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Resumen

El grupo Polycomb es un complejo que participa en varios procesos del desarrollo en
animales y plantas. Está compuesto por dos sub complejos: (1) PRC2, encargado de la
catálisis de la marca H3K27me3; y (2) PRC1, el cual reconoce la marca que deposita PRC2
y, a su vez, coloca la H2A119ub en animales y H2A121ub en plantas. El entendimiento
del mecanismo por el cual PcG genera represión y regula a sus genes blanco, se ha
ido modificando a partir de estudios recientes. Se ha encontrado que en algunos casos
no se requiere de la H2A119ub para generar represión, o contrario no se requiere a la
H3K27me3, también se ha descrito que el reclutamiento de PRC2 y PRC1 puede ser a la
inversa del mecanismo canónico. Particularmente, PRC1 se ha caracterizado muy poco y
es el sub complejo menos conservado. Uno de sus componentes es LHP1, el lector de la
marca H3K27me3, cuya estructura es diferente a su homólogo en Drosophila y el cual
también puede interactuar con PRC2, sugiriendo actúa como puente en el mecanismo de
reclutamiento. LHP1 ha sido muy poco estudiado en el desarrollo de Arabidopsis, se ha
caracterizado que sus mutantes presentan floración temprana, flores terminales y una
roseta pequeña con un escapo pequeño, y se describió que no presenta fenotipo en la raíz.
Por ello en este trabajo, se caracterizó el fenotipo de dos mutantes de LHP1, lhp1-6 y tfl2-2.
Se encontró que las raíces de estas mutantes presentan diferencias con respecto al control,
siendo más cortas a partir de los 5 días pos siembra (dps), lo cual se puede explicar por
un cambio en el tamaño de las células del meristemo apical de raíz. También se observó
que la longitud de la raíz es muy variable, sugiriendo que la ausencia de LHP1 tiene un
efecto en la plasticidad de las plantas. Por otra parte, se encontraron dos afectaciones
en el RAM; divisiones ectópicas en la endodermis y desorganización del nicho de células
troncales (SCN). Este último fenotipo no se puede explicar por la desregulación de WOX5,
ya que no se encontraron cambios en la expresión de WOX5 en la mutante lhp1-6. Por
último, los fenotipos anteriormente descritos se deben a la ausencia de LHP1, ya que al
generar plantas lhp1-6 complementadas con la construcción pLHP1:LHP1:GFP, se obtuvo
una complementación casi total en la parte aérea. Los resultados mostraron que LHP1
tiene un papel importante en el desarrollo de la raíz de Arabidopsis, y particularmente
en el mantenimiento del SCN. Además, se generaron dos herramientas moleculares
para el estudio de CLF y ATX1, por medio del uso del sistema GATEWAY de clonación y
recombinación, para profundizar en los mecanismos por los cuales PcG regula a los genes
asociados al mantenimiento y organización de SCN, y para incluir en esta red a proteínas
del complejo TrxG, el cual está involucrado en la dinámica de activación transcripcional y
que se ha visto relacionado con PcG en la regulación de ciertos genes.
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1Introducción

1.1 La epigenética: definición y mecanismos

La epigenética como rama surge a partir del trabajo del biólogo del desarrollo Conrad
Hal Waddington, que en 1942 usa por primera vez el término refiriéndose al estudio de
los mecanismos por los cuales un genotipo tiene efectos en el fenotipo de un organismo
(Van Speybroeck, 2002; Waddington, 2012). La idea original de Waddinton fue retomada
posteriormente por otros investigadores. Holliday en 1994, propone dos definiciones para
el término epigenética: (1) “El estudio de los cambios en la expresión génica, que ocurren
en los organismos con células diferenciadas, y la herencia mitótica de ciertos patrones de
expresión”; y (2) “herencia nuclear que no está basada en diferencias en la secuencia del
DNA” (Deans y Maggert, 2015).

La definición de Holliday como idea es la que ha sido retomada y usada extensamente,
Wu y Morris en 2001 definen esta rama de la biología y de la genética como “el estudio
de los cambios en la función de los genes que son heredables mitótica y/o meióticamente
y no implican cambios en la secuencia de DNA” (Wu y Morris, 2001). Por otra parte,
en 2009, Jablonka et al. (2009) remarcan que existe una diferencia entre epigenética
y la herencia epigenética, definiendo la primera como “el estudio de los procesos que
subyacen la plasticidad del desarrollo y la canalización y que traen consigo efectos en
el desarrollo de eucariontes y procariontes” (Jablonka et al., 2009). Actualmente, una
de las definiciones más aceptadas por la comunidad científica y la que se aplicó en este
trabajo, es la que dio Russo en 1996, quien define a la epigenética como “el estudio de
los cambios mitótica y/o meióticamente heredables en la función de los genes que no
pueden explicarse por cambios en la secuencia de DNA” (Russo et al., 1996).

Una de las grandes aportaciones del trabajo de Waddington, fue demostrar que la genética
no lo es todo cuando se trata de interpretar al fenotipo. Introdujo por primera vez la idea
de la interacción génica, mostrando que el desarrollo de los organismos depende en gran
medida de la regulación de los genes y la dinámica de sus interacciones. Por ello no se
puede asumir linealidad entre los cambios en el genoma y los efectos en el fenotipo, ya
que la mutación de un gen es reflejo no sólo de su función, sino también de su interacción
con otros genes (Jablonka y Lamb, 2002). Por otra parte, Waddington hace énfasis en la
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herencia de estas interacciones, teniendo que no sólo las modificaciones directas en los
genes son heredables, sino también su regulación epigenética (Jablonka et al., 2009).

Los mecanismos epigenéticos tienen un papel fundamental en la regulación de los procesos
de proliferación y diferenciación celular que se llevan a cabo durante el desarrollo de
los organismos. Estos mecanismos se encuentran conservados entre animales y plantas,
aunque existen algunas variaciones atribuidas a las diferencias fisiológicas y de desarrollo.
Particularmente en plantas, los mecanismos epigenéticos tienen gran relevancia dado su
carácter sésil, que les impide escapar de las adversidades del medio ambiente que las
rodea, requieren de respuestas rápidas y eficientes para adaptarse a estos cambios. Al
respecto los factores epigenéticos pueden integrar las señales ambientales que reciben y
así generar respuestas más rápidas para una mejor adaptación.

En este sentido los mecanismos epigenéticos permiten generar cambios en la expresión
génica sin alterar la secuencia de DNA, generando respuestas inmediatas. Los principales
mecanismos de regulación epigenética descritos son: i) metilación de DNA, ii) modifica-
ciones post-traduccionales de histonas y iii) regulación por RNA no codificantes. La forma
general en la que funcionan estos mecanismos epigenéticos es a través de la deposición
de las marcas y el reconocimiento y el borrado de las mismas. Por ello cada proceso
regulado por estos mecanismos involucra la presencia de tres tipos de proteínas; aquellas
que colocan la marca (writers), aquellas que la reconocen (readers) y las que la borran
(erasers). Así cada complejo puede contener varios homólogos de cada tipo de proteína,
que en conjunto permiten tener una cromatina dinámica para regular la expresión génica.
(Berr et al., 2011).

Uno de los primeros mecanismos descritos fue la metilación del DNA en modelos animales,
donde se encontró que ésta se presenta principalmente en los residuos de citosinas (5mC)
en un contexto CpG (Li y Zhang, 2014). A diferencia de lo que ocurre en animales, en
plantas la metilación del DNA se da en las citosinas en cualquier contexto, ya sea CG,
CHG y CHH (donde H puede ser A, T o C). Comúnmente la 5mC está asociada a la hetero-
cromatina (tanto facultativa como constitutiva) y por tanto a la represión o silenciamiento
génico. Las enzimas encargadas de colocar esta marca son las DNA metiltransferasas, las
cuales pueden ser de mantenimiento o estar participando en la metilación de novo. La
remoción de esta marca se puede dar de dos maneras: (1) pasiva, que implica que se
pierde durante la replicación; y (2) activa, donde participan enzimas, siendo esta la más
común en plantas (He et al., 2011; Pikaard et al., 2014). En algunos casos, para que la
metilación del DNA ocurra, se requieren de otros complejos epigenéticos que permiten el
reclutamiento de las metiltransferasas y el establecimiento de la metilación en los genes
blanco. Por ejemplo, se sabe que la acción histona metiltransferasa KRYPTONITE (KYP)
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de plantas es necesaria para el mantenimiento de la metilación en sitios CHG (Jackson et
al., 2002).

En el caso de los RNA no codificantes, en plantas se pueden dividir en dos grupos: los RNA
largos no codificantes (lncRNA) y los RNA cortos no codificantes (sRNA). Los lncRNA
se trascriben por las RNA polimerasas II y III, además de la IV y V y tienen funciones
importantes en diversos procesos celulares, como lo son el procesamiento de RNA y la
regulación de la expresión génica. En plantas, se han estudiado estos RNA en los procesos
de vernalización y la regulación de auxinas, los cuales son medidos por cambios en el
arreglo de la topología nuclear (Ariel et al., 2014). Por otra parte, de los sRNA se sabe
que en plantas son móviles y participan en la modulación de la metilación del DNA, que
además ha demostrado ser heredable (Liu et al., 2015).

Otro de los mecanismos epigenéticos es el que se da a través de las modificaciones
post-traduccionales de las histonas. Las histonas son proteínas pequeñas, codificadas en
tándem, que se componen de una región con estructura terciaria globular y otra región con
alto contenido de lisinas (K) y argininas (A). Se arreglan formando octámeros compuestos
por los dímeros de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, que conforman los nucleosomas
alrededor de los cuales se enrollan 147pb de DNA. Este conjunto de proteínas, DNA y
otros componentes, como proteínas no histonas y RNA, conforman a la cromatina. De
acuerdo a estos componentes, la cromatina se clasificó en eucromatina (cromatina laxa)
o heterocromatina facultativa o constitutiva (cromatina condensada); sin embargo, en la
actualidad se han descrito cinco tipos de cromatina para animales (Filion et al., 2010) y 9
tipos de cromatina para plantas dependiendo del conjunto de marcas epigenéticas que
contengan (Sequeira-Mendes et al., 2014).

Las histonas pueden modificarse post-traduccionalmente, principalmente en sus regio-
nes N-terminal, ya que contienen residuos susceptibles a acetilaciones, metilaciones,
ubiquitinaciones, SUMOilaciones, fosforilaciones entre otros. Estas modificaciones son
importantes porque pueden, directa o indirectamente (a través de factores epigenéticos),
modificar la estructura de la cromatina, lo que puede derivar en la activación, represión o
silenciamiento de los genes o de regiones específicas (Bannister y Kouzarides, 2011).

1.1 La epigenética: definición y mecanismos 5



1.2 La metilación de histonas y su función en la
regulación epigenética

La metilación de histonas es una marca muy estudiada tanto en mamíferos como en
plantas. A diferencia de la metilación del DNA, la metilación de histonas puede inducir la
activación o represión transcripcional, dependiendo tanto del residuo modificado como
del número de metilos. Así, la metilación de las histonas se da generalmente en las lisinas
(en algunos casos también en argininas) de la cola N-terminal de las histonas H3 y H4,
dentro de las cuales se han descrito modificaciones en: H3K4, H3K9, H3K27, H3K36,
H3K79 y H4K20, y pueden presentarse en tres estados mono, di o tri metilados. En
animales, se ha establecido que la combinación de ciertas marcas permite la activación
transcripcional, como son la H3K4me2/3, H3K36me3 y H4K20me1 mientras que otras
como la H4K20me3, H3K27me3 y la H3K9me3 promueven la represión (Schuettengruber
et al., 2011; Schubert et al., 2006; Jørgensen et al., 2013). Esta combinación de marcas
difiere un poco en plantas, ya que se ha reportado que la marca de H3K9me1/2 promueve
represión, mientras que la H3K9me3 está más asociada a activación transcripcional
(Jackson et al., 2004). Por otra, parte la marca de H4K20me3 en plantas está más
asociada a activación transcripcional (Sánchez y Gutierrez, 2009).

