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1. ABREVIATURAS 
 

BSA: Bovine Serum Albumin (Suero bovino de albúmina). 

CIC: Columella Initial Cells (Células iniciales de la columela). 

DCC: Differentiated Columella Cells (Células diferenciadas de columela). 

Col: Columbia. Ecotipo de Arabidopsis thaliana. 

DNA: DeoxyriboNucleic Acid (Ácido desoxirribonucleico). 

DNMT: DNA MethylTransferase (DNA metiltransferasa). 

dps: Días post-siembra. 

Edu: 5-Ethynyl-2'-deoxyuridine (5-Etinil-2'-desoxiuridina). En el texto hace referencia al 

ensayo que involucra la incorporación de este compuesto al DNA como un 

análogo a timidina. 

GUS: β-glucuronidase. En el texto hace referencia al ensayo en donde se usa a la 

enzima como sistema reportero.  

HAT: Histone AcetylTransferase (Histona acetil transferasa). 

HDAC: Histone deacetylases (Histona desacetilasa). 

HMT: Histone MethylTransferases (Histona metiltransferasa). 

IAA: Indole-3-acetic acid (ácido indol 3 acético). Auxina endógena.  

Ler: Landsber Erecta. Ecotipo de Arabidopsis thaliana. 

lncRNA: Long non-coding RNA (RNA largo no codificante). 

mRNA: RNA mensajero. 

MS: Medio de cultivo Murashige & Skoog.  

NAA: 1-Naphthaleneacetic Acid (Ácido 1-naftalenacético). Auxina sintética. 

NAT: Natural Antisense Transcript (Transcritos naturales antisentido).  

NPA: Naphthylphthalamic acid (ácido naftiltalámico). Inhibidor de transporte de auxinas.  

PBS: Phosphate-buffered saline (Buffer de fosfatos salino). 

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacción en cadena de la polimerasa). 

PFA: Paraformaldehído. 

PIC: Pre-Initiation Complex (Complejo de preiniciación de la replicación). 

PRC: Polycomb Repressive Complex (Complejo represivo Polycomb). 
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PS-IP: Pseudo-Schiff Propidium Iodide (Tinción de Pseudo-Schiff con ioduro de 

propidio). 

QC: Quiescent center (Centro quiescente). 

qPCR: Quantitative-PCR (PCR cuantitativa). 

RAM: Root Apical Meristem (Meristemo apical de la raíz). 

RdDM: RNA-directed DNA methylation (Metilación de DNA dirigida por RNA). 

RNA: RiboNucleic Acid (Ácido ribonucleico). 

SAM: Shoot Apical Meristem (Meristemo apical del brote). 

SCN: Stem Cell Niche (Nicho de células troncales). 

siRNA: small interfering RNA (RNA pequeño interferente). 

TrxG: Trithorax Group (Grupo Trithorax). 

Ws: Wassilewskija. Ecotipo de Arabidopsis thaliana. 
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2. RESUMEN 
 

La organogénesis en plantas, a diferencia de en animales, puede ocurrir durante 

toda su vida debido a la presencia de sus meristemos, los cuales contienen un nicho de 

células troncales (SCN) que funge como reservorio para la formación de los distintos 

tipos celulares que conforman a la planta. Como parte de los mecanismos involucrados 

en la formación, el desarrollo y el mantenimiento de los meristemos se encuentran los 

factores epigenéticos asociados a modificaciones postraduccionales de las proteínas 

histonas, en donde el complejo multiproteico El complejo epigenético Trithorax juega un 

papel fundamental en estos procesos. En Arabidopsis, la función de ATX1, una de las 

principales histonas metiltransferasas del complejo Trithorax, es importante para el 

mantenimiento del meristemo apical del brote (SAM), así como para el meristemo apical 

de la raíz (RAM). En la década pasada se postuló a la proteína ULT1 como un 

coactivador del complejo Trithorax, ya que interacciona físicamente con ATX1, 

modulando la expresión de genes importantes para el desarrollo del SAM. Debido a la 

relación funcional entre ULT1 y ATX1 en el mantenimiento del SAM, este trabajo se 

enfocó en investigar la función de ULT1 en el mantenimiento del RAM, y si esta función 

involucra a ATX1.  

 

Los resultados muestran que ULT1 se expresa en el RAM, incluyendo el SCN, 

realizando una función tanto en su organización celular como en el mantenimiento de su 

identidad. Por el análisis de los fenotipos de dobles mutantes ult1/atx1, se determinó 

genéticamente que los fenotipos observados se deben a la acción independiente de cada 

proteína; es decir, mientras que ATX1 participa en el crecimiento de la raíz principal y la 

proliferación de las células meristemáticas del RAM, ULT1 participa en el mantenimiento 

de la identidad de las células iniciales de la columela y en la respuesta a auxinas. Aunque 

las mutantes de pérdida de función para cada una de estas proteínas muestran un 

aumento en la proliferación de las células del centro quiescente, los análisis genéticos 

en la doble mutante sugieren que sus funciones son independientes, contrario a lo que 

pasa en el SAM. Este trabajo establece a ULT1 como un nuevo componente involucrado 

en el mantenimiento del SCN del RAM, además de que propone que esta función es 
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independiente de ATX1, mostrando así que los mecanismos e interacciones a través de 

los cuales actúa ULT1 dependen del tejido y el programa de desarrollo.  

3. INTRODUCCIÓN 
 

3.1 Epigenética: Definición y función 
 

En el año 350 a.c., Aristóteles en su libro Πɛρì ζω¸́ων γɛνɛ́σɛως (Generación de los 

animales) contradice a la escuela preformista diciendo que el desarrollo de los animales 

es un proceso gradual de materia no formada hacia materia orgánica guiada por algo 

que llamó “razón vital”, y que este no es un proceso en donde un animal durante su 

desarrollo temprano ya se encuentra preformado y sólo crece. Aunque este pensamiento 

ahora nos parece arcaico, realmente la noción de esta “epigénesis” gradual guiada por 

la ‘razón vital’ se puede retomar y extrapolar a lo que ahora entendemos como los 

procesos “pre-programados” del desarrollo embrionario, los cuales no son estáticos y se 

encuentran influenciados por factores como el medio ambiente. Hoy en día ya se sabe 

que el medio ambiente efectivamente tiene una influencia en el desarrollo embrionario, y 

no sólo eso, sino que la exposición a ciertas condiciones ambientales genera cambios 

epigenéticos que tienen consecuencias en la vida adulta del individuo, como es el 

aumento en la susceptibilidad a algunas enfermedades (Godfrey, Costello and Lillycrop 

2015, Bollati and Baccarelli 2010). ¿A qué nos referimos cuando decimos cambios 

epigenéticos? El término “epigenética” fue generado por Conrad Waddington en 1942 

(Waddington 2012), quien lo define como “la rama de la biología que estudia las 

interacciones causales entre los genes y sus productos, generando un fenotipo en el 

individuo”. En esa época no se sabía que el DNA es la molécula portadora del material 

genético, y menos aún, que este se encontraba asociado a proteínas formando la 

cromatina, por lo que esta definición ha cambiado, pero en esencia es la misma. Aunque 

existen sutiles diferencias entre las definiciones de epigenética, por fines conceptuales 

prácticos definiremos a la epigenética como “los cambios estables en la expresión génica 

que pueden transmitirse de manera mitótica y/o meiótica, sin involucrar alteraciones en 

la secuencia del DNA” (Berger et al. 2009).  
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3.2 Mecanismos epigenéticos 

 

   En eucariontes el DNA se encuentra asociado a proteínas tipo histonas y 

proteínas no histonas formando la cromatina, de la cual se pueden distinguir 

principalmente dos conformaciones: Eucromatina y heterocromatina. La eucromatina se 

caracteriza por tener una conformación más relajada y se localiza en regiones con una 

transcripción alta, mientras que la heterocromatina presenta una conformación más 

compacta y se encuentra asociada a regiones en donde la transcripción se silencia 

dependiendo del contexto celular, para el caso de la heterocromatina facultativa, y a 

regiones pericentroméricas y teloméricas donde la transcripción está permanentemente 

silenciada (Bannister and Kouzarides 2011). Dentro de los diferentes mecanismos que 

hacen referencia a la regulación epigenética y que tienen un impacto en la conformación 

de la cromatina, se describen principalmente tres: Metilación del DNA, regulación por 

moléculas de RNA largos no codificantes (lncRNAs) y modificación de proteínas histonas 

(Goldberg, Allis and Bernstein 2007). La cantidad de información disponible sobre estos 

mecanismos es inmensa, pero debido a que en esta tesis sólo se aborda la regulación 

epigenética por modificación de proteínas histonas, los demás mecanismos se 

describirán de manera breve.  

 

3.2.1 Metilación del DNA 
 

La metilación del DNA es una modificación que corresponde a la adición de un 

grupo metilo (CH3) en el carbono 5 de las citocinas, la cual está altamente conservada 

en plantas y animales. Esta modificación está asociada a represión transcripcional y se 

encuentra enriquecida principalmente en regiones heterocromáticas como en 

transposones, secuencias repetidas y en los centrómeros de los cromosomas (Moore, 

Le and Fan 2013). En mamíferos uno de los mecanismos epigenéticos más estudiados 

asociados a metilación del DNA es la impronta genética y la inactivación del cromosoma 

X en hembras durante el desarrollo embrionario (Hellman and Chess 2007), en el cual 

se puede apreciar claramente un proceso de silenciamiento genético, estable, heredable 

y que no involucra un cambio en la secuencia del DNA, criterios que definen a la 
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epigenética. Le metilación del DNA se lleva a cabo por enzimas denominadas DNA 

Metiltransferasas (Dnmts), las cuales usan S-Adenosil-L-metionina como donador del 

grupo metilo. Se han descrito dos tipos de Dnmts: las que producen metilación de novo, 

que metilan regiones que no se encontraban metiladas; y las de mantenimiento, que 

durante la replicación del DNA se encargan de metilar a la cadena hija en la misma región 

que la cadena madre.  

 

En plantas, a diferencia de animales que sólo presentan metilación en contexto CG, 

la metilación del DNA puede ocurrir en todos los contextos, es decir en CG, CHG, CHH 

(en donde H significa cualquier nucleótido menos G). Al igual que en animales, su papel 

en la regulación transcripcional es de represión. Incluso, existe un mecanismo de 

metilación de novo exclusivo de plantas que involucra a las RNA polimerasas exclusivas 

de plantas IV y V, así como moléculas pequeñas de RNA (siRNAs). Este complejo 

mecanismo incluye muchas proteínas accesorias para la producción de siRNAs y su 

función en la deposición y propagación de metilación y se le denomina RdDM (RNA-

directed DNA methylation). La metilación del DNA es un proceso reversible, ya que existe 

desmetilación mediada por enzimas (desmetilación activa), así como disminución en la 

metilación dada por los eventos de replicación (desmetilación pasiva), mostrando así el 

dinamismo de este proceso (Zhang, Lang and Zhu 2018). En Arabidopsis thaliana (de 

aquí en adelante Arabidopsis), cerca del 5% de los genes poseen metilación en sus 

promotores, por lo que no juega un papel muy importante en la regulación transcripcional 

en genes, fenómeno que se traduce en que la mayoría de las mutantes con baja 

metilación son lábiles y no presentan fenotipos tan severos (Matzke and Mosher 2014, 

Zhang et al. 2018); sin embargo en otras plantas con un mayor porcentaje de metilación, 

como el maíz, es de crucial importancia por lo que mutantes de pérdida de función incluso 

pueden ser letales (Lang et al. 2017). Se ha observado la función de la metilación en la 

impronta de ciertos genes en el desarrollo de la semilla, también asociada a la adaptación 

a distintos hábitats, así como en la respuesta hacia el estrés de tipo biótico como abiótico 

(López Sánchez et al. 2016). A pesar de que se ha visto que la maquinaria de RdDM 

está más activa en tejidos meristemáticos que en el hipocótilo o en hojas diferenciadas 

(Baubec et al. 2014, Kawakatsu et al. 2016), y que en el meristemo de la raíz las células 
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de la columela presentan mayores niveles de metilación que otras células (Kawakatsu et 

al. 2016), no se han observado fenotipos obvios en mutantes de RdDM en los 

meristemos de Arabidopsis. Sin embargo, en otros modelos como arroz y maíz se 

observan efectos fenotípicos muy evidentes (Wei et al. 2014, Erhard et al. 2009), 

sugiriendo que la metilación podría tener una función importante en la función 

meristemática aunque aún es desconocida.  

 

 

3.2.2 RNAs largos no codificantes 
 

Otro mecanismo de regulación epigenética es el relacionado a RNA largos no 

codificantes (lncRNA). Los lncRNAs son moléculas de RNA no traducidas de más de 200 

nucleótidos, los cuales se pueden categorizar dependiendo de su origen, como son 

intrónicos, transcritos naturales antisentido (NAT), sobrepuestos (que se originan de 

regiones codificantes) y largos intergénicos (Rinn and Chang 2012). Los lncRNAs 

pueden tener un impacto en la expresión genética a través de modificaciones en la 

cromatina. El primer lncRNA descubierto a inicios de los 90 fue X-inactive specific 

transcript (Xist), involucrado en la inactivación del cromosoma X a través del 

reclutamiento de los complejos represivos de Polycomb (PRC) 1 y 2, los cuales colocan 

las marcas de represión H2AK119Ub y H3K27me3 en las proteínas histonas para su 

represión transcripcional (Loda and Heard 2019). En plantas uno de los mecanismos de 

silenciamiento por lncRNA más descrito es el relacionado con el proceso de vernalización 

(el cuál consiste en la exposición a periodos prolongados de frio previos a la floración) 

en donde los lncRNAs COOLAIR y COLDAIR se encargan de reprimir la expresión del 

gen FLOWERING LOCUS C (FLC), un factor transcripcional que reprime la floración. 

COOLAIR es un lncRNA antisentido poliadenilado de FLC que se origina en el 3’ del gen, 

cuya expresión se activa durante vernalización y su acumulación minimiza la expresión 

de FLC. Existe una relación entre el incremento de la poliadenilación de COOLAIR y la 

represión de FLC, además de que COOLAIR es capaz de inducir la desmetilación de la 

marca de activación transcripcional H3K4me2 en el gen (marca de activación 

transcripcional). COLDAIR, por otro lado, es un lncRNA codificado en sentido, a partir 

del primer intrón, cuya función es reprimir la expresión de FLC, y se propone que es a 
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través de la formación de un asa de cromatina en asociación con el complejo PRC2 (Kim 

and Sung 2017). Se ha determinado que COLDAIR regula la represión de FLC durante 

la vernalización, mientras que la acumulación de COOLAIR está más relacionada con el 

mantenimiento de una represión estable (revisado en Wang and Chekanova 2017). Otro 

ejemplo de lncRNAs en el desarrollo de plantas es el del lncRNA auxin-regulated 

promoter loop (APOLO) el cual se expresa 5 kb rio arriba del gen PINOID (PID) y regula 

su expresión. El gen APOLO forma un asa de cromatina en el promotor de PID 

controlando su expresión, el cual está enriquecido con metilación de DNA y la proteína 

LIKE HETROCHROMATIN PROTEIN1 (LHP1). Cuando incrementa la concentración de 

auxinas, incrementa la desmetilación en esta región, el asa se deshace y facilita la 

transcripción de ambos genes, APOLO y PID. Posteriormente, la producción de siRNAs 

dada por la RNA pol IV/V ayuda a la metilación del locus de APOLO por el mecanismo 

de RdDM, mecanismo que junto con el reclutamiento de PRC1 por los lncRNA de APOLO 

ayudan a estabilizar el asa para reprimir de nuevo la transcripción de PID (Ariel et al. 

2014). A pesar de que este es un mecanismo rápido, en donde no está muy claro si 

existe una transmisión mitótica de los cambios transcripcionales para que podamos 

considerarlo como regulación epigenética, nos muestran los posibles mecanismos que 

tienen los lncRNA para modificar la cromatina.   

 

3.2.3 Modificaciones postraduccionales de las histonas 
 

Otro mecanismo de regulación epigenética descrito es el mediado por la 

modificación postraduccional de proteínas histonas. Estas modificaciones se llevan a 

cabo principalmente en el N-terminal de las histonas, lo cual puede tener efectos en la 

interacción entre los nucleosomas y la estructura de la cromatina. Sin embargo, las 

modificaciones en las histonas no tienen un efecto en la transcripción por sí solas, sino 

que es su efecto radica en el reclutamiento de proteínas a estos loci, como pueden ser 

remodeladores de la cromatina, factores transcripcionales, así como la maquinaria de la 

transcripción. Existe una gran cantidad de modificaciones postraduccionales ya descritas 

de las cuales sólo se discutirán las más estudiadas.  
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La acetilación de histonas es una modificación postraduccional reversible efectuada 

sobre los residuos de lisina de manera antagónica por enzimas histonas acetil 

transferasas (HATs) e histonas desacetilasas (HDACs) (Bannister and Kouzarides 2011). 

Esta modificación tiene un efecto directo sobre la cromatina, ya que al reducir la carga 

positiva de las histonas interfiere con sus interacciones electroestáticas de las histonas 

y el DNA, lo cual tiene como consecuencia una relajación de la cromatina. La acetilación 

está asociada con eucromatina, y se da principalmente en regiones de enhancers y 

promotores. La acetilación puede ocurrir en numerosos sitios como H3K9, H3K14, 

H3K18, H4K5, H4K8 y H4K12, por nombrar algunos (Kouzarides 2007).   

 

Por otro lado, la metilación en histonas es una modificación postraduccional que se 

da en los residuos de lisina y arginina. A diferencia de la acetilación, la metilación no 

tiene un impacto en las cargas electroestáticas de las histonas y se da en un gran número 

de residuos, entre los que tenemos H3K4, H3K27, H3K9, H3K20, entre otros. La 

metilación en los residuos de lisinas puede darse en tres contextos, mono, di y 

trimetilación, aumentando la complejidad en las posibles combinaciones de las 

modificaciones postraducionales de las histonas. El efecto que tiene la metilación en la 

actividad transcripcional varía dependiendo del residuo y de la cantidad de grupos metilo 

depositados. Por ejemplo, la trimetilación en el residuo H3K4 (H3K4me3) está 

relacionada con actividad transcripcional, mientras que la trimetilación en el residuo 

H3K27 (H3K27me3) está asociada con represión transcripcional. Las enzimas 

responsables de la deposición de esta marca son las enzimas histonas metiltransferasas 

(HMT), las cuales tienen un dominio proteico denominado SET, que les confiere la 

actividad enzimática usando como donador de grupos metilo al compuesto S-

adenosilmetionina. Al igual que la acetilación, la metilación es una modificación 

postraduccional reversible realizada por enzimas denominadas histonas desmetilasas 

(Bannister and Kouzarides 2011).  Además de la metilación y la acetilación existen otros 

tipos de modificaciones como fosforilación, deiminación, ß-N-acetylglucosaminación, 

ubiquitinación, sumoilación, entre otras (Bannister and Kouzarides 2011). Aumentando 

la complejidad al fenómeno, se sabe que existen interacciones entre las modificaciones 

postraduccionales de las histonas; por ejemplo: el efecto de una marca puede ser 
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antagónica sobre otra, como pasa con la H3K27me3 y la H3K27ac. La deposición de una 

marca puede promover la deposición de otra: la marca H2AK119ub puede estabilizar al 

complejo que coloca la H3K27me3. La combinación de diferentes marcas puede afectar 

la unión de distintas proteínas a un locus específico: la unión de la proteína HP1 a la 

marca H3K9me2/3 se inhibe por la marca de H3S10 (Zhang, Cooper and Brockdorff 

2015, Tamburri et al. 2020).   

 

El complejo multiproteico Trithorax (TrxG) está involucrado en la regulación 

epigenética por modificaciones postraduccionales de histonas en una gran cantidad de 

procesos del desarrollo, tanto en plantas como en animales. TrxG ejerce su función a 

través de la activación transcripcional de un gran número de genes y para entender más 

sobre su papel es importante conocer un poco sobre su historia, composición y 

mecanismos de acción. 

 
 

3.3 El complejo TrxG: Descubrimiento, mecanismo y función 
 

3.3.1 Descubrimiento y definición de TrxG 
 

En los años 40, la Dr. Pamela Lewis describió en Drosophila melanogaster el primer 

gen correspondiente al complejo Polycomb (PcG), Polycomb (Lewis 1947). Décadas 

después, su esposo, el Dr. Ed Lewis, determinó que mutaciones en Polycomb 

provocaban una expresión ectópica de los genes homeóticos Hox, causando una 

transformación de los segmentos embrionarios anteriores en posteriores (Lewis 1978). 

Posteriormente, se encontraron otros genes que causaban fenotipos similares a los 

ocasionados por las mutaciones en Polycomb, describiendo así las primeras proteínas 

del complejo PcG. Años después se descubrió a la proteína Trithorax, estableciendo que 

actuaba como regulador de la expresión de genes Hox y que su ausencia causaba una 

transformación de los segmentos embrionarios posteriores en anteriores, efecto que 

antagoniza el efecto causado por la falta de las proteínas PcG (Ingham 1985). A raíz de 

este descubrimiento, las proteínas que antagonizan la función de PcG con respecto a la 

expresión de los genes Hox se clasificaron como proteínas TrxG. Con los años se 
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encontró que además de su función en la regulación de genes Hox, PcG y TrxG 

participan en múltiples procesos, como son la proliferación celular, diferenciación, 

memoria celular, impronta genética, mantenimiento de la troncalidad, senescencia, entre 

otros (Schuettengruber et al. 2011). A pesar de haber sido descritos en Drosophila, 

ambos complejos están altamente conservados en la evolución, encontrándose tanto en 

animales como en plantas.  

