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RESUMEN

El éxito bioldgico de las planias yace en la captaciéon de nutrientes a través de
su sistema. radicular estructurado postembrionariamente mediante [a formacion de
raices laterales. La hormona auxina es un regulador indispensable del proceso
organogénico de la formacién de las raices laterales. La senializacién candnica de esta
hormona opera a través de la regulacién transcripcional mediada por el complejo

FTIRVAFB1.23 v |3 regulacion transcripcional a través de los factores

receptor de auxina SC
de franscripcion de la familia ARF. El laboratorio de la Dra. Norambuena ha descrito a
la molécula Sortin2 como un inductor de la formacién de las raices laterales. Las
evidencias muestran que el mecanismo inducido por Sortin2 es independiente del
transporte polarizado de auxina e incapaz de activar un reportero transcripcional de
auxina.

Lo anterior permitié plantear la hipétesis de que Sortin2 podria inducit rafces
laterales mediante un mecanismo particular y distinto de la sefializacidn candnica de
auxina. Para indagar en nuestro planteamiento, primero describimos detalladamente la
respuesta a Sortin2, en términos de la formacion de las raices laterales, encontrado
gue este compuesto es capaz de inducir los eventos organogénicos tempranos, en
particular la iniciacibn de raices Ilaterales. Consisientemente con nuestro
planteamiento, Sortin2 induce la iniciacién de las raices laterales en ausencia de' la

activacion de los reporteros transcripcionales de auxina pDRS y plAA2. La formacion

de las raices laterales en respuesta a Sortin2 se preduce mediante un mecanismo que

xvii




es independiente de la funcién molecular del receptor de auxina SCFTAFE12

y los
factores de transcripcion ARF7 y ARF19, que montan la respuesta a auxina en el
desarrollo de las raices laterales. Sin embargo, la formacion de las raices laterales en
respuesta a Sortin2, al igual que en respuesta a auxina, requiere la degradacién de los
represores de la sefalizacion de auxina Aux/IAA, sugiriendo que existiria un perfil
transcriptémico parcialmente diferente entre Sortin2 y auxina. En conjunto estos
resultados indican un escenario molecular en la induccién de las [as raices laterales en
respuesta a Sortin2, que es parcialmente diferente al de la sefializacién canénica de
auxina.

Para indagar sobre el perfil transcriptdmico que se monta en respuesta a
Sortin2, se realizé un analisis de expresién global comparativo enfre Sortin2 y la auxina
NAA. Consistente con que ambos estimulos tfienen requerimientos comunes y
diferenciales, se encontraron. petfiles de genes diferencialmente expresados que se
sobrelapan parcialmente. En el grupo de genes diferencialmente expresados en
respuesta a ambhos estimulos se enriquecen procesos bioldgicos relacionados al
fenémeno organogénico de la iniciacion de las raices laterales como la diferenciacion
celular y el crecimiento. Esto sugiere que estos genes formarfan parte un repertorio
transcriptémico comun y necesario para la formacién de las raices laterales frente a
ambos estimulos. Interesantemente, aquellos genes que formaron parte del perfil
transcriptéomico que se modificd exclusivamente en sélo uno de los dos estimulos,
estan asociados a procesos biclogicos completamente diferentes, dando cuenta de que
se estaria estableciendo una respuesta biclégica diferente frente a estos estimulos. Asi

mismos, estos dos grupos de genes, también son muy diferentes respecio a los
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elementos de cis-regulacién gue contienen, en particular, los sitios de unién a factores
de transcripcibn en su regidbn promotora. Esta diferencias de los programas
transcripcionales montado por ambos estimulos biolégicos parece estar replicando las
diferencias que el mecanismo de accién de Soriin2 presenta frente a sefializacion
canonica de auxina.

Los genes cuyos niveles de {ranscritos son modificados solamente en respuesta
a Sortin2, nos permitieron identificar componentes moleculares que participarian en la
formacion de las raices laterales, como parie de un mecanismo parcialmente diferente
a la sefalizacién canodnica de auxina. En funcién de varios criterios biolégicos, basados
en los analisis biocinformaticos, se seleccionaron Genes con una Putativa Participacion
en la Formacion de RAilces Laterales en respuesta a Sorfin2, que fueron denominados
GEPPERALS. El analisis de la informacidn funcional disponible en la literatura, para los
genes GEPPERALS, revelé que una porcién de ellos son genes cuyos niveles de
transcritos se modifican en respuesta a la hormona acido salicilico. Los genes
GEPPERALS participarian en la formacién de las raices laterales en respuesta a
Sortin2, rio abajo de la sefializacién de acido salicilico, ya que [a hormona no es capaz
de fenocopiar al efecto de Softin2.

Los resultados de esta tesis sugieren que la formacién de las raices laterales en
respuesta a Sortin2 es parte del escenario de interaccién molecular diferente a la
sefalizacion canbnica de auxina. Los perfiles fransciiptémicos frente a Sortin2 vy a
NAA, robustecieron esta propuesta, al encontrar grupos génicos que forman parte de
una red transcripcional diferente asociada a procesos bioldgicos diferentes. Ademas,

en esta tesis, se logré proponer participantes moleculares que podrian estar mediando

xix




la formaciéon de las raices laterales en respuesta a Sortin2, como parte de un
mecanismo parcialtmente diferente a la sefializacion canonica de auxina. La futura
caracterizacion del rol que jugarian en la formacién de las raices laterales los genes
GEPPERALS, que fueron propuestos en esta tesis, podria permitir encontrar un nuevo
blanco de modulacién de la estructura del sistema radicular, y por ende de la captacion

de nutrientes y del éxito bioldgico de las plantas.




ABSTRACT

The biological success relies in plant nutrient uptake through their root system,
which is structured postembryionically. Hormone auxin is an essential regulator of the
organogenic process of lateral root formation. The auxin canonical signaling operates
through transcriptional regulation mediated by the auxin recepior complex
SCFTRUAFB1Z3 and by ftranscription factors of the ARF family. Our laboratory have
described Sortin2 as a lateral root formation inducer molecule. Evidence shows that the
Sortin2 induction mechanism is independent of the polarized auxin transport and is
unable to activate a transcriptional auxin reporter.

We therefore hypothesized that Sortin2 could induce lateral roots by a particular
and distinct mechanism, different from canonical auxin signaling. To investigate our
approach, we first describe in detail the Sortin2 response, in terms of the formation of
lateral roots, which revealed that this compound is capable of inducing early
organogenic events, including initiation of lateral roots. Consistent with our hy'pothesis.
Sortin2 induces lateral root initiation in the absence of {ranscriptional activity the auxin
reporter plAAZ and pDRS5. The formation of lateral roots in response to Sortin2 occurs
by a mechanism that is independent of the molecular function of the auxin receptor
SCFTR/AMB123 gnd the transcription factors ARF7 and ARF19 drivers of auxin response
in developing lateral roots. However, the formation of lateral roots in response to

Sortin2, and also in response to auxin, requires degradation auxin signaling repressors

Aux/lAA, suggesting that there would be an overlapping profile between Sortin2 and




auxin response genes, Taken fogether these results indicate a molecular scenario of
lateral root induction in response to Sortin2, which is partially different from the
canonical auxin signaling.

To get insights about the transcriptome profile that is mounted in response to
Sortin2, a comprehensive comparative expression analysis between Sortin2 and auxin
NAA, was performed. Consistently with the fact that Sortin2 and NAA stimuli share both
common and specific requirements we found that profiles of differentially expressed
genes were partially overlapping. In the group of genes differentially expressed in
response to both stimuli, biological processes related to organogenetic phenomenon of
lateral root initiation such as cell differentiation and growth were enriched. This
suggests that these genes are part of a common and necessary transcriptomic
repertoire for the formation of lateral roots upon both stimuli. Interestingly, those genes
that were modified exclusively in only one of the two stimuli are associated with
completely different biological processes, reporting that different biological responses
are been set up upon these stimuli. Morover, these two groups of genes, are also very
different regarding cis-regulatory elements, in particular, binding sites of transcription
factors in their promoter region. This differences in transcriptional programs mounted on
these two biological stimuli seems 1o be replicating the mechanistic differences between
them.

The genes whose transcript levels are modified only in response to Sortin2,
allowed us to identify molecular components that participate in the formation of lateral
roots, as part of a partially different from the caneonical auxin signaling mechanism.

Depending on various biological criteria, based on bioinformatic analysis, were selected




GEnes with a Putative Participation in thE Root laterAL formation in response to
Sortin2, whom we call GEPPERALS. The analysis of functional information available in
the literature, for GEPPERALS genes revealed that a portion of them are genes whose
transcript levels are modified in response to hormone salicylic acid. The GEPPERALS
genes participate in the formation of lateral roois in response to Sorfin2, downstream
from salicylic acid signaling, since the hormone is unable to phenocopy Sortin2 effect.
The resulis of this thesis suggest that the formation of lateral roots in response
to Sortin2 is part of a molecular scenario different from the canonical auxin signaling.
Sortin2 and NAA transcriptomic profiles, strengthen that proposal, when finding gene
groups that are part of a different transcriptional network associated with different
biological processes. Furthermore, in this thesis, it was possible to propose molecular
participants that could be mediating the formation of lateral roots in response fo Sortin2,
as part of a partially different from the canonical auxin signaling mechanism. The
characterization of the role that GEPPERALS genes, which were proposed in this
thesis, would play in the formation of lateral roots, could aflow us to find a new target for
modulating the structure of the root system, and hence r;utrient uptake and biological

plant success.
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1 INTRODUCCION

1.1 Formacion de las raices laterales (RL).

Las plantas son organismos sésiles que presentan mecanismos de
supervivencia basados en la modificacién de su plan corporal postembrionariamente,
La disposicion tridimensional de las raices de upa planta, conocido como la
arquitectura radicular, puede reestructurarse completamente modulando su crecimiento
vertical u horizontal. El crecimiento vertical estd determinado principalmente por el
crecimiento de la raiz principal penetrando en el suelo. El horizontal, por otro lado,
depende de la formacion de las rafces laterales y adventicias que permiten la
ramificacién extendiéndose a la rizésfera. Las formacién de las raices laterales son el
resultado de un plan interno de organogénesis que puede ser modulado por
condiciones externas. Cambios en las condiciones del suelo inducen aumentos o
disminuciones en la densidad de las raices laterales (Malamy, 2005). Se conoce que
los cambios de la densidad radicular se establecen a iravés de mecanismos de
inhibicién o induccion de la formacién de las raices laterales. La plasticidad que
subyace a la formacién de las raices laterales facilita el estudio de Jos mecanismos
moleculares que regulan estos procesos. En esta tesis se identificaran componentes
moleculares que putativamente regularian la formacién de las raices laterales en

respuesta a un estimulo inductor exégeno.




En la planta modelo dicotiledénea Arabidopsis thaliana se cuenta con un
detalladoe conocimiento histologico y fisiologico acerca de la formacion de las raices
laterales (Vermeer and Geldner, 2015; Vilches-Barro and Maizel, 2015). En un corte
transversal de una raiz es posible identificar capas celulares concéntricas, cada una
con identidad celular definida (Figura 1 A). Las raices laterales se originan a partir de la
capa celular llamada periciclo, ubicada en la porcién interna de la raiz primaria
(Casero et al., 1995; Dubrovsky et al., 2000). La raiz lateral que se forma desde la raiz
principal es de primer orden. Ademas, el proceso de formacion de raiz lateral se puede
repetir en la raiz lateral de primer orden generando raices laterales de segundo orden,
y asi sucesivamente. Por lo tanto, entender la regulacion molecular responsable del
proceso de la formacién de las raices laterales entregaria importanies antecedentes
acerca de este factor que es tan importante en la determinacion de la disposicién
tridimensional de sistema radicular de una planta.

lLa progresion temporal de la formacidén de una raiz lateral (Figura 1 B) se
puede dividir en cuatro etapas: 1) definicion de células fundadoras (priming) 2)
Iniciacién 3) Desarrollo del primordio de raiz lateral {patterning) y 4) Emergencia. Con
una cierta periodicidad, durante la etapa de priming, se condiciona un grupo de células
del periciclo que posteriormente se definiran como células fundadoras del primordio
de [a raiz lateral (De Smet et al., 2007; Meoreno-Risueno et al., 2010b). Luego, ocurre el
evento de iniciacion, etapa en la que los nicleos de dos células fundadores contiguas
migran acercandose hacia enire ellos. Inmediatamente después de esta migracion de
ndcleos, estas células presentan una serie de divisiones asimétricas anticlinales
(sentido perpendicular al eje longitudinal de la raiz principal) generando un ctimulo de
células mas pequefias que las adyacentes. Esie grupo de células pequefas

constituyen el primordio de raiz lateral en estado | (De Rybel et al., 2010). Los pasos




siguientes constituyen el desarrollo del primordio (pafferning). En el primordio en
estado | se llevan a cabo varios ciclos de divisiones periclinales (sentido paralelo al eje
de la raiz principal). Durante el desarrollo del primordio de Ia raiz lateral se determinan
los elementos que permiten la reconstruccion de la misma anatomia que se observa en
la raiz principal (Malamy and Benfey, 1997). El desarrollo del primordio va acompafiado
de la liberacion de enzimas remodeladoras de la pared celular para poder atravesar las
capas celulares periféricas de la raiz principal {(Roycewicz and Malamy, 2014). Esto
permite la emergencia del primordio de raiz lateral en un proceso donde la raiz lateral
continua desarrollandose y abriéndose paso a través de la rizosfera.

Existe una progresién espacial en el desarrollo de los primordios hasta raiz
lateral emergida, ya que, la formacion de una raiz lateral ocurre de manera coordinada
y paralela con el crecimiento de la raiz que le da origen. Una raiz aumenta de tamafio
cuando nuevas células se estdn generando en la zona meristematica. Posteriormente
estas células elongan y se diferencian conformando las zonas de elongacion y
diferenciacion, respectivamente. (Verbelen et al., 2006). El desarrollo de cada evento
de formacion de raiz lateral progresa a medida que espacialmente se reposiciona en el
contexto de la rafz que le da origen (Figura 1 B). El proceso de condicionar a las
células fundadoras ocurre en la transicion entre la zona meristematica y de elongacién
de la raiz primaria (Figura 1 B, morado). Mientras que en la zona de diferenciacion, la
raiz lateral se inicia (Figura 1 B, naranjo) y el primordio se desarrolla hasta emerger

(Figura 1 B, verde).
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Figura 1. Anatomia de la raiz principal y formacién de las raices laterales

A. Esquema de un corte longitudinal de una raiz principal que describe las capas
celulares que la constituyen. Desde la periferia al interior de la raiz principal se encuentran las
capas denominadas epidermis, corteza, endodermis, periciclo y estela. Adaptado desde (Péret
et al., 2009; Atkinson et al., 2014)

B. Esquema de la progresion espacial del desarrollo de una raiz lateral a lo largo de las
distintas zonas de la raiz principal; diferenciacion, elongacién, meristema. Los primordios de
raiz lateral estéan en un estadio de desarrollc mas avanzado a mayor distancia de la punta de la
raiz principal. Adaptado desde (Overvoorde et al., 2010)

C. Esquema de la progresion temporal del desarrollo de una raiz lateral. Se
esquematizan las etapas de pre-iniciacion, iniciacion, desarrollo del primordio y emergencia Las
etapas desarrollo del primordio y emergencia son enumeradas de acuerdo a la clasificacién de
(Malamy and Benfey, 1997). En el estadio VIl se observa la emergencia del primordio desde la
raiz principal, estableciéndose como una raiz lateral emergida. Células fundadoras en gris. La
gradiente de intensidad de color azul esquematiza la distribucion de la respuesta transcripcional
de hormona auxina durante cada una de las etapas. Adaptada desde (Péret et al., 2009;
Atkinson et al., 2014)




1.2 Regulacion de la formacion de las raices laterales (RL).

La formacion de las raices laterales es el resultado de la interaccidn de diversos
elementos reguladores internos y externos. Uno de los principales reguladores de la
formacion de las raices laterales es la hormona auxina. Se ha descrito que esta
hormona participa en la formacion de las raices laterales integrando la informacion
proveniente tanto de sefiales ambientales (Ruiz Herrera et al., 2015) como de otras
hormonas vegetales {Lavenus et al., 2013). En efecto, cada paso de la formacién de
una raiz lateral, desde ia iniciacion hasta la emergencia, es caracterizada por una
definida y particular distribucion de la sefial capturada a fravés del reporiero
transcripcional de respuesta a auxina, pDR5::GUS (Figura 1 C). Sin embargo, como se
discutird més adelante, el poder regulatorio de la hormona auxina parece no ser capaz
de establecer, de manera auténoma, la compleja red de faclores que regulan la
organogénesis de una raiz lateral.