Se ha observado que las marcas de metilación se encuentran distribuidas en patrones
específicos, lo que permite hacer asociaciones de alguna marca con cierta región génica o
intergénica, por ejemplo, la H3K4me1 se deposita en enhancers y promotores, mientras
que la H3K27me3 solo en promotores y la H3K4me3 abarca parte del promotor y del
primer exón. Sin embargo, en plantas los límites entre marcas y sus sitios de deposición
son más difusos, o diferentes a los establecidos en animales, implicando que la regulación
epigenética tiene varios aspectos específicos de cada organismo (Xiao et al., 2016).
Es importante mencionar que además de la metilación de las histonas, la regulación
epigenética requiere de la participación de otras modificaciones de histonas, por lo que
cada zona (e.g. zonas promotoras, intergénicas, génicas, telómericas o de transposones)
tiene un set de marcas epigenéticas específicas que determinan un estado de la cromatina
particular

La metilación en las lisinas de las histonas es catalizada por las histona metiltransferasas
de lisina (HKMT), proteínas que se distinguen por presentar un dominio catalítico deno-
minado SET (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax) (Trievel, 2004). En plantas se
han descrito varias HKMT, algunas de ellas son capaces de colocar varios grupos metilo,
e incluso modificar más de una lisina. Se les ha agrupado en 4 clases, dependiendo de
su función, teniendo que en la clase 1, se encuentran las HKMT homólogas a E(Z) que
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colocan la marca de H3K27me3 y en la clase 2 aquellas homólogas a trx que catalizan
la H3K4me3, la clase 3 agrupa a las enzimas que colocan la H3K36me3 homólogas a
ash1 y por último, están, tenemos a las proteínas SET más parecidas a Suv(var)3-9 que
se asocian a la H3K9me2/3 (Baumbusch et al., 2001). Las HKTM de cada grupo pueden
formar complejos específicos con otras proteínas, generando así grupos asociados a ciertos
procesos de activación o de represión.

Los readers o lectores de estas marcas generalmente contienen cromodominos, dominios
PHD, WD40 o Tudor, los cuales sirven para reconocer marcas de metilación específicas y
además, contienen otros dominios que les permite interactuar con otras proteínas que
ayudan a la conformación de la cromatina. El hecho de que los lectores puedan reconocer
marcas específicas, promueve una regulación fina, donde cada estado de metilación tiene
importancia para la regulación positiva o negativa de los genes (Yun et al., 2011). Por otro
lado, la dinámica de la cromatina depende de otro grupo de proteínas que se encargan
de eliminar estas marcas, los llamados erasers o borradores que son en gran parte las
proteínas JUMONJI (JMJ), que tienen actividad de desmetilasas de histonas y que están
asociadas a los diferentes complejos epigenéticos, siendo importantes para regular la
deposición de las marcas (Xiao et al., 2016).

Existen varios complejos de proteínas descritos que regulan la dinámica de la cromatina,
cada uno de ellos puede contener a los lectores, a los escritores y a los borradores de
varios tipos de marcas. Dentro de estos complejos encontramos aquellos que se componen
de proteínas desacetilasas de histonas (HDAC) y de remodeladores de la cromatina
conocido como el complejo NuRD (Nucleosome Remodeling and Deacetylase), el cual
está involucrado en varios procesos del desarrollo embrionario (Basta y Rauchman, 2015).
Otro par de complejos importantes en diversos procesos del desarrollo son los complejos
Trithorax y Polycomb, los cuales contienen los lectores y escritores de marcas importantes
para la activación y represión, respectivamente (Xiao et al., 2016). Esta asociación entre
proteínas para formar complejos específicos es lo que en última instancia moldea a la
cromatina y por ende, regula la expresión de los genes.

1.3 Regulación epigenética a través de Trithorax y
Polycomb

En plantas, los grupos Trithorax (TrxG) y Polycomb (PcG), son complejos multiproteicos
capaces de depositar y reconocer marcas de metilación en histonas. Estos complejos se han
etiquetado como antagónicos porque mientras que TrxG contiene los elementos necesarios
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para promover la activación transcripcional, PcG contiene los de represión. La función de
PcG y TrxG es esencial en diversos procesos del desarrollo tanto en animales como en
plantas. Están involucrados en la regulación del ciclo celular, a través de la modulación de
la senescencia y la detección y reparación del daño al DNA. También participan en vías de
transducción de señales, como aquellas asociadas a la vía MAPK. Se ha descrito su papel
en el mantenimiento y en la diferenciación de células troncales, siendo importantes para
la transición de los diferentes linajes celulares (figura 1; Schuettengruber et al., 2011).

figura 1. Procesos, en plantas, a los cuales los complejos PcG y TrxG están asociados. Adaptado
de Schuettengruber et al., 2011.

Estos factores epigenéticos inicialmente fueron descritos en Drosophila, en donde se
determinó que tienen un papel importante en la modulación de genes HOX, que codifican
factores transcripcionales que modulan la proliferación y la diferenciación celular. Los
componentes descritos de TrxG tienen homólogos en mamíferos y plantas, siendo un
grupo bastante conservado (Schuettengruber et al., 2011; Sanchez et al., 2015). Entre sus
componentes encontramos varias histonas metiltransferasas, proteínas remodeladoras de
la cromatina y proteínas que ayudan a las interacciones entre estos componentes. Por otra
parte, PcG está conformado por dos subcomplejos: el subcomplejo represor de Polycomb
1 (PRC1) ; y el 2 (PRC2). Mientras que PRC2 contiene a la histona metiltransferasa, así
como otras proteínas que promueven el reclutamiento del complejo y su asociación con
factores de transcripción; PRC1 contiene proteínas ubiquitintransferasas y otras proteínas
que reconocen las marcas de las histonas (Derkacheva y Hennig, 2014). Al igual que en

8 1 Introducción



Drosophila, en plantas estos complejos se han visto asociados a genes MADS-box que
presentan funciones similares a los genes HOX. Aunque PcG tiene varios componentes
conservados, existen algunas diferencias en plantas que podrían estar asociadas a sus
características plásticas propias.

Estos factores epigenéticos regulan varios procesos del desarrollo de las plantas, algunos
de ellos de manera antagónica. Además se ha demostrado que ambos complejos actúan
como integradores de señales ambientales (Ding et al., 2012). De ahí que estos grupos
proteicos sean de tanto interés en plantas y por lo mismo, deben estudiarse con mayor
profundidad.

1.4 El grupo Trithorax (TrxG): composición y función

TrxG en Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), es un complejo asociado a la activación
transcripcional a través de la deposición de las marcas H3K4me3 y H3K36me3. Tiene
varios componentes, entre los cuales se encuentran a las HKMT que contienen un dominio
SET, remodeladores de la cromatina dependientes de ATP y otro tipo de proteínas que
en conjunto con las HKMT forman el complejo COMPASS-like (Schuettengruber et al.,
2011). En animales se ha descrito una familia de metiltransferasas capaces de mono, di o
trimetilar la H3K4 que incluye a MIXED LINEAGE LEUKAEMIA 1-4 (MLL 1-4) y SET A
y B. En tanto que en plantas, como es común, las duplicaciones génicas han generado
la presencia de varias proteínas parálogas, las HKMT de TrxG descritas hasta ahora son
ARABIDOPSIS TRITHORAX 1, 2, 3, 4 y 5, diferenciándose ATX1 y 2 por la presencia
de un dominio DAST y por estar más involucradas en la de posición de la H3K4me3
(Alvarez-Venegas y Avramova, 2001), mientras que ATX3, 4 y 5 parecen ser redundantes
(Chen et al., 2017). Además, existen las proteínas ARABIDOPSIS TRITHORAX RELATED/
SET DOMAIN GROUP 3 (ATXR3/SDG2) y 7 (ATXR7/SDG25) que también catalizan la
H3K4me3 y SDG25 además coloca la H3K36me3. Se ha reportado que ATXR3 es una de
las enzimas más importantes de este grupo de proteínas, ya que la pérdida de función
de ésta provoca una disminución mayor de la marca de H3K4me3 respecto a la de ATX1
y ATX2 (Guo et al., 2010). Asociado a estas proteínas también se encuentran ABSENT
SMALL HOMEOTIC DISCS1 HOMOLOG 2 (ASHH2/SDG8), implicado en la deposición
H3K36me2/3 y ASHH1/SDG26 asociado a las marcas H3K4me3 y H3K36me3 (Berr et
al., 2011).

Las HKMT de TrxG requieren del complejo COMPASS-like para llevar acabo su función.
En animales, este complejo está conformado por las proteínas Set1/Ash2 (complejo de
histona metil transferasa ASH2), la proteína de unión a retinoblastoma (RbBP5), la
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proteína 5 con repeticiones de WD (WDr5) y la proteína Dpy-30(Dpy30), donde las
proteínas RbBP5-ASHL forman un heterodímero que proveen del dominio necesario para
promover la actividad del dominio SET (Li et al., 2016). A diferencia de animales, las
HTKM’s de plantas contienen todos los dominios necesarios para modificar a las histonas,
pero aun requieren del complejo homólogo a COMPASS-like para regular correctamente a
los genes. Este complejo está formado por la proteína relacionada a ARABIDOPSIS Ash2
(ASH2R), WDR5 y la proteína similar a retinoblastoma (RBL) (Jiang et al., 2011).

Por último, los remodeladores dependientes de ATP en animales son Brahma (BRM) y
BRG1, además de un grupo de modificadores de la cromatina (CHD). Homólogos de
estas proteínas se han identificado en plantas, entre los cuales están BRAHMA (BRM),
SPLAYED (SYD) y PICKLE (PKL) (Sanchez et al., 2015). Además de los componentes
descritos, en plantas existen dos proteínas que pertenecen al grupo TrxG que se encuentran
exclusivamente en plantas, ULTRAPETALA 1 (ULT1) y 2 (ULT2), a las cuales se les ha
atribuido una función de coactivador, y se cree que promueven la deposición de la marca
por medio de la interacción con ATX1 (Carles y Fletcher, 2009).

La forma en que TrxG es reclutado y actúa sobre sus genes blanco varía entre organismos.
En plantas se ha visto que ATX1 es capaz de unirse tanto a proteínas de unión a factores
de transcripción (TBP) como a la Ser5P de la RNA Pol II, por lo que en este caso TrxG
tiene asociación directa con la maquinaria de la transcripción (Ding et al., 2011), similar
a lo que se ha descrito en animales. En plantas también se ha observado que la marca
H3K4me3 es necesaria para el proceso de elongación y no para iniciación como sucede
en animales, siendo que a través de ella actúen metiltransferasas de la H3K36me3, y así
se promueva la transcripción (Ding et al., 2012).

Se ha estudiado la función de TrxG en la modulación de genes clave para varios procesos
del desarrollo de las plantas, así como en procesos de integración de señales ambientales
para regular la floración a través de la regulación transcripcional del gen FLOWERING
LOCUS C (FLC), el cual es un gen MADS-box importante para la transición a la floración y
que se regula antagónicamente por PcG (Alvarez-Venegas, 2010).

1.5 El grupo Polycomb (PcG): composición y función

El grupo Polycomb (PcG) se ha descrito como la contraposición del grupo TrxG, siendo
este el encargado de catalizar marcas asociadas a represión transcripcional. De manera
similar a TrxG, contiene HKMT con un dominio SET asociadas a proteínas que reconocen
la marca y ayudan a remodelar la cromatina. El sub complejo PRC2 de PcG es el encargado
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de la catálisis de la trimetilación de H3K27me3 y el subcomplejo PRC1 es el que reconoce
la marca y promueve la ubiquitinación en la histona H2A (figura 2).

figura 2. Componentes del complejo PcG. A) Proteínas de PRC1 y PRC2 encontradas en mamíferos.
B) Homólogos de PcG encontrados en Arabidopsis, en el caso de PRC1 no se ha demostrado que
las proteínas descritas formen un complejo como ocurre en animales, aunque si existen evidencias
sobre las interacciones entre ellas. Adaptado de Molitor y Shen, 2012;Simon y Kingston, 2009,
Xiao y Wagner, 2014.