 

3.3.2 Composición del complejo TrxG en plantas y sus homólogos en 
animales 

 

TrxG es un complejo multiproteico cuya función principal es la de activar la 

transcripción, función antagónica a la del complejo represor PcG. TrxG está compuesto 

por diferentes tipos de proteínas, entre las que se encuentran enzimas de dominio SET 

que presentan actividad HMT, enzimas remodeladoras de la cromatina dependientes de 

ATP y otras proteínas asociadas (Tabla 1) (Sánchez et al. 2015). En la planta de 

Arabidopsis existen 47 enzimas SET, mientras que en humanos se han identificado 50; 

sin embargo, no todas las enzimas actúan como TrxG (Zhang and Ma 2012). Por análisis 

de secuencias se ha identificado a ATX1 (ARABIDOPSIS TRITHORAX 1) como el 

homólogo más cercano a la HMT de humano MLL y a Trx de Drosophila (Avramova 

2009). Por eventos de multiplicación que ocurrieron antes de la divergencia entre 

monocotiledóneas y dicotiledóneas, Arabidopsis generó cinco copias de ATX divididas 

en dos grupos: Uno que contiene a ATX1 y ATX2, y otro que incluye a ATX3, ATX4 y 

ATX5. Arabidopsis también cuenta con siete isoformas de ATXR (ARABIDOPSIS 

TRITHORAX RELATED); sin embargo, por cuestiones de homología, a la única que se 

le consideraba como un miembro de TrxG era ATXR7, ortóloga a SET1 en animales 

(Avramova 2009). En mamíferos existe otra proteína con dominio SET considerada como 

parte del complejo TrxG llamada ASH1L (Absent, small or homeotic discs1), de la cual 

Arabidopsis tiene cuatro homólogos cercanos denominados: ASHH1, ASHH2, ASHH3 y 

ASHH4; así como tres ASH1-related ASHR1, ASHR2, ASHR3 (Alvarez-Venegas 2010).  

 

Además de las proteínas histonas metiltransferasas descritas anteriormente, 

Arabidopsis también cuenta con enzimas remodeladoras de la cromatina dependientes 
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de ATP. Las familias de remodeladores de la cromatina para el complejo TrxG incluyen 

a CHD, ISWI e INO80 (Poynter and Kadoch 2016). En Arabidopsis se encuentran dos 

homólogos a SWI/SNF llamados SYD (SPLAYED) y BRM (BRAHMA), y uno 

perteneciente a la familia de CHD llamado PKL (PICKLE) (Pu and Sung 2015). Por 

último, existe otra serie de proteínas que forman un complejo (que no pertenecen al 

grupo de las histonas metiltransferasas ni a remodeladores de la cromatina) denominado 

COMPASS (Complex Proteins Associated with Set1). Se les denomina COMPASS al 

complejo que se asocia con la HMT Set1, mientras que a los complejos que se asocian 

con otras HMT con dominio SET como es el caso de MLL1 en mamíferos, se les 

denomina COMPASS-like. A pesar de estas diferencias, se sabe que ambos complejos 

comparten un núcleo en común conformado por las proteínas WDR5, ASH2 y RbBP5 

(Poynter and Kadoch 2016, Shilatifard 2008). En Arabidopsis ya se ha caracterizado un 

complejo COMPASS-like que contiene proteínas homólogas a las descritas en animales 

llamadas WDR5, ASH2R y RBL (Jiang et al. 2011). En plantas se tiene como un 

componente de TrxG a las proteínas ULT, las cuales no están presentes en animales y 

cuentan con un dominio de unión al DNA denominado SAND. A pesar de que en 

animales también existen proteínas con dominio SAND, ninguna de ellas forma parte del 

complejo TrxG (Nedelcu 2019), convirtiéndola en una proteína única en su tipo. Debido 

a la gran cantidad de proteínas del complejo TrxG descritas para mamíferos, en la Tabla 

1 sólo se muestran las que están descritas para la planta modelo Arabidopsis y sus 

homólogos en mamíferos.  

 

 
Clasificación 

 
Nombre en 
mamíferos 

 
Nombre  

en  

Arabidopsis  
thaliana 

 
Función 

 
Dominio  
proteico  
asociado 

 
Referencia 

en Arabidopsis 

 
Histona  

metiltransferasas 

 
MLL1/2/3/4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ATX1 

 
 
 
 
 

ATX2/3/4/5 
 
 
 

 
H3K4 HMT 

 
 
 
 
 

H3K4 HMT 
 
 
 

 
SET 

 
 
 
 
 

SET 
 
 
 

 
(Napsucialy-Mendivil et al. 2014) 

(Pien et al. 2008) 
 

(Chen et al. 2017, Saleh et al. 2008) 
 
 

(Berr et al. 2009) 
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Tabla 1. Componentes de TrxG en Arabidopsis  
 

En mamíferos ya existe una gran cantidad de información bioquímica experimental 

que avala las interacciones proteicas en los complejos COMPASS y COMPASS-like 

(Shilatifard 2012); mientras que en plantas no existe suficiente información sobre la 

composición del complejo. Sólo se cuenta con información de interacciones genéticas y 

algunas interacciones proteína-proteína aisladas que ha permitido establecer patrones 

de interacción (Fletcher 2017). Esta falta de información en Arabidopsis ha complicado 

el conocimiento sobre las proteínas que conforman el complejo TrxG. Por ejemplo, se 

sabe que ATXR7 es el homologo a SET1 (Berr et al. 2009), sin embargo, se desconoce 

si esta proteína interacciona con el complejo COMPASS, siendo ATX1 la única proteína 

 
 

 
 
 

SET1 A/B 
 
 

ASH1L 
 
 
 

 
ATXR3/SDG2 

 
 
 

ATXR7 
 
 

ASHH2/SDG8 
 
 
 

ASHH1/SDG26 

 
H3K4 HMT 

 
 

 
H3K4 HMT 

 
 

H3K36, H3K4 HMT 
 
 
 

H3K36 HMT 
 

 
SET 

 
 

 
SET 

 
 

SET 
 
 
 

SET 

 
(Guo et al. 2010) 
(Yao et al. 2013) 

 
 

(Berr et al. 2009) 
 
 

(Yang, Howard and Dean 2014). 
 
 
 

(Liu et al. 2016) 
 

 
“Core” de  

COMPASS-Like 
 

 
WDR5 

 
 

ASH2L 
 

RBBP5 

 
WDR5a 
WDR5b 

 
ASH2R 

 
RBL 

 
Unión a Histonas 

 
 

Unión al DNA 
 

Unión a Histonas 

 
WD40 

 
 

Dedo de Zinc 
 

WD40 

 
(Jiang, Gu and He 2009) 

 
 

(Jiang et al. 2011) 
 

(Jiang et al. 2011) 
 
 

 
Remodeladores  
de la cromatina 

 
BRM/BRG1 

 
 

 
 

CHD1 

 
BRM 
SYD 

 
 

 
PKL 

 

 
Remodelador de cromatina 

dependiente de ATP 
 

 
 

Remodelador de cromatina 
dependiente de ATP 

 
Bromodominio 

 
 
 

 
CHD 

 
(Farrona et al. 2011) 

 
(Kwon, Chen and Wagner 2005) 

 
 

(Aichinger et al. 2011) 

 
Histona  

desmetilasas 

 
UTX 

 
 

 
ELF6 
REF6 
JMJ13 

 
H3K27 desmetilasas 

 
jmjC 

 
(Yang, Howard and Dean 2016) 

 
Proteínas con 
dominio SAND 

 
- 

 
ULT1/2 

 
Coactivador de ATX1 

 
SAND 

 
(Carles et al. 2005) 

(Carles and Fletcher 2009) 
Este trabajo 
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con dominio SET de la que se conoce que realmente interacciona con COMPASS (Jiang 

et al. 2009). Otro aspecto importante es que históricamente se consideró a las proteínas 

TrxG, como a aquellas que son capaces de revertir los fenotipos generados por la 

desregulación del complejo PcG sobre genes Hox (Schuettengruber et al. 2017).  

 

En Arabidopsis existe una gran cantidad de proteínas que participan en la 

regulación de genes importantes para el desarrollo que, por falta de información, no es 

posible asegurar si forman parte del complejo TrxG. Por ejemplo, la proteína 

ATXR3/SDG2 que coloca la marca de H3K4me3 y es la principal HMT (la pérdida de 

función de esta proteína disminuye un 46.4% la macar de H3K4me3 a nivel genómico) 

(Guo et al. 2010, Chen et al. 2017) también es capaz de regular genes importantes para 

el desarrollo de la raíz (Yao et al. 2013), considerados como blancos de los 

remodeladores de la cromatina tipo PKL (Aichinger et al. 2011) y BRM (Yang et al. 2015). 

Debido a que no se ha descrito un efecto antagónico de ATXR3/SDG2 con el complejo 

PcG, ni una interacción con alguna proteína del complejo COMPASS, no es 

completamente certero asegurar que esta HMT funciona como un complejo TrxG, ya que 

por análisis filogenéticos no es considerada como homologo a MLL1 o Set1 (Springer et 

al. 2003). Otro ejemplo de proteínas que podrían ser parte de TrxG en plantas es el de 

ALP1 (ANTAGONIST OF LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN1), la cual antagoniza 

la función de PcG sobre algunos genes de floración, actuando como un componente de 

TrxG. Sin embargo, ALP1 no interactúa con miembros de TrxG, sino que se asocia con 

componentes de PcG, por lo que se propone que esta proteína antagoniza a PcG 

bloqueando su interacción con otros factores (Liang et al. 2015).  

Hasta este punto cabe destacar que las características históricas que definen a una 

proteína TrxG, como son: su interacción con proteínas del complejo, el antagonismo con 

el complejo PcG y, para el caso de plantas, su homología con proteínas TrxG de 

mamíferos, parecen ser muy restrictivas. Por ello, vale la pena preguntarnos si realmente 

estos requisitos confieren una función TrxG. El caso de las proteínas como SDG2 que 

pueden colocar la marca de H3K4me3 pero no presentan interacción con proteínas del 

complejo TrxG, o de proteínas como ALP1 que puede contrarrestar la función de PcG 

pero sin interactuar con proteínas del complejo TrxG, son un ejemplo de proteínas que 
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por no cumplir todos los requisitos no se han categorizado en TrxG. Es por eso, que 

actualmente se está llevando a cabo un cambio de paradigma en relación con las 

funciones y características que definen a una proteína TrxG o PcG.  

 

3.3.3 Mecanismo de acción de TrxG en plantas  
 

Como se mencionó, la función del complejo TrxG está relacionada con la regulación 

epigenética, principalmente a través de la modificación postraduccional de H3K4me3, la 

cual está estrechamente relacionada con activación transcripcional (Bannister and 

Kouzarides 2011). En plantas, la marca de H3K4me3 se enriquece en las regiones 5´de 

genes activos y existe una correlación positiva con la presencia de la RNA polimerasa II 

fosforilada en el residuo de la Ser5, una modificación que corresponde al inicio de la 

transcripción (Ding, Avramova and Fromm 2011, Ng et al. 2003). Se ha demostrado que 

la presencia del complejo COMPASS en Arabidopsis es necesaria para que el complejo 

de pre-iniciación de la transcripción (PIC) se una a los promotores regulados por ATX1. 

Los datos indican que la disminución de los niveles de expresión de los componentes 

WDR5a/b y ASH2R está asociada a una disminución en la acumulación de Pol II cargada 

en las regiones 5´ del gen, así como en los niveles de TBP (TATA binding Protein) y 

H3K4me3 (Ding et al. 2012). Utilizando mutantes de ATX1 en el dominio SET 

demostraron que la actividad de ATX1 no es necesaria para que la Pol II, TBP y los 

componentes del complejo COMPASS se acumulen, pero sí lo es para llevar a cabo la 

fosforilación en el residuo de Ser2 en la Pol II, la cual es importante para la elongación 

transcripcional. Estos estudios indican que el complejo COMPASS/ATX1 sin actividad de 

HMT es necesario para el inicio de la transcripción, por lo que, en este caso, podría estar 

funcionando como andamio para posicionar el complejo de PIC. Por otra parte, se 

requiere de la actividad de HMT de ATX1 para la elongación transcripcional, denotando 

que es necesario el incremento en la H3K4me3 para este proceso (Ding et al. 2011). 

ATX1 puede interactuar a través de su C-terminal con la Ser5 fosforilada de la Pol II a 

~300pb río arriba del inicio de la transcripción, lo que permite que ATX1 se acumule en 

este sitio antes de comenzar la elongación (Ding et al. 2011). Este modelo contrasta con 

lo reportado para mamíferos, en donde se ha observado que MLL1 también participa en 
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la formación del PIC de la transcripción, a través de la interacción entre la marca de 

H3K4me3 y el dominio PHD de la subunidad TAF3 de TFIID, por lo que, en este caso, 

para el posicionamiento del PIC es necesaria la actividad de HMT de MLL1 (Vermeulen 

et al. 2007). En mamíferos también se sabe que MLL1 interactúa con la Ser5 fosforilada, 

aunque se desconoce si esta interacción es directa (Milne et al. 2005). Arabidopsis no 

posee una subunidad TAF3, y el hecho de que ATX1 pueda reclutar al PIC en ausencia 

de una actividad H3K4me3 HMT implica que esta marca es dispensable para el 

reclutamiento de COMPASS (Figura 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelo de cómo actúa TrxG en la elongación de la transcripción en plantas y mamíferos. a) 
ATX1 de Arabidopsis, con ayuda de COMPASS, coloca la marca de H3K4me3 la cuál promueve la 
fosforilación de Ser2 de Pol II y comienzo de la elongación. En ausencia del dominio catalítico SET 
(ATX1∆SET) ATX1 no coloca su marca de H3K4me3 inhibiendo la elongación, pero aún así es capaz de 
reclutar a la Pol II. b) MLL1 en mamíferos, con ayuda de COMPASS, coloca la marca de H3K4me3, la cuál 
es reconocida por la subunidad TAF3 de TFIID para comenzar la elongación. En ausencia de la marca de 
H3K4me3 no comienza la elongación y tampoco se recluta la Pol II. 
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3.3.4 Función de TrxG en desarrollo, proliferación y diferenciación 
 

Entre los muchos procesos en los que participa el complejo TrxG se encuentran el 

mantenimiento de las células troncales, proliferación y diferenciación celular 

(Schuettengruber et al. 2011). En Drosophila se descubrió que mutantes en Trx (el 

homólogo a MLL1 de mamíferos y ATX1 de Arabidopsis) presentaban cambios 

fenotípicos como la transformación de halterios a alas, transformación de las primeras 

patas a segundas, y transformación de los segmentos posteriores a más anteriores 

(Kennison and Tamkun 1988). En mamíferos la mutación de MLL1 causa 

transformaciones homeóticas que se traducen en un desarrollo aberrante en el eje 

esquelético causado por un cambio en la expresión de genes Hox (Yu et al. 1998). En 

humanos se sabe que cambios en componentes de TrxG están involucrados en 

síndromes y procesos carcinogénicos. Se estima que el 10% de las leucemias humanas 

tienen una translocación, duplicación o amplificación en el locus de MLL1 (Jude et al. 

2007), y otras mutaciones en HMT como MLL2 y MLL3 se han asociado a diferentes 

tipos de cáncer (Rao and Dou 2015). También se ha descrito en humanos que existe un 

síndrome denominado CHARGE causado por mutaciones en el gen CHD7, el cual es un 

remodelador de la cromatina del complejo TrxG con un dominio CHD (Vissers et al. 

2004). La importancia de los factores TrxG en el desarrollo de mamíferos es tan relevante 

que muchos de los mutantes de pérdida de función de algunos componentes son letales 

embrionarios, como es el caso de MLL1 (Glaser et al. 2009) y ASH2L (Stoller et al. 2010). 

En plantas, las mutaciones en componentes del complejo Trx no son letales, aunque sí 

pueden generar defectos en la embriogénesis como es el caso de ASH2R, en donde la 

mutante de pérdida de función presenta un arresto en el estado globular en poco menos 

del 30% de los embriones (Aquea et al. 2010). Existen inclusive mutantes cuádruples de 

ATX1/3/4/5 que, a pesar de tener cambios en tamaño y tiempo de floración, son 

completamente viables (Chen et al. 2017). Esto nos indica que las plantas podrían tienen 

mecanismos epigenéticos más plásticos que les permiten contender con la falta de 

algunos elementos del complejo TrxG. Sin embargo; se ha observado alteraciones en 

procesos de proliferación y diferenciación en meristemos en mutantes de pérdida de 

función de componentes TrxG en Arabidopsis. Esto denota su importancia en el 
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mantenimiento de las células troncales y en su diferenciación (Sánchez et al. 2015). Por 

ejemplo, los remodeladores de la cromatina BRM y SYD son importantes en el 

mantenimiento de la actividad celular del meristemo apical del brote (SAM) (Farrona et 

al. 2004, Kwon et al. 2005). Las histonas metiltransferasas ATX1 y SDG8 también 

participan en el desarrollo del SAM regulando genes relacionados con su diferenciación 

(Alvarez-Venegas et al. 2003, Grini et al. 2009), y cada vez existe más información que 

demuestra que componentes del complejo TrxG también participan en el desarrollo del 

meristemo apical de la raíz (RAM). Para comprender la función de TrxG en el RAM, es 

necesario conocer primero las características y los procesos celulares que ocurren en 

este, así como los componentes involucrados en su mantenimiento.  

 

3.4 Desarrollo del RAM y su regulación 
 

3.4.1 Función de TrxG en el RAM 
 

En plantas, el SAM y el RAM son los dos meristemos principales. El SAM se 

encarga de dar origen a las estructuras aéreas, como son las hojas, las flores y el tallo, 

mientras que el RAM genera los tejidos que componen a la raíz (Gaillochet and Lohmann 

2015). Ambos meristemos se establecen durante el desarrollo embrionario de la planta 

y en casi todos los casos se mantienen activos durante todo el ciclo de vida de la planta 

(ten Hove, Lu and Weijers 2015). Es en los meristemos donde se encuentran los nichos 

de células troncales (SCNs). 

 

En Arabidopsis el RAM esta localizado en la punta de la raíz y se caracteriza por 

su alta tasa de proliferación celular. El RAM, a su vez, se puede dividir en dos dominios 

(Figura 2a): el dominio de alta proliferación y el dominio de transición (Figura 2), en donde 

las células comienzan a elongarse, pero su tasa de división celular es más baja (Ivanov 

and Dubrovsky 2013). Por debajo del dominio de proliferación se encuentra el SCN, 

conformado por el centro organizador denominado centro quiescente (QC), éste a su vez 

se encuentra rodeado por un grupo de células troncales indiferenciadas, también 

llamadas iniciales, que al dividirse asimétricamente dan origen a los diferentes tipos 

celulares que componen el tejido de la raíz (van den Berg et al. 1997). Las células 
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iniciales del córtex y endodermis se encargan de dar origen a las células 

correspondientes a córtex y endodermis; las células iniciales de la columela (CIC) se 

dividen para dar origen a la columela; las células iniciales del haz vascular generan las 

células del tejido vascular y, por último, están las células iniciales que dan origen a la 

epidermis y la cofia lateral (Gaillochet and Lohmann 2015) (Figura 2b).  

