el mismo laboratorio. Las lineas reporteras
utilizadas de AGL12-GUS fueron las utilizadas en Tapia-Lopez et al., (2008) vy las reporteras
para RBR (pRBR::gRBR-GFP) utilizadas y proporcioandas por Magyar y colaboradores
(2012) (Tabla 1). Todas estas lineas se encuentran en el ecotipo Columbia.

Linea Caracteristicas Fenotipo Origen/Referencia

xall-2 Insercién de T-DNA Raices cortas Tapia-Lopez et al.,
en segundo intron. 2008

35S::AGL12 Promotor 35S del Desarreglo NCT. Garcia-Cruz et al.,

35SamiGO RBR

virus del mosaico de
la coliflor fusionado
a promotor de
XAL1/AGL12.
Ecotipo Columbia.
Promotor 35S del
virus del mosaico de
la coliflor fusionado
a un micro RNA
contra mRNA de
RBR.

Ecotipo Columbia.
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Alta proliferacién en
NCT. Meristemo de
raiz en ocasiones
mas

grandes que

plantas silvestres.

2016

Cruz-Ramirez et al.,
2013



AGL12-GUS

pRBR::gRBR-GFP

xal1-2/35SamiGO
RBR

xall-2/
PRBR::gRBR-GFP

AGL12-GUS/
35SamiGO RBR

Promotor de
XAL1/AGL12
fusionado a gen
reportero  de -
glucoronidasa
(GUS)
(transcripcional).
Ecotipo Columbia.
Promotor y gen de
RBR fusionado al
gen de la proteina
verde fluorescente
(traduccional).
Ecotipo Columbia.
Cruza de mutantes
de baja expresion de
XAL1y RBR.

Ecotipo Columbia.

Cruza de mutante de
XAL1 con reportero
traduccional de
RBR.

Ecotipo Columbia.
Cruza de mutante de
RBR con reportero
transcripcional  de
XAL1.

Ecotipo Columbia.

Tincion azul en

cilindro vascular.

Emision de color
verde en nucleos

celulares.

Raices de longitud

intermedia entre las

parentales y mas
cortas que las
silvestres.
Desarreglos en
NCT.

Raices cortas con
emision de color
verde en nucleos
celulares.

Desarreglo en NCT
y tincién azul en

cilindro vascular.
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Tabla 1. Lista de plantas utilizadas en este trabajo y sus caracteristicas.

Condiciones de crecimiento y esterilizacion
Para esterilizar y estratificar a las semillas se siguié el siguiente protocolo: resuspenderlas y

agitarlas en etanol al 100% por 5 minutos, decantar y pasar las semillas a una solucion de
SDS al 1% con cloro al 5% por 13 minutos (en agitacion) y finalmente, dar 4 lavados de agua
estéril. Posteriormente, las semillas se estratificaron en agua estéril a 4°C por un minimo de
48 horas (Munir et al., 2001). Todas las semillas se sembraron en cajas Petri cuadradas con
medio MS 0.2X (MS Gibco BRL, Murashige y Skoog, 1962), 1% de sacarosa y 1% de agar.
Las semillas se sembraron en una orilla de las cajas y éstas se colocaron de manera vertical
en cuartos de crecimiento con fotoperiodo de DL (Dia Largo) de 16 horas de luz (iluminacion
110 nEm2s™) y 8 horas de oscuridad a una temperatura constante de 22°C (Tapia-Lopez, et

al., 2008 y comunicacién personal con Dra. Adriana Garay Arroyo).

Para las pruebas posteriores acerca de la participacion de jasmonato se usé medio con
inhibidor de jasmonato, donde se prepard una solucion 1mM de acido salicil hidroxamico
(SHAM Sigma Aldrich) diluido en DMSQO, a partir del cual se tomd la concentracion
necesaria para preparar medios con 0.5, 1, 2, 5, 10, 50, 100 y 250 uM vy se afiadié a medio
MS 0.2X antes de solidificar. Como control se prepar6 medio con la maxima cantidad de

DMSO anadida a los otros medios, pero sin SHAM.

Para la obtencidn de las semillas y del tejido vegetal, las plantas se transplantaron a una
mezcla de sustrato comercial (SUnGRO Metro-mix 200, Scotts Inc.) y agrolita (1:1) y se
mantuvieron en cuartos con ambiente controlado con las condiciones de temperatura,

intensidad luminosa y fotoperiodo descrito anteriormente.

Generacion de cruzas
Para poder llevar a cabo cualquier cruza se tienen que utilizar plantas homocigotas y decidir

cuél de las plantas es la que va a donar el polen de las flores y funcionar como la parte
masculina y cuél va a funcionar como la parte femenina y ser aceptor del polen aplicado
sobre el estigma de los carpelos. Para poder llevar a cabo una cruza se tienen que retirar
manualmente los sépalos, pétalos y estambres y utilizar botones florales en estadios
tempranos del desarrollo para que no haya posibilidades de una previa autofecundacion. Las

plantas con carpelos polinizados fueron colocadas en las condiciones de crecimiento
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mencionadas anteriormente y marcadas para que los frutos ya secos y dehiscentes fueran
colectados individualmente. Algunas semillas (de 4 a 8) de esta generacion F1 fueron
germinadas y las plantulas cultivadas en medio MS 0.2X so6lido, como se describio
anteriormente. Aproximadamente a los 10 dias posteriores a la siembra (dps), las plantas
fueron trasplantadas al sustrato para que se autopolinizaran una vez siendo adultas. Todo el
proceso se repitio para lass siguiente generaciones usando alrededor de 16 semillas.
Aproximadamente 20dps las plantas fueron genotipificadas y se seleccionaron aquellas que

fueron homocigotas para los alelos de interés.

Cruza Femenina Masculina  Ecotipo

xall- xall-1 355amiGO  Columbia
2/35SamiGO RBR

RBR

xall- xall-2  pRBR:gRBR- Columbia
2/pRBR:gRBR- GFP

GFP

AGL12- AGL12-  35SamiGO Columbia
GUS/35SamiGO GUS RBR

RBR

Tabla 2. Cruzas realizadas con las diversas lineas mutantes y reporteras.

Genotipificacion

Para verificar que las plantas con las que estabamos trabajando tuvieran las diferentes
construcciones de sobreexpresion, se llevo a cabo la extraccion de DNA de las diferentes
lineas. Para este proceso se utilizé un protocolo rapido que consiste en utilizar un buffer de
extraccion (Tris-HCI pH8 200mM, NaCl 250mM, EDTA 25mM, SDS 0.5%); en tejido
previamente colectado, congelado y triturado, al sobrenadante se le agrega isopropanol para
la precipitacion del DNA. Posteriormente con el DNA, se hizo una PCR (por sus siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction de la reaccion en cadena de la polimerasa) con
oligonucleotidos especificos de cada una de las construcciones.

44



Para la genotipificacion con lineas reporteras se utilizaron los métodos de tincion (GUS) y
observacion al miscrocopio (GFP) descritas mas adelante (ver Microscopia y cuantificacion
celular).

Cinéticas de crecimiento y analisis de velocidad
Las cinéticas de crecimiento se hicieron sembrando las raices en medio MS o MS con

inhibidor de Jasmonato (SHAM), descritas anteriormente. Se esperd tres dias a que las
plantas germinaran y se midieron las raices de cada una de las lineas celulares diario, hasta
que las raices alcanzaran el tamafio de las cajas Petri cuadradas, se promediaron los resultados
de cada linea celular y se realizaron los respectivos andlisis estadisticos, mencionado mas

adelante.

Para calcular la velocidad de crecimiento se calculé en relacién a los tamafios obtenidos
diariamente de las cinéticas de crecimiento utilizando la formula Xn -(Xn-1); siendo X=

tamano por cada dia pos-siembra (dpg).

PCR Tiempo real (cuantitativa)
Se extrajo RNA de raices de 8 dias post siembra de tres réplicas bioldgicas de cada fondo

mutante (xal1-2, 35S::XAL1, 35S::amigo RBR), incluyendo su respectiva WT como control.
Se utilizo el kit Quick-RNA™ MiniPrep Kit (Zymo Research) para la extraccion de RNA;
una vez obtenido el mismo, se midi6 la cantidad de RNA en un espectrofotdmetro y se
verificd su integridad en un gel. Para la sintesis de cDNA se usé la enzima transcriptasa
reversa de Invitrogen (Superscript 11) con 2ug de RNA de cada muestra para hacer dos
réplicas técnicas de sintesis. Para hacer la reaccion de PCR se utiliz6 Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher) y se siguieron las sugerencias del fabricante
(5 ul) Master Mix, oligonuce6tido hacia adelante (0.3uM), oligonucleétido reverso (0.3uM)
(Tabla 3), agua libre de RNAasa (2.7ul) y cDNA 2ul (se hicieron 3 réplicas técnicas por cada
cDNA).

Para la reaccion de amplificacion se utilizo el equipo STEP ONE REAL TIME SYSTEM
(Applied Biosystems) y se usaron como genes normalizadores PDF2, UPL7 y RNAH
(Czechowski et al., 2005) confirmando su estabilidad con geNORM (Vandepoele et al.,
2002). Las eficiencias fueron analizadas por el programa Real Time PCR Miner (Zhao y
Fernald, 2005) y la expresion relativa se calculé usando el método DDCT con el sofware
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gBase+ (Biogazelle). Todos los oligonucleédtidos, cuyas secuencias se encuentran en la Tabla
3, fueron analizados previamente con cDNA silvestre para un ensayo de eficiencia a una

concentracion de cDNA final de 10ng, y 1ng; cada eficiencia oscila entre los rangos 1.8 y 2.

Los anélisis estadisticos se realizaron usando pruebas no paramétricas (Mann-Whitney)
comparando WT contra cada una de las lineas transgénicas.

NOMBR LOCUS NOMBRE DEL SECUENCIAS' -3

EDEL ATG OLIGONUCLEO
GEN TIDO
PDF2 AT1G1332 PDF2-F1. TR RC TAACGTGGCCAAAATGATGC
0
PDF2 AT1G1332 PDF2-R1_TR_ RC GTTCTCCACAACCGCTTGGT
0
RNAH AT1G5805 RNAH_Y gF CCATTCTACTTTTTGGCGGCT
0
RNAH AT1G5805 RNAH_Y gR TCAATGGTAACTGATCCACTC
0 TGATG
UPL7 AT3G5309 UPL7-F1. TR_ RC TTCAAATACTTGCAGCCAACC
0 TT
UPL7 AT3G5309 UPL7-R1._ TR_ RC CCCAAAGAGAGGTATCACAA
0 GAGACT
AGL12  AT1G7169 MP-AGL12 gF CATTGAGGAACAAGGAAGGA
2 GT
AGL12  AT1G7169 MP-AGL12 gR GGCATTGTTAGCGGATAGGA
o 2
&3 AGL14  AT4G1188 XAL2-Q-F2 GATAATTCACAGCAATCGAA
— 0 GG
L AGL14  AT4G1188 XAL2-Q-R2 GGTTCTCCAATTGTTGTAACT
0 C
AGL19  AT4G2295 AGL19 AGR gF CCAAGAAGTACCAATTACTCC
0 GTG
AGL19  AT4G2295 AGL19 AGR gR CCCATTCCAAGCCACTTCTC
0
AGL17  AT2G2263 AGL17 F TR MA AGTTTATGAATCCCATGCACA
0 PE €
AGL17  AT2G2263 AGL17 R TR_ MA GCTCTCCGACATGATTACAC
0 PE
AGL22  AT2G2254 AGL22 F1 TR R CGACTAAGGCAAATGAGAGG
0 C A
AGL22  AT2G2254 AGL22 R1. TR R TTGTTTCAATCACACGCGTC
0 C
SOC1 AT2G4566 SOC1-Realtime F  AGC TGC AGA AAA CGA GAA
0 GCTCTCG
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PCR

SOC1
RBR
RBR
E2Fa
E2Fa
AT4G291
00
AT4G291
00
SPT
SPT
EGL3
EGL3
ICE2
ICE2
JAM3
JAM3
BIM1
BIM1
AGL12
AGL12
TUB2

TUB2

AT2G4566
0
AT3G1228
0.1
AT3G1228
0.1
AT2G3601
0.2
AT2G3601
0.2
AT4G2910
0
AT4G2910
0
AT4G3693
0
AT4G3693
0
AT1G6365
0
AT1G6365
0
AT1G1286
0
AT1G1286
0
AT4G1643
0
AT4G1643
0
AT5G0813
0
AT5G0813
0
AT1G7169
2
AT1G7169
2
AT5G6269
0
AT5G6269
0