El condicionamiento de una fuiura célula fundadora (priming), antes del evento
de iniciacion de raiz lateral, se produce por una mecanismo de oscilacién génica en la
zona del meristema, que culmina formando un sitio de pre-ramificacién (PBS) (De Smet
et al., 2007; Moreno-Risueno et al., 2010b). Sin embargo, la aplicacion local exégena
de la hormona auxina conduce a la induccién de un PBS solamenie cuando la
aplicacion coincide con Ia oscilacion génica caracteristica del priming (Moreno-Risueno
et al., 2010b). Por otro lado, se ha descrito que previo al proceso de iniciacién de una
raiz [ateral, se observa acumulacion de la sefial del reportero de auxina pDR5::GUS
(Dubrovsky et al., 2008). Sin embargo, esa acumulacién no es conducente a la

iniciacion de una raiz lateral en ausencia del factor ALF4, de funcidn molecular




desconocida (DiDonato et al., 2004; Dubrovsky et al., 2008). Estos resultados sugieren
que sefales adicionales a auxina, son necesarias para la especificacién de una célula
fundadora. Por lo tanto, ha sido dificil encontrar la evidencia que demuestre una
relacién causal entre la sefalizacion de la hormona auxina y la definicion de células
fundadoras de las raices laterales (Chandler, 2011).

La iniciacién de una raiz lateral, o sea, la divisidon asimétrica de células del
periciclo definidas como fundadoras, depende de seitales moleculares provenientes del
periciclo y también de la endodermis. La sefializacion de auxina dependiente de SHY2
en la endodermis es crucial para permitir la iniciacién de una raiz lateral en el periciclo
(Kumpf et al., 2013; Vermeer et al, 2014). Mutantes que tienen bloqueada,
selectivamente en la endodermis, la sefial de auxina dependiente de SHY2, muestran
una completa inhibicion de la iniciacion de las raices laterales (Vermeer et al., 2014).
Tratamientos con auxina exégena no revierten los efectos de inhibir en la endodermis
la via dependiente de SHY2 (Vermeer et al., 2014). Esto sugiere que se requieren
mecanismos paralelos o rio abajo de auxina para lograr comunicar celularmente la
informacién que conjuga el periciclo y la endodermis.

No obstante las plantas ocupan mecanismos organogénicos multifactoriales,
que utilizarian mas componentes regulatorios ademas de auxina, es indudable gue
esta hormona ocupa un lugar central en relacién a [a formacién de las raices laterales
(De Smet et al., 2012). Esta bien establecido que auxina tiene tres niveles de
regulacion; distribucion 6 transporte, homeostasis y sefializacion intracelular (Chapman
and Estelle, 2009). El transporte de auxina es mediado por facilitadores de auxina en la
membrana (Grunewald and Friml, 2010). La homeostasis de auxina es el equilibrio
entre diversas vias de sintesis y otras tantas de conjugacion con otras moléculas, para

reserva o degradacion. Por ultimo, respecto a la sefializacion intracelular de auxina, se




ha descrito una via de seiializacion intracelular candnica que ha sido altamente
caracterizada. Una vez que auxina ingresa a la célula es reconocida por receptores de
la familia TIR1/AFBs, que junto a ofras proteinas, forman el complejo SCF™®'. La unién
de auxina al receptor induce la activacion enzimatica E3 ubiquitina ligasa del complejo
SCF™' (Kepinski and Leyser, 2005; Tan et al., 2007; Calderon-Villalobos et al., 2010).
Esta activacién induce la degradacion mediada por proieosoma de proteinas de la
familia génica Aux/IAA (Gray et al., 2001). La proteina F-box TIR1 es quien otorga
especificidad de la ubiquitinacién de las proteinas Aux/IAA, lo que libera la represion
que estas ejercen sobre miembros de 1a familia de factores de transcripcién ARF (Tan
et al., 2007; Mockaitis and Estelle, 2008). Asli, finalmente, los factores ARF modulan la
franscripcion de genes blancos de la sefializacion de auxina. Algunos miembros
particulares de las familias Aux/IAA y ARF son claves para la induccion de los evenios
de iniciacion de las raices laterales (Fukaki and Tasaka, 2002; Okushima et al., 2007).
Componentes moléculares como IAA14/SLR y los factores de transcripcién ARF7 y
ARF19, conforman un denominado “mddulo de la sefializacion intracelular canénica de
auxina®, La diversidad de las combinaciones moleculares posibles en la seiializaciéon
infracelular de auxina posibilitan un resultado transcripcional acorde para las

necesidades de los distintos procesos bioldgicos que son regulados por auxina.

1.3 Formacién de las raices laterales por mecanismos independientes

de la sefalizacion canonica de auxina.

En general, alteraciones en [a funcién de componentes moleculares de la via de

seifializacién de auxina disminuyen o inclusive carecen completamente de las raices




laterales. Sin embargo, como se discutié anteriormente, cada vez hay mas evidencias
gue muestran mecanismos alternativos o complementatios a la sefalizacion candnica
de auxina capaces de inducir los eventos tempranos de la formacién de las raices
laterales (Chandler, 2011).

Estimulos mecanicos, ya sea por estimulacion gravitropica o mecanica inducen
la iniciacion de las raices [aterales (Ditengou et al., 2008; Richier et al., 2009). No se
conocen a la fecha mecanoreceptores en plantas (Haswell et al., 2008; Monshausen
and Gilroy, 2009). Asl, se ha intentado explicar este efecto mecanoc-inductivo aludiendo
a la relocalizacion polar que se observa de los transportadores de auxina AUX1 y PIN1
(Laskowski et al., 2008). Sin embargo, las mutantes de perdida de funcién pin? y aux?
son sensibles a estimulos mecanicos (Ditengou et al., 2008; Laskowski et al., 2008),
sugiriendo que la respuesta a esios estimulos mecénicos no estd mediada por la
relocalizacién de estos transportadores. Los eventos mecano-inductivos se
caracterizan por acumulaciones transitorias del sefalizador intracelular Ca*, que
participaria activamente en la estimulacion mecéanica, ya que tratamientos con
inhibidores del transporte de calcio hacia el interior de la célula como LaCl;, impiden la
induccidn mecénica de las raices laterales (Richter et al., 2009). Tal vez parte de este
mecanismo de sefializacién también es utilizado por la planta para responder a la
remocion de [a punta de la raiz principal, ya que el estimulo de cercenamiento, también
produce un aumento del nimero de las raices laterales (Torrey, 1950). Consistente con
una via de sefializacién alternativa a la candnica de auxina, que promueva la formacién
de las raices laterales, se ha demostrado que la respuesta al cercenamienio de la
punta de [a raiz principal, es independiente de actividad de los factores de transcripcién

ARF7 y ARF19 (Ditengou et al., 2008).

Ademas, se ha identificado recientemente que las proteinas ARABIDILLO1 y 2




promueven la formacién de las raices [aterales. Las proteinas ARABIDILLO son los
homélogos, en plantas, de Armadillo/b-catenina (Coates et al., 2006), que son
proteinas que participan en diferenciacién y proliferacion celular (Li et al., 2008). Las
plantas mutantes Arabidifio tienen menos raices laterales, mienfras que las lineas
sobreexpresoras del gene que codifica a ARABIDILLO, tienen un notable aumento del
nimero de las raices laterales.(Coates et al., 2006; Nibau et al., 2011). Como parte del
mecanismo de sefalizacion, ARABIDILLO se degrada. Sin embargo, se ha
caracterizado que auxina no es capaz de inducir esta degradacién (Nibau et al., 2011).
Esto sugiere que la degradacion de ARABIDILLO es un evento rio arriba o paralelo a la
sefializacion de auxina que promueve la formacion de las raices laterales (Nibau et al.,
2011).

Por lo tanto, a pesar del imporiante rol de auxina en la formacién de las raices
laterales, existe evidencia para proponer que existen vias disintas a la clasicamente
estudiada para iniciar procesos de formacién de las raices laterales, cuyos reguladores

moleculares se desconccen en la actualidad.

1.4 Induccion de las raices laterales en respuesta a los tratamientos con

Sortin2.

En el laboratorio de la Dra. Norambuena, se ha estudiado el efecto celular y
fisiclégico de un compuesto sintético biomodulador denominado Sortin2z (Pérez-
Henriquez, 2009; Pérez-Henriquez, 2010; Pérez-Henriquez et al., 2012; Rubilar, 2013;
Morales, 2015). Plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con esta moléculz, presentan

un notorio aumento en el nimero de las raices laterales (Pérez-Henriquez, 2010;




Pérez-Henriquez et al., 2012). La induccién de las raices laterales alcanza niveles
similares a los que se alcanzan luego de aplicacion exdgena de la auxina NAA.
Ademas, los analisis usando el marcador pCYCB1;1::GUS, que permite visualizar los
eventos tempranos de desarrollo de primordios, sugieren que Sortin2 actiia en etapas
tempranas de la formacién de las raices laterales (Pérez-Henriquez et al., 2012).

Se conoce una gran cantidad de pequeias moléculas bicactivas, en su mayoria
son moléculas con actividad inhibidora de algtin procesos celular (Hicks and Raikhe],
2012). Sin embargo, Sortin2, es un activador de procesos celulares. Ha sido descrito
que a nivel sub-celular, Soriin2, aumenta la tasa de endocitosis de componentes desde
la membrana plasmatica hacia el interior celular (Pérez-Henriquez et al, 2012).
Proteinas localizadas en membrana plasmatica como la acuaporina PIP2A, el
facilitador de auxina PIN2 y el receptor de brasinostericdes BRI1 son endocitadas en
tratamientos con Sortin2 (Pérez-Henriquez, 2010). Sortin2 también provoca otras
notorias modificaciones en el desarrollo de la planiulas tratadas, ya que inhibe [a
respuesta gravitropica y disminuye el largo de la raiz principal (Pérez-Henriquez,
2010). La respuesta graviiropica depende de la degradacion asimétrica de facilitadores
auxina entre los bordes superior e inferior de la raiz acostada, para establecer un flujo
asimétrico de auxina (Kleine-Vehn et al., 2008). En tratamientos con Sortin2 se activa
la ruta de internalizacion de PIN2 de manera siméfrica entre las caras superior e
inferior de la raiz, sugiriendo que Sortin2 inhibe la respuesta gravitrépica al acelerar la
endocitosis del facilitador PIN2 (Pérez-Henriquez, 2010).

En la formacién de las raices laierales, la actividad inductora de la endocitosis
de Sortin2 también juega un papel importante. En efecto, cuando se inhibe
farmacolégicamente la endocitosis, se inhibe el aumento del niimero de las raices

laterales que provoca Sortin2 {Pérez-Henriquez et al., 2012). Esto revela un rol de la

10




endocitosis en la formacién de las raices laterales inducida por Sortin2. Una acelerada
endocitosis promueve la internalizacién de componentes de la membrana plasmatica
hacia compartimentos celulares como los endosomas. Los endosomas podrian ser un
componente instrumental en [a formacién de las raices laterales como un medio de
transduccion de una sefial que culmine en un programa organogénico (Raikhel and
Hicks, 2007; Zastrow and Sorkin, 2007; Murphy et al., 2009).

La formaciéon de las raices laterales es un fendmeno complejo que requiere
establecer un set amplio de ejecutores moleculares. Los sistemas vivos suelen utilizar
el establecimiento de un programa de expresién génico que les permite disponer de
todos los ejecutores moleculares necesarios para una determinada tfarea. La
responsabilidad del establecimiento de un programa génico subyace a la funcidn
molecular de los faciores de transqripcién.

En el laboratorio de la Dra. Norambuena se ha caracterizado la funcion del
factor de transcripcion bZIP25 que regula negativamente a [a endocitosis. La mutante
perdida de funcién bzip25 de este factor transcripcional induce una endocitosis
acelerada (Pizarro, 2015). Interesantemente, la endocitosis acelerada en [a mutante
bzip25 estad acompariada de una mayor densidad de las raices laterales sumando
evidencia a la formacién de las raices laterales mediante aceleracidn de endocitosis
(Pizarro, 2015). Ademas, evidenciando que la formacién de las raices laterales se
puede modular cambiando la expresion génica que es regulada por tan solo un factor
de transcripcion.

El crucial rol de expresién génica en la formacidn de las rafces laterales, ha sido
el sustento para tomar aproximaciones transcriptémicas en el estudio de la formacién
de las raices laterales. Los estudios transcriptémicos a [a fecha se han focalizado en

etapas tempranas de la formacion de las raices laterales, antes de [a iniciacion. Un
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gran avance metodolégico para estas aproximaciones transcriptdmicas se obtuvo en
plantulas de Arabidopsis con el establecimiento de un sistema que permitiera que
todas las células del periciclo entraran sincronicamente a la etapa de iniciacion de la
formacion de las ralces laterales; el sistema de induccién de raices laterales, LRIS
(Himanen et al.,, 2004). El sistema LRIS induce iniciacion aplicando auxina
exégenamente a las plantulas. Varios perfiles transcriptomicos se han realizado a la
fecha, todos utilizando como inductor de la iniciacién de las raices laterales a la
hormona auxina (Himanen et al., 2004; Vanneste et al., 2005a; De Smet et al., 2008).
Se ha logrado compilar la informacién (Parizot et al., 2010) y también se ha logrado
obiener derivaciones tedricas Utiles para formular nuevas hipdtesis, a partir de esta
gran cantidad de informacién transcriptomica (Parizot et al.,, 2012). Ademas, Ia
descripcidn de importantes factores reguladores de la formacion de las raices laterales
como GATA23 (De Rybel et al., 2010) o ACR4 (De Smet et al., 2008) provienen de
este tipo de estudios. No obstante, toda la informacién obtenida es el resultado de todo
aquello que la hormona auxina pueda activar cuando es aplicada exégenamente. Por
lo tanto, se deberan utilizar otro tipo de aproximaciones para poder indagar acerca de
los mecanismos de iniciacién de las raices laterales que actiien de manera paralela o
rio arriba de la hormona auxina.

En una blsqueda masiva de moléculas pequeiias que promueven la formacion
de las raices laterales, se encontrd a la molécula naxillin. Naxillin activa la sefalizacion
de auxina en el meristemo basal, ya que activa la degradacién de proteinas Aux/IAA y
al reportero pDR5::GUS. La molécula naxillin aplicada exégenamente, de acuerdo a un
estudio transcriptémico, activa a un set génico de aproximadamente 500 genes que
participarian en la formacién de las raices laterales por efecto de esta droga (De Rybel

et al., 2012). Naxillin es un ejemplo que demuestra la poderosa herramienta biol6gica
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que hay detras del uso de pequefias moléculas aplicadas exégenamente (Audenaert et
al., 2013).

En general en esta tesis se explotara la utilidad biolégica de la bioactividad de
Sortin2, como una molécula pequefia de aplicacion exégena, para el estudio de la
formacion de las raices laterales. En particular porque nuestros estudios revelan que
Sortin2 estimula la aparicion de las raices laterales en un contexto molecular
caracteristico y con sustanciales diferencias al mecanismo usado por auxina. Sortin2
induce mayor indice de las raices laterales aun en presencia del inhibidor del
transporte de auxina, NPA (Pérez-Henriquez et al., 2012). NPA en cambio inhibe
completamente la actividad de la auxina endégena, ya que plantulas en presencia de
NPA carecen completamente de raices laterales (Himanen et al, 2004).
Adicionalmente, el reportero transcripcional de auxina, pDR5:GUS, en tratamientos
con Sortin2, se mantiene similar a condiciones control. Sin embargo, cantidades
micromolares de auxina exégena inducen una alta actividad de este reportero (Pérez-
Henriquez et al., 2012). Por ultimo, la estabilidad de proteinas Aux/IAA, que decae
rapidamente en tratamientos con auxina exégena, se mantiene en niveles similares al
control, en plantas tratadas con Sortin2. Por lo tanto, la molécula Sortin2, posee una
utilidad biologica que se respalda en las diferencias mecanistico-moleculares que
habria durante la induccion de la formacién de las raices laterales, respecto de otras
moléculas como auxina y/o naxilina.