 

La organización del RAM requiere de un fino control que se encargue de regular los 

procesos de diferenciación, proliferación y mantenimiento de la troncalidad en el SCN de 

la raíz, y es el resultado de una gran red de componentes que involucran múltiples y 

diversos componentes, entre las que están ciertos factores transcripcionales, la 

señalización hormonal, factores de regulación epigenética, entre otros. La función de 

TrxG en los meristemos es particularmente relevante para entender como la epigenética 

regula procesos de proliferación, diferenciación, establecimiento y mantenimiento de las 

células troncales. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Arquitectura de la raíz de Arabidopsis thaliana. a) Fotografía de una raíz de Arabidopsis en donde 
se muestran resaltadas en diferentes colores las células del córtex para representar los distintos dominios 
y zonas que la componen.  b) Caricatura realizada a partir de una fotografía de una punta de raíz de 
Arabidopsis en donde se muestran con diferentes colores los distintos tipos celulares que componen al 
nicho de células troncales del meristemo apical de la raíz. PD= Dominio de proliferación, TD= Dominio de 
transición, EZ= Zona de elongación, DZ= Zona de diferenciación, RAM= Meristemo apical de la raíz. 
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Mediante el estudio de mutantes de pérdida de función en Arabidopsis ha sido 

posible determinar que diferentes componentes del complejo TrxG son importantes en el 

desarrollo de los meristemos. Por el lado de los remodeladores de la cromatina 

dependientes de ATP en el RAM, se sabe que mutantes en la proteína PKL presentan 

una raíz más corta, así como un menor número de células meristemáticas, 

desorganización en el QC y una disminución del marcador de proliferación celular 

CYCB1;1:GUS, ciclina importante para el paso de fase G2 a M. Resulta interesante que 

los fenotipos de estas mutantes se revierten en la doble mutante de PKL y CLF, la 

principal HMT del complejo PcG, demostrando la función antagónica de los complejos 

TrxG y PcG (Aichinger et al. 2011). Otra proteína del complejo TrxG estudiada en el RAM 

es SDG2 que, como se mencionó anteriormente, es la HMT que más contribuye a la 

deposición de la marca H3K4me3 (Guo et al. 2010, Chen et al. 2017). Mutantes en este 

gen presentan una raíz corta, meristemo con menor número de células, desorganización 

en el QC, aumento en primordios de raíces laterales en estados tempranos de desarrollo, 

así como una disminución en la respuesta a la hormona auxina (Yao et al. 2013). El 

último factor epigenético del complejo TrxG descrito con una función en el RAM es ATX1, 

la otra HMT ampliamente estudiada. Mutantes de pérdida de función en ATX1 presentan 

una raíz más corta, un meristemo con un menor número de células, desorganización en 

el QC, así como mayor número de primordios de raíces laterales (Napsucialy-Mendivil et 

al. 2014). En este trabajo se encontró que también existía una disminución en la 

CYCB1;1, y una expansión espacial en el dominio de expresión del gen WOX5, un gen 

marcador del QC. Para ATX1, también se tienen reportes de su función en el SAM, en 

donde participa en el mantenimiento del estado indiferenciado (Pien et al. 2008), así 

como en dar identidad a los órganos florales (Alvarez-Venegas et al. 2003). Las HMT 

ASHH2/SDG8 y ATXR7 también se han caracterizado como factores importantes para 

mantener el estado indiferenciado del meristemo, aunque estos reportes sólo se limitan 

al meristemo de parte aérea (Yang et al. 2014, Berr et al. 2009). Para los componentes 

del complejo COMPASS: WDR5, ASH2R y RBL (Jiang et al. 2009, Jiang et al. 2011) y el 

remodelador de la cromatina BRM (Farrona et al. 2011), se ha observado que 

contribuyen a mantener el estado indiferenciado del meristemo aéreo a través de la 

activación de FLC. 
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3.4.2 Otros Factores que regulan el RAM en Arabidopsis 
 

Además de los factores epigenéticos, el mantenimiento del meristemo depende de 

una basta cantidad de factores (Drisch and Stahl 2015), de los cuales, para fines 

prácticos, sólo se mencionarán los más descritos. Uno de ellos es el factor transcripcional 

WOX5 (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5), el cual se expresa en el QC y es esencial 

para mantener el estado indiferenciado de estas células y de las células adyacentes 

(Sarkar et al. 2007, Kong et al. 2015). Recientemente se describió que a pesar de que 

WOX5 sólo se expresa en el QC, el producto proteico puede transportarse hacia las CIC, 

en donde junto con el represor TPR1 (TOPLESS-RELATED 1) y la histona desacetilasa 

HDA19 reprimen la expresión de CDF4, un promotor de la diferenciación hacia células 

de columela (Pi et al. 2015), hablando así de un mecanismo de regulación celular no 

autónomo, es decir, que el efecto no está dado en las células donde se produce. También 

se tiene descrito que WOX5 es capaz de unirse al promotor de CYCD3;3 para reprimir 

su expresión y así evitar que se promuevan divisiones en el QC (Forzani et al. 2014). 

Otros componentes importantes en el mantenimiento del RAM son los factores de 

transcripción de la familia GRAS: SHR (SHORTROOT) y SCR (SCARECROW). SHR se 

transcribe a nivel transcripcional en la vasculatura y su proteína se transporta vía 

plasmodesma hacia endodermis y QC, mientras que SCR no se transporta y sólo se 

expresa en endodermis y QC (Koizumi & Gallagher, 2013). Se tiene reportado que SCR 

y SHR pueden interactuar físicamente y activar la expresión de la CYCD6;1, la cual es 

necesaria para la división asimétrica de la célula inicial de córtex y endodermis (Sozzani 

et al., 2010). Otros componentes esenciales en el desarrollo del meristemo de la raíz son 

los factores transcripcionales de la familia con dominio AP2: PLETHORA (PLT), de los 

cuales se ha descrito que 4 (PLT1-4) se expresan raíz (Galinha et al. 2007). Su expresión 

se observa desde etapas tempranas del desarrollo embrionario y su dominio de 

expresión se concentra en el RAM (Aida et al. 2004, Galinha et al. 2007). Los PLTs tienen 

redundancia funcional y son necesarios para el crecimiento de la raíz, la proliferación del 

meristemo, así como para el mantenimiento del SCN y la identidad del QC (Aida et al. 

2004). Su función en el desarrollo de la raíz es tan importante que una sobreexpresión 

de PLT2 pueden generar raíces ectópicas a partir del SAM; mientras que las cuádruples 

mutantes de los PLTs son incapaces de desarrollar raíces (Galinha et al. 2007). 
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En la diferenciación hacia células de columela se han descrito a los factores de 

transcripción con dominio NAC: SOMBRERO (SMB) y FEZ. Se tiene descrito que FEZ 

promueve las divisiones de la célula inicial de cofia lateral y epidermis, mientras que SMB 

reprime estas divisiones. En esta regulación existe un circuito de retroalimentación 

negativa, en donde FEZ promueve la expresión de SMB, y SMB a su vez reprime la 

expresión de FEZ (Willemsen et al. 2008).  En el paso final de diferenciación normal de 

las células de columela, estas se desprenden de la raíz a través de un proceso de muerte 

celular programada; este desprendimiento esta regulado por los factores de transcripción 

BEARSKIN1 y 2, los cuales a su vez son regulados por SMB (Kamiya et al. 2016).   

 

También se han descrito dos factores de transcripción (de la familia MADS-box) 

importantes en el mantenimiento del RAM en Arabidopsis thaliana: AGL12/XAL1 

(AGAMOUS-LIKE 12/XAANTAL1) Y AGL14/XAL2 (AGAMOUS-LIKE14/XAANTAL2). A 

pesar de que ambos regulan el crecimiento de la raíz y la proliferación del meristemo, lo 

hacen por distintos mecanismos: Mientras que XAL1 regula la expresión de algunos 

componentes del ciclo celular como CYCB1;1 (García-Cruz et al. 2016), XAL2 modula la 

distribución de las auxinas en el RAM a través de la regulación de los transportadores de 

eflujo PIN1 y PIN4 (Garay-Arroyo et al. 2013). 

 

3.4.3 Regulación de las hormonas en el RAM 
 

Además de los factores transcripcionales antes descritos, se sabe que las 

hormonas vegetales juegan un papel importante en el mantenimiento del RAM. Estas 

hormonas son moléculas producidas por las plantas que participan en una gran cantidad 

de procesos del desarrollo y respuestas a estímulos ambientales, ya que forman parte 

de una compleja red de regulación involucrando múltiples procesos de proliferación y 

diferenciación (Garay-Arroyo et al. 2012).  

 

Las auxinas, son un grupo de hormonas involucradas en casi todas las etapas del 

desarrollo de la planta y en la formación de órganos (Teale, Paponov and Palme 2006). 

Mediante el sistema reportero DR5:GUS, (el cual contiene elementos de respuesta a 
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auxinas acoplados a la enzima glucoronidasa),  y modelos computacionales, se ha 

descrito que existe un flujo de transporte continuo de esta hormona en el RAM con un 

pico máximo de respuesta en las células del QC, el cuál es necesario para mantener su 

estado indiferenciado (Di Mambro et al. 2017). También se ha descrito un circuito de 

regulación entre el represor de ARF (Factores de respuesta a auxinas), IAA17 (indole-3-

acetic acid 17), y WOX5, en donde WOX5 ayuda a mantener el pico de respuesta a 

auxinas en el QC, mientras que IAA17 restringe la expresión espacial de WOX5 (Tian et 

al. 2014). Los factores PLT pueden controlar el patrón de distribución de los 

transportadores de eflujo de las auxinas llamados PIN de manera dosis dependiente 

(Galinha et al. 2007). Los patrones de auxinas se establecen durante la embriogénesis. 

Un ejemplo de su importancia es que mutantes en ARF5 o IAA12, componentes de la 

vía de señalización de auxinas que establecen estos patrones, no generan hipófisis y por 

consiguiente tampoco la raíz primaria (Hamann et al. 2002).   

 

 Además de factores de transcripción, componentes de ciclo celular y hormonas, 

en la última década se descubrió a la proteína ULTRAPETALA1 (ULT1) como un nuevo 

componente en la red de regulación relacionada con los procesos de proliferación y 

diferenciación de los meristemos. A pesar de que originalmente se le describió como un 

miembro del complejo TrxG que participa en la diferenciación del SAM, cada vez existe 

más evidencia de su capacidad de interacción con diferentes proteínas lo cuál le confiere 

diferentes funciones dependiendo del contexto del desarrollo en el que actúe.  

 

 

 

3.5 ULTRAPETALA1 y su papel en el desarrollo de Arabidopsis 
 

3.5.1 Estructura y conservación de ULTRAPETALA1 
 

ULT1 es una proteína exclusiva de plantas, encontrándose a su vez sólo en 

angiospermas (Figura 3). En su secuencia de aminoácidos posee un motivo B-box, el 

cuál se ha caracterizado que permite la interacción proteína-proteína (Torok and Etkin 

2001). En arroz se ha visto que el motivo B-box es importante para que OsULT1 pueda 
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formar homodímeros (Roy et al. 2019). Igualmente contiene un dominio SAND (llamado 

así por Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-1), el cuál tiene funciones de interacción con el 

DNA (Bottomley et al. 2001). Aunque ULT1 no se encuentra en organismos no 

pertenecientes a las angiospermas, el domino SAND está presente en otras proteínas 

de muchos otros grupos de organismos, y generalmente se encuentra en combinación 

con otros dominios relacionados a interacciones con la cromatina y regulación 

transcripcional, además de cumplir funciones en el desarrollo (Nedelcu 2019). Por 

ejemplo, en el alga multicellular Volvox carteri, la proteína RegA está involucrada en la 

diferenciación de las células somáticas (Kirk et al. 1999); mientras que la proteína DEAF-

1 (Deformed Epidermal Autoregulatory Factor-1) en Drosophila melanogaster es 

necesaria para su desarrollo embrionario (Veraksa, Kennison and McGinnis 2002), a su 

vez, su ortólogo en mamíferos participa en la diferenciación de células epiteliales 

mamarias (Barker et al. 2008). Como último ejemplo, la proteína AIRE, presente en 

mamíferos es importante para regular procesos autoinmunes en el timo (Abramson et al. 

2010), además de que se ha determinado que puede unirse al residuo de H3K4 no 

metilado a través de su dominio PHD para modular la transcripción (Org et al. 2008).  
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Figura 3. ULT1 en angiospermas. Filogenia de proteínas ULT1 de diferentes especies de angiospermas 

creado a partir de la secuencia de aminoácidos con el método de vecino más cercano, mostrando entre 

paréntesis los códigos de las proteínas utilizadas y del lado derecho la familia a la que pertenecen. Los 

números en la base de las ramas indican el bootstrap obtenido de 10000 muestreos. La escala representa 

0.1 sustituciones por sitio. El árbol fue creado con el programa MEGA X.  
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3.5.2 ULT1 como un componente del complejo TrxG 
 

ULT1 es una proteína que se describió por primera vez como un regulador en la 

diferenciación del SAM, ya que sus mutantes de pérdida de función presentan más 

órganos florales, como pétalos y sépalos (Fletcher 2001). Años después se descubrió 

que ULT1 era capaz de regular de manera positiva la expresión de algunos genes 

importantes para la floración, y que su expresión se restringía a los meristemos apicales 

desde el desarrollo embrionario (Carles et al. 2005). En la red de regulación de estos 

genes de floración ya se había descrito que CLF (una de las HMT del complejo PcG) y 

ATX1 ejercían un efecto en su transcripción de manera negativa y positiva, 

respectivamente (Schubert et al. 2006, Alvarez-Venegas et al. 2003). En el 2009 Carles 

y Fletcher descubrieron que ULT1 era capaz de revertir los fenotipos de floración 

temprana generados por las mutantes de la CLF, y que esto era debido a que tienen un 

efecto antagónico sobre la expresión de algunos genes de floración. En este trabajo 

también se descubrió que la proteína ULT1 interactúa físicamente con ATX1, y que su 

ausencia provoca una disminución de la marca de H3K4me3 y un aumento de la marca 

de H3K27me3. Lo interesante es que ULT1 sólo cuenta con un dominio tipo SAND de 

unión al DNA, pero no cuenta con un dominio de metilación de histonas; y a su vez ATX1, 

no cuenta con un dominio de unión al DNA, pero sí con un dominio SET de metilación 

de histonas, por lo que se propuso un modelo mediante el cual ULT1 podría estar 

reclutando a ATX1 sobre sus genes blanco para que pueda activarlos mediante la marca 

de la H3K4me3. Así funcionaría como un coactivador de ATX1 y a la vez como un anti-

represor, ya que impide que CLF pueda colocar la marca de represión H3K27me3. Por 

análisis transcriptómicos se ha observado que cerca de una tercera parte de los genes 

que se expresan diferencialmente en la mutante de ULT1, así como tres cuartas partes 

de los genes diferencialmente expresados en una sobreexpresora de ULT1 son también 

regulados de manera opuesta por CLF, mostrando su función antagónica en regular la 

expresión génica (Tyler, Miller and Fletcher 2019). La interacción física con la HMT ATX1, 

la regulación antagónica con respecto a PcG y su influencia en las marcas de H3K4me3, 

son características que permitieron categorizar a ULT1 como un componente del 

complejo TrxG.  
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Arabidopsis contiene un parálogo a ULT1 en su genoma: ULT2, el cuál puede 

interaccionar físicamente con ULT1, y por análisis genéticos se ha demostrado que tiene 

una función redundante con ULT1 en la diferenciación del SAM, pero que su función no 

es dominante sobre la de ULT1 ya que sólo es posible ver fenotipos de ULT2 en mutantes 

de pérdida de función dobles (Monfared et al. 2013).  

 

3.5.3 Otras funciones de ULT1  
 

Además de su papel en la diferenciación del SAM en conjunto con ATX1, se han 

descrito otras interacciones y funciones para ULT1. En el desarrollo del gineceo, el 

establecimiento del patrón apico-basal y adaxial-abaxial está especificado por los 

factores de transcripción de tipo GARP KANADI (KAN), los cuales pueden interaccionar 

físicamente tanto con ULT1 como con ULT2. En este sentido se demostró que ULT1 

actúa antagónicamente con KAN1 en el establecimiento del eje adaxial-abaxial del 

gineceo, pero ambos actúan en conjunto para establecer el eje ápico-basal a través de 

la restricción en la expresión del factor transcripcional SPATULA (Pires et al. 2014). En 

hoja también se ha observado que ULT1 y KAN1 actúan antagónicamente en el 

establecimiento del eje adaxial-abaxial (Pires, Shemyakina and Fletcher 2015).  

 

Otra función descrita de ULT1 es la que tiene en conjunto con la proteína nombrada 

precisamente por su interacción: ULTRAPETALA INTERACTING FACTOR1 (UIF1). 

Como su nombre lo indica, este factor transcripcional de tipo MYB interactúa físicamente 

con ULT1, y por análisis genéticos y fenotípicos se demostró que participan en la misma 

vía de regulación. Este factor de transcripción puede unirse al promotor del gen 

WUSCHEL, un factor de transcripción encargado del mantenimiento del SAM, 

reprimiendo su transcripción. Esto sugiere que ULT1 en conjunto con UIF1 actúa como 

represor transcripcional de WUS (Moreau et al. 2016), contrastando con su función 

activadora en conjunto con ATX1, a través de la deposición de H3K4me3 (Carles and 

Fletcher 2009).  
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Otra función poco descrita de ULT1 es en la fertilización, ya que mutantes de 

pérdida de función tienen un aumento en la proporción de óvulos abortados, fenotipo que 

no se presenta en las mutantes de ULT2 pero que tampoco se exacerba en las mutantes 

dobles, señalando que la redundancia entre ambas proteínas sólo se presenta en 

algunos contextos del desarrollo (Monfared and Fletcher 2014). Se ha demostrado por 

microarreglos que ULT1 puede regular una gran cantidad de genes relacionados con las 

vías del glicosinolato y glucosinlato implicadas en la respuesta al estrés biótico, actuando 

de manera negativa para genes involucrados en su biosíntesis y catálisis, mientras que 

CLF los regula de manera positiva, mostrando una vez más un antagonismo entre PcG 

y TrxG (Tyler et al. 2019). Aunque las funciones antes descritas no descartan la 

posibilidad de que se lleven a cabo a través de su interacción con ATX1, es importante 

mencionarlas ya que apunta a que ULT1 puede tener una participación en distintos 

procesos del desarrollo y que van más allá de su función como un Trithorax en el SAM.  

 

Además de lo antes mencionado se ha descrito que ULT1 también interactúa 

físicamente con la proteína EMF1, la cual se ha descrito como un componente del 

complejo PRC1 de PcG (Xu et al. 2018). En este trabajo además se observó que la marca 

H3K27me3 depositada por PcG sobre algunos genes de desarrollo de semilla, disminuye 

en la mutante de EMF1. Sorprendentemente esta disminución se hace más pronunciada 

en la triple mutante atx1/ult1/emf1, sugiriendo que ULT1 puede interactuar con EMF1 y 

ATX1 en un complejo que ayuda a mantener la marca de H3K27me3 y el estado 

reprimido en ciertos genes, postulando que ULT1 puede tener funciones en la represión 

transcripcional (Xu et al. 2018). Por otro lado, se ha demostrado que el aumento en la 

expresión de una gran cantidad de genes y en la marca de H3K4me3 en el SAM, 

ocasionado por la ausencia de EMF1, se revierten en ausencia de ULT1 (Pu et al. 2013). 

Esto en conjunto sugiere que el papel antagónico o en conjunto de ULT1 y EMF1 

depende de los genes blanco a los que estén regulando, o bien, aunque no este 

demostrado, por su interacción con otros componentes. Sin embargo, en ambos trabajos 

citados se reporta un aumento de la expresión de FLC en las mutantes sencillas de EMF1 

y ULT1, la cuál aumenta aún más en las mutantes dobles, reforzando una vez más la 

idea sobre el posible papel represor de ULT1. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Se ha establecido que ULT1 regula la expresión de genes importantes en la 

homeostasis del SAM y que puede asociarse físicamente con ATX1, en donde realiza 

una función como parte del complejo TrxG. ATX1 también participa en procesos del 

desarrollo de la raíz, pero el papel de ULT1 en este tejido era desconocido. En este 

proyecto se planteó estudiar la función de ULT1 en el desarrollo de la raíz, así como su 

relación funcional con ATX1 en este tejido a través de análisis fenotípicos y genéticos de 

las mutantes respectivas. Este proyecto permitió generar herramientas que ayudaron a 

definir que la homeostasis del SAM y del RAM dependiente de la proteína ULT1 está 

regulada por mecanismos distintos.   

 

5. HIPÓTESIS 
 

ULT1 regula la expresión de genes con funciones importantes en la organización y 

el mantenimiento del RAM en A. thaliana.  

 

6. OBJETIVOS 
 

  Objetivo general 

 

● Determinar la función de la proteína ULT1 en el desarrollo de la raíz de Arabidopsis 

thaliana. 

 

  Objetivos particulares 

 

● Estudiar la expresión de ULT1 en los diferentes tejidos de la raíz de Arabidopsis thaliana. 

● Describir los fenotipos observados en la raíz de plantas mutantes ult1-3.  

● Determinar que los fenotipos observados en las plantas ult1-3 se deben a la pérdida de 

función de ULT1. 
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● Definir mediante marcadores moleculares y expresión de genes clave, las características 

del SCN en el RAM de mutantes ult1-3.  

● Evaluar la respuesta a auxinas en la raíz de mutantes ult1-3 mediante el uso de 

marcadores moleculares.  

● Caracterizar el estado proliferativo de las células del QC en mutantes ult1-3.  

● Estudiar la relación funcional entre ULT1 y ATX1 en el RAM.  

 

7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y MÉTODOS 
 

7.1 Plantas utilizadas y condiciones de crecimiento 
 

En este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y mutantes 

para el gen de ULT1 pertenecientes a los ecotipos Col_0 (Columbia) y Ler (Landsberg 

erecta). Las plantas mutantes ult1-3 en fondo Ler fueron donadas por la Dra. Fletcher 

(Carles and Fletcher 2009) de la universidad de Berkeley, California; mientras que las 

plantas mutantes ult1-3 en fondo Col (SALK_074642 y SALK_074642C) y las plantas 

atx1-3 (SALK_105214) se obtuvieron directo del stock center del TAIR (The Arabidopsis 

Information Resource) y fueron generadas mediante la integración de un T-DNA con 

Agrobacterium (Alonso et al. 2003).  

Antes de germinar, las semillas se lavaron en agitación con una solución 

desinfectante (Hipoclorito de sodio 20%, Tween 0.01%) durante 15 minutos. 