SOC1-Real time R
RBR_EZ_qF
RBR_EZ gR
E2Fa_EZ gF
E2Fa_EZ gR
AT4G29100 EZ g
FW

AT4G29100 EZ_q
RV

SPT_EZ_gFW
SPT_EZ_gRV

EGL3 EZ_gFW
EGL3_EZ gRV
ICE2_EZ_gFW
ICE2_EZ_gRV
JAM3_EZ_qFW
JAM3_EZ_gRV
BIM1_EZ gFW

BIM1_EZ_gRV

TUB2-F for real
time
TUB2-R for real
time

GGG CTACTCTCT TCATCA
CCTCTTCC
GTCGCCGTCAAGGGAGAATA
GGG
CAGGACCTAGCTCCACCAGC
AG
CAGATGAAGCGGCTGACCAC
CC
CACCACTCCCATTTGTGTCTT
CG
CGATCCTCTGAGTGTAACAGC
TT
GTTTCTCCTTTCTCACCTTGAG
G
AGCTCCCTCTTCCAAGTCAGG
TC
CTTCTCCTCCTCTTCTCAGAG
AG
CAACATCGGTGAAGGAATCC
CCG
AGTGAAGACTTTGCTATCGGC
GG
ACTCCACAAACGCTGTCTTAC
CG
AACCTCAACTCTTGGTTGTTG
GC
CCAGCAAATGGAAGAGAAGA
GGC
AGATGTTAGGCACCACCGCTC
TC
GTGGGATGAATCTGCTTCTGG
GA
GCTGCAACATCAGCTCTCATG
TT

GTT GAG AAT GCT GAT GAG
TG

AGT AGC AGA AAT CAAGTG
GT

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la realizacion de PCRs. Nombre de genes,

Locus ATG, nombre de los oligonucledtidos y secuencia de oligonucleétidos en sentido

5-3’.
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Microscopia y cuantificacion celular
Para observar las raices WT, xal1-2, 35SamiGO RBR, y las cruzas xal1-2/35SamiGO RBR

(lineas homocigotas: 2.8.4.1.1; 3.2.10 y lineas heterocigotas 2.8.4 y ) se usé el protocolo de
la tincion de Pseudo Shiff, donde las plantas se fijaron con una solucién de alcohol absoluto
50% y é&cido acetico 10% a 4°C por 24 horas, posteriormente se incubaron con acido
periddico al 1% a 37°C por una hora y se realiz6 la tincion de las raices con reactivo de
Pseudo Shiff (metabisulfito de sodio 100mM y HCI 0.15N) usando 0.075mg/ml de ioduro de
propidio durante 1 hora. A continuacién, las plantas se rehidratan con DMSO 2% vy glicerol
30% por 48 horas para finalmente montar las raices en una solucién aclarante de yoduro de
sodio (Nal5.6M, Na2S203 8mM, glicerol 65% y DMSO 2%).

Para las plantas con marcador de GUS las raices fueron fijadas con acetona fria a -20°C por
20 minutos y se les realizaron dos prelavados, primero con una solucion | (Buffer fosfatos-
Na 50 mM pH 7.2, K3Fe(CN)6 0.5 mM y K4Fe(Cn)6 0.5 mM) a 4°C por 15 minutos y luego
un segundo lavado con una solucion Il (Buffer fosfatos-Na 50 mM pH 7.2, K3Fe(CN)6 0.5
mM, K4Fe(Cn)6 0.5 mM y EDTA 2mM) a temperatura ambiente en vacio por 20min.
Después las raices se pasaron a la solucién de GUS (Buffer fosfatos-Na 50 mM pH 7.2,
K3Fe(CN)6 0.5 mM, K4Fe(Cn)6 0.5 mM, EDTA 2mM, Tritobn x-100 0.5 % y X-
Glucuronidasa 1 mM) de 1 a 3 horas a 34°C. Finalmente las plantas se rehidrataron con
DMSO 2% vy glicerol 30% por 24 horas para finalmente montar las raices en una solucion
aclarante de yoduro de sodio (Nal5.6M, Na2S203 8mM, glicerol 65% y DMSO 2%).

Las preparaciones se visualizaron en un microscopio éptico Olympus bX60 a un aumento de
40X y fueron fotografiadas con una camara Evolution MP COLOR of Media Cybernetics
camera. Estas mismas raices también se analizaron mediante microscopia confocal en el
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, CMN Siglo XXI, IMSS. Los perfiles del
tamafo y numero celular fueron obtenidos a partir de las micrografias midiendo con una linea
recta del inicio de una célula a otra utilizando el programa Imagel a lo largo del cortex

comenzando con la primera célula visible adyacente al centro quiescente.

Las raices observadas al confocal con marcadores de GFP, fueron montadas en vivo con
Yoduro de propidio (1:20) en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, CMN Siglo
XXI, IMSS.
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Anélisis estadisticos
Los andlisis estadisticos se realizaron usando pruebas paramétricas (ANOVA) y no

paramétricas (Kruskal-Wallis). Las comparaciones multiples de las lineas celulares se
realizaron con la prueba de Dunn o de Tukey. Se utilizé el programa estadistico GraphPad

Prism version 6.07 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sitios de regulacion transcripcional por genes MADS y bHLH’s (cajas CArG y cajas E)
Respecto a nuestro primer objetivo acerca de ver si XAL1 podria estar regulando la expresion
de RBR y de otros componentes (E2Fa y CYCD3;1) de la red de animales conservados en
plantas; y que a su vez que pueda estar siendo regulado por un bHLH, como lo hace MyoD
con MEF2C en animales, lo primero que se realizé fue buscar sitios de unién de FT. La

busqueda se realizo a través de la pagina http://www.athamap.de/, la cual provee un mapa de

los sitios potenciales de unidn de FT y RNA’s pequefios de todo el genoma de Arabidopsis.
Los datos que utiliza el programa se basan en las secuencias de unién de FT publicados y
disponibles, por ejemplo, a través de matrices de alineacion o de datos que se han

comprobado y determinado experimentalmente (Hehl y Bllow, 2014).

Se tomo a traves del programa un rango de 1000 pb arriba del inicio de la transcripcion de
cada gen y 3000 abajo del inicio de la transcripcion (que es el maximo que permite usar el
programa), para incluir parte de los intrones. En la Figura 4 se pueden ver los sitios de union
de FT; la zona intergénica estd marcada con negro, los exones en anaranjado, intrones en

morado y en rojo UTRs.

Se buscaron cajas CArG en las secuencias de los genes de RBR, CYCD3;1 y E2Fa para saber
si existe la posibilidad de que algin FT MADS-box se encuentre regulando a estos genes del
desarrollo. En la figura 4, en estos genes los cuadros pequefios olivo indican el sitio donde
se encuentran las cajas CArG y el nimero de cuadros indica similitud de los potenciales sitios
de unién para FT MADS-box conocidos. Como se puede ver los tres genes presentan posibles
cajas CArG, por lo que si podrian estar siendo regulados por FT tipo MADS-box.
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Figura 4: Sitios de union de factores de transcripcion. Representacion de los genes
RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR), CICLINA D3;1, E2Fa y XAL1, 1000pb antes y
3000pb después del sitio de inicio de la transcripcion de cada gen. En recuadros olivo se
muestran los posibles sitios de union de genes MADS-box, cuya secuencia de unién se
conoce y los recuadros turquesa son posibles sitios de union de genes tipo bHLH cuyas
secuencias de union se conocen. Zona intergénica=negro, exones= anaranjado, intrones=

morado y UTR’s=r0jo; linea vertica=sitio de inicio de la transcripcion. Resultados

obtenidos de http://www.athamap.de/.
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Por otro lado, y debido a que en animales el FT tipo bHLH (MyoD) se encuentra regulando
la transcripcion del gen MEF2c, se buscaron sitios de union de bHLH’s (cajas E) en XALL.
En la figura 4 los cuadros pequefios turquesa, en la secuencia de XAL1, indican el sitio donde
se encuentran las cajas E. En la secuencia de XAL1 se encontraron tres posibles sitios de
unién a FT tipo bHLH’s en exones e intrones. Estos resultados no quieren decir que XAL1
esté regulando a estos genes o que sea regulado por algin bHLH pero, debido a que las
plantas de pérdida de funcion de Retinoblastoma (35SamiGO RBR) y de SE de XAL1
(35S::AGL12) tienen fenotipos muy parecidos y, a que XALL1 esta involucrado en el control
del ciclo celular (Tapia-Lopez et al., 2008; Garcia-Cruz et al., 2016) cabe la posibilidad de
que desempefie una funcién como en animales y participen juntos en una red de regulacion

genética.

Regulacion transcripcional de RBR y XAL1
De acuerdo a la presencia de cajas CArG en la secuencia de RBR, y su posible regulacion

por genes MADS-box, y en relacion a los antecedentes que se conocen de animales, donde
se ha visto en microarreglos de humanos que Retinoblastoma se coexpresa de manera similar
a MEF2 (Comunicacion directa del Dr. Enrique Hernandez Lemus), podria ser que su
expresion estuviera siendo regulada por XAL1. Ademas, y debido a la necesidad de la
presencia de pRb en animales en la regulacion de la expresion de MEF2C, aunque no se trate
exactamente de un FT (De Falco et al., 2006) se hizo un analisis por medio de PCR tiempo
real (QRT-PCR), donde se vio la expresion de ambos genes en mutantes de pérdida de funcion
tanto de XAL1 como de RBR. Debido a que E2Fa y CYCD3;1 también tienen cajas CArG
dentro de sus secuencias y son factores del ciclo celular relacionados a RBR, también se

analizo su expresion en las plantas mutantes y de sobreexpresion de XALL.

Como normalizadores de la reaccion de gRT-PCR se utiliz6 a UPL7 (UBIQUITIN-PROTEIN
LIGASE 7), PDF2 (PREFOLDIN 2) y RNAH (tRNAHis guanylyltransferase), los cuales son
genes con niveles de expresion constitutiva muy estables (Czechowski et al., 2005); y, como
control de las mutantes de pérdida de funcion, la expresion de RBR y XAL1, en su respectivo
fondo.
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Primero se analizo la expresion de XAL1 en plantas WT y en plantas de una linea de pérdida
de funcién de RBR (35SamiGO RBR), que no se trata de una linea de expresion nula, ya que
es una construccion de RNA de interferencia que baja los niveles de transcrito de RBR en un
64% con respecto a las plantas WT (Figura 5D). Los genes normalizadores tuvieron niveles
constantes de expresion en ambos genotipos (Figura 5A, B, C).Se observéd que RBR es un
regulador negativo de XAL1 (Figura 5E) ya que en la mutante de RBR sube la expresion de
este gen de manera estadisticamente significativa en un 11%.

Esto se encuentra relacionado con lo que se han llegado a observar en los fenotipos del
tamafio de las raices de RBR y XAL1; cuando hay menos RBR, hay una mayor proliferacion
celular, generalmente con un meristemo mas grande y una raiz mas larga que la WT (a veces
significativamente y otras no) (Perilli et al., 2013; Cruz-Ramirez et al., 2013) y estos mismos
fenotipos de meristemo y raiz larga se observan al sobre expresar XAL1 (Garcia-Cruz, et al.,
2016). Esto sugiere que, un pequefio aumento en la cantidad de transcrito de XALL, es
suficiente para alterar el desarrollo de la raiz, pero no quiere decir que los niveles de
expresion de XAL1 en fondo 35SamiGO RBR sean tan altos como los que se presentan las

plantas de sobreexpresion.
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Figura 5. Expresion de XAL1 en plantas mutantes de pérdida de funcién de RBR.
Comparacién de expresion relativa de plantas WT y plantas en fondo de pérdida de funcion
de RBR (35SamiGO RBR) por medio de qRT-PCR. Se puede ver la expresion relativa de
los tres normalizadores (A) PDF2, (B) RNAH y (C) UPL7, el control de la expresion de
RBR (D) y la expresion de XAL1 (E) en el fondo35SamiGO RBR. n=6, **p<0.01; los
analisis estadisticos se realizaron usando pruebas no paramétricas (Mann-Whitney)
comparando WT contra cada una de las lineas transgénicas.