En particular en esta tesis, se abordaran al menos dos aspectos 1) la
descripcién de la bioactividad de Sortin2 como un inductor de las raices laterales y 2) la
validacién de que Sortin2 actia mediante un mecanismo distinto a la sefalizacion
candnica de auxina. En detalle, se abordaran la temporalidad y la espacialidad de la

induccién de las raices laterales por Sortin2. También se evaluara el rol que le cabria a
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la sefializacién de auxina en la formacién de las raices laterales inducidas por Sortin2,
mediante analisis de reporteros de auxina y mutantes en su sefalizacién. Asi mismo,
basados en las caracteristicas singulares de Sortin2, y medianie estrategia
transcriptomica RNA-seq, se evaluara comparativamente los perfiles de expresion en
respuesta a la auxina NAA y a Sortin2, Se identificaran y jerarquizaran componentes
moleculares que participarian putativamente en el mecanismo de formacion de las
raices laterales por efecto de Sortin2, a pariir de los genes cuyos niveles de transcritos

fueron modificados exclusivamente por Sortin2.
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1.5 Hipétesis.

Sortin2 estimula la formacién de las raices laterales medianie una ruta alternativa a la

sefializacidn candnica de auxina.

1.6 Objetivo General.

Identificar componentes moleculares que participan en el mecanismo de formacion de

las raices laterales por efecto de Sortin2

1.7 Objetivos especificos.

Objetivo 1. Estudio de la participaciéon de la via de sefializacion candnica de la

hormona auxina en la induccion de las raices laterales por Sortin2.

Objetivo 2. ldentificacién de el (los) grupo(s) de genes que son regulados en

tratamientos con Sortin2 mediante analisis de expresién génica global.

Objetivo 3. Integracion de la informacién acerca de los componentes moleculares que

podrian ser importantes para la formacién de las raices laterales en respuesta a

Sortin2.
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2 MATERIALES Y METODOS

21 Material biolégico.

Arabidopsis thaliana fue el modelo biolégico de estudio para todos los
experimentos realizados en esta tesis, ya que es una planta modelo cuyas ventajas
han sido ampliamente discutidas en la literatura cientifica (Leonelli, 2007; Koornneef
and Meinke, 2010; Kramer, 2015). Las lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana de
la Tabla | fueron facilitadas por los respeciivos laboratorios en donde se generaron y
forman parte del banco de semillas del laboratorio de la Dr. Lorena Norambuena,

Universidad de Chile, Chile y/o de! Dr. Tom Beeckman, Universidad de Gent, Bélgica.

Tabla l. Lineas de Arabidopsis thaliana usadas en esta tesis.

Nombre Descripcion Referencia

clonal de-la yespuest
‘ roﬁéd?“ar*siﬁ%gt;coﬁnas;
Reportero transcripcional de la respuesta a
] auxma basado en romotor endégeno pIAA2.

(Swarup et al., 2001)

' Reportero transcnpcnonal del gen de “ciclo
PCYCB1;1:GUS celular CYCB1; permite identificar actividad (Ferreira ot al.,, 1994)
mitéti ca

Reportero transcnpcnonal del fac or de

pGATA23 ‘GUS transcnpmén GATA23, marcado de
. 7 Py ‘l']-

0 ezrf ncmane[irece tor,

ji}-' te pE rd:d 8

Mutan’te pérdlda de func:én de un actlvador :
del complejo SCFRVATB123 {Lincoln et al., 1990)

axri-12

16




e funcion; codificaipaia
delreribirias: &

Mutante ganancia de func:énL codifica para“
sir-1 una proteina SLR gue no puede recibir las {Fukaki and Tasaka, 2002)
senales que mducen su degradacxén

2.2 Esterilizacion de las semillas.

Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron esterilizadas mediante protocolos
estandares, ya sea en fase liquida, con detergente TX100 (Pérez-Henriquez, 2010) 6
en fase gas. Para la esterilizacion con fase vapor, se depositaron 100-200 semillas en
tubos de 2 mL. Se dispusieron los tubos en un contenedor de disecacién, dentro de
una campana de extraccién de aire. Dentro del disecador se colocé un vaso precipitado
con 100 mL de Hipoclorito de Sodio 4 % v/v. Se deposité cuidadesamente 0,7 mL de
HCI concentrado sobre este. Se cerrd el disecador rapidamente, ya que el gas que se
libera por [a mezcla de cloro con HCI, es toxico. Las semillas fueron incubadas durante
15 h. Posteriormente, atin dentro de la campana de extraccidn de aire, se retir6 el vaso
precipitado con la mezcla hipoclorito de sodio-HCl y se descarid el contenido.
Finalmente, se dispusieron las semillas deniro de una camara de flujo laminar durante
2 h. Se cerraron los iubos con las semillas en su interior y se almacenaron hasta su
uso. Se almacenaron las semillas al menos durante 48 h a 4 °C, para inducir la

estratificacién que permite sincronizar la germinacion de las semillas.
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2.3 Cultivo de las plantulas de Arabidopsis thallana.

Las semillas de las lineas transgénicas y mutantes de Arabidopsis thaliana de la
seccién 2.1 fueron germinadas y crecidas en placas de cultivo. Las placas se
dispusieron verticalmente para que las plantulas crecieran en la superficie del medic
solido de cultivo de plantas (MS 0,5X [PhyloTechnology Laboratories®, Nimero de
catadlogo M519], sacarcsa 1 % mfv, fitoagar 0,8 % mfiv [Agar Plant TC,
PhytoTechnology Laboratories®, Nimero de catalogo A111], 0,01 % mioinositol mfv,
MES 0,05 % m/v, pH 5.7). El crecimiento de las plantulas en placas de disposicién
vertical permitid manipular [as plantulas y trasladarlas a nuevas condiciones de cultivo
para realizar los tratamientos detallados en la seccién 2.4

Las semillas fueron sembradas sobre el medio sélido mediante una micropipeta
graduando en 1 pL, si es que éstas fueron esterilizadas en fase liquida. Si las semillas
fueron esterilizadas en fase gas, se dispusieron sobre el medio sélido mediante un
mondadientes estéril.

Las semillas se dispusieron en medio sélido de cultivo de plantas y luego las
placas con las semillas fueron dispuestas en una camara de crecimiento a 22 °C, con
un fotoperiodo de 16/8 (luz/oscuridad) y a una intensidad luminica de 6.000 lux. Las
plantulas fueron crecidas durante 5 dias después de la germinacion. Las plantulas

fueron utilizadas en la seccién de resultados 3.1.
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2.3.1 Crecimiento en presencia de acido naftilftalamico (NPA)

Se prepararon placas con medio solido de cultivo de plantas conteniendo acido
naftilftalamico (NPA) a concentracién de 10 pM, diluyendo un stock de 10 mM (disuelio
en DMSO). Se agregdé DMSQ a [a preparacién hasta alcanzar la concentracion 1% viv
de DMSO, Posteriormente se dispuso sobre el medio sélido una malla perosa de nylon
con un famafio de poro de 20 ym (www.prosep.be, Nimero de Catélogo 03.20/TY). La
malla fue previamente cortada en trozos de 10 cm x 10 cm y esterilizadas envuelias en
papel de aluminio dentro de una vaso precipitado.

Las placas con las semillas dispuestas sobre la malla fueron dispuestas en una
camara de crecimiento a 21 °C, con luz continua a una intensidad luminica de 6.000
lux. Las plantulas fueron crecidas durante 3 dias después de [a germinacién. Las
plantulas crecidas en ausencia de NPA fueron utilizadas en la seccion de resultados
3.2. En la seccion 3.2.1 se crecieron plantulas en ausencia de NPA, pero manteniendo

todas las ofras condiciones de crecimiento descritas en esta seccion.

2.4 Tratamientos con Sortin2 y &cido naftalenacético (NAA).

Los fratamientos con Sortin2 vy con la auxina sintética acido naftalenacético
(NAA), se realizaron tanto en medio sdlido como en medio liquido. El medio liquido
contiene los mismo componentes que el medio sélido descrifo en la seccion 2.2,
excepto el fitoagar.

Los tratamientos con Sorfin2 se realizaron a 25 pg/mL (58 uM), diluyendo una

solucion stock de 20 mg/mL (disuelio en DMSO) en medio sélido o liquido, segin el
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experimento, Se agregd DMSO a la preparacion hasta alcanzar la concentracion 1%
viv de DMSO. En ambos casos, la preparacion contiendo Sortin2 a 25ug/mL se
dispuso durante 96 horas a 6000 lux de intensidad luminica en fotoperiodo de 16/8
(luz/oscuridad), para la fotoactivacién de Sartin2.

Los tratamientos con NAA se realizaron a 10 uM, diluyendo un stock de 10mM
(disuelio en DMSO) en medio sélido o liquido, segin fue necesario. Se agregé DMSO
a la preparacién hasta alcanzar la concentracion 1% v/iv de DMSO.

La condicién Control para los experimentos realizados tanto en medio sélido
como liquide fue DMSO 1% v.v. La concentracidn final 1% v/v de DMSO no afecta el

desarrollo de las plantulas (Zohuar y Col., 2004).

2.5 Tratamiento localizados con Sortin2 en la zona de ramificacion de la

raiz principal.

Para realizar un fratamienio de Sortin2 localizado en un porcion de la raiz
principal, se usaron placas de agar segregado, SAP (Zhang and Forde, 2000; Giehi et
al,, 2012). Las placas SAP fueron preparadas en medio de cultivo s6lido donde se
removidé una franja de 1.5 cm del agar y posteriormente se rellené con medio sélido
conteniendo Sortin2. Se cortd una franja delgada de 2-3 mm de medio sélido, en los
limites superior e inferior, donde hacen contacto los medios de composicién diferente,
La franja de 2-3 mm no es rellenada. El espacio de aire gue separd a los medios de
composicion diferente, evité la difusion de Sortin2. Se repitieron los pasos para
preparar la placa control del tratamiento, pero rellenando la franja con medio sin

Sortin2. Las plantulas fueron frasladadas a las placas SAP y fueron dispuestas
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horizontalmente hasta cuando se cuaniificd el nimero de raices laterales.

2.6 Cuantificacion de primordios de raiz lateral y de las raices laterales

emergidas.

El nimero de primordios y de raices laterales emergidas se obiuvo mediante
observacion de las plantulas bajo microscopio. La preparacion de las plantulas se
realizé montando las plantulas en acido lactico (Merck, Num Cat. 100366) para el
aclaramiento del tejido. Para obtener un aclaramiento ain mayor que el logrado con
acido lactico, de manera de diferenciar primordics en estadios tempranos, se uiilizo el
método de aclaramiento descrito en Malamy y Benfey, 1997.

El indice de las raices laterales o de primordios se obtiene dividiendo la
cantidad de éstos, por el largo de la raiz principal. El largo de Ia raiz principal se
obtuvo, usande las herramientas de cuantificacién del programa computacional Imagej
1.40 (Wayne Rasband, NIH, USA), desde imagenes digitalizadas, de las placas de
cultivo & preparaciones microscoOpicas, obtenidas con el escéner EPSON V600 o V700.

Para identificar y medir por separado el largo de la zona de ramificacién de las
raices laterales y la zona de formacion de las raices laterales, dentro de la raiz
principal, se procedié a: 1) montar las plantulas en 4cido lactico 2) marcar sobre el
cubreobjeto el lugar donde se observé la raiz lateral emergida mas cercana a la punta
3) cuantificar como se describe en el parrafo anterior. La zona de ramificacién de la
raiz principal se consideré desde la marca hasta el hipocotilo, mientras que, la zona de
formacion se consider6 desde la marca hasta la punta de la raiz principal (Dubrovsky

and Forde, 2012).
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2.7 Ensayo GUS; evaluacion histoquimica de la actividad de la enzima

R-glucoronidasa.

La enzima reportera B-glucoronidasa (GUS) modifica al compuesto X-Gluc y
forma un compuesto insoluble de color azul mas acido glucurénico incoloro. Plantulas
incubadas con X-Gluc incorporan este sustrato al interior celular permitiendo la
actividad enzimatica de GUS. Las lineas fransgénicas que utilizan el reportero GUS en
esta tesis, fueron enlistadas en [a seccién 2.1. El ensayo de la actividad de la enzima
GUS, se realizd con plantulas entre 5-7 dias posi-siembra, después de un determinado
tratamiento. Luego del traiamiento, las plantulas fueron trasladadas cuidadosamente a
aproximadamente 2 mlL de la solucién reveladora que contiene el sustrato X-gluc (X-
gluc 1 mg/mL, tampén de fosfato de sodio 0,1 M pH 7, EDTA 10 mM pH 8, TX-100 0,1
% viv, K-ferricianida 2 mM, K-ferrocianida 2 mM). Posteriormente, las plantulas fueron
incubadas a 37 °C, en la solucién reveladora, durante el tiempo apropiado (Jefferson et
al., 1987). El tiempo apropiado de revelacidon dependi¢ de la linea reportera utilizada,
va que esta determinado por la cantidad y el tejido en donde la enzima GUS se logra
acumular. El tiempo apropiado para la revelacién de GUS es de 5 min para la linea
pGATA23::GUS, 2 horas para pCYCB1;1::GUS, y 3 horas para la linea pDR5::GUS,
plAA2::GUS y plAA28::GUS. La linea pDR5::GUS fue revelada por 35 min para los

experimentos con plantulas germinadas en NPA.
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2.8 Microscopia.

2.8.1 Microscopia confocal.

Para los experimentos con la linea 35S:DILVENUS se usé el microscopio
confocal Zeiss LSM 510 y LSM710. Se uso el laser de excitacion 488 vy e] rango 505-
530 nm para capturar la fluorescencia. Al momento de capturar las imagenes se enfocd
la capa confocal mas externa, de manera de capturar células pertenecienies a la capa
epidermal de la raiz. Se midio Ia intensidad de fluorescencia en 50 ndcleos celulares,
por cada raiz analizada, dibujando una regién de interés (ROI) circular alrededor de
cada ntlcleo. Se analizaron 3-6 imagenes representativas por cada condicién. Se
analizo la intensidad de fluorescencia de fondo (background), capturando al menos 10
ROl de un tamafio similar al de los nicleos. La intensidad de fluorescencia nuclear fue
corrigio por la fluorescencia de fondo a fravés de la siguiente formula:

ROl « pPromedio de la

Fluorescencia comegiva = Fluorescencia apsoita — (Area
fluorescencia packground)
La cuantificacién de las imdgenes se realizé con Imagej vi.4 (Wayne Rasband,

NIH, USA) y el andlisis de los datos de fluorescencia en una hoja de calculos estandar.

2.8.2 Microscopia de campo claro/Nomarski.

Las imagenes de microscopia fueron tomadas con el microscopio Zeiss 1X70.

Para microscopia de Nomarsky, también llamada microscopia de contraste diferencial

(DIC), se utilizé un microscopio Olympus BX51. La reconstruccién de las imagenes se
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realizé manualmente con el programa Machification v1.8, Orbicule® ¢ automaticamente

con la herramienta photomerge de Photoshop CS5®.

2.9 Perfil de expresién global en raices de plantulas de Arabidopsis

thaliana sometidas a fratamientos con Sortin2 y NAA mediante RNA-seq.