Posteriormente las semillas se enjuagaron con agua bidestilada estéril y se colocaron en 

placas de plástico con medio MS (Murashigue y Skoog 0.2X, sacarosa 1%, agar 1%, pH 

5.6). Las semillas se estratificaron por 48 horas a 4°C para sincronizar su germinación. 

Las cajas con semillas estratificadas se pasaron a una cámara de crecimiento con 

temperatura constante de 22 °C y ciclo de luz correspondiente a día largo (16 h luz y 8 h 

obscuridad). Las plantas que se utilizaron para amplificar semillas, genotipificar, realizar 

cruzas y hacer transformaciones se pasaron a tierra estéril (Tierra Metro Mix 200) y se 

crecieron a una temperatura de 22°C en condiciones de día largo.  
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7.2 Genotipificación de las plantas mutantes ult1-3 
 

● Extracción de DNA 

Para poder genotipificar las diferentes plantas mutantes se extrajo DNA genómico 

a partir de tejido de hoja de ~0.5cm3 de plantas de ~20 días. Este fragmento fue 

congelado utilizando nitrógeno líquido y se trituró hasta obtener un polvo fino, al cual se 

le agregó 700 l de buffer de extracción (0.2 M Tris HCl, 0.025 M EDTA pH 8, 0.25 M 

NaCl y 0.5% SDS) y se dejó a temperatura ambiente durante 10 min agitando cada 3 

minutos. Posteriormente se le agregó 700 l de fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1), se 

agitó suavemente y se dejó 10 min a temperatura ambiente. La muestra se centrifugó a 

13000rpm durante 15 min, se tomó el sobrenadante, se le agregó 1 volumen de 

isopropanol mezclando por inversión y se dejó 10 minutos a temperatura ambiente. 

Inmediatamente se centrifugó a 13000 rpm por 15 min, se descartó el sobrenadante y se 

lavó el DNA precipitado con etanol al 70%. La muestra fue centrifugada a 13000rpm por 

5 minutos, se descartó el sobrenadante, se dejó secar el DNA y se resuspendió en 20 l 

de agua libre de nucleasas. La muestra se guardó a -20°C hasta su utilización. La 

concentración y calidad final del DNA se determinó con el espectrofotómetro NanoDrop 

2000 para cada una de las muestras.  

 

● Amplificación por PCR 

Para identificar que las plantas ult1-3 y atx1-3 tuvieran la inserción de T-DNA en su 

genoma en homocigosis se realizó la siguiente estrategia: Se utilizaron oligos que 

flanquean la inserción del T-DNA, de tal manera que sólo para las plantas que no tuvieran 

la inserción, generarían un amplicón (Figura 4). Para identificar que la inserción de T-

DNA estaba en la región correcta, se utilizaron oligos específicos para el gen de interés 

en conjunto con un oligo interno del T-DNA denominado LBC1. En este caso, sólo las 

plantas que tienen la inserción de T-DNA en su genoma son capaces de generar un 

amplicón. Los nombres de los oligos utilizados y su secuencia se muestra en la Tabla 

S1. Para determinar si la mutante ult1-3 era nula; es decir, que no expresara el mRNA 
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Promotor 3´UTR

T-DNA

5’ UTR

PAULT1pcrF

PAULT1pcrR

100pb

Región intergénica

LBC1

ULT1_exon_DO F EP_ULT1R

de ULT1, se diseñaron oligos que específicamente fueran capaces de diferenciar 

transcritos de DNA genómico. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando una 

mezcla a concentración final de 1x PCR Buffer (Invitrogen), 1.5 mM Mg, 0.2 mM dNTPs, 

0.2 mM de oligos y 1 U de Taq polimerasa. Las condiciones fueron 94°C 4 min y 30 ciclos 

de 94°C 30 seg, 55°C 30 seg y 72°C 1 min. Los productos de PCR fueron separados en 

un gel de agarosa al 1% y teñidos con EpiQuik DNA Stain y observados en un 

fotodocumentador con una excitación de 520 nm.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema del gen ULT1y localización de los oligos utilizados en la caracterización de las plantas 

ult1-3. Los oligos PAULT1pcrF y LBC1 se utilizaron para amplificar el T-DNA dando un tamaño de 318pb; 

los oligos PAULT1pcrF y PAULT1pcrR para amplificar el gen endógeno con un tamaño de 662pb; los 

oligos ULT1_exon_DO_F y EP_ULT1R se utilizaron para amplificar el mRNA con un tamaño de 557pb.  

 

7.3 Análisis morfológico de raíz 
 

● Identificación de células de columela 

Para realizar los análisis morfológicos de las células de columela en raíz se 

utilizaron plantas de 5 días de crecimiento post siembra (dps) en placas. Las raíces se 

tiñeron con lugol durante 2 min y posteriormente se montaron en un portaobjetos con 

una solución aclaradora (Hidrato de cloral 80%, glicerol 20%) e inmediatamente fueron 

observadas al microscopio de luz. Se tomaron fotos digitales a 40X desde la punta de la 

raíz utilizando un microscopio Olympus BX60.  
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● Pseudo-Schiff y caracterización del RAM 

Para realizar las mediciones de cada una de las células que componen al RAM las 

raíces fueron tratadas con el método de Pseudo-Schiff ioduro de propidio (PS-IP), el cual 

nos proporciona un mayor contraste de la pared celular y mantiene la muestra fijada para 

futuras observaciones. Se utilizaron plantas de 5 dps, crecidas en placas con medio MS 

que posteriormente se fijaron en una solución de etanol 50% y ácido acético 10% durante 

un día a 4°C. Al día siguiente se lavaron las muestras 3 veces con agua destilada y se 

incubaron en ácido peryódico al 1% durante 40 minutos a 37°C. En seguida se lavaron 

las muestras con agua destilada y se incubaron en reactivo de Schiff (metabisulfito de 

sodio 100 mM, HCL 0.15 N) con una concentración de yoduro de propidio de 75 g/ml a 

temperatura ambiente durante 2 horas. Las muestras se lavaron 3 veces con agua 

destilada y se dejaron en una solución hidratante de DMSO 2% y glicerol 30% durante 2 

días. Finalmente, las muestras se montaron en portaobjetos con una solución de NaI 

85% P/V, Na2S2O3 0.2% P/V en glicerol 65%. Se tomaron imágenes digitales a través de 

un microscopio de luz a 40x abarcando desde la punta de la raíz hasta las primeras 10 

células del córtex arriba del primer pelo radicular. Las imágenes se guardaron en formato 

Tiff, y mediante el software Fiji se realizaron conteos y mediciones de cada célula del 

córtex. Los datos obtenidos se vaciaron con un software diseñado para determinar 

distintos parámetros del RAM (Pacheco-Escobedo et al. 2016).  

 

● Cinética de crecimiento de raíz  

Después del proceso de desinfección y estratificación, las placas de MS con 

semillas fueron colocadas en una cámara de crecimiento con una temperatura constante 

de 22°C y un fotoperiodo de día largo. Durante 12 días se marcó el crecimiento diario de 

la raíz principal directamente sobre la placa, y en el día 12 las placas fueron registradas 

utilizando un escáner para digitalizar las imágenes y analizarlas mediante el software Fiji.  
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7.4 Transformación de plantas con Agrobacterium tumefaciens 
 

Se inoculó la cepa de Agrobacterium tumefaciens que contiene la construcción 

pGWB4:pULT1:ULT1:GFP (Petrone, 2016) en 3 ml de medio LB con una concentración 

de 50 g/ml de Kanamicina y 100 g/ml de Rifampicina y se incubó en agitación por 24 

h a 30°C. Posteriormente el precultivo se vació en 200 ml de medio LB con 50 g/ml de 

Kanamicina y 50 g/ml de Rifampicina y se incubó por 24 hrs a 30 °C. Pasando las 24 

hrs, el cultivo se centrifugó a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se resuspendió el 

pellet en una solución de sacarosa 5% y Silwet L-77. Para las transformaciones se 

seleccionaron plantas Ler y Col silvestres, así como plantas mutantes ult1-3 en ambos 

fondos que tuvieran un escapo floral de, aproximadamente, 2 cm de longitud y que 

presentaran botones de flores cerrados. Las flores se sumergieron en la solución con 

Agrobacterium durante 90 segundos y se cubrieron de la luz durante 12 hrs. Las plantas 

fueron crecidas en una cámara con temperatura constante de 22°C y un fotoperiodo de 

día largo hasta obtener semillas. Las semillas se desinfectaron y se crecieron en un 

medio selectivo MS con una concentración de 40 g/ml de Kanamicina para las plantas 

silvestres transformadas, mientras que para las plantas ult1-3 transformadas se utilizó 

higromicina a 25 g/ml. Finalmente las semillas resistentes a kanamicina e higromicina 

se seleccionaron y se crecieron en tierra para su posterior caracterización.  

 

7.5 Cruzas de plantas ult1-3 con plantas con reporteros 
 

Se crecieron plantas ult1-3 en placa de medio MS durante 10 días y posteriormente 

se pasaron a tierra. A la par se crecieron plantas pSCR:GFP, pWOX5:GFP, DR5:GUS, 

J2341:GFP y Q1630:GFP en placa de medio MS durante 10 días, para después ser 

pasadas a tierra. Para realizar las cruzas se tomaron flores inmaduras de plantas ult1-3, 

en las cuales aún no se han desarrollado por completo las anteras para evitar la 

autopolinización. Se les desprendieron los pétalos, sépalos y las anteras inmaduras, 

dejando solamente el pistilo. En seguida se tomó el polen de las plantas con los 

marcadores asociados a GFP y con éste se cubrió el estigma de las plantas ult1-3. Una 

vez que se desarrolló el fruto, se tomaron las semillas y se dejaron en bolsas de papel 
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durante una semana para que se secaran completamente. Para los marcadores 

Q1630:GFP , J2341:GFP y QC25:GUS se realizó una cruza control con plantas WT fondo 

Col, debido a que estos marcadores se encuentran en el ecotipo Wassilewskija (WS). 

Las semillas producto de las cruzas (T0) se crecieron en placas de medio MS y se 

tomaron a los 5 dps para observarse al microscopio de fluorescencia, en el caso de los 

marcadores con GFP, mientras que las cruzas con el reportero GUS se analizaron como 

más adelante se describe. Las plantas positivas para los marcadores se crecieron en 

tierra hasta que generaron semillas (T1). La generación T1 se creció directamente en 

tierra. Una vez que desarrollaron hojas, se tomó una muestra y se extrajo DNA genómico 

utilizando el protocolo ya descrito para caracterizar la presencia de la inserción de T-DNA 

mediante PCR de punto final. Las plantas que resultaron heterocigotas u homocigotas 

se dejaron crecer hasta la obtención de semillas, las cuales corresponden a la 

generación T2. Las raíces fueron fotografiadas utilizando microscopia confocal Nikon 

Eclipse Ti‐E para los reporteros acoplados a GFP. Los niveles de fluorescencia de GFP 

en el caso de pWOX5:GFP y pSCR:GFP se midieron utilizando la plataforma Fiji, 

midiendo la densidad integrada. A partir de los valores obtenidos se realizó un promedio 

para las plantas silvestres asignándoles el valor de 1 para obtener la intensidad de 

fluorescencia relativa.  

 

7.6 Ensayos de GUS 
 

Se crecieron plantas DR5:GUS y QC25:GUS  en placas de medio MS 0.2X en agar 

durante 5 días. Posteriormente las muestras se retiraron y se colocaron en una solución 

de revelado de GUS (Na3PO4 50mM, Ferricianuro 2 mM, Ferrocianuro 2 mM, Tritón 

0.1%, X-Gluc 25 g/l) durante 3 horas en obscuridad a 37ºC. Una vez terminado el 

tiempo de revelado, las muestras se pasaron a ETOH 100% para parar la reacción; 

posteriormente, se lavaron con PBS 1X y se montaron en portaobjetos con una solución 

de PBS1X+Glicerol 65%. Posteriormente, se fotografiaron utilizando el microscopio 

Olympus BX60.  
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7.7 Ensayos de incorporación de Edu (5-Etinil-2'-desoxiuridina) 
 

Se crecieron plantas en placas de medio MS en agar durante 4 días. 

Posteriormente, se traspasaron a MS líquido 0.2X suplementado con Edu a 10 M, y se 

incubaron durante 20 hrs a 22ºC en agitación. Posteriormente, las muestras se retiraron 

del medio líquido y se fijaron en vacío con PFA (Paraformaldehído) al 3.7% durante 15 

min. Se retiró la solución de PFA y se lavaron las muestras con PBS (Phosphate-buffered 

saline) 1X + BSA (Bovine Serum Albumin) 3% dos veces durante 10 min y dos veces 

más con PBS 1X durante 10 min. Inmediatamente después, las muestras se montaron 

en portaobjetos cargados Superfrost™ (ThermoFisher) y se dejaron secar toda la noche 

a temperatura ambiente. Al día siguiente, las muestras se rehidrataron con MTBS 

(Microtubules stabilizing buffer) 1X durante 15 min. Se retiró la solución del portaobjeto 

y se permeabilizó la muestra con una solución de PBS 1X+BSA 3%+tritón 0.5% durante 

20 min en agitación suave. Se removió la solución de permeabilización y se realizaron 2 

lavados con PBS 1X+BSA 3% por 5 min y 10 lavados más con PBS 1X por 5 min. 

Posteriormente se agregó la solución de revelado Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 555 

(ThermoFisher), de acuerdo con las condiciones del fabricante, durante 30 min. Pasado 

el tiempo de revelado se lavó la muestra con PBS 1X +BSA 3% durante 5 min y con PBS 

1X 2 veces más durante 5 min. Se retiró la solución de lavado y se realizó el montaje con 

una solución antifade de Mowiol. Inmediatamente después, las muestras se fotografiaron 

utilizando un microscopio confocal Nikon Eclipse TiE.  

 

7.8 Tratamientos con auxinas 
 

Se crecieron plantas en placas de medio MS en agar durante 5 días y 

posteriormente fueron transferidas a medio MS líquido con ácido 3 Indolacetico (IAA) 200 

nM o ácido 1-naftalenacético (NAA) 500 nM dependiendo del experimento. Se incubaron 

durante 12 hrs y, posteriormente, se revelaron con solución de GUS, como se describió 

anteriormente.  
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7.9 Extracción de RNA y qPCRs 
 

Para los experimentos de expresión de genes relacionados a QC se tomaron 

aproximadamente 0.5 cm de la punta de raíz, mientras que para los genes restantes se 

tomó la raíz completa de, aproximadamente, 240 plantas, las cuales se guardaron en 

tubos eppendorf de 1.5ml, para su congelación en nitrógeno líquido. Las muestras 

congeladas se trituraron con un mortero estéril hasta obtener un polvo fino. La extracción 

de RNA se llevó a cabo con el kit Quick-RNATM MiniPrep de ZYMO Research bajo el 

protocolo sugerido por el fabricante. El RNA se corrió en geles desnaturalizantes de 

MOPS 1%, Formaldehído 6% y se calibró partiendo de una concentración de 200ng, los 

cuales se cuantificaron con NANODROP 2000. Una vez calibradas las muestras de RNA, 

se tomó 1g de cada muestra y se realizó una retrotranscripción utilizando el kit 

SuperScriptTMIII Reverse Trancriptase de la compañía Invitrogen, siguiendo el protocolo 

sugerido por el fabricante. Las muestras se guardaron a -20°C hasta su utilización. Las 

qPCRs se realizaron utilizando MaximaTM SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) de 

Thermo ScientificTM bajo las instrucciones del fabricante en un termociclador StepOneTM. 

Los valores CT se calcularon usando el algoritmo Miner (Zhao & Fernald, 2005). La 

expresión relativa fue calculada con el método de E-CT (donde E es la eficiencia de 

cada oligo calculada con el software Miner (Rao et al. 2013) usando tres réplicas 

biológicas con un duplicado técnico considerando a RNAH (AT1G58050) y TIP41 

(AT4G34270) como genes de referencia.  

 
 

8. RESULTADOS 
 

8. 1 Genotipificación de las mutantes ult1-3 
 

Para la realización de este trabajo, se usaron plantas mutantes de pérdida de 

función para el gen de ULT1, generadas a partir de una inserción de T-DNA. Se usaron 

las plantas ult1-3 en el fondo Ler (ult1-3Ler) y su respectiva planta silvestre (WTLer). Así 

como mutantes ult1-3 en el fondo Col, que fueron nombradas simplemente ult1-3 para 

diferenciarlas de las mutantes del fondo Ler; en tanto que sus respectivas plantas 
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silvestres fueron nombradas como WT. Cabe mencionar que las mutantes ult1-3Ler se 

obtuvieron por una serie de tres retrogresiones de ult1-3 en plantas del fondo Ler (Carles 

et al. 2004), por lo tanto, ambas líneas tienen el mismo alelo mutado, pero en diferente 

fondo genético. Por ello, primero se comprobó que la inserción de T-DNA estuviera 

presente en el gen ULT1 y que estuviera en homocigosis. Para tal fin se realizaron 

reacciones de PCR con oligos que amplifican el alelo endógeno y la inserción de T-DNA. 

En la Figura 5 a se muestra un gel representativo resultado de una PCR donde se 

observa que las plantas WT y WTLer, sólo tienen el gen endógeno (End), mientras que 

las plantas mutantes ult1-3 y ult1-3Ler sólo tiene un producto de PCR que corresponde a 

la inserción de T-DNA, comprobando que ambas plantas mutantes tienen la inserción en 

homocigosis.  

 

Figura 5. Caracterización de plantas ult1-3 en fondo Ler y Col. a) Amplificación por PCR del gen endógeno 

(End) y la inserción de T-DNA (T-DNA) utilizando DNA genómico de plantas silvestres y mutantes en los 

fondos Col y Ler. Amplificación por PCR semicuantitativa de un fragmento del cDNA de b) ULT1 ULT2 en 

plantas silvestres y mutantes en los fondos Col y Ler, utilizando al gen de TUBULINA2 (Tub2) como control 

de carga. c) Expresión relativa de ULT1 en plantas WT y mutantes en ambos fondos calculada mediante 

qPCR.  
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Para comprobar que la inserción del T-DNA provoca una pérdida en la expresión 

del gen ULT1, se realizó una PCR semi-cuantitativa utilizando como templado cDNA de 

raíces de plantas de 5 dps. El ensayo se realizó para WT y WTLer y para las mutantes 

ult1-3 y ult1-3Ler. En la Figura 5b se observa que solamente las muestras 

correspondientes a las plantas silvestres amplificaron un fragmento del cDNA de ULT1. 

El mismo resultado se obtuvo mediante una PCR cuantitativa (Figura 5c). Estos 

resultados indican que las plantas ult1-3, efectivamente, son de pérdida de función en 

ambos fundos. En los siguientes experimentos se decidió trabajar solamente con el fondo 

Col debido a que muchos de los marcadores celulares disponibles se encuentran en este 

fondo, evitando posibles artefactos ocasionados por el uso de híbridos. Durante estos 

experimentos también se realizó la identificación del gen parálogo ULT2 en plantas 

mutantes y WT, encontrando que ULT2 se expresa en raíz, y que su expresión persiste 

en los fondos mutantes ult1-3, incluso parece que su expresión aumenta un poco en los 

alelos mutantes con respecto al WT, tanto en el fondo Col como en el fondo Ler (Figura 

5b).  

Previo a la caracterización de la expresión de ULT1 en los fondos mutantes, se 

probaron diferentes combinaciones de oligos con lo cual se pudo determinar la presencia 

de otros RNAs que no corresponden al RNA mensajero del gen de ULT1 (Figura 6).  
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Figura 6. RNA no codificante en el locus de ULT1. A) Esquema del gen ULT1 con las posiciones de los 

oligos utilizados para su caracterización. Fotos de geles de agarosa con productos de PCR de punto final 

con diferentes combinaciones de oligos en b) Muestras de plantas Col y c) de plantas Ler. Todas las PCRs 

se realizaron a partir de cDNA de raíces de 5dps. 

Lo primero que se detectó fue una amplificación usando los oligos ULT1_DO_qF y 

ULT1_DO_qR, observando un enriquecimiento en las plantas mutantes respecto a las 

WTs de ambos fondos genéticos (Figura 6b, c). Esto resultó contradictorio, ya que se 

trataba de una mutante, en donde la inserción no permitiría la obtención de este amplicón 

en las condiciones usadas, puesto que este par de oligos no flanquea ningún intrón.  Este 

resultado no permitía determinar si se trataba de una mutante de pérdida de función o si 

el amplicón correspondía a otras especies de RNA diferentes al mRNA de ULT1. 