En animales no se ha visto ninguna relacion directa de pRb sobre MEF2C, ya que no se trata
de un FT, lo que se ha observado es que es necesaria su presencia para la expresion de
MEF2C y la regulacion directa que se conoce la lleva a cabo a través de un sinergismo con
MyoD, que si es un regulador transcripcional positivo de MEF2C (Sartorelli y Caretti, 2005;
De Falco et al., 2006); nosotros observamos lo contrario en la regulacion de la expresion de
XAL1 ya que RBR es un regulador negativo, necesita estar presente para que no aumenten
sus niveles de espresion (Figura 5E). Esto se puede deber a que muchas de las interacciones
gue ocurren en animales para regular la funcién de las proteinas y de los FT claves para el
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desarrollo, estan mediados por la interaccion con otras proteinas y/o a que esta regulacion
depende de la combinatoria de los diferentes componentes de la red de regulacion genética.
Se ha reportado que MEF2C lleva a cabo diferentes papeles que afectan la regulacién de la
proliferacion y la diferenciacion celular en diferentes tejidos; por ejemplo, en musculo y
hueso su papel es importante para que ocurra la diferenciacion, por ejemplo, en hueso la
mutante provoca que el hueso no se logre diferenciar adecuadamente (Potthoff y Olson,
2007). Por otro lado, en endotelio parece tener un papel inverso ya que, en la mutante de este
gen, el tejido se diferencia mas rapido, sin tener una adecuada proliferacion ya que se ha visto
que en este tejido MEF2C esta involucrado en la supervivencia celular y proliferacion
(Potthoff y Olson, 2007). A lo largo del eje longitudinal de la raiz, en donde estan
representadas las diferentes zonas del crecimiento, el papel de regulacion de RBR sobre XAL1

también podria ser distinto.

Debido a que hay otros genes MADS-box que participan en el desarrollo de la raiz, aunque
no sea afectando la duracion del ciclo celular como lo hace XAL1, se hicieron analisis de

expresion de estos genes en el mismo fondo de pérdida de funcion de RBR (Figura 6).

Los genes MADS box que se seleccionaron fueron los siguientes: XAL2 ya que es un
promotor del crecimiento de la raiz, pero, en contraste con XAL1, no afecta la duracion del
ciclo celular sino el transporte de auxinas (Garay-Arroyo, et al., 2013). También, se
escogieron los genes AGL17 y AGL19 que se expresan en raiz (Alvarez-Buylla, et al., 2000;
Burgerff et al., 2002) cuyas mutantes no presentan fenotipos de raices mas cortas pero que,
en ciertas condiciones de crecimiento, parecen tener raices ligeramente mas largas que las
WT (datos no publicados de nuestro laboratorio). Finalmente, se escogieron los genes SOC1
y AGL22 que han sido muy estudiados por su participacion en el desarrollo de la parte aérea
y que se ha visto que interactian con XAL2 tanto en la parte aérea (Pérez-Ruiz, et al., 2015)
como en la raiz y pareceria que SOC1 también esta involucrado en el desarrollo de este

organo (Garay-Arroyo et al., sin publicar).

Se analizé la expresion de los genes mencionados en los mismos fondos donde se analiz6 la
expresion de XAL1 (plantas WT y plantas de pérdida de funcion de RBR: 35SamiGO RBR).

Los genes normalizadores tuvieron niveles constantes de expresion en ambos genotipos
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(Figura 6A). Se observo que RBR es un regulador positivo de AGL19, SOC1 y XAL2, ya que
en el genotipo 35SamiGO RBR los niveles de transcrito son menores en un 35%, 43% Yy 18%
respectivamente (Figura 6C, E y F), mientras que la expresion de los genes AG17 y AGL22

no varian en este genotipo (Figura 6A y D).
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Figura 6. Expresion relativa de diversos genes MADS box tipo 11 en plantas WT y
plantas en fondo de pérdida de funcion de RBR (35SamiGO RBR). Se us6 como
controles la expresion relativa de dos normalizadores (A) PDF2 y RNAH. Podemos ver la
expresion de los diferentes genes MADS-box (B) AGL17, (C) AGL19, (D) AGL22, (E)
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SOC1y (F) XAL2, en los diferentes fondos en la raiz. n=6 **p<0.01; los analisis
estadisticos se realizaron usando pruebas no paramétricas (Mann-Whitney) comparando
WT contra cada una de las lineas transgénicas.

Podemos ver que RBR regula diferencialmente a los diversos genes MADS-box
seleccionados, siendo XAL1 el unico que es regulado de manera negativa (Figura 5E). De
manera interesante observamos que AGL19 y SOC1 son regulados de manera positiva por
RBR, al igual que XAL2 (Figura6C, E y F) y adiferencia de XAL1, a pesar de que los mutantes
de ambos genes MADS-box dan raices cortas (Tapia-Lépez et al., 2008, Garay-Arroyo, et
al., 2013). Esto resulta muy interesante ya que, aunque RBR no es un FT, en el fondo de
pérdida de funcidn de este gen claramente se regulan de manera diferencial algunos genes

MADS box involucrados en el desarrollo de raiz.

Dentro de los estudios de expresion de genes, se analizd la expresion de RBR y de otros
componentes involucrados en el control del ciclo celular relacionados con RBR, como
CYCD3;1 y E2Fa en fondo de pérdida de funcion y sobreexpresion de XAL1 (xall-2 y
35S::AGL12 respectivamente), para ver si este gen MADS-box podria estar regulando la

expresion de los mismos.

Los genes normalizadores tuvieron niveles constantes de expresion en los distintos genotipos
(Figura 7A). Como se menciono, se usaron plantas de una linea de pérdida de funcion de
XAL1 (xal1-2), que no se trata de una linea de expresion nula, ya que tiene un T-DNA en un
intron, pero que baja los niveles de expresion de XAL1 casi en su totalidaden con respecto a
las plantas WT y plantas de sobreexpresion de XAL1 (35S::AGL12) que aumentan los niveles
de transcrito 380% mas (Figura 7B). Se observo que XALL1 es un regulador positivo de RBR
y CYCD3;1, ya que en el genotipo xal1-2 los niveles de transcrito son menores en un 20% y
35% respectivamente (Figura 7C y E). El nivel de expresion de estos genes también baja en
las plantas se sobreexpresion de XAL1 un 17% para RBR y 53% para CYCD3;1 (Figura 7C

y E). Los niveles de expresion de E2Fa no varian en ninguno de los genotipos (Figura 6D).
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Figura 7. Expresion de RBR, E2Fa y CYCD3;1 en fondo mutante y de sobreexpresion
de XALL. Se puede ver la expresion relativa de tres normalizadores (A) PDF2, RNAH y
UPLY7, el control de la expresion de (B) XAL1; por ultimo, podemos ver la expresion de (C)
RBR,(D) E2Fay (E) CYCD3;1 en los diferentes fondos. n=6 *p<0.05 y **p<0.01; los
analisis estadisticos se realizaron usando pruebas no paramétricas (Mann-Whitney)

comparando WT contra cada una de las lineas transgénicas.

En la Figura 7 podemos observar que XAL1 es un regulador positivo de RBR debido a que en

su mutante baja la expresion de este gen, aungue no es una regulacion lineal ya que en la
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linea de sobreexpresion los niveles de expresion no aumentan con respecto a la WT como se
esperaria, sino que los niveles de expresion bajan. El hecho de que XAL1 regule la expresion
de RBR concuerda con lo reportado en el trabajo de Baca-Ldpez et al., 2012 y lo obtenido en
un analisis de co-expresion usando micoarreglos de cancer de mama (Dr. Enrique Hernandez
Lemus, comunicacion directa) en donde se ve que un gen MADS box (MEF2C) se coexpresa
con de RB.

Por otro lado, ya sabiamos que XAL1 es un regulador positivo de CYCD3;1 (Garcia-Cruz et
al., 2016) por lo que lo usamos de control positivo en este experimento. Esta regulacion
podria ser parecida a la regulacién que tiene MEF2C sobre componentes del ciclo celular a
través de la regulacion que presenta este gen MADS sobre c-jun (McKinsey et al., 2002; Wei
et al., 2003). Por otro lado, se ha visto por analisis de microarreglos, la alteracion de la
regulacion de otros componentes del ciclo celular en la mutante de MEF2 (Estella et al.,
2015). En la figura 7 también podemos observar que XAL1 no regula la expresion del FT
E2Fa, el cual es regulado por RBR en la fase G1/S y se requiere para mantener la
proliferacion celular en la raiz (Magyar et al., 2012), por lo que la regulacion del ciclo celular
por parte de XAL1 no ocurre a nivel de la regulacion de E2Fa sino, probablemente a través
de CYCD3;1, RBR y/o otros componentes del ciclo celular anteriormente estudiados, que

estan por arriba de este gen (Garcia-Cruz et al., 2016).

Estos resultados, donde RBR es un regulador negativo de XALL y éste es un regulador
positivo de RBR, sugieren que ambos genes estan en una red de regulacion por lo menos

cercana, ya que todavia no sabemos si lo hacen de manera directa.

Via de regulacion del desarrollo
Para analizar las interacciones genéticas y su participacion en el desarrollo de la raiz primaria

entre XAL1 y RBR, se hicieron cruzas de las plantas de pérdida de funcion de XAL1 (xall-2)
con las plantas de pérdida de funcion de RBR (35SamiGO RBR). Se obtuvieron dos lineas
producto de dos cruzas diferentes (linea 2 y 3) y de ambas lineas se obtuvieron hijas
homocigotas tanto para xall-2 y para 35SamiGO RBR e hijas homocigotas para xall-2 y
heterocigotas para 35SamiGO RBR, para asi analizar si habia un efecto dosis dependiente por

parte de RBR que pudiera afectar los fenotipos estudiados.
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Para encontrar la doble homocigota de la cruza xal1-2/35SamiGO RBR, se seleccionaron las
plantas de la progenie F2 que presentaban florescencia de GFP, debido a la contruccion que
tenian. De las plantas con la construccion con GFP se hicieron PCR’s para determinar el
genotipo, buscando aquellas que amplificaran el inserto de T-DNA, de la construccion de esa
linea de plantas y no el genémico para XAL1. Se obtuvieron las plantas doble homocigotas
xall/xall;rbr/rbr: 3210 (F3) y 2.8.4.11 (F5) y las heterocigotas para RBR,
xall/xall;rbr/RBR: 2.8.4 (F3) y 3.2.16 (F3).

Cinéticas de crecimiento y tamafio de raiz
Debido a que los tamafios de raiz en la mutante de pérdida de funcion de XALL1 tiene raices

mas cortas (Tapia-Lopez et al., 2008) y las raices de pérdida de funcién de RBR en ocasiones
pueden llegar a ser mas largas de las raices de plantas WT (Perilli et al., 2013), nos
preguntamos si alguno de estos fenotipos era dominante sobre el otro en cuanto al tamario de
la raiz principal, debido a la ausencia de ambos genes, para eso se sembraron las lineas de
homocigotas y heterocigotas generadas, junto con las mutantes de pérdida de funcion
sencillas (xal1-2 y 35SamiGO RBR) y las plantas WT; y se midieron cada 24 horas para poder
analizar como la raiz principal iba creciendo a través del tiempo, hasta que alcanzaron el

tamarnio final de la caja donde fueron sembradas.

Se hizo una primera cinética de crecimiento de la raiz primaria de dos plantas con la
construccion xal1-2 y 35S::amiGORBR (linea 3.2.10-homocigota [xall/xall;rbr/rbr] y 2.8.4-
heterocigota [xall/xall;rbr/RBR]) y, como se puede observar en la Figura 8, ambas lineas
tienen un fenotipo Unico de crecimiento de raiz primaria que no se parece a ninguno de los
dos parentales por lo que pareceria que actian de manera independiente. Ademas, la linea
2.84 que se encuentra heterocigota para la construccion 35SamiGO RBR
(xall/xall;rbr/RBR) no presenta diferencias significativas con la planta 3.2.10 que se
encuentra homocigota para 35SamiGORBR (xall/xal1;rbr/rbr) lo cual en un principio sugiere

gue no hay diferencia dependiente de concentracion de RBR.
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Cinética de crecimiento 1
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Figura 8. Cinética de crecimiento de plantas y tamafio final de la raiz primaria.
Tamario de la raiz de 27 plantas durante 9 dias post-germinacion de las diferentes lineas:
WT, 35SamiGO RBR, xall-2, xal1-2/35SamiGO RBR (lineas 3.2.10 y 2.8.4). Diferencias

significativas se muestran con diferente letra (P<0.05; se analiz6 mediante una prueba

estadistica paramétrica ANOVA y la prueba de Tukey para comparaciones multiples).

Tanto en la Figura 8 como en la Figura A1l del anexo, se ve que las lineas de la doble mutante
xal1l-2/35SamiGO RBR tienen un fenotipo intermedio, aunque con una tendencia a ser mas

cortas y, por lo tanto, a parecerse un poco mas al fenotipo de raiz corta de xall-2.