2.9.1 Obtencién del material biologico.

Se crecieron ~200 plantulas silvesire ecotipo Col-0 como es descrito en la
seccion 2.3.1, en presencia de NPA 10 pM sobre una malla de nylon. Se traslado cada
malla con ~200 plantulas a tratamienio en medio sélido Control, a tratamiento en
presencia de Sortin2 y a un tercer tratamiento en presencia de NAA. Las placas de
tratamiento fueron preparadas como es descrito en la seccién 2.4. La transferencia de
la malla a |a placas de tratamiento, inici6 el tratamiento simultdneamente para todas [as
plantulas. Posteriormente, se removieron todas las plantulas que crecieron con su raiz
despegada del medio s6lido. Aproximadamenie, un 50% de las plantulas es removido.
Asf, se asegurd que todas las plantulas consideradas para la obtencién del material
biclogico se desarrollaron en contacio con el medio con NPA, y que por lo tanto,
tendrian completamente inhibida la formacién de las raices laterales. Posteriormente,
se incubaron las plantulas, en las mismas condiciones en fueron crecidas, hasta
completar 6h en los tratamientos. Luego del tratamiento por 6h, se removid con un
bisturi, plantula por plantula, la parte aérea y 1-2 mm de la punta de la raiz, Se
recolecté, con una micropinza, ~100 raices principales, cuya punta habia sido

removida. Se realizaron 6 réplicas bioldgicas para cada tratamiento Control, en
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presencia de Sortin2 y en presencia de NAA. Finalmente, las muestras recolectadas
fueron sometidas a extraccion de RNA como se describe en la siguiente seccion . Las
muestras con mejor calidad de RNA fueron utilizadas para la preparacion de librerias

cDNA y secuenciacidn masiva con Illumina HiSeq2000 (ver seccién 2.9.2 2 2.9.4).

2.9.2 Exiraccion de RNA para RNA-seq.

Se colectaron muestras en tubos de 2 mL, previamente cargados con 3 bolas
metélicas de 4 mm de diametro. Se taparon los tubos y se depositaron en niirégeno
liquido. El tejido de las muestras fue molido en un molino criogénico (Retsch®,
CryoMill} que agita los tubos con las bolas metalicas durante 1 min. a 20.000 RPM. Se
agregd 1 mL de Trizol (TRl Reageni®, MRC inc., Nimero de Catélogo TR-118) e
incubd por 5 min a temperatura ambiente. Se agregd 200ul. de cloroformo y se mezcld
por 15 min en un vortex, Se incubd por 3 min. Luego, se cenirifugaron los tubos a 4°C
por 15 min a 12.000g. Se transfiri¢ la fase acuosa a tubos de 1.5 mL previamenie
enfriados. Se precipité el RNA afiadiendo 500 pl. de isopropancl. Se mezclé e incubo
por 10 min. Se centrifugd por 10 min a 4°C y se descartd el sobrenadante. Se lavo el
precipitado con 1 mL de etanol 75% viv y se mezclé en un vortex. Se centrifugé a
7.500g por 5 min a 4°C. Se descarté en sobrenadante cuidando de no descartar el
precipitado. Se secté por 30 min. Se agregd al precipitado 40uL de agua libre de
nucleasas. Posteriormente, se realizé una eliminacién de contaminacion por DNA,
mediante un tratamiento con DNAasa (DNAse kit, Roche, Numero de Catalogo
04716728001), sigulendo [as instrucciones del fabricante. Finalmente, se realizé una
limpieza de RNA (RNAeasy mini kit, Qiagen®, Nimero de Catalogo 74108), siguiendo

las instrucciones del fabricanie.
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Se cuantificé el RNA total por especiofotometria (Nanodrop™ ND 1000},
midiendo a una longitud de onda de 260 nm. Se evaluaron los parametros de pureza
del RNA midiendo la absorbancia de las muestras a 230 y 280 nm. La absorbancia a
280 nm indica la presencia de proteinas en la muesira, mientras que absorbancia a
230 nm indica la presencia de compuestos residuales del tipo fendlicos. Asi, se
obtuvieron los indices de calidad 260/280 y 260/230. La calidad del RNA se considerd
apropiada para los experimentos cuando los valores de ambos indices estan entre 1.8
y2.2.

Las muestras de RNA fueron enviadas a la compaiiia de secuenciacién masiva
GATC inc., Alemania, donde se evalué nuevamente la calidad de las muestras de RNA
medianie BioAnalyzer 2100 (Aligeni Technologies, USA). En el electroferograma
resuliante se evalué la presencia clara de un pico que represente los RNA mas
abundantes 18S y 26S y se calculo el valor para el nimero de integridad del RNA (RIN,
RNA [ntegrity Number). Los valores de RIN fueron mayor a 8 para las réplicas de los
tratamientos Sortin2 y NAA y mayor que 6 para las replicas de los tratamienios Control.
En respuesta a este analisis, se descartd una replica biologica para el tratamiento con
NAA, por lo que sélo se realizd preparacion de cDNA y secuenciacion en dos réplicas.
Se secuenciaron tres replicas bioldgicas para cada uno de los tratamienios Control y

Sortin2,

2.9.3 Preparacion de librerias de cDNA y secuenciacién masiva illumina

Hiseq2000.

La compaiia GATC inc., procedié a la preparacion de librerias de cDNAy asu

posterior secuenciacion masiva. Las librerias de cDNA para la secuenciacién se
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prepararon de acuerdo a las insirucciones del fabricante. Se aislé el mRNA poli-A
desde el RNA fotal usando bolas magnéticas de poli-T. Se fragmentd el mRNA vy se
generaron fragmenios de cDNA hebra simple aleatoriamente usando partidores
aleatorios. Se amplificaron los fragmentos mediante PCR sobre los adaptadores
especificos. Se secuenciaron los productos en [llumina HISeq2000 para obtener
lecturas de 50pb en lectura simple (50bp, single read). La obtencién de [as secuencias
a partir de la fluorescencia se'realizé con programas incorporados & la lineas de trabajo
del equipo de secuenciacién. GATC inc., enfregd los resultados de las secuencias en

archivos de formato fasig, con sus respectivos valores de calidad de secuenciacién.

2.9.4 Procedimiento de analisis bioinformética para la obtencion de la expresion

génica diferencial mediante RNA-seq.

El analisis desde las lecturas para cada libreria hasta [a obtencion de las veces
de cambio de los transcritos, fue realizado por el Dr. Boris Parizot, con la ayuda del Dr.
Qian Chen, miembros del [aboratorio del Dr. Tom Beeckman. Los archivos fastq fueron
ingresaron a la plataforma informatica open source Galaxy (htip://galaxyproject.org). Se
usé FastQC para seleccionar las lecturas con un probabilidad sobre un 99.9% de que
hayan sido correctamente leidas (puntaje de calidad = 20, en escala Phred). Mediante
FastQC trimmer, se removieron los nucledtidos con un puntaje de calidad menor a 10,
en el extremo 3”7 de [a lectura. Se buscaron los sitios de alineamiento de cada lectura,
contra [a informacién gendémica de Arabidopsis thaliana, TAIR10 con el programa
GSNAP (Wu and Nacu, 2010). Se obtuvo la cantidad de lecturas que alinean en cada
gen, mediante el software HTSeq (Anders et al., 2015). Se usé en HTSeq el modo

“interseccién esiricto”, es decir sélo se consideraron alineamientos contra la regién
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codificante de un gen. Se obtuvieron los conteos por millén {CPM) normalizados,
mediante el método de normalizacion TMM (Robinson and Oshlack, 2010) usando el
programa edgeR (Robinson et al., 2010}, que es parte de la plataforma open source
Bioconductor (Gentleman et al., 2004). Se obtuvo expresidn diferencial, p-value y FDR,
usando el programa edgeR. Se fransformaron los valores de expresion diferencial
desde escala logaritmica a escala lineal mediante hojas de céalculo estandar, lo que se

denominé veces de cambio (VC).

2.8.5 Procedimienic bioinformatico para la obtencidn del enriquecimiento de

procesos biolégicos asociados a genes expresados diferencialmente.

Primero, se separaron los genes diferencialmente expresados {DEG) en
aquellos cuyos niveles de transcritos cambiaron positivamente (DEG+) de los
modificados negativamente (DEG-). Se seleccionaron los genes que cumpliera con la
restriccién de su valor asociado FDR = 0.05. Se seleccionaron los genes cuya
expresion diferencial en escala lineal fuera VC z 2 para los DEG+, mientras que para
los DEG- se seleccionaron aquellos genes con un valor VC < -2.

Se ingresaron los identificadores génicos en la plataforma online para asignar la
ontologia a cada uno de los genes en GoTermMapper (Boyle et al., 2004) de Princeton
University hitp://go.princeton.edu/cgi-binfGOTermMapper. Se selecciond solamente el
aspecto Procesos Bioldgicos de la ontologia. Se selecciond en opciones avanzadas de
la plataforma, un archivo de ontologia génica reducido (GO slims) generada
especificamente para analisis en plantas que se obtuvo desde
hitp://geneontology.org/page/download-oniology. Las versiones reducidas de ontologia

génica GO slims dan una visién general de el conienido ontolégico sin entrar en los
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{érminos onlolégicos mas especificos.
Los resultados de la asignacion de ontologias a cada gen, fueron utilizados para

obtener valores de enriquecimiento mediante [a siguiente férmula:

N° de genes en la lista asignados
en cada término GO

N® de genes en [a lista

ENRIQUECIMIENTO =
N° genes del genoma asignados
en cada término GC

N° de genes en el genoma

Los datos para obtener los valores de enriquecimiento fueron procesados y
graficados en una hoja de calculo estandar.

El procedimiento se repitié usando no dos sino ires grupos génicos que derivan
de la interseccion enfre los genes de respuesta a Sortin2 y a NAA. La inteseccion se
realiza con un generador de diagramas de Venn que se encuentra disponible como
plataforma web en hitp://www.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cgi. Los tres grupos
génicos son denominados {2) "Sortin2”, para aquellos que modifican sus niveles de
transcritos en fratamientos con Sortin2 y no con NAA (3) "NAA", para aquellos que
madifican sus niveles de transcritos en tratamientos con NAA y no con Sortin2 y (4)
‘Sortin2 N NAA", para aquellos que modifican sus niveles de transcritos en

tratamientos con NAA y con Sortin2.

2.9.6 Procedimiento bicinformatica para la obtencion del enriquecimiento de la
probabilidad de ocurrencia de los sitios de unidn de factores de transcripcion

{TFBS) en la regién promotora de genes expresados diferencialmente.

Se ingresaron los identificadores génicos de los miembros de los tres grupos
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génico "Sortin2”, "NAA” y "Sortin2 N NAA” en la plataforma PSCAN (Zambelli et al.,
2009). Este analisis se realizé independientemente tanto para los genes DEG- como
DEG+. Se selecciond el organismo Arabidopsis thaliana, 1a base de datos de motivos
JASPAR vy un largo de 1000 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcién. Se solicitaron los datos en formato texto en el hipervinculo “view fext
results”, Los datos de z-score, para todos los TFBS obtenidos como resultados, son
graficados en Microsoft Excel®. Se filiraron los TFBS sobre-representados con un p-
value < 0.01 para construir lista de los TFBS que son identificados en la region
reguladora de los genes “Sortin2”, “NAA™ y “Sortin2 N NAA” de la Tabla V de esta iesis.
La interseccién de los TFBS sobre-representados en cada grupo génico de se realizé
con el generador de diagramas de Venn disponible en
http:/iwww.pangloss.com/seidel/Protocols/venn.cgi.

Para inspeccionar el puntaje que obtuvo cada uno de los genes analizados, se
selecciond el hipervinculo “report ocurrences” en la hoja de resultados hipervinculada a

cada motivo TFBS.

2.10 Validacion mediante qRT-PCR de la expresién diferencial detectada

mediante RNA-seq.

2.10.1 Extraccion de RNA para qRT-PCR.

Se sigui6 el procedimiento de la seccidén 2.9.2 con algunas modificaciones en

los implementos utilizados. Se extrajo RNA con el kit de extraccion de RNA Invifrap®

Spin Plant RNA Mini (Invitek, Nimero de Catélogo 1064100400), siguiendo las
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instrucciones proporcionadas por el fabricante. Se realizdé posteriormente un
tratamiento con DNAasa (Thermo Scientific, Nimero de Catalogo EN0521), siguiendo

las instrucciones proporcicnadas por el fabricante.

2.10.2 Sintesis de cDNA y verificacion de cDNA por PCR.

Se mezcld 500 ng de RNA total con 2,5 pL de oligo AP y se realizé la reaccion
de retrotranscripcion con la sistema ImProm-lI® Reverse Transcriptase (Promega,
Numero de Catalogo M288A). La reaccién fue de un volumen final de 50 ubL
conteniendo 1X de buffer de la enzima Improm-ll, enzima ImPronll™ segin
recomendaciones del fabricante, 0,5 mM de dNTPs (stock de 10 mM), 1,5 mM de
MgCl; (stock de 25mM) y 40 u del inhibidor de RNAsa RiboLock™ ( Stock de 40 ufpL).

Se verificd la calidad del cDNA mediante PCR, amplificado el gen de actina,
usando los siguientes partidores: (Actina-f) 5° GCAGTGATCTCTTTGCTCAT 3' vy
(Actina-r) 5* CACACTTTCTACAATGAGCT 3'. El PCR se llevé a cabo en un volumen
total de 25 pL conteniendo 1X del buffer de la enzima ADN Polimerasa Pag5000
(Agilent Technologies®, Nimero de Catalogo 600684), 0,2 mM de dNTPs (stock de 10
mM), 0,2 mM de cada partidor (steck 10 pM), 0,1 U de la enzima ADN palimerasa
Paq5000 (stock de 5U/uL), 10 ng de cDNA y agua nanopura hasta completar 25 pL).
Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador BIORAD T100 Thermal
Cycler, con un programa que considerd 35 ciclos de 30 segundos para la denaturacién
a 956°C, 30 segundos para la hibridacién a 55°C y 60 segundos para la extensi6n a

72°C.
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2.10.3 Disefio de partidores para la amplificacién mediante gqRT-PCR.

El disefio de partidores se realizé con el software Primer3, de acceso a través
de la pagina web hitp://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/. Se siguieron las recomendaciones
para disefiar partidores descritos en [a literatura {Thornton and Basu, 2011). En Ia tabla
Il se resumen los parametros mas imporiantes para definir las condiciones mas

apropiadas para el disefio de partidores con el software Primer3.

Tabla Il. Condiciones para el diseiio de partidores usando el software Primers3

Parametro Rango de los valores Valor 6ptimo
Tamaio de los productos 80 - 150 (pb) 120 pB
Tamaiio de los partidores 20 - 2B (pb) 25pB
Tm del partidor 60-70("C) 64 °C
Contenido de GC del partidor 40 - 80 (%) 65%
Auto-complementariedad maxima *2

* 8i no se obtienen partidores, se incrementa al valor en 1 hasta encontrar partidores.

Posteriormente, se verificaron los parametros termédinamicos de interaccion
para cada par de partidores en htip://www.premierbiosoft.com/gOligo/Oligo.jsp?PID=1.
Se ingresé la secuencia de los partidores en la plataforma online y se consideraron los
umbrales que esta plataforma sugiere para cada parametro termoédinamico. Si
validaron los partidores cuyos valores termodindmicos de interaccion curriplen con:
Formacién de Horquillas (Hairpin) AG 2 -3, Dimeros del propio partidor (Se/f-Dimer) AG
2 -6, Dimeros entre partidores (Cross-Dimer) AG 2 -6.

Finalmente, se comprobo la especificidad de los partidores mediante un Primer-
BLAST en la plataforma disponible onfine en hitp:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome, usando como base de datos a todas las
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secuencias de plantas disponibles. Se considerd especifico al partidor si los resultados
del BLAST entregan solamente al gen para el cual fue disefiado 6 sus paralogos.

Los partidores que disefiados en Primer3 que cumplieron con las
restricciones termodinamicas y que son especificos para el gen, cuyos niveles de

transcritos se quiere analizar, estan enlistados en [a tabla I1.

Tabla Ill. Lista de partidores para la amplificacién de genes obtenidos por RNA-
seq gue seran validados por qRT-PCR.