1.5.1 Subcomplejo Represor de Polycomb 2 (PRC2)

El subcomplejo PRC2 cumple funciones similares tanto en animales como plantas. En
animales PRC2 está compuesto por el homólogo al enhancer de zeste 2 (EZH2), el supresor
12 de zeste (SUZ12), EMBRYONIC ECTODERM DEVELOPMENT (EED) Y la proteína de
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unión a retinoblastoma P46 y 8 (RBAP46 y 8), donde EZH2 contienen la unidad catalítica
SET que coloca la marca H3K27me3. En plantas existen tres homólogos a EZH2/1, CURLY
LEAF (CLF), SWINGER (SWN) Y MEDEA (MEA) asociadas a las proteínas FERTILIZATION-
INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE), FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2 (FIS2),
VERNALIZATION 2 (VRN2), EMBRYONIC FLOWER 2 (EMF2) y MULTICOPY SUPPRESSOR
OF IRA1 (MSI1). De manera interesante, en animales se ha identificado que PRC2 tiene
dos posibles variantes, una conteniendo a las proteínas POLYCOMB LIKE PCL 1,2 y 3 y
la otra a JARID2 y AEBP2 (Zhang et al., 2015). De manera similar en plantas, se han
descrito tres variantes de este sub complejo, FIS-PRC2, VRN-PRC2 y EMF-PRC2, los cuales
participan en diferentes etapas del desarrollo (figura 3; Hennig y Derkacheva, 2009).

figura 3. Variantes del complejo PRC2 que participan en diferentes procesos del desarrollo de
Arabidopsis: transición a floración, desarrollo embrionario y desarrollo vegetativo. Adaptado de
Hennig y Derkacheva, 2009.

Las variantes de PRC2 están involucradas en procesos diferentes. VRN-PRC2 está implica-
do en el proceso de vernalización donde regula a FLC durante la transición a la floración
(Bemer y Grossniklaus, 2012), mientras que el reclutamiento del complejo FIS-PRC2 se
da durante el desarrollo del gametofito y del endospermo. Por último, se ha descrito que
EMF2-PRC2 es el mediador de la transición del embrión al estado vegetativo, donde esta
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variante de PRC2 está implicada en el silenciamiento de genes específicos asociados a la
maduración de la semilla (Xiao y Wagner, 2015).

1.5.2 Complejo represor de Polycomb 1 (PRC1)

El sub complejo PRC1 está encargado de reconocer la H3K27me3 y además de catalizar
la ubiquinación en la histona H2A. En animales está conformado por dos proteínas
ubiquitintransferasas, REALLY INTERESTING NEW GENE (RING1 A y B), seis variantes de
PGCGF 1-6, que ayudan a la regulación de PRC1, entre los cuales están PCGF2 (MEL18)
y PCGF4 (BMI), y Chromobox family (CBX) que reconoce la H3K27me3. Al igual que
PRC2, PRC1 en animales tiene variaciones, donde la combinación de diferentes proteínas
modifica la forma en que este subcomplejo funciona (Blackledge et al., 2014). Por otra
parte, PRC1 en plantas está menos caracterizado, se propone que puede estar compuesto
por ubiquitintransferasas homólogas a RING, AtRING1 A y B, además de tres homólogos
al grupo PGCGF, que en plantas también tienen función de ubiquitintransferasas, B
CELL-SPECIFIC MOLONEY MURINE LEUKEMIA VIRUS INTEGRATION SITE1 A, B y C
(AtBMI A, B y C). Aunque no se han descrito homólogos de CBX, la función de este
último se le atribuye a una proteína con estructura completamente diferente, LIKE
HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1). El hecho de que LHP1 pueda unirse a PRC2,
sugiere que esta proteína actúa fuera de PRC1 y funciona más como el puente entre
ambos sub-complejos. Sin embargo, LHP1 no es el único puente hasta ahora descrito,
EMBRYONIC FLOWER 1 (EMF1) también es capaz de unirse a PRC2 para reclutarlo
(Calonje et al., 2008).

Se ha descrito que el complejo canónico de PRC1 está formado por las ubiquitintransfera-
sas AtRING1 a y B y AtBMI1 A, B y C. En animales se determinó que las proteínas RING
tienen baja actividad de ubiquitintransferasa y requiere de proteínas del grupo PGCGF
para funcionar correctamente. Sin embargo, en plantas no se ha descrito si las proteínas
AtRING1 y AtBMI1 formen algún complejo in vivo (Merini y Calonje, 2015). Por otra
parte, en Arabidopsis se ha descrito la interacción in vitro entre AtBM1 A y B y LHP1,
EMF1 y las AtRING1, lo que indica un mecanismo similar a lo que se ha encontrado en
animales. Además, LHP1, uno de los primeros componentes de PRC1 descritos, es capaz
de interactuar con PRC2 a través de MS1 y EMF2, lo que sugiere su capacidad de reclutar
a PRC1 a los genes blanco de PcG a través de PRC2 (Derkacheva et al., 2013).
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1.6 Los mecanismos de acción de PcG

En un principio, el mecanismo de regulación de PcG descrito en Drosophila fue adoptado
por los grupos de investigación de plantas y animales. Así se asumió que PRC2 colocaba
la marca de H3K27me3, la cual posteriormente era reconocida por Pc del complejo
PRC1 y así se promovía la deposición de la ubiquitinación (figura 4A). Sin embargo,
recientemente se ha descrito en Drosophila que PRC1 no siempre está formado por los
cuatro elementos base, lo que implica que algunos genes blanco solo requieren de ciertos
componentes de PRC1 para ser regulados. Por otra parte, en mamíferos se han descrito
hasta 5 variantes del sub complejo PRC1, que surgen a partir de la interacción de RING2
(RING1B-RNF2) con diversos remodeladores, desmetilasas de histonas o HDAC’s (Simon
y Kingston, 2009). Sin embargo, en plantas hasta ahora no está descrita ninguna variante
de PRC1 como tal. Al igual que en PRC1, PRC2 tiene dos variantes descritas en animales y
tres en plantas, en este caso, la diferencia entre los complejos se da por el intercambio de
algún componente. Este cambio en los componentes de los PRC2 y PRC1 sugiere que los
diferentes procesos del desarrollo están siendo regulados por diferentes grupos proteicos,
a través de mecanismos diferentes al canónico (Schwartz y Pirrotta, 2013).

Existen reportes que indican que en plantas existen diferentes mecanismos de acción de
PcG que contrastan con el típico mecanismo reportado. Por una parte se ha reportado
que las ubiquitintransferasas AtBMI de PRC1, son capaces de depositar la marca de
H2AK121Ub aun en ausencia de la H3K27me3 e incluso se ha reportado que, en algunos
casos, se requiere de la marca de ubiquitinación para que se deposite la H3K27me3
(Zhou et al., 2017). Además, existen reportes que indican que se requiere LHP1 para una
adecuada deposición de la marca de H3K27me3, pero que es dispensable para deposición
de la marca de H2A121ub, mostrando que LHP1 no es necesario para que se lleve a cabo
la ubiquitinación (Zhou et al., 2017). Lo anterior sugiere que en plantas PcG actúa en
otras tres formas diferentes a la descrita inicialmente para Drosophila: 1) PRC1 puede
ser el primer sub complejo reclutado, siendo que la ubiquitinación es importante para
promover la deposición de la H3K27me3 (figura 4B); 2) la represión puede mediarse solo
por PRC1, por lo que la marca de ubiquitinación sería la responsable de ésta (figura 4C);
y 3) la regulación está asociada únicamente con PRC2 por medio de la deposición de la
H3K27me3 (figura 4D).

Se ha descrito que PRC2 actúa de manera canónica en la regulación de FLC, donde es
el primero en reconocer el gen y recluta a su vez otras proteínas para generar represión.
Entre estas se encuentra LHP1, que junto con un par de RNA no codificantes, COOLAIR
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figura 4. Mecanismos de PcG en plantas. A) Mecanismo canónico, donde PRC2 coloca la marca
de H3K27me3, la cual es reconocida posteriormente por PRC1 a través de LHP1. B) Mecanismo
inverso al canónico, donde el gen blanco es reconocido por PRC1, el cual coloca la marca de
H2A119ub y posteriormente recluta a PRC2. C) Represión mediada únicamente por PRC1. D)
Represión mediada sólo por la acción de PRC2. Adaptado de Schwartz y Pirrotta, 2013; Zhou et
al., 2017.
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y COLDAIR, promueve la represión estable de FLC durante la vernalización (Bemer y
Grossniklaus 2012).

Los diversos mecanismos de PcG posiblemente están asociados a diferentes procesos del
desarrollo, generando una regulación más exacta al asociar proteínas o subcomplejos
específicos a cierto conjunto de genes. De esta manera, es interesante estudiar a las
proteínas de PcG tanto en células en proliferación, como en aquellas que ya se encuentran
diferenciadas, ya que estas transiciones posiblemente implican combinaciones particulares
de complejos y mecanismos.

1.7 LHP1 y su función en la regulación epigenética

A pesar de que LHP1 presenta convergencia funcional con CBX, es homólogo de la proteína
de animales HETEROCROMATIN PROTEIN 1 (HP1), la cual es capaz de regular a los
genes a través del reconocimiento de la marca de H3K9me3, marca de heterocromatina
que está asociada más a regiones teloméricas y centroméricas (Exner et al., 2009; Zeng et
al., 2010), mientras que en plantas la marca asociada a estas regiones es la H3K9me2
(Fransz y de Jong, 2011), siendo una diferencia entre estos organismos que puede explicar
la función diferencial entre LHP1 y HP.

Estructuralmente tanto HP1 como LHP1 están formadas por dos dominios: un cromodo-
minio que reconoce la metilación y un cromosombra, dominio que en animales es capaz
de unirse a un gran número de proteínas. Aunque ensayos in vitro muestran que LHP1
puede unirse tanto a la H3K9me3 como a la H3K27me3, in vivo únicamente se ha visto
colocalizada con la marca de H3K27me3 (Zemach et al., 2006; X. Zhang et al., 2007).

La asociación de LHP1 con PcG se debe no solo a su capacidad de reconocer la H3K27me3,
sino también porque los primeros estudios de LHP1 indican una asociación con las
ubiquitintransferasas AtRING (Xu y Shen, 2008). Recientemente, se ha descrito que LHP1
también se une a PRC2 a través de la interacción con MSI1 (Derkacheva et al., 2013).
Otra evidencia que muestra la asociación de LHP1 a PcG es su capacidad de reclutar a
los factores de transcripción ASYMETRIC LEAF 1 y 2 (AS 1 y 2) que a su vez se unen
al complejo EMF-PRC2 y lo reclutan en los promotores de los genes KNOX, BP y KNAT2
(Lodha et al., 2013).

Aunque LHP1 está relacionado a PcG, se ha descrito que no es necesario en muchos casos
para que PRC1 catalice la H2A121ub o para la interacción entre PRC1 y PRC2 (Zhou et al.,
2017). Es posible que ,al igual que HP1, LHP1 esté involucrado en la regulación de varios
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procesos por la capacidad de su dominio cromosombra de reconocer y unirse a diversos
grupos de proteínas. Se ha visto que posiblemente LHP1 tiene la función indirecta de
activación en los genes YUCCA, afectando la vía de síntesis de auxinas (Rizzardi et al.,
2011). Por otra parte, también se ha propuesto el papel de LHP1 como modulador de
la estructura global de la cromatina ha sido propuesto, pero este aspecto ha sido poco
estudiado. En las mutantes de pérdida de función existen alteraciones en el arreglo de la
cromatina, lo que propone una regulación más global de las interacciones génicas. Siendo
así que LHP1 puede estar también implicado en la regulación de genes a través de la
modulación de la topología de la cromatina (Veluchamy et al., 2016).

Gran parte de los estudios que involucran a LHP1 se han realizado en la parte aérea de
Arabidopsis, pero poco se sabe sobre el desarrollo de la raíz. Las mutantes de pérdida
de función de este gen tienen un claro fenotipo aéreo, con afectaciones en el desarrollo
de hojas, flores terminales y defectos en las silicuas y semillas, además de presentar
floración temprana. En el desarrollo de la raíz, inicialmente se describió que estas mu-
tantes no tienen fenotipo al compararlo con el tipo silvestre (Gaudin et al., 2001). Sin
embargo, otros estudios han reportado que LHP1 es necesario en la raíz para evitar
divisiones ectópicas en las células de la endodermis, a través de su interacción con el
factor transcripcional SCARECROW (SCR) (Cui y Benfey, 2009), el cual está involucrado
en promover la primera división de la célula inicial de córtex/endodermis (Sabatini et al.,
2003). Estos datos muestran que LHP1 puede estar regulando el desarrollo de la raíz, por
lo que es necesario un estudio más extenso de esta proteína para definir su función en
este órgano.