Debido a que en la cinética 1 (Figura 8) las plantas homo y heterocigétas para 35SamiGO
RBR no provenian de la misma linea genética, se llevaron a cabo dos nuevas cinéticas de
crecimiento en donde se incluyeron todas las lineas celulares homocigotas y heterocigotas
para RBR y xall-2 (Figura 9, A2 y A3). De manera interesante se puede observar que las
cruzas vuelven a presentan una raiz corta, pero no del mismo tamafio que la de la mutante
simple xal1-2 (Figura 9, A2 y A3). Podemos observar en la figura 9 y A2 a xal1-2 como la
linea con la raiz significativamente mas corta, las dos lineas heterocigotas xall/xall;rbr/RBR
(2.8.4 y 3.2.16) tienen fenotipos iguales con raices cortas, las siguen las lineas homocigotas
xall/xall;rbr/rbr 2.8.4.1.1y 3.2.10 con fenotipos iguales y significativamente més largas que

las lineas heterocigotas, después 35SamiGO RBR tiene un fenotipo de raiz significativamente
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mas larga que las lineas anteriormente mencionadas y mas cercana al tamafio de raiz de las
plantas WT cuyas raices fueron estadisticamente las mas largas. Esto sugiere que si hay una
dependencia de dosis de RBR que altera diferencialmente el desarrollo de la raiz primaria.

Cinética de crecimiento 2

—_—WT

10
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——amiGO RBR
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Figura 9. Segunda cinética de crecimiento de las diferentes lineas de plantas. Tamafio
de la raiz de alrededor de 30 plantas durante 10 dias pos-germinacion de las diferentes
lineas: WT (n=30), 35SamiGO RBR (n=31), xal1-2 (n=34), xal1-2/35SamiGO RBR. Lineas
homocigotas: 3.2.10 (n=29) y 2.8.4.1.1 (n=28) y lineas He 3.2.16 (n=22) y 2.8.4 (n=29).
Diferencias significativas se muestran con diferente letra (P<0.05; se analiz6 mediante una
prueba estadistica parametrica ANOVA vy la prueba de Tukey para comparaciones
multiples).

En ésta segunda y tercera cinética de crecimiento (Figura 9 y A3 del anexo), a diferencia de
la primera cinética (Figura 8), podemos observar que las plantas 35S::amiGO RBR son més
cortas que las plantas WT y que las cruzas si tienen un fenotipo intermedio entre las
parentales, sin los mismos nimeros absolutos que habiamos visto pero si con la misma
tendencia de ser un poco mas cortas y mas cerca del fenotipo de xall-2 (Figura 9 y Figura

A2 del anexo). Esta discrepancia, donde las plantas de 35SamiGO RBR varian mucho entre
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experimentos, se podria deber a que éstas plantas son mas susceptibles a cambios muy ligeros

en el ambiente de las camaras de crecimiento sobre los cuales no tenemos control.

A partir de la cinética dos, se calculé la velocidad de crecimiento de la raiz primaria de cada
dia y, como se puede ver en la Figura 10, restando el tamafio de la raiz en un dia menos el
tamafio de la raiz un dia anterior (Xn -(Xn-1); X= tamafio por cada dpg); la velocidad
obtenida de cada linea correlaciona con el tamafio de la raiz primaria. Las plantas WT
presentan la raiz mas larga y la velocidad mas alta mientras que las cruzas tienen un
comportamiento parecido a las plantas xall-2, ya que, a pesar de gque tienen una mayor
velocidad de crecimiento, que se origina de que las raices crecen un poco mas los primeros

dias, conforme pasan los dias la velocidad es mas estable y no aumenta.

Velocidad de crecimiento
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0.20
0.00
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 10. Velocidad de crecimiento de las diferentes lineas a lo largo de 10dp O dpg.
Velocidad dada en centimetros por dia a partir de las diferencias de longitudes de raiz
durante 24 horas de la cinética de crecimiento que se puede ver en la Figura 9 (Xn -(Xn-1);
X=tamario por cada dpg). Se observa que las plantas WT y 35S::amiGO RBR crecen a
mayos velocidad conforme pasan los dias, mientras que las cruzas homocigotas y
heterocigotas, comienzan con un tamario diferente de crecimiento que las plantas xal1-2

aunque, a partir del dia 4 la velocidad se vuelve constante y con la misma tendencia que la
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que tiene la linea xal1-2. Barras de error estandar. ANOVA y prueba de Tukey para

comparaciones maltiples, P<0.01.

La velocidad esta dada tanto por el numero de células como por el tamafio de las células
completamente alargadas, éstas Ultimas son muy importantes para el tamafio total y final de
la raiz ya que son mas grandes, por lo que podrian estar mayormente involucradas en la
velocidad. Debido a lo anterior se hicieron pruebas de correlacion del tamafio de las células
completamente alargadas, obtenidas de los andlisis celulares que se muestran méas adelante
en lo andlisis celularescon la velocidad de crecimiento y se encontr6 una correlacion (ver
anexo A4) que sugiere que XALL si podria estar involucrado en la diferenciacion aun en
ausencia de RBR vy alterar la velocidad de crecimiento, de acuerdo a su participacién en el
tamafo de células completamente alargadas (ver mas adelante, Figura 13). Por otro lado
también se hicieron analisis de correlacion de la velocidad de crecimiento con los datos
obtenidos de las otras zonas de desarrollo de la raiz mostradas mas adelante y también se
encontrd que existe una correlacion con el tamafio del dominio de proliferacion (anexo A5),
pero no tanto como con el tamafio total del meristemo; deben de existir ligeros cambios en el
dominio de transicion que provocan que el tamafio final del meristemo no correlacione de la
misma manera, por lo que la velocidad podria estar alterada por las células completamente

alargadas y por la proliferacion celular.

Debido a que la mutante de pérdida de funcién de RBR no es completamente nula, ya que se
trata de un silenciamiento del transcrito a través de un RNA de interferencia (Cruz-Ramirez,
et al., 2013) con una aproximado de 60% de reduccion de transcrito, estos analisis no se
pueden considerar desde un punto de vista de interacciones epistaticas, lo cual significa que
la expresion de uno o més genes dependen de la expresion de otro gen, por lo que no podemos
decir estrictamente que se encuentren uno sobre otro en una misma via de regulacion o en
diferentes vias. Lo que si podemos decir es que se trata de componentes que se encuentran
cercanos en una red de regulacion genética (Azpeitia et al., 2011). Ademas, en animales se
sabe que las interacciones entre RB, MyoD y MEF2C no ocurren de manera directa.

Zonas de desarrollo de la raiz
Para profundizar en como afectan XAL1y RBR los procesos de proliferacion y diferenciacion,
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se hicieron analisis de las diferentes zonas de desarrollo de la raiz con las diferentes lineas
de plantas: homocigota xall/xall;rbr/rbr 2.8.4.1.1 y de los respectivos controles (WT, xall-
2 y 35SamiGO RBR).

Se analiz6, mediante microscopia, el tamafio de las células del cortex desde el CQ hasta 20
células arriba de la célula epidérmica que presenta el primer pelo lo cual nos permite analizar
el nimero de células y la longitud de dos de las diferentes zonas de la raiz primaria, el RAM
y la zona de elongacién. Para determinar el tamafio de las células presentes en la zona de
maduracion se midieron aproximadamete 30 células completamente elongadas por arriba de
las diez primeras células que forman parte de la zona de elongacion. Para estos estudios se

analizaron 10 plantas de cada linea celular.
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Figura 11. Gréfica del tamario celular (um) de células del cortex a lo largo de la raiz

primaria. Se pueden ver las zonas de proliferacion (RAM) marcada con una flecha abajo,

elongacién y diferenciacion de plantas marcadas con una flecha arriba; WT (azul), xall-2

(naranja), 35SamiGO RBR (gris) y xal1-2/35SamiGO RBR (Ho 2.8.4.1.1) (amarillo) de 7
dps. (n=10, barras de error estandar).

Primero se hizo el analisis del tamafio de las células del cértex a lo largo de la raiz primaria,
hasta el primer primordio de raiz lateral de cada planta. Como se observa en la Figura 11,
donde se encuentran las flechas abajo marcando el meristemo, xall-2 lo tiene mas pequefio
que el que tiene la planta WT, de acuerdo a los resultados de Tapia-Lopez et al., 2008,
mientras que el de la linea homocigota xal1-2/35SamiGO RBR (2.8.4.1.1) es intermedio entre
las plantas xal1-2 y 35SamiGO RBR, lo cual coincide con el fenotipo de la longitud de la raiz
primaria observado en las cinéticas de crecimiento. De manera interesante, la linea 2.8.4.1.1
parece tener un tamafio de células con una tendencia a parecerse mas a las plantas de

35SamiGO RBR y WT que al tamafio de las células de xall-2, inverso a lo que se observa en
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las cinéticas de crecimiento; estas caracteristicas se pueden ver mas claramente a

continuacion.

A partir de éstos resultados se analizaron los diferentes dominios de las raices (Figura 12),
mediante el programa reportado en  Pacheco-Escobedo et al., 2016
(http://www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis/) y se calculd, de manera independiente (Fig.

11), el tamafio de las células completamente alargadas.

En la Figura 12 podemos ver los datos de los andlisis obtenidos del programa de Pacheco-
Escobedo et al., 2016, que son el nimero de células en proliferacion, el tamafio del dominio
de proliferacion, el tamafio critico de células en division, el nimero de células del meristemo
de laraiz (RAM), el tamafio del RAM (el cual esta conformado por el domino de prolifracion
y el dominio de transicién), el tamafio del domino de transicion, el tamafo critico de
transicion a la elongacion y el tamafio de la zona de elongacion, para las diferentes lineas
celulares analizadas. En estos analisis las plantas WT y las 35SamiGO RBR no presentan
diferencias significativas, mientras que las plantas xal1-2 presentan menos células y tamafios
mas pequefios (Figura 13A, B, D, E, F, G, H), la linea homocigota presenta un fenotipo
intermedio en todos los pardmetros, con respecto a las parentales. EI tamafio critico de las
células en division no se ve afectado en ninguna de las lineas celulares con respecto a la WT
(Figura 13C).
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Figura 12. Namero de células de cortex y tamafio celular de cada una de las zonas y
dominios de la raiz primaria. Analisis de (A) numero de células del dominio de
proliferacion, (B) tamario del dominio de proliferacion (um), (C) Tamafio critico de células
en division, (D) namero de células del meristemo de la raiz (RAM), (E) Tamafio del RAM,
(F) tamafio del dominio de transicion, (G) tamafio critico de transicion a la elongacion y (H)
tamanio de la zona de elongacion; de raices de 7dps de plantas WT (n=11), xall1-2 (n=10),
35SamiGO RBR (n=10) y xal1-2/35SamiGO RBR (2.8.4.1.1, n=11); se utilizo el programa

http://www.ibiologia.com.mx/MSC analysis/.

Es interesante notar que, en ambas Figuras (11 y 12) los fenotipos de la linea homocigota
xall-2/355amiGO RBR (2.8.4.1.1) son intermedios de las progenitoras (xall-2, 35SamiGO
RBR) en practicamente todos los parametros. Esto sugiere que los efectos de una
proliferacion mas lenta de las mutantes de xall-2 se suman al aumento de proliferacion de

las plantas 35SamiGO RBR, dandonos como resultado, un fenotipo intermedio. Sin embargo,
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el fenotipo del tamarfio de la raiz primaria en las cinéticas de crecimiento (Figuras 8 y 9),
muestra que las dobles mutantes a veces tienden a tener un tamarfio de raiz parecido al que
presenta la mutante sencilla de xall-2 y esto no se explica con los datos analizados en la

Figura 12.

Ya que las células completamente alargadas contribuyen de manera importante al tamafio
final de una raiz, decidimos medirlo en cada una de las lineas. Se analizaron diez plantas de
cada linea celular, de donde se midieron 30 células completamente alargadas, por arriba de
10 células después del primer pelo, para asegurarnos de no tomar células que todavia
pudieran estar en proceso de elongacion (Figura 13).

