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1. Resumen

Los grupos de proteinas Polycomb (PcG) y Trithorax (TrxG) son dos complejos epigenéticos
muy conservados con la capacidad de catalizar marcas postraduccionales en las histonas. A través
de estas marcas, PcG y TrxG modifican la estructura de la cromatina y regulan la expresién de
numerosos genes; mientras PcG reprime su expresién, TrxG la activa. En Ambidopsis, CLF es una
de las principales proteinas que constituyen a PcG, tiene actividad de metiltransferasa mediante la
cual caraliza la deposicién de la marca H3K27me3 para inducir la represién transcripcional. Por otra
parte, ATX1 fue la primera metiltransferasa caracterizada del grupo TrxG y es capaz de catalizar la
deposicion de la marca H3K4me3, una marca asociada a activacién transcripcional. Esta funcién
antagénica entre ATX1 y CLF ha sido ampliamente caracterizada de manera individual, sobre todo
en la regulacién transcripcional que controla el proceso de floracién. El efecto pleiotrépico de estos
dos factores ha sido evidenciado por el fenotipo de sus mutantes. Las mutantes de A7X/ presentan
floraciéon temprana, defectos en el tamafo, nimero y posicién de los érganos florales, raiz corta y
hojas pequenas y ligeramente aserradas, mientras que las mutantes de CLF son pequenas, también
de floracién temprana, son mds sensibles a estimulos ambientales, presentan raices ligeramente mds
largas, aberraciones en los 6rganos florales y hojas curveadas. En contraste con la parte aérea, el papel
de ATX1 y CLF ha sido menos estudiado en la raiz.

En el presente trabajo se evalué el papel de estos factores de manera conjunta sobre el desarrollo
de la raiz de Arabidopsis a través del estudio de mutantes simples y dobles para ambos factores
epigenéticos. Los andlisis fenotipicos realizados en este estudio corroboraron el fenotipo de raiz corta y
meristemo reducido de las mutantes azx/ y demostraron que las mutantes ¢/fno presentan alteraciones
significativas en la longitud total de la raiz ni en el tamafo del meristemo comparados con el control.
De manera interesante, las dobles mutantes azx1/clf mostraron una recuperacién parcial de la longitud
total de la raiz y una recuperacién total en el tamano del meristemo, mientras que su fenotipo aéreo
fue muy similar a las mutantes c¢/f. Por otra parte, andlisis de expresién genética demostraron que
ATX]1 regula de manera positiva a los genes homéoticos de la familia MADS-box XAL1/AGL12, XAL2/
AGLI14, AGL17 y AGLI9, mientras que CLF lo hace de manera negativa. Sorprendentemente se
observé que en las dobles mutantes la expresién de estos genes, con excepcién de XALI/AGLI2, es
muy similar a la observada en las murtantes ¢/f. En conjunto, estos datos evidencian la importancia
de estos factores epigenéticos sobre el desarrollo de Arabidopsis e indican que ATX1 y CLF regulan
antagénicamente a los genes MADS-box XALI/AGL12, XAL2/AGL14, AGL17y AGL19, sin embrago
parece ser que el papel de CLF tiene un efecto epistdtico sobre ATX1, lo cual también se ve reflejado

en el fenotipo aéreo.
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2. Introduccién

2.1 El paradigma epigenético

Actualmente el estudio de la epigenética representa un importante desafio para las ciencias
biolégicas. A pesar de que los origenes del concepto se remontan a principios del siglo XIX, la epigenética
como campo de estudio formal es relativamente reciente e incluso en nuestros dias su definicién es

objeto de debate entre la comunidad cientifica.

2.1.1 Primeras aproximaciones al paradigma epigenético

Una de las piedras angulares que constituyen la base histérica del paradigma epigenético se
encuentra en el trabajo del zodlogo francés Jean-Baptiste Lamarck, cuando a partir de 1802 dio a
conocer formalmente su teoria sobre la evolucién orgdnica, misma que se puede resumir en dos leyes
fundamentales: 1) Los animales que no han alcanzado el final de su desarrollo, poco a poco ganan
o pierden caracteristicas durante su vida mediante el constante uso y desuso de sus partes 2) Las
caracteristicas adquiridas durante la vida de los organismos, debido a las circunstancias a las que fueron
expuestos, se conservan a través de las nuevas generaciones siempre y cuando los cambios adquiridos

estén presentes en ambos progenitores (Burkhardt, 2013).

Un importante fragmento de la teoria Darwiniana también hace referencia a las ideas de
Lamarck. En su libro Variacién en plantas y animales bajo domesticacion, Darwin introduce la hipétesis
de la pangénesis, donde plantea que las sefiales ambientales pueden inducir células somdticas para
arrojar “gémulas” microscépicas o “pangenes” que circulan y se acumulan en las células germinales.
Las gémulas transfieren informacién de las células somaticas a las células germinales afectando asi a las

siguientes generaciones (Darwin, 1868).

Ambas planteamientos comparten dos aspectos fundamentales, por un lado estd la influencia de
estimulos ambientales sobre el cambio en la forma de los organismos y por el otro la conservacién de
estos cambios a través de las generaciones. En su conjunto, estas ideas fueron claves para estructurar el

concepto contempordneo de epigenética.
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A lo largo del siglo XIX surgieron numerosos opositores de las ideas lamarckianas, sin embargo,
fue el nacimiento de la genética cldsica con el descubrimiento de las leyes de Mendel y el posterior
desarrollo de la sintesis moderna de la evolucién lo que revolucioné el estudio de la herencia, misma
que adopté una tendencia genocéntrista que rechazaba cualquier posibilidad de evolucién a través de

los rasgos adquiridos (Ho, 2014).

A pesar del éxito obtenido por la genética cldsica, durante el siglo XX se dieron a conocer distintos
casos de estudio que no presentaban herencia de tipo mendeliana, a lo que Ernst Mayr denominé
“herencia suave”(Mayr, 1980). Los casos que no eran explicados por las leyes de Mendel llevaron a
cuestionar los mecanismos genéticos como tinicos factores hereditarios, en consecuencia, el estudio de

procesos alternativos mds alld de los genes resultaba necesario.

2.1.2 La epigenética de Waddington, un concepto dindmico

El término “epigenética” fue introducido por Conrad Hal Waddington en 1942 para referirse
al estudio de los mecanismos causales por el cual el genotipo provoca efectos fenotipicos (Haig,
2004). El origen de la palabra deriva del concepto aristotélico de epigénesis enlazado al estudio de la
herencia, donde el prefijo “epi” (sobre o encima) y su complemento “genética” reflejan la necesidad
de estudiar los acontecimientos “sobre” o mads alld del gen (Jablonka y Lamb, 2002). Para ilustrar
su pensamiento, Waddington desarrollé el término “paisaje epigenético”, en el que refleja cémo se
produce la especializacién celular durante el desarrollo. En este paisaje, el desarrollo avanza como una
canica que rueda por una ladera salpicada de valles y colinas, la cual es controlada por los genes y sus
interacciones. En el camino, la superficie irregular de la pendiente guia a la canica a lo largo de un
camino Gnico, hasta su destino, siendo éste el fenotipo final (Ho, 2014). La epigenética de Waddington
evoca una estrecha relacién con la biologfa del desarrollo, no obstante, algunas precisiones sobre su

cardcter hereditario serfan integradas posteriormente.

Entre las definiciones de epigenética que surgieron en anos posteriores destacan la de Hall,
para quien la epigenética o control epigenético “es la suma de los factores genéticos y no genéticos
que actiian sobre las células para controlar selectivamente la expresién de los genes, produciendo
aumento de la complejidad fenotipica durante el desarrollo” (Hall, 1992). Posteriormente Holliday
define la epigenética como “el estudio de los cambios en la expresién génica, que se producen en los

organismos con células diferenciadas, y la herencia mitética de patrones dados de la expresién génica”
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(Holliday, 1994). Por otro lado, para Russo y colaboradores la epigenética es “el estudio de los cambios

mitéticamente y/o meiéticamente heredables en la funcién de los genes que no pueden explicarse por

cambios en la secuencia del ADN” (Russo et al., 1996).

Ante este escenario lleno de diversas acepciones es importante destacar que no todos los cambios
epigenéticos son heredables trans-generacionalmente, debido a esto Jablonka y Raz hacen una pertinente
acotacién sobre la distincién entre epigenética y herencia epigenética; para ellos la epigenética es “el
estudio de los procesos que subyacen a la plasticidad del desarrollo y canalizacién y que provocan
persistentes efectos en el desarrollo en procariontes y eucariontes”, mientras que la herencia epigenética
“es un componente de la epigenética que ocurre cuando las variaciones fenotipicas que se transmiten a

las siguientes generaciones de células u organismos no se derivan de las variaciones en la secuencia de

bases del ADN” (Jablonka y Raz, 2009).

Aln no existe una definicién universalmente aceptada, sin embargo, existe una continuidad
entre la epigenética de Waddington y la epigenética de hoy, dado que ambas se centran en vias de
desarrollo alternativas, en las redes de desarrollo que subyacen a la estabilidad y la flexibilidad, y en

la influencia de las condiciones ambientales en las que se desarrollan las células y los organismos

(Jablonka y Lamb, 2002).

2.1.3 Importancia préctica e implicaciones teéricas de la epigenética

Los recientes descubrimientos de los mecanismos moleculares de regulacién epigenética
permiten conocer los alcances tedricos y précticos de esta disciplina. En la actualidad sabemos que los
mecanismos epigenéticos regulan una amplia variedad de procesos como el desarrollo, la diferenciacién
celular, la reparacién del ADN y la senescencia (Kouzarides, 2007). Adicionalmente, la epigenética
ha contribuido al estudio de enfermedades hereditarias, cincer, epidemias y mecanismos celulares de

defensa, pero también tiene una importancia potencial en los campos de la agricultura y la ecologia

(Jablonka y Lamb, 2002; Jablonka y Raz, 2009).

En un contexto tedrico, el cardcter hereditario de algunas variaciones y mecanismos epigenéticos
demanda replantear el concepto de herencia biolégica y sus implicaciones evolutivas. Si se acepta que las
variaciones epigenéticas heredables pueden ser parte de un cambio evolutivo, entonces la evolucién no

puede ser vista inicamente en términos de cambio de frecuencias génicas, ya que las frecuencias de las
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variantes epigenéticas tienen que ser consideradas también (Jablonka y Lamb, 2002). La importancia
evolutiva de la epigenética ha sido abordada en la Sintesis Extendida (ES) la cual surge ante la evidente
necesidad de expandir la Sintesis Moderna, el enfoque evolutivo predominante actualmente. La ES ha
surgido recientemente como un marco conceptual que pretende entender los procesos evolutivos desde
una perspectiva mds inclusiva, considerando la biologia evolutiva del desarrollo, una teoria ampliada
de la herencia, elementos de la teoria de la complejidad, la labilidad evolutiva' y una reevaluacién de

los niveles de seleccién, entre otros campos de estudio (Pigliucci, 2009).

En su libro La estructura de las revoluciones cientificas Thomas Kuhn define a un paradigma como
“realizaciones cientificas universalmente reconocidas que, durante cierto tiempo, proporcionan modelos
de problemas y soluciones a una comunidad cientifica” (Kuhn, 1971). Para Kuhn, el desarrollo de la
ciencia madura se da a través de revoluciones cientificas que generan la transicién de un paradigma a
otro. En este sentido, es evidente que la epigenética y sus implicaciones sobre el concepto de desarrollo
y herencia constituyen un nuevo paradigma que complementa actualmente el estudio de numerosos

procesos biolégicos.

2.2 Mecanismos de regulacién epigenética

La dindmica epigenética en las plantas resulta particularmente interesante. Dado que su
condicién sésil les impide escapar de condiciones desfavorables, éstas han desarrollado complejos
mecanismos de adaptacién. Ademds, su proceso de organogénesis, a diferencia de los animales, se da
mayoritariamente en un periodo post embrionario, de tal manera que la relacién con el medio ambiente
resulta particularmente estrecha. Ambas caracteristicas suponen mecanismos de regulacién epigenética

involucrados en procesos del desarrollo, diferenciacién celular y respuesta al medio ambiente.

En la actualidad se han caracterizado principalmente tres mecanismos epigenéticos que subyacen
a los procesos de desarrollo y respuesta a estimulos ambientales en plantas: la metilacién del ADN,
las modificaciones postraduccionales de histonas y los ARN s no codificantes (Fig. 1) (Jones y Sung,
2014). Tales mecanismos se encuentran involucrados en la regulacién de la expresion genética y tienen
una importante influencia sobre la dindmica de la cromatina. Numerosos procesos de desarrollo y
respuesta a estimulos ambientales pueden estar regulados dindmicamente por mds de un mecanismo

epigenético.

"Traduccion no oficial de “evolvability”
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2.2.1 Metilacién del ADN

En plantas, la metilacién del ADN puede ocurrir en citosinas ubicadas en tres contextos genéticos
diferentes: CG, CNG (N representa cualquier nucleétido) y CHH (H puede ser A, T o C), siendo la
metilacién de CG la mds abundante (Zhang et al., 2006). Aunque la metilacién de las citosinas es la
mds comun, también se ha demostrado que las adeninas pueden estar metiladas. Poco se sabe sobre esta
inusual marca, sin embargo algunos estudios sugieren que puede asociarse al control de la replicacién y
la expresion genética (Vanyushin y Ashapkin, 2011). Una hiper metilacién de las citosinas en regiones
promotoras usualmente inhibe la transcripcién, al igual que en los elementos transponibles (Zhang
et al., 2010). La metilacién de las citosinas consiste en la adicién de un grupo metilo en la posicién
C-5 y en cada contexto estd catalizada por distintas enzimas con actividad metiltransferasa (Jones y
Sung, 2014), adicionalmente tiene una importante influencia sobre la remodelacién de la cromatina
pues es capaz de atraer proteinas de unién a sitios metilados las cuales a su vez, reclutan desacetilasas
de histonas y proteinas remodeladoras de cromatina para formar un complejo que evita la unién de

factores de transcripcién (Fig. 1a) (Fransz y de Jong, 2002).

2.2.2 Regulacién por ARN’s no codificantes

En muchos organismos, la transcripcién intergénica o antisentido da lugar a diferentes clases
de ARN's no codificantes (ncRNAs), los ARN's cortos (<200 nt) y los ARN’s largos (>200 nt). Los
ARN’s pequenos (sSRNA) son capaces de modificar la cromatina y la expresién genética por la via de
ARN de interferencia mediante la cual regulan la metilacién de histonas y del ADN (Holoch y Moazed,
2015). El mecanismo mejor conocido de regulacién epigenética mediado por sSRNAs es la metilacién
de ADN dirigida por ARN (RdDM por sus siglas en inglés) (Fig. 1b). Por otra parte, los ARN ‘s largos
(IncRNA) pueden actuar como reguladores cis o trans y contienen sefales para el reclutamiento de
complejos remodeladores de cromatina, son capaces de atraer factores de splicing y pueden funcionar

como competidores para los sitios de unién de mini ARN’s (Heo et al., 2013).
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W Metilacion
m Acetilacion

Figura 1. Mecanismos de regulacién epigenérica. a) La metilacion del ADN es caralizada por ADN metiltransferasas
(DNM'T"s), posteriormente se reclutan desacetilasas de histonas (HDACs) y proteinas remodeladoras de cromatina (CRP)
para formar un complejo que evita la unién de factores de transcripcién (FT's) y asi impedir la transcripcién. b) Los
ARNs no codificantes (ncRNAs) son transcritos por la polimerasa 1V, posteriormente una ARN polimerasa dependiente
de ARN (RDR2) genera ARN s de doble cadena los cuales son cortados por DICER-LIKE 3 (DCL3), los fragmentos
obtenidos son cargados por ARGONAUTA (AGO) para formar el complejo RISC (RNA-Induced Silencing Complex). El
complejo RISC censa los IncRNAs transcritos por la Polimerasa V (Pol V) hasta encontrar su complementario y mediante
el complejo DDR (DRD1, DMS3 y RDM1) forma un puente con la metileransferasa DOMAINS MEARRANGED
METHYLTRANSFERASE 2 (DRM2) quien finalmente cataliza la metilacion de novo en el ADN. ¢) La acetilacién de
las histonas es caralizada por Histona Acetiltransferasas (HATs) que alteran las propiedades fisicas de los nucleosomas
debilitando su asociacién con el ADN. Las Histona Metiltransferasas (HMTs) catalizan la marca de metilacion la cual atrae

otras proteinas que tienen diversos efectos sobre procesos especificos.

2.2.3 Modificaciones postraduccionales de histonas

La dindmica estructural de la cromatina es crucial para regular los patrones de expresion genética
al permitir o impedir el acceso de factores de transcripcién o de la propia ARN polimerasa al ADN.
Los nucleosomas son las unidades fundamentales de la cromatina y se componen de un octimero
de histonas (H2A, H2B, H3 y H4) alrededor del cual se enrollan 147 pb de ADN (Luger et al.,
1997). La cromatina es una estructura dindmica que puede clasificarse en dos tipos fundamentales:

heterocromatina y eucromatina. La heterocromatina es altamente condensada, con baja densidad
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génica y poco activa transcripcionalmente, en contraste, la eucromatina es poco condensada, rica en

genes y estd asociada a regiones transcripcionalmente activas (Huisinga et al., 20006).

Entre los multiples mecanismos epigenéticos que modifican la arquitectura de la cromatina
para regular la expresién genética, las modificaciones postraduccionales de histonas juegan un papel
fundamental. La mayoria ocurren en el extremo amino-terminal de las histonas y dentro de éstas
se incluyen las acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, ubiquitinaciones, sumoilaciones y ADP
ribosilaciones (Lauria y Rossi, 2011), su efecto sobre la expresién genética depende de su tipo,
posicién, cantidad y combinacién con otras modificaciones (Pfluger y Wagner, 2007), de tal manera
que algunas marcas pueden llegar a tener funciones antagénicas dependiendo del contexto en el que
se encuentren. Estas caracteristicas en conjunto construyen un intricado esquema estructural de la

cromatina, denominado cédigo de histonas.