1.8 La raíz de Arabidopsis como modelo para estudiar
a LHP1 en el desarrollo

Todos los resultados descritos generan nuevos cuestionamientos sobre los mecanismos
de regulación de PcG y si estos están asociados a diferentes procesos del desarrollo. La
raíz de Arabidopsis representa un buen modelo para el estudio de la proliferación y
diferenciación, ya que este órgano está compuesto de diferentes tipos celulares que a
su vez se encuentran en diferentes estadios del desarrollo. La raíz se compone de un
nicho de células troncales (SCN), conformado por el centro quiescente (QC) y las células
iniciales que dan origen a los tejidos de la raíz. En la parte central se encuentra el estele,
el cual contiene a los haces vasculares y está rodeado por la endodermis, el córtex y la
epidermis. Hacia la región apical está la columela y la capa lateral (figura 5A).
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La raíz se divide en tres zonas; la zona meristemática (ZM), que incluye al nicho de
células troncales y abarca los dominios de alta proliferación y transición a la elongación,
donde las células se encuentran en constante división mitótica y es la zona denominada
como meristemo apical de la raíz (RAM). La zona de elongación, donde las células dejan
de dividirse para comenzar a aumentar de tamaño, y la zona de diferenciación, en la
cual las células dejan de elongar para llegar a un estadio final diferenciado (figura 5B)
(Cederholm et al., 2012; Ivanov y Dubrovsky, 2013).

figura 5. Anatomía de la raíz de Arabidopsis. A) Sección del RAM donde se muestran los diferentes
tejidos de la raíz remarcados en colores distintos. B) Esquema que muestra las diferentes zonas
que componen a la raíz. Adaptado de Ivanov y Dubrovsky, 2013.

Aunque poco estudiado, se ha demostrado que PcG está implicado en la regulación del
meristemo de la raíz. Por una parte se ha visto que las mutantes de pérdida de función de
CLF presentan desregulación en la proliferación y mantenimiento del SCN, provocando
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que el meristemo sea ligeramente más largo y que se encuentren mayor número de capas
de células iniciales de la columela (Vega-León, 2016; Takatsuka y Umeda, 2015). Además,
se ha encontrado que AtBMI1 A, B y C también pueden tener un papel en el SCN y la
proliferación celular a través de la regulación de genes maestros, ya que la mutantes
muestran alteraciones en la capacidad proliferativa de varios órganos, entre ellos la raíz
(Merini et al., 2017).

Aunado a esto, como ya se describió anteriormente, LHP1 puede tener un papel importante
en la modulación de las divisiones de la endodermis (Cui y Benfey, 2009). Estudios previos
en el laboratorio muestran que las mutantes de LHP1 tienen raíces más cortas con respecto
al tipo silvestre, lo cual apunta a que la función de LHP1 va más allá de sólo modular las
divisiones de los tejidos de la raíz (Sánchez, datos no publicados).

Dilucidar cómo funcionan los mecanismos de represión generados por PcG en los procesos
del desarrollo de la raíz de Arabidopsis requiere de estudiar a fondo cada uno de los
componentes de este complejo, y LHP1, el cual ha sido poco estudiado tanto en la parte
aérea, y menos aún se ha revisado su función en el desarrollo de la raíz. LHP1 es un buen
candidato para ir construyendo la función de PcG en el desarrollo de la raíz., por lo que
en este trabajo se estudiará la función de LHP1 en la raíz a través del análisis morfológico
de dos mutantes de pérdida de función de LHP1.
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Hipótesis

LHP1 un componente del complejo represor PcG, participa en la regulación del manteni-
miento y la morfología del meristemo apical de la raíz de Arabidopsis thaliana.

Objetivos

Objetivo General

Estudiar la función de LHP1 en el desarrollo de la raíz de Arabidopsis.

Objetivos Particulares

Estudiar la expresión de LHP1 en la raíz de Arabidopsis.

Caracterizar el fenotipo de la raíz de plantas mutantes de pérdida de función de
LHP1.

Generar plantas mutantes de pérdida de función de LHP1 complementadas con
la construcción pLHP1:LHP1:GFP y estudiar su complementación por medio de la
observación de fenotipo aéreo.

Generar herramientas moleculares para el estudio de los complejos epigenéticos
PcG y TrxG.
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2Materiales y Métodos

2.1 Material biológico

Las plantas usadas en este trabajo son de la especie Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia
(Col-0). Las mutantes usadas de LHP1 son lhp1-6 (SALK_011762) ,una mutante de
inserción de tDNA y tfl2-2 (CS3797), una mutante de deleción en la que se eliminó el
gen correspondiente y fragmentos de genes aledaños (Ver anexo: figura A1).

2.2 Condiciones de crecimiento

Las semillas se desinfectaron lavándolas en una solución de hipoclorito de sodio comercial
(Cloralex al 3 %) al 20 % y polisorbato 20 (Tween 20, Sigma Aldrich) al 0.01 %, se mantu-
vieron en agitación durante 15 min. Posteriormente se lavaron con agua bidestilada estéril
5 veces. Se estratificaron en oscuridad a 4ºC por 72 h,para sincronizar la germinación.

Después de la estratificación las semillas se sembraron en cajas petri cuadradas conte-
niendo medio Murashige y Skoog (MS) comercial al 0.2X (Murashige y Skoog 1962, MP
Biomedicals), MES monohidratado al 0.05 % (Sigma-Aldrich), sacarosa al 1 % (Sigma-
Aldrich) y agar al 1 % (Becton, Dickinson & Company), pH de 5.6, ajustado con KOH 1M.
Las placas se mantuvieron a 22ºC en condiciones de día largo (16 h luz/ 8 h oscuridad),
con luz blanca, fría e intensidad aproximada de 110 μEm-2s-1. Las plantas para trans-
formación se sembraron en tierra estéril después de ser estratificadas en agua normal
por 72 h y se sembraron 8 semillas por maceta. Las líneas obtenidas que contienen la
construcción pLHP1:LHP1:GFP, fueron sembradas directamente en tierra estéril después
de 72 horas de estratificación o transferidas a partir de placas después de los 5dps. Para
los experimentos de cinética y caracterización del fenotipo, las plantas sembradas en
placa se transfirieron a tierra estéril después de los 13 y 5 dps, respectivamente.

23



2.3 Generación de plantas pLHP1:LHP1:GFP para el
estudio de la expresión de LHP1

Se utilizó una construcción obtenida anteriormente en el laboratorio en el vector pGWB4
de sistema Gateway (Sánchez, datos no publicados) que contiene al gen LHP1 (2,031 pb)
completo con su promotor, considerando 1044 pb río arriba del gen LHP1, fusionado a
la proteína verde fluorescente (GFP) (pLHP1:LHP1:GFP). La construcción obtenida fue
secuenciada y aunque el análisis mostró que la construcción tiene una mutación que se
encuentra en la región promotora, se usó para los experimentos posteriores.

2.3.1 Transformación de Agrobacterium tumefaciens y
comprobación de las clonas obtenidas

Se transformaron células de Agrobacterium tumefaciens C58 quimiocompetentes (Wise
et al., 2006) con 100 ng del vector pGWB4 con la construcción pLHP1:LHP1:GFP. Las
células se crecieron a 28ºC con kanamicina (Km) a 50 μg/ml y rifampicina (Rif) 100
μg/ml, algunas de las colonias obtenidas se crecieron en medio LB líquido a 30ºC con los
mismos antibióticos manteniendo las concentraciones. Para verificar la transformación, se
realizó una extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina, adicionando 1 μl de lisozima
20 mg/ml. Posteriormente, se comprobaron las muestras por PCR de punto final usando
los oligonucleótidos JFS-LHP1secF3 y MP-GW-GFP (Ver anexo: tabla A1) y una clona
seleccionada se mandó a secuenciar por el método Sanger en la Unidad de Síntesis y
Secuenciación del Instituto de Biotecnología, UNAM.

2.3.2 Transformación de Arabidopsis con la construcción
pLHP1:LHP1:GFP

Se transformaron plantas tipo silvestre Col-0 (Wt), y las plantas mutantes lhp1-6 y tfl2-2
(anteriormente descritas) con la construcción también descrita (pLHP1:LHP1:GFP). Las
semillas obtenidas fueron crecidas en medio MS con km a 40 μg/ml para seleccionar a
las plantas que presentaran el transgen. Se obtuvieron 4 líneas resistentes a km con una
sola inserción de Col-0 (Wt), 2 líneas resistentes a km con una sola inserción para lhp1-6,
mientras que para tfl2-2 sólo se obtuvo una línea. Por medio de autopolinizaciones, se
llegó a la generación T3 con la finalidad de obtener individuos homocigotos. Una vez que
se obtuvieron líneas 100 % homocigotas resistentes a km, se observaron con microscopia
flourescente para determinar la presencia de GFP.
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2.3.3 Genotipado de las plantas transformadas

Para genotipar la mutante lhp1-6 se amplificó una región del DNA genómico que incluye
una parte de la inserción del tDNA y una parte del gen, las muestras que presentaron
el fragmento esperado fueron consideradas como positivas. También se corroboró la
presencia del transgen amplificando parte del gen LHP1 y de la fusión a GFP. En el caso
de las plantas Col-0, únicamente se comprobó la presencia del transgen, usando el mismo
método anteriormente descrito. Todas las plantas fueron probadas por PCR de punto final
usando los oligonucleótidos descritos en la tabla A1.

Para las pruebas de PCR se purificó de DNA genómico a partir de hoja de 5 individuos por
línea. La metodología usada para la extracción de DNA genómico consistió en macerar
la hoja en nitrógeno líquido hasta obtener un polvo fino que se resuspendió en 500 μl
de amortiguador de extracción (100 mM de Tris-HCl pH 8.0, 50 mM de EDTA, 500 μM
de NaCl, 1 % de SDS y 0.07 % de ß-mercaptoetanol). Seguido se incubaron las muestras
durante 10 min a 65ºC, finalizado este lapso se adicionaron 150 μl de acetato de potasio
5M, y se incubaron las muestras en hielo por 5 min. Posteriormente, las muestras se
retiraron del hielo y se adicionaron 300 μl de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico en una
proporción 25:24:1, se agitaron por inversión y se centrifugaron a 13,000 rpm por 10 min.
y se recuperó ela fase acuosa. El DNA se precipitó agregando 2 volúmenes de isopropanol
y 1/10 volúmenes de acetato de sodio 3M e incubando a -20ºC O/N. Finalmente, las
muestras se centrifugaron a 11,000 rpm por 15 min para obtener el botón de DNA, el
cual se lavó con etanol al 70 % y se resuspendió en 30 μl H2O miliQ. La cuantificación
del DNA se hizo determinando su A260 en un Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

2.4 Análisis morfológicos de la raíz

2.4.1 Cinéticas de crecimiento

El crecimiento de las raíces de Col-0 (Wt), lhp1-6 y tfl2-2 fue monitoreado durante
12 dps. Se registró la longitud de la raíz cada 24 h con una marca sobre la caja de
Petri donde se observó el meristemo. Finalmente, se escanearon las placas y se midió la
distancia entre cada marca con el procesador de imágenes Fiji, siguiendo el eje principal
de crecimiento.
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2.4.2 Análisis microscópico para el estudio morfológico del
meristemo radicular

La observación de raíces al microscopio se realizó con un tratamiento previo usando una
solución de hidrato de cloral al 80 % y glicerol al 10 %. Las raíces observadas fueron
de 5 dps y se observaron bajo óptica Normasrki en un microscopio Olympus BX60, a
un aumento de 40X. El tamaño del meristemo se determinó mediante el algoritmo de
Pacheco (Pacheco-Escobedo et al., 2016). Para ello se midió cada célula desde la inicial
de córtex hasta una célula antes del primer pelo, usando estos datos para establecer los
límites de cada zona.

Para determinar la expresión de GFP en las plantas silvestres y mutantes complementadas,
se tomaron plantas de 5 dps y se observaron bajo el microscopio confocal (Olympus
FV1000) de la Facultad de Química. Para ello se colocaron las raíces en un portaobjetos
con 40 μl de ioduro de propidio (ID) a 5 μg/ml para delimitar las células como contraste
y se observaron a 535 nm para el ID y 509 nm para GFP.