A

Tamafo de células completamente alargadas

sWT
m 35SamiGO RBR
m xall-2

2.8.4.1.1 Ho

Tamano celul
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Tukey's multiple comparisons

test Adjusted P Value
WT vs. xall-2

<0.0001 daloll
WT vs. 35SamiGO RBR

0.0246 *
WTwvs. 28411

<0.0001 Hokokok
xall-2 vs. 358amiGO RBR

<(0.0001 kR
xall-2 vs.2.84.1.1

0.023 *
358amiGO RBRB vs. 2.84.1.1

0.001 Hokok

Figura 13. Tamafo de las células completamente alargadas. (A) Promedio de tamafio
(um) de las células del cortex de plantas WT (n=28 células del0 pl antas), xal1-2 (n=29
células de 10 plantas), 35SamiGO RBR (n=29 células de 10 plantas) y xal1-2/35SamiGO
RBR (2.8.4.1.1) (n=38 células de 10 plantas) de 7 dps. Se midié y promedid a partir de 10
células del cortex después del primer pelo. Barras de error estandar. (B) Tabla con las
comparaciones multiples entre plantas con la prueba estadistica de Tukey, donde se observa
que las Unicas plantas que tienen una diferencia no tan significativa son las plantas WT con
las 35SamiGO vy las plantas xal1-2 con la cruza Ho 2.8.4.1.1 (*P<0.05, ***P<0.001,
**%*%P<0,0001).

Como se puede ver en la Figura 13, las células completamente alargadas de la linea
homocigota xal1-2/35SamiGO RBR (2.8.4.1.1) son significativamente méas pequefias que las
que presentan las plantas WT y las 35SamiGO RBR y son mucho mas parecidas al tamafio
de las células completamente alargadas que tienen las plantas mutantes para XAL1 lo cual

nos explica el fenotipo observado en las cinéticas de crecimiento de raices mas cortas.

Esto sugiere la participacion de XAL1 en los mecanismos de diferenciacion ya que, a pesar
de que se ha demostrado que RBR participa en la diferenciacion de las células de la columela
de tal manera que cuando esta sobreexpresado se diferencian mas rapido y en lineas de
pérdida de funcion menos rapido (Wildwater et al., 2005; Dinney y Benfey, 2005) el fenotipo
de la pérdida de funcién de RBR con la mutante de XAL1 muestra un proceso de
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diferenciacion, hacia la zona de formacion de pelos (zona de diferenciacion), mas rapido a

pesar de que hay menos RBR.

Se repitieron los mismos analisis celulares con la otra linea homocigota (3.2.10) y con la
heterocigota (3.2.16) para comprobar que los datos se debieran a estas dos mutaciones. En la
Figura 14 podemos observar el andlisis del tamafio de las células del cortex a lo largo de la

raiz primaria, hasta el primer primordio de raiz lateral de cada planta.
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Figura 14. Gréfica del tamario celular (um) de células de cortex a lo largo de la raiz
primaria. Se pueden ver las zonas de proliferacion (RAM) marcada con una flecha abajo,
elongacion y diferenciacion marcada con una flecha arriba. WT (azul), xal1-2 (naranja),
35SamiGO RBR (gris), xal1-2/35SamiGO RBR (Ho 3.2.10) (verde) y xal1-2/35SamiGO
RBR (He 3.2.16) (morado) de 7 dps. (n=10, barras de error estandar).

Como se puede ver en la Figura 14, la doble homocigota 3.2.10 parece tener un fenotipo
intermedio al que presentan las dos mutantes sencillas en cuanto al tamafio de las células del
cortex. Por otro lado, la linea heterocigota 3.2.16 tiene un comportamiento muy parecido al
de la mutante xall-2, lo cual podria estar ocurriendo debido a que RBR no es suficiente para

revertir el efecto de la ausencia de XAL1 en el desarrollo de la raiz.
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Finalmente, al ver la cinética de las diez plantas analizadas de la linea homocigota 3.2.10
(anexo Figura A6), podemos observar que cuatro de estas plantas tienen meristemos méas
pequefios que las otras seis y que, al quitar estas plantas de los andlisis, las cuantificaciones
de la linea 3.2.10 son muy parecidas a las de la linea 2.8.4.1.1. Esto sugiere que esta linea
pueda tiene una expresion diferente de RBR que esta afectando los fenotipos de raiz mas

corta.

Con estas lineas también se analizaron los diferentes dominios de la raiz (Figura 15),
mediante el programa de Pacheco-Escobedo et al., 2016
(http://www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis/) y se calculd, de manera independiente (Fig.

16), el tamafio de las células completamente alargadas, al igual que se habian analizado
anteriormente con la linea homocigota 2.8.4.1.1. En estos analisis las plantas WT y las
35SamiGO RBR no presentan diferencias significativas en ninguna de las zonas de la raiz
(Figura 15), mientras que las plantas xal1-2 presentan menos células y tamafios mas pequefos
(Figura 15A, B, D, E, G, H). El tamafio critico de las células en division no se ve afectado en
ninguna de las lineas celulares con respecto a la WT (Figura 15C) y en este experimento
tampoco hubo cambios significativos en el tamafio de dominio de transicion (Figura 15F).
La linea homocigota (3.2.10) presenta un fenotipo intermedio en todos los demas pardmetros,
con respecto a las parentales (Figura 15A, B, D, E, G, H); mientras que la linea heterocigota
(3.2.16) presenta un fenotipo intermedio con respecto a las parentales en el tamafio del
dominio de proliferacion, tamafio del RAM, el tamafio critico de transicion a la elongacion y
tamafio de la zona de elongacion (Figura 15B, E, G, H), pero en el nimero de células en el
dominio de proliferacion y el nimero de células en el RAM es menor, igual que la mutante
sencilla xal1-2 (Figura 15A y D), esta caracteritica puede ser el factor que genera el fenotipo

de raices mas cortas que se observa en las lineas heterocigotas en las cinéticas de crecimiento.
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Figura 15. Namero de células de cortex y tamafio celular de cada una de las zonas y

dominios de la raiz primaria. Analisis de (A) numero de células del dominio de
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proliferacion, (B) tamafio del dominio de proliferacion (um), (C) Tamafio critico de células
en division, (D) namero de células del meristemo de la raiz (RAM), (E) Tamafio del RAM,
(F) tamafo del dominio de transicion, (G) tamafio critico de transicion a la elongacion y (H)
tamarfio de la zona de elongacion; 7dps de plantas WT (n=10), xal1-2 (n=10), 35SamiGO
RBR (n=10) xall-2/35SamiGO RBR (Ho 3.2.10, n=10) y xal1-2/35SamiGO RBR (He

3.2.16, n=10); se utilizo el programa http://www.ibiologia.com.mx/MSC_analysis/.

Es interesante notar que los fenotipos de la linea homocigota xal1-2/35SamiGO RBR (3.2.10)
son intermedios de las progenitoras (xall-2, 35SamiGO RBR) al igual que la linea 2.8.4.1.1
(Figura 15). Esto sugiere que en ambas cruzas se podrian conservan los efectos de una
proliferacion més lenta como la que presentan las mutantes de xal1-2 sumado al aumento de
la proliferacion que tienen las plantas 35SamiGO RBR, dandonos como resultado un fenotipo

intermedio; esta hipotesis se sustenta ya que las plantas heterocigotas tienden a ser mas
parecidas a la mutante xall1-2.
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Tukey's multiple comparisons test Summary Adjusted P Value
WT vs. amuGO RBR GG 0.0001
WT vs. xall-2 otk <0.0001

WT vs. 3.2.10 Ho IS <0.0001

WT vs. 3.2.16 He otk <0.0001

amiGO RBR vs. xal1-2 SRS <0.0001

amiGO RBR vs. 3.2.10 Ho ns 0.0786
amiGO RBR vs. 3.2.16 He e 0.0011
xall-2 vs. 3.2.10 Ho *okk 0.0009
xall-2 vs. 3.2.16 He ns 0.071
3.2.10Ho vs. 3.2.16 He ns 0.6823

Figura 16. Tamafio de las células completamente alargadas. (A) Promedio del tamafio
de las células del cortex de plantas WT, xall1-2, 35SamiGO RBR, xal1-2/35SamiGO RBR
(Ho 3.2.10) y xal1-2/35SamiGO RBR (He 3.2.16) (n=30 células por 10 plantas por linea) de
7 dps. Se midieron 30 células y promedi6 a partir de 10 células del cortex después del
primer pelo. (B) Tabla con las comparaciones multiples entre plantas con la prueba
estadistica de Tukey, donde se observa que las Unicas plantas que tienen una diferencia no
significativa son las plantas xal1-2 con la linea heterocigota 3.2.16 (**P<0.01, ***P<0.001,
****P<(.0001).

Se realizaron los andlisis de la zona de diferenciacion, al igual que los que se habian realizado
en la linea 2.1.8.1.1 y en la Figura 16 podemos observar que el tamafio de las células
completamente alargadas no es igual entre las dos lineas dobles mutantes 3.2.10 y 2.8.4.1.1
al comparar con la Figura 13. No se puede determinar si la linea homocigota 3.2.10 es mas
parecida a la mutante xal1-2 como lo era la linea 2.8.4.1.1 ya que hay mucha diferencia en el
tamano de las células completamente alargadas probablemente debido a que en ésta linea las
concentraciones de RBR podrian estar variando o que las condiciones de la cAmara fueron
diferentes; ademas de que entre ambos experimentos, la zona que se ve afectada entre la WT
y la mutante de RBR, ademas de las células completamente alargadas, es también el tamafio
de la zona de elongacidn; seria necesario repetir el experimento creciendo todas las lineas al

mismo tiempo.

A partir de los analisis del tamafio de las células del cortex a lo largo de la raiz se realizé la

75



determinacion de la duracion del ciclo celular y la tasa de produccién celular (Figura 17) de

acuerdo a los céalculos realizados por Ivanov y Dubrovsky (1997).

Duracién cel ciclo celular
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WTvs. 3.2.16 ns > (0.9999
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Tasa de produccion celular
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Figura 17. Duracion del ciclo celular y tasa de produccién celular. (A) Duracion del
ciclo celular (T) de las plantas WT, 35SamiGO RBR, xall1-2, cruza homocigota 3.2.10 y
cruza heterocigota 3.2.16 (n=10) calculado con la ecuacion T=(In2 Nm le)V* (Nm= nlimero
de células meristematicas, le= tamafio de células completamente alargadas, V=tasa de
crecimiento calculado con los um ht entre el dia 6 y 7 pos-siembra). No hubo diferencia
significativa usando la prueba de comparaciones multiples de Dunn entre la duracion de las
diferentes lineas. B. Tasa de produccion celular calculada con V/le, donde si hay diferencias
significativas entre las lineas utilizando la prueba de comparaciones multiples de Dunn
(Tapia-Lopez et al., 2008).

Contrario a lo reportado por Tapia-Lopez et al., (2008) no encontramos diferencias
significativas en la duracion del ciclo celular en la mutante xal1-2 ni en ninguna de las otras
lineas de plantas con las que trabajamos. Sin embargo, xall-2 tiene una tasa mas baja de
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produccién celular que concuerda con lo reportado previamente, por lo que si hay una
alteracion (Tépia-Lopez et al., 2008) y la cruza homocigota 3.2.10 y la heterocigota 3.2.16
presentan una tasa intermedia de produccion celular que esta entre la que presentan las lineas
parentales. Esto concuerda con los datos anteriores obtenidos de tamafio y nimero de células
del dominio de proliferacion; es decir, que la ausencia de RBR permite que haya una mayor
tasa de produccion celular aun en fondo xall-2, aunque no es suficiente para recuperarla

completamente.

Organizacion del Nicho de Células Troncales
Se analiz6 la organizacion del nicho de células troncales (NCT), ya que tanto la mutante de

RBR como la de xall-2 presentan desarreglos en el mismo; se ha documentado que las
plantas mutantes de RBR (35SamiGO RBR) dan origen a un NCT desarreglado, a un aumento
y desarreglo en el nimero de células iniciales de columela y a alteraciones en la division
celular asimétrica (Wildwater et al., 2005; Cruz- Ramirez, et al., 2012; Cruz- Ramirez, et al.,
2013; Desvoyes et al., 2013; Figural8B). Por otro lado, la mutante xall1-2 presenta también
alteraciones en un 30% de las plantas en la organizacion del centro quiescente y en las células
de la columela (Tapia-Lépez et al., 2008), en el otro 70% de las plantas el NCT se encuentra

muy organizado, como se observa en la Figura 18A.

A WT xall-2
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358SamiGO RBR (10/10)
B A

o xall-2/355amiGORBR 2.8.4.1.1 (Ho) (10/10)
A

Figura 18. Microscopia confocal del nicho de células troncales. Organizacion de NCT
de (A) plantas WT y xall-2, (B) 35SamiGO RBR y (C) cruza xal1-2/35SamiGO RBR
(2.8.4.1.1) de 7dps. Las plantas estan tefiidas con Yoduro de propidio para poder observar

la organizacion del nicho de células troncales; el centro quiescente se encuentra marcado
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con un asterisco blanco. Escala 50um, n=10.