La acetilacién de las histonas altera las propiedades fisicas de los nucleosomas debilitando la
asociacién entre las histonas y el ADN, mientras que otras modificaciones, incluyendo la metilacién,
a menudo crean sitios de unién para otras proteinas que tienen efectos sobre procesos especificos
(Fig. 1¢) (Deal y Henikoff, 2011). En plantas, las acetilaciones ocurren exclusivamente en residuos de
lisina y suelen correlacionar con regiones activas transcripcionalmente, por otra parte, las metilaciones
pueden ocurrir en residuos de lisinas y de argininas y pueden estar asociadas a represién o activacién

transcripcional (Lauria y Rossi, 2011).

Las principales marcas de activacién y represién transcripcional en plantas se encuentran en la
histona H3. Dentro de las marcas de activacién se incluyen la acetilacién de la lisina 9 y 27 (H3K9ac
y H3K27ac), la di y tri metilacién de la lisina 36 (H3K36me2 y H3K36me3) y la di y tri metilacién
de la lisina 4 (H3K4me2 y H3K4me3) (Du et al., 2013; Lauria y Rossi, 2011). H3K9ac y H3K27ac
co-localizan en el extremo 5 de los genes mientras que H3K36me2 y H3K36me3 se acumulan en la
regién transcrita, H3K4me3 también estd enriquecida hacia el extremo 5 y es mutuamente excluyente
con citosinas metiladas del ADN (Lauria y Rossi, 2011). Por otra parte, existen fundamentalmente 2
marcas asociadas a regiones transcripcionalmente inactivas, la dimetilacién de la lisina 9 (H3K9me2),
que estd asociada exclusivamente a regiones repetitivas en la heterocromatina, y la trimetilacién de
la lisina 27 (H3K27me3), presente en 18% de los genes de Arabidopsis thaliana, principalmente en
factores de transcripcién y genes del desarrollo. Esta marca se encuentra presente en regiones transcritas

del gen pero presenta un enriquecimiento mayor hacia el extremo 5 (PHuger y Wagner, 2007).
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Novedosos estudios han sugerido una clasificacién funcional de la cromatina de Arabidopsis en 9
estados discretos, tomando en cuenta caracteristicas como la secuancia de ADN, variantes de histonas,
metilacién de CGs y modificaciones postraduccionales de histonas. Dentro de esta clasificacién los
estados 5, 4 y 2 son particularmente ricos en la marca H3K27me3, mientras que los estados 1, 2 y
4 contienen altas cantidades de H3K4me3 (Sequeira-Mendes et al., 2014), estos resultados indican
una amplia participacién de ambas marcas a lo largo del genoma, asimismo su co-localizacién en los

estados 2 y 4 puede sugerir una regulacién conjunta y potencialmente dindmica.

Las modificaciones postraduccionales de histonas involucran un mecanismo que requiere
fundamentalmente de tres tipos de proteinas: proteinas encargadas de colocar la marca, proteinas

efectoras capaces de leerla y proteinas que la borren (Kouzarides, 2007).

En el caso de las acetilaciones, las proteinas Histona Acetiltransferasas (HATs) catalizan la adicién
del grupo acetil desde el donador Acetil-CoA y pueden clasificarse dentro de 4 familias: GNAT, MYST,
CBP/p300 y TAFI/TAFII250 (Berr et al., 2011). El bromodominio es un médulo de proteina capaz de
unirse a histonas con lisinas acetiladas; estd presente en diversos remodeladores de cromatina y HATs
que funcionan como efectores mediante la remodelacién directa o el reclutamiento de mas HATs que,

a su vez, son capaces de amplificar la marca (Yun et al., 2011). La acetilacién es removida por proteinas
Histona Desacetilasas (HDACs) que en Arabidopsis se han clasificado en 3 familias: RPD3/HDALI,
HD2-like y SIR2 (Berr et al., 2011).

Las proteinas Histona Metiltransferasas (HMTs) catalizan las marcas de metilacién y en
Arabidopsis, todas tienen un dominio SET (Berr et al., 2011). Algunas de las metiltransferasas mas
importantes forman parte de dos grupos de proteinas con funciones antagénicas, el grupo Polycomb
(PcG) que cataliza la trimetilacién de la lisina 27 (H3K27me3) y el grupo Trithorax (TrxG) que es
capaz de catalizar la di y tri metilacién de la lisina 36 (H3K36me2 y H3K36me3) y la trimetilacién de
la lisina 4 (H3K4me3). Dentro de los efectores capaces de leer las marcas de metilacién se encuentran
proteinas con dominios Tudor, CW, PHD, WD40 y Cromodominios (Yun et al., 2011). Aunque
comparada con otras modificaciones postraduccionales la metilacién es relativamente estable, existen
proteinas Histona Desmetilasas (HDMs) que son capaces de borrar la marca, entre ellas predominan

las que contienen el dominio Jumonji (JM]) (Berr et al., 2011).
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Aunque los mecanismos de propagacién de las modificaciones postraduccionales de histonas
durante la replicacién del ADN siguen siendo poco claros, existen ejemplos bien caracterizados que
demuestran su cardcter hereditario en procesos de desarrollo y respuesta a senales endégenas y exdgenas,

los cuales se discutirdn mas adelante.

2.3 Los grupos Polycomb (PcG) y Trithorax (TrxG) en Arabidopsis thaliana

Los grupos Polycomb (PcG) y Trithorax (TrxG) son complejos de proteinas capaces de regular
la arquitectura de la cromatina para mantener estados de represién y activacién transcripcional,
respectivamente. Fueron inicialmente descritos en Drosophila como reguladores antagénicos de los
genes HOX, un grupo de factores de transcripcién que especifican la identidad celular a través del eje
anteroposterior de animales segmentados (Schuettengruber et al., 2007). Especificamente, PcG se
ha definido como un grupo de genes cuya mutacién resulta en fenotipos similares a los mutantes de
Polycomb (Pc) (mutaciones que conducen a la transformacién global de segmentos embrionarios en los
segmentos mds posteriores), o que puede potenciar los fenotipos de alelos mutantes de Pc, mientras
que los genes de TrxG se han definido por su capacidad de contrarrestar la actividad de PcG en la

regulacién de los genes homeéticos (Grimaud et al., 20006).

En plantas se han descrito genes homélogos a PcG y TrxG (Tabla Al), algunos de ellos con la
capacidad de regular genes homeéticos de la familia MADS-box (acrénimo de los primeros miembros
descritos, MCM1, AG, DEF y SRF) que, a diferencia de los genes Hox, no se encuentran agrupados
adyacentemente (Alvarez-Venegas, 2010; Pien y Grossniklaus, 2007). En comparacién con los animales,
se sabe menos sobre el funcionamiento de PcG y TrxG, no obstante, se han descrito detalladamente
mecanismos involucrados en importantes procesos de desarrollo incluyendo el mantenimiento de
células troncales, reprogramacién celular, floracién, dormancia y respuesta al estrés (Sanchez et al.,

2015).
2.3.1 El grupo Polycomb (PcG)

Las proteinas que componen a PcG se encuentran evolutivamente conservadas entre los
eucariontes y destacan por su papel en el establecimiento y mantenimiento de la identidad celular.
Tanto en plantas como en metazoarios, PcG acta principalmente a través de dos complejos:

POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2 (PRC2), que cataliza la trimetilacién de la lisina 27 en

10
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la histona H3 (H3K27me3), y POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 1 (PRC1), que cataliza la
monoubiquitinacién de la histona H2A en la lisina 119 en metazoarios y 121 en plantas (H2AK119ub

y H2AK121ub) (Pu y Sung, 2015; Xiao y Wagner, 2015).

Se han reconocido fundamentalmente cuatro proteinas en el complejo PRC2 de Drosophila,
Enhancer of zeste (E(z)), que cataliza la H3K27me3 a través de su dominio SET; Extra sex combs
(Esc), que contiene un dominio WD40 y estimula la accién catalitica de E(z) mediante la unién a
la H3K27me3; Supressor of zeste 12 (Su(z)12), con dominios de dedos de Zinc y caja VEFS, puede
potenciar la metilacién de la H3K27; y Nucleosome remodeling factor 55 (NURF55), que contiene un
dominio WD40 y es capaz de unirse a histonas y a (Su(z)12) (Kim y Sung, 2014; Pu y Sung, 2015). A
diferencia de Drosophila donde no hay duplicacién génica en los componentes de PRC2, en Arabidopsis
algunos de sus homélogos estan duplicados, permitiendo formar diferentes complejos PRC2, los cuales
pueden ser tejido dependientes. Asi, MEDEA (MEA), CURLY LEAF (CLF) y SWINGER (SWN)
son homélogos de E(z); FERTILIZATION INDEPENDENT SEED2 (FIS2), VERNALIZATION2
(VRN2) y EMBRYONIC FLOWER2 (EMF2) son homélogos de Su(z)12; MULTICOPY SUPRESSOR
OF IRAI-5 (MSII-5) son los cinco homélogos de NURF55; y finalmente el tinico homélogo de
Esc es FERTILIZATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) (Bemer y Grossniklaus, 2012). Con
base en los homdlogos de (S%(z)12), los componentes de PRC2 en Arabidopsis pueden formar tres
subcomplejos con funciones especificas, éstos son FIS-PRC2, EMF-PRC2 y VRN-PRC2. Mientras
que FIS-PRC2 controla el desarrollo del endospermo, EMF-PRC2 y VRN2-PRC2 son esenciales para

el desarrollo vegetativo y reproductivo (Fig. 2a) (Kim y Sung, 2014).

El primer complejo identificado en Arabidopsis fue FIS-PRC2 y estd constituido por cuatro
proteinas: MEA o SWN, FIS2, FIE y MSI1 (Fig. 2a). Mientras que FIE y MSII se expresan
constitutivamente y pueden formar parte de otros complejos, MEA y FIS2 se expresan exclusivamente
en el gametofito femenino y en la semilla en desarrollo (Bemer y Grossniklaus, 2012; Xiao y Wagner,
2015). FIS-PRC2 evita la formacién del endospermo en ausencia de fertilizacién (Ohad et al., 1999).
Adicionalmente, después de la fertilizacién, la pérdida de funcién de FIS-PRC2 causa insuficiencia
en la celularizacién del endospermo y en la translocacién de nutrientes hacia el embrién, lo que
provoca su arresto, esto puede deberse a la desrepresién de AGAMUS LIKE 62 (AGL62), un factor de
transcripcién de la familia de genses MADS-box (Hehenberger et al., 2012). Estudios recientes revelan
que los complejos EMF-PRC2 y VRN2-PRC2 también contribuyen a la formacién de la semilla,
principalmente en el desarrollo de la cubierta (Roszak y Kohler, 2011).

11
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EMEF2-PRC2 esta constituido por CLF o SWN, EMF2, FIE y MSI1 (Fig. 2a). Es necesario para
la transicién de la etapa vegetativa a la etapa reproductiva mediante la represién de reguladores florales
como FLOWERING LOCUS T (FT), AGAMOUS (AG) y APETALA3 (AP3) (Bemer y Grossniklaus,
2012). También estd involucrado en la transicién del estado embrionario al estado vegetativo, lo que
requiere del silenciamiento de genes involucrados en la maduracién de la semilla (Bouyer et al., 2011),
cabe destacar que se han identificado componentes de PRC1 que también acttian en la represién del
programa embrionario y que ademds inician el silenciamiento que posteriormente es mantenido por

EMEF2-PRC2 (Yang et al., 2013).

El complejo VRN2-PRC2 contiene a SWN o CLE, VRN2, FIE y MSI1 (Fig. 2a). Promueve la
transicién a la floracién después de la vernalizacién mediante la represién de FLOWERING LOCUS
C (FLC) (Bemer y Grossniklaus, 2012). Se ha demostrado que VRN2 se asocia a FLC en ausencia de
frio, por lo que, para asegurar la represién estable de FLC, VRN2-PRC2 requiere asociarse con VRN5

y VIN3, dos proteinas con dominio PHD que son inducibles ante bajas temperaturas durante periodos

especificos (De Lucia et al., 2008).

La existencia de un complejo PRC1 en plantas ha sido debatido debido a la ausencia de un
homélogo funcional de Polycomb (Pc), una subunidad central de PRC1 en metazoarios (Xiao y Wagner,
2015). No obstante, estudios recientes han demostrado la existencia de familias de genes con funciones

propias de este complejo (Fig. 2b).

En Drosophila,los componentes de PRC1, Posterior sex combs (Psc), drosophila RING (dRING),
Polyhomeotic (Ph) y Polycomb (Pc), pueden unirse a la H3K27me3 generada por PRC2 y catalizar la
H2AK119ub para estabilizar el estado represivo (Bemer y Grossniklaus, 2012), aunque también puede
actuar de manera independiente (Calonje, 2014). En Arabidopsis se han identificado dos familias de
proteinas con dominio RING-finger (AtRING1la/b y AtBMIa/b/c) que pueden monoubiquitinar la
H2A en la lisina 121. Adicionalmente, también se ha reconocido una proteina con funcién homéloga
a Pc, LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1), la cual puede reconocer la H3K27me3
a través de su Cromodominio en el extremo N-terminal. Finalmente, EMFI se ha reconocido como
un homdlogo estructural y funcional de Pse (Xiao y Wagner, 2015), ya que se ha demostrado que
puede interactuar con AtRING1a/b y AtBMI1a/b in vitro, es requerido para colocar la H2Aub1 y se
encuentra enriquecido en Joci marcados con H3K27me3 (Kim y Sung, 2014). En su conjunto, estos

datos sugieren que la existencia de un complejo PRCI se encuentra conservada en plantas y animales.

12
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Estudios recientes sugieren que, de manera similar a Drosophila, el complejo PRC1 en Arabidopsis
puede actuar antes o independientemente de PRC2 (Calonje, 2014). Adicionalmente, se ha propuesto
la existencia de al menos dos variantes de complejos PRC1 segtin su acapacidad de influir sobre la marca
H2Aub, éstos son PRC1-BMI1 y PRC1-EMF1, con la capacidad de ubiquitinar histonas y compactar
la cromatina respectivamente. Ambos complejos pueden actuar en conjunto o independientemente en

diferentes genes diana (Pu y Sung, 2015).

a)

B H3K27me3
B H2AKI2lub

b)

Figura 2. Complejos proteicos de PcG que actiian en el desarrollo de Arabidopsis. a) Los tres subcomplejos de PRC2
tienen funciones especificas. FIS-PRC2 evita la formacién del endospermo en ausencia de fertilizacién. EMF2-PRC2 es
necesario para la transicién de la etapa vegerativa a la erapa reproductiva y para la transicién del estado embrionario al
estado vegetativo. VRN2-PRC2 promueve la transicién a la floracién después de la vernalizacién. b) Proteinas del complejo
PRC1. Mientras que LHP1 es capaz de reconocer la H3K27me3, AtRING1a/b y AcBMIa/b/c pueden monoubiquitinar la

H2A en la lisina 121 mediante su asociacién con EMF1.

13
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2.3.2 El grupo Trithorax (TrxG)

El estudio de los componentes de TrxG es reducido en comparacién con PcG. No obstante, se ha
demostrado su participacién en la regulacion de procesos criticos como el ciclo celular, la senescencia,
el dano al ADN y el mantenimiento de células troncales (Schuettengruber et al., 2011). De manera
general, los factores de TrxG pueden clasificarse en tres categorias; la primera incluye a proteinas con
domino SET, la segunda comprende factores remodeladores de cromatina dependientes de ATP y la
tercera categoria contiene proteinas asociadas a metiltransferasas que junto con éstas pueden formar
complejos denominados COMPASS-like (Schuettengruber et al., 2011) (Fig. 3). Elementos de cada

categoria se han identificado en Arabidopsis.

B H3K27me3
[ H3K4/36me3

Figura 3. Meccanismo de accién de TrxG. En Arabidopsis, TrxG acrda mediante tres tipos de proteinas. Las Histonas
Metiltransferasas (HMTs) que colocan la marca de metilacion suelen asociarse a otras proteinas como ARABIDOPSIS
ASH2 RELATIVE (ASH2R), RbBP5-like (RBL) y WD repeat-containing a (WDR5a) para formar diferentes complejos
denominados COMPASS-like. Las proteinas remodeladoras de cromatina son capaces de desplazar histonas o remover

aquellas marcadas con la H3K27me3.

Anilisis filogenéticos realizados con el domino SET indican que las proteinas de la familia
TRITHORAX (proteinas con actividad metiltransferasa) pueden dividirse en dos subfamilias: SET'1
y TRX. En Arabidopsis se han detectado cinco genes homélogos a 7RX que pueden clasificarse en dos
grupos hermanos: Arabidopsis Trithorax 1 (ATX1) y ATX2, formando el primer grupo, y ATX3, ATX4
y ATX5 formando el segundo, ambos grupos se diferencian por la presencia y ausencia respectivamente
de un dominio DAST (Domain associated with SET in Trithorax) (Baumbusch et al., 2001). ATX1
regula positivamente genes involucrados en distintas etapas del desarrollo a través de la H3K4me3,

por otro lado ATX2 muestra un papel mds restringido que ATX1 y es capaz de depositar la marca
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H3K4me2, aunque su capacidad para trimetilar no ha sido descartada (Saleh et al., 2008). Ninguna
actividad enzimdtica se ha demostrado en ATX3, ATX4 y ATXS, sin embargo ATX3 presenta un
patrén de expresion especifico en la célula central de Arabidopsis (Johnston et al., 2007) lo que podria

indicar algiin papel en la reproduccién o en el desarrollo del gametofito femenino.