2.5 Generación de herramientas para el estudio de
los complejos PcG y TrxG

2.5.1 Clonación y recombinación de ATX1

Amplificación del gen

Se tomó una muestra de cDNA de Arabidopsis ecotipo Col-0, y se amplifico la región
correspondiente a ATX1 (Ver anexo: tabla A2) con una DNA polimerasa de alta fidelidad
(AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High Fidelity).

Purificación del producto de PCR

Se transfirió el producto de PCR a un tubo eppendorf de 1.5 ml al cual se le adicionaron
450 μl de H2O miliQ y 500 μl de fenol/cloroformo en una proporción 1:1, posteriormente
la muestra se centrifugó a 11,000 rpm por 15 min y se recuperó la fase acuosa. El paso
anterior se repite una vez más. Por último, se dejó precipitando con 2 vol. de etanol al
100 % y 0.2 vol. acetato de amonio durante toda la noche. Después de la precipitación, se
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recuperó el pellet, el cual es lavado dos veces con etanol al 70 % y se resuspendió en 30
μl de H2O miliQ. La muestra se cuantificó en un Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

Clonación del producto de amplificación purificado

Una vez que se purificó el fragmento producto de la amplificación por PCR, se clonó en el
vector pCR™8/GW/TOPO™ del sistema Gateway. Para ello primero se realizó una reacción
de Poli A para adicionar adeninas en los extremos romos del fragmento. Posteriormente
un volumen equivalente a 46.1 ng del fragmento se mezcló con 10 ng del vector y se dejó
incubando la reacción a 22ºC O/N. Se transformaron células de E. coli DH5α con 3 μl de
la reacción de clonación, y se crecieron en un medio LB con espectinomicina (Spect) a
100 μg/ml, se dejaron incubando O/N.

Se tomaron las colonias resistentes a Spect, las cuales fueron transferidas a medio LB
líquido con el antibiótico a 100 μg/ml e incubadas O/N a 37ºC. De estas colonias se
extrajo el DNA plasmídico por Kit (ZR Plasmid Miniprep - Classic) y se corroboró la
presencia del gen por medio de PCR de punto final, para lo cual se amplificó una región
pequeña del gen (Ver anexo: tabla A2), así como por reacciones de digestión enzimática
con enzima Xba1 (invitrogene).

Secuenciación

A partir de las pruebas de PCR de punto final y digestión enzimática, se seleccionó
una clona que se mandó a secuenciar completa. El método de secuenciación usado fue
Sanger, para lo cual se hizo uso del servicio de secuenciación de la Unidad de Síntesis y
Secuenciación del Instituto de Biotecnología, UNAM

Recombinación

La clona seleccionada se recombinó con el vector de destino PGWB5, el cual contiene
el promotor CamV35S y la proteína fluorescente GFP. Para este procedimiento en un
tubo eppendorf de 1.5 ml se adicionaron 80 ng de DNA Clona B1, 237 ng del vector de
destino (PGWB5) y 1μl de la enzima LR clonasa. La reacción se dejó incubando O/N a
22ºC. Posteriormente, se detuvo la reacción con proteinasa K y se transformaron células
de E. coli DH5α quimiocompetentes con 5 μl de la misma reacción de recombinación. Se
plaquearon en medio LB con km 50 μg/ml y se incubaron a 37ºC por 12 – 16 h. Cabe
mencionar que previo a la reacción de recombinación, se verificó la integridad del vector
pGWB5 por medio de una reacción de digestión con la enzima PstI (invitrogen).
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Se obtuvieron varias colonias, las cuales fueron transferidas a medio LB líquido con km
50 μg/ml, para posteriormente purificar DNA plasmídico con Kit (ZR Plasmid Miniprep -
Classic) y comprobar la presencia del vector 35S:ATX1:GFP por PCR de punto final. Una
clona positiva fue secuenciada. El método de secuenciación usado fue el mismo descrito
anteriormente.

2.5.2 Recombinación de CLF

La metodología usada fue similar a la del fragmento de ATX1. Se utilizaron 100 ng de
pCLF:CLF (Clona2B) y 200 ng del vector de destino, pGWB4 el cual no contiene promotor
y contiene la secuencia de GFP de tal manera que quedaría fusionada hacia el extremo 3’
del gen de interés. El vector pGWB4 fue probado previamente por medio de digestión
enzimática con la enzima Pst1 (invitrogene) para determinar su integridad. La reacción
de recombinación se dejó incubando O/N a 22ºC. Posteriormente, se detuvo la reacción
con proteinasa K y se procedió a transformar células E. coli DH5α con 2.5 μl de la reacción
de recombinación. Se plaquearon en medio LB con Km 50 μg/ml y se crecieron a 37ªC
O/N.

Las colonias obtenidas fueron transferidas a medio LB líquido con Km 50 μg/ml, se
crecieron O/N a 37ºC. A partir de este cultivo se realizó una extracción de DNA plas-
mídico con Kit (ZR Plasmid Miniprep-Classic) y se realizaron pruebas de PCR de punto
final para comprobar la presencia del vector pCLF:CLF:GFP (Ver anexo: tabla A2). Una
clona positiva fue secuenciada. El método de secuenciación usado fue el mismo descrito
anteriormente.
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3Resultados

Para conocer más sobre la función de algunos de los componentes de PcG y TrxG en
la regulación de la diferenciación y proliferación en la raíz de Arabidopsis, en esta
tesis se analizaron las posibles funciones que tiene LHP1 en el meristemo de dicho
órgano. Se eligió estudiar a LHP1 por ser componente de PcG y por lo poco que hasta
ahora se conoce sobre su función en la raíz. Por otra parte, también se generaron
herramientas que permitirán continuar con el estudio de otros componentes de PcG
y de TrxG, específicamente para estudiar a CLF y ATX1. Dado que ambos acercamientos
implicaron ensayos experimentales diferentes, se dividió en dos partes para una mejor
comprensión de los resultados. La primera parte incluye los objetivos 1-3, asociados al
estudio de LHP1, y en el segunda se aborda únicamente el cuarto objetivo, que implicó la
generación de herramientas para el estudio de ATX1 y CLF.
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Parte I

Estudio de la función de LHP1 en la raíz de
Arabidopsis.

3.1 Análisis in silico de la expresión de LHP1 en raíz

Antes de iniciar el estudio de LHP1 en la raíz, se realizó una búsqueda in silico, que implicó
un análisis de bases de datos disponibles, para determinar la expresión del gen LHP1 en
los diferentes tejidos de Arabidopsis y su coexpresión con otras proteínas del complejo
PcG. Para ello se usó la base de datos generada a partir de muestra de protoplasto de
diferentes secciones de la raíz (Birnbaum et al., 2016). Al comparar la expresión total en la
raíz (figura 6A), se observa que LHP1 tiene una expresión similar o, incluso mayor, que los
componentes de PRC1, y en realidad su expresión se asemeja a CLF y SWN, que son parte
de PRC2. Por otra parte, cuando se observa la expresión en cada uno de los tejidos que
conforman la raíz, LHP1 parece expresarse mayormente en el estele, córtex/endodermis y
la cofia lateral, contrario a CLF y SWN que además tienen alta expresión en la epidermis
(figura 6B). Al analizar solo a LHP1 se observó que su expresión es mayor en la zona de
alta proliferación, comparada con la zona de elongación y en córtex/endodermis. Esta
tendencia se mantiene en todos los tejidos de la raíz (figura 6D y datos no mostrados).
El patrón de expresión de LHP1 en la raíz aporta información sobre su posible función
en este órgano, sobre todo en el meristemo, ya que es la región de mayor proliferación
celular y donde LHP1 tiene una mayor expresión. Para comprobar esta posible función se
realizaron análisis fenotípicos de plantas mutantes de pérdida de función en LHP1.
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figura 6. Análisis de la expresión in silico del gen LHP1 en Arabidopsis, comparado con otros
miembros de PRC1 y PRC2. A) Coexpresión de algunos componentes de PcG en la raíz. B)
Coexpresión de algunos componentes de PcG en los diferentes tejidos que componen la raíz. C)
Esquema de la raíz que muestra las zonas de proliferación (ZP) y elongación (ZE). D) Expresión
de LHP1, relación entre la ZP y ZE solo en córtex/ endodermis.
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3.2 Fenotipo en raíces de las plantas mutantes de
pérdida de función de LHP1

Para estudiar la función de LHP1 en la raíz, se usaron dos mutantes de pérdida de función
en LHP1: lhp1-6, donde el gen LHP1 está interrumpido por un fragmento de tDNA y tfl2-2,
en la cual se tiene una deleción de un fragmento que incluye a LHP1 y secciones de los
genes aledaños (figura A1). Para analizar el fenotipo de la raíz que tienen estas mutantes
se evaluaron los siguientes parámetros: i) longitud total de la raíz y su tasa de crecimiento,
ii) longitud del meristemo radicular (RAM), iii) defectos en la morfología del RAM y
del nicho de células troncales (SCN; por sus siglas en inglés). Los análisis de longitud
de la raíz indicaron que las mutantes de LHP1 tienden a presentar un desarrollo más
lento comparado con las plantas silvestres (Wt), este fenotipo es más evidente pasados
los 5dps, dando como resultado una longitud total menor (figura 7A y B). Aunque este
fenotipo no es muy consistente, ya que se observó una alta variación entre los individuos
(figura 7C), al hacer análisis de frecuencias, se observó que mientras que las plantas
Wt se agrupan mayormente en la frecuencia D (9-10 cm), las dos mutantes de LHP1 se
encuentran en la frecuencia A (6-7 cm) para la lhp1-6 y C (8-9 cm) para tfl2-2 (figura 7D).
La alta variabilidad observada en ambas mutantes sugiere que estas plantas no reaccionan
igual a las pequeñas variaciones que pueden existir mientras están creciendo, siendo muy
plásticas en su respuesta.

La longitud total de la raíz depende de la tasa de proliferación del RAM, del número de
células proliferativas que se diferencian y del tamaño de las células elongadas (Ivanov y
Dubrovsky, 2013), por lo que para conocer el proceso responsable que está generando
una menor longitud de la raíz de las plantas mutantes, primero se evaluó la longitud del
RAM medido a través del número de células que lo componen. Los resultados muestran
que las mutantes de LHP1 no tienen diferencias significativas en cuanto al número de
células del meristemo (figura 8C y D), aunque parece haber una tendencia de reducción
en el número total de células que forman la zona de transición (figura 8B). Por otra parte,
al igual que en la longitud total de la raíz, se observó variabilidad en el número total de
células del meristemo.

Al observar que el número de células en el meristemo no parece ser el factor responsable
en la disminución de la longitud total de raíz, se decidió evaluar la longitud de las células
del meristemo. Para ello se realizaron 15 categorías que agrupan los tamaños celulares y
se realizó un análisis de frecuencias (figura 8E). Este análisis mostró que las mutantes
presentan diferencias en la distribución del tamaño celular, donde lhp1-6 se distinguió por
tener dos picos claros, mismos que indican que en el dominio de proliferación contiene
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figura 7. Longitud total de la raíz. A) comparación de las raíces Wt vs mutantes de LHP1. B) tasa
de crecimiento de las raíces Wt y de las mutantes de lhp1-6 y tfl2-2, mediciones de cada 24 hrs.
hasta los 12 dps. C) Comparación de las medianas de los tres genotipos. D) Distribución de las
frecuencias de longitud de raíz de plantas Wt y mutantes, las letras representan cada una de las
categorías establecidas A=6-7, B=7-8, C=8-9, D=9-10 y E=10-11cm. Significancia determinada
con una prueba U de Mann-Whitney comparando Wt vs alguna de las mutantes, p=0.0021 (**) y
p=0.0002 (***). Plantas de 12 dps, n=30.
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poblaciones celulares de entre 8 a 10 μm y el otro de entre 11 a 12 μm, comparado con
el tipo silvestre que se agrupa en un solo pico de alrededor de 10 a 11 μm. En lhp1-6,
no solo hubo alta variación en el tamaño celular del dominio de proliferación, sino que
también se observaron variaciones en el tamaño hacia el final del meristemo, como se
muestra en la figura 8E en donde las oscilaciones, aunque presentes en Wt son claramente
menos pronunciadas que en lhp1-6.