Podemos observar en la Figura 18 los NCT de las diferentes lineas y el muy notorio fenotipo
de desorganizacion de la linea 35SamiGO RBR (Figura 18B), especialmente en las células de
la columela. Este fenotipo se conserva en la linea de xall-2/35SamiGO RBR (2.8.4.1.1)
(Figura 18C), por lo cual el efecto de la ausencia parcial de Retinoblastoma es més fuerte que
el efecto de la ausencia de XAL1, a pesar de que en las otras zonas de la raiz encontramos un

fenotipo intermedio.

En animales se ha determinado a pRb como un componente que también esta involucrado en
el NCT de diferentes células madres como son las células madre mesenquimales,
hematopoyéticas, neurales, intestinales, etc., (Sage, 2012); esta participacion con células
madre podria ser una funcién conservada también en el NCT de plantas. Este resultado nos
sugiere que RBR tiene un efecto dominante en el control de la division de las células iniciales
y de las células del centro quiescente mientras que XALL lo tiene en el proceso de
diferenciacion de la raiz primaria de Arabidopsis, de acuerdo a los resultados anteriormente

mencionados de la zona de diferenciacion.

Se analizd la organizacion del NCT tanto para la linea homocigota 3.2.10 como para las
lineas heterocigotas 2.4.1 y 3.2.16 (ver anexo Figura A7) y encontramos que el desarreglo
del NCT que presentan las plantas 35SamiGO RBR, se encuentra conservado en las plantas
heterocigotas (2.4.1 y 3.2.16). Esto sugiere que la disminucion de la concentracion de RBR
en las heterocigotas es suficiente para que haya un desarreglo y que RBR es muy importante
para mantener la organizacién del NCT. Por otro lado, la linea homocigota 3.2.10 presenta
diversos fenotipos, 50% de las plantas no tiene el fenotipo del desarreglo tan marcado (Figura
AT), y no sabemos bien a que se pueda deber, seria necesario realizar una tercera cruza, pero
a pesar de esta diferencia entre ambas lineas homocigotas en esta caracteristica, los fenotipos

de tamafios celulares y de la raiz primaria son resultados que repiten en ambas lineas.

A partir de todos los analisis de cinéticas de crecimiento y cuantificaciones de las zonas de
desarrollo que se hicieron con las diferentes lineas con las que hemos trabajado: WT, xall-

2, 356SamiGO RBR y las cruzas 2.8.4.1.1 y 3.2.10 podemos concluir varias cosas. Todas las
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lineas que presentan el sistema de silenciamiento de RBR (35SamiGO RBR, cruzas
homocigotas y heterocigotas) tienen el NCT desordenado, lo que indica que Retinoblastoma
tiene un papel importante en la red que regula la arquitectura de este nicho. La mutante
sencilla de RBR (35SamiGO RBR; rbr/rbr) se comporta igual que la planta WT en el tamafio
del RAM, el numero de células en el dominio de proliferacion y en la tasa de produccion
celular . Lo anterior sugiere que su papel en la arquitectura de la red de la proliferacion
celular, especificamente en el dominio de proliferacion, no se altera, lo cual coincide con
algunos datos donde reportan que las mutantes poseen algunos fenotipos igual a la WT
(Wildwater et al., 2005). En contraste observamos que es suficiente con abatir la expresion
de XAL1 para alterar la tasa de produccion celular y los resultados de la doble mutante (xall-
2/35SamiGORBR) los cuales son intermedios a las parentales, indican que la ausencia de
RBR no es capaz de recuperar esta tasa. Es decir, que la ausencia de XAL1 es determinante

en la arquitectura de la red que controla el dominio de proliferacion.

Respecto a las observaciones y analisis, en la zona de diferenciacion (al medir las células
completamente alargadas) también se puede observar que las plantas 35SamiGO RBR en
ocasiones presentan raices mas cortas a lo ya reportado: raices mas largas en Perilli et al.,
2013 e iguales a la WT (Wildwater et al., 2005). Las células completamente alargadas de las
plantas 35SamiGO RBR pueden ser mas cortas, iguales o0 mas largas que las de las plantas
WT lo cual afecta el tamafio final de las raices . Esta discrepancia en el tamafio final de las
células completamente alargadas se puede deber a cambios ambientales que no controlamos
dentro de las cdmaras de crecimiento. Con estos datos se puede concluir que la zona de

diferenciacion es menos robusta que la zona de proliferacion.

Anélisis de expresion a lo largo de la raiz
Para analizar la interaccion entre XAL1 y RBR y si hay algin cambio en la zona de expresion

o0 de localizacién de la proteina, se hicieron cruzas de plantas que contienen al promotor de
XAL1 fusionado al gen reportero de GUS con mutantes de pérdida de funcién de RBR
(35SamiGO RBR). Por otro lado, se cruzaron plantas de la mutante de pérdida de funcion de
XAL1 (xall-2) con una linea que contiene el promotor y la secuencia codificadora de RBR
fusionado a la proteina florescente de GFP (pRBRgRBR-GFP) (Magyar et al., 2012).
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Como se puede ver en la Figura 19, no hay diferencias en la expresion de GFP entre la planta
reportera de RBR (pRBRgRBR-GFP) en fondo WT vy las plantas xal-2; ademés no se
observaron cambios en las diferentes zonas de la raiz, como en la zona de diferenciacion.
AUn cuando los nacleos parecen verse mas grandes en el fondo xall-2 y mas condensados en
el fondo WT (Figura 19), esto podria deberse a que las plantas xal1-2 tienen un ciclo celular
mas corto, por lo tanto, la cromatina no se encuentra tan condensada, como en aquellas
células que se estan dividiendo menos frecuentemente. Tampoco se observa a simple vista

una diferencia en la intensidad del GFP, la cual esperabamos fuera menor, ya que en las

cuantificaciones por tiempo real la expresion de RBR baja en la mutante de xall1-2 (ver Figura
7).

WT xall-2/pRBRgRBR-GFP xall-2/pRBRgRBR-GFP
pRBRgRBR-GFP 1.1.13.4 1.1.8.1

Figura 19. Localizacién de la proteina de RBR. Zona de meristemos donde se encuenta
NCT y columela de plantas con el marcador de pRBRgRBR-GFP en fondo WT y fondo
xall-2 (1.1.13.4 y 1.1.8.1 homocigotas) observadas en miscropcopio confocal a 7dps con

objetivo 10X més un aumento 3.46X, tefiidas con Yoduro de propidio. Escala 20um; n=3.

También se hicieron andlisis de plantas, producto de las cruzas de plantas mutantes de
pérdidad de funcion de RBR con el marcador transcripcional de XAL1 (AGL12-
GUS/35S::amiGO RBR) (Figuras 20 y A8). Tampoco se observa a simple vista una diferencia
en la intensidad de la tincion de GUS entre ambos fondos genéticos. Sin embargo, estos
resultados se tienen que repetir ya que observamos diferentes intensidades de tincion tanto

en las lineas de las cruzas como en el control (Figura A8).
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35SamiGO RBR
/AGL12-GUS

AGL12-GUS 1.4.6.5

Y 7:"‘,5_71',-",“ o

Figura 20, Expresion de XAL1 en fondo mutante de RBR. Raices tefiidas de 7dps con la
construccion transcripcional del promotor de AGL12 (XAL1) fusionado a B-glucuronidase
(GUS) en fondo WT (izquierda) y en fondo de pérdida de funcién de RBR (35SamiGO
RBR) (derecha).
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Participacion de un bHLH tipo MyoD
Se analizaron diferentes bases de datos y algoritmos para buscar a un bHLH que pudiera ser

candidato para tener la funcion de MyoD en plantas. Lo primero que se hizo fue hacer una
lista de los bHLH"s de Arabidopsis encontrados en TAIR (http://www.arabidopsis.org/) para

ver la correlacion de expresion de estos genes con XAL1 usando tres diferentes programas:

1) Se utilizo el programa ATCOECIS (http://bioinformatics.psb.ugent.be/ATCOECIS/), que
predice cuales son los genes que se expresan de manera similar a otro gen, lo cual muchas
veces quiere decir que comparten funciones o que uno esta siendo regulado por el otro. Este
analisis de datos de coexpresion de genes de un compendio de microarreglos (Vanderpoele
et al., 2009) incluye la expresion de genes tanto de parte aérea como de raiz por lo que
muchos de los bHLH"s encontrados con este programa no coincidian con los de otras bases
de datos que se mencionaran mas adelante (anexo Figura A9) y, por lo tanto, no se tomaron

en consideracion.

2) También se analizo la red de inferencia creada por el algoritmo de ARACNe que permite
identificar la probabilidad de que un gen se regule de manera parecida a otro gen; en este
caso, también se utilizaron los datos de los experimentos de microarreglos incluyendo los de
XAL1 en raiz (Chavez-Montes et al., 2014). Para acotar los genes que pueden estar
funcionando como MyoD en plantas, se utiliz6 una lista de genes que, de manera
experimental, se expresen en raiz (mediante qRT-PCR, protedmica, RNA seq, Plant
Ontology 2012).

3) El ultimo analisis de coexpresion con XALL en raiz se realizo por el Dr. José Davila
Velderrain a partir de datos de RNAseq (Huang y Schiefelbein, 2015) con todos los bHLH’s
de Arabidopsis encontrados en TAIR. Esta base de datos nos da las diferentes correlaciones
de bHLH’s de manera positiva y negativa y su nivel de significancia (P<0.05 y P<0.01) (ver
anexo Figura A10).

4) Por otro lado, se hizo un BLAST de la secuencia de amino acidos de MyoD de humanos
contra la base de datos de Arabidopsis y se encontraron algunos bHLH’s que se alinearon de

manera aleatoria, no se observaron dominios especificos.
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5) Finalmente, se revisé un microarreglo experimental de xall-2 generado anteriormente en
el laboratorio de Genética Molecular, Epigenética, Desarrollo y Evoluciéon de Plantas y
analizado por la Dra. Yamel Ugartechea Chirino. Con estos datos se encontré un bHLH
(AT1G05710) que tiene una expresion significativamente diferente entre WT y en xal1-2; sin
embargo, solo se sabe de este gen que se encuentra involucrado en la via de respuesta a

etileno y no se encontrd en ninguno de los otros analisis.

Usando los datos obtenidos con los diferentes métodos de analisis (datos experimentales,
ARACNe, RNA seq de raiz y el microarreglo de XAL1) se buscaron los bHLH"s que se

compartieran en dos o mas de los analisis que se llevaron a cabo (Fig. 21 y A9)

Tolerancia al frio/ desarrollo de estomas

No hay informacién

No hay informacién
Inducible por luz/Sefalizacién por fitocromos

Inhibe sintesis de clorofila/Se expresa en obscuridad/
Se degrada por luz

Desarrollo de epidermis y tricomas/
Participa en determinacién de pelo-no pleo

AT4G01460**
+IAM3**
SPT**

No hay informacién

Regulador negativo de la via del Jasmonato

No hay informacién Desarrollo de carpelos/Desarrollo de 6rganos/

Control del tamaiio de meristemos

Fig. 21. Genes compartidos entre las diferentes bases de datos y con el analisis de
BLAST para encontrar un bHLH. En morado esta representada la base de datos de RNA
seq de raiz de Arabidopsis, en rojo la base de datos ARACNe de XAL1, en rosa datos
experimentales de raiz y en amarillo los datos de microarreglo de XAL1 en raiz de
Arabidopsis. Los genes marcados con un signo (+) significa que se encuentran

correlacionados de manera positiva y *=P<0.05 y **=P<0.01 en la red de RNAseq.
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Para delimitar cuéles pueden ser lo candidatos bHLH que pudieran tener la misma funcion
de MyoD en plantas, se busco en la literatura cuéles son los papeles en los que participa cada
uno de los genes encontrados en la mayoria de las bases de datos. Como se puede ver en la
Figura 21, uno de los principales candidatos es JAM3, ya que se encuentra en datos
experimentales de raiz, en el microarreglo de XAL1 y se encuentra correlacionado en las redes
de ARACNe y RNAseq con una probabilidad muy alta (P<0.01). Ademas, tiene un asa de
regulacion positiva con XAL1 y esto es muy importante ya que MyoD la tiene con MEF2C,
donde MyoD es un regulador transcripcional positivo de MEF2C y visceversa (Wang et al.,
2001). Finalmente, se sabe que JAM3 es un regulador negativo de factores de transcripcion
que participan en la via de sefializacion del jasmonato (Sasaki-Sekimoto et al., 2013). Nos
parece interesante haber encontrado a JAM3 ya que se sabe que el jasmonato participa en el
desarrollo de la raiz primaria reduciendo el tamafio del meristemo y el de la raiz primaria
cuando es aplicado al medio (Chen et al., 2011) parecido a lo que ocurre en la mutante de
XALL.