Es probable que la duplicacién de los genes de ATX en Arabidopsis ilustre interesantes tendencias
evolutivas como la adquisicién de nuevas funciones, la complementacién de la funcién del gen ancestral

o simplemente el silenciamiento del propio gen (Avramova, 2009).

Siete miembros de la familia ARABIDOPSIS TRITHORAX RELATED (A7XR 1-7) también
han sido identificados en Arabidopsis (Baumbusch et al., 2001), aunque sélo dos presentan funciones
propias de TrxG. ATXR3 es requerido para depositar globalmente la H3K4me3 y su pérdida de
funcién resulta en fenotipos pleiotrépicos similares a mutantes de PcG (Berr et al., 2010). ATXR7
también es capaz de metilar la lisina 4 de la histona H3. Mutantes de azxr7 florecen prematuramente y
muestran una diminucién de la H3K36me2 en FLC, lo que indica un papel en su regulacién (Alvarez-
Venegas, 2010). Contrario a lo esperado, ATXRS5 y ATXRG6 son metiltransferasas que pueden catalizar
la H3K27mel y, aunque no son homélogos de E(z), se han visto involucradas en la condensacién de

la cromatina y la represién genética (Jacob et al., 2009).

En Arabidopsis se han identificado 4 homdlogos al gen Absent, Small or Homeotic Discs1 (Ashl),
un miembro de TrxG con dominio SET en Drosophila, éstos son ABSENT, SMALL OR HOMEOTIC
DISCS1 HOMOLOG/SET DOMAIN GROUP 26 (ASHH1/SDG26), ASHH2/SDGS8, ASHH3/SDG7
y ASHH4/SDG24. Adicionalmente también se han identificado 3 genes relacionados con ASHH:
ABSENT, SMALL OR HOMEOTIC DISCS1 RELATED/ SET DOMAIN GROUP 37 (ASHRI1/
SDG37), ASHR2/SDG39 y ASHR3/SDG4 (Baumbusch et al., 2001). Sélo algunos de estos genes han

sido parcialmente caracterizados.

ASHH2/SDGS, también conocido como EARLY FLOWERING IN SHORT DAYS (EFS),
regula diversos procesos de desarrollo, entre ellos el tiempo de floracién y la formacién de 6rganos
florales. A pesar de que no se ha demostrado una actividad de metilacién especifica en residuos de
la histona H3, ASHH2/SDGS tiene un efecto sobre la abundancia de las marcas H3K36me2/me3,
H3K9me3 y H3K4me3 (Tang et al., 2012). En contraste con los mutantes de ashh2/sdg8, los cuales
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muestran una reduccién en la expresién de FLC y floracién temprana, los mutantes de ashhl/sdg26
presentan floracién tardia y una sobre expresién de FLC (Xu et al., 2008). Paradéjicamente, también
se ha demostrado que ASHH1/SDG26 es requerido para depositar la H3K4me3 y la H3K36me3 en
el locus de AGL20, un importante regulador de la floracién, induciendo asi su expresion (Berr et al.,
2015). Pese a estas contrastantes funciones, no se ha encontrado evidencia de que ASHH1/SDG26

tenga directamente funciones duales en la regulacién de la expresién génica.

Se han descrito dos proteinas mas de TrxG exclusivas de plantas, las proteinas ULTRAPETALA
1y 2 (ULT1 y ULT2) las cuales contienen un dominio SAND (Sp100, AIRE-1, NucP41/75, DEAF-
1) de unién al ADN y un motivo “B-box-like” que puede participar en interacciones proteina-proteina
o proteina-ARN (Carles y Fletcher, 2009). Ambas proteinas muestran funciones redundantes, sus
funciones comprenden la regulacién del tamafo e identidad del meristemo apical y floral, asi como
el desarrollo de 6rganos reproductivos (Monfared et al., 2013). ULT'1 se ha descrito como un anti-
represor que se une a los genes homedticos AGAMOUS (AG) y APETALA3 (AP3), limita el depésito
de la marca H3K27me3 catalizada por CLF y promueve marcas de activacién en la lisina 4 de la
histona H3 posiblemente funcionando como coactivador de ATX1 (Carles y Fletcher, 2009). Las
dobles mutantes u/tl-clf presentan un fenotipo silvestre, en contraste con las mutantes simples de
clf que muestran floracién temprana y hojas curveadas (Carles y Fletcher, 2009). Estos resultados

representan una importante evidencia del antagonismo entre las funciones de TrxG y PcG.

En Arabidopsis, las H3K4 metiltransferasas se asocian con tres proteinas mds, ARABIDOPSIS
ASH2 RELATIVE (ASH2R), RbBP5-like (RBL), y WD repeat-containing a (WDRS5a) para formar el
complejo COMPASS (COMPLEX PROTEINS ASSOCIATED WITH SET1)-like. Se ha sugerido la
existencia de diferentes complejos COMPASS-like conformados por distintas H3K4 metiltransferasas
que pueden controlar multiples procesos del desarrollo, incluyendo el desarrollo de la semilla, la
transicién a la floracién y el crecimiento de las hojas (Jiang et al., 2011). Adicionalmente, el complejo
COMPASS-like es indispensable para la trimetilacién de histonas y para facilitar el ensamble del

complejo de preiniciacién de la transcripcién (Fromm y Avramova, 2014).

La familia de remodeladores de cromatina SWI/SNF juega un papel crucial en el desarrollo de

las plantas mediando la activacién o represién transcripcional. Se han descubierto dos ATPasas de
esta familia en Arabidopsis, SPLAYED (SYD) y BRAHMA (BRM) (Reyes, 2014). Algunos estudios

sugieren que estos remodeladores podrian remover histonas marcadas con la H3K27me3 para permitir
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la unién de ATX1 y ULT1 (Wu et al., 2012). Similar a ULT1, las mutantes de SYD y BRM rescatan el
fenotipo de las mutantes c/f(Wu et al., 2012). PKL es otro remodelador de cromatina de la subfamilia
CHD (Chromodomain Helicase DNA binding) que ha demostrado tener funciones propias de TrxG,
entre ellos destacan la activacién de genes del grupo Polycomb y el rescate del fenotipo mutante de ¢/f

en las dobles mutantes pkl-clf (Kohler y Aichinger, 2010).

Aunque son numerosos los ejemplos que demuestran el antagonismo entre PcG y TrxG, también
existen evidencias sobre actividad represiva por parte de algunos factores de TrxG (Pu y Sung, 2015). No

obstante, en algunos casos, atin son necesarios estudios mds profundos para corroborar los resultados.

2.4 La Funcién de los factores ATX1 y CLF en el desarrollo de Arabidopsis thaliana

2.4.1 Activacién transcripcional regulada por ATX1

ATX1 fue la primera proteina de TrxG identificada en Arabidopsis (Bemer y Grossniklaus,
2012). Como ya se ha mencionado con anterioridad, ATXI1 tiene actividad metiltransferasa y cataliza
la H3K4me3, una marca asociada con la activacién transcripcional. Mutantes de A7X7 presentan
floracién temprana, defectos en el tamano, niimero y posicién de los érganos florales, raiz corta, hojas
pequenas y ligeramente aserradas, asi como desregulacién en genes homeéticos como FLC, APETALA
1 (AP1), AP2, AP3, AG, y PISTILLATA (PI) (Alvarez-Venegas et al., 2003; Napsucialy-Mendivil et al.,
2014; Pien et al., 2008; Saleh et al., 2007). Andlisis masivos de expresién demuestran que los mutantes
de ATXI presentan alteraciones en la expresién de aproximadamente 1,640 genes en Arabidopsis, esto
indica que su funcién va mds alld de los genes MADS-box (Alvarez-Venegas et al., 2006), sin embargo

la influencia directa o indirecta de ATX1 sobre genes no homeéticos es poco conocida.

La funcién de ATX1 en el proceso de transcripcién atin no es clara, sin embargo novedosos
estudios indican que ATX1 desempena dos tareas distintas en la activacién transcripcional. En primera
instancia, ATX1 recluta a TBP (TATA binding protein) y a Pol II (RNA Polymerase II) en el promotor
de los genes diana, subsecuentemente ATX1 es reclutado por una forma fosforilada de Pol II en la regién
transcrita, donde coloca la marca H3K4me3 (Ding et al., 2011). Adicionalmente se ha demostrado
que la H3K4me3 no es requerida para el inicio de la transcripcién, sino que funciona como una marca

de activacién para la elongacién (Ding et al., 2012).
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2.4.2 La funcién de CLF durante los procesos de represién transcripcional

El primer factor identificado de PcG en plantas fue CURLY LEAF (CLF) (Goodrich et al.,
1997). Dentro PcG existen tres metiltransferasas capaces de catalizar la H3K27me3, una marca
asociada a la represién transcripcional. Aunque existe cierta redundancia entre ellas (Makarevich et
al., 20006), el factor CLF ha sido implicado en la regulacién de procesos especificos. Los mutantes de
CLF son pequenas y de floracién temprana, son mds sensibles a estimulos ambientales, presentan raices

ligeramente mds largas, aberraciones en los érganos florales y hojas curveadas (atributo al que debe su

nombre) (Aichinger et al., 2011; Goodrich et al., 1997).

La funcién de CLF en el mantenimiento del meristemo apical de la raiz (RAM por sus siglas
en inglés) y del meristemo apical (SAM por sus siglas en inglés) ha sido evidenciado por los mutantes
de pérdida de funcidn, estos mutantes presentan un incremento en la actividad del RAM, lo cual
puede ser explicado por la regulacién de WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5), AGL21
y AGL42, indicando que CLF es requerido para mantener la identidad celular del RAM (Aichinger
et al., 2011). Por otro lado, CLF también es fundamental para la determinacién del meristemo floral
mediante la represién de WUSCHEL (WUS). En el SAM, WUS mantiene el estado totipotente de las
células del centro organizador y del meristemo de inflorescencia, cuando el meristemo de inflorescencia
se determina para dar inicio a la formacién del érgano floral, CLF es reclutado por AG en el locus de

WUS para reprimir su expresién (Liu et al., 2011).

2.4.3 Evidencias de antagonismo entre ATX1 y CLF

A pesar de que existe cierta redundancia funcional entre los componentes de PcG y TrxG, se han
caracterizado algunos ejemplos que sugieren una actividad antagénica entre los factores ATX1 y CLF

particularmente.

Quizd el ejemplo mds contundente de antagonismo entre CLF y ATX1 es la regulacién de
AGAMOUS (AG), un gen homedtico de la floraciéon. CLF suprime la expresién de AG (Goodrich et
al., 1997) mientras que ATX1 la induce (Alvarez-Venegas et al., 2003), por otra parte, los mutantes
simples de azx! y clf pierden las marcas de H3K4me3 y H3K27me3, respectivamente en el locus de
AG. Al generar plantas dobles mutantes de azx1/clf el fenotipo de floracién temprana y hojas curveadas

presente en las mutantes simples de c¢/f es rescatado, adicionalmente las marcas de H3K4me3 y
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H3K27me3 son parcialmente restauradas (Saleh et al., 2007). Estos resultados indican que en ausencia
de la represién por CLE la activacién por ATX es innecesaria, consistente con el hecho de que ATX1

acttia como un antagonista de CLF (Alvarez-Venegas et al., 2003).

Otro ejemplo de este antagonismo es la regulacién del gen FLC, el cual codifica para un
factor de transcripcién con dominio MADS-box que funciona como un represor de la transicién
a la fase reproductiva. FLC y ATX] son coexpresados de una manera espacio temporal; ensayos de
inmunoprecipitacién de cromatina (ChIP por sus siglas en inglés) han demostrado que ATX1 se une
directamente al locus de FLC donde cataliza la H3K4me3 y subsecuentemente activa su transcripcién
(Pien y Grossniklaus, 2007; Saleh et al., 2008). Adicionalmente, ATX1 no sélo activa la transcripcién
de FLC'sino que también previene su represién, dado que mutantes de pérdida de funcién azx! inducen
una ganancia de la marca H3K27me3 en el locus de FLC (Pien y Grossniklaus, 2007). Por otra parte,
la represién de FLC después de un periodo de vernalizacién es mediada por el complejo VRN-PRC2
que contiene a CLE VRN-PRC2 es reclutado en el locus de FLC por un ARN no codificante llamado
COLDAIR para depositar y expandir la marca de H3K27me3, reprimiendo asi la expresién de FLC
y permitiendo la floracién (Song et al., 2012). Estos resultados sugieren que ATX1 y CLF regulan

estados de transcripcién antagénicos de FLC.

2.5 Antecedentes inmediatos

Como ya se ha ilustrado con anterioridad, el papel de PcG y TrxG ha sido relativamente bien
estudiado en procesos como la floracién o la embriogénesis, sin embargo poco se sabe sobre su influencia
en el desarrollo de la raiz. La raiz de Arabidopsis resulta ser un excelente modelo de estudio debido a que
se pueden encontrar distintos tipos celulares dentro de una estructura ordenada como son células en
estado quiescente, células en proliferacién y células diferenciadas. La raiz de Arabidopsis se compone de
tres capas concéntricas; epidermis, cértex y endodermis, arregladas alrededor del tejido vascular o estele
central (Fig. 4b). En el extremo apical, la raiz estd protegida por la columela y la capa lateral. Cada
tipo celular se origina de un grupo de células iniciales que mantienen su estado indiferenciado gracias
al centro quiescente (CQ) (Fig. 4b). Las células mds jévenes se encuentran en una regién denominada
zona meristemdtica (ZM), la ZM a su vez se divide en dos dominios: el dominio de proliferacién (DP),
donde las células se dividen ripidamente y crecen lentamente; y el dominio de transicién (DT), donde
las células comienzan a elongarse y la probabilidad de que se dividan es muy baja. Posterior a la ZM

se encuentra la zona de elongacién (ZE) donde las células aumentan de tamano y dejan de dividirse
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para comenzar su proceso de diferenciacién y culminarlo en la zona de diferenciacién (ZD) (Fig. 4a)

(Cederholm et al., 2012; Ivanov y Dubrovsky, 2013).

a) D)

DT
- Epidermis

B Coreex

M :ndodermis

] Columela

(| Capa lateral

B Centro Quicscente

B Células iniciales de la epidermis
Il Células iniciales del cortexy la

endodermis

ZD

DP

ZE

M

Figura 4. Estructura de la raiz de Arabidopsis. Modificado de (Cederholm et al., 2012). a) Raiz de 5 dias de crecimiento
mostrando la Zona meristemdtica (ZM), la Zona de elongacién (ZE) y la Zona de diferenciacion (ZD). b) Esquema
longitudinal de la zona meristemarica donde se pueden apreciar el dominio de proliferacién (DP) y el dominio de transicion
(DT). Las células de la epidermis, el cértex y la endodermis se encuentran en un arreglo concéntrico. Se muestra ademads
el extremo apical protegido por la columela y la capa lateral. Indicado con un circulo negro se aprecia el CQ rodeado de

las células iniciales.

En anos recientes se han descubierto genes homeéticos de la familia MADS-box involucrados en
el desarrollo de la raiz (Smaczniak et al., 2012), entre ellos destacan XAANTALI/AGLI2, que regula
el crecimiento de la raiz controlando el ciclo celular probablemente regulando auxinas (Tapia-Lopez
et al., 2008); XAANTAL2/AGL14, que modula el transporte de auxinas durante el desarrollo de la
raiz mediante la regulacién de transportadores de auxinas tipo PIN (Garay-Arroyo et al., 2013); y
AGLI7 el cual controla la elongacién de raices laterales en respuesta al nitrato y tiene una funcién en
la respuesta a nutrientes en la rafz (Gan et al., 2005). Finalmente, algunos genes como AGL19 se han
visto expresados especificamente en la raiz, sugiriendo un papel especifico en su desarrollo (Alvarez-

Buylla et al., 2000).
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Existen importantes evidencias sobre la regulaciéon epigenética de los genes MADS-box en raiz,
por un lado se ha encontrado que CLF y LHP1 se requieren para reprimir la expresién de XAL1/
AGLI12, XAL2/AGL14, AGL17y AGL19 (Sinchez & Flores, datos no publicados), mientras que ATX1
es necesario para la activacién transcripcional de XAL2/AGL14, AGL19 y probablemente de XAL1/
AGLI12 y AGL17 (Petrone, 2015). Ambos trabajos indican un importante papel de PcG y TrxG sobre

la regulacién genética de los programas de desarrollo en la raiz de Arabidopsis.

Por lo anterior, en el presente estudio se pretende aportar elementos que contribuyan a la
caracterizacién de la regulacién antagénica por parte de los factores ATX1 y CLF sobre los genes
homeéticos XAANTALI/AGL12, XAANTAL2/AGL14, AGL17y AGL19 en la raiz de Arabidopsis. Estos
resultados permitirdn avanzar en el estudio de los mecanismos epigenéticos que subyacen a los procesos
de desarrollo, diferenciacién celular y respuesta a cambios ambientales en las plantas, particularmente

en la rafz, cuyo conocimiento es menos extenso.
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3. Hipétesis

El desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana requiere de la funcién de los factores epigenéticos
ATX1 y CLE cuya funcién antagénica es reflejada en las caracteristicas fenotipicas y los patrones de
expresion genéticos de las dobles mutantes azx1/clf.
4.  Objetivos

4.1 Objetivo general

Como objetivo general este trabajo se propone evaluar la funcién antagénica de los complejos

TexG y PcG en Arabidopsis thaliana a través del estudio de los factores epigenéticos ATX1 y CLE

4.2  Objetivos particulares

De manera particular se plantearon los siguientes objetivos:

* Clonar el gen de CLF con su propio promotor y fusionado con la proteina reportera GFP para

profundizar en el estudio de las plantas mutantes.

* Generar plantas dobles mutantes de pérdida de funcién para los factores epigenéticos ATX1 y CLF.

* Caracterizar el fenotipo que tienen las plantas dobles mutantes (azx1/clfj y contrastarlo con el de las

plantas mutantes simples y silvestres.