Por otra parte, en tfl2-2 se observó un comportamiento similar al de lhp1-6 aunque la
diferencia en tamaños celulares fue menor que en lhp1-6, en este caso parece tener una
distribución más uniforme, de igual manera presentó menos oscilaciones posteriores al
dominio proliferación. A pesar de no tener la misma diferencia que tiene lhp1-6 con
respecto a Wt, tiene una mayor cantidad de células en categorías de menor tamaño (8
a 10 μm). Todo lo anterior indica que en las plantas mutantes de LHP1 las células del
meristemo, sobre todo las del dominio de transición, presentaron problemas para regular
el tamaño celular con respecto al tiempo en el que se deben de dividir, resultando estas
variaciones en tamaños.

El ultimó parámetro que se evaluó para estudiar el fenotipo de la raíz de las mutantes de
LHP1, fue observar los defectos que pudiera haber en la morfología del RAM y SCN. Se
observó principalmente que hay dos afectaciones importantes en el meristemo, por un
lado, se registraron divisiones ectópicas en la endodermis, resultado que concuerda con lo
previamente reportado (Cui y Benfey, 2009). Por otro lado, se observó desorganización en
el SCN. En primer lugar, se estudió más detenidamente el fenotipo de divisiones ectópicas
en la endodermis, para ello se contó en ambas mutantes el total de raíces que presentaron
estas divisiones ectópicas en ambas mutantes y se comparó con la frecuencia en la que se
encontraron dichas divisiones en las plantas Wt (figura 9). A partir de estas comparaciones
se obtuvo que el 40 % de las raíces de lhp1-6 tienen divisiones ectópicas en la epidermis,
mientras que en tfl2-2, el 42 % presenta estas divisiones (figura 9B). Además, dentro de
las raíces con divisiones ectópicas, se obtuvo muy alta variación, similar a lo que también
se observó en la longitud de la raíz y el tamaño celular. Por ello se categorizaron las raíces
en dos grupos, aquellas que presentaron menos de 10 divisiones y aquellas que tuvieron
más de 10 divisiones. Del total de raíces con divisiones, el 57 % de las raíces de lhp1-6 se
agrupó en la primera categoría, y el 60 % en el caso de tfl2-2. Las divisiones ectópicas
en la endodermis que presentaron las mutantes de LHP1 sugieren que esta proteína es
importante durante la diferenciación celular y posiblemente en el establecimiento de la
identidad de la endodermis.

Como ya se mencionó, además de las divisiones en la endodermis, se observó desorgani-
zación en el SCN en las mutantes de LHP1. Aún no existe un método estandarizado para
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figura 8. Mediciones del meristemo de la raíz. A) comparación del número de células del dominio
de proliferación del RAM. B) Comparación del número de células del dominio de transición del
RAM. C) Número total de células del meristemo. D) Meristemos de las plantas Wt y mutantes
de LHP1, se marcó el córtex para mostrar el número de células del meristemo. E) Frecuencia de
longitud de las células del córtex, las letras representan categorías de longitud; 4-6, 6-8, 8-10,10-
11, 11-12, 12-14, 14-16, 16-18, 18-20, 20-22, 22-24, 24-26, 26-28, 28-30, 30-32 y 32-34 μm
respectivamente. Se realizó un Anova de una vía seguida de una prueba de Tukey para determinar
diferencias entre los grupos. Plantas de 5 dps, n=30.
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figura 9. Divisiones ectópicas en la endodermis del RAM de las mutantes de LHP1. A) Raíces de
Wt, lhp1-6 y tfl2-2 a las cuales se les marcó la endodermis, las fotos de las mutantes de LHP1
corresponden a los dos fenotipos encontrados. B) Frecuencia en la que se encontraron cada uno
de los fenotipos. Raíces de plantas de 5dps. Las flechas marcan el final del meristemo, n=20.
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medir las variaciones que tiene esta región de la raíz, es por eso que en este caso para
evaluar el grado de desorganización del SCN, se establecieron 4 categorías. La primera (0)
indica que la raíz es normal, la segunda (1) agrupa a las raíces con desarreglo en alguna
de las capas de células iniciales, ya sea de córtex/endodermis o columela, la tercera (2)
agrupa al desarreglo de todas las iniciales, pero donde el QC se mantiene intacto y la
cuarta (3) incluye a los SCN completamente anormales, donde el QC ya no es regular
(figura 10). En lhp1-6 la gran mayoría de raíces (41 %) se agrupó en la categoría 1,
mientras que el resto (59 %) en las categorías 0, 2 y 3 (figura 10A y D), de este porcentaje,
la mayoría tiene un desarreglo total de SCN (categoría 3). Por otra parte, en tfl2-2 no
se encontró ninguna raíz normal, siendo que se encontró una cantidad similar de raíces
categorías 1, 2 y 3 (figura 10C y D). Es importante mencionar que en las plantas Wt,
también se observó desorganización correspondiente a las categorías 2 y 3; sin embargo,
el número de raíces en estos grupos fue mucho menor que en las mutantes. En conjunto,
las afectaciones en la endodermis y SCN, pueden estar asociadas a la desregulación de un
gran número de proteínas o modificaciones en el mecanismo de represión.

Ya se han estudiado algunos de los componentes que subyacen las divisiones ectópicas en
la endodermis, y es poca la información sobre el posible papel de LHP1 (Cui y Benfey,
2009); sin embargo, la desorganización de SCN no ha sido abordada. Es por esto que
se decidió profundizar en el origen de la desorganización del SCN en las mutantes de
LHP1. La estrategia que se siguió fue analizar la expresión de WOX5 por medio de GFP.
WOX5 es un factor de transcripción importante para el mantenimiento de las células del
QC, así como para regular las divisiones de éstas para general las células iniciales que
componen el SCN (Limin Pi et al., 2015). Para estudiar la expresión de WOX5 en las
plantas mutantes de LHP1, se hicieron cruzas entre las plantas lhp1-6 y las plantas que
tienen la fusión transcripcional pWOX5:GFP, que fueron generadas previamente en el
laboratorio (Sánchez, datos no publicados). Se observó que en la mutante lhp1-6, no se
observó aparente de la señal de GFP del marcador ni tampoco en cuanto a su distribución
(figura 11). De manera interesante no hubo cambios aparentes en la expresión de WOX5
cuando se comparó una raíz con SCN normal y una con desorganización (figura 11C y D).
El hecho de que la expresión de WOX5 se mantuviera inalterada muestra que el fenotipo
desorganizado del SCN en las plantas mutantes de LHP1 no se debe a una desregulación
de WOX5, sino que sugiere la participación de otros componentes que mantienen el SCN,
como puede ser SCR, AGL42, entre otros.
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figura 10. Morfología del SCN. A) Fenotipos del SCN encontrados en lhp1-6. B) Fenotipo del SCN
de plantas Wt. C) Fenotipos del SCN encontrados en tfl2-2. D) Frecuencias de los fenotipos en las
que se encontró cada una de las categorías establecidas para determinar la desorganización del
SCN. Plantas de 5dps, n=20.
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figura 11. Expresión de pWOX5:GFP. A) Expresión de WOX5 en la planta Wt B) Expresión de
WOX5 en plantas mutantes lhp1-6 con SCN normal y C) anormal. n=10

3.3 Expresión de LHP1 en la raíz de Arabidopsis

Además de caracterizar el fenotipo en raíz de las mutantes de LHP1, se decidió determinar
cuál es el patrón de expresión de la proteína LHP1 en la raíz de Arabidopsis. El patrón de
expresión puede dar información sobre en qué tejidos se localiza la proteína e incluso
puede mostrar la distribución espacial dentro del núcleo. Para esto, se transformaron
plantas con la construcción pLHP1:LHP1:GFP, la cual contiene al gen LHP1 además de
una región como posible promotor, que comprende 1,000 pb y que abarca justo la región
intergénica entre LHP1 y su gen adyacente, todo fusionado a la proteína reportera GFP.
Las plantas transformadas fueron seleccionadas con kanamicina y segregadas hasta ob-
tener plantas homocigotas para la resistencia al antibiótico. Al estudiar la expresión de
LHP1 mediante la visualización del reportero de GFP, se localizó en el núcleo formando
pequeñas agregaciones que se observan como puntos (figura 12D), estos puntos proba-
blemente correspondan a los sitios donde la cromatina está más compacta, parecido a la
distribución de HP1 en animales (Dialynas et al., 2007). Por otra parte, en la raíz, la señal
de GFP se puede encontrar principalmente en la zona del meristemática y, en particular,
en la epidermis (figura 12A y B). En la zona de elongación, parece que su expresión se
restringe únicamente a la epidermis y es importante notar que LHP1 se encuentra en el
QC; sin embargo, su expresión es muy baja (figura 12E). Resulta interesante que LHP1
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tenga una mayor expresión en el RAM donde su pérdida de función resulta en cambios
en su morfología.

Además, se generaron plantas lhp1-6 complementadas con la misma construcción antes
mencionada (pLHP1:LHP1:GFP) y se obtuvieron 2 líneas con expresión diferencial. La línea
8.3 parece tener una mayor expresión de LHP1 con respecto a las plantas Wt (figura 12F
y G); sin embargo, al observar el fenotipo aéreo, las plantas tienen una complementación
casi total (figura 13 y 14), aunque, existe mayor variación intrapoblacional cuando las
plantas son transferidas de placa a tierra (figura 13A y B). De manera interesante, siendo
que la línea 9.8, que tiene menor expresión (figura 14) sigue siendo muy similar a la Wt,
lo que indica que, al menos en la parte aérea, la dosis no tiene un efecto significativo. A
pesar de que las plantas complementadas tienen expresión diferencial de la proteína, el
patrón de distribución se mantiene igual a la del tipo Wt.

figura 12. Expresión de LHP1 en la raíz de Arabidopsis. A) Plano medio de la raíz WT. B)
Epidermis de la raíz WT. C) Zona de transición de la raíz. D) Localización de LHP1 en el núcleo. E)
expresión de LHP1 en el QC, el circulo marca las dos células del QC. F) Plano medio y epidermis,
respectivamente, de la línea lhp1-6 8.3. G) Plano medio y epidermis, respectivamente, de la línea
lhp1-6 9.8. n=10.
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figura 13. Fenotipo aéreo de las líneas Wt y mutantes lhp1-6 transformadas con la construcción
pLHP1:LHP1:GFP. Se muestran dos fenotipos para cada línea A) y B) para ejemplificar la variación
entre los individuos. Plantas germinadas en medio MS y transplantadas a los 9dps a tierra.
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figura 14. Fenotipo aéreo de las líneas Wt y mutantes lhp1-6 transformadas con la construcción
pLHP1:LHP1:GFP. Se muestran dos fenotipos para cada línea para ejemplificar la variación entre
los individuos. Plantas sembradas directamente en tierra.
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Parte II

Generación de herramientas moleculares
para el estudio de TrxG y PcG

3.4 Clonación y recombinación del gen ATX1

El gen ATX1, que codifica una de las metiltransferasas de TrxG, está compuesto por 26
exones y 23 intrones que, en conjunto, generan un fragmento de 6,910 pb. Este gran
tamaño hace complicada su amplificación y clonación completa, ya que si se considera
además la longitud del promotor, el fragmento resultante es de 8,732 pb. Para solucionar
este problema se decidió clonar la región codificante que contiene únicamente los exones
y que es de 3,189 pb, y fusionarla a un promotor de expresión constitutiva como lo es el
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, además del reportero GFP. Lo anterior
se puede lograr mediante el uso del sistema de recombinación GATEWAY, en el cual se
inserta el fragmento amplificado de interés en un vector abierto (pCR™8/GW/TOPO™),
contiene las secuencias necesarias para recombinarse con un vector de destino (PDEST)
(figura A4). Este vector de destino puede contener fusiones a diversos tipos de proteínas
reporteras, además de que puede o no contener el promotor 35S.