Utilizando los oligos ULT1qF2 y EP_ULT1R se detectó un RNA que se amplificaba a 

partir del primer intrón y que se extendía hasta el último exón, y que mostró mayores 

niveles de acumulación en el fondo mutante. A su vez, PCRs con las combinaciones de 

los oligos ULT1lncF y ULT1lncR, localizados en la región 5’UTR del gen, mostraron que 

una especie de RNA contenía la región 5’UTR de ULT1, mientras que cuando se usaban 

los oligos ULT1_DO_qF y ULT1lncR2, localizados en la región 3’UTR de ULT1, también 
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se detectaba un RNA. Estas especies de RNA sólo se encontraron en los mutantes 

(Figura 6b, c). Cabe mencionar que para estos ensayos se comprobó que el RNA aislado 

no contenía contaminación de DNA genómico (Figura S1). Con estos datos pudimos 

determinar que existe un RNA que se expresa a partir del gen de ULT1 y que no 

corresponde con su mRNA, el cuál se transcribe tomando el intrón del gen hasta su 

último exón. Otro aspecto interesante es que el enriquecimiento de este RNA aumenta 

en los fondos mutantes, e incluso algunas moléculas de RNA, solo se transcriben en los 

fondos mutantes. Esto sugiere que la presencia del T-DNA puede tener efectos no sólo 

abatiendo la expresión del gen endógeno ULT1, sino que también puede promover la 

expresión de otros RNAs e incluso provocar una expresión de RNAs que de manera 

silvestre no se expresan. Debido a que estos experimentos se realizaron tanto para el 

fondo Col como para el fondo Ler, se puede observar que este comportamiento no es un 

artefacto producto del fondo genético; sin embargo, con estos ensayos no es posible 

determinar si se trata de diferentes especies de RNA o si todas corresponden a una sola 

molécula, así como tampoco su longitud, y más importante aún, si estas especies tienen 

alguna función endógena en la planta o si interfieren con la función de ULT1.  

 

8.2 Patrón de Expresión de ULT1 en la raíz de Arabidopsis 
 

Para determinar el patrón de expresión de ULT1 en la raíz, se transformaron plantas 

WT con la construcción pULT1:ULT1:GFP en el plásmido PGWB4, el cual contiene el 

gen completo con sus dos intrones y sus tres exones, con una región promotora de 1295 

pb río arriba del inicio de la transcripción. Se decidió usar esta construcción ya que 

permitía observar por microscopia confocal la localización espacial de la proteína in vivo 

bajo su propio promotor. Las plantas generadas con esta construcción mostraron que la 

localización de la proteína ULT1 podría ser nuclear, con cierta proporción también 

localizada en el citosol (Figura 7). En la raíz, se expresa en el RAM (Figura 7a), en donde 

su expresión es menor en el haz vascular, comparada con la observada en la 

endodermis, córtex y epidermis (Figura 7a, c). También se puede apreciar que ULT1 

presenta un gradiente de expresión que disminuye conforme se aleja del dominio de alta 

proliferación, y que esta expresión se ve concentrada en círculos en el centro de las 
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células (Figura 7a, b). En la zona de diferenciación, ULT1 se expresa en las células del 

córtex y endodermis (Figura 7d). En el SCN, ULT1 se expresa en el QC, en las células 

iniciales del haz vascular, en las células iniciales de córtex/endodermis, y en las células 

iniciales de columela, pero de manera interesante, ULT1 no se expresa en las células de 

columela ya diferenciadas (Figura 7b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Expresión de ULT1 en raíz. Fotos de raíces pULT1:ULT1:GFP de 5dps teñidas con yoduro de 

propidio y tomadas con microscopía confocal. (a) Expresión de ULT1 en un plano medio del RAM; (b) 

Expresión de ULT1, en donde se marca el QC y las células iniciales de columela; (c) Expresión de ULT1 

en un plano exterior de la raíz; (d) Expresión de ULT1 en plano medio de una zona ya diferenciada. Las 

barras blancas representan 20M. 
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8.3 Fenotipo de la mutante ult1-3 en la raíz de Arabidopsis 
 

● Longitud total de la raíz primaria en ult1-3  

Para la caracterización de los fenotipos de ult1-3 se realizaron dos experimentos 

independientes, en donde se colocaron 32 semillas de WT y 32 semillas de ult1-3 en 

placas con medio MS para seguir su crecimiento durante 12 días. No se encontraron 

diferencias significativas en el tamaño total de la raíz a lo largo de 12 días de crecimiento 

entre las plantas mutantes ult1-3 y las plantas WT (Figura 8a, b). Esto concuerda con lo 

observado en el fondo Ler previamente reportado por Petrone en el 2016 (Datos 

publicados en Tesis), en donde no encontró diferencias en los tamaños totales de la raíz 

(Figura 9a, b).            

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. La mutación en ULT1 no afecta el tamaño de raíz ni el tamaño del RAM. (a) Imagen 

representativa de raíces WT y ult1-3 de 12dps. (b) Cinética de crecimiento de la raíz principal de plantas 

WT y ult-3 durante 12 días(n≥80). (c) Imagen representativa tomada con microscopia de campo claro de 

raíces de plantas WT y ult1-3 de 5dps tratadas con PS-IP. (d) Número de células corticales del RAM de 

raíces de plantas WT y ult1-3 de 5dps (n≥25). (e) Longitud de los dos diferentes dominios que componen 

al RAM de raíces de plantas WT y ult1-3 de 5dps (n≥25). (f) Imágenes representativas de células corticales 

completamente elongadas de raíces de plantas WT y ult1-3 de 5dps. (g) Tamaño de la célula cortical 

completamente elongada de raíces de plantas WT y ult1-3 de 5dps (n≥20). TD= Dominio de transición; 

PD= Dominio de proliferación.  
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● Caracterización del meristemo de la raíz en ult1-3  

Para realizar la determinación de los distintos dominios que constituyen al RAM, en 

las mutantes ult1-3, se fijaron raíces con el método de Pseudo-Schiff (PS-IP) y se 

obtuvieron imágenes al microscopio. Se cuantificó la longitud de cada célula del córtex, 

comenzando por la primera célula siguiente a la célula inicial de córtex y endodermis 

hasta la zona donde ya se encontraban los pelos radicales. Todos los datos fueron 

analizados con el software diseñado por Pacheco et al. (2016), cuyo algoritmo para 

delimitar los diferentes dominios del RAM se basa en el cambio de pendientes en los 

tamaños de las células del córtex. En las Figuras 8c y 9c se muestran imágenes 

representativas de raíces de 5 dps ult1-3 y ult1-3Ler con sus respectivos controles, 

indicando con flechas en los bordes de los dominios PD y TD calculados con el programa. 

Al analizar los distintos parámetros que conforman al RAM, no se encontraron diferencias 

significativas en el número de células que conforman al RAM, ni en las longitudes de las 

distintas zonas de la raíz, entre las plantas silvestres y las plantas mutantes ult1-3, en 

ninguno de los dos fondos genéticos Col y Ler (Figura 8d, e; Figura 9d, e). Del mismo 

modo, no se observaron diferencias en la expresión del marcador de proliferación 

CYCB1;1:GUS (Figura S2), indicando que la mutante en ULT1 no tiene efectos en la 

proliferación del RAM.  

Debido a que no encontramos diferencias en el meristemo, decidimos explorar si 

ULT1 pudiera tener alguna función en la elongación celular. Para esto se midieron las 

primeras 20 células de córtex hacia la parte proximal de las hojas de raíces de 5 dps, 

justo donde comienza la zona de diferenciación; es decir, donde aparece el primer pelo 

radical en las células de la epidermis. No se encontraron diferencias en la longitud de las 

células completamente elongadas entre raíces WT y ult1-3 (Figura 8f, g), indicando que 

ULT1 tampoco participa en la elongación celular. Además, se realizaron mediciones de 

los distintos dominios del RAM en el fondo Ler, donde tampoco se encontraron 

diferencias (Figura 9d, e). Estos datos en conjunto demuestran que ULT1 no influye en 

el crecimiento de la raíz principal, ni en el número de las células que componen al RAM.
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Figura 9. La mutación en ULT1 no afecta el tamaño de raíz ni el tamaño del RAM en el fondo Ler. (a) 

Imagen representativa de raíces WTLer y ult1-3Ler de 12dps. (b) Cinética de crecimiento de la raíz principal 

de plantas WTLer y ult1-3Ler durante 12 días(n≥22). (c) Imagen representativa tomada con microscopia de 

campo claro de raíces de plantas WTLer y ult1-3Ler de 5dps tratadas con PS-IP. (d) Número de células 

corticales del RAM de raíces de plantas WTLer y ult1-3Ler de 5dps (n≥12). (e) Longitud de los dos diferentes 

dominios que componen al RAM de raíces de plantas WTLer y ult1-3Ler de 5dps (n≥12). TD= Dominio de 

transición; PD= Dominio de proliferación. 

● Fenotipo del SCN en las mutantes ult1-3  

Al analizar la morfología del SCN en plantas mutantes ult1-3 observamos que 

existían cambios fenotípicos importantes (Figura 10). Mientras que en el SCN de las 

raíces WT y WTLer se observan capas continuas por debajo del QC (Figura 10a, d), en 

las plantas mutantes se observó una morfología del SCN irregular (Figura 10c, f), así 

como la presencia de planos de división en las células del QC (Figura 10b, e). Al realizar 

una cuantificación se observó que el 56.6% de las mutantes ult1-3 presentaron el 

fenotipo de SCN irregular, de los cuales un 36.6% presentaron divisiones en el QC. Esto 

contrasta con lo encontrado en plantas WT, en donde no encontramos raíces con un 

SCN irregular y sólo el 16% mostró divisiones en el QC (Figura 10h). Cuando 

complementamos las mutantes con la construcción pULT1:ULT1:GFP observamos un 

rescate casi total del fenotipo de SCN irregular y de divisiones en el QC (Figura 10g, h), 
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demostrando que es la ausencia de la proteína ULT1 la causante de los cambios en la 

morfología del SCN. 

 

 

Figura 10. ULTRAPETALA1 es requerida para mantener la organización del nicho de células troncales 

(SCN). (a-g) Imágenes representativas de microscopia confocal del SCN de raíces de 5 dps de plantas: 

(a) WTLer, (b) ult1-3Ler con divisiones en el QC; (c)ult1-3Ler con un SCN con una morfología irregular; (d) 

WT; (e) ult1-3 con divisiones en el QC; (f) ult1-3 con un SCN con morfología irregular; (g) Plantas 

complementadas ult1-3/pULT1:ULT1:GFP. (h) Cuantificación de los fenotipos de SCN normales e 

irregulares, así como de QC con divisiones en raíces WT y ult1-3 (n ≥ 22). Las imágenes en las cajas son 

amplificaciones al SCN, y los asteriscos blancos marcan las células del QC. Las raíces fueron teñidas con 

ioduro de propidio. Las barras blancas representan 20 μm. 
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● Fenotipo de ult1-3 en las células de la columela 

Debido a que se encontró un cambio en la arquitectura del SCN, se decidió 

investigar si este cambio no sólo era morfológico, sino si también estaba relacionado con 

algún cambio en la identidad celular. Para esto se decidió trabajar con las CIC ya que 

una de sus características principales es la ausencia de gránulos de almidón, los cuales 

sólo se encuentran en células de columela diferenciadas (DCC). Mientras que en las 

raíces WT el 72% de las raíces analizadas presentaron una capa de CIC (sin gránulos 

de almidón) (Figura 11a), en las mutantes ult1-3 sólo el 27% presentó una capa de CIC, 

mientras que el 71.2% de las plantas no mostró CIC (Figura 11b, d). La ausencia de CIC 

en la mutante se refleja por un aumento en las capas de las DCC (Figura 11e). Cuando 

la mutante ult1-3 se complementó con la construcción pULT1:ULT1:GFP, fue posible 

determinar que el fenotipo de acumulación de almidón en las CIC se revierte, 

observándose una capa de CIC sin gránulos de almidón (Figura 11c). La presencia de 

gránulos de almidón en las células inmediatamente debajo del QC en las plantas ult1-3, 

sugiere que estas células ya están diferenciadas, lo cual se pudo corroborar mediante el 

uso de cruzas con el marcador Q1630:GFP, cuya señal se restringe solamente a las 

DCC (Sabatini et al. 2003). A diferencia de las raíces WT, en donde la marca del reportero 

se observa sólo en las capas debajo de las CIC, correspondientes a las DCC (Figura 

11f), en las raíces ult1-3 la marca se intensifica y se presenta ectópicamente en células 

de la cofia lateral (Figura 11g), y de manera interesante se presenta justo por debajo del 

QC, como se puede observan en una imagen que se obtuvo con menor intensidad de 

laser (Figura 11h). Además de este marcador, se realizaron cruzas de la mutante ult1-3 

con el marcador J2314:GFP, el cual se expresa preferencialmente en las CIC y el QC 

(Figura 11i). Como se esperaba, en las cruzas ult1-3/J2341:GFP se observó la ausencia 

del marcador en el QC y una disminución de la marca en las células iniciales (Figura 11j). 

Con estos datos se demuestra que la proteína ULT1 es importante para mantener el 

estado indiferenciado y la identidad de las CIC. 
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Figura 11. ULT1 es necesario para el mantenimiento del SCN. a-c) Imágenes representativas obtenidas 

por microscopía óptica de raíces teñidas con lugol. d) Frecuencia de las capas de CIC en raíces WT y ult1-

3 (n≥23). e) Frecuencia de las capas de DCC en raíces WT y ult1-3 (n≥23).f-h) Imágenes representativas 

obtenidas por microscopía confocal del marcador de enhancer trap Q1630:GFP en raíces de 5dps en 

plantas  WT (f) y ult1-3 (g-h). i-h) Imágenes representativas obtenidas por microscopia confocal del 

marcador de enhancer trap J2341:GFP en plantas WT (i)  y ult1-3 (j). Los asteriscos blancos marcan el 

QC, mientras que los asteriscos negros marcan las CIC. Las barras blancas representan 20 µM. 

CIC=Células iniciales de columela, DCC= Células diferenciadas de columela.  
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8.4 Función de ULT1 en la raíz y su relación con ATX1  
 

Debido a que se ha reportado que ULT1 interacciona físicamente con ATX1, y a 

que esta interacción es importante para una adecuada deposición de la marca de 

H3K4me3 en algunos genes clave para el desarrollo del SAM (Carles & Fletcher 2009), 

nos preguntamos si en el RAM existía un mecanismo similar; es decir, si la función de 

ULT1 en el RAM se da a través de ATX1. Para abordar esta pregunta y conocer la 

relación genética que existe entre estos genes se analizaron los fenotipos de las raíces 

de las mutantes sencillas atx1-3 y ult1-3, y de la mutante doble atx1-3/ult1-3, la cual se 

obtuvo por cruza de las mutantes sencillas. 

Al estudiar la longitud de la raíz principal, se observó que la mutante simple atx1-3 

presenta raíces más cortas y un meristemo con un menor número de células respecto a 

las raíces WT (Figura 12a, b), lo cual concuerda con el fenotipo previamente reportado 

(Napsucialy-Mendivil et al. 2014). De igual manera, la doble mutante atx1-3/ult1-3 

presentó los mismos fenotipos que la mutante sencilla de atx1-3, mostrando que, a 

diferencia de ATX1, ULT1 no participa en estos procesos. También se analizó el fenotipo 

de la parte aérea, en donde se notó que ult1-3 genera una floración tardía, en tanto que 

la mutante atx1-3 luce muy similar a la WT. La mutante atx1-3/ult1-3 muestra un fenotipo 

similar a la mutante sencilla de atx1-3 y a la planta WT, mostrando que este fenotipo de 

ult1-3 requieren de la función de ATX1 (Figura S3).  

Como se mostró anteriormente, ULT1 se requiere para mantener la identidad de 

las CIC (Figura 11); ya que ult1-3 carece de estas células. En contraste, la mutante atx1-

3 no tiene este defecto e incluso una parte de su población presenta dos capas de CIC 

(Figura 12c, d). Cuando analizamos la doble mutante observamos que las proporciones 

de CIC son muy similares a la de la mutante sencilla ult1-3 (Figura 12c, d). Con respecto 

a las DCC, la mutante ult1-3 presenta un aumento en la frecuencia de raíces con 6 capas 

de DCC, mientras que las mutantes atx1-3 muestran un aumento en la frecuencia de 

raíces con 4 capas de DCC. En la doble mutante se observa un aumento en la frecuencia 

de raíces con 6 capas de DCC, pero a diferencia de la mutante sencilla ult1-3 no presenta 

raíces con 7 capas de DCC, y en contraste con atx1-3, tiene una muy baja frecuencia de 

raíces con 4 capas de DCC (Figura 12c, e).  
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Figura 12. ATX1 y ULT1 actúan independientemente en la raíz. a) Cinética de crecimiento de la raíz 

primaria en plantas WT, ult1-3, atx1-3 y atx1-3/ult1-3 durante 12 días (n=12). b) Número de células 

corticales del RAM en plantas WT, ult1-3, atx1-3 y atx1-3/ult1-3. Las letras representan diferencias 

significativas (p<0.005, ANOVA con prueba de comparación múltiple de Tukey’s). c) Imágenes 

representativas de microscopía óptica teñidas con lugol, los asteriscos negros marcan el QC mientras que 

los asteriscos blancos marcan las CIC. d) Frecuencia de las capas de CIC en raíces WT, ult1-3, atx1-3, 

atx1-3/ult1-3 (n=28). e) Frecuencia de las capas de DCC en raíces WT, ult1-3, atx1-3, atx1-3/ult1-3 (n=28). 

CIC=Columella initial cells; DCC=Diferentiated columella cells. La barra representa 20 µM. 

Por otro lado, se midieron algunos genes relacionados al mantenimiento del SCN 

en las mutantes sencillas, encontrándose una desregulación del factor transcripcional 

XAL2 sólo en las mutantes atx1-3, pero no en las mutantes ult1-3 (Figura S4). Estos 

resultados en conjunto sugieren que tanto ATX1 como ULT1 tienen una función en el 

RAM, pero la función de cada una de ellas es independiente y tejido específicas. Mientras 

que la función de ATX1 está relacionada con el meristemo proximal de la raíz controlando 

el tamaño del RAM y la longitud de la raíz, la función ULT1 parece estar más relacionada 
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con el meristemo distal, manteniendo el estado indiferenciado de las CIC. 

8.5 Función de ULT1 en la señalización de auxinas  
 

Debido a la importancia de las auxinas en el RAM, especialmente en el 

mantenimiento del estado indiferenciado del QC (Grieneisen, et al., 2017), se decidió 

evaluar si una señalización alterada de esta hormona vegetal tenía lugar en la mutante 

ult1-3. Para esto se realizaron cruzas de ult1-3 con el sistema reportero de respuesta a 

auxinas DR5:GUS. Con las plantas ult1-3/DR5:GUS obtenidas, primero se realizó una 

cinética de la reacción de GUS a diferentes tiempos para verificar que las diferencias 

observadas entre WT y ult1-3 no dependen del tiempo de incubación (Figura S5). Como 

se puede observar en la Figura S5, las diferencias de intensidad de la señal de GUS 

entre plantas WT/DR5:GUS y ult1-3/DR5:GUS son constantes en los diferentes tiempos 

de incubación utilizados, indicando que no es un artefacto que dependa de los tiempos 

de reacción de la tinción de GUS.  

De manera general, se sabe que en plantas WT, la distribución de auxinas en el 

RAM tiene un pico máximo de concentración en el QC, y presentan un gradiente de 

concentración en las células de la columela (Sabatini et al. 1999), tal y como se observa 

en la (Figura 13a). De manera interesante, las raíces mutantes ult1-3 mostraron una 

disminución en los niveles del reportero de respuesta auxinas DR5:GUS, que pierde el 

pico máximo en el QC (Figura 13b). Para investigar si la disminución en la expresión de 

DR5:GUS en ult1-3 se debía a un defecto en la respuesta más que a una disminución 

en la concentración de la hormona, se trataron las raíces con un pulso de auxinas de 

manera exógena, utilizando a la forma nativa de la auxina IAA (indole-3-acetic acid). Se 

realizó una cinética con diferentes concentraciones de IAA en tratamientos de 12 hrs 

(Figura S6). Debido a que se observó un patrón muy similar en todas las concentraciones 

usadas, se decidió trabajar con la concentración intermedia probada, 200 nM. La 

disminución en la respuesta a auxinas en la mutante ult1-3 con respecto a la WT tras el 

tratamiento con IAA (Figura 13c, d) sugiere que esta disminución en la mutante no es 

debido a la reducción en la concentración de auxinas, ya que la adición de auxinas no 

compensa esta disminución. Por lo tanto, la otra posibilidad es que el transporte de influjo 

de las auxinas estuviera afectado. Para probar esta hipótesis, se realizaron tratamientos 
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con la auxina sintética NAA (α-Naphthaleneacetic Acid), la cual puede entrar a las células 

independientemente del transporte de influjo (Delbarre et al.,1996). Primero se probaron 

diferentes concentraciones de NAA, encontrando que las diferencias en la señal 

DR5:GUS entre raíces WT y ult1-3 son independientes de la concentración de NAA 

(Figura S7), por lo que se decidió trabajar con la concentración intermedia (500 nM). Aún 

con estos tratamientos la disminución en la respuesta a auxinas en la mutante ult1-3 

persiste (Figura 13e, f, g). Estos resultados descartan defectos importantes en el 

transporte de influjo de las auxinas en la mutante ult1-3. 