Gene *Frag. Nombre Secuencia del Partidor N° Nt Tm
AT2GA40750 104 WRKY54-F  TGGAGATTCCGGTGAGAGTAAGAAG 25 64.1
WRKY54-R TAGCTTCCACGATCCTTGTATGTGA 25 64.1

AT3G56400 135 WRKY70-F ATACTTGAGGACGCATTTICTTGGA 25 64.2
WRKY70-R AACCTTCTGGACTTGCTTTGTTGC 24 65.0

AT5G64810 148 WRKYS1-F  AGAGGGTAGAGAGAGATGGTGACGA 25 63.9
WRKY51-R  CGAAGAAGAGAGTGTTGGTTCCAGT 25 64.2

AT1G66600 128 WRKY63-F TTCTCCTAATCGTCAACCACACCAT 25 64.9
WRKYB3-R  TGGGGGAATCATCTCTGTAAATCTC 25 63.7

AT1G02230 140 NACQD4-F TCGTTTCACAGCCAAGAATTACAGA 25 64.2
NACO004-R TGCTCATCACCATCATTATTCAACC 25 64.2

139 NPR3v1-F GTCCAATCACTTCTCATCAAGCTCA 25 64.0

AT5G45110 NPR3v1-R TGGAACACCATCAACAATGATCTCT 25 64.0
117 NPR3v2-F AAAACAGCTAAAGGGCGTGAATCTA 25 63.4

NPR3v2-R AGGCATAGAAATGGAACACATTGGT 25 63.9

AT1G64280 154 NPR1-F TGCAATTGCTCTCCAACAGCTTCG 25 83.4
NPR1-R GCGGCTAAAGCGCTCTTGAAGAAA 25 63.9

NPR4-F GCAAAATCAATGGCCGGTTTAC 22 64.6

AT4G19880 144 NpR4R  ATATGGAAATGTGGGACGTGAGG 23 642
ATEGOBT90 128 ATAF2-F CTGTGATGTGCCAGAGAGAAGAGTC 25 63.9
ATAF2-R TGAAAGAACAAGAATGTGCCTGCTA 25 64.3

AT5G65210 140 TGA1-F AACTCGACATCGTGAACCAACGTA 24 65.0
TGA1-R TCAGCAGCAACCCCTCTATITATTC 25 63.8

ATEG10030 137 TGA4-F ATGTCAACAAGCAGAAGATGCGTTA 25 64.2
TGA4-R CCTCCAATCTCTCCATAGCACAAGT 25 64.0

* Frag.; corresponde al tamafio en pares de bases del fragmenta amplificado.

2.10.4 Validacion de partidores normalizadores (housekeeping).

Los partidores para amplificar los genes normalizadores fueron recolectados
desde el banco de partidores del laboratorio de la Dra. Norambuena. Se realizd una

seleccion de los mejores genes normalizadores para estas condiciones experimentales

33




particulares. Para eslo, primero se seleccionaron aquellos genes de menor variacion
dentro de los datos obtenidos del RNA-seq. Posteriormente, para los 5§ genes
seleccionados se evalud la variacién experimental que presentaron estos genes
normalizadores medianie el programa NormFinder (Andersen et al., 2004; Mestdagh et
al., 2009). Normfinder opera como un complemento (pfug-in) de Microsoft Excel® y
utilizé los datos provenientes de un experimento de gRT-PCR para designar valores de
estabilidad de los genes. En la tabla IV se enlistan genes normalizadores de acuerdo a

estos dos criterios.

Tabla IV, Lista de partidores para amplificar genes normalizadores
(Housekeeping).

Gene 1D *Frag. Nombhbre Secuencia del Partidor Num.Nt. Tm
ATSG8630 64 ClAhinE TCGATTGCTTGGTTTGGAAGAT 22 548
Clathrin-R TCTGCACTTAGCGTGGACTCTGTTIG 2% 607

AT3Gas7s0 133 OCDKAFw  ATTGCGTATTGCCACTCTCATAGG 24 570
qCDKA_Rv TCCTGACAGGGATACCGAATGC 22 587

AT4G34z7o &1 TPATKeF  GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA 24 550
TIP41like-R ~ TCAACTGGATAGCCTTTCGCA 21 563

ATac1et00 75 GUNKI_Fw GGAGATTAAGCAACCTGAGGAGTG 24 574
qUNK1_Rv GTGGTGGTGGTGGAGGAGAL 20 60.0

ATio13320 115 PP2AF GATACTTTGTCGTGTGITGTCTT 23 612
PP2A-R CAAATACGCCCAACGAAGAA 20 614

AT4GO5320  {ay  UbiuiiniO-F  ACCAGCAGCGTCTCATCTT 19 602
Ubiquitin10-R  GCATAACAGAGACGAGATTTAGAA 24 605

ATscieTse gy Acina2F GCTTCTCCATTTGTTTGTITCAT 23 607
Actina2-R GGAATAAAGAGGCATCAATTCGA 23 611

ATSGs0350 73 UEEF1A4_Fw  CTGGAGGTTTTGAGGCTGGTAT 22 569
QEEF1A4 Rv  CCAAGGGTGAAAGCAAGAAGA 21 553

UBQS-F GACGCTTCATCTCGTCG 17 528

AT3G62250 186 gasR CCACAGGTTGCGTTAG 16 558
elF4A-E ACTGACCTCTTAGCTCG 17 504

AT3G13920 231 iap CAGATCGGCCACGTTC 16 533

*Frag.; corresponde al tamafio en pares de bases del fragmento amplificado.

2.10.5 Condiciones del ensayo qRT-PCR.

Las reacciones de gRT-PCR se realizaron empleando el kit Brilliant [l] Ultra-Fast

SYBR®-Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies®, Numero de Catélogo
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600882). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de reaccién 20 uL
conteniendo 1X de Masier Mix {Taq DNA polimerasa, dNTPs, MgCI2 y la sonda SYBR
Green), 0,25 UM de cada partidor (stock de 10 uM), 0,45 nM de la sonda ROX incluida
en el kit (desde un stock diluido a 30 nM), 2,5 ng de cDNA, agua nanopura libre de
nucleasas hasta completar volumen final. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador Mx3000P (Stratagene} con un programa que consideré 60 ciclos
compuestos por un primer paso de 15’ de denaturacién a 94° y un sequndo paso de 60
segundos para hibridacién y extension. Alternativamente, [as reacciones se llevaron a
cabo en un volumen final de reaccion de 5 pL en un equipo ROCHE LC 480., con las

mismas condiciones en el programa de termociclado.

2.10.6 Analisis de los datos obtenidos mediante qRT-PCR.

Los datos de la reaccidon de gRT-PCR fueron exportados desde e| software
MXPro® anexado al equipo Stratagene. Posteriormente, los datos fueron importados al
programa qBase (Hellemans et al., 2007) para calcular la expresion diferencial en
relacién a los genes normalizadores. El software gBASE incorpora un algoritmo que
puede considerar varios normalizadores simultaneamente (Hellemans et al., 2007). Se
utilizaron todos los genes normalizadores seleccionados en la seccidon 2.10.5. Los
valores de eficiencia para cada par de partidores fue calculado mediante el software
LinRegPCR, siguiendo las instrucciones de usc descritas en la literatura (Ruijter et al.,
2009; Ruijfter and Ramakers, 2012). Los valores de expresion diferencial fueron
relativizados a la condicién Control, mediante divisién de los valores obtenidos en una
hoja de célculo estandar. Se utilizd la formula estandar en las ciencias experimentales

para la propagacion del error (Ku, 1966).
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3 RESULTADOS

3.1 Objetivo 1. Estudio de la participaciéon de la via de seiializacion
canoénica de la hormona auxina en la induccién de las raices laterales por

Sortin2.

Todos los fenémenos biolégicos, en especial procesos complejos del tipo
organogénico, se desarrollan dentro de un marco regulatorio. En particular, acerca del
desarrollo de las raices laterales, se han caracterizado aspectos fundamentales de la
reguiacién espaciotemporal, hormeonal y genético-molecular. Estos tres aspectos de
regulacién estan intimamente relacionados y son altamenie interdependientes. Siendo
Sortin2 un compuesic quirmnico que incrementa el nimero de las raices laterales, le
parecié fundamental a los autores entender ciertos aspectos del efecto de Sortin2 en el
contexto de los anteriormente mencionados aspectos de regulacién del desarrollo de
las raices laterales.

En este capitulo de resultados del objetivo 1 de esta tesis (seccion 3.1), se
discutira primero el marco espaciotemporal en el gque se observa el fenémeno de
induccién de las raices laterales por Sorin2. Luego se ampliara la discusién hacia la

regulacion hormonal, y finalmenie se discutirdn los resultados obienidos con

herramientas genéticas.




3.1.1 Evaluacién de la progresion espacio temporal de la induccion de las

raices laterales por Sortin2.

En relacion a la regulacion temporal del desarrollo de las raices laterales es
posible observar el desarrollo de un primordio de raiz lateral, desde el estadio mas
temprano hasta el mas tardio (Figura 1 C), en el transcurso de aproximadamente 24
horas (Péret et al., 2012). Ademas, se ha reportado previamente, la induccién de un
mayor numero de raices laterales en las plantulas sometidas a tratamientos con
Sortin2 durante 72 h (Pérez-Henriquez et al., 2012). En base a estos antecedentes, se
evalud la progresién temporal de la induccién de las raices laterales en respuesta a
Sortin2.

La linea reportera de actividad mitdtica pCYCB1;1::GUS es una excelente
herramienta para evidenciar eventos de naturaleza organogénica como la formacion de
las raices laterales. Se evalud la progresién temporal del efecte de Sortin2 mediante el
uso de plantulas pCYCB1;1::GUS. Se evaluaron los eventos organogénicos, a 24, 48 y
72 h de induccién con Sortin2, que mostraran actividad del reportero pCYCB1;1::GUS,
lo que se le denominé eventos CYCB1+. Los resultados mostraron que en tratamientos
de 24 h con Sortin2, el nimero de eventos CYCB1+, considerando tanto primordios
como raices laterales emergidas, es aproximadamente un 50% mayor frente al
tratamienio control (Figura 2 A). EI efecto de Sortin2 se mantuvo en aumento en
tratamientos mas prolongados de 48 y 72 h, llegando hasta casi duplicar la densidad
de primordios y raices laterales emergidas, que se observa en condiciones control
(Figura 2 A). Esio indicé que el efecto de Sortin2 sobre la formacién de las raices
laterales es un fendmeno que puede ser detectado méas tempranamente de lo que

habia sido reportado previamente (Perez-Henriquez ef al., 2012) -
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Figura 2. Induccién de las raices laterales por Sortin2.

Plantulas transgénicas de la linea reportera de actividad mitdtica pCYCB1;1::GUS de 7
dias fueron tratadas por 24, 48 y 72 h en condiciones Control (DMSO 1%) y Sortin2 {25
Hg/mL). Luego, los primordios y/o raices laterales emergidas de cada una de las plantas
fueron cuantificados. La densidad de primordics y/o raices laterales se calcula
considerando el largo de la raiz principal completa o bien el largo de la zona de

ramificacién 6 formacion, segin corresponda. n=14 en dos experimentos independientes.

L3
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Analisis estadistico con test f-siudent (* p<0.05; ** p<0.01: *** p<0.001)
A. Densidad de primordios mas raices laterales emergidas (RL).

B. Densidad de las raices laterales emergidas.

C. Densidad de primordios.

D. Largoe de la raiz principal.
E. Densidad de primordios de ralz lateral en [a zona de ramificacion.

F. Densidad de primordics de raiz lateral en la zona de formacion.

Interesantes conclusiones se obtuvieron al analizar por separado la induccion
de primordios y raices emergidas para cada punto del analisis de progresién temporal.
La Figura 2 B muestra que la densidad de las raices laterales emergidas en las plantas
sometidas al fratamiento control auménté al progresar hasta las 72 horas de
tratamiento. Esta tendencia a aumeniar con el tiempo de tratamiento, se observé
también en plantas incubadas con Sortin2, alcanzando un niimero aproximadamente
de tres veces mas en Sortin2 que en las condiciones control a las 72 horas de
tratamiento. La densidad de primordios a las 24 horas (Figura 2 C), fue mayor en los
fratamientos con Sortin2 que en condiciones control, lo que indicarfa que Sortin2
estimula la formacién de nuevos primordios entre las 0 y 24 horas de tratamiento. Sin
embargo, en tiempos posteriores esta induccién decayo hasta valores similares a [as
condiciones control, lo que se explicaria por la progresién de estos primordios en las
raices laterales emergidas. Por ofro lado, las plantulas sometidas a tratamiento con
Sortin2 mostraron inhibicién del crecimiento de la raiz principal. Interesantemente, el
efecto se logra detectar cuanfitativamenie a las 72 horas de tratamiento con Sortin2
(Figura 2 D). Este antecedente sugirié que la inhibicién del iargo de la rafz principal por
efecto de Sortin2, no jugaria un rol sobre el efecto inductor de la densidad de
primordios que se observa durante las primeras 48 horas de tratamiento (Figura 2 C).

En relacién a la regulacion espacial del desarrollo de las raices laterales, se ha
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descrito la progresién de las etapas del desarrollo de una raiz lateral en funcion de la
posicién en la que se encuentra a lo largo de la raiz principal. Cercano a la punta de la
raiz principal se localiza la zona de formacién de primordios, mientras que, en la zona
mas alejada, se ubica la zona de ramificacion, donde emergen las raices laterales
iniciadas en la zona de formacién, Para entender el efecto de Sortin2 en el contexto de
estos principios de regulacién espacial del desarrollo de las raices laterales, se
cuantificé la densidad de primordios, tanio en la zona de formacién como en la de
emergencia. Sortin2 produjo un aumento de la densidad de primordios en la zona de
ramificacién, un fendmeno que se observé rapidamente a las 24 h y que disminuyé al
aumentar el tiempo de tratamienio (Figura 2 E). De este antecedente se puede
desprender que los eventos moleculares que conducirian a este fenémeno de
induccién de los primordios, ocurren anies de las 24h. Ademas, la disminucién de la
densidad de los primordios, es coherente con una progresién de estos primordios hacia
raices laterales emergidas. Por otro lado, en Ja zona de formacién se observd un
aumento de la densidad de los primerdios a [as 48 horas de tratamiento. El aumento de
la densidad de los primordios por efecto de Sortin2 se observé un poco mas
tardiamente en la zona de formacion que en la zona de ramificacién (Figura 2 F). Este
resultado sugirid una mayor disposicion a seguir un programa organogénico, es
respuesta a Sortin2, por parte de las células localizadas en la zona de ramificacion que
de aquellas localizadas en la zona de formacion.

En resumen, Ia evaluacion de la progresion espacio temporal de la induccion de
las raices laterales por efecto de Soriin2 reveld que los tratamientos con este
compuesto quimico aumentd la densidad de los primordios que ya son posibles de
detectar a las 24h. También, que induce un aumento en la densidad de primordios en

zonas de la raiz principal donde no se esperaria aparicion de nuevos primordios (la
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zona de ramificacién). Un aumenio de la densidad de primordios en la zona de
ramificacion puede preducirse por la generacidon de nuevos primardios o por la
reanudacién de primordios que han sido iniciados pero arrestados, en alguna etapa
temprana del desarrollo. En la siguiente seccion de la tesis se aporta evidencia que
sugiere [a generacién de primordios “nuevos” en fratamientos con Sortin2. Ademas,
mas adelante en la tesis se mostrara que tratamientos con Sortin2 induce un aumento
del nimero de primordios incluso en plantas que carecen completamente de primordios
iniciados, sugiriendo fuertemente que la planta forma primordios de novo en respuesta

a Sortin2 (ver seccion 3.2.2).

3.1.2 Formacion de novo de las raices laterales por induccion con Sortin2.

En los tltimos afios, se ha recolectado evidencia que propone que en la
formacién de una raiz lateral, existe un fenémeno de definicién celular sclo en aquellas
células del periciclo que son fundadoras de una raiz lateral (De- Smet et al., 2007;
Moreno-Risueno and Benfey, 2011). Se propeone que estas células fundadoras de raiz
lateral poseen una informacion distinta a sus vecinas, la que estaria dada por
oscilaciones génicas y hormonales, en particular de auxina, en la punta de la raiz
principal {De Smet et al., 2007; Moreno-Risueno et al., 2010a; Moreno-Risueno and
Benfey, 2011).