* Determinar la funcién antagénica de ATX1 y CLF durante el desarrollo de la raiz mediante el andlisis

de expresion génica en las dobles mutantes azx!-clf.
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5. Materiales y métodos

5.1 Material biolégico

Todas las plantas utilizadas en este estudio provienen de la especie Arabidopsis thaliana, ecotipo
Columbia (Col-0). Las dos lineas mutantes con las que se trabajé fueron alelos generados por insercién

de T-DNA, éstos son atxI-3 (SALK_105214) y c/f-29 (SALK_021003).

5.2 Condiciones de crecimiento

Las semillas fueron desinfectadas con una solucién de hipoclorito de sodio comercial (NaClO,
Cloralex) al 20% y polisorbato-20 (Tween 20, Sigma-Aldrich) al 0.01% manteniéndolas en agitacién
durante 10 min, enseguida se lavaron 5 veces con agua estéril y se estratificaron en condiciones de

oscuridad a 4°C durante 72 horas, esto con la finalidad de sincronizar la germinacién y el metabolismo.

Las semillas estratificadas fueron sembradas en cajas Petri con medio MS, cuya composicién
consta de MS al 0.2x (Murashige y Skoog 1962, MP Biomédicals), MES monohidratado al 0.05%
(Sigma-Aldrich), sacarosa al 1% (Sigma-Aldrich) y agar al 1% (Becton, Dickinson y Company)
ajustado a un pH de 5.6 con KOH 1M. Cuando se requeria, después de 9 o 10 dias de crecimiento
en medio MS, las plintulas se transfirieron a tierra esterilizada (Sunshine Professional Growing Mix
MVP). Durante el procesos de germinacién y crecimiento las plantas se mantuvieron a una temperatura
constante de 22°C, en condiciones de dia largo (16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad) y con luz blanca y fria con

una intensidad aproximada de 110 pEm-2s-1.

5.3 Obtencién de plantas dobles mutantes atx1/clf

5.3.1 Fertilizacién cruzada

Las plantas dobles mutantes se obtuvieron mediante fertilizacién cruzada a partir de mutantes
simples para cada gen. Para ello se tomé como madre a la mutante de a#x/-3 y como padre a la mutante
de ¢/fF29. Dado que A. thaliana es una especie hermafrodita, los estambres de cada flor de la planta
madre fueron emasculados en una etapa temprana con la finalidad de evitar su autopolinizacién,

posteriormente se tomaron flores maduras de la planta padre y se frotaron con los pistilos de la flores
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emasculadas, para asi inducir su fertilizacién. Las semillas obtenidas se crecieron bajo las condiciones

mencionadas.

5.3.2 Genotipificacién

Para asegurar la homocigosis de las plantas obtenidas, se realizaron extracciones individuales de
ADN a partir de hojas recién cortadas. Para ello, el tejido fue triturado en nitrégeno liquido hasta obtener
un polvo fino, posteriormente a cada muestra se le agregaron 500 pl de buffer de extraccién (100 mM
de Tris-HCI pH=8, 50 mM de EDTA, 500 uM de NaCl, 1% de SDS y 0.07% de B-mercaptoetanol)
y se incubaron durante 10 min a 65°C. Enseguida se agregaron 130 pl de KAc 5 M y se incubaron a
4°C por 5 min. A continuacién se adicionaron 150 pl de cloroformo y se centrifugaron a 13000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo nuevo donde el ADN se precipité
con 2 volimenes de isopropanol y 1/10 de volumen de AcNa 3M. Las muestras se mantuvieron a
-20°C durante al menos una hora, posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min. El
pellet obtenido fue lavado tres veces con EtOH al 70% y se resuspendié con H20O miliQ. Finalmente

cada muestra se cuantificé en un equipo nanodrop (Nanodrop 2000 Thermo scientific).

La presencia o ausencia de cada alelo se corroboré realizando ensayos de PCR (Polymerase Chain
Reaction) de punto final. Cada reaccién contenia 1X PCR Rnx Buffer, 1.5 mM MgSO4, 0.2 mM
dNTPs, 0.4 mM de oligonucleétidos, ~150 ng de ADN y 1 U Taq DNA Polimerasa (Invitrogene) en
un volumen final de 15 pl. Las condiciones y oligonucleétidos ocupados para cada alelo se especifican

en la Tabla A2.

5.4 Clonacién del gen completo CLF (pCLF:CLF:GFP)

La clonacién del gen CLF se inicié a partir del gen insertado en el vector pCR*8/GW/TOPO del
sistema Gateway utilizando el kit pCR*8GW/TOPO" TA Cloning® de Invitrogen. Las clonas obtenidas
a partir de esta reaccién se comprobaron por medio de ensayos de digestién para identificar aquellas
que tuvieran el gen CLF insertado en la direccién correcta, una vez obtenida la clona adecuada, ésta se
secuencié en la Unidad de Sintesis y Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Dado

que la clona presenté mutaciones en un exén, se procedié a revertirlas mediante mutagénesis dirigida.
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5.4.1 Mutagénesis dirigida

Para realizar la mutagénesis dirigida se disenaron oligonucleétidos con las mutaciones de
interés revertidas (MP-CLFmut-F y MP-CLFmut-R), con ellos se intenté amplificar todo el vector
utilizando 2.5 U de la enzima AccuPrime (Invitrogene). Para eliminar los vectores que atin contenfan
las mutaciones, la reaccién se digirié con la enzima de restriccién DPN1 (Invitrogene), la cual digiere
ADN metilado. Finalmente, el producto de digestién se utilizé para transformar células competentes
TOPI10 de E. coli. Las bacterias que contenian el plismido fueron seleccionadas en medio sélido con

100 pg/ml de espectinomicina.

5.5 Caracterizacién fenotipica de raices

5.5.1 Cinética de crecimiento

El crecimiento de la raices se monitoreé durante los primeros 9 dias posteriores a la siembra
(dps). Cada 24 horas se colocé una marca en la caja Petri con medio MS que indicara el tamafo
actual de cada raiz principal. Al finalizar el periodo indicado, la distancia entre marcas se midié con el

procesador de imdgenes Fiji (Schneider et al., 2012) respetando la forma de crecimiento.

5.5.2 Analisis por microscopia de luz

Para visualizar de manera éptima las raices, éstas se sometieron a dos tratamientos distintos. En
un primer tratamiento, las raices se fijaron a 4°C durante 12 horas en metanol al 50% y dcido acético
al 10%, a continuacién se lavaron y se incubaron con dcido peryédico al 1% durante 40 min a 40°C,
enseguida se enjuagaron y se incubaron por dos horas con reactivo de Schiff (metabisulfito de sodio
100 mM y HCI 0.15 N), finalmente se permeabilizaron anadiendo DMSO al 2% y glicerol al 30%
durante dos dias [modificado de (Baum and Rost, 1996)]. Aunque este tratamiento no present6 una
resolucién 6ptima, si permitié obtener fijaciones permanentes para andlisis posteriores. Un segundo
tratamiento consistié en incubar las raices durante algunos segundos en una solucién de lugol al 1%, a
continuacién se aclararon con una solucién de 80% de hidrato de cloral y 10% de glicerol (Willemsen
et al., 1998). Este tratamiento, a pesar de no ser permanente, concede una mejor resolucién y permite
identificar los granulos de almidén presentes en la cofia. Todas las raices fueron de 5 dps y se observaron

bajo éptica Nomarski en un microscopio Olympus BX60 (aumento 40x, apertura numerica = 0.85).
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Para determinar el tamafio del meristemo se midié el ramafio de su dominio de proliferacién.
Los bordes entre los dominios del meristemo suelen ser difusos por lo que no existen caracteristicas
determinantes que los definan, no obstante, en este trabajo se consideraron los pardmetros propuestos
por Ivanov y Dubrovsky. Para definir el dominio de proliferacién se cont6 sélo una fila de células del
cértex a partir del centro quiescente y hasta la primera célula que comenzaba a aumentar su longitud

en comparacién a las celulas mds distales (Ivanov and Dubrovsky, 2013).

5.6 Analisis de expresién

5.6.1 Extraccién de ARN

La extraccién de ARN se llevé a cabo a partir de raices de plantas de 5 dps y mediante dos
métodos distintos. En ambos el tejido se triturd en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. En
el primer método, cada muestra fue resuspendida en 1 ml de Trizol (Invitrogen) y se dejé incubando a
temperaturaambiente durante 5 min, enseguida se realizaron dos extracciones con 0.2 ml de cloroformo
centrifugando a 12000 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenido fue precipitado con 1 ml
de isopropanol frio y se incubé durante 20 min a -20°C. Posteriormente las muestras se centrifugaron a
10000 rpm durante 15 min a 4°C. El pellet obtenido se lavé 3 veces con etanol al 70% y se resuspendid

en H20 miliQ.

En un segundo mérodo la extraccién se realizé usando el kit Quick-RNA Miniprep (Zymo
Research), en este método las células de cada muestra se lisaron agregando 600 pl de RNA Lysis
Buffer, después de mezclar por inversién, las muestras se centrifugaron durante 1 min a 11000 rpm,
el sobrenadante obtenido se transfirié al filtro Spin-Away y se centrifugé durante 1 min a 11000 rpm
para eliminar la mayoria del ADN gendémico. El eluyente obtenido se mezclé con 1 volumen de etanol
al 100% vy se transfiri6 a la columna Zymo-Spin IIICG, posteriormente se centrifugd durante 30 s
a 11000 rpm. La columna Zymo-Spin IIICG fue sometida a un tratamiento con DNAsa, para ello
primero se lavé con 400 pl de RNA Wash Buffer, se centrifugé durante 30 s a 11000 rpm y en seguida
se agregaron 80 pl de DNase I Reaction Mix. Transcurridos 30 min, se agregaron 400 pl de RNA
Prep Buffer, en seguida se centrifugé durante 30 s y se adicionaron 700 pul de RNA Wash Buffer para
después centrifugar nuevamente por 30 seg. Este Gltimo paso se repitié usando 400 pul de RNA Wash
Buffer. Finalmente, el ARN se eluy6 agregando 50 ul de agua MiliQ y centrifugando durante 30 s a

11000 rpm. En ambos métodos las muestras se cuantificaron en nanodrop.
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Para corroborar la integridad del ARN vy calibrar su concentracién, se diluyeron ~150 ng de
ARN en 12 pl de Buffer de carga (13% de buffer MOPS 10x, 16% formaldehido, 65% de formamida
y 0.9% de Bromuro de etidio <10mg/ml>), posteriormente se incubaron a 65°C durante 10 min e
inmediatamente se colocaron en hielo, finalmente cada muestra se corrié en un gel desnaturalizante
de agarosa al 1% y buffer MOPS 1x (MOPS <Sigma-Aldrich> 0.02 M y Acetato de sodio 2.5 mM
ajustados a pH7 con NaOH, y EDTA 0.05 mM pH8). La integridad de las muestras se determiné
mediante la visualizacion de los ARN’s ribosomales 28S y 18S. Las concentraciones se calibraron

mediante densitometria usando el editor de graficos Adobe Photoshop CS6 versién 13.0 para Windows.
5.6.2 RT-PCR

Una vez calibradas las muestras se procedi6 a realizar la sintesis de ADN complementario (cDNA)
utilizando el kit “First Strand cDNA Synthesis Using SuperScriptTM II RT” (Invitrogen). Para cada
reaccién se agregé en un principio 0.5 pM de oligonucleétido polidT, 0.5 mM de dNTPs y 500 ng - 1
ng de RNA, enseguida se incubé a 65°C por 5 min. Posteriormente, a cada muestra se le adicioné 1x
de buffer First Strand, 10 mM de DTT, 40 U de RNAsa-out y 200 U de la enzima SuperScript II RT,
a continuacién las muestras se incubaron a 42°C durante 50 min. Finalmente la enzima se inactivé a

70°C por 15 min.

5.6.3 PCR semicuantitativa

El ¢cDNA obtenido se utilizé para realizar ensayos de PCR semicuantitativos, cada reaccién
contenia 1x PCR Rnx Buffer, 1.5 mM MgSO4, 0.2 mM dNTPs, 0.4 mM de oligonucleétidos,
~150 ng de cDNA y 1 U Taq DNA Polimerasa en un volumen final de 15 pl. Las condiciones y

oligonucleétidos ocupados para cada gen se especifican en la Tabla A3.

5.6.4 PCR cuantitativa

Todos los ensayos de PCR cuantitativa (qQPCR) se realizaron a partir de tres réplicas bioldgicas,
para cada una de ellas se realizaron dos sintesis de cDNA y cada cDNA se probé a través de tres réplicas
técnicas. En cada reaccién se utilizaron 1 0 10 ng de cDNA, 5 pl de SYBR Green Master Mix (Thermo

scientific) y 300 nM de cada oligonucleétido, en un volumen final de 10 pl. Todas las corridas se
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realizaron en un equipo StepOnePlus (Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 50°C por
2 min = 95°C por 10 min = (95°C por 15 s = 60°C por 1 min) (x50) = 95°C por 15 s = 60°C
por 1 min = 95°C por 15 s +0.3°C.

La eficiencia de los oligonucleétidos utilizados se verificé mediante el algoritmo Real-time PCR
Miner (Zhao y Fernald, 2005) y se muestran en la Tabla A5; las secuencias de cada uno de ellos se
muestran en la Tabla A4. Para identificar el niimero de genes normalizadores adecuados para el andlisis
y validar la estabilidad de cada uno de ellos, se utiliz6 el algoritmo geNorm (Vandesompele et al.,
2002). Finalmente, las diferencias de expresién entre cada fondo genético se estimaron por el método
de cuantificacién relativa (AACT) utilizando el software qBase+ versién 2.6.1, para ello se sustituyeron
previamente los valores de CT originales por aquellos corregidos por el algoritmo Real-time PCR

Miner.

5.7 Andlisis estadisticos

Todos los datos se analizaron mediante una prueba de ANOVA de una via seguida de una
prueba post hoc de Tukey para multiples comparaciones. Para comprobar que los datos fueran normales
se realizé6 una prueba de Kolmogorov-Sminov. Para aquellos datos que no cumplian el supuesto de
homosedasticidad o normalidad se realiz6 una transformacion log-normal y raiz cuadrada (Zar, 2010).

Todos los anilisis se realizaron con el software R versién 3.2.3 (R Core Team, 2015)

6. Resultados

6.1 Clonacién del gen CLF completo con su propio promotor

Para iniciar este estudio y profundizar en el andlisis de la funcién de ATX1 y CLE asi como
su antagonismo en el desarrollo de la raiz, se generaron algunas herramientas moleculares. Para ello,
primero se procedié a clonar el gen CLF con intrones y su propio promotor mediante el sistema
Gateway. La clonacién de genes en vectores con proteinas reporteras permite generar plantas
transgénicas en las cuales se puede dar seguimiento a la proteina codificada por el gen de interés.
Incluir regiones importantes para la regulacién transcripcional como son las regiones intrénicas y el
propio promotor permite observar un patrén fiel de expresién de la proteina. En este trabajo se dio

continuidad a este proceso a partir de seis clonas generadas previemente en nuestro laboratorio las
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cuales fueron obtenidas a partir de una amplificacién por PCR de punto final usando ADN genémico
de plantas Col-0 y los oligonucle6tidos CLFg-F y CLFg-R para amplificar 551 pb que comprende toda
la regién 5” intergénica que podria funcionar como regién promotora y toda la regién codificante de
CLF incluyendo sus intrones y excluyendo el codén de paro. Este ensayo generé un amplicén de 5,097
pb, el cual se introdujo en el vector pCR8/GW/TOPO (Invitrogene) a través de una topoisomerasa

asociada al vecror.

Mediante digestién enzimdtica se verificé en las clonas obtenidas que el inserto del gen CLF
estuviera en la direccién 5°-3"(Fig. Al), aquellas que mostraron un patrén de digestion correcto
fueron corroboradas por PCR con oligonucleétidos que amplificardn un fragmento del gen de CLE
Este ensayo revelé que inicamente la clona 2B (en adelante denominada pCLF:CLF 2B) present6 el

amplicén esperado de 1,277 pb (Fig. 5a).

Para comprobar que el gen no mostrara ninguna mutacién, la clona pCLF:CLF 2B fue secuenciada
por el mérodo de Sanger en la unidad de sintesis y secuenciacién del Instituto de Biotecnologia,
UNAM (Fig. A6). La secuencia obtenida fue comparada con la secuencia reportada en las bases de

datos hteps://www.arabidopsis.org. Esta comparacién demostré que la clona pCLF:CLF 2B presenté

5 muraciones puntuales intrénicas y 2 mutaciones puntuales no silenciosas en el segundo exén, éstas

altimas dieron lugar a cambios de los aminodcidos lisina por arginina (K/R) y dcido glutdmico por

glicina (E/G) (Fig. 5b).
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Figura 5. Caracterizacién de la clona pCLF:CLF 2B. a) PCR usando los oligonucledridos CLF-TDAR y CLE-TDAF
que indica la presencia del gen CLF. b) Mutaciones presentes en la clona pCLF:CLF 2B. La secuencia superior representa
la secuencia reportada en la base de daros, la inferior representa la secuencia de la clona pCLF:CLF 2B. Los nucledtidos
en mindsculas constituyen las regiones intrénicas y los nucledtidos en maytsculas las regiones exénicas. Las muraciones de

interés para la muragénesis dirigida se resaltan con recuadros azules.