La formación del gradiente de auxinas depende tanto del transporte de influjo como 

de eflujo (Sabatini et al. 1999), por lo que por qPCR se determinó la acumulación de los 

transcritos de algunos transportadores de eflujo como PIN1,2,3,4 y 7, así como de los 

transportadores de influjo AUX1 y LAX2, encontrando una disminución significativa en la 

expresión de PIN1, PIN2, PIN4 y LAX2 (Figura 13h). También se determinaron los 

niveles de algunos transcritos que responden a auxinas (Hagen & Guil- foyle, 2002; 

Bargmann et al., 2013), encontrando una diminución en la expresión de GH3.5 y PLT2 

(Figura 13i). A su vez, se realizaron los mismos ensayos, pero bajo tratamientos con IAA, 

encontrando que, aunque los niveles de GH3.5 están disminuidos en la mutante ult1-3, 

estos se recuperan después del tratamiento de IAA (Figura S8). Estos datos y los 

obtenidos con el sistema del reportero DR5:GUS permiten concluir que la mutante de 

ult1-3 presenta una menor respuesta a auxinas en raíz, la cual podría deberse en parte 

a una alteración de transportadores, que se refleja en una disminución en la expresión 

de genes de respuesta auxinas. 
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Figura 13. ULT1 regula el gradiente de auxinas en el SCN del RAM. Imágenes de microscopía óptica del 

reportero DR5:GUS en raíces a) WT, b)ult1-3. c-d) Imágenes representativas de raíces DR5:GUS WT y 

ult1-3 tratadas con 200nM de IAA por 12 hrs. e-f) Imágenes representativas de raíces DR5:GUS WT y ult1-

3 tratadas con 500nM de NAA por 12hrs. g) Análisis cuantitativos de raíces WT y ult1-3 con niveles 

normales y bajos de DR5:GUS en condiciones control y con tratamientos con IAA y NAA (n≥24). Análisis 

de expresión por qPCR de genes relacionados con h) el transporte a auxinas y de i) respuesta a auxinas.  

*= p<0.05; **=p<0.005 Prueba de Chi-cuadrada de Pearson. Los asteriscos blancos en a) y b) marcan el 

QC. Las barras horizontales negras representan 20 µM. 
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8.6 Función de ULT1 en el mantenimiento del SCN 
 

Para determinar si la morfología desorganizada del SCN observada en las plantas 

ult1-3  es debida a un cambio en la identidad del QC, se decidió realizar cruzas de las 

plantas mutantes ult1-3 con plantas que incluían los sistemas reporteros 

transcripcionales pSCR:GFP, cuyo gen está implicado en dar identidad a las células de 

QC, teniendo una expresión en estas células y en las células de endodermis (Sabatini et 

al. 2003) y pWOX5:GFP, gen que también está involucrado en la identidad a las células 

del QC, con una expresión exclusiva en el QC (Sarkar et al. 2007). Utilizando el reportero 

de pSCR:GFP no se encontraron diferencias en su dominio espacial de expresión, ni en 

la intensidad de fluorescencia relativa entre las raíces WT y las raíces ult1-3 (Figura 14a, 

b, e). Para el reportero pWOX5:GFP se encontraron diferencias en la intensidad de la 

señal de GFP entre raíces WT y ult1-3 (Figura 14c, d, e).  A su vez, por ensayos de 

qPCR, se determinaron los niveles del transcrito de GFP en las plantas pWOX5:GFP 

silvestre y mutante, utilizando como control los niveles de GFP en las plantas 

pULT1:ULT1:GFP, para corroborar que la disminución en la intensidad de señal de GFP 

en las plantas pWOX5:GFP/ult1-3 está directamente asociada a menores niveles del 

transcrito de GFP (Figura S9). Este resultado fue muy prometedor, pues sugería que la 

desorganización del SCN en ult1-3 era debido a una desregulación en la expresión de 

WOX5; sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en los niveles del 

transcrito del WOX5 endógeno entre las plantas silvestres y mutantes (Figura 14k). Este 

resultado resalta las discrepancias que puede existir entre construcciones con reporteros 

y la expresión endógena del gen. El reportero pWOX5:GFP esta basado en una 

construcción que incluye 4.6kb como promotor,  excluyendo la región 3’UTR y al único 

intrón del gen, lo que podría excluir regiones regulatorias que tiene como consecuencia 

una regulación diferencial entre el reportero y el gen endógeno.  

 

Por el resultado anterior, también se determinaron los niveles del transcrito de SCR 

y se corroboró que no hay cambios en las plantas ult1-3, en consonancia con los datos 

sobre la intensidad de fluorescencia de su gen reportero con GFP (Figura 14a, b, e). Así 

mismo, se analizó la expresión de AGL42 y TEL1, cuya expresión se encuentra 

enriquecida en las células del QC, siendo una expresión casi exclusiva de estas células 
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(Zhang et al., 2019). En estos casos tampoco se encontraron diferencias significativas 

en los niveles de estos transcritos, sugiriendo fuertemente que en la mutante de ult1-3 

no hay cambios en la identidad del QC.  

 

 

8.7 Función de ULT1 en la división del QC  
 

Uno de los fenotipos observado en las raíces de ult1-3 fue el aumento en la 

frecuencia de planos de división en el QC (Figura 14f, i). Indagando más acerca de la 

causa de este fenotipo, se realizaron experimentos de incorporación de EdU (5-Ethynyl-

2´-deoxyuridine), un análogo de timidina que se incorpora al DNA en células que están 

en fase S, dando información directa sobre cuáles células pasaron o pasan por una 

división celular. Dado que el QC se divide a una tasa muy baja, se decidió dar un pulso 

de 20 hrs de incubación con EdU, de acuerdo con lo ya reportado por Jia et al. (2015), 

Para determinar si las células que incorporaban EdU efectivamente eran del QC se 

realizaron los experimentos utilizando plantas que incluyeran al reportero pWOX5:GFP. 

Con estas condiciones se observó que la marca de Edu estaba en el QC del 29.2% de 

las raíces WT observadas, mientras que para las raíces ult1-3, la marca en el QC se 

encontró en el 69.6% de las raíces (Figura 14f, g, j). Este resultado, junto con los planos 

de división observados, sugieren que la mutación de ult1-3 provoca un aumento en la 

frecuencia de división del QC. En las mutantes atx1-3 también se encontró que el 55.6% 

de las plantas presentaron marca de EdU en las células del QC (Figura 14h, j), indicando 

que tanto ATX1 como ULT1 limitan la frecuencia de división de estas células. Para saber 

si existe alguna relación funcional entre ATX1 y ULT1 sobre la división de estas células 

se realizaron ensayos de EdU en la doble mutante atx1-3/ult1-3. En la doble mutante, al 

igual que en las mutantes sencillas, se encontró un aumento en la frecuencia de raíces 

de marca de EdU en el QC; sin embargo, al comparar la relación que existe entre las 

plantas con marca de EdU en el QC con el número de planas sin esta marca en el QC 

(QC con Edu/ QC sin Edu) (Tabla 2) se encontró que existían diferencias entre los 

mutantes sencillos y la doble mutante. Mientras que para los mutantes sencillos atx1-3 y 

ult1-3 la relación fue de 2.12 y 2.18, respectivamente; en tanto que la mutante doble atx1-

3/ult1-3 presentó una relación de 1.25. La falta de una clara epistasis en la doble mutante, 



 

 

56 

sugiere que, aunque ULT1 y ATX1 participan en mantener la baja tasa de división del 

QC, no es un efecto conjunto y probablemente sea por diferentes vías.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. ULT1 es necesario para mantener la baja tasa de división del QC. a-d) Imágenes 

representativas de microscopia confocal de a) pSCR:GFP, b) ult1-3/pSCR:GFP,c) pWOX5:GFP, d) ult1-

3/pWOX5:GFP. e) Fluorescencia relativa de los reporteros pSCR:GFP y pWOX5:GFP  en fondos WT y 

ult1-3.****=p<0.0005 usando prueba de t. f-i) Imágenes representativas de marcaje con Edu en raíces de 

f)pWOX5:GFP, g)ult1-3/pWOX5:GFP, h) atx1-3/pWOX5:GFP, i) atx1-3/ult1-3/pWOX5:GFP. j) Frecuencia 

de células del QC positivas para la marca de Edu en plantas WT, ult1-3, atx1-3 y atx1-3/ult1-3 (n≥23). 

*=p<0.05; **=p<0.005 diferencias significativas en prueba de Chi-cuadrada de Pearson. Las barras 

representan 20 µM. 
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Tabla 2. Resumen de los fenotipos observados en atx1-3, ult1-3 y la doble mutante atx1-3/ult1-3. *Datos 
obtenidos de (Napsucialy-Mendivil et al., 2014). +Ratio = (% de células del QC con marca de EdU (+) / % 
de células del QC sin marca de EdU (-)). 

 

 

9. DISCUSIÓN 
 

ULT1 es una proteína del complejo TrxG exclusiva de plantas con múltiples 

funciones previamente descritas en el desarrollo de Arabidopsis (Pires et al. 2014, Xu 

et al. 2018, Carles and Fletcher 2009). En este trabajo se describe por primera vez su 

función en el desarrollo de raíz, encontrando que es necesaria para mantener una 

correcta organización del SCN del RAM y la identidad de las CIC, además de regular 

la distribución de auxinas en esta zona y la proliferación del QC.  Por análisis genéticos 

también se determinó que estas funciones son independientes de ATX1, contrastando 

con su función en la parte aérea. La información disponible en la literatura y la 

generada en este trabajo denotan la versatilidad de ULT1, postulándola como una 

proteína con capacidad de formar diferentes complejos con componentes de TrxG, 

PcG y factores de transcripción, y que cuya función es tejido desarrollo dependiente.   

 

 

9.1 La expresión de ULT1 en raíz  
 

En este trabajo se determinó que ULT1 se expresa en la raíz de Arabidopsis, lo que 

concuerda con lo reportado por Carles y colaboradores en el 2004, en donde se 

Genotipo 

Fenotipos de raíz 
Tamaño de la raíz a 12dps 

(cm) 
Capas de CIC  

(%) 
Capas de DCC 

(%) 
Señal de DR5:GUS  

(%) 
QC con (+) y sin (-) marca de Edu 

0 1 2 4 5 6 7 Normal baja (+) 
 

(-) Relación+ 
(+/-) 

WT 8.8  0.9 20 72 8 0 78.4 17.7 3.9 75 25 29.2 
 

70.8 0.41 

atx1-3 7  0.4 12.9 61.3 25.8 22.6 61.3 16.1 0 Sin cambios* 68 32 2.12 
ult1-3 9.1  0.5 71.2 26.9 1.9 0 20.4 50 29.6 49.2 50.8 69.6 

 
30.4 2.28 

atx1-3/ult1-3 7.3  0.6 62.5 34.4 3.1 3.1 34.4 62.5 0 No determinado 55.6 44.4 1.25 
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determinó que ULT1 se expresa en prácticamente todos los tejidos de la planta, incluido 

los de la raíz. Además, se encontró que ULT2 también se expresa en la raíz, en contraste 

con lo reportado a 8dps (Carles et al. 2004). Sin embargo, es posible que esta 

discrepancia se deba a que la expresión de ULT2 sea desarrollo dependiente, ya que en 

otro reporte en donde se usan plántulas de 4 dps, un estado de desarrollo similar al que 

se utilizó en el presente trabajo (5 dps), también se detectó el transcrito de ULT2 

(Monfared et al. 2013). 

En este trabajo también se pudieron detectar transcritos que no correspondían al 

mRNA anotado para ULT1 en la base de datos del TAIR (www.arabidopsis.org). Con 

base a análisis de más de 200 transcriptomas de Arabidopsis se han identificado ~40,000 

lncRNA. Dentro de estas especies >30,000 corresponden a NAT, especies de RNA que 

se codifican en contrasentido al gen anotado, y se estima que cerca del 70% de las 

regiones codificantes producen especies tipo NAT (Jin et al. 2013). La información 

experimental en este trabajo muestra que existen transcritos que se generan a partir de 

la secuencia de ULT1, encontrando transcritos que abarcaban desde el primer intrón 

hasta el último exón. Estos transcritos se encontraron en plantas silvestres, mostrando 

que no son un efecto dado por la inserción de T-DNA del alelo ult1-3. Aún así, también 

se mostró que la inserción de T-DNA de ult1-3 provocó un aumento en el transcrito que 

abarcaba desde el primer intrón hasta el segundo exón, e incluso se vio que provocaba 

que en las regiones intergénicas tanto río arriba de ULT1 como río abajo se generaran 

transcritos que en una planta silvestre no se encontraban. Se ha determinado que las 

inserciones de T-DNA pueden provocar cambios en la cromatina como cambios en los 

patrones de metilación del DNA, y modificaciones de proteínas histonas que pueden 

modificar la transcripción tanto en cis como en trans (Jupe et al. 2019, Sandhu, Koirala 

and Neff 2013). Debido a que no se secuenciaron los RNAs identificados en este trabajo, 

no fue posible determinar si se trataba de una sola molécula o si eran distintos transcritos, 

pero dado que los oligo usados para caracterizarlos están diseñados en el mismo sentido 

que el mRNA de ULT1, se puede concluir que no se tratan de RNAs tipo NAT. Debido a 

que fue posible detectar que el mRNA de ULT1 se abatía completamente en las mutantes 

ult1-3, se decidió no continuar caracterizando estos RNAs, aunque no queda descartada 

la posibilidad de que puedan de alguna manera influir sobre la función de ULT1.  
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La expresión de ULT1 en la raíz es nuclear y citoplásmica, en coincidencia con lo 

observado en células de cebolla transformadas, así como por detección de la proteína 

con anticuerpos en fracciones nucleares y citoplásmicas de extractos proteicos 

provenientes de tejido meristemático de la inflorescencia de Arabidopsis (Monfared et al. 

2013). A pesar de que se ha descrito a ULT1 como un regulador transcripcional, su 

presencia en el citoplasma sugiere que podría tener funciones diferentes a las que realiza 

en el núcleo. En la raíz ULT1 parece tener un patrón de expresión particular, pues su 

acumulación se detecta principalmente en la zona de alta proliferación del meristemo, 

incluyendo el SCN y el QC. En comparación con el SAM, ULT1 también parece 

expresarse en el SCN. Sin embargo, en el SAM la expresión de ULT1 se limita a una 

ventana de tiempo correspondiente a la diferenciación del meristemo de flor; en donde, 

ULT1 se expresa en el meristemo de inflorescencia, pero cuando surge el meristemo de 

flor, ULT1 no se expresa en la etapa 1, sino hasta la etapa 3 cuando surge el primordio 

del sépalo, restringiendo su expresión al centro del meristemo de flor (Carles et al. 2004). 

Así mismo, se ha demostrado que el mensajero de ULT1 se expresa en etapas 

tempranas del desarrollo embrionario, desde la etapa de cuatro células hasta la etapa de 

la generación de cotiledones; período en la que su expresión es exclusiva del tejido 

embrionario ya que no está presente en el suspensor, ni en el endospermo (Carles et al. 

2004). En embriones ya maduros, la expresión de ULT1 se restringe a las células 

apicales del SAM y del RAM (Carles et al. 2004). Puesto que los patrones de distribución 

espacial del transcrito que encontramos para ULT1 en la raíz se limitan a una pequeña 

ventana de tiempo (5 dps), es posible que el patrón que la distribución de este transcrito 

cambie durante el desarrollo de la raíz. Los datos generados en este trabajo, y los 

observados en el SAM y durante el desarrollo embrionario (Carles et al., 2004), muestran 

que la expresión de ULT1 no es constitutiva ni homogénea en los distintos tejidos. El 

transcrito de ULT1 se concentra en tejidos meristemáticos, y sus niveles dependen del 

estado del desarrollo, pues se detecta en tejidos próximos a diferenciarse, o que se 

mantienen indiferenciados, como en el SCN del RAM, sugiriendo que su función es 

necesaria para procesos de proliferación y diferenciación. 
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9.2 La actividad de ULT1 en la organización e identidad del SCN del RAM  
 

Los resultados obtenidos por microscopía confocal demuestran que ULT1 es 

importante para mantener una correcta organización del SCN, ya que: 1) los mutantes 

de pérdida de función presentan un cambio en la organización espacial de las células 

que conforman al SCN; 2) los cambios en la organización del SCN están asociados a 

cambios en la identidad de las células que lo conforman; y 3) la construcción 

pULT1:ULT1:GFP rescata el fenotipo de las mutantes. La presencia de gránulos de 

almidón y la expresión ectópica del marcador Q1630:GFP en las CIC muestran un 

cambio de identidad que se traduce en una diferenciación prematura hacia DCC. Este 

cambio de identidad se confirma con la disminución de los marcadores para los CIC y 

QC. La disminución del marcador de CIC y el aumento del marcador de DCC también se 

observa en las mutantes del factor de transcripción SCR (Sabatini et al. 2003). En plantas 

sobre-expresoras de WOX5 se observa un aumento en el marcador J2341:GFP y una 

disminución de Q1630:GFP (Pi et al. 2015), mostrando la estrecha relación que hay entre 

ambos marcadores y por ende entre las CIC y las DCC.  

A pesar de que se ha demostrado que algunos marcadores de identidad celular no son 

estáticos en el desarrollo (Timilsina et al. 2019), el patrón de expresión y los cambios que 

observamos en ult1-3 en la ventana de tiempo analizada fue constante, demostrando 

que los cambios son ocasionados por la mutación. Debido a que no se encontró una 

desregulación en la expresión de SCR y WOX5, se descarta la posibilidad de que el 

cambio de identidad de las CIC en ult1-3 sea el resultado en una alteración en la 

expresión de estos factores transcripcionales. La desorganización del SCN y la 

diferenciación del las CIC están reguladas por múltiples factores, como son proteínas del 

sistema del spliceosoma, factores de transcripción como el grupo de los PLTs, 

reguladores del ciclo celular como CCS52A2 y RBR, entre otros (Vanstraelen et al. 2009, 

Cruz-Ramirez et al. 2013, Ji et al. 2015). En el presente trabajo se encontró una 

disminución en la expresión de PLT2 que, aunque no esta comprobado, podría contribuir 

en parte al fenotipo observado de desorganización y diferenciación de CIC. Se ha 

caracterizado que las células de la columela en la raíz permiten generar una correcta 

respuesta gravitrópica (Strohm, Baldwin and Masson 2012); sin embargo, ensayos 
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preliminares muestran que las mutantes ult1-3 no presentan cambios en su respuesta 

gravitrópica (Figura S10), por lo que podemos concluir que ULT1 no contribuye de forma 

evidente en este proceso.  

 

9.3 La función de ULT1 en la respuesta a auxinas 
 

Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales con funciones muy importantes 

durante todo el desarrollo de la planta, controlando procesos de proliferación y 

diferenciación celular (Garay-Arroyo et al. 2012). En el meristemo de la raíz las auxinas 

exhiben un gradiente de distribución, alcanzando una concentración máxima en las 

células del QC del SCN (Sabatini et al. 1999). Los resultados mostraron una disminución 

de la señal del reportero de respuesta a auxinas DR5:GUS en el RAM de plantas 

mutantes ult1-3 con respecto a la señal observada en las plantas silvestres. Esta 

disminución indica que probablemente la concentración de auxinas en el QC no alcanza 

el pico máximo requerido para una respuesta apropiada. Debido a que la respuesta a 

auxinas depende de la concentración de la hormona, se realizaron tratamientos con IAA, 

la auxina más bioactiva, y con NAA, una auxina sintética que no requiere de los 

transportadores de influjo para adentrarse a las células (Delbarre et al. 1996). La 

disminución en la respuesta a auxinas observada en las mutantes ult1-3, tratadas con 

IAA o con NAA, descarta hasta cierto punto que esta respuesta sea el resultado de una 

baja concentración de auxinas en el SCN, o de un efecto en su transporte de influjo, ya 

que si fuera un problema de transporte este se compensaría con el uso de NAA. La 

disminución en los niveles de los transcritos que codifican para los transportadores de 

eflujo PIN1, PIN2, PIN4 y el transportador de influjo LAX2 en ult1-3 sugiere un problema 

de transporte, el cual es necesario para formar el gradiente de auxinas adecuado. 

Además, la disminución de los transcritos para PLT2 y GH3.5 y del marcador DR5:GUS 

refleja una desregulación  río abajo en la señalización de auxinas (Bargmann et al. 2013).  

Los transportadores de eflujo PIN1, y de influjo AUX1, AXR1 y AXR3 son 

necesarios para mantener el pico máximo de distribución de respuesta auxinas en el QC, 

y la ausencia de cualquiera de estos transportadores provoca un cambio en la 
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organización del SCN (Sabatini et al. 1999). Los cambios morfológicos en el SCN 

producidos por modificaciones en la distribución de auxinas también provocan 

modificaciones en la proliferación y diferenciación celular. Además, la evidencia 

experimental demuestra que la relación entre la cantidad de auxinas y el mantenimiento 

del SCN de la raíz no es lineal. Por ejemplo, tratamientos con el inhibidor del transporte 

a auxinas NPA (1-N-naphthylphthalamic acid) provoca una redistribución de las auxinas 

en la punta de la raíz que desencadena una diferenciación ectópica de células con 

gránulos de almidón, disminución y cambio en el patrón de expresión de marcadores 

para células del QC, células iniciales del córtex y células de la cofia lateral. En cambio, 

una aplicación de auxinas provoca cambios en el dominio de expresión de algunos 

marcadores para QC y para células de columela (Sabatini et al. 1999). A su vez, la 

ausencia de los transportadores de eflujo PIN3, 4 y 7, al igual que de las enzimas de 

síntesis de auxina YUCCA y TAA1, propician un aumento en las capas del CIC, mientras 

que tratamientos con auxinas o con el inhibidor NPA provocan una diferenciación 

temprana de las células del QC (Ding and Friml 2010).  