El aurmento de la densidad de primordios por efecto de Sortin2, en la zona de
formacion y ramificacion de la rafz principal, indica que se generaron mas células
fundadoras de raiz [ateral en tratamiento con Sortin2 que en condiciones control, lo que
podria explicarse porque Sortin2 induciria una definicién de las células del periciclo

coémo células fundadoras. Se decidid poner a prueba esto mediante una estrategia de
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tratamiento localizado de Sortin2 sobre zonas de la raiz principal que son lejanas al
lugar donde se especifican las células fundadoras, o sea lejanas a la punta de la raiz
principal (zona proximal). Para esto, se utilizaron placas de agar segmentado (SAP),
una aproximacion experimental que permite exponer de manera localizada a una raiz
principal a diferentes medios en el que es sustentada. Se generaron placas SAP con
medios sélidos en donde sélo una determinada porcion de la raiz principal tuvo
contacto con SortinZ. En las placas SAP, los medios de distinta composicién, no tienen
contacto entre si, ya que estan separados por una columna de aire, lo que se previene
la difusién de la molécula de Sortin2, a fravés del medio de cultive (Figura 3 A). Una
mayor densidad de raices en tratamientos con Sortin2, que en condiciones control,
sugeririan que el tratamiento Sortin2 logra redefinir méas células, que las que determina
el programa de desarrollo interno, como células fundadoras de raiz lateral. Como se
puede observar en la Figura 3 B, Sortin2 aplicado localmente en [a zona proximal
indujo una densidad de raices laterales mayor que en las condiciones control a los 3 y
6 dias de tratamiento. El aumento de la densidad de las raices laterales se podria
explicar si Sortin2 produce una redefiniciébn en algunas cé€lulas de la zona proximal a
una célula fundadora de raiz lateral. Este experimento fue llevado a cabo con la
colaboracidén de Stefanfa Morales, estudiante de pregrado de la carrera Ingenieria en
Biotecnologia Molecular, en el transcurso de una unidad de Investigacion. Este
resultado nos sugiris, al igual que l‘os resultados de la seccién 3.1.1, un efecto de
Sortin2 actuando sobre etapas tempranas de la formacién de las raices laterales,

iniciacién o pre-iniciacion.
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Figura 3. Efecto de Sortin2 como inductor de la iniciacion de las raices laterales.
(A-B) Plantulas de Arabidopsis de tipo silvestre Col-0 de 7 dias fueron transferidas por 3,
6, 9 dias a placas de agar segregado (SAP) donde la franja central tenia presencia
(+Sortin2) o ausencia (Control). Las placas SAP fueron dispuestas horizontalmente hasta el
dia de la cuantificacion, para evitar el contacto entre las franjas con medio semisélido y asi
mantener la columna de aire que las separa (A-B).

(D-E) Plantulas de Arabidopsis de tipo silvestre Col-0 de 7 dias fueron tratadas por 24 h en
medio liquido en condiciones Control (DMSO 1%) y en condiciones Sortin2 con 25 pg/mL.
El tejido radicular fue aclarado utilizando el protocolo de Malamy y Benfey, 1997.

A. Esquema de las placas de agar segmentado (SAP).

B. Densidad de las raices laterales emergidas (RL) en plantulas en tratamiento control y en
tratamiento local con Sortin2, cuantificados después de la transferencia a placas SAP del
esquema en A.

C. Arriba, primordio en estado | de una planta tratada con Sortin2 por 24 h. Flechas rojas
demarcan los sitios de division celular asimétrica anticlinal de células del periciclo. Abajo,
esquema del primordio estado | en lineas negras para facilitar la identificacion del
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Figura 3. Efecto de Sortin2 como inductor de la iniciacién de las raices laterales.

(A-B) Plantulas de Arabidopsis de tipo silvestre Col-0 de 7 dias fueron transferidas por 3,
6, 9 dias a placas de agar segregado (SAP) donde la franja central tenia presencia
(+Sortin2) o ausencia (Control). Las placas SAP fueron dispuestas horizontalmente hasta el
dia de la cuantificacion, para evitar el contacto entre las franjas con medio semisolido y asi
mantener la columna de aire que las separa (A-B).

(D-E) Plantulas de Arabidopsis de tipo silvestre Col-0 de 7 dias fueron tratadas por 24 h en
medio liquido en condiciones Control (DMSO 1%) y en condiciones Sortin2 con 25 pg/mL.
El tejido radicular fue aclarado utilizando el protocolo de Malamy y Benfey, 1997.

A. Esquema de las placas de agar segmentado (SAP).

B. Densidad de las raices laterales emergidas (RL) en plantulas en tratamiento control y en
tratamiento local con Sortin2, cuantificados después de la transferencia a placas SAP del
esquema en A.

C. Arriba, primordio en estado | de una planta tratada con Sortin2 por 24 h. Flechas rojas
demarcan los sitios de division celular asimétrica anticlinal de células del periciclo. Abajo,

esquema del primordio estado | en lineas negras para facilitar la identificacion del
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primordio.

D. Arriba, primordio en estado [l de una planta fratado con Sortin2 por 24 h. Flechas azules
demarcan el sentido y el sitio de ocurrencia de la division periclinal de las células del
primordio estado . Abajo, esquema del primordio estado | en lineas negras para facilitar la
identificacion del primordio.

E. Nimere de primordios en cada estadio de desarrollo, desde el estadio | hasta el VII.

Si Sortin2 estimula nuevos eventos de iniciacidn, se esperaria que en los
tratamientos, se pudiera detectar un mayor niumero, respecto a condiciones control, de
primordios en etapas tempranas de desarrollo. Para probar esto, se decidié cuantificar
la frecuencia en [a que se encueniran los distintos estadios de desarrollo de primordio
en plantulas sometidas a tratamientos de 24 h con Sortin2.

Como no es tarea facil resolver, clasificar y cuantificar, mediante microscopia,
entre las distintas etapas de desarrollo de un primordio, se realizé, primero que {odo,
una evaluacién comparativa de varios métodos de aclaramienfo también junio a
Stefania Morales. Para todos los protocolos, es necesaric aclarar el tejido de raiz
principal y luego visualizarlos por microscopia Nomarski o por microscopia de coniraste
de fase (Beeckman and Engler, 1994; Malamy and Benfey, 1997; Dubrovsky et al.,
2009). Se logro determinar, que con el propésito de distinguir entre los diferentes
estadios tempranos del desarrollo de primordios, el método mas efectivo es el
propuesto por Malamy y Benfey, 1997.

Los métodos de aclaramiente de tegjido permiten transparentar el contenido
celular de los tejidos periféricos a los primordios, perrﬁitiendo detectar de manera
mucho més clara, primordios en estados tempranos, como el estado | y [l. Es posible
visualizar, per ejemplo, el estadio de primordio | que corresponde a un pequefio

numero de células del periciclo que se estan dividiendo (flechas rojas en Figura 3 C y
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E). Las células del primordio estado |, determinan mediante divisiones periclinales
(flecha azul en Figura 3 B y D) una segunda capa celular que caracteriza al estado 1
de desarrollo de primordio. La Figura 3 D muestra un esquema sobre el primordio
estado |l para ayudar a la deteccion de la morfologia del primordio en estado 1.

La aplicacion de los métodos de aclaramiento permitieron cuantificar y clasificar
los primordios que se distinguian en plantas después de someterlas a 24 h de
tratamiento con Sortin2. La cuantificacién que se muestra en la Figura 3 E, revelé un
notorio aumento de primordios en etapas tempranas (estado I-IV) en las plantulas
tratadas con Sortin2 comparadas a las tratadas en condiciones control (DMSO 1%). Es
importante notar que fue posible identificar igual cantidad de primordios en estadios de
desarrollo mas avanzados (etapa V-VII) tanto en el fratamiento con Sortin2 como en la
condicion control. Esto ultimo, sugirid un efecto de Sortin2 sobre la iniciacion de nuevos
primordios y apoya que lo que se observé en la seccion 3.1.1, no serfa causado por un
efecto sobre una reanudacién de primordios detenidos o una aceleracién de la

velocidad con la que se desarrollan primordios ya iniciados.

3.1.3 Patron de distribucién de la respuesta a auxina en la raiz principal de

plantulas de Arabidopsis en tratamientos con Sortin2

Luego de la regulacion espacio-temporal del desarrollo de las raices laterales,
se puede identificar un segundo eje importante de regulacién que es la regulacion
hormonal. La iniciacién de las raices laterales es un proceso complejo que esta
controlado por miltiples factores. Uno de los factores cruciales es la accién regulatoria
de la hormona auxina. Se ha propuesto a auxina como un morfégeno en plantas y por

lo tanto, los niveles hormonales constituyen un compenente de su accién, que ademas
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debe ser integrado con la localizacién de la hormona en los tejidos a evaluar y la
sensibilidad de percepcion que esas células tienen (Bhalerao and Bennett, 2003; Wells
etal., 2013).

Se ha reportado previamente que la respuesta franscripcional de auxina
permanece inalterada en tratamientos con Sortin2, mediante experimentos que
consideraron a la plantula completa (Pérez-Henriquez et al., 2012). Es importante
mantener en mente que, sin alterar la cantidad total de respuesta transcripcional de
auxina, Sortin2 pudiera generar una induccién de las rafces laterales mediante una
modificacién de la [ocalizacién de la acumulacién de la hormona auxina a lo largo de la
raiz principal. Por lo tanto, en el contexto del interés de esta tesis sobre la formacion de
las raices laterales, se decidié observar la localizacion de la acumulaciéon de la
hormona auxina, especificamente en la raiz principal, frente a tratamientos con Sortin2.
La sefial reportada por los sensores transcripcionales de auxina, como pDR5::GUS y
plAAZ2::GUS, correlaciona positivamente con el contenido de auxina (Casimiro et al.,
2001; Marchant et al., 2002), y por lo tanto fueron usados para inferir la localizacién de
la acumulacion de la hormona auxina a lo largo de la raiz principal.

Existe abundante evidencia en la literatura que indica que es posibie visualizar
una acumulacion local de auxina en [os eventos de iniciacion de las rafces [aterales en
la zona de diferenciacion de la rafz principal (Dubrovsky et al., 2008; Benkova et al.,
2009). En relacién a lo anterior, en la Figura 4 A y D se puede observar que en la zona
de diferenciacion, usando los marcadores pDR5:;:GUS y plAA2::GUS, tratamientos con
SortinZ no indujeron cambios de la localizacién de la acumulacion de auxina en
comparacién a la condicibn control. Importante notar que es posible reportar
alteraciones en la localizacion de la acumulacion de auxina con estos reporteros de

auxina, ya que se demostrs, con un compuesto inhibidor del trasporte de auxina, NPA,
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una completamente alterada localizacion de la acumulacién de auxina (flechas rojas,
Figura 4 A y D). Por supuesto, ambos reporteros, sensibles a auxina, mostraron una
localizacion ubicua de [a acumulacién de auxina cuando las plantas fueron tratadas con
NAA exogeno 1uM (Figura 4 A y E). Estos resultados, en conjunto, apoyan la
conclusién de que los primordios inducides por accién de Sortin2 en la zona de
emergencia, son el resultado de un proceso que no involucra una alteracidn de la
respuesta a auxina reportada por los marcadores pDR5:GUS o plAA2:GUS.

El rol de la hormona auxina en la punta de la raiz principal ha sido altamente
estudiado. Oscilacion de expresion génica y hormonal en la punta de la raiz, comandan
la definicién que reciben algunas células, para iniciar un programa organogénico en la
madurez celular, o sea cuando se localizan en la zona de diferenciacién de la raiz
principal. Interesantemente, SortinZ no provoca cambios en la localizacion de la
acumulacién de la hormona auxina en la punta de la raiz principal, como se puede ver
analizando el reportero pDR5:GUS (Figura 3 B y C). Sin embargo, el reportero
plAA2::GUS, que posee una mayor sensibilidad de deteccién que pDRS5::GUS (De
Smet et al., 2007), revela que plantas iratadas con Sortin2 presentaron una localizacién
de la acumulacién de auxina en capas celulares que no se revelan en condiciones
control (Figura 3 E). Presumiblemente, la sefial pIAA2::GUS obtenida en el tratamiento

con Sortin2 abarca capas celulares como la endodermis o corteza,
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3.1.4 Sortin2 en la senalizacién intracelular de auxina reportado por DII-VENUS.

En este frabajo se ha mostrado que la molécula Sortin2 no modifica la
localizacién de acumulacién de auxina en la punta de la raiz (ver seccién 3.1.3).
También se conoce que tampoco modifica los niveles de respuesta transcripcional de
auxina (Pérez-Henriquez et al, 2012). Sin embargo, se desconoce, el nivel de
incidencia que Sortin2 podria tener sobre la sefializacién intracelular de auxina.

La sefalizacion intracelular de auxina involucra eventos moleculares desde la
percepcion de la hormona hasta [a expresion coordinada de genes efecltores. El
receptor SCFTRM™F813 media la degradacién de las protelnas Aux/IAA (Dharmasiri et
al., 2005a), liberando la represion que ejercen los factores de transcripcion ARF,
reguladores de la expresion de genes de respuesta a auxina. Se han generado varios
reporteros de la sefializacién de auxina en base a la degradacion de proteinas
Aux/IAA, necesaria para la activacion de la sefalizacion (Wells ef al., 2013). La linea
transgénica 35S5::DILVENUS expresa constitutivamente el dominio de degradacion de
IAA28, un miembro de la familia génica Aux/IAA, fusionado a la proteina fluorescente
VENUS. Ademas, la construccién génica contiene una sefial de localizacién nuclear
que destina al producto génico al nicleo celular. La linea 35S:DIVENUS es
nombrado frecuentemente en [a literatura como DII-VENUS y es reconocido como el
mas sensible reporiero de la actividad de la sefializacion intracelular de auxina
disponible en la actualidad. DII-VENUS permite analizar in vivo la respuesta que
genera alguin estimulo (Rahman et al., 2010; Brunoud ef al., 2012). La fluorescencia del
reportero indica la presencia de proteina acumulada resultante de la activacion
constitutiva del gen que lo codifica. La ausencia de la fluorescencia indica la

degradacion de la proteina, reportando asi la activacion de la sefalizacién intracelular
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de auxina,

Primero, se validé la capacidad reportera de DII-VENUS. Pusimos a prueba su
sensibilidad para reportar los cambios en [a sefializacion de auxina que se generan
durante el reposicionamiento gravitacional de las raices. Mediante un simple
experimento de estimulo gravitacional, se observod que la fluorescencia en la zona de la
punia de la raiz, en plantulas de la linea reportera DII-VENUS, cay6 aproximadamente
un 20%, cuando se trata por 1h en medio liquido en posicién horizontal respecto a
plantulas en posicidbn normal de crecimiento, es decir vertical (Figura 5 A-C). Este
resultado indica que DII-VENUS reporto la activacion de la sefializacion intracelular de
auxina debido al reposicionamiento gravitacional de las raices, consistentemente con lo
descrito en la literatura (Band et al., 2012).

Luegeo, usando al reportero DILKVENUS, se evalud el efecto de Soriin2 en
interferir en la sefializacién intracelular de auxina. Como se puede cbservar en las
imagenes (Figura 5 D-E)., al comparar el tratamiento Sortin2 con su control, se observo
que no hay variacién en la abundancia de DII-VENUS en la punta de Ia raiz principal.
Mientras que, en los tratamientos con auxina NAA 1uM, la fluorescencia del reportero
desaparece casi por completo. Se puede observar en la cuaniificacion que la
fluorescencia en tratamiento con auxina, cayé mas de 5 veces respecto al control
(Figura 5 G). La degradacién de la proteina DII-VENUS, medida por fluorescencia,
indicaria que se activd la sefializacion intracelular de auxina, en respuesta a NAA

exageno, pero no en respuestia a Sortin2 (Figura 5 D-G).
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Figura 5. Efecto de Sortin2 en la sefializacion intracelular de auxina analizado in
vivo por el reportero DII-VENUS.

Plantulas de 7 dias de la linea reportera DII-VENUS fueron observadas directamente desde
su posicion vertical de crecimiento (A) 6 después de 1 h de estimulacién gravitrépica (B).
La cuantificacién de la fluorescencia nuclear de 50 células epidermales fue cuantificada en
al menos 3 imagenes y fue corregida por la fluorescencia de fondo 6 ruido, en las imagenes
A y B (C). Después de tratamientos por 1h en posicién horizontal, se observaron las
condiciones control (D) Sortin2 25ug/mL, (E) y NAA 1uM (F). La cuantificacién de la
fluorescencia con localizacion nuclear de 50 células epidermales fue evaluada en al menos

6 imagenes y fue corregida por la fluorescencia de fondo, en las imagenes de D-F (G).
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Analisis estadistico con t-student, ns =P > 0.05, *= P =< 0.05 *=P < 0.01, ™ =P =<
0.001.

3.1.5 Rol de la sefializacion canénica de auxina en la formacidén de las raices

laterales inducidas por Sortin2.