El fragmento de ATX1 codificante se amplificó a partir de una muestra de cDNA Wt
obtenido por RT-PCR de muestras de RNA de tejido de raíz, posterior a la amplifica-
ción se procedió a purificar el producto de la amplificación y se insertó en el vector
pCR™8/GW/TOPO™ mediante la reacción de la topoisomerasa asociada al mismo. Con
el plásmido obtenido se transformaron bacterias de E. coli y se obtuvieron varias clonas
de las cuales se seleccionaron 3 para hacer una purificación de DNA plasmídico por Kit.
Del DNA extraído de la clonas, nombradas B1, B2 y B3, se realizó un ensayo de digestión
con la enzima de restricción Xba1 y todas la clonas presentaron los fragmentos de 5,147
pb y 856 pb esperados (figura 15A y B), por lo que se procedió a secuenciar las tres
clonas; de la clona B2 y B3 se obtuvo una secuencia parcial que reveló la presencia de
varias mutaciones. Por otra parte, la clona B1 se obtuvo la secuencia completa, misma
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que además no mostró ninguna mutación, por lo que esta fue la clona usada para ensayos
posteriores (figura A5).

Posterior a la clonación, se realizó la reacción de recombinación con el vector de destino
pGWB5, que contiene tanto al gen que codifica la GFP como el promotor constitutivo
35S. Se obtuvo únicamente una clona a partir de este ensayo, la cual se creció para
realizar una extracción de DNA plasmídico. Se corroboró la presencia del vector con la
construcción 35S:ATX1:GFP mediante un ensayo de digestión enzimática con la enzima
de restricción Pst1, obteniendo los fragmentos esperados (figura 15B). Para corroborar la
recombinación, se mandó a secuenciar la construcción. En este caso la región secuenciada
fue la que comprende una parte de la fusión con GFP y la región 3’ del gen de ATX1, de
tal manera que se corroboró que estuvieran en marco de lectura y no ocurriera un error
en la traducción y así obtener la proteína de fusión ATX1-GFP. La secuencia obtenida se
alineó con la secuencia teórica del vector y del gen, mostrando que la proteína reportera
se encuentra en marco de lectura con respecto a la región 3’ del gen.

La clona final 35S:ATX1:GFP (figura 15D) es una herramienta que se está usando para
obtener plantas que expresen esta proteína de fusión y aunque se trate de una construcción
sin el promotor nativo del gen, las líneas sobreexpresoras fusionadas a GFP se usarán para
estudiar los genes que son regulados por ATX1 mediante ensayos de inmunoprecipitación
de cromatina.

3.5 Recombinación del gen CLF

CLF es una de las metiltransferasas del grupo PcG, a diferencia de ATX1, el gen que la
codifica no es tan extenso, su región codificante es de alrededor de 4,545 pb, es por eso
que en este caso se clonó la región genómica del gen más una región de 1,000 pb, que fue
considerada como región promotora, ya que a falta de datos que delimiten esta región,
hasta lo que corresponde al inicio del gen adyacente. El proceso de clonación en el vector
pCR™8/GW/TOPO™ fue realizado con anterioridad en el laboratorio (Sánchez, datos no
publicados). Ese plásmido se recombinó, en este caso, por el hecho de que contiene el gen
junto con su promotor, al vector destino pGWB4, el cual contiene únicamente el gen que
codifica a GFP (figura 16). Después de varios intentos de recombinación se obtuvieron
varias colonias que se probaron por PCR de punto final a partir de colonia (figura 16B).
Sólo se seleccionó una clona para la secuenciación, la cual fue realizada como se describió
anteriormente para ATX1. La secuencia obtenida se comparó con el vector teórico y se
determinó que la fusión de GFP se encuentra enel marco de lectura correcto. Al igual que
el plásmido generado para ATX1, esta construcción se está usando para complementar
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plantas mutantes en CLF, para determinar la expresión de esta proteína en los diferentes
tejidos de la raíz y eventualmente se usará para determinar los blancos de CLF.

figura 15. Clonación y recombinación de ATX1. A) Gel de la amplificación de la región codificante
de ATX1 B) Geles del ensayo de digestión enzimática de la clona de ATX1 en pCR™8/GW/TOPO™
digerida con la enzima Xba1, las flechas marcan las bandas esperadas. C) Gel de PCR de punto
final a partir de colonia, de las clonas obtenidas posterior a la recombinación en el vector de
pGWB5. D) Esquema gráfico de la construcción 35S:ATX1:GFP obtenida.
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figura 16. Análisis de las clonas de CLF obtenidas a partir de su recombinación con el vector
pGWB4. A) Gel del ensayo de digestión enzimática de pCLF:CLF en pCR™8/GW/TOPO™ y del
vector de destino PGWB4, digeridos con la enzima Pst1, las flechas marcan las bandas esperadas. B)
Gel de PCR de punto final a partir de colonia, de las clonas obtenidas posterior a la recombinación,
la flecha marca la banda esperada. C) Esquema gráfico de la construcción pCLF:CLF:GFP.
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4Discusión

La gran cantidad de estudios que existen sobre PcG, muestran que tiene un papel impor-
tante en el desarrollo de Arabidopsis, participando en varias etapas de su ciclo de vida y
estando presente en varios de sus órganos. A pesar de esto se ha estudiado muy poco su
función en el desarrollo de la raíz. Una forma de estudiar a los componentes epigenéticos
que pueden participar en este proceso, como son CLF del grupo PcG y ATX1 de TrxG, es
a través de su clonación para generar herramientas que ayuden a definir su expresión
en los diferentes tejidos de la raíz, así como su unión a las regiones regulatorias de sus
genes blanco. Por lo cual en este trabajo se hizo uso del sistema Gateway para clonar
estos genes en vectores específicos.

La ventaja del uso de este sistema, es que a partir de un solo evento de clonación se
obtiene una construcción que puede ser recombinada con una gran variedad de vectores
destino, permitiendo cambiar el marcador molecular de manera sencilla. Esto agiliza los
tiempos empleados para la construcción de las herramientas moleculares necesarias para
el estudio de ciertos genes. Es importante mencionar que el sistema Gateway maneja dos
tipos de vectores de entrada. En este trabajo se hizo uso de la versión no dirigida, lo que
implica que durante la clonación, el fragmento puede insertarse en cualquier dirección.
Aunque, existe el vector de entrada dirigido, experimentos previos en el laboratorio
mostraron que con este vector se obtenía un menor rendimiento de clonación y en
algunas ocasiones el proceso de inserción del fragmento no era exitoso. La generación
de herramientas para el estudio de genes permitirá obtener información a partir del
seguimiento de la expresión por la detección de GFP u otros marcadores, así como realizar
inmunoprecipitaciones, ensayos de ChIP, entre otros, que seguramente revelarán más
detalladamente el mecanismo de regulación de PcG y otros grupos como TrxG.

Adicionalmente, en este trabajo se decidió profundizar en la posible función de PcG
a través del estudio de mutantes de la proteína LHP1, que es un componente del sub
complejo PCR1. Como primer acercamiento a este objetivo, se analizó la expresión de
algunos de sus componentes en la raíz de Arabidopsis, a través del uso de bases de
datos disponibles (Birnbaum et al. 2016). Es interesante que los ensayos in silico sobre
la expresión de LHP1 parece ser más similar a CLF y SWN que a los componentes del
subcomplejo al cual pertenece. De manera similar, los patrones de expresión en cada
tejido, tienden a ser semejantes a CLF y SWN, exceptuando la epidermis y parece ser que
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LHP1 tiene una expresión preferencial en la zona de proliferación de todos los tejidos del
meristemo.

Al hacer el análisis de la expresión de la proteína de LHP1 determinada por las plantas
generadas con la construcción (pLHP1:LHP1:GFP), se observó un comportamiento similar
al obtenido in silico y aunque en algunos tejidos es ligeramente diferente, probablemente
esto se deba a que la expresión del gen difiere un poco respecto a la expresión de la
proteína. La proteína se expresa en todos los tejidos del meristemo pero se restringe
preferencialmente a la zona de proliferación, patrón que coincide con lo reportado por
(Cui y Benfey, 2009). De manera interesante, se observó que la expresión de LHP1 no
sólo es exclusiva de células con alta proliferación, sino que también se expresa, aunque
en menor proporción, en las células del centro quiescente cuya actividad mitótica es
muy baja, así como en las células iniciales que componen el SCN y en las células de la
epidermis totalmente diferenciadas. Esto sugiere que LHP1 está implicado en la regulación
de diferentes procesos tanto de proliferación y diferenciación para el correcto desarrollo
de la raíz.

Otra cuestión importante relacionada con la expresión de LHP1 es su distribución granular
o moteada en el núcleo. Se ha descrito anteriormente que HP1 de animales, la proteína
que comparte homología estructural pero no funcional con LHP1 (Zeng et al., 2010)
tiene una distribución granular en el núcleo, parecida a la distribución de LHP1, que
corresponde con las zonas heterocromatínicas (Dialynas et al,. 2007), lo cual sugiere
que estas proteínas homólogas, pueden cumplir funciones similares en la heterocroma-
tinización de la cromatina aunque por marcas epigenéticas distintas. En el caso de la
variante HP1 de animales, se ha observado que tiene una asociación atípica a regiones de
activación transcripcional (Vakoc et al., 2005) y además las tres variantes en mamíferos
se han visto relacionadas con la vía de reparación de DNA mediada por ATM, en ausencia
de H3K9me3, marca que reconocen estas proteínas (Ball et al., 2009). Estas funciones
emergentes de HP1 y el hecho de que su homólogo en plantas LHP1 no siempre actúan
como lector de la marca H3K27me3, hacen pensar que podrían tener implicación en
diferentes procesos que no involucran a PcG.

Ya se ha comprobado que PcG es importante en varios procesos del desarrollo. Particu-
larmente en Arabidopsis existe evidencia sobre participación en la floración, desarrollo
embrionario y desarrollo vegetativo, algunos de estos datos se han obtenido a través de
la caracterización de fenotipo de mutantes para componentes de PcG. Se ha observado
que las mutantes clf-29, la principal metiltransferasa que coloca la marca de H3K27me3
en los procesos de floración y desarrollo vegetativo, presentan floración temprana, pocas
silicuas, roseta con hojas pequeñas y curveadas, además de un escapo elongado (Goodrich

50 4 Discusión



et al. 1997), mientras que las mutantes de SWN, homólogo de CLF, al no presentar
fenotipo aéreo aparente se le ha considerado como un alelo débil. En el caso de los
posibles componentes de PRC1, LHP1 parece tener un fenotipo diferente al encontrado
en la mutante de CLF, siendo que presentan floración temprana, flores terminales y una
roseta pequeña, pero su escapo se mantiene pequeño (Mylne et al., 2006). Estos datos
son sugerentes de que LHP1 podría tener funciones independientes a CLF. Esto queda
más evidenciado con los estudios en raíz, ya que se ha descrito que mientras que las
mutantes clf-29, presentan una raíz más larga comparado al Wt, y que tiene un meristemo
con mayor número de células (Vega-León, Datos no publicados). Las dos mutantes de
LHP1 estudiadas en este trabajo (lhp1-6 y tfl2-2) tiene una raíz más corta que las plantas
Wt y el tamaño de las células del meristemo es ligeramente más pequeño. Estos datos
sugieren que LHP1 está involucrado en procesos diferentes a los que tiene CLF o incluso
PcG, en el desarrollo de la raíz. De igual manera, esto no excluye la posibilidad de que
LHP1 esté formando parte de variantes de PRC1 o reclutando a variantes de PRC2 que no
contengan a CLF.

El tamaño de la raíz depende del balance entre el número de celular del meristemo que se
están generando y el número de células que se están diferenciando, además del tamaño
de las células diferenciadas (Ivanov y Dubrovsky 2013). Aunque en este trabajo no se
evaluó el tamaño de las células diferenciadas, sí se encontró que la longitud de la raíz de
las mutantes lhp1-6 y tfl2-2 puede explicarse parcialmente por el tamaño ligeramente
menor de las células del meristemo, en contraste a lo que ocurre en las mutantes de
CLF cuya longitud de raíz se explica parcialmente porque tienen un meristemo con más
número de células. Aunque el tamaño celular observado en ambas mutantes de LHP1 es
más pequeño, la alta variación que se observó en ambas mutantes sugiere que LHP1 está
implicado en acoplar el tamaño celular con la división celular y, en su ausencia, las células
no son capaces de establecer correctamente en qué momento deben dividirse generando
variación en el tamaño celular.