Es importante recalcar que el sistema reportero DR5:GUS está basado en siete 

elementos de respuesta a auxinas localizados en tándem y fusionados al gen de la 

enzima glucoronidasa, por lo que su señal no es un reflejo directo de la concentración 

de auxinas, sino que depende también de los factores de transcripción tipo ARF que se 

unen a estos elementos, y de las proteínas AUX/IAA que inhiben esta unión al asociarse 

con las proteínas ARF (Ulmasov et al. 1997, Garay-Arroyo et al. 2012). Aunque no 

encontramos diferencias en los niveles de los transcritos ARF o IAA por qPCR, no 

descartamos que exista una desregulación de otros factores de la misma familia que no 

se midieron en este estudio; o bien, que la diferencia sea en el patrón de expresión 

espacial del mensajero o de la proteína y que no se refleja en el método de estudio 

usado.   

Además de su papel en el SCN de la raíz, las auxinas también participan en la 

proliferación del meristemo, pero al igual que en el SCN, su efecto es dosis dependiente. 

A dosis de 0.1 nM de IAA, las raíces aumentan su tamaño, debido a un incremento en la 

proliferación del meristemo, mientras que a dosis más altas (en el orden de µM) las 
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auxinas provocan una disminución en el crecimiento de la raíz, así como en el número 

de células del meristemo (Peng et al. 2013, Ji et al. 2015). A pesar de que en este trabajo 

se observan menores niveles de los transcritos para los transportadores de auxinas 

PIN1, PIN2, PIN4 y LAX2 en las mutantes ult1-3, esto no repercutió en una disminución 

en el tamaño de la raíz ni en el número de células del meristemo. Está bien documentado 

que las mutantes en LAX2 no tienen una disminución en el crecimiento de la raíz (Street 

et al. 2016), al igual que las mutantes sencillas en PIN1, PIN2 y PIN4 (Blilou et al. 2005). 

Además de que se ha determinado que existe redundancia funcional entre los distintos 

transportares tipo PIN, por lo que experimentalmente es necesario mutar más de uno de 

ellos para observar un fenotipo en el meristemo y tamaño de la raíz, siendo PIN2 el más 

importante para estos procesos (Blilou et al. 2005, Vieten et al. 2005). Es probable que 

debido a que la desregulación de los transportadores en la mutante de ult1-3 no es tan 

severa, no se alcance un impacto suficiente para causar un cambio en la proliferación y 

por consiguiente en el tamaño de la raíz.  

Existe un fino control sobre la concentración y distribución de las auxinas en el SCN 

y un cambio en estos patrones puede tener consecuencias no lineales en la proliferación 

e identidad de las células que lo componen. La evidencia mostrada en este trabajo 

sugiere que ULT1 regula la distribución correcta de la respuesta a auxinas en el QC y, 

posiblemente, esto ocurra a través de la regulación de ciertos transportadores. Sin 

embargo, no descartamos la posibilidad de que la disminución observada en las 

mutantes pueda deberse más bien a una combinación de factores que involucre cambios 

en el transporte de auxinas, en los factores de transcripción -activadores o represores- 

implicados en la señalización de estas hormonas, o incluso enzimas relacionadas con la 

síntesis y la degradación de las auxinas. 

Además de las auxinas, existen otras hormonas involucradas en el desarrollo de la 

raíz. Las citocininas tienen una relación muy estrecha con las auxinas en la raíz; por 

ejemplo, se conoce que las citocininas promueven diferenciación en la raíz, y su acción 

está dada más en la zona de transición de la raíz. Mutantes de pérdida de función en 

factores de transcripción asociados a citocininas y enzimas que las sintetizan presentan 

un meristemo más grande y raíces con un mayor crecimiento (Dello Ioio et al. 2008). A 
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su vez las auxinas son capaces de reprimir al factor de respuesta a citocininas ARR1 

(ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 1) a través del factor de transcripción SCR 

para reprimir la diferenciación en las células del QC. Mientras que, en la zona de 

transición, donde la concentración de auxinas es menor, ARR1 no está reprimido y puede 

activar la transcripción de IAA3/SHY, el cual reprime la expresión de los transportadores 

PIN, limitando la concentración de auxinas y permitiendo que las citocininas 

desencadenen los procesos de diferenciación en esa zona (Moubayidin et al. 2013). El 

transportador de auxinas de influjo AUX1 también se relaciona funcionalmente con las 

citocininas, ya que es necesario para que estas inhiban la elongación celular en el 

meristemo, pero no la proliferación celular (Street et al. 2016). En esta red de regulación, 

también las giberelinas están involucradas, ya que SCR activa a la proteína SNE que 

junto con esta hormona degrada al activador de ARR1, a la proteína tipo DELLA RGA, 

para controlar el tamaño del meristemo de la raíz a través de la diferenciación 

(Moubayidin et al. 2016). Por otro lado, los brasinosteroides también tienen una función 

en la proliferación y en la elongación celular, y al igual que las auxinas, exhiben un 

comportamiento no lineal. A concentraciones muy bajas por debajo de 0.04 nM inhiben 

el crecimiento del meristemo, mientras que, por otro lado, mutantes insensibles a 

brasinosteroides presentan un crecimiento de la raíz menor por una menor proliferación 

y elongación celular (González-García et al. 2011). Debido a la falta de fenotipos 

aparentes en el tamaño de la raíz principal, el número de células del meristemo y el 

tamaño de las células completamente elongadas en la mutante ult1-3, es poco probable 

que exista una desregulación en alguna de estas vías. Sin embargo, no descartamos la 

posibilidad de que la disminución en la respuesta auxinas se deba a un efecto indirecto 

dado por la interacción con otras hormonas.  

 

9.4 La función de ULT1 en el mantenimiento del QC 
 

Como se mencionó en la introducción, una gran cantidad de factores están 

involucrados en el mantenimiento de la identidad de las células del QC en el SCN de la 

raíz de Arabidopsis. Dentro de estos factores se encuentran SCR y WOX5, cuyos niveles 

de transcritos no cambian acorde a los resultados que obtuvimos por qPCR. Sin 
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embargo, al analizar el reportero del promotor de WOX5 unido a GFP se observó una 

disminución en su señal en el QC. Es posible que los cambios en el gen endógeno sean 

tan pequeños o localizados que por cuestiones técnicas no sea posible detectarlos; pero 

también otra posibilidad es que lo observado en el reportero no sea una representación 

de la expresión del gen endógeno, ya que este reportero no necesariamente contiene 

todos los elementos para su regulación.  Los niveles de los transcritos para otros genes 

expresados en estas células (Zhang et al. 2019), tampoco se modificaron en la mutante 

en ULT1. Las mutantes en WOX5 presentan una diferenciación temprana de las células 

iniciales de la columela (Sarkar et al. 2007), fenotipo similar a lo observado en ult1-3. 

Puesto que no se detectaron cambios en los niveles del mensajero de WOX5, el fenotipo 

de ult1-3 no parece deberse a la desregulación de la vía controlada por este factor 

transcripcional. Sin embrago, se ha demostrado que la proteína WOX5 tiene la capacidad 

de moverse del QC a las CIC, inhibiendo la diferenciación de manera no autónoma; por 

lo que, a pesar de que no observamos un cambio aparente en su expresión, existe la 

posibilidad de que el fenotipo sea resultado de un cambio en la movilidad de esta proteína 

(Pi et al. 2015).  

Una de las propiedades de las células del QC es su baja tasa de división, 

estimándose que es cuatro veces más lenta que la de una célula meristemática (Cruz-

Ramirez et al. 2013). Nuestros resultados muestran que a pesar de que no existe una 

pérdida de la identidad del QC en las mutantes ult1-3, sí hay un cambio en su estado 

proliferativo, ya que las mutantes presentan una mayor frecuencia de incorporación del 

EdU. Son numerosos los factores que pueden modificar el estado proliferativo del QC, 

mutantes en la proteína perteneciente al complejo promotor de anafase CCS52A2 tienen 

un aumento en la proliferación del QC, pero no así una pérdida total de la identidad del 

QC, visto con los marcadores QC184 y WOX5 (Vanstraelen et al. 2009). Las mutantes 

de los factores transcripcionales WOX5, PLT2, PLT3 y FEZ también presentan un 

aumento en la división del QC (Bennett et al. 2014); de hecho, se sabe que WOX5 puede 

reprimir a CYCD3;3 inhibiendo la división celular en estas células (Forzani et al. 2014). 

En este sentido, no sabemos el mecanismo exacto por el que ULT1 podría estar 

controlando la tasa de división del QC; sin embargo, los datos de qPCR sugieren que no 

es a través de una desregulación de WOX5.  
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Debido a la disminución en la respuesta a auxinas en el SCN en las mutantes ult1-

3, es probable que la disminución en la quiescencia de las células del QC esté dada por 

un cambio en la respuesta a esta hormona. En este sentido, mutantes de la proteína 

DAR2, proteína que conecta la señalización de auxinas y citocininas para controlar el 

tamaño del RAM, también presentan una disminución en la respuesta a auxinas, así 

como una diferenciación temprana de las CIC, una pérdida del marcador de CIC J2341 

y un aumento en la incorporación del Edu en las células del QC (Peng et al. 2013). En 

otro estudio, con la acetiltransferasa ELP2, se encontró un incremento similar en la 

incorporación del Edu en el QC, una diferenciación temprana de las CIC, una baja 

expresión de los marcadores de QC, QC25 y WOX5 y una disminución en la respuesta 

a auxinas en el SCN (Jia et al. 2015). Esto se asemeja a lo que encontramos en las 

mutantes de ULT1; no obstante, esto no quiere decir que los genes antes mencionados 

sean los causantes de los fenotipos que encontramos, sino más bien que diferentes 

componentes de la red de regulación del SCN pueden desencadenar respuestas 

similares. Se ha determinado con diferentes mutantes que existe una correlación entre 

un aumento en las divisiones del centro quiescente y una disminución en las capas de 

CIC, lo cual podría estar dado como una respuesta compensatoria del QC para reponer 

las capas de células iniciales diferenciadas prematuramente (Burkart et al., 2019), 

aunado a esto se ha visto que PLT y WOX5 tienen efectos aditivos en el control de la 

proliferación del QC, lo cuál habla de vías paralelas en el mantenimiento de su 

quiescencia.  

Además de las auxinas, otras hormonas también están involucradas en el control 

de la proliferación del SCN. Las citocininas pueden inducir divisiones en el QC, y esta 

respuesta requiere de la presencia del factor de transcripción de respuesta a citocininas 

ARR1, el cual se une al promotor del transportador de auxinas LAX2 reduciendo su 

expresión y disminuyendo el flujo de auxinas al QC (Zhang et al., 2013). Este aumento 

de las divisiones en el QC por las citocininas es independiente del efecto del etileno, ya 

que también se ha determinado que el etileno puede promover divisiones en el QC no 

dependientes de las auxinas (Ortega-Martinez et al., 2007). También se ha determinado 

que el factor de transcripción ERF115 es limitante en las divisiones del QC, y este a su 

vez es inducible por las hormonas brasinosteroides (Heyman et al., 2013).  
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Toda esta información no pretende explicar cómo es que ULT1 controla la tasa de 

división del QC, sino más bien busca hacer notar el grado de complejidad que subyace 

en los procesos de proliferación y diferenciación del SCN de la raíz de Arabidopsis, y de 

como estos están influenciado por diferentes especies de hormonas. 

 

9.5 La relación entre ATX1 y ULT1 y su posible función en el complejo TrxG 
 

La proteína ULT1 se ha caracterizado como un co-activador de la HMT ATX1, ya 

que la evidencia demuestra que interactúan físicamente, que comparten genes blanco 

en el SAM, además de que ULT1 es importante para mantener los niveles de H3K4me3 

en algunos genes blanco de ATX1 (Carles and Fletcher 2009). Aunado a esto, existe 

evidencia que indica que ATX1 es importante para el crecimiento de la raíz principal, la 

proliferación del RAM, así como para la organización del SCN (Napsucialy-Mendivil et al. 

2014). Debido a esta relación estrecha se investigó si existía una relación funcional entre 

ambas proteínas en términos del desarrollo del RAM y el mantenimiento del SCN. Los 

resultados obtenidos muestran que, como estaba reportado, la mutante sencilla atx1-3 

presentó una raíz principal con una menor longitud y un menor número de células en el 

RAM. Por su parte ult1-3 no presentó cambios en el tamaño de la raíz principal, en el 

número de células del meristemo, ni en el marcador de mitosis CYCB1;1:GUS, cuyos 

niveles disminuyen en las mutantes de ATX1 (Napsucialy-Mendivil et al. 2014). Los 

resultados también mostraron que la longitud de la raíz principal, y número de células 

que conforman al RAM de la doble mutante atx1-3/ult1-3 son iguales a la de la mutante 

sencilla atx1-3, lo cual, muestra que: 1) ULT1 no participa en el crecimiento de la raíz 

principal, y que 2) los fenotipos de atx1-3 no dependen de la función de ULT1. Debido a 

que se ha propuesto a ULT1 como un coactivador de ATX1, se esperaba que la ausencia 

de ULT1 exacerbara los fenotipos resultantes en la mutante de sencilla atx1-3; sin 

embargo, con este resultado se puede concluir que no están actuando en conjunto para 

regular estos procesos. A diferencia de las mutantes ult1-3, las mutantes atx1-3 no 

presentaron un fenotipo de diferenciación temprana de las CIC y se ha reportado que no 

tiene cambios en su respuesta auxinas (Napsucialy-Mendivil et al. 2014). Las dobles 

mutantes, por su parte, presentaron una disminución en la frecuencia de raíces con una 
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capa de CIC, muy similar a las mutantes sencillas ult1-3, apoyando la idea de que ATX1 

no está participando en conjunto con ULT1 en el mantenimiento de las CIC. Por lo tanto, 

de manera contraria a lo reportado en el SAM (Alvarez-Venegas et al. 2003, Carles and 

Fletcher 2009), ULT1 y ATX1 parecen no actuar en conjunto para modular la proliferación 

del RAM, la longitud de la raíz principal, ni el mantenimiento del estado indiferenciado de 

las CIC. Mientras que ULT1 participa en al mantenimiento de las CIC, ATX1 regula la 

proliferación de las células meristemáticas del RAM y el tamaño de la raíz principal, 

independientemente de las auxinas. A pesar de que el experimento de incorporación de 

EdU muestra un aumento en la frecuencia de células del QC con señal en las mutantes 

de ULT1 y ATX1, la relación observada en la doble mutante sugiere que las mutantes en 

ambas proteínas convergen (o coinciden) en el mismo fenotipo. Si el aumento en la 

proliferación del QC que se observó en la doble mutante hubiera ocurrido en alguna de 

las mutantes sencillas se podría hablar de una epistasis de ambos factores sobre este 

fenotipo; pero, por el contrario, la doble mutante presenta un aumento menos 

pronunciado que las mutantes sencillas. La diferenciación temprana de las CIC y la 

disminución en la respuesta a auxinas en las mutantes de ult1-3, contrastan con lo 

observado en atx1-3, por lo que es posible que la función de ATX1 y de ULT1 en el 

mantenimiento de la quiescencia del QC sea por mecanismos independientes. ULT1 se 

expresa tanto en el SCN como en el RAM, y mediante una construcción de ATX1 con 

GFP se determinó que también se expresa en todos los tipos celulares correspondientes, 

aunque su distribución en la célula no es uniforme y no está localizada principalmente en 

el núcleo (Alvarez-Venegas et al. 2006). Esto sugiere que la función que estas proteínas 

pudieran tener en conjunto no depende tanto de su patrón de expresión espacial, sino 

más bien del contexto del desarrollo y el tejido en donde actúen. Sin embargo, no se ha 

determinado el patrón de expresión espacial de ATX1 bajo su propio promotor, por lo 

que lo observado no representa necesariamente su expresión endógena. Tampoco se 

descarta la posibilidad de que existan más componentes en la red de regulación que 

medien la capacidad de estas dos proteínas para actuar en conjunto, y que estos 

componentes estén presentes en el SAM y no en el RAM.  

Por otro lado, se ha demostrado que el ortólogo de ULT1 de Arabidopsis en arroz, 

OsULT1 no sólo puede formar multímeros consigo mismo a través de su motivo B-box, 
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sino que también OsULT1 es capaz de interaccionar con el dominio SET de OsTRX1, el 

cual es un ortólogo a ATX1 de Arabidopsis (Roy et al. 2019). Debido a que el dominio 

SET esta presente en múltiples proteínas del complejo TrxG (Avramova 2009), y que 

OsULT1 y ULT1 tienen un 90.91% de similitud en su secuencia de aminoácidos, se 

sugiere que ULT1 podría interaccionar no sólo con ATX1, sino también con otras HMT 

del complejo. Aunado a esto, datos de ChIP-PCR muestran una disminución de la marca 

H3K4me3 en algunos genes relacionados con el desarrollo de semilla en la mutante de 

ULT1, incluso mayor que en las mutantes de ATX1, sugiriendo que gran parte de la 

deposición de esta marca epigenética está mediada por ULT1, pero que no depende 

totalmente de la actividad HMT de ATX1 (Xu et al. 2018). Dentro de las HMT del complejo 

TrxG se encuentra ATX2, la cual se originó de ATX1 a partir de una duplicación parcial 

del cromosoma (Baumbusch et al., 2001), y que a pesar de tener una similitud de 75% 

en su secuencia de aminoácidos, y aunque también se exprese en raíz, presenta poca 

redundancia funcional con ATX1, ya que su función está más enfocada a la deposición 

de la marca de H3K3me2 (Saleh et al., 2008, Baumbusch et al., 2001). Tampoco se ha 

reportado un fenotipo evidente para la mutante de ATX2. El análisis de triples mutantes 

ha demostrado que las proteínas ATX3, ATX4 y ATX5 tienen una alta redundancia con 

ATX1 en la parte aérea; sin embargo, estas proteínas no presentan una expresión ni un 

fenotipo aparente en la raíz (Chen et al. 2017), impidiendo relacionar su función con la 

de ULT1. Otra HMT caracterizada es SDG2/ATXR3, la HMT que más contribuye a la 

deposición de H3K4me3 en el genoma de Arabidopsis (Guo et al. 2010). Se ha estimado 

que regula el 46.4% de los sitios H3K4me3 (Chen et al. 2017), lo cual contrasta con el 

~15% regulado por ATX1 (Alvarez-Venegas and Avramova 2005), además de que 

análisis genéticos muestran que existe poca redundancia por parte de SDG2 con las 

HMT del complejo TrxG antes mencionadas (Chen et al. 2017). De manera interesante, 

se ha reportado que SDG2 es importante para el desarrollo de la raíz de Arabidopsis, 

donde la mutante de pérdida de función presenta diferentes fenotipos; entre los cuales, 

la desorganización del SCN, la diferenciación temprana de las CIC, y la disminución de 

la respuesta a auxinas se comparten con lo observado en las mutantes ult1-3 (Yao et al., 

2013). Aunque no se ha demostrado una interacción física entre SDG2 y ULT1, como se 

ha hecho para el caso de ATX1 (Carles and Fletcher 2009), la similitud de los fenotipos 



 

 

70 

podría indicar que, en el caso del RAM, ULT1 podría estar actuando a través de SDG2.  

 

9.6 ¿Funciona ULT1 como un interruptor epigenético? 
 

Como se mencionó anteriormente, ULT1 presenta características que permiten 

clasificarla como una proteína del complejo TrxG. Sin embargo, también se ha 

demostrado que ULT1 puede interactuar físicamente con la proteína EMF1, 

caracterizada como un componente del complejo PRC1 que interactúa con el complejo 

PRC2 (Calonje et al. 2008). En este sentido, se ha observado que en ausencia de EMF1, 

la marca de H3K27me3 disminuye, y de manera interesante esta disminución se 

exacerba cuando ULT1 y ATX1 también están ausentes. En base a esto, se propone un 

modelo en el cual ULT1 interactúa con ATX1 y EMF1 formando un complejo que ayuda 

a mantener los niveles de H3K27me3 (Xu et al. 2018). Aunque, también cabe mencionar 

que, se ha demostrado que ULT1 actúa antagónicamente con EMF1, ya que las 

mutantes de ULT1 contrarrestan la desregulación de ciertos genes que aumentan en la 

mutante de EMF1, y también contrarrestan el aumento de la H3K4me3 y la disminución 

de la H3K27me3 observados en ausencia de EMF1 (Pu et al. 2013). Esto indica que 

ULT1 tiene una función dual actuando también como miembro del complejo TrxG, que 

en otros contextos podría actuar con PcG afectando las marcas de activación H3K4me3 

y las de represión H3K27me3. Resulta interesante que en las mutantes de ULT1 son 

más genes que se desregulan a la alza que a la baja (Tyler et al. 2019), contrastando 

con su función ya descrita como un activador transcripcional. Dentro de los genes que 

se desregulan de manera positiva está FLC, un represor de la floración ampliamente 

caracterizado, cuya expresión está controlada por los complejos PcG y TrxG (Whittaker 

and Dean 2017, Tyler et al. 2019, Pu et al. 2013). De manera sorprendente, los niveles 

del transcrito de FLC aumentan poco más de cuatro veces en las raíces de la mutante 

ult1-3 (Figura S4), lo que concuerda con lo encontrado en plántulas (Xu et al. 2018) 

Además, por experimentos de ChIP, se demostró que ULT1 es capas de unirse al gen 

FLC (Xu et al. 2018), sugiriendo que esta desregulación podría ser por un efecto directo. 