Este tipo de mutaciones pueden tener un efecto importante sobre la funcién de la proteina, un
ejemplo de ello se ha observado en el propio locus de CLF, donde el cambio de una prolina por una

serina en el dominio catalitico SET genera un alelo de ganancia de funcién (Doyle y Amasino, 2009)

Para revertir estas mutaciones se realizé un ensayo de mutagénesis dirigida, usando oligonucleétidos
que contuvieran las dos bases que revertirian las mutaciones de interés. Cada uno de los oligonucleétidos
se probé exitosamente por separado para descartar un posible mal apareamiento debido al cambio de

bases. Al realizar la amplificacién no se obtuvo ningtin amplicén, esto probablemente se deba a que la
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enzima de alta fidelidad utilizada (AccuPrime High Fidelity) carecia de la procesividad suficiente para
amplificar el vector con el inserto de CLF cuyo tamano alcanzaba 8,159 pb. Por lo anterior, se realizaron
diversas modificaciones al protocolo incluyendo el disefio de un par de oligonucleétidos ligeramente
distintos a los iniciales, sin embargo no se obtuvieron resultados positivos. Otras estrategias basadas en
la sustitucién del fragmento que contenia las mutaciones fueron implementadas, no obstante, debido
a dificultades técnicas de indole distinta, las mutaciones no fueron revertidas. Ante este escenario, una
opcién coherente es comenzar de nuevo el proceso de clonacién utilizando desde el principio una

polimerasa de mayor fidelidad y alta procesividad que permita evitar la ocurrencia de mutaciones.

6.2 Generacién de plantas dobles mutantes azx1/clf

El uso de lineas mutantes por T-DNA ha sido una herramienta ampliamente utilizada en la
biologia molecular pues permite identificar el papel de elementos genéticos mediante la anulacién
de su funcién. De la misma manera, la obtencién de dobles mutantes permite el estudio de procesos

compartidos que involucren la intervencién de dos elementos genéticos.

Para profundizar en el estudio de la funcién de los factores epigenéticos ATX1 y CLF se utilizaron
dos lineas mutantes por insercién de T-DNA a partir de las cuales se generaron dobles mutantes azx1/
clf. El proceso se llevé a cabo mediante fertilizacién cruzada tomando a las mutantes de A7X7 como
madres y a las mutantes de CLF como padres. El alelo mutante a#x/-3 presenta la insercién de T-DNA
en el intrén 19, inmediatamente antes del dominio catalitico SET, mientras que el alelo ¢/f29 presenta

la insercién de T-DNA en el exén 3, también antes de su dominio catalitico SET (Fig. 6).

La presencia del alelo mutante y el alelo endégeno se corroboré mediante 2 pares de
oligonucleétidos para cada gen, donde un par que flanquea la zona de insercién de T-DNA indica la
presencia del alelo endégeno (ATX1-F1 y ATX1-R1 para A7X1; CLE-TDNAF y CLE-TDNAR para
CLF), mientras que el otro par, el cual consta de un oligonucleétido dentro del T-DNA y otro fuera de
él, indica la presencia del alelo mutante (LBC1 y ATX1-R1 para A7X7; LBC1 y CLE-TDNAR para
CLF) (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema de los genes ATXT y CLF. Los oligonucledrtidos utilizados para genotipificar los alelos murantes se
muestran en verde y para los alelos enddégenos se muestran en azul. La ubicacién del dominio catalitico SET se indica en

amarillo y la insercién de T-DNA en rojo.

Las semillas obtenidas por la fertilizacién cruzada efectuada entre las mutantes atx1-3 y clf-29
fueron genotipificadas transgeneracionalmente hasta obtener individuos homocigotos. Los individuos
se definieron como homocigotos cuando amplificaban los alelos de T-DNA para ambas lineas
mutantes y no mostraban ninguna amplificacién en los alelos endégenos (Fig. 7). Como resultado de
la fertilizacién cruzada se obtuvieron dos familias homocigotas (Fig. 7). Con la finalidad de dar mayor

robustez a los resultados, ambas familias se evaluaron en la mayoria de los andlisis posteriores.
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Figura 7. Genotipificacion de las familias dobles mutantes atxl/elf7 y arci/elf-11 por PCR. Gel tefiido con Bromuro de
etidio donde se muestran los productos de PCR obtenidos a partir de ADN gendmico de 5 individuos de cada familia.

Como controles se usé ADN de plantas Col-0 y de las mutantes atx1-3 y clf-29.

6.3 Las plantas dobles mutantes azx1/clf revierten parcialmente el fenotipo de raiz

Estudios previos han demostrado que los factores ATX1 y CLF juegan un importante papel en
la regulacién del desarrollo de la raiz de Arabidopsis. En lo que respecta a la morfologia, las mutantes
de ATXI son de floracién temprana, tienen defectos en la posicién y niimero de érganos florales
y presentan hojas pequenas (Alvarez-Venegas et al., 2003) (Fig. 8), sus raices son cortas, presentan
un meristemo reducido, una tasa menor de produccién celular y menor niimero de raices laterales
(Napsucialy-Mendivil et al., 2014; Petrone, 2015). Por otro lado, las mutantes de CLF también son de
floracién temprana, exhiben hojas pequenas y curveadas y muestran aberraciones en 6rganos florales
(Goodrich et al., 1997) (Fig. 8). En cuanto a su raiz, datos obtenidos bajo las mismas condiciones
utilizadas en este trabajo indican que las mutantes de CLF no muestran una diferencia significativa en
la longitud de la raiz ni en el tamano del meristemo (Sinchez, datos no publicados), aunque también se
han reportado datos donde las mutantes de CLF si exhiben un ligero aumento en su longitud, tamafnio
del meristemo y nimero de raices laterales (Aichinger et al., 2011; Gu et al., 2014). Estas discrepancias

se abordardn con detalle en la discusién.
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Al tener ATX1 y CLF algunas funciones antagénicas, se esperaba que las plantas azxI/clf
presentaran un fenotipo silvestre, sin embargo el fenotipo aéreo presente en las dobles mutantes fue

muy similar a las murtantes ¢/f29, pues presentan floracién temprana y hojas pequenas y curveadas

(Fig. 8).

atx1/clf-7

atx1/clf-7 atx1/clf-11

Figura 8. Fenotipo aéreo presente en plantas de los fondos silvestres (Col-0), mutantes sencillos (azx1-3 y ¢lf~29) y dobles
mutantes (atxl/clf~7 y atx1/clf-11). a) Roseta de plantas de 18 dias pos-germinacién. b) Escapo en plantas de 22 dias pos-

germinacion.

Para evaluar el efecto conjunto de ATX1 y CLF sobre el fenotipo de la raiz principal, se realizé
una cinética de crecimiento para las mutantes sencillas azx/-3 y c/f-29, y para las dos familias de dobles
mutantes atx1/clf-7y atx1/clf-11. Estos andlisis revelaron que a los 9 dps las mutantes a#x/-3 alcanzaron
una longitud de un 69.9% respecto a las plantas silvestres, en contraste, las mutantes ¢/-29 mostraron

una longitud de un 99%, mientras que las dobles mutantes atx1/clf-7 y atx1/clf~11 presentaron una
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longitud de un 86.8% y 86.9% respectivamente (Fig. 9c). Los resultados obtenidos corroboraron
parte de los estudios reportados para las mutantes sencillas y, de manera interesante, mostraron que las
plantas dobles mutantes recuperan casi en su totalidad el fenotipo silvestre de raiz (Fig. 9a) a diferencia

de lo observado en los tejidos aéreos.

Cinética de crecimiento Longitud de raiz a los 9 dps
7 7
3 . g
= - 4
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1
/]
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0 2 4 pias © s 0 Cob0  otx1-3  clf-29  atx1/clf-7 atx1/clf-11

—+—Col-0 —+—atx1-3 ——clf-29 —— atx1/clf-7 —— atx1/clf-11

Figura 9. Longitud de la raiz en de plantas silvestres (Col-0), murtantes simples (ax1-3 y c/f-29) y dobles mutantes (azx1/
clf-7y atxl/elf-11). a) Fenotipo presente en plintulas de 9 dps. b) Andlisis de cinética de crecimiento de raiz. ¢) Longitud
total a los 9 dps. Resultados de 4 réplicas biologicas, Col-0 n=34, atx1-1 n=36, c/f-29 n=33, atx1/clf-7 n=35 y arx1/clf-11
n=27. Los asteriscos (****) indican diferencias significativas para una prucba de ANOVA seguida de una prueba post hoc de

Tukey en relacién a Col-0 con una p<0.0001, las barras indican el error estindar.|
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6.4 El tamano del meristemo de las plantas dobles mutantes en azx1/clf es igual al fenotipo
silvestre

Se ha demostrado que en el ecotipo Columbia existe una relacién proporcional entre la longitud
de la raiz y el tamano del meristemo (Cederholm et al., 2012), aunque esta proporcién no se cumple
en todos los ecotipos (Aceves-Garcia, 2015), es evidente que el papel proliferativo del meristemo tiene

una fuerte influencia sobre la longitud de la rafz.

Para corroborar esta relacién y evaluar el efecto conjunto de A7X7 y CLF sobre el tamaio del
meristemo, se cuantific el nimero de células que constituian el domino de proliferacién celular de
su meristemo. Como se esperaba, el domino de proliferacién de las mutantes simples azx/-3 y clf-
29 a los 5 dps fue directamente proporcional con el tamano total de la raiz, pues azx/-3 muestra un
dominio de proliferacién y una longitud total de su raiz principal significativamente menor respecto
a las plantas silvestres, mientras que las mutantes ¢/£29 no mostraron diferencias significativas en
ninguna de las dos caracteristicas. Por otra parte, es interesante notar que, a diferencia de azx/-3 y
clf-29, el dominio de proliferacién de las dobles mutantes azx//clf no fue directamente proporcional
a la longitud total de su raiz principal (Fig. 9c y 10b). El conteo de células del cértex revelé que, en
relacién a las plantas silvestres, a#x/-3 exhibe un dominio de proliferaciéon de tan sélo el 80.35%, c/f-
29de 99.11% y las dobles mutantes azx1/clf-7 'y atx1/clf-11 de un 99.05% y 98.82%, respectivamente
(Fig. 10b). La mutante a#x-3 fue la Gnica que presenté diferencias significativas, lo cual fue coherente
con resultados previamente reportados (Petrone, 2015), mientras que las mutantes sencillas c/f-29 y las
dobles mutantes atx1/clf-7y atx1/clf-11 mostraron un dominio de proliferacién y una longitud de raiz
muy similar a las plantas silvestres, indicando que el fenotipo de meristemo pequeno de la mutante

atx1-3 es revertido por la ausencia de CLF.
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plantas silvestres (Col-0), mutantes simples (atxI-3 y clf-29), y dobles murtantes (aex1/clf-7 y

atx1/clf-11). a) Meristemo de la raiz de pldntulas de 5 dps. Las células del cértex consideradas para determinar el ramano del

dominio de proliferacion se muestran resaltadas con una linea azul. Las flechas indican el fin del dominio de proliferacién.

Los granulos de almidén se muestran en azul. b) Niimero promedio de las células del dominio de proliferacién a los 5
dps. Resultados de 3 réplicas biolégicas, Col-0 n=37, atx1-3 n=42, clf-29 n=41, arxl/clf-7 n=35 y arx1/clf-11 n=32. Los

asteriscos (****) indican diferencias significativas para una prueba de ANOVA seguida de una prueba post hoc de Tukey en

relacién a Col-0 con una p<0.0001, las barras indican el error estindar.



VEGA-LEON (2016) Resultados

6.5 ATX1 y CLF regulan antagénicamente la expresién de genes MADS-box implicados en el
desarrollo de la raiz

La funcién activadora de ATXI1 y el papel represor de CLF en la regulacién transcripcional
han sido ampliamente estudiados. Adicionalmente se ha demostrado que a lo largo del genoma de
Arabidopsis las marcas catalizadas por ATX1 y CLF pueden co-localizar dentro de la misma fibra de
cromatina (Sequeira-Mendes et al., 2014). Estos datos sugieren una amplia probabilidad de encontrar
genes regulados epigenéticamente por ambas proteinas, entre ellos los factores de transcripcién tipo
MADS-box. La regulacién de estos factores transcripcionales puede contribuir a explicar el fenotipo

radicular observado en las murtantes evaluadas en este estudio.

Al realizar andlisis de expresién de algunos genes MADS-box importantes para el desarrollo de
la raiz por PCR semicuantitativa, se encontré que los genes XAL2/AGL14 y AGL17 disminuyen su
expresion en la mutante azx/-3, mientras que en la mutante ¢/f~29 la expresién de estos genes se ve
ligeramente enriquecida, estos resultados coinciden con reportes previos de nuestro laboratorio (Fig.
12) (Petrone, 2015 y Sdnchez, datos no publicados). De manera interesante, las dobles mutantes azx1/
clf-7'y atx1/clf-11 presentaron una expresién mayor que las mutantes de a#x/-3 y similar a ¢/29 (Fig.
11). En contraste a estos resultados, la expresion de XALI/AGLI2 no se muestra alterada en ningtin
fondo genético (Fig. 11). Por otro lado, los patrones de expresién de AGL19 fueron poco reproducibles

en las tres réplicas bioldgicas, por lo que no se pudo definir un comportamiento preciso (Fig. 11 y A2).

Conforme a lo esperado, las mutantes de ¢/~29 y las dobles mutantes atx1/clf-7 y atx1/clf-11 no
presentaron expresion de CLF, lo cual acredita a la insercién de T-DNA de la mutante ¢/f-29 como un
alelo nulo. Por otro lado, la expresion del ATX7 se puede percibir ligeramente en las mutantes azx/-3
y las dobles mutantes, evidenciando a esta insercién de T-DNA como un alelo de pérdida de funcién

parcial (Fig. 11).
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Figura 11. Expresién de los factores de transcripcion MADS-box en fondos silvestres (Col-0), murtantes simples (ax/-3 y
clf-29), y dobles mutantes (ax1/elf-7 y atx1/clf~11) en raiz de plantas de 5 dps. Como calibrador se muestran la expresién
del gen de Tubulina 2 (7UB2).

Para corroborar los datos obtenidos y esclarecer aquellos que fueron poco reproducibles, se
procedié a realizar ensayos de PCR cuantitativa. Esta técnica permite un andlisis con alta sensibilidad

asi como resultados mds robustos.
La técnica de PCR cuantitativa es muy precisa, por lo que antes de analizar la expresién de

los genes de interés se deben evaluar diferentes pardmetros que permitan obtener resultados veraces.

Como primer pardmetro se evalué la eficiencia de cada par de oligonucleétidos utilizados, los valores
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obtenidos fueron siempre mayores al 86% (Tabla AS), estos valores permiten ajustar las lecturas
finales de expresién y proporcionan una comparacién éptima respecto a los genes normalizadores.
Un segundo pardmetro a evaluar es que la tasa de amplificacién sea dependiente de la concentracién
inicial del templado, para ello se probaron dos concentraciones distintas de templado para cada par de
oligonucleétidos (1 ngy 10 ng); las diferencias entre cada concentracién fueron de entre 3.8 y 4.1 ciclos
(Fig. A3), lo cual es correspondiente con las curvas de calibracién estindar (Thermo Scientific, 2012).
Finalmente es necesario comprobar que en cada reaccién se obtengan productos de amplificacién
tinicos; todos los andlisis realizados con los diferentes oligonucle6tidos mostraron una curva de melting
especifica, evidenciando que efectivamente cada reaccién amplifica sélo un producto por lo que las

lecturas de expresién obtenidas son especificas del templado de interés (Fig. A4).

Con la finalidad de dar mayor robustez a los resultados, cada ensayo de PCR cuantitativa se
realizé con tres réplicas biolégicas y para cada una de ellas se realizaron dos sintesis de cDNA. Los
niveles de expresién relativa para cada reaccién se muestran en la figura A5. Como genes normalizadores
se utilizaron RNAH, PDF2 y UPL7 (Czechowski, 2005), los tres mostraron niveles de expresién

semejantes entre todos los fondos genéticos (Fig. 12a).

Los andlisis por PCR cuantitativa corroboraron que el alelo ¢/£29 es nulo pues no hay evidencia
de su expresién en los fondos mutantes ¢/~29 ni en los dobles mutantes azx1/clf-7. Por otro lado, el
alelo atx1-3 es de pérdida de funcién parcial pues se puede distinguir una ligera expresién del 9% y

11% en los fondos mutantes azx/-3 y atx1/clf-7 respectivamente (Fig. 12b).

En contraste con lo obtenido en los ensayos de PCR semicuantitativa, el gen XALI/AGLI12
parece desregularse significativamente, pues su expresién disminuye en la mutante ##x/-3 y aumenta
sutilmente en la mutante aj‘;29, aunque este aumento no es signiﬁcativo, ademads, es interesante notar
que en la doble mutante azx1/clf-7 su expresién recupera niveles similares al fondo silvestre (Fig. 12b).
Por otra parte, los datos obtenidos para los genes XAL2/AGL14 y AGLI17 resultaron congruentes con
los datos presentados en los ensayos de PCR semicuantitativa, pues en ambos su expresién disminuye
significativamente en la mutante a#x/-3 y tiene un aumento también significativo en las mutantes
clf-29 (Fig. 12b). Para el caso de AGL19, el cual presentaba datos poco reproducibles en los ensayos
de PCR semicuantitativa, se logré observar un patrén de expresién equivalente a XAL2/AGLI14 y
AGL17 en las mutantes simples. En contraste con la expresién de XALI/AGL12, la expresién de XAL2/
AGL14, AGL17 y AGL19, en la doble mutante azxl/clf-7 fue significativamente mayor respecto a
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la expresién observada en las plantas silvestres, resultando mds similar a la expresién observada en las
mutantes c/f-29, esta observacién también es congruente con lo observado en los ensayos de PCR

semicuantitativa (Fig. 12b).