El hecho de que las plantas mutantes en LHP1 tengan fenotipos altamente variables, a
diferencia de otras mutantes de factores trasncripcionales u otros complejo, puede estar
asociado con un incremento en la plasticidad generada por la pérdida de LHP1, sugiriendo
un papel de LHP1 en la integración de señales ambientales. De manera interesante, lhp1-
6 y tfl2-2 presentan variación en su crecimiento cuando se germinan en medio MS
respecto a cuando se germinan directamente en tierra, siendo esta condición mejor para
el crecimiento, efecto que no se observa en otras mutantes. Este comportamiento refuerza
la idea de que LHP1 puede ser importante en la integración de señales ambientales.
En el caso del grupo PcG ya se ha descrito su importancia en la integración de señales
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ambientales para regular la floración y algunos procesos de estrés (Ding et al., 2012;
Berry y Dean, 2015).

Por otro lado, el efecto que tiene PcG en la desorganización de los tejidos del RAM y del
SCN de la raíz, es importante porque permitirá evaluar la dinámica de los mecanismos
epigenéticos en células quiescentes indiferenciadas y células diferenciadas de varios
linajes celulares. En el caso de las divisiones ectópicas en la endodermis que presenta las
mutantes de LHP1, ya se ha descrito que LHP1 junto con SCR participan en la regulación
de estas divisiones asimétricas que dan origen al córtex medio (Cui y Benfey, 2009). Las
divisiones en este tejido, como se describió en los resultados, es variable, y se observaron
raíces donde las divisiones eran consecutivas y parecían formar una capa nueva de células,
que posteriormente se corrige en un par de células y de nuevo se presentan dos capas. Lo
anterior parece indicar que en algún punto el programa original del tejido se recupera.
Además, este fenotipo no se encuentra en la totalidad de las raíces, lo que puede indicar
que LHP1 no se requiere en todos los casos para regular esta vía o que existan otras vías
independientes de LHP1 que actúan en estos casos.

Además de las divisiones asimétricas encontradas en la epidermis, en este trabajo se
observó un desarreglo en el SCN. Al igual que con las divisiones en la endodermis, el
fenotipo del desarreglo del SCN es variable, teniendo raíces con SCN normal y otras en
el extremo opuesto. Hasta ahora se han descrito varias proteínas que participan en la
red que modula el mantenimiento del SCN, entre ellas están SCR, SHR, PLTs, SMB y FEZ
(Willemsen et al., 2008; Sabatini et al., 2003; Aida et al., 2004), que están implicadas en
dar identidad a cada una de las capas celulares que componen el nicho y promover las
transiciones a células diferenciadas. Por otra parte, se ha descrito que WOX5, AGL42 y
SCR son proteínas importantes en el mantenimiento de la identidad del QC y del SCN
(Petricka et al., 2012). De manera interesante, aunque, las mutantes de LHP1 presentan
una desorganización en el SCN, la ausencia de LHP1 no parece tener repercusiones en
la expresión de WOX5 en el QC. Un análisis similar realizado con al mutante clf-29,
muestra que WOX5 disminuye su expresión en la ausencia de CLF, lo que sugiere que
CLF podría estar regulando de manera indirecta a WOX5 e independiente de LHP1, lo
cual concuerda con las diferencias fenotípicas observadas entre las mutantes de LHP1,
y la mutante de CLF que no presenta desorganización en el SCN (Vega-León, datos no
publicados). En contraste a lo encontrado con los miembros de PcG, se ha observado
que TrxG, a través de ATX1 y ULT1, parece estar involucrado en la regulación positiva
de WOX5 (Vega-León y Ornelas, datos no publicados; Petrone, 2015) y en los mutantes
de estos dos miembros de TrxG también se observa una desorganización del SCN. Estos
datos indican que la desorganización del SCN generada por los factores epigenéticos
puede incidir en diferentes factores de transcripción implicados en la red de regulación
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del SCN y que no necesariamente se regulan antagónicamente por PcG y TrxG y más aún
que LHP1 puede regular algún proceso de esta red transcripcional independientemente
de CLF. Es posible que LHP1 no sólo sea requerido para regular genes a través de PcG,
sino que también sea capaz de reconocer de manera independiente secuencias o regiones
específicas. Al respecto, se ha descrito que LHP1 se une a secuencias GAGA que contienen
un cierto número de genes, y puede ser que por medio de estas secuencias sea capaz de
regular la expresión independiente de la marca H3K27me3 que cataliza PRC2 (Hecker et
al., 2015). Evaluar cuál es el comportamiento del resto de las proteínas que regulan el
SCN en las mutantes lhp1-6 y tfl2-2 será importante para establecer los mecanismos en
los cuales LHP1 está participando en su mantenimiento.

Otros componentes importantes en la regulación de la diferenciación y mantenimiento
del SCN en la raíz son las hormonas. En este caso en particular el flujo de auxinas tiene
un papel fundamental. El trasporte de estas se modula a través de proteínas llamadas
PIN (Kovrizshnykh et al., 2015). Uno de los genes MADS-box que está involucrado en la
regulación de los PIN, es XANTAAL 2 (AGL14) y sus mutantes, de manera interesante, no
parecen tener afectada la expresión de WOX5 en el QC; sin embargo, tiene problemas en
la organización de las iniciales y de las células diferenciadas de la columela (Garay-Arroyo
et al., 2013). Será interesante evaluar si la similitud en el fenotipo del SCN entre la
mutante de AGL14 y LHP1 tiene características similares también en su mecanismo de
acción, quizá mediando el posicionamiento de los PIN a través de XAL2. Esta hipótesis
también se puede sustentar por un estudio que muestra la participación de LHP1 en la
regulación de PINOID, a través de un RNA no codificante (Ariel et al., 2014).

De manera interesante, datos preliminares muestran que LHP1 regula a AGL14 y, por otra
parte, ya se ha comprobado en el laboratorio que en la mutante clf-29, AGL14 aumenta
su expresión (Petrone, datos no publicados; Vega-León, datos no publicados). Lo anterior
indica que, en este caso, ALG14 está siendo regulado por un mecanismo que involucra
la presencia de LHP1 y una variante de PRC2 que contiene a CLF. Sería interesante
determinar si este mecanismo corresponde al canónico descrito en Drosophila o sólo se
requiere de la represión mediada por la H3K27me3.

Para determinar que los fenotipos descritos en este trabajo se dan por la ausencia de
LHP1, como primer paso se generaron plantas lhp1-6 y tfl2-2 complementadas con
la construcción pLHP1:LHP1:GFP. El análisis fenotípico de la parte aérea reveló una
complementación casi total, aunque con algunas diferencias entre las líneas obtenidas. Es
interesante que de las dos líneas obtenidas una presenta menor expresión de LHP1 que la
otra, a pesar de eso no se observan diferencias claras en la complementación entre estas
líneas, indicando que la dosis de LHP1, al menos en la parte aérea, no tiene importancia.
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Por otra parte, es necesario realizar pruebas para determinar que la complementación
también se observa en la raíz, por lo que se esperaría una desaparición de las divisiones
ectópicas en la endodermis y un fenotipo normal de SCN.

Los datos generados en este trabajo muestran que LHP1 tiene una función en el desarrollo
de la raíz, lo cual no ha sido abordado anteriormente. Se demostró que en las mutantes
existen desregulaciones en el RAM, sin embargo es necesario realizar más ensayos para
explicar las mismas. Por otra parte, es importante tomar en cuenta otros componentes
de PcG para poder generar un modelo que muestre el o los mecanismos por los cuales
este complejo regula al SCN, esto se puede abordad a través de la construcción de CLF
generada en este trabajo. Además, integrar esta información con la que se pueda generar
de TrxG, a través del estudio de ATX1, puede mostrar cómo es la dinámica de activación y
represión que dan origen a las células quiescentes e iniciales de SCN y diferenciadas, en
la raíz de Arabidopsis.
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5Conclusiones

A partir de los datos generados a través del estudio de dos mutantes de LHP1, se pueden
generar las siguientes conclusiones:

La función de LHP1 es importante para el crecimiento de la raíz de Arabidopsis.

LHP1 puede estar participando en la plasticidad de la raíz a través de la integración
de señales ambientales.

La expresión de LHP1 se da en la zona de proliferación del RAM, localizándose en
el núcleo, formando gránulos.

La represión de las divisiones en la endodermis está mediada por LHP1.

Es importante la función de LHP1 para la organización y/o el mantenimiento del
SCN.

La ausencia de LHP1 no afecta la expresión de WOX5

El fenotipo observado en las mutantes, se explica por la ausencia de LHP1.
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Lista de abreviaturas

H3K27me3 Trimetilación de la lisina 27 de la histona H3
H3K4me3 Trimetilación de la lisina 4 de la histona H3
H2AK121ub Ubiquitinación de la lisina 121 de la histona H2A
H3K36me3 Trimetilación de la lisina 36 de la histona H3
sRNA small noncoding RNA
lncRNA long noncoding RNA
PRC2 Polycomb Repressive complex 2
PRC1 Polycomb Repressive complex 1
PcG Polycomb
TrxG Tritorax
dps días pos siembra
SCN nicho de células troncales
RAM meristemo apical de la raíz
QC centro quiescente
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7Anexo

tabla A1. Lista de primers usados en el genotipado de las líneas Wt, lhp1-6 y tfl2-2.

tabla A2. Lista de primers usados durante la clonación y recombinación de ATX1 y CLF.
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figura A1. Estructura del gen LHP1 en las mutantes. A) esquema de lhp1-6 donde se muestra
la posición de la inserción de tDNA. Las flechas marcan los primers usados para el genotipado.
B) Esquema de tfl2-2, donde se muestra la deleción, que incluye a LHP1. Las flechas marcan los
primers usados para el genotipado. C) Esquema del gen LHP1 con la fusión a GFP, las flechas
marcan los primers para el genotipado de las líneas complementadas y de la Wt transformada con
la construcción. D) Electroforesis que muestran los fragmentos esperados en cada mutante y la
construcción pLHP1:LHP1:GFP.
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figura A2. Genotipado de las plantas mutantes complementadas lhp1-6. A) Electroforesis de las
líneas obtenidas, mostrando la amplificación de Pin3 para determinar la integridad del DNA y la
presencia de la inserción de tDNA, la línea 5.9 corresponde a plantas Wt/pLHP1:LHP1:GFP. B)
Tabla que muestra el resumen de los resultados obtenidos a partir de las electroforesis.
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figura A3. Genotipado de las plantas Wt/pLHP1:LHP1:GFP. A) Electroforesis de las líneas obteni-
das, mostrando la amplificación de Pin3 para determinar la integridad del DNA y la presencia de
la GFP. B) Tabla que muestra el resumen de los resultados obtenidos a partir de las electroforesis.

68 7 Anexo



figura A4. Esquema del funcionamiento del sistema GATEWAY. 1. Amplificación del fragmento
que se desea clonar. 2.reacción de clonación con el vector pCR™8/GW/TOPO™ que se encuentra
abierto. El sitio de clonación está flanqueado por topoisomerasas que impiden que se cierre el
vector. Una vez que el fragmento se encuentra en la cercanía del vector, este se inserta en los
extremos libres, liberando a las topoisomerasas en el proceso. 3. La reacción se trasforma en
bacterias E. coli DH5α y se seleccionan por resistencia a espectonomicina. 4 y 5. el vector con el
fragmento deseado es mezclado con el vector de destino, se adiciona una enzima que es capaz de
reconocer los sitios attL2/1 y attB1/2 y los intercambia durante la reacción de recombinación. 6.
Células normales DH5α se transforman con la reacción de recombinación. 7. Solo crecen colonias
que contengan el vector recombinado.
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figura A5. Secuencia completa de la ATX1 en pCR™8/GW/TOPO™, clona B1. En color azul se mar-
ca a secuencia problema y en negro la secuencia teórica obtenida en https://www.arabidopsis.org/.

74 7 Anexo


	Portada 
	Índice General 
	Resumen 
	1. Introducción 
	2. Materiales y Mëtodos 
	Parte I. Estudio de la Función de LHP1 en la Raíz de Arabidopsis 
	Parte II. Generación de Herramientas Modulares para el Estudio de trxG y PcG
	4. Discusión 
	5. Conclusiones 
	6. Referencias 
	7. Anexo