La desregulación de manera positiva de FLC en las mutantes de ULT1 aumenta aún más 

en las dobles mutantes emf1/ult1, por lo que su acción podría ser a través del complejo 
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PcG (Pu et al. 2013, Tyler et al. 2019). 

En animales se han demostrado la existencia de dominios “bivalentes”, los cuales 

se caracterizan por tener tanto la marca de activación H3K4me3, como la marca de 

represión H3K27me3. Se propone que estos dominios bivalentes mantienen a los genes 

en un estado “de espera” y que su expresión cambia a un modo “apagado” o “prendido” 

dependiendo del estímulo, permitiendo que este cambio sea rápido y no gradual 

(Hoffmann, Zimmermann and Spengler 2015). En plantas no se ha podido demostrar la 

existencia de estos dominios bivalentes, pero debido a que ULT1 i) puede interaccionar 

con proteínas del complejo TrxG y del complejo PcG, ii) tiene un impacto en la marca de 

H3K4me3 y H3K27me3, y iii) puede regular genes tanto positiva como negativamente, 

es posible que funcione como un interruptor epigenético. De esta manera podría actuar 

como un integrador de señales modulando, a través de sus interacciones con otras 

proteínas, las marcas epigenéticas y la actividad transcripcional. Debido a que toda la 

evidencia anterior se ha demostrado de manera independiente, es necesario realizar 

experimentos que permitan explorar bajo cuáles contextos genéticos y de desarrollo se 

dan las interacciones de ULT1 con los componentes de PcG y TrxG, y cómo estos tienen 

un impacto en la expresión de sus genes blanco. 

 

9.7 La actividad de ULT1 en los procesos de proliferación y diferenciación 
 

Debido a su organización celular característica, su fácil manejo y visualización, así 

como la gran cantidad de marcadores existentes, el SCN del RAM es un excelente 

modelo para estudiar procesos de proliferación celular, diferenciación y mantenimiento 

del estado indiferenciado. Los fenotipos observados en este trabajo denotan la 

importancia de la proteína ULT1 en dichos procesos, convirtiéndola en un factor 

importante en la biología de las células troncales. Además del papel de ULT1 en la 

regulación epigenética, y en los otros mecanismos de control en los que pueda estar 

inmersa, es importante referirse también a su papel a nivel celular. Las células troncales 

son células indiferenciadas con la capacidad de dar origen a distintos tipos celulares 

(dependiendo de su potencial) y de auto-regenerarse (Verdeil et al. 2007, Sablowski 
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2004). En este sentido, cuando una célula troncal se divide puede generar otra célula 

troncal para su mantenimiento, así como una célula que va a pasar por una zona de 

proliferación para después diferenciarse (Heidstra and Sabatini 2014). En otro escenario, 

las células troncales se pueden dividir de manera asimétrica, en donde la división está 

acoplada con procesos de diferenciación, generando una célula troncal y una célula con 

propiedades distintas, producto de esta división (Obernier et al., 2018). Sin embargo, se 

ha observado que en una población celular existen células troncales que se dividen para 

generar dos células troncales, otras que generan una célula troncal y otra que se va a 

diferenciar, y otras que se dividen para dar origen a dos células que se van a diferenciar. 

Aunque el destino celular de esta división está definido por procesos estocásticos 

(Simons and Clevers 2011, Basak et al. 2018, Snippert et al. 2010), las señales celulares 

a corto plazo y las limitaciones espaciales también juegan un papel importante (Pillitteri, 

Guo and Dong 2016).  

Volviendo al SCN del RAM, en este ocurren divisiones asimétricas de distintos 

tipos; por ejemplo, las células iniciales del córtex/endodermis se pueden dividir para dar 

origen a dos células iniciales y, posteriormente, una de ellas, la más alejada al SCN, 

puede dividirse de manera asimétrica para dar origen a dos células de diferentes linajes 

(Petricka, Winter and Benfey 2012). Del lado de las células del QC, que a pesar de que 

se creía que contribuía a dar origen a todas las células iniciales que lo rodeaban, se ha 

determinado que, en condiciones normales, las células del QC sólo contribuyen a la 

generación de las CIC (Cruz-Ramirez et al. 2013).  

Con biología de sistemas, utilizando un modelo multiescala de la raíz que, además 

de incorporar los componentes más importantes, conocidos a la fecha, de la red 

molecular de regulación del SCN, también incorpora la dinámica espacial que existe 

entre cada célula que lo conforma. Con esto se han podido recuperar los diferentes tipos 

celulares que componen al SCN, permitiendo proponer que dependiendo del plano de 

división del QC este va a dar origen a otra célula del QC o a una CIC (García-Gómez et 

al. 2020). En este modelo se plantea que la presencia de la proteína SHR funciona como 

un paso limitante para que el QC siga manteniendo su identidad aún después de que 

ocurra una división, funcionando así, como una señal que determina qué tipo de división 
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tendría que ocurrir en el QC, si es asimétrica o no. Los resultados de esta investigación 

demuestran que ULT1 es necesario para mantener la baja tasa de división del QC, en 

donde la mutante ult1-3 no permite el aumento en las células del QC, sino una 

diferenciación temprana de las CIC. Por un lado, se observó con el marcador de QC 

pWOX5:GFP que existían más células con la marca de Edu en el fondo mutante, 

mientras que, por otro lado, se observó al marcador de DCC Q1630:GFP justo por debajo 

de las células del QC, sugiriendo que se dividen e inmediatamente adquieren la identidad 

de DCC. Si consideramos a las CIC como un estado intermediario y ya comprometido 

hacia las DCC se puede proponer que, en ausencia de ULT1, la división asimétrica del 

QC da origen a una célula del QC (auto-regenerandose) y a una célula de DCC sin pasar 

por el estado intermedio de CIC. Se sabe que las CIC reciben señales moleculares del 

QC, como es la proteína WOX5, para impedir que éstas se diferencien completamente 

hacía DCC (Pi et al. 2015). La distribución espacial de la expresión de la proteína ULT1 

muestra que está en el QC y en todas las células que lo rodean, por lo que es probable 

que ULT1 actúe en dos vías, por una parte, limitando la proliferación del QC, y por otra 

funcionando como señal que impide que las células intermediarias CIC pasen a 

diferenciarse completamente a DCC. Por lo tanto, la ausencia de ULT1 no sólo 

compromete a las células del QC a sufrir divisiones, sino que hace que esta división se 

acople a procesos de diferenciación. Es posible que, además de ULT1, existan otras 

señales moleculares que impidan que las células producto de las divisiones ectópicas 

del QC sigan manteniendo su identidad, es decir que sean simétricas.  Este modelo se 

ajusta bien a los resultados obtenidos; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que 

ULT1 actúe solamente como un inhibidor de la división celular y que los efectos en la 

diferenciación de las CIC sean indirectos.   

Otro aspecto importante que no queda claro es por qué las divisiones generadas 

en la ausencia de ULT1 son dirigidas hacia las CIC y no hacia más células del QC u otro 

destino celular, por lo que es probable que ULT1 tenga un control más fino dirigiendo a 

su vez el plano de división. Esta idea surge a partir de que se ha propuesto que al no 

presentarse migración celular en plantas, el destino celular está altamente influenciado 

por su disposición espacial, en donde la naturaleza de las células cercanas influye sobre 

las señales moleculares que reciben (García-Gómez et al. 2020, Pillitteri et al. 2016).  
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Figura 15. Esquema de divisiones del QC. Modelo que propone cómo ocurren las divisiones 

asimétricas de las células del QC en un contexto WT y mutante ult1-3. Las líneas horizontales 

punteadas representan el plano de división celular, mientras que las flechas delgadas negras 

representan señales moleculares de corto alcance.  QC=Quiescent center, CIC= Columella initial cell, 

DCC= Differentiated columella cell. 
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10. CONCLUSIONES  
 

En el presente trabajo se investigó la función de la proteína ULT1 en el desarrollo 

de la raíz de Arabidopsis thaliana que, con base a la evidencia generada de manera 

experimental, se concluyó lo siguiente:  

● La proteína ULT1 se expresa en la raíz, localizándose en la zona meristemática 

de alta proliferación y en las células que conforman al SCN incluyendo al QC.  

● ULT1 no participa en el crecimiento de la raíz principal, ni en la proliferación del 

meristemo apical de la raíz.  

● ULT1 es necesario para mantener la organización celular del SCN.  

● ULT1 ayuda a mantener el estado indiferenciado y la identidad de las CIC en el 

SCN.  

● ULT1 participa en mantener la baja tasa de división del QC, pero no en mantener 

su identidad.  

● ULT1 es esencial para el establecimiento del patrón de respuesta a auxinas en el 

meristemo apical de la raíz.  

● La función de ULT1 en el SCN del RAM es independiente de la presencia de 

ATX1, contrastando con lo ya descrito en el SAM.  

 

11. PERSPECTIVAS 
 

● Realizar experimentos de ChIP para determinar si los cambios observados en la 

ausencia de ULT1 se deben a su función epigenética a través de cambios en las 

marcas H3K4me3 y H3K27me3. A su vez, se podría determinar si ULT1 se 

encuentra unido a los sitios donde ocurren esos cambios. 

● Analizar sistemas reporteros para diferentes transportadores de auxinas para 

determinar si los cambios observados en la respuesta pueden estar ocasionados 

por modificaciones en el patrón espacial de algún transportador.  

● Hacer análisis morfológicos y de expresión en una doble mutante para ULT1 y su 

parálogo ULT2 para descartar efectos enmascarados por una posible 

redundancia.  
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● Experimentos que expresen a ULT1 en un tipo celular específico en un fondo 

mutante ult1-3 podría ayudar a determinar si el efecto que tiene ULT1 en el control 

de la tasa de división del QC y el mantenimiento del estado indiferenciado de las 

CIC son procesos independientes; es decir, si es un efecto autónomo de la célula 

o sí existe alguna relación causal.   
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12. FIGURAS SUPLEMENTARIAS 

 

Figura S1. Expresión de TUB2. PCR semicuantitativa de la expresión de TUB2 en 

mutantes ult1-3 de fondos Col y Ler. El cDNA se extrajo de raíces de 5 dps; se utilizó 

como control negativo una reacción de RT sin retrotranscriptasa, y como control positivo 

DNA genómico de una planta WT, ya que los oligos pueden diferenciar entre mRNA y 

DNA genómico, amplificando productos de 120 pb y 668 pb, respectivamente. El DNA 

genómico se obtuvo de plántulas de 5 dps. MPM=Marcador de peso molecular de 100 

pb, CN=Control negativo, CP=Control positivo.   
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Figura S2. Imágenes representativas de la señal del marcador CYCB1;1:GUS de raíces 

de 5 dps de plantas silvestres y mutantes ult1-3. La barra negra representa 20m. 

 

 

Figura S3. Imagen representativa del crecimiento de plantas silvestre, mutantes ult1-3, 

atx1-3 y dobles mutantes. a) plantas de 30 dps y b) plántulas de 12 dps.  
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Figura S4. Resultados de qPCR de la expresión de algunos genes en mutantes atx1-3 

y ult1-3.  

 

 

Figura S5. Ensayos de GUS a diferentes tiempos de incubación. Imágenes 

representativas de raíces de plantas DR5:GUS y mutantes ult1-3/DR5:GUS de 5dps 

tomadas con microscopía de luz. La línea horizontal negra en la esquina inferior derecha 

representa 20m. 
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Figura S6. Ensayos de GUS a diferentes concentraciones de IAA. Imágenes 

representativas de raíces de plantas DR5:GUS y mutantes ult1-3/DR5:GUS de 5dps 

tomadas con microscopía de luz. La línea horizontal negra en la esquina inferior derecha 

representa 20m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S7. Ensayos de GUS a diferentes concentraciones de NAA. Imágenes 

representativas de raíces de plantas DR5:GUS y mutantes ult1-3/DR5:GUS tomadas con 

microscopía de luz. La línea horizontal negra en la esquina inferior derecha representa 

20m.  
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Figura S8. Niveles de los transcritos de algunos genes que responden a auxinas bajo 

tratamientos de IAA 500 nM, en plantas WT y mutantes ult1-3.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura S9. Determinaciones por qPCR que muestran los niveles de expresión de GFP 

en diferentes fondos usando a RNAH como control de carga.  
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Figura S10. ULT1 no participa en la respuesta gravitrópica en la raíz. Ángulos medidos 

de la punta de la raíz con respecto al eje de la raíz principal después de 3 y 6 horas de 

rotar 90º la caja de medio MS. Plantas de 5 dps (n=10).   
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Ensayo Gen  Locus Nombre Secuencia 
qPCR RNAH AT1G58050 RNAH_Y_qF 5’-CCATTCTACTTTTTGGCGGCT-3’ 

  RNAH_Y_qR 5’-TCAATGGTAACTGATCCACTCTGATG-3’ 
TIP41 AT4G34270 TIP41_Y_qF 5’-GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA-3’ 

  TIP41_Y_qR 5’-TCAACTGGATACCCTTTCGCA-3’ 
PIN1 AT1G73590 MP-PIN1q-F 5’-TGGTCCCTCATTTCCTTCAAGT-3’ 

  MP-PIN1q-R 5’-CAACCCAAGACTGAACATAGCCA-3’ 
PIN2 AT5G57090.1 PIN2 FOR 5’-CTG CTC TTC CTC AAG GAA TCG-3’ 

  PIN2 REV 5’-ATA CAC CTA AGC CTG ACC TGG-3’ 
PIN3 AT1G70940 MP-PIN3q-F 5’-TTCAGGCCGCATTACCTCAAGGA-3’ 

  MP-PIN3q-R 5’-TCGGAAGCGCTATAAGCATTC-3’ 
PIN4 AT2G01420 MP-PIN4q-F 5’-GCTAAGGAGATTCGGATGGTTG-3’ 

  MP-PIN4q-R 5’-CCTCTCCACTATCAAGACCG-3’ 
PIN5 AT5G16530  PIN5_DO_qF1 5’-CTGTGAAATGGTGGCACATC-3’ 

   PIN5_DO_qR1 5’-ACATGGGCCGTGAACTCAAT-3’ 
PIN7 AT1G23080.1 PIN7_DO_qF1 5’-GTGAAAACAAAGCTGGTCCGATG-3’ 

  PIN7_DO_qR1 5’-CCGAAGCTTGTGTAGTCCGT-3’ 
LAX2 AT2G21050.1 LAX2_DO_qF1 5’-CCATGGACAGGTAGAAGGAGTG-3’ 

  LAX2_DO_qR1 5’-AGCATGTCCACCGAATGTGT-3’ 
AUX1 AT2G38120.1 AUX1_DO_qF1 5’-TCGCTCACATGCTCACTTACCGAT-3’ 

  AUX1_DO_qR1 5’-AAGAACCCAAACCACCACGAAAGC-3’ 
GH3.1 AT2G14960 GH3.1_DO_qF1 5’-GATGTTCCAGAGCTAGTGAGGA-3’ 

  GH3.1_DO_qR1 5’-CAGAGATTCAACGCATTGCTGA-3’ 
GH3.5 AT4G27260 GH3.5_DO_qF1 5’-CCTCACAAGCTCTGGGACATC-3’ 

  GH3.5_DO_qR1 5’-GGAACGAACTGGCTCATCAC-3’ 
IAA19 AT3G15540 IAA19_DO_qF1 5’-CGTGGCATCGGTGTGGCCTT-3’ 

  IAA19_DO_qR1 5’-GCTGCAGCCCAAACCCGGTA-3’ 
IAA7 AT3G23050.1 IAA7_DO_qF1 5’-CCTCCTGCTAAAGCACAAGTGG-3’ 

  IAA7_DO_qR1 5’-CTTCTCACTGCTGGCCTCC-3’ 
ARF5 AT1G19850.1 ARF5_DO_qF1 5’-CCATGGGAAGAGTTTGTGGG-3’ 

  ARF5_DO_qR1 5’-AGATCGTTAATGCCTGCGCT-3’ 
ARF7 AT5G20730.1 ARF7_DO_qF1 5’-GATGATCCATGGGAAGAATTCG-3’ 

  ARF7_DO_qR1 5’-ACTGGTACACCGGCAAAGTT-3’ 
ARF10 AT2G28350.1 ARF10_DO_qF1 5’-CGTCTCCTTCAGGTAGCTTGGG-3’ 

  ARF10_DO_qR1 5’-ACCAATTCGACTAACCACGGA-3’ 
PLT1 AT3G20840 QRT_PLT1F 5’-CAAACCCTGGTGGTGTTTTC-3’ 

  QRT_PLT1R 5’-CTACCAAAAGGCCCCCTCTA-3’ 
PLT2 AT1G51190 QRT_PLT2F 5’-ATCCAGGAGGTGTTTTCACG-3’ 

  QRT_PLT2R 5’-AGAAGACTCCAGCCGATCCT-3’ 
AGL42 AT5G62165.1 AGL42_AGR_qF 5’-GAACGCTACCGCAAGTACAC-3’ 

  AGL42_AGR_qR 5’-GCAAGTGAATTTGTGAGTCGTG-3’ 
SHR AT4G37650 QRT_SHRF 5’-GCCAACGTAAAGGGTTGTTTT-3’ 

  QRT_SHRR 5’-TCAATCTCAAAGCCCATCATC-3’ 
SCR AT3G54220 QRT_SCRF 5’-CTTGGACGCCTCGTTCTTAG-3’ 

  QRT_SCRR 5’-CCACCAATCAGGTAGCCAAT-3’ 
 AT3G26120.1 TEL1_DO_qF1 5’-CGAGAGTTCAGGGTTTGGAGGAT-3’ 
  TEL1_DO_qR1 5’-AACTGCTTCCCATCTCGTGG-3’ 

WOX5 AT3G11260 WOX5_DO_qF1 5’-CCATCAACTAGAGATGTTTTTG-3’ 
  WOX5_DO_qR1 5’-CACCTTGGAGTTGGAGTCTTC -3’ 

ULT1 AT4G28190 ULT1_exon_DO F 5’-GGGTTTTCCCCACCGGTGACC-3’ 
  PA-ULT1pcr 

R 
5’-AGCTGGTGTCAACTTGTCTAGC-3’ 

CYCD3;1 AT4G34160.1 RT-FCYCD3;1 5’-CTA GAC TTT CAA GTG GAG GA-3’ 
  RT-RCYCD3;1 5’-GAG TAA TGA GAT GCA TCT TCC-3’ 

CYCD3;3  CYCD3;3F - 
  CYCD3;3R - 

Clonación  AT4G28190 EP-ULT1-F 5’-GCTTAATACTTATACTACCAACATC-3’ 
  EP-ULT1-R 5’-AGCTTTGACATTGCTGGTGAAG-3’ 

Genotipificación T-DNA - LBC1 5’-GGA ACA ACA CTC AAC CCT ATC TCG G-3’ 
 ATX1 AT1G66240 MP-ATX1pcr-F 5’- GGCGGGAGATATGATGATTGAA-3’ 
   MP-ATX1pcr-R 5’-TCTTCCCATTTAGGGATATGCC-3’ 
 ULT1 AT4G28190 PA-ULT1pcrF 5’-GTGGGGTCAATGTTGGTGGCGA-3’ 
   PA-ULT1pcrR 5’-AGCTGGTGTCAACTTGTCTAGC-3’ 
   ULT1_DO_qF 5’-ACT TCA CCA GCA ATG TCA AAG C-3’ 
   ULT1_DO_qR 5’-GCA ACG AAC AAA GTC TGA GAC AG-3’ 
   EP-ULT1-R 5’-AGCTTTGACATTGCTGGTGAAG-3’ 
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Tabla S1. Lista de oligos utilizados en esta tesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

   ULT2_DO_qF2 5’-GCGGAACCTTGTCTCCTTCAATG-3’ 
   ULT1alelo1F_DO 5’-GGTTGCGATGAAGACAAGTTGA-3’ 
   ULT1alelo1R_DO 5’-TCTATGGCAAACTTTGGCACC-3’ 
   ULT1lncF_DO 5’-CTGGTGAAAGGGAAGAGCCA-3’ 
   ULT1lncR_DO 5’-AAACAAAACTCGTGGGGGCA-3’ 
   ULT1lncR2_DO 5’-TCCTCTTTACCTGGTGACGAC-3’ 
   ULT1_ATG_DO F 5’-ATGGCGAACAATGAGGGAGAGA-3’ 
   ULT1_ATG_DO R 5’-CTAGCAACAGCATCGCCGTATC-3’ 
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13. ANEXO 
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