En conjunto estos datos indican que la funcién de ATX1 es necesaria para una adecuada
expresion de todos los genes MADS-box estudiados, mientras que CLF participa en la represién de
XAL2/AGL14, AGL17y AGL19 pero aparentemente no participa en la represién de XALI/AGL12, sin

embargo si contribuye a contrarrestar el efecto de la ausencia de ATX1 en las dobles mutantes.
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Figura 12. Expresién relativa obtenida a partir de PCR cuantitativa en plantas de 5 dps. a) Patrén de expresion de los genes
normalizadores PDF2, RNAH y UPL7. b) Patrén de expresion de los genes ATXI, CLF, XALI/AGLI12, XAL2/AGL14/,
AGLI7 y AGL19. Los asteriscos indican diferencias significativas para una prueba de ANOVA seguida de una prueba post
hoe de Tukey en relacién a Col-0 con una p<0.0001 (****), p<0.001 (***),p<0.01 (**), p<0.05 (*). Las barras de error

indican la desviacion estindar.
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T Discusion

La funcién activadora de TrxG y la funcién represora de PcG han sido bien estudiadas de
manera individual, no obstante, su interaccién antagénica sobre genes blanco en comiin y sus efectos
fenotipicos han sido menos explorados en plantas. En este trabajo se evalué el efecto de ATX1 y
CLE dos metiltransferasas de TrxG y PcG, respectivamente, sobre el fenotipo de la raiz de Arabidopsis
thaliana, asi como su influencia en la regulacién de genes homedéticos tipo MADS-box involucrados

en su desarrollo.

7.1 Caracterizacién fenotipica

El estudio de los efectos fenotipicos como resultado de la ausencia de los factores epigenéticos
ATXI1 y CLF provee un primer acercamiento para comenzar a estudiar su papel en el desarrollo de
Arabidopsis. Los andlisis fenotipicos en las mutantes simples de ATX1 y CLF realizados en este trabajo

sugieren un papel importante de su funcién en el desarrollo de la raiz.

El fenotipo analizado en las mutantes azx/-3 corrobora estudios previos que han descrito a las
mutantes de ATX1 como plantas de raiz corta y meristemo reducido (Napsucialy-Mendivil et al., 2014;
Petrone, 2015), se ha reportado que este fenotipo puede ser explicado por eventos dentro del RAM que
involucran deficiencias en el ciclo celular, produccién celular y transicién de células en proliferacién
a células diferenciadas (Napsucialy-Mendivil et al., 2014). Cabe mencionar que en el presente trabajo
también se observé que las mutantes azx/-3 mostraron una evidente disminucién en el crecimiento
de la raiz principal después del tercer dia post-siembra, esto sugiere una mayor influencia de ATX1
sobre el desarrollo de la raiz en dias posteriores al tercero, pero no sobre el tiempo de germinacién. En
conjunto, estos datos evidencian a ATX1 como un factor epigenético involucrado en la regulacién en

la longitud de la raiz principal y el tamano del meristemo.

El fenotipo de las mutantes c/£29 no mostré una diferencia significativa en la longitud de la raiz
ni en el tamano del meristemo respecto a las plantas silvestres, datos que se corroboran con estudios
previos realizados en nuestro laboratorio (Sinchez, datos no publicados). Sin embargo estos resultados
contrastan con reportes que indican que esta mutante exhibe una raiz ligeramente mds larga y un
meristemo con mayor ntiimero de células del cértex, pero sin modificaciones en la tasa de divisién

relativa de las células del RAM, dichos fenotipos parecen acentuarse conforme avanza el desarrollo de
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la raiz (Aichinger et al., 2011). Las ligeras diferencias entre ambos resultados puede ser explicada por
variaciones en las condiciones de crecimiento y los estadios de desarrollo evaluados, ya que en el estudio
donde se reporté a las mutantes de ¢/~29 como plantas de raiz larga, las diferencias observadas en la
longitud de la raiz a los 9 dps y el tamano del meristemo a los 5 dps (edades en las que se realizaron
los andlisis en el presente trabajo) son muy ligeras, por lo tanto, realizar de nuevo estos estudios en dias
mds tardios y bajo las mismas condiciones de crecimiento ayudaria a esclarecer estas discrepancias. Por
otra parte, es importante tener presente que las restricciones en el desarrollo de los organismos, sobre
todo aquellas que tienden a un aumento en la biomasa, parece que son dificiles de sobrepasar, esto
contribuye a explicar que las mutantes de CLF no muestren un aumento en su tamafo, o bien, que

éste sea muy ligero.

Dados los contrastantes efectos observados entre las mutantes sencillas azx/-3 y c/f-29, evaluar
las caracteristicas de plantas mutadas para ambos factores puede ayudar a profundizar en el estudio de
su funcién. Los resultados de la comparacién de los fenotipos aéreos entre las mutantes simples con
respecto a las dobles mutantes azx/clf fueron inesperados; se ha publicado anteriormente que dobles
mutantes azx1/clfen el ecotipo Ws recuperan el fenotipo silvestre en la parte aérea (Saleh et al., 2007)
contrastando con los resultados obtenidos en este estudio, en donde el mutante azx1/clf estd en el
ecotipo Col-0. Estas discrepancias pueden ser explicadas debido a los diferentes ecotipos utilizados, o
a eventos de reversién, como se ha reportado para 5% de la progenie homocigota azx1/clf que exhibe
un fenotipo revertido muy similar a las mutantes de CLF (Saleh et al., 2007). La restauracién del
fenotipo aéreo en las dobles mutantes azx1/clf dentro del ecotipo Ws puede estar asociada a la expresién
de AGAMUS (AG), cuya activacién en mutantes de CLF estd ligada al fenotipo de hojas curveadas
y Horacién temprana (Goodrich et al., 1997). La expresién de AG en las dobles mutantes atx1/clf es
idéntica a la expresién de las plantas silvestres (Saleh et al., 2007) lo cual podria explicar la restauracién
del fenotipo aéreo. En este sentido, serfa interesante medir la expresién de AG en las dobles mutantes
generadas en este trabajo, estos resultados nos ayudarian a explicar de manera mds detallada el fenotipo

aéreo observado.

Por otra parte, en este estudio se encontré que el fenotipo de la raiz de las dobles mutantes azx1/
clf exhibié una restauracién del -87% en la longitud total de la raiz y una restauracién total del tamano
del meristemo respecto a las plantas silvestres. Esto indica que el fenotipo de raiz corta y meristemo
reducido de azx/-3 es restaurado en la doble mutante. Por otra parte, dado que el tamano del

meristemo de las mutantes ¢/-29 no fue significativamente distinto a las plantas silvestres, es probable
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que las dobles mutantes en realidad desplieguen un fenotipo en el RAM mids bien similar a ¢/F29, esta
posibilidad evidenciaria que la pérdida de CLF genera un fenotipo epistdtico sobre el exhibido por la
ausencia de ATX1, lo cual también es sustentada por su fenotipo aéreo. Aunque el tamano total de la
raiz en las dobles mutantes a#xl/clf es significativamente distinto a las plantas silvestres y a ¢/f~29, por

lo que para este rasgo la epistdsis de CLF sobre ATX1 podria no cumplirse o podria ser parcial.

Se ha demostrado que en el ecotipo Columbia existe una relacién proporcional entre la longitud
de la raiz y el tamafio del meristemo (Cederholm et al., 2012), sin embargo este patrén no concuerda
con el hecho de que las dobles mutantes a#x//clf tienen el mismo tamafo de meristemo que las plantas
silvestres pero difieren en la longitud de la raiz. Estos resultados pueden ser explicados por eventos
ocurridos en las zonas de elongacién o diferenciacién (Aceves-Garcia, 2015) donde las células de las
dobles mutantes pueden ser mds cortas que las células de plantas silvestres dando como resultado una
reduccién en la longitud total de la raiz pero un meristemo sin alteraciones en el nimero de las células

del cértex.

7.2 Andlisis de expresién genética

Estudiar la expresién de los genes blancos de CLF y ATX1 en el desarrollo de la raiz puede
contribuir a explicar el fenotipo observado en las dobles mutantes a#x//clf y las mutantes sencillas
atx1-3 y clf-29. En este trabajo se analizaron los niveles de expresién de los factores de transcripcion
tipo MADS-box XALI/ALG12, XAL2/AGL14, AGL17 y AGLI19. Todos ellos se expresan en raiz y
de algunos ya se han demostrado funciones importantes en este érgano (Alvarez-Buylla et al., 2000;

Burgeff et al., 2002; Fonseca Salazar, 2011; Garay-Arroyo et al., 2013; Tapia-Lopez et al., 2008).

En general, los ensayos de PCR semicuantitativa y PCR cuantitativa revelaron que los factores de
transcripcién tipo MADS-box analizados muestran un aumento de su expresién en las mutantes c/f-29
y una disminucién en las mutantes ##x/-3, estos resultados concuerdan con la actividad antagénica
reportada entre ambos factores, pues en la ausencia de la funcién represora de CLF es de esperarse que
sus genes blanco se sobre expresen, mientras que en la ausencia de la funcién activadora de ATX1 se
esperarfa que sus genes blanco disminuyeran su expresién. Por otra parte, es interesante notar que la
expresién de A7XI disminuye significativamente en los mutantes de ¢/f~29, indicando que CLF tiene
una influencia en la regulacién de la expresiéon de A7X/ de una manera contrastante con la forma en

la que CLF regula la expresién de sus genes blanco reportados y de los genes MADS-box evaluados en
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este estudio, sugiriendo asi una posible regulacién indirecta de CLF sobre ATX1.

La expresiéon de AGL 12 resulta un caso particular pues los andlisis de PCR cuantitativa muestran
una sutil pero significativa disminucién en los fondos a#x/-3, mientras que en los fondos ¢/fF29 el
aumento no es significativo, en principio, estos resultados sugieren que AGLI2 sé6lo se regula por
ATX1 y no por CLE no obstante, es interesante notar que en los fondos dobles mutantes azx1/clf-7 la
expresion de AGLI2 se recupera, indicando que CLF de alguna manera también estd involucrado en
la regulacién transcripcional de AGLI2 contrarrestando el efecto que tiene la ausencia de ATX1. Las
mutantes de XALI/AGL12 son de raiz corta y meristemo pequeno, las células de su CQ y su columela
se encuentran desorganizadas y su tasa de produccién celular es mds baja (Tapia-Lopez et al., 2008)
todas estas caracteristicas se comparten con las mutantes de XAL2/AGL14 (Garay-Arroyo et al., 2013).
En este sentido, las alteraciones en la expresién de estos genes en las mutantes azx/-3 y clf-29 respaldan
la idea de que AT'X1 y CLF participan en el desarrollo de la raiz de Arabidopsis mediante la regulaciéon
de genes homedticos tipo MADS-box, aunque no es la tinica via por la cual podrian estar participando

€n este proceso.

Como ya se ha mencionado previamente, los patrones de expresién observados en la ausencia
de ATX1 y CLF de manera individual son congruentes entre los genes MADS-box analizados, sin
embargo, la ausencia de ambos factores de manera simultdnea tiene al menos dos efectos diferentes.
Por una parte, la expresién de XALI/AGLI2 en las dobles mutantes se recupera de manera similar a
las plantas silvestres, esto puede deberse a que, aunque CLF de manera individual no parece influir en
la regulacién de su expresion, la ausencia de CLF contrarresta el efecto de la ausencia de ATX1 en las
dobles mutantes. En contraste con este comportamiento, los niveles de expresién de XAL2/AGL14,
AGL17 y, en menor medida, de AGL/9 en las dobles mutantes fueron mds similares a los niveles
de expresién de las mutantes ¢/f~29 lo cual, de manera similar al fenotipo aéreo y probablemente al
tamano del meristemo, evidencia un efecto epistitico de la ausencia de CLF sobre la ausencia de ATX1.
Este patrén donde predomina el efecto sobrexpresor de las mutantes de CLF se ha visto también en
numerosos genes de las dobles mutantes c/f/sdg26 (Zhao et al., 2015). SDG26 es una proteina con
dominio SET que forma parte de TrxG y cuyas mutantes muestran una disminucién en las marcas
H3K4me3 y H3K36me3, por lo que ha sido asociada a procesos de activacién transcripcional (Berr

etal., 2015).
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Para ayudar a esclarecer el mecanismo por el cual CLF y ATX1 regulan el desarrollo de la raiz
de Arabidopsis, resulta necesario realizar ensayos mds finos que evidencien una regulacién directa
o indirecta sobre sus genes blanco, en este sentido, medir la abundancia de sus respectivas marcas
(H3K4me3 y H3K27me3) y su interaccién fisica en los loci de XALI/AGL12 XAL2/AGL14, AGL17,
AGL19y ATXI proveeria un elemento importante.

Dado que ATX1 y CLF son factores epigenéticos con numerosos blancos y por lo tanto evidentes
efectos pleiotrépicos, resulta complicado aventurar una explicacién lineal que englobe en su totalidad
los resultados fenotipicos y de expresiéon genética plasmados en este trabajo, no obstante estos resultados
invitan a pensar en el papel de ATX1 y CLF de una manera mds compleja. Bajo esta légica, un enfoque
de redes ayudaria a esclarecer el efecto de estos factores epigenéticos en el desarrollo de Arabidopsis
(Alvarez-Buylla et al., 2007). El papel espistdtico de la ausencia de CLF sobre la ausencia de ATX1
indican que el papel represor de CLF es un nodo importante para mantener una configuracién tal que los
genes involucrados en una red genética dada, mantengan una actividad constante, es decir, la ausencia
de CLF es suficiente para generar un estado estable a pesar de la ausencia de ATX1. Para corroborar
esta posibilidad es necesario realizar andlisis /n silico que incluyan suficientes datos experimentales

sobre la regulacién de genes blanco de ATX1 y CLE asi como sus posibles interacciones.
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8. Conclusiones

En el presente trabajo se evalué el papel antagénico de los factores epigenéticos ATX1 y CLF
en la rafz de Arabidopsis thaliana, a partir de los resultados obtenidos se pueden derivar las siguientes

conclusiones:

El fenotipo aéreo de las plantas arxI/clf evidencia un efecto epistatico de CLF sobre ATX1.

e En laraiz, la ausencia de CLF contrarresta el efecto de la falta de ATX1 en el meristemo y parcialmente
en su longitud.

e ATXI regula positivamente a XALI/AGLI2.

e ATXI1 y CLF regulan antagénicamente a los genes homedticos de la familia MADS-box, XAL2/AGL14,
AGL17y AGLI9.

e CLF es epistitico sobre ATX1 en la regulaciéon de la expresion génica de XAL2/AGLI4, AGL17 y
AGLI19.
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10. Anexos

Tabla Al. Funcién de los miembros de los grupos PcG y TrxG  (Modificado de Sanchez et al., 2015)

PcG TrxG
Proteina Funcidn Proteina Funcidén

MEA H3K4 metiltransferasa miembro | ATX1 H3K4 metiltransferasa
del complejo FIS-PRC2

CLF H3K4 metiltransferasa miembro | ATX2 H3K4 metiltransferasa
de los complejo VRN-PRC2 y
EMF-PRC2

SWN H3K4 metiltransferasa miembro | ATXR3/SDG2 H3K4 metiltransferasa
de los complejo FIS-PRC2, VRN-
PRC2 y EMF-PRC2

EMF2 Componente del complejo EMF- | ATXR7/SDG25 | H3K4 metiltransferasa
PRC2

FIE Componente de los complejo ASHH2/SDGS8 H3K36 metiltransferasa
FIS-PRC2, VRN-PRC2 y EMF-
PRC2

FIS2 Componente del complejo FIS- ASHH1/SDG26 | H3K36 y H3K4 metiltransferasa
PRC2

MSI-1 Componente de los complejo ULT1 Co-activador de TrxG por la
FIS-PRC2, VRN-PRC2 y EMF- regulacion de la deposicion de
PRC2 marcas de histonas

VIN3 Componente del complejo VRN- | ULT2 Co-activador de TrxG por la
PRC2 regulacion de la deposicion de

marcas de histonas

VRN1 Componente del complejo VRN- | ASH2R Componente del complejo
PRC2 COMPASS-like

VRN2 Componente del complejo VRN- | WDR5a Componente del complejo
PRC2 COMPASS-like

VRN5 Componente del complejo VRN- | WDR5hb Homadlogo a WDR5a
PRC2

LHP1 Miembro putativo del complejo | RBL Componente del complejo
PRC1 COMPASS-like

EMF1 Miembro putativo del complejo | SYD Remodelador de la cromatina con
PRC1 funcion de ATPasa

AtRING1A Miembro putativo del complejo | BRM Remodelador de la cromatina con
PRC1 con actividad H2A funcién de ATPasa
ubiquitin-ligasa

AtRING1B Miembro putativo del complejo | PKL Remodelador de la cromatina con
PRC1 con actividad H2A funcion de ATPasa
ubiquitin-ligasa

AtBMI1A Miembro putativo del complejo
PRC1 con actividad H2A
ubiquitin-ligasa

AtBMI1B Miembro putativo del complejo
PRC1 con actividad H2A
ubiquitin-ligasa
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Tabla A2. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para la genotipificacion de la doble mutante azx/-clf por PCR de
punto final.

Linea Mmiare ol Secuendia del oligonudedtido Coruficiones por
rutante oligonudedtido ddo*
otx1-3 ATX1-F1 CEGACAGGTATECAGCTALCTG Endogenc
34°C 307
55°C 30"
ATX1-R1 CAGCTATTGACGGTCTAACAAG 72°C 45°
35 ciclos
T-DMA/SALK LECL GGEAACAACACTCAACCCTATCTCGG T-DNA
94°C 30"
55 C 30"
ATX1-R1 CAGCTATTGACGGETCTAACAAR 72*C 30"
35 ciclos
cif-29 CLF-TDMNAF ATGGCGTCASAMGCTTCGE Enddgenc
54°C 30
55°C 30"
CLE-TDAMNR GTCCTGGCEGAACTAGCAAGT 72°CY
35 ciclos
T-DMA/SALK LBCL CGEAACAACACTCAACCCTATCTOSG T-DMNA
34°C 207
55°C 30X
CLF-TDMAR GTCCTGGCEGAACTAGCAAGT T2
35 ciclos

Frovay L % . z S WO B S - s ’ =
Todas las condiciones incluyeron una fase de desnaturalizacién inicial (4” a 94°C) y una fase de extensién final (7°a 72°C)

56




Veca-LeSN (2016)

Tabla A3. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para el andlisis de expresion por PCR semicuantitativa.