Hasta el momento se ha mostrado que Sortin2 induce la formacién de las raices
laterales estimulando la iniciacién de nuevos eventos organogénicos. Ademas, Sortin2
actuaria sin alterar la localizacion de la acumulacién de auxina a lo largo de la raiz
principal medida en base a la respuesta transcripcional de pDRS y plAA2 (Figura 4).
Consistentemente con esto, Sortin2 no activa [a sefializacién intracelular de auxina, de
acuerdo al reportero DII-VENUS (Figura 5). Se desconoce, sin embargo, cuéles son los
requerimientos moleculares, relacicnados a la sefializacién intracelular de auxina, que
Sortin2 tiene para producir una induccion de organogénesis de las raices laterales.
Para indagar sobre esta interrogante pusimos a prueba la efectividad de Sortin2 en
plantas con una funcién molecular defectuosa en la sefalizacién intracelular de atixina
a nivel del receptor de auxina, del represor transcripcional Aux/IAA y del factor de
transcripcién ARF, respectivamente.

A nivel de receptor se analizé a la mutante cuadruple tirt/afb1,2,3 (Dharmasiri
et al,, 2005b), que posee perdida de funcién del recepior TIR1 y de sus tres paralogos
AFB1, AFB2 y AFB3, miembros claves del complejo receptor SCFTRYAFES | 5 mutante
tirt/afb1,2,3 posee una sensibilidad disminuida a auxina exdgena como inductor de la
formacién de las raices laterales (Dharmasiri et al., 2005b). Sin embargo, la mutante
tirl/afb1,2,3 respondié en los mismos niveles que plantas silvestres a la induccién las

raices laterales por Sortin2 (Figura 6 A).
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Figura 6. Evaluacion de los componentes moleculares de la sefalizacion
canonica de auxina requeridos en la formacién de las raices laterales inducidas

por Sortin2.
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Plantulas mutantes tirf/afb1,2,3, axr1-12, sir! e iaa28-1 y la linea reportera transcripcional
pIAA28::GUS de 7 dias fueron tratadas en medio liquido para posteriormente cuantificar la
densidad de primordios, raices [aterales y/o revelar histolégicamente la actividad de GUS.
A. Densidad de las raices [aterales en la mutante axr1-12 y firt/afb1,2,3 comparado con la
planta silvesire Col-0. n = 36 y n = 21, respectivamente

B. Densidad de las raices laterales en la mutante ganancia de funcién sir? y de la planta
silvestre Col-0 fratadas por 3 dias en condiciones control, Sortin2 25 pg/mL y NAA 1pM. n =
12

C. Zona de la punta de la raiz principal de la mutante ganancia de funcién sir? tratadas
como en B. Flechas rojas indican presencia de raices laterales emergidas.

D. Densidad de las raices laterales (izquierda) y densidad de primordios (derecha) en la
mutante ganancia de funcidn jaa28-1 y en planta silvestre ecotipo Ws, tratadas por 4 dias
en condiciones control y Sortin2 25 pg/mL. n = 12 plantulas por condicién.

E. Zona de [a punta de la raiz principal de plantulas del reportero transcripcional
plAA28::GUS sometidas a fratamientos durante 24 horas en condiciones control y Sortin2
25 pgfmlL.

F. Densidad de las raices laterales emergidas en plantulas silvestre (izquierda) y mutantes
perdida de funcion arf7arf19 tratadas por 5 dias en condiciones coniral, Sortin2 25 pg/mL y
NAA 1uM. n = 11-12 plantulas por condicién.

G. Plantulas de la mutante pedida de funcidn arf7arf19 tratadas como en F.

Ademas, se ha descrito que para el correcto funcionamiento del complejo
receptor SCFTRVAFES e requiere la funcién molecular de ia proteina AXR1 (Del Pozo
et al.,, 2002). La mutante perdida de funcién axr7-12 presenta un fuerte fenotipo en
desarrollo (Del Pozo et al., 2002). Sin embargo, axr7-12 presenté una sensibilidad a
Sortin2, similar a la planta silvestre, en la induccién de raices laterales (Figura 6 A). Por
lo tanto, estos resultados sugirieron un mecanismo de accién de Sortin2 sin requerir la
actividad del complejo receptor SCFTRYAFE® (Pérez Henriquez et al., 2012).

A nivel de represor tfranscripcional Aux/IAA, se analizaron las mutantes

ganancia de funcion sir-1 e iaa28-1 (Rogg et al., 2001; Fukaki and Tasaka, 2002). Se
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ha descrito ampliamente que IAA14/SLR e IAA28 son proteinas que deben ser
degradadas para completar exitosamente la formacién de las raices laterales (Rogg et
al., 2001; Fukaki and Tasaka, 2002). Consistentemente, las mutante ganancia de
funcion sir-1 e iaa28-1 carecen de raices laterales. Al analizar la densidad de las raices
laterales, como se observé en el experimento de la Figura 6 B, se observé que las
plantas sir-1 fueron totalmente insensibles a tratamientos con Sortin2 y, como se ha
reportado previamente, altamente insensibles a tratamientos con auxina exégena
(Rogg et al., 2001; Vanneste et al., 2005a; De Rybel et al., 2010). Esto sugirié que la
degradacion de esta proteina es necesaria para observar el aumento del niimero de las
raices laterales en respuesta a Sortin2.

Se ha reportado que proteinas AUX/IAA como |AA14/SLR, IAA3/SHY2,
IAA19/MSG2 e |AA28, inhiben la funcién de los factores de transcripcion ARF7 vy
ARF19 (Uehara et al., 2008). Interesantemente, a evaluar la actividad del reportero
transcripcional plAA28::GUS en tratamientos con Sortin2, se observo un aumento de la
actividad del promotor IAA28 en la zona de la punta de la raiz, mientras que en la zona
de diferenciacién, el marcador permanecié inalterado en tratamientos con Sortin2
(Figura 6 E). Si la mayor actividad de plAA28 se traduce en aumentados niveles de
proteina, indicaria que en tratamientos con Sortin2 habria una mayor represion de los
factores ARF7 y ARF19, ya que son inhibidos por IAA28.

Por lo expuesto previamente, a nivel de los factores de transcripcién ARF, se
analizo la perdida de funcién de ARF7 y ARF19. La doble mutante perdida de funcién
arf7arf19 carece completamente de raices laterales en condiciones normales de
crecimiento (Okushima et al., 2007). Como se observé en el experimento de la Figura 6
G, las plantas arf7arf19 tratadas en condiciones experimentales control mostraron

absoluta carencia de raices laterales. Ademas, se observé que la mutante arf7arf19 es
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un 50% menos sensible a la aplicacién de NAA exégena que una planta silvestre. Sin
embargo, en tratamientos con Sortin2, arf7arf19 mostré una sensibilidad equivalente al
observado en una planta silvestre. La sensibilidad a Sortin2 de arf7arf19 sugirié que no
se requiere la regulacién transcripcional ejercida por ARF7 y ARF19 en la formacién de

las raices laterales inducidas por Sorfin2.

3.2 Objetivo 2. Identificacion de el (los) grupo(s) de genes que son
regulados en tratamientos con Sortin2 mediante analisis de expresion

génica global.

Sdlo algunas células, a lo largo de Ia raiz principal, expresan, y de una manera
asincronica, el perfil molecular que llevara a esas células a. la formacion de una raiz
lateral. En esta tesis, se usd una estrategia experimental que permite que todas las
células de la raiz principal ingresen de manera sincronizada al proceso de formacion
de las raices laferales. Con esta esfrategia, conocida como sistema de induccién de
raices laterales (Himanen et al., 2002; Himanen et al., 2004), se realizé un perfil
transcriptémico global comparativo en respuesta a Sorfin2 y a la hormona auxina NAA.

En esta seccién de la tesis procedimos inicialmente a validar el sistema de
induccion de raices laterales (LRIS) para su uso en el estudio del efecto de Sortin2.
Luego de esto, se evallio la respuesta transcripcional a Sortin2 y NAA, mediante RNA-
seq. En base a estos resultados se realizé un andlisis funcicnal de los genes

expresados diferencialmente en Sortin2 y/o Auxina.
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3.21 Sistema de induccién de raices [aterales {LRIS); sincronizacién de Ia

actividad mitotica de las células del periciclo mediante NPA.

El sistema LRIS permite la sincronizacién de la formacion de las raices
laterales. mediante la germinacion de las semiillas y el crecimiento de las plantulas en
presencia del inhibidor del transporie de auxina &cido naftilitalamico (NPA) y el
posterior tratamiento con auxina suministrando exégenamente a [a planta
concentraciones 10 veces superior a las fisioldégicas (Himanen et al., 2004; Vanneste et
al., 2005a).

En la Figura 7 A, se observa la moriologia macroscépica que se obtuvo con
plantulas de la linea marcadora pDR5::GUS que son crecidas en condiciones control y
aquellas que son crecidas en presencia de NPA. La germinacién y crecimiento con
NPA causa pérdida de gravitropismo y un detrimento en la tasa de crecimiento de las
plantulas. Sin embargo, la morfologia de la punta de la raiz de las plantulas
germinadas y crecidas en NPA es muy similar a las plantulas crecidas en condiciones
control (Figura 7 A). En la Figura 7 B se hace énfasis en la zona de diferenciacién de la
raiz principal donde se puede identificar, por actividlad de la linea reportera
pDR5::GUS, los eventos de iniciacion de raiz lateral. Se evalué comparativamente la
respuesta de plantulas crecidas en ausencia y en presencia de NPA, cuando son
sometidas a un posterior fratamiento con auxina exégena.

Segun lo mostrado en [a Figura 7 B se observé que el tratamiento NPA inhibe la
iniciaciéon de las raices laterales que se representa por la ausencia de actividad del
promotor DR5, Las plantulas crecidas en NPA, que son carentes de raices laterales,
pueden ser inducidas para formar nuevas raices laterales mediante estimulacidn

exogena con [a auxina sintética acido naftalenacético (NAA).
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En la Figura 7 B, se observé la induccion de expresion del marcador
pDR5::GUS, denotando que nuevas raices laterales se estan formando en tratamientos
con NAA luego de 6 horas. Esta induccion de pDR5 forma un continuo a lo largo de la
raiz principal. La induccion pDR5 aparecié a las 6 horas después de estar
completamente ausente en tiempos mas tempranos. Asi que, coherentemente con lo
descrito en la literatura (Himanen et al., 2004), la induccion de nuevas raices laterales

se produce de manera sincronizada a lo largo de la raiz principal en LRIS.

A Control NPA

B 0h 2h 4h 6h 8 h

Control NAA Control NAA Control  NAA Control  NAA

Control

NPA

Figura 7. Sincronizacion del inicio de la formacidon de las raices laterales en el

sistema LRIS.
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A. Plantulas pDR5::GUS crecidas durante 72 horas desde la germinacion, en ausencia
(control) o en presencia del inhibidor de transporte de auxina NPA 10uM. Plantas crecidas
en NPA muestran pérdida de gravitropismo, pero la mantienen la misma morfologfa de Ia
raiz principal.

B. Plantulas pDR5::GUS en fratamiento control o tratamiento con NPA por 72h, se
traspasan a medio conteniendo NAA 10uM durante el tiempo indicado. La aplicacion de
NAA exdgenamente genera en las plantulas crecidas en NPA, una activacién del marcador
pDR5::GUS, denotando una induccién sincronizada de las células del periciclo a las 6h. En
plantulas crecidas en presencia de NPA es posible sincronizar la expresién de pDR5. En
planiulas crecidas en condiciones control, la activacion de pDR5 es paulatina, primero en
un grupo de células y posteriormente se forma un continuo a lo largo de la raiz principal.

3.2.2 Curso temporal de induccién de actividad mitética temprana por Sortin2.

Para poder establecer la temporalidad de la induccion de la formacién de las
raices laterales en respuesta a NAA exégeno, se ha establecido previamente el uso del
marcador pCYCB1;1::GUS en combinacion con el sistema de induccion de raices
laterales LRIS (Himanen et al., 2004; Vanneste et al., 2005b; De Smet et al., 2007; De
Rybel et al., 2010). La sefial generada por la actividad de GUS reporta la actividad del
promotor del gen del ciclo celular CYCB1 (activacion de pCYCB1). Se decidi6é usar
LRIS y la linea reportera pCYCB1;1::GUS para describir el marco temporal de Ia
induccién de Ia formacién de las raices laterales en respuesta a Sortin2. Considerando
que Sortin2 aumenta la densidad de primordios después de las 24 horas (ver Figura 2
A-C), se escogid analizar un marco temporal amplio, abarcando desde 4 horas hasta
24 horas de tratamiento. Como control positivo de la activacion de pCYCB1, se us6
tratamientos aplicando auxina NAA 10uM. Se analizaron las plantulas de la linea
pCYCB1;1::GUS en grupos de 15-25 plantulas por condicién en 3 experimentos

independientes. En la Figura 8 A, se mostraron imégenes representativas
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aproximadamente el 60% mas distal de la rafz principal (mas cercana a la punta) de
plantulas tratadas en cada condicién y en cada tiempo. Tanto en tratamientos con
Sortin2 como con NAA, a partir de las 4 horas de tratamiento es posible observar
zonas de acfivacién de pCYCB1 reportando la induccién de la actividad mitética. En
tralamientos con NAA, a diferencia de Sortin2, se activa rapida y fuerfemente la zona
de la raiz principal denotada entre las lineas semi-punteadas de la Figura 8 A. A las 24
horas de tratamiento, Sortin2 también activé mitdticamente esa zona, sugiriendo que
existe una diferencia temporal mas que espacial entre Sortin2 y NAA, en relacién al
curso temporal de la activacion de pCYCB1.

Para determinar la temporalidad en la que se desarrollan los eventos mas
tempranos de la formacién de las raices laterales, se realizé un analisis exhaustivo de
la activacion de pCYCB1. Mediante microscopia, fue posible detectar incluso los
eventos de activacion de pCYCB1 que posean baja sefial del reportero GUS (Figura 8
B) Con este analisis, se obtuvo el porcentaje de pléntulas pCYCB1;1::GUS que
presentaron activacion de pCYCB1, deniro de [a poblacién analizada, para cada
tratamiento y para cada punto temporal (Figura 8 C). Los tratamientos con NAA
mosiraron que, a partir de las 6 horas de iratamiento se detectd, en el 100% de las
plantulas analizadas, una aumentada expresién del marcador pCYCB1:1:GUS,
respecfo al tratamiento control, lo que es consistente con lo publicado en la literatura
(Vanneste et al., 2005a) (Figura 8 C). En cambio, se observé que a las 6h horas de
tratamiento con Sortin2, aproximadamente un 50% de la poblacién presentd una
activacion de pCYCB1, Después de 24 horas, el 100% de la poblacién de plantulas
pCYCB1;1::GUS presenfé activacion de pCYCB1 en ambas condiciones de

tratamiento, NAA y Sortin2.
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Figura 8. Curso temporal de la activacion de pCYCB1 en raices de plantulas
pCYCB1;1::GUS tratadas con Sortin2 y NAA, usando el sistema LRIS.

Plantulas de la linea pCYCB1;1::GUS fueron germinadas y crecidas en NPA 10uM por 72 h
y luego transferidas a tratamiento Control, Sortin2 25 pg/mL y NAA 10uM por el tiempo
indicado.

A. Imagenes representativas del 60% mas distal (mas cercano a la punta) de una raiz
principal de plantulas de la linea pCYCB1,1::GUS que fueron tratadas en condiciones
Control, Sortin2 y NAA, durante el tiempo indicado, usando el sistema LRIS. Las flechas en
rojo destaca la activacion de pCYCB1 que genera el tratamiento Sortin2. Aumento 4X.
Barra = 1mm.

B. Imagenes representativas de la sefial capturada por la actividad del reportero GUS,
dando cuenta de la activacién de pCYCB1 que se observa tempranamente a las 6h de los
tratamiento indicados, en plantulas pCYBC1;1::GUS. Aumento 20X. Barra = 10 pM.

C. Cuantificaciéon del porcentaje de plantulas que muestran activacion de pCYCB1 en
respuesta a tratamientos control, Sortin2 y NAA de entre 4 y 24h de duracion. n=45-60

plantulas.