Hay otros dos genes, AT4G011460 y SPATULA (SPT), que se encuentran en las mismas bases
de datos con una P<0.01 pero que no tienen una correlacion positiva con XAL1. Aunque no
se sabe nada de la funcidn del gen AT4G011460 si esté reportado que SPT participa en el
desarrollo del carpelo y también que esta involucrado en restringir la zona meristematica de
los primordios de hoja y cotiledones. Por otro lado, se ha demostrado en raiz que SPT es un
regulador del tamafio del centro quiescente y del meristemo, aunque todavia no se sabe la
manera exacta en que regula esto (Makkena y Lamb, 2013).

Otros genes gque se encuentran en las mismas bases de datos que los genes anteriormente
mencionados, pero con una P<0.05 son FBI1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED) y PIL5
(PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 5). Las proteinas codificadas por estos
genes participan en procesos de desarrollo del fotoperiodo, siendo uno inducido y otro

degradado por luz respectivamente (Fankhauser y Chory, 2000; Oh et al., 2003).

Ademas, se encontraron tres genes presentes en raiz de manera experimental y en los analisis
de ARACNe y de RNAseq con una P<0.05 (ICE2/SCREAM2, AT3G19500, AT4G2900). Uno
de ellos (AT4G29100) se correlaciona de manera positiva con XAL1 y en ARACNEe la
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correlacion es muy cercana. De AT3G19500 no hay informacién y del gen ICE2 (NDUCER
OF CBF EXPRESSION2) se sabe que es un FT involucrado en la tolerancia al frio, pero
principalmente se conoce su papel para determinar el proceso sucesivo de iniciacion,
proliferacion y diferenciacion terminal de los estomas (Kanaoka et al., 2008). Este gen tiene
una funcién en estomas parecida a la que tienen algunos bHLH’s de tipo MRF en los
diferentes pasos de la diferenciacion de la miogénesis de animales (Putarjunan y Torii, 2016).
Finalmente, cuando se realiz6 el BLAST de MyoD de humanos para ver bHLH’s cercanos
de plantas, se encontraron dos, uno cuya funcién no se conoce y que se hallé en los analisis
de ARACNe y de RNAseq (AT4G38070) y otro que se encontraba en ARACNe, RNAseq y
datos experimentales (ATEGLE3; ENHANCER OF GLABRA3) que tiene un papel en el
desarrollo de la epidermis como regulador del desarrollo de tricomas y de pelos de forma
redundante con su homologo GL3 (GLABRA 3) (Grebe, 2012; Schellmann y Hilskamp M,
2005)

Debido a las funciones que tienen algunos de los candidatos de bHLH’s en el desarrollo y a
su correlacion con la expresion de XAL1, se seleccionaron cinco para su posterior analisis:
JAM3, SPT, ICE2, AT4G29100 y ATEGLE3. También se realiz6 un andlisis de la expresion
de estos factores de transcripcion a lo largo de la raiz de Arabidopsis thaliana con el programa
ePLANT de The Bio-Analytic Resource for Plant Biology (https://bar.utoronto.ca/), y se

compararon visualmente con la expresion espacial a lo largo de las diferentes zonas en raiz
de XAL1y RBR (Figura 22).
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XAL1

| ATEGLE3* AT4G38070*

Figura 22. Patrdon de expresion de XAL1, RBR y los diferentes genes de las diferentes
bases de datos. Patron de RBR y XAL1y (A) FB1, PIL5, AT4G011460, JAM3 y SPT, (B)
ICE2, AT3G19500 y AT4G29100 y (C) ATEGL3 y AT4G38070. Las Bases de datos en las
gue se encontraron se encuentran determinada por colores: amarillo=microarreglo;
rosa=datos experimentales; rojo=ARACNe; morado=RNAseq, gris=BASTA. Las raices
que se encuentran en medio de XAL1 y RBR quiere decir que tienen un patron de expresion
que no se parece al que presentan estos dos genes mientras que las que tienen una
orientacion hacia arriba o hacia abajo quiere decir que tienen un patrén relativamente

parecido a XAL1 y RBR, respectivamente.

Se puede ver en la Figura 22, de los diez genes seleccionados, seis no tienen un patron de
expresion parecido con XAL1 y RBR. De los otros cuatro, tres (PIL5, AT4G01460 y
AT3G19500) se parecen a la expresion que presenta el gen RBR mientras que AT4G29100

tiene un patron de expresion parecido al de XAL1 por lo que podria ser un candidato para
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llevar a cabo las funciones de MyoD en plantas, aunque se desconozcan sus funciones en

Arabidopsis.

Por otro lado, se analiz6 el arbol filogenético de los FT bHLHSs realizado en Stevens, et al.,
(2008) y se encontrd Unicamente un bHLH de plantas dentro del subclado donde se
encuentran los MRFs. Este bHLH se llama BES1-INTERACTING MYC-LIKE 1 (BIM1) y
unicamente se ha estudiado su funcion en la via de transduccion de sefiales de
Brasinoesteroides, donde se encuentra involucrado (Yin et al., 2005; Chandler et al., 2009;
Xing et al., 2013). Dentro del clado C, mostrado en este mismo analisis, donde se encuentra
el subclado de los MRFs, también se encuentran otros bHLHs de plantas que se encontraron
en las bases de datos analizados, éstos fueron: ICE2, FBI y PIL5. Mientras que de los demas
bHLHs escogidos JAM3 y ATEGL3 se encuentran en el clado B y AT4G29100 en el clado E.
No hay ningun gen candidato en el clado F, que es unico de bHLHs especificos de plantas;
todos los bHLHs seleccionados se encuentran dentro de clados compartidos con bHLHSs de

otros organismos (Stevens et al., 2008).

Para ver si alguno de los bHLHs candidatos (BIM1, SPT, ICE2, JAM3, ATEGLS3,
AT4G29100) podria estar siendo regulado por XAL1 al igual que MEF2C regula a MyoD, se
evaluaron los niveles de transcrito de estos genes mediante gRT-PCR comparando plantas
WT con plantas de pérdida de funcion de XAL1 (xal1l-2) (Figura 23).

Los genes normalizadores tuvieron niveles constantes de expresion en los distintos genotipos
(Figura 23A). Se usaron las plantas de la linea de pérdida de funcion de XAL1 (xall-2). Se
observo que XALL1 es un regulador positivo de manera significativa de los siguientes FT tipo
bHLH: BIM1 ya que en el genotipo xall-2 los niveles de transcrito son menores en un 18%
(Figura 23B); AT4G29100 cuyos transcritos son menores en un 42% (Figura 23C); ATEGL3
cuyos transcritos son menores en un 35% (Figura 23D); y JAMS3 cuyos transcritos bajan un
13% (Figura 23F). Los niveles de expresion de ICE2 y SPT no varian en ninguno de los

genotipos (Figura 23E y G).
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Figura 23. Expresion de bHLHSs en fondo mutante de XAL1. Expresion relativa de tres
normalizadores (A) PDF2, RNAH, UPL7 y de varios bHLHSs: (B) BIM1, (C) AT4G29100,
(D) EGL3, (E) ICE2, (F) JAM3y (G) SPT en los fondos WT y xal1-2. n=6, *p<0.05 y
**p<0.01. Los analisis estadisticos se realizaron usando pruebas no paramétricas (Mann-

Whitney) comparando WT contra la mutante de xal1-2 en cada caso.

De acuerdo a los resultados de la Figura 23, se puede ver que XAL1 es un regulador positivo
de varios bHLHs, incluyendo a JAM3. Esto abre la posibilidad de que este bHLH se encuentre
en la misma red de regulacion del tamafio del meristemo junto con XAL1 y que haya un
entrecruzamiento entre las vias de las auxinas y el jasmonato (por estar regulando a estos dos
genes respectivamente), o que XAL1 se encuentre regulando de manera directa algin punto
de la via del jasmonato y que la mutante tenga méas jasmonato y, por lo tanto, raices mas

cortas. Otra caracteristica que hace que JAM3 sea un buen candidato es que se expresa en
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toda la raiz, como puede observar en la Figura 22.

Por otro lado, resulta interesante que BIM1, el bHLH que se encuentra dentro del subclado
junto con los MRFs de animales, también es regulado de manera positiva por XAL1, aunque
la diferencia no fue tan significativa como con otros bHLHs. Otro gen regulado
positivamente por XAL1 es ATEGLS3, el cual se encuentra dentro de la red de regulacion que
determina que las células de la epidermis generen o no un pelo, y que a su vez se ha visto que
algunos componentes para el desarrollo de tricomas, como los FT GL1 (GLABRA 1) y
GL3podrian regular la expresion de RBR (Morohashi y Grotewold, 2009), por lo que lo hace
un buen candidato a tener la funcion de MyoD en plantas y seria interesante ver si en las
mutantes de xall-2 existen algunas alteraciones en la organizacion de los pelos. Finalmente,
el ultimo candidato que también se regula de manera positiva por XAL1 es AT4G29100, es
interesante que tiene un patrén de expresion muy parecido al de XAL1; sin embargo, este es
un gen que no ha sido estudiado y del cual se desconocen sus funciones.

Para poder seguir seleccionando cuél de estos cuatro candidatos BIM1, JAM3, ATEGL3 y
AT4G29100 pudiera llevar a cabo las funciones de MyoD de los animales, se hicieron anélisis
de expresion, por medio de gRT-PCR, en fondo de pérdida de funcidn de RBR, ya que se ha
visto en animales que pRb es importante para la activacion de MyoD (De Falco et al., 2006)

y podria ser posible que también para su expresién lo cual ain no se sabe en animales.

En estos gRT-PCRs, los genes normalizadores tuvieron niveles constantes de expresion en
los distintos genotipos (Figura 24A). Se usaron las plantas de la linea de pérdida de funcion
de RBR (35SamiGO RBR). Se observd que RBR es un regulador negativo de manera
significativa de los dos siguientes FT tipo bHLH: AT4G29100, ya que en el genotipo
35SamiGO RBR los niveles de transcrito son mayores en un 23% (Figura 24B); y JAM3
cuyos transcritos son mayores en un 11% (Figura 24E). Los niveles de expresion de BIM1y
ATEGL3 no varian en ninguno de los genotipos (Figura 24C y D).
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Figura 24. Expresion de bHLHSs en fondo mutante de RBR. Expresion relativa de dos
normalizadores (A) PDF2 y UPL7; y de varios bHLHSs: (B) AT4G29100, (C) BIM1, (D)
ATEGLS3, (E) JAM3 en los fondos WT y 35S::amiGO RBR. n=6, *p<0.05. Los analisis

estadisticos se realizaron usando pruebas no paramétricas (Mann-Whitney) comparando

WT contra la mutante 35S::amiGO RBR en cada caso.

El papel de regulador negativo de RBR sobre de JAM3 y AT4G29100 (Figura 24B y E), se
puede explicar ya que RBR es un regulador negativo de XAL1 el cual es, a su vez, un regulador

positivo de estos genes (ver Figura 23).

Gracias a estos todos estos datos tenemos ya dos candidatos que podrian tener en plantas la
funcién de MyoD en conjunto con RBR y el MADS-box, XAL1, uno involucrado en la via
del jasmonato, la cual esté relacionada con el control de la proliferacion (JAM3) y otro con

una expresion similar a la de XAL1 en el cilindro vascular (AT4G29100).

Recientemente Zhao et al., (2017) analizaron la participacion de RBR en la diferenciacion
del sistema vascular, especificamente del xilema, mediante la interaccion con el regulador
negativo de la diferenciacion del xilema: XYLEM NAC DOMAIN1 (XND1). Debido a que
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AT4G29100 tiene una alta expresion en el sistema vascular, seria interesante ver si este gen
participa en procesos de proliferacion y diferenciacion del sistema vascular y, a mas largo
plazo, tratar de demostrar si este bHLH podria fungir el papel de MyoD en animales.

Debido a que, se ha visto que MyoD activa la expresion de RB, aunque no se sabe si es de
manera directa (De Santa et al., 2007), y que, teéricamente por analisis de datos de ENCODE
(Encyclopedia Of DNA Elements), MyoD se podria unir al promotor y a los enhancers
intrénicos del gen de RB (Singh y Dilworth, 2013), en el futuro se podria ver si en el fondo
mutante de ambos bHLHs (JAM3 y AT4G29100) se altera la expresion de RBR.