Nombre del Htl'l'tl‘EfH S ia del ok Jectid Condidones por
Een oligonudedtido ado*
94°C 30"
ATX1 MP-ATX1pcr-F GGIGGEAGATATGATSATTGAA 5&°*C 30"
72°C30°
MP-ATX1pcr-R TCTTCCCATTTAGGGATATGCC 35 ciclas
34°C 30°
CLF CLF-PCqF AACCAAGTGAGCAGAAGETCAL 58°C 30°
72°C30°
CLF-PCgR TACTGCGTTGCCCAAAGAG 35 ciclos
34°C 307
XAL1/AGL1Z Agildn-F TEGTCETEGGETTCTTCTTCTGCTAC 5&*C 30"
72°C45°
AgliZre-R TETCTCCATGACTGCGAAGTTAGC 30-35 ciclos
34°C 30"
XAL2/AGL14 Aglls-F452 CTAGASMAGATATCAAAAGCGAL 5&*C 30"
72°C 45"
Agl14-R453 GEAGGCAAACTTTTTGAAGTET 30-35 ciclos
34°C 307
AGL17 QEAB1SS CTACTATTGAACGATTCAATACGGECT 6&°C 30°
72°C 130"
QEABIET CTTTGGTTTGCTCTCOGACATE 35-37 ciclos
34°C 207
ALG19 4gi15 F 430 GAGACGAAACATCTGGATTG 52°C 30"
72°C a0
Azi15 R North TTGAGAAGTTGAAGGECAGA 35-37 ciclos
34°C 30"
TuB2 TUB FOR AGGACTCTCARACTCACTACC 5&*Cag”
72°C 45°
TUB REV TCACCTTCTTCATCCGCAG 30-35ciclos

*Todas las condiciones incluy{:mn una fase de desnaturalizacién inicial (47 a 94°C) y una fase de extensién final (7'a 72°C)
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Tabla A4. Oligonucleétidos y condiciones utilizadas para el andlisis de expresion por PCR cuantitativa.

Nombre del gen Nombre del oligonudedtido Secuenda del oligonudedtido
ATX1 ATX1-3_RV_gF ATTCATGTGTGCCCAATTGCT
ATX1-3°_RV_gR AGTCATAGGTCAGCTCTTCC
ar CLF-JCFS-gF2 ATTATTCGCATGACCCTTGAG
CLF-JCFS-qR2 CATGTCTTGCCTTGATTTCAC
XALL/AGL1Z AGL12-JCFS-gF2 TCAAGAACAACTTCAACCACCA
AGL12-JCFS-gR2 CCTCCAAACATATAGCTTATCCCT
XAL2/AGL14 AGL14TR-F2 GATAATTCACAGCAATCGAAGG
AGL14TR-R2 GGTTCTCCAATTGTTGTAACTC
AGL17 AGL17-JCFS-qF2 AAATTATOGGCAACTAACGGGA
AGL17-ICFS-gR2 GTAACTCCTTAACGCTCAAACCA
ALG19 AGL1S AGR gF CCAAGAAGTACCAATTACTCCGTG
AGL19_AGR_gR CCCATTCCAAGOCACTTCTC
PDF2 PDF2-F1 TR _RC TAACGTGGCCAAAATGATGE
PDF2-R1_TR_RC GTTCTCCACAACCGCTTGGT
RNAH RNAH Y gF CCATTCTACTTTTTGGCGGCT
RNAH_Y_gR TCAATGGTAACTGATCCACTCTGATG
UPL7 UPL7-F1_TR_RC TTCAAATACTTGCAGCCAACCTT
UPL7-R1_TR_RC CCCAAAGAGAGGTATCACAAGAGACT
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Tabla AS. Eficiencias obtenidas con el software Real-time PCR Miner para cada par de oligonucleétidos usados en los

ensayos de PCR cuantitativa.

Nombre del gen Par de oligonudedtidos Efidenda
ATX1-3_RV_aF
ATX1 ATX1-3'_RV_gR 0D.883
CLF-JCFE-gF2
ClF CLF-JCFS-gR2 0.885
4GL12-ICFS-gF2
XAL1/AGL12 AGL12-JCFS-gR2 0.859
AGL14TR-F2
XALZ/AGL14 AGL14TR-RZ 0.866
AGL17-ICFS-gF2
AGLIT AGL17-ICFE-gR2 0.876
AGL1S_AGR_gF
ALG19 AGL1S_AGR_gR 0.874
PDF2-F1_TR_RC
PDF2 PDF2-R1_TR_RC 0.B76
RMAH_Y_gF
RNAH RMAH_Y_aR 0.8280
UPL7-F1_TR_RC
UPL7 UPL7-R1_TR_RC 0.873
= X
o ©
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s = =
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Figura Al. Digestién enzimdtica con Xbal. El panel izquierdo indica el patrén esperado en caso

de una insercién en sentido o en antisentido. En el panel derecho se indica con recuadros azules las
clonas con los patrones de digestién similares a los esperados en sentido.
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Figura A2. PCR semicuantitativa de tres réplicas biolégicas. Como calibradores se muestran Tubuli-

na (7UB2) y ARN ribosomales (ARNr).
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Figura A3. Curvas de amplificaciéon entre dos concentraciones de templado (1 ngy 10 ng). Las prue-
bas de los oligonucleétidos faltantes no se presentan dado que ya han sido probados con anterioridad
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Figura A4. Curvas de melting obtenidas para cada gen analizado por PCR cuantitativa. En algunos
casos se incluye la curva de melting del control negativo (CLF, XALI/AGL12y AGL17).
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Figura A5. Expresién relativa de cada réplica medida en los ensayos de PCR cuantitativa.
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Alignment of Sequence 1: [CLFg- SECUENCIACION 2.xdna] with Sequence 2:

[CLFg+Primers.xdna]
Similarity : 5090/5341 (95.30 %)
Seq 1 1 CTCAGAGTTTTCOGAT CGUUGTACTETTTCTEGTEC i 3
|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||II|II|||||||J|J|]|I|]]IJ|]IIIIIII
Seg 2 1 ctcagagttttcogatecgocogtactgttictegtcogatgagattacagagagacttcga
Seq 1 61 ARRGCTE TTGARAARARARAACARARRATA, A GAGT
|I|1]1|11||1I||||I|I|II ||II|I|IIIIII]I!]III]]]!]]]]IlTIIII
Segq 2 61 aaagctgttgectgaaaaaaaaaa-caaaaaataaagcccaaacaaatagggtttaagage
Seq_ 1 121 CCATTARATC? TETETTITETTCAGTIGRTATAGARCCAG
III|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|II
Seq_2 120 ccattaaatcagagcccagcaacgttegtgtttgttttgttcagttgatatagaaccagt
Seg 1 181  OTCX BTAL OTACGTGATATTCOBO TARACCETC
IIJ||||JII||||||IIIIII|IIII|II|||IIIIIIIIJIIJIIJJJJJIJIIIIII
Seq_2 1B0 ctecgaactctagtagattegttgtcotogageotacgtgatattecggtaaacegtegecgyg
Seq 1 241 ACRTCTACACT AGAT ART TCARAT CGAGCT BCCACET OGO TAT ITTCO CACT e b
|IlllIl]|1I|I|II|IIIJI|11|1IIlI]IIIIIIl]]]I]]]l]]]]]JJ]l]l]
Seq 2 240 agatgtacagtagataattcaaatcgagctgocacgtcgotattttcoccaccaactittt
Seq 1 301 ITTTTT-ARATAAT T GEAAAAAGTTT CTAAT T TACACGET TCOCAATTCETAARCAATET
PREEED T e e i ey ey rerrryernprrererirn
Seg_2 300 tttttttaasataattggaaaaagtttctaatttacacgettceccaattcgtaaacaatgt
Seq_1 360 TCTTTAAAASTAARNCGARATT FATTTEAAGATARRMGATCCAARATARARAC
LOLNEEEL e e er e e e r i v v b ey e et e v e rernrnt
Seq 2 360 tctttaasagtaaaacgamattttttttggatttgaagataasagatccaaaataaaaac
Seq_ 1 420 AAAATTGAAGATARAT ¥ CARRTTECTTCTCTCOTCEASR
|II|IIIJIJIII||III|I||I|III|IIIIIIIIIIJIJ]J]JJIIJ]JIJJIIJJJI
Seq 2 420 aaaattgaagataaatttttagggtttataacgacccgocaaattocttctoctectocaa
Seq_1 480 ATTTCAGRT T : e TCOGATCT
I|I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIJ]JIIlIIIIJJIIIIJIIIIII
Seq_2 480 catttcagatttcgegaccoggatcttaacccggacecgecatttgttteggtteccgatet
Seq 1 540 CARTGGOGTCAGAAGCTTCGCCT A
1IllllllI|IIIlll|I1IIII]IIIIIII]IIIIII]!]]]]]]]]I]l]]l]lll]
Seq 2 540 gattteottgacaATEEOGTCAGAAGCTTCGCCTTCTTCT TOGGCCACCAGAT CGGAGCTA
Seq_1 600 CCOCARAGACTCTCOGETGOSTCAATCGTTTTTTTTTTTT—CTTACTTTCTAARAATGGA
PUTCLCEE TN N T Err e by er v v e e e Cererereverr eyt
Seq_2 600 CCCAAAGACTCTCCGgtgcgtcaatcgtttttttttittticttactttctaaaaatgga
Seg 1 858 ACTITITTCTTTGTGCTATTGAGGECATTGACTTTGATTTGOTTTAGT TTGAGTGANGAGA
FELREE R ey rr e e rerreerrnn
Seq_2 660 acttttttetttgtgetattgaggecattgactttgatttgectttagtttgagtgaagaga

60

&0

120

119

180
179

240
239

300
299

359

359

419

479

479

539
539

599
539

857

659

17

66



VEGa-LEON (2016)

Seq_1

Seq 2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1

Seq_2

Seqg_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seg_1
Seq_2

Seq_1
Seq 2

Seq_1
Seq 2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq 2

Seq_1

718

720

778

780

a0

8498

aan

960

1017

1020

1077

1080

1137
1140

1197
1200

1257
1260

1217
1320

1377

1380

1437

ACGAAACTOGATGECT TET T TGAGC T TCTCTATATGCT OGT TTTTAGAT UTAGAGATTGT
TERRRLEREE Rt e e e bbb et e e e e ey
acgaaactcgatggettgtttgagottctoctatatgotegtttttagatctagagattge

TGCATTGTGAGATATGAAGTTGT TT TTGGGT TCGT T TAGGAACCATTT TIGCTGCAATTG
R R N R R R RN RN A RARY
tggattgtgagatatgaagttgtttttgggttogtttaggaaccatttttgetgecaattg

ATAGTTTCTCTCATTGAACACTGTGTAAAGGAACCTCATTTTGATGT TT CAGGUGGAGGA
FERRREERER e e e e e et e ety
atagtttctctcattgaacactgtgtaaaggaacctcattttgatgtttcagGUGGAGGA

GAGAGGT CCAGCTTCTAAGGAAGTATCAGAAGT AATAGGAT OGCTARRGAGEAAGCTTGT
R N N N NN ey
GAGAGGT CCAGCTTCTAAGGAAGTATCAGAAGTAATAGAAT CGCTAARAGRAGARGCTTGC

AGCTGATAGETGTATATCARTARAGGTTGCTATTTTTGTTTAGTTTTTTTTT -GTATGTT
R N RN AN
AGCTGATAGGTGTATATCAATAAAGgttgctatttttgtttagttttttttttgtatgtt

TATGTGTTTCTGAATCTGAT TGTTAGAAAT TCGATGTGTTTGTAACCAGARAAGGATTGA
FERRREERER e e b e e e e e ey
ttatgtgtttctgaatctgattgttagaaattgatgtgtttgtaaccagARAAGGATTGA

TEARRAACAAGAAGAATTTGT T TG TATTACTCARAGT TT TATGAGGTCTTCTATGGARCG
Illlllllffiil||||||||||I|Il|||||I|||||||||||||1!!!||||||ll”
TGAAAACAAGARGAATTTGTTTGCTATTA 1 T AA= T TTT AT SAGGTCTTCTATGGAACG

AGGAGGTAGCTGTAAAGATGGCAGTGATCT TTTAGT TAAGAGGCARRAGAGATTCGCCAGG
R N N A R N RN RN RN
AGGAGGTAGCTGTAAAGATGGCAGTGATCTTTTAGT TAAGAGGCAARGAGATTCGCCAGG

TATGAAARGCGGAATCGATGAAAGTAATAACAACAGATATGTAGAAGATGGACCTGCCAG
TOERERERE R e e e e bbb r e e e v bl
TATGAAAAGCGGAATCGATGAAAGTAATAACAACAGATATGTAGAAGATGGACCTGCCAG

TTCAGGAATGETTCAAGGATCTAGTGTCCCTGT CAAAATTTCCTTACGTCCTATCAAAAT
I N N N NN
TTCAGGAATGGTTCARGGATCTAGTGTCCCTGTCARAATTTCCTTACGTCCTATCAAAAT

GCCTGATATCARACGTTTGT CACCTTATACCACATGGGTTTTTCTGGACAGGTATGTTGA
R R R NN e
GCCTGATATCAAACGTTTGTCACCT TATACCACATGGGTTTTTCTGGACAGgtatgttga

CATTRATGTCGCAAGAGTACT TGARAATATTCAAGTTGARATGTARGCOCCTCGCATAGT
R N N R R N N N RN ARY ]
cattaatgtcgcaagagtacttgaaaatattcaagttgaaatgtaageccctcgcatagt

ATCTTAACGTTATAATCACTCTTGARATGATGCAGARAT CAARGAATGACTGAAGACCAG

i

779

837

839

899

957

959

1016
1019

1076

1079

1136

1139

1196
1199

1256
1259

1316

1319

1376

1379

1436
1439

1496
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Seg_2

Seq 1
Seq 2
Sag_1
Seg_2

Seq_1
Seq_2

Seg_1
Seg_2
Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seg_2

Seq 1
Seq_2
Seq_1
Seg_2
Seq_ 1
Seq_ 2
Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seg 2

1440

1497

1500

1557

1560

1617

1620

1677

1680

1737

1740

1797

1800

1857

1860

1917
1820

1977

1980

2037
2040

2097

2100

2157

21860

R R R R N RN AN AR
atcttaacgttataatcactottgasatyatgcagAAATCAMAGAATGACTGAAGACCAG

TCTGTAGTGGGTCGARGGAGAAT TTAT TATGATCARACTGEOGGEGARGCGCTTATCTGE
R R NS ]
TCTGTAGTGGETCGAAGGAGAAT TTAT TATGATCAAACTGGCGGGGAAGUGCTTATCTGC

AGTCATAGTGAAGAGGAGGUCATTGACGACGAAGARGAAARARGAGATTTTTTGGAGCCT
R N N R R RNy
AGTGATAGTGAAGAGGAGGCCAT TGACGACGAAGARGAAAAAAGAGAT TTTTTGGAGCCT

GAAGATTATATTATTCGOT TAGTATTAAATGGCAGCGACTTTAATCATICTTCCATTTITGE

R R N N A RN R AR AR AR
GAARGATTATATTATTCGgttagtattaaatggcaggagtttaatcattettgeattttgy

IO AGT G GAATCTC T TET e TG TATG T CAACTET TATGCTEETT TGTTCTCACTTA
R R R RN NN AN AR
tectcttagtgtgaatetottatotactatat -tuttatgctggtttgttctcactta

TATTGTIGGATTARATTTCCCTITRT T TCT TCAGCATGACCCT TGRGCARCTAGGTCTTT
RN R N R R NN RN NN AR
tattgttggattaaatttccettogtttettcagCATCACCCTTGAGCAACTAGGTCTTT

CAGACTCAGTCCTCECGGAACTACCAAG I TTCTTBTCTAGAAGTAC TAGTGARATCAAGS
R NN RN RN RN R A RN RN NN R AR
CAGACTCAGTCCTGGUGGAACTAGCARGT TTCT TG TCTAGAAGTACTAGTGARATCANGY

TATCAACAACT T T T T I C T CTGCCTAT TGCTTG TG TGAACTATCATGTGCTATTTTCTTTA
R R R N AN NN
tatcaacaacttttttcecteotgeoctattgettgtgtgaactatcatgtgetattttettta

GAATCAAGCACTTCAGTTGTAGGATTT CAAAACAGAGTGAGGGATGCATTGTTTAAGEAA
L R R A R R R AR RN AR
gaatcaagcacttcagttgtaggatttcaaaacagagtgagggatgcattgtttaaggaa

ATCCAATTAGTATTET TCCAGUCC I TT CCCAA T TEECTTTTTGLAGACATATCGAACALCOS
B A A R N N R R A RN
atccaattagtattgtteccagecctttoccaattggetttttgocagagatatgaacaceg

ACCATCTTATACAGGCAAGACATGEAGTGUT TATGAAGGAMAAGAACTATCOGAGACTG
R R R R R NN RN
accatcttatacagGCARGACATEGAGTGCT TATGARGGARMAAGAAGTATCCGAGAGTG

GLGATAAT CAAGCAGAGASCTCOCT IO TCARCAARGATATEGAAGGAGCATTAGATTCTT
|

='a
R e e R ANy
GCGATARATCAAGCAGAGAGCTCCCTTCTCARCARAGATATGGAAGGAGCATTAGATTCTT

TOGAT A TG T T CTGEC G TAGA T GCC T TG T TAGTCCAT TTGAT TTTCTCAGGUTAATGT
R RN R RN RN
TOGATAACCTGTTCTGCCGTAGATGOCTTgttagtccatttgattttetcaggetaatgt