Participacion del jasmonato en la via de XAL1y RBR.
Es interesante que uno de los genes involucrados con XAL1 y RBR, es un regulador negativo

de la via del Jasmonato que, como se menciond anteriormente, es una hormona que influye
de manera negativa en el desarrollo de la raiz primaria (Chen et al., 2011). Por eso decidimos
hacer un experimento del crecimiento de la raiz primaria con las diferentes lineas utilizando
un inhibidor (acido salicil hidroxamico; SHAM) de la via del Jasmonato. SHAM es una
molécula que inhibe a la lipooxigenasa que participa en la biosintesis del jasmonato y que se
ha usado para revertir los efectos que tiene esta hormona. Por ejemplo, el jasmonato inhibe
la formacion de pelos y este fenotipo se puede revertir usando 50 uM de SHAM (Zhu et al.,
2006). También se ha observado en raices de girasol que la raiz primaria puede ser mas larga
que la WT a 250uM de SHAM (Corti-Monzon et al., 2012).

A partir de estos datos se crecieron las raices de las diferentes lineas en medio con el inhibidor
a diferentes concentraciones para hacer cinéticas de crecimiento y se obtuvieron los
porcentajes de similitud con respecto a las WT a 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM y 250 uM
de SHAM (Figura 25) y luegoa 0.5 uM, 1 uM, 2 uM y 5 uM de SHAM (Figura 26). Nuestra
hipdtesis de trabajo es que si el fenotipo de raiz corta de xall-2 es debido a una mayor
produccién de jasmonato este efecto se va a alterar al inhibir la sintesis de jasmonato y

veriamos raices mas largas.

En la Figura 25 se puede observar un diagrama de cajas que demuestra el tamafio de la raiz

primaria en las diferentes concentraciones de SHAM (10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM vy
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250 uM), de las diferentes lineas celulares: WT, 35SamiGO RBR, xall-2, y las lineas
homocigotas xall/xall;rbr/rbr (2.8.4.1.1 y 3.2.10). Como controles se crecieron las plantas
en medio MS y en medio MS con DMSO, ya que el inhibidor de SHAM se encontraba
disuelto en DMSO. Se hicieron ademas analisis de del porcentaje de similitud con respecto
a las plantas WT en medio MS (Figura anexo A12). Se puede observar en ambos analisis
que todas las lineas celulares tienen la misma tendencia de raices mas cortas a mayor

concentracion de SHAM, siendo la concentracion de 250uM la que mas afecta el desarrollo

de la raiz.
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Figura 25. Efecto del inhibidor de SHAM (10, 50, 100 y 250uM). A) Box Plots del
tamaiio final de la raiz primaria de una cinética de crecimiento de 8 dps, de plantas (A) WT,
(B) xal1-2, (C) 35S::amiGO RBR, y las cruzas homocigotas (D) 2.8.4.1.1y (E) 3.2.10
(n=11) en las diferentes concentraciones del inhibidor SHAM y un control de DMSO
equivalente a la dosis més alta de SHAM 250uM. P<0.05; prueba de comparacion multiple

de Dunn.
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Debido a que esperabamos observar raices mas largas al utilizar el inhibidor de jasmonato,
decidimos utilizar concentraciones méas bajas. En la Figura 26 se puede observar un diagrama
de cajas que demuestra el tamafio de la raiz primaria en las diferentes concentraciones de
SHAM (0.5 uM, 1 uM y 5 uM), de las diferentes lineas celulares: WT, 35SamiGO RBR,
xall-2, y las lineas homocigotas xall/xall;rbr/rbr (2.8.4.1.1 y 3.2.10). También como
controles se crecieron las plantas en medio MS y en medio MS con DMSO. Se hicieron
ademas andlisis de del porcentaje de similitud con respecto a las plantas WT en medio MS,
donde en las raices de xall-2 a 0.5uM de SHAM las raices fueron 20% mas largas con
respecto a las raices de xall-2 en medio MS (Figura anexo A12). Se puede observar en
ambos analisis que la Unica linea que presenta variaciones con respecto a las plantas WT en
la linea homocigota xall/xall;rbr/rbr (2.8.4.1.1), donde las raices crecidas a una
concentracion de 0.5uM de SHAM son significativamente mas largas que las raices que

crecieron a una concentracion de 5uM.
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Figura 26. Efecto del inhibidor de SHAM (0.5, 1, y 5 uM). Box Plots del tamafio final de
la raiz primaria de una cinética de crecimiento de 8 dps de plantas (A) WT, (B) xall-2, (C)
35S::amiGO RBR, y las cruzas homocigotas (D) 2.8.4.1.1y (E) 3.2.10 (n= 10) en las
diferentes concentraciones del inhibidor SHAM vy un control de DMSO equivalente a la

dosis mas alta de SHAM 5uM. P<0.05; prueba de comparacion maltiple de Dunn.

En la Figura 25 se puede ver que, a concentraciones altas del inhibidor SHAM, hay una
inhibicion del crecimiento, contrario a lo que se esperaria, mientras que a concentraciones
mas bajas la diferencia entre la WT y las diferentes lineas celulares no es muy evidente
(Figura 26 A, B, C, E), a excepcidn de la linea homocigota 2.8.4.1.1 (Figura 26D). A su vez
visualmente pareceria que a 0.5uM de SHAM también las raices de amiGO RBR y xall-2
son mas largas, aunque el SHAM se disuelve en DMSO Yy las plantas crecidas en este

compuesto también presentan raices un poco més largas.

Se deberan hacer experimentos con las concentraciones de DMSO que se usan para cada
dilucion de SHAM y en concentraciones de SHAM mas bajas para ver si el efecto del

jasmonato esté relacionado a el desarrollo de la raiz a través de XAL1.
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CONCLUSIONES
XAL1 y RBR se encuentran juntos en una red multiestable de regulacion del desarrollo donde

RBR regula de manera negativa a XAL1 y éste a su vez regula a RBR de manera positiva;
ambos genes estan involucrados en las decisiones de proliferacion y diferenciacion celular,
donde RBR es un componente importante para mantener la organizacion del nicho de células
troncales. XAL1 es suficiente para cambiar el tamafio del meristemo de la raiz y en cuyas
mutantes se ve el papel represor de RBR. Ademas de que existen dos candidatos de bHLH’s
que podrian tener un papel en la red, al igual que MyoD conformando una red similar a la de

animales.

En este trabajo obtuvimos, tanto por analisis de expresion, como por algunos datos reportados
en la literatura, una red de regulacion muy similar a la que encontramos en animales (Figura
27) en donde estan los componentes conservados: Retinoblastoma, genes MADS-box, FT
bHLH, remodeladores de la cromatina y componentes del ciclo celular. Sugerimos que la red
de regulacion que subyace las decisiones entre proliferacion y diferenciacion celular podria
estar conservada entre plantas y animales y conserva algunos componentes que tienen
diferentes papeles de acuerdo a las posibles interacciones con otros elementos que delimitan

las diferentes zonas de desarrollo.
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Figura 27. Red de regulacién en plantas. Las lineas negras representan regulacion
transcripcional, las lineas puntuadas indican que no se ha demostrado si la regulacion es

directa, las lineas rojas representan interaccion proteina-proteina. 1) Rossi et al., 2003.
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Figura Al. Porcentaje de diferencia del tamafio de la raiz principal de la cinética 1.

Porcentaje de diferencia del promedio del tamafio de las raices principales de las lineas
(WT, xall1-2, xal1-2/35S::amigo RBR 3.2.10 Ho, xal1-2/35S::amigo RBR 2.8.4 He) contra
el tamafio de las raices de 35S::amigo RBR.
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Figura A2. Porcentaje de diferencia del tamafio de la raiz principal de la cinética 2.

Porcentaje de diferencia del promedio del tamafio de las raices principales de las lineas
(WT, xall-2, xal1-2/35S::amigo RBR 3.2.10 Ho, xal1-2/35S::amigo RBR 3.2.16 He, xall-
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Figura A3. Tercera cinética de crecimiento de plantas. Tamafio de la raiz primaria de
alrededor de 30 plantas durante 10 dias pos-germinacion de las diferentes lineas: WT
(n=30), 35SamiGO RBR, xal1-2, xal1-2/35SamiGO RBR. Lineas homocigotas: 3.2.10 (n=
29)y 2.8.4.1.1 (n=28) y lineas He 3.2.16 (n=22) y 2.8.4 (n=29). Diferencias significativas
se muestran con diferente letra (P<0.05; se analiz6 mediante una prueba estadistica

paramétrica ANOVA vy la prueba de Tukey para comparaciones mdaltiples).
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Figura A4. Correlacion de velocidad con células completamente alargadas. Graficas de
velocidad a partir de la cinética 1 (Figura 8) durante los diferentes dias de crecimiento post-
germinacion, contra la longitud de las células completamente alargadas a 7 dias post
germinacion de plantas 35SamiGO RBR, xall-2, la doble cruza homocigota 2.8.4.1.1 y WT
(Figura 13). La linea azul indica la regresion lineal, los puntos negros sefialan la correlacién

de la velocidad al dia 7 contra la longitud de las células completamente alargadas.
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Figura A5. Correlacién de velocidad con zonas de la raiz. Gréficas de velocidad a partir
de la cinética 1 (Figura 8), contra las variables de las diferentes zonas de la raiz (nimero de
células del dominio de proliferacion, nimero de células del meristemo, tamafio del dominio
de proliferacion, tamafio del dominio de transicion, tamafio del meristemo y tamafio de la
zona de elongacion), de plantas 35SamiGO RBR, xall-2, la doble cruza homocigota

2.8.4.1.1 y WT (Figura 12). La linea azul indica la regresion lineal.
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Figura A6. Gréfica del tamafio celular (um) de células de cortex a lo largo de la raiz
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primaria. En la figura se pueden ver las zonas de, elongacion y diferenciacion de 10
plantas xal1-2/35SamiGO RBR (He 3.2.16) de 7 dps Plantas 1, 7, 9, 11 tienen meristemos

mas pequefios (aproximadamente 34uM).
WT (7/11) xall-2 358SamiGO RBR (9/10)

xall-2/355amiGO RBR xall-2/355amiGO RBR
xall-2/358SamiGO RBR 3.2.10 (Ho) (5/10) 3.2.16 (He) (10/10) 2.8.4 (He) (10/10)

Figura A7. Fenotipo del nicho de células troncales. Plantas WT, xall1-2, 35SamiGO RBR,

cruza homocigota xall1-2/35SamiGO RBR (3.2.10) y cruzas heterocigotas para 35SamiGO
RBR (3.2.16 y 2.8.4) de 7dps, observadas con microscopio confocal. Las plantas estan

teflidas con Yoduro de propidio para poder observar la organizacion del nicho de células
troncales y el desarreglo del nicho; el centro quiescente se encuentra marcado con un

asterisco blanco. Escala 20uM, n=10.
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AGLI12-GUS 7dps

Figura A8. Expresion de XAL1 en fondo mutante de RBR. Raices tefiidas de 7dps con
la construccién transcripcional del promotor de AGL12 (XAL1) fusionado a -
glucuronidase (GUS) (arriba) y la cruza del marcador con la mutante de RBR (35S::amiGO
RBR) (abajo).
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Figura A9. bHLHs candidatos. Tabla de bHLH en las diferentes bases de datos analizadas
(Microarreglo de XAL1, ATCOECIS, Expresion en raiz, ARACNE, Blast y RNAseq con
P<0.05 de morado claro y P<0.01 de morado oscuro) a partir de la cual se seleccionaron
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Figura A10. Correlacion de co-expresion de genes bHLH’s con XAL1 (circulo central).
Lineas azules correlacion positiva, lineas rojas correlacion negativa. A. Correlacion
P<0.05; B. Correlacion P<0.01 (Dr. José Dévila Velderrain, Huang y Schiefelbein, 2015).
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Figura All. Porcentaje de similitud de raices primarias crecidas en inhibidor de
jasmonato (SHAM). (A) Grafica de las comparaciones de los porcentajes de similitud de
11 plantas de cada linea celular (WT, 35SamiGO RBR, xall-2 y las lineas homocigotas
2.8.4.1.1y 3.2.10) en diferentes concentraciones de SHAM: 10uM, 50uM, 100uM y
250uM; y los controles de medio MS y medio MS con DMSO. (B) tabla de la similitud en

porcentaje entre las diferentes lineas.
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Figura A12. Porcentaje de similitud de raices primarias crecidas en inhibidor de
jasmonato (SHAM). (A) Gréfica de las comparaciones de los porcentajes de similitud de
11 plantas de cada linea celular (WT, 35SamiGO RBR, xal1-2 y las lineas homocigotas
2.8.4.1.1y 3.2.10) en diferentes concentraciones de SHAM: 0.5uM, 1uM y 5uM; vy los
controles de medio MS y medio MS con DMSO. (B) tabla de la similitud en porcentaje
entre las diferentes lineas.
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