1459

1556

1559

1616

1619

1676

1679

1736

1738

1796

1789

1856

1859

1916

1919

1976
1979

2036

2039

2096
2099

21586

2159

2216

2219
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Seq 1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq 2

Seq_1
Seq 2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq_ 1

2217

2220

2277
2280

2337

2340

2397

2400

2457

2460

2517

2520

2577
2580

2637

2640

2897

2700

2757

2760

2817

2820

2877

2880

2937

T AT CEE T TAT TGC T TAATEA T CCAGCARACATTGGTUTCTT TTTAACTTTTGTATGA
TERREREEEE e e b e e e e e e e
ttcatgggttattgottaatgatcgagcaaacattggtctctttttaacttttgtatgca

TCTATGCAGSTAT TTGAT TGCCBGITTCATGSGTGTTCATAGGATCTCATTTT T CCGSTG
L R NNy
tetatgoagGTATTTGAT TGCOGGCTTCATGGETGTTCACAGGATCTCATTTTTCCGg g

AT T TAGT G CARCCEAAAAAATCTTACTATAACT TTAGTGTTACT TATCTAATTTTATG
IR RN AN RN AR NN RN ARARY
agtttagtgccaaccgaaaaaatcttactataactttagtgttacttatctaattttaty

GATTTTTAGGCTGAGAAACCAGC T CCATGSTGT CCTCOTGTAGATGAARAT TTAACCTGT
L N NN NN NN
gatttttagGCTGAGAAACCAGCT CCATGGTGTCCTCCTGTAGATGAAAATTTAACCTGT

GETE AAACTGCTATARAACGETARATTTGTTATTTTCTOGTTGCTAAGCTCATCTCCTA
N N N RN R RN RN RN RN RN
GGTGCAAACTGCTATAAAACGgtaaatttgttattttctogttgotaagetcatctecta

GAANGACTGGTTTAACAAAARGUGTTG T T T TCANTTTATCAGUTTCTCAAGTCTEEAAGA
111IIIIIIIIIIIII1IIIIIIIIIIIIIIII1IIIIIIIIIIIIIIFFIIII (RN
gaaagactggtttaacaaaaagcgttgttttcaaritaton TEA [aRAGA

T COSEGATATEGECACCAT TGAABSTAAANT T BECAC T TIATL GETGCANGETACT
LR NN
TTTCCGGGATATGGCACCAT TGAAGGTAAAACTGGCACTTCATCAGATGGTGCAGGTACT

RAAROCAC e \GCAANCT TAATGEGAGARAACCAAAGACTTT
CCELLELL LTI I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHHIIIIH!III
AAAACCACACCCACGAAGTT! AGCAAACTTAATGGGAGARAACCAARGACCTTCCCA
AGTGARRGTGCATCGT O TAATGAARAGTGLECACTAGARACARG TGACT CAGAGAATGGA
I RN RARRNE NN
AGTGAAAGTGCATCGTCTAATGAAAAGTGCGCACTAGAAACANITGACT CAGAGAATGGA
CTACASCAGGATACCART TCOGATARAGT TTCATCATOGCOAARGG TGAAAGETAGTGSS

L o L N R N NN NN
CTACAGCAGGATACCARTTCOGATAAAGT TTCATCATOGCCARAGGTGARRGGTAGTGES

AGACGAGTAGGT CETAAGAGGAATAAPACCGAGT TG TGAL GBTTCCTCR MEACT
IR NN RN NN
AGACGAGTAGGTCGTAAGAGGAACAAAAACCGAGTTGCTGAGCGAGTTCCTCGTAAGACT

EACAGARGCCTOGGATAGTGATTCCATOG G T
ECELECCN L]
Cnﬁﬁhﬂhﬁ@c&ﬂﬁABnAGACAﬁnﬁﬁCCTCGGRTAETGATTCC%TCGCCAETGGEAGT

TCACCCA ATAAMGATAATGAAGATEC TACT CTTCTCAGARGTAT

111IIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIIII|I||IIIIIIIIIIIIIrtIII|||111!I

2276

2279

2336
2339

2386

2399

2156

2459

2516

2519

2576

2579

2636

2639

2696
2699

2756

2759

2B16

2819

2B76

2879

2936

29389

2996
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Seq 2

Seq_l
Seq_2
Seq_1
Seg_2
Seq 1
Seq 2
Seq_1

Seq_2

Seq_1

Seq 2

Seq_1
Seq_2
Seq_1
Seq_2
Seq_1
Seq_2
Seq_l

Seq_2

Seq_1

Seq 2

Seq_l

Seq_2

Seq_l

Seq 2

2940

2997
3000

3057

3080

3117

3120

3

3180

3237
3240

3297
3300

3357

3360

3417

34z0

3477

3480

3537

3540

3587

3600

3657
3660

TCACCCAGCGATGCAARACATARAGATAATGAAGATGCTACT TCCTCTTCTCAGAAGCAT

GIAAR SGANG e GRALGGE - STCTO
111|||||llll|||||||||I|||||||||||||||!1I!|IIIITI|T |||H
GTAAMATCTGGGAACTCCGGEAAGT CAAGGAAGAATGGCACT CCTGCCGARGTCTCCAAT

111IIIII!IIIIIIIIIIIIII (AR ARAR |!|!|||||rrrr||||1111|
AATTCTGTGAAGGATGACGT TCCTGT TTGCCAGTCAAATGAGGTTGCGTCRAGAGCTTGAT

- TGATGAAAGT : TTT]
111IIIIIIIIII|I|||||III||II|||||||IIII||||||||11!1I||IIfffH
GOGCOGGETAGTGATGARAGT CTAAGGAAAGARGAGTTTATGGGTGARACTGTATCTCGA

TTGGCTACAARTARN EGAGACT v AARL ¥ 1
111I||I|ll!l|||||||||III|||II||||||||!!!!IIIIII!1!IIIIIIIIH
GGAAGATTGGCTACAAATAAGT TGTGGAGACCACT TGAGAAAAGCCTTTTTGATAAAGGT

GAGATTTTTGGAATGAATAGITESITANTTT
111|||||IF!||||||||||||||lll|||||
GTTGAGATTTTTGGAATGAATAGgtgggtaattt

THAT CTACTG TARATT
l l!!!IIIIIIIrrIIII111iI
tgatgtatttagetactgctaaatta

: = ne= ST o
111|||||tllr||||||||||||||||||||||||||11!|||||rrrr||||1111|
tecattctgottcaggtttttcaatttgtggaatatagtcatatggattetttgtttettt

GCAGTIGITTGATTGE STGGTTTIARATCA
111IIIIIIIIII||||||||I|I|ll|l||||||||!!1!|IIII[III||||1111I
geagCTGCTTGATTGCTAGARATCTTT TGAGTGGTTTCAAATCATGT TGGGAGGTCTTCC

ARTACATI STGCTORGARAATEARAGTT I'
111||III!!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

™
1]
AATACATGACGTGCTCGGAAAATAAAGCTTCCTTCTT

N =
FAETGY

!1!!IIIIIlrII|||I111!II
TGGAGGTGATGGATTGAATCCTE

ATESCTUTT CAMGTT ATA AARTTEARATAT AT "TAM ) 1"
| I | I|||||||||||!!!!|Illlllff||||llll|
ATGGCTCTTCCAAGT TCGATATCAATGGAAATATGgtatat taacactasacctttttga

lIlIIIIIllEFIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!!i!IIIIIrIIIIIII!1IiI
ctttgtttacaaattecctgataaaatcgatttatttotottoggatttaatgetttagtt

111IIIII!II!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!!!IIIIIrrrrIIII1111I
tctggactaaccagGTTAATANCCAAG TOAGGAGANGETCAAGATTTCTACGTAGGAGAG

AARGT HARTCTGCTGCATATCATTCAATTAGGAARA
111|IIIIII!F||||||||IIII|II||||||||||!!!!III||II|I||||1111|
GCAAAGTGCGGCGCTTGAAGTATACCTGGAAGTCTGCTGCATATCAT TCARTTAGGAANA

2999

3056
3059

3116

3119

3176

3179

3226

3239

3296
3299

3356
3358

3416
3419

3476

3479

3536

3539

3596

3599

3656

3659

3716

3719

70



VEGa-LEON (2016)

Seq_ 1
Seq_2
Seq_1
Seq_2
Seq_1
Seq_ 2
Seq 1
Seq_2
Seq_1

Seq 2

Seq 1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq 1
Seq 2

Seq_ 1
Seq 2

Seq 1
Seq 2

Seq 1
Seq 2

Seq_ 1
Seq 2

Seq 1
Seq 2

3717

3720

3177

a780

3837
3840

3897

3500

3957

3560

4017

1020

4077

4080

4137

4140

4317

4320

4377

4380

58437

4240

GAATTACTGAGARGAMAGACCAGCCCTGCCGTCAGTTTAATCCATGTAACTGCAARATTG
(R R N R R R RN RN RN RN RN
GAATTACTGAGAAGAARGACCAGCCCTGCCGTCAGT TTAATCCATGTAACTGCAAAATTG

CTTGTGGGAAGGAATGTCCTTGTTTGCTARACGGGACT TGCTGCGAGAAGTACTGLGEGET
PLOLET LTI nI e i et b e e a e e e nennnnnl
CTTGTGEGAAGGAATGTCCT TG TTGCTAAACGGGACTTGCTGCGAGAAGTACTGUGGE

ARTGTARTCTATGATTATCCACATCTGTATTTCTTAGCT T TGARTCTCATTACCAACAAR
FERRRTLITR e ey e ey e e e e gy ey renentna
aatgtaatctatgattatccacatctgtatttocttagetttgaatctcattaccaacaaa

CTATATTITCTIGTGTAGT TGCCCARAGAGCTGCARGAATAGGT TTAGAGGT TG CATTET
[N R R RN RN RN RN RN RN RN RN
ctatattttctgtgtag TTECCCAAAGAGCTGCAAGAATAGGT TTAGAGGTTGTCATTGT

GCCARAAGTCAGTGTCGAAGCCGCCAGTGTCCATGCTTTGCTGCAGATCGGEARTGTGAC
N R N RNy
GCCARAAGTCAGTGTCGAAGCCGCCAGTGTCCATGCTTTGCTGCAGATCGGEAATGTGAC

CCAGATGTTTGTAGAAACTGCTGGGTCATETAAGTCTTATTGGEGATGCARATCCATCCT
TOTLELTTTII N e e e e e et ey p e r ey nernrrennynl
CCAGATGTTTGTAGAAACTGCTGGGTCATgtaagtcttattggggatgcaaateccatect

AATTGGTTTCTTAGAARRTGC T CARGAAATGCAACTTTTTTTTTAGTAGTTCCAGATGCA
(RN R RN RN RN RR AR R R RN R R
aattggtttcttagaaaatgct gaaatgcaactttttttttagtagttccagatgea

CTTATACTGTGTCTGAATGART T TEAATGTGTAGTGETGGGEATGET TOGCTTEEEETCC
FEPLILLT L LT en e e p  r e e e ey nnrrnnnl
cttatactgtgtctgaatgaatttgaatgtgtagTGETGEEEATGETTCGCTTGEGETCC

CAAGCCAANGAGGCGATAATTATGAGTGCAGGARTATGARATTGCTCCTGAARACAACART
LVLETLED T Er e e ey L e nr et e e ey ern ey prerininl
CAAGCCAAAGAGGOUGATAATTATGAGTGCAGGAATATGAAATTGCTCCTGAAACAACAAC

ARRGGGTAAATACT TAGCTT TG T TAACTAAATATCTATGATCTGCAATCAAATGATTAAR
TELEECLrerrep e p et eerrrrnenepnenintd
ARAGGgtaaatactiagccttgttaactaaatatctatgatctygcaatcaaatgattaaa

CATGAAATGGCTAAATTTCCTICCTCTTT T TTATGT TAAT T TCAGGTTTTA
III[IIII|I1||IIIIII|IIII|IIII|IIIIIIIIII|IIIIII11I|I|||IIII
catgaaatggctaaatttectectettttttatgttaatttcagGTTTTACTTGGAATAT

P DT ———
T A R T
CTGATGTTTCTGETTGGGGAGCTTTCTTARAGtatat taggt teaaaat ttgttaaact

TARTT AGAGTATE

|I|I|I|II||IIIIIIIIIIIIIIII||IIIIIIIIIIIII|IIII|IIIIIIII||H
gataagtccttcaaagattaatctatgtttagagtatgaacttgecttaagaacaattat

3776

3779

3836

3838

3896
3899

3956
3959

4016

4019

40786
4079

4136

4139

4196
4199

1256

4259

1316

4319

4378
4379

4136
4439

4496
44939
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Seq_1

Seq_2

Saq 1
Seq_2

Seq 1
Seq_ 2

Seq 1
Seq_2

Seq 1
Seq_ 2

Seq_1

Seq 2

Seq 1
Seq_2

Seq 1
Seq 2

Seq_1
Seq_2

Seq_1
Seq_2

Seq 1
Seq_2

Seq 1
Seq_2

Seq 1

4897

4500

4557

4560

4617
4620

4677

4680

4737
4740

4797

4800

4857

4860

49017

4920

4577
4980

5037
5040

5094
5100

5094

5160

5094

1 IIIIIIII|||||||I|II|III|||||| (RERR! 1!lllllllll||||IJJJlIII
ttttecttottacagAACAGTGTAAGTAAGCATGAATACCTTGGGGAATACACAGGAGAG

CTOACATAAAGA ! - . -
IIIIIIIIIIII (RN |IIIIIIII||||||||!I!!1||IIrrrfl|||11111III
CTGATCTCACATARRGAGGCAGATAARCGCGGGAAGATATACGATCGCGAGAACTGCTCT

1 T AT T AN AT ACGCACGT A AAATE -
11 i IIIII 11 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIllllIIIIIJIIIIII
TTTCTCTTCAATCTAAACGATCAGgcacgtctcagecagetttgaaatgteccaactetet

TGEGATTGT

IIIIIltIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllllllllllllllIIIIJIIJIII
ttetctctagtctctaggttgtottocaaattttaaaatgttittitggattgtgotgecagTT

T PAGGTTGICTTCAAATTT

|III|IIII||||||I||II|IIII lII||llli||||llll||||Jlll]|||
TGTECTAGATGCTTACAGGAAAGGAGATAAACTGAAA1LLhLuﬂACCALLLLLLAQAACC

|||||IIII||||||l|||||||||||||||||Iilllllllllllllil|JJJI]|II
TAACTGTTACGCAAAGgtaaaaatgtgaaaagtgcaagttaaagatacggtttteogeatyg

o Wiy PP ATTTTT S AAATATTTS A
IIIIIIIIFIIII|II||IIII|II|I|||||||1l11!|||||rrlllllllllllll
atgggtatgttctgittttcctcaaaatcttigtatetgttcaagGTCATCATGGTTGCT

|III|IIII||||||||||I|III|||||||||Iiliiillllrlrflllllll]llll
GGAGATCACAGGETGGGGATCT TCGCAAAAGAGAGGATACTGGCTGGAGAAGAACTATTT

IIIIIIIiII||||||IIIIIIIIIII||||||IllllllllllllllIIIIJJJJIII
TACGATTACCGGTATGAGCCAGATCGAGCTCCAGCT TGGGCCAAAARRCCTGAAGCTCCT

3 5 Tt TICTGTT! CCARGAMGCTTON
IIIIIlIliIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIl RN AR AN
GGTTCTABGAA&GADEA&%ATGTTAC&CCTTCTGTTGGTAhACCCAAﬁhﬁGCTTGCTTAE

caacaaaagaaacaaccatttttttgtcaattctttggttacaggtggaagaacgecttta

atectcattactctoccacacggaagaacacattgaaacaaattcatacattttgectgagt

4556

4559

4616

4619

4676
4679

4736

4739

4796

4798

1856

4859

4916

4819

4976
4979

5036
5039

5093

5099

5093
5159

5093
5219

5093
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Seq 2 5220 ctasagaaaaattgtattcgttggattaaaatttoottttttegttttacatttetygat 5279

Seg 1l 5008 —mm e e 5093

Seq_2 5280 tatcattttattgtactgagactcgggttaaagtttttasattacagatgagaaacttgyg 5339

Seq_l 5094 — 5003

Seq 2 5340 tg 5341

Features [Seqg 1]:
LFa-F : -
CLE-TDHA-F : [551 : 5701

NHew Fesature : [24 : 550
New Feature : [571 : 613]
New Feature : [614 : 1616]
CLE-RV-R1 : [1617 : 1816]
New Feature : [1817 : 2604]
g [2605 3485]
[3486 ]
: [4367 : 5083)
Hew Feature : [3692 : 43866]
Features [Seq_2]:
Inicio TDNAL: 71 r [1146
PrimerCLFT- : [1808B
Inicio TOHA 021003 :- [1109
JFS~CLF~-SecF4 : [3722 :

TES~C1

J¥S-CLF-SECF2

: :-1716]
CLEtDNAR : [1808 : 1828)]
CLFtDNAF : [B52 : 570]
CLF-PCRgFyCLFSea : [3620 : 3641)
CLF-ECRgR : [3916 : 3928]
CLF-FCRgR : [3830 : 3838]
CLE-JCES-qE2 : [1629 ; 1636]
CLF-JCFS-gF2 s [1774 : 1786]
CLF-JCFSqgR2 : [2052 : 2063]
CLF-JCFSqR2 ¢ [1B4B : 1858]
gCLE-F s [3 : 23]
gCLE-R : [5075 : 5086]

Figura AG. Secuenciacién de la clona pCLF:CLF 2B. La secuencia superior representa la secuencia
de la clona pCLF:CLF 2B mientras que la secuencia inferior representa la secuencia original del gen
CLE Los nucleétidos en maytscula indican regiones exénicas, los nucleétidos en mintscula indican
regiones intronicas.

73



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Hipótesis       4. Objetivos
	5. Material y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Referencias
	10. Anexos