Con este andlisis de LRIS en respuesta al inductor Sortin2, se pudo concluir
que: 1) inducir raices laterales en plantas que carecian completamente de primordios 6
de raices laterales; 2) conocer la progresion temporal del aumento de actividad mitética

(activacion de pCYCB1) en plantulas tratadas con Sortin2; y finalmente; 3) identificar
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gue la activacion mitdtica en un 100% de las plantulas tratadas ocurre mas lentamente

en tratamientos con Sortin2 que con la auxina NAA 10uM.

3.2.3 Scortin2 induce actividad mitotica de células del periciclo y activa

marcadores de la iniciacion de las raices laterales.

Las etapas tempranas de formacién de rafz lateral involucran la progresién a
mitosis de las células del periciclo (Himanen et al., 2002). Células en las capas
celulares contiguas, como endodermis o corteza, no sufren el mismo cambio de estadio
del ciclo celular. Por le tanto, la induccién de la formacion las raices laterales seria un
fendémeno que requeriria una activacién mitética de manera especifica.

Para indagar acerca de la especificidad de la activacién mitotica en respuesta a
SortinZ, se evalud la activacién de pCYCB1 en plantulas pCYCB1;1::GUS tanfo en la
punta de la raiz principal (zona meristematica y de elongacion) como en la zona més
vieja de la raiz principal (zona de diferenciacién).

En la Figura 9 A, se report6 la activacién del promotor pCYCB1, en la punta de
raices de plantulas pCYCB1;1::GUS sometidas a tratamientos Control y Sortin2
durante 2, 4, 6 y 8 horas. En tratamiento con Sortin2, la intensidad de la activacién de
pCYCB1 alcanza niveles similares a la condicién control (Figura 9 A). Se observan
algunos puntos de acumulacion intensa de la sefial azul generada por la actividad de
GUS (flechas negras y rojas en la Figura 9 A), que se visualizan tanto en tratamiento
Sortin2 como en tratamiento Control. Por lo tanto, esto sugirid que Sortin2 no es un
activador del ciclo celular de manera desregulada, Sortin2 involucraria una activacién
mitética especificamente sobre aquella conducente a ia formacién de las raices

laterales y no seria simplemente una activador desregulado de la proliferacion celular.
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Consistentemente con lo anterior, la activacion de pCYCB1 por Sortin2, en una
zona alejada a la punta de la raiz principal (Figura 9 B), es especifica y localizada en
ciertas capas celulares de la raiz. Coherentemente con el efecto inductor de las raices
laterales que posee Sortin2, la activacion de pCYCB1, se centra en la porcion interna
de la raiz principal, donde se encuentran las células del periciclo que comienzan a

dividirse para dar arigen a un nuevo 6rgano (Figura 9 B).

A 2h  4h

NPA 72h
i

Control

pCYCB1,1::GUS

Sortin2

12h 24 h

pCYCB1,1::GUS

~ : |
r 4 =a ! I8 i

Figura 9. Sortin2 induce la actividad mitética especificamente e Iés células del

periciclo.

Plantulas de las lineas marcadoras pCYCB1;1::GUS fueron germinadas y crecidas en NPA
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10 pM durante 72 h después de germinacioén para posteriormente ser trasladadas a los
tratamientos Control, Sortin2 (25 pg/mL) o NAA 10 uM.

A. Activacion de pCYCB1 en la zona meristemética y parte de la zona de elongacién de
plantulas pCYCB1,;1::GUS tratadas durante 2, 4, 6 y 8 horas en condiciones Control y
Sortin2. Flechas negras y rojas indican una intensa sefial de la actividad mitotica en
condiciones control y Sortin2, respectivamente.

B. Activacion de pCYCB1 en la zona de diferenciacion de la raiz principal de plantulas
pCYCB1;1::GUS tratadas durante 12 y 24h en condiciones con Sortin2. E, epidermis, C,
corteza, En, Endodermis y Pe, periciclo.

La especificidad de la actividad inductora de Sortin2, se pudo apreciar también
observando en qué células se expresan los reguladores tempranos de la formacion de
las raices [aterales, como lo es el factor de transcripcion GATA23 (De Rybel et al.,
2010). Se ha reportado que GATAZ23 participa en la especificacion de aquellas células
del periciclo que seran fundadoras de raiz lateral (De Rybel et al., 2010; Van Norman et
al., 2013). Plantulas de la linea reportera pGATA23::GUS (De Rybel et al., 2010), que
no poseen raices laterales iniciadas, porque fueron germinadas y crecidas en NPA,
mostraron activacion del promotor pGATA23, en células del periciclo, después de su
transferencia por 6 y/6 24 horas a tratamiento Control (Figura 10 A y B). En
tratamientos con Sortin2 por 6 horas, se observé un incremento en la actividad
pGATA23 que es mayor al observado en respuesta al tratamiento Control. Un
tratamiento mas prolongado de 24h con Sortin2 induce una activacién ain mas intensa
de pGATAZ23 en respuesta a Sortin2. Consistentemente, los niveles de transcritos de
GATA23 detectados en la zona diferenciada de la raiz principal mediante gRT-PCR
también aumentaron en respuesta a Sortin2 progresivamente mientras mas prolongado
es el tratamiento con Sortin2 (Figura 10 C). GATA23 no es él Gnico gen con ese

comportamiento, ya que SLR/IAAT4 respondié a Sortin2 de manera similar (Figura 10
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C).

Tanto en condiciones Control como en Sortin2, la activacién de pGATA23 se
observé especificamente en la capa celular del periciclo (Figura 10 A y B). Ademas,
como ya ha sido reportado previamente en De Rybel et al, 2010, pGATA23 se activo
fuertemente en tratamientos con NAA exdgeno, especificamente en las células del
periciclo (Figura 10 Ay B), lo que es consistente con el papel que GATA23 juega en la
induccién de la actividad mitética en las células fundadoras de raiz lateral (Figura 9).

Los resultados revelaron que tratamientos con Sorin2 inducen un aumento de
la actividad mitética, pero de manera selectiva, afectando exclusivamente a la fila
celular del periciclo, lo que es conducente a la formacion de las raices laterales.
Ademas, estos resultados indican que tratamientos con Sortin2 también aumentan,
especificamente en células del periciclo, la expresion de un regulador molecular de la
diferenciacién de las células del periciclo hacia células fundadora de rafz lateral. En
conjunto, los datos sefialan que en tratamientos con Sortin2, se activan las condiciones

moleculares claves y necesarias para la formacion de las raices laterales.
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Figura 10. Sortin2 induce la activacién del regulador de diferenciacion de células

del periciclo pGATA23.

Plantulas de las lineas marcadoras pGATA23::GUS fueron germinadas y crecidas durante

72 h después de germinacion en NPA 10uM para posteriormente ser trasladadas a los

tratamientos Control, Sortin2 (25 pg/mL) o NAA 10 puM. Se muestra la raiz principal

(izquierda) y un aumento en la zona de diferenciacion de la raiz principal (derecha) de
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plantulas pGATA23::GUS fratadas durante 6 h (A) 6 24h (B) en [as condiciones sefialadas.
Flechas rojas en (B) indican [a activacion de pGATA23 én las células del periciclo. Notar
que en condiciones contro! la activacién de pGATA23 no es continua a lo largo de la fila de
células del periciclo, en cambio en Sortin2 y NAA, la activacion es continua a lo largo del
periciclo. (C) Niveles de transcritos detectados mediante qRT-PCR de los genes GATA23
y SLR/IAA14 en tejido de la raiz principal sin la punta de la raiz principal de pléantulas
sometidas a los tratamientos control y Sortin2 durante 6 h.

3.2.4 Perfil transcriptémico comparativo mediante RNA-seq de raices primarias

que fueron inducidas para la formacion de las raices laterales con Sortin2 y NAA.

Montar un perfil de expresiéon génica es un mecanismos frecuentemente
utilizado en los sistemas vivos para regular y establecer un determinado proceso
biolégico. Bajo esa premisa, en tratamientos con Sortin2, se estaria estableciendo un
perfil de expresién conducente a la formacién de las raices laterales. Para identificar
componentes moleculares que podrian estar mediando la respuesta a Sortin2, se
decidié realizar un perfil de expresion génica mediante secuenciacion masiva de
transcritos (RNAseq). El establecimiento de las condiciones experimentales y el
andlisis de los datos crudos se realizé en el laboratorio del Dr. Tom Beeckman en el
instituto VIB, Genti, Bélgica.

Esta aproximacién se disefi6 para poder obtener al menos dos tipos de
resultados; primero, saber cuéles son los genes cuyos niveles de expresion son
modificados en el tratamiento con Sortin2 y segundo, identificar cudles de estas
modificaciones se producen en tratamientos con Sortin2 en comparacion con
tratamientos con la auxina exégena NAA. Esto dltimo aumentaria la probabilidad de
encontrar genes cuyas funciones moleculares den luces de las diferencias que existen

entre las respuesta de Sortin2 y de NAA.
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Para poder identificar [os genes cuyos niveles de transcritos cambian en
Sortin2, se comparé el perfil de expresion génica obtenido en tratamientos con Sortin2
frente al perfil obtenido bajo el fratamiento control (Figura 11). Se obtuvieron los genes
que cambian exclusivamente en Sortin2, al sustraer aquellos que cambiaron en el
tratamiento con 10 pM de NAA. Mediante esta estrategia se esperaba determinar si es
que existe y hasta qué nivel, una respuesta transcripcional especifica a Sortin2.
Posteriormente, a partir de ese andlisis, jerarquizar, seleccionar y caracterizar
componentes moleculares que podrian estar mediando la formacién de las raices
laterales en respuesta a Sortin2.

El resultado que provoca el establecimiento de un perfil de expresion, esta
determinado por el tiempo y la zona del organismo en dénde ocurre. Por lo tanto, para
realizar un estudio transcriptomico es importante definir condiciones experimentales
que lo consideren. Nuestro estudioc transcriptémico se realizé focalizandose en el tejido
radicular, descartando el tejido aéreo. Dentro del tejido radicular se focalizé en
particular en la zona de diferenciacién de la raiz principal, el tejido dénde ocurre la
iniciacion de las raices laterales (Figura 11). En la zona de diferenciacion, las células
del periciclo y las capas celulares vecinas, tienen la madurez y el estado de
diferenciacion apropiado para el desarrollo de primordios de las raices laterales. Las
zonas mas jovenes de la raiz principal, zonas de elongacién y meristematica, no fueron
consideradas en el analisis, ya que concentran células en un estadio de madurez ¢ de
diferenciacién muy diferente al de aguellas células que da origen a la iniciacion de las

raices laterales (Verbelen et al., 2006).
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La seleccion de la duracién del irafamiento con Sortin2 y NAA, para realizar el
perfil transcriptémico, esta supeditado al objetivo de detectar los primeros cambios de
expresion génica que conllevan a un aumento de la formacion de las raices laterales
en respuesta a Sorrtin2. En la seleccién de la duracion del tratamiento, se cc;nsideraron
factores que derivan de las evidencias experimentales presentadas anteriormente
(seccién 3.2.2), asi como informacién que deriva del conocimiento en el area. Primero,
se describié que el tiempo mas temprano en el que se alcanza una activacion de
pCYCB1, en el 100% de las plantulas analizadas, es a las 6 horas de tratamiento, y es
en respuesta a NAA exdgeno. En cambio, en respuesta a Sortin2, el 100% de las
plantulas activa pCYCB1 recién después de 24h, un tiempo demasiado prolongado
para detectar cambios transcripcionales tempranos. Segundo, se consideré que dado
que el aumento de la actividad de pCYCB1 es el primer cambio transcripcional en
tratamientos de menos de 6 horas, se podria dejar afuera a genes que recién estan
empezando a aumentar sus niveles de expresién. Por lo tanto, se escogio realizar el
experimento de expresion global usando un tratamiento en condiciones Control, Sortin2
y NAA de 6 horas. Tercero, existen perfiles transcriptémicos en respuesta a NAA a las
6 horas de fratamiento, que pueden servir para validar o expandir conclusiones
biolégicas.

La recoleccién del material biologico para el perfil transcriptémico se realizoé en
3 experimentos independientes con 2 réplicas biolégicas en cada experimento. En
cada experimento, se ust el sistema LRIS con plantulas de Arabidopsis thaliana
ecotipo Col-0. En fotal se obtuvieron 6 réplicas biologicas para cada condicién de
tratamiento; Control, Sortin2 y NAA. Paralelamente, se realizd un experimento con
plantulas pCYCB1:1:GUS, como conirol positivo de la efectividad de la actividad

Sortin2 y NAA que se reportd previamente. Se validé que los tratamientos Sortin2'y
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NAA funcionaron de acuerdo a lo gue se reporta en la Figura 8 de esta tesis, cuando
se observo la induccién de pCYCB1 2 las 6 horas.

Se obtuvo muestras de RNA desde 6 réplicas bioldgicas y se seleccionaron las
mejores 3 muestras para la secuenciacion masiva. Para seleccionar las muestras que
se usarian para el RNA-seq, se usaron los siguientes criterios: Primero, la cantidad
total de RNA, considerando aquellas muestras que tuvieron mas de 1ug. Segundo, la
calidad del RNA, considerando aquellas muesiras con indices de absorbancia 260 nm /

280 nm entre 1.8-2.2 y 260 nm / 230 nm entre 1.9-2.1.

3.2.5 Analisis del perfil de expresion en respuesta a NAA y Sortin2; desde la

secuenciacion masiva hasta la obtencion de genes diferencialmente expresados.

El andlisis desde las lecturas para cada libreria hasta la obtencion de las veces
de cambio de los transcritos, fue realizado por el Dr. Boris Parizot, con la ayuda del Dr.
Qian Chen, miembros del laboratorio del Dr. Tom Beeckman. Los datos obtenidos
desde la secuenciacién masiva por RNA-seq estan constituidos por una coleccion de
~20 millones de pequenias secuencias nucleotidicas, lecturas de 50 pares de bases, y
por valores respecto a la calidad de secuenciacién. La calidad de secuenciacion se
evaliia por medio de la probabilidad de que cada base de cada una de las lecturas,
haya sido correctamente secuenciada. Todos estos datos se ingresaron a la plataforma
informatica open source Galaxy (http://galaxyproject.org), que contiene diversos
programas informaticos para el andlisis de estos valores. Primero, la calidad de la
secuenciacion se evalla mediante el programa FastQC
(hitp:/iwww.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc), para cada lectura. FastQC

selecciond las lecturas con mas de un 75% de bases que un puntaje de calidad de 20,
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es decir que tuvieran una probabilidad del 99.9% de ser correctas. Mediante FastQC
trimmer, se removieron de las lecturas aquellos nucledtidos secuenciados
erroneamente en el extremo 3° de la lectura. Estos errores se aluden a un incorrecto
corte de los adapiadores que son usados durante la secuenciacion. Posteriormente,
mediante el programa GSNAP (Wu and Nacu, 2010), se alined cada lectura contra la
informacién genémica mas actualizada de Arabidopsis thaliana, TAIR10. Con los
resultados de este alineamiento y mediante el software HTSeq (Anders et al., 2015) se
pudo obtener el nimero de lecturas que empalman en cada gen. Estos fueron
posteriormente normalizadas dentro y entre las distintas muestras usando el programa
edgeR (Robinson et al., 2010) con el método TMM (del inglés trimmed mean of M
values) (Robinson and Oshlack, 2010), que fue usado dentro del paquete open source
Bioconductor (Gentleman et al.,, 2004). El método TMM considera al menos dos
elementos durante el proceso de normalizacién; (1) el nimero de lecturas en cada
coleccion y (2) el largo del gen. Con lo anterior, se obtuvieron niveles de transcritos
normalizados, en formato del paradmetro CPM (counts per million of reads).
Posteriormente, los valores de CPM fueron nuevamente analizados con edgeR para
obtener los valores de expresion diferencial, que se entregan en escala logaritmica y
acompaiados de un test estadistico {-fesf, que permite evaluar las variaciones entre
las replicas biolégicas. Ademas, debido a que el grupo de datos se somete a miiliiples
comparaciones estadisticos t-fest, se calcula la probabilidad de que el resultado del
test sea un falso positivo, obteniendo la tasa de descubrimiento de falsos positivos
FDR, False Discovery Rate (Benjamini and Hochberg, 1995). FDR es un método
estadistico que permite evaluar la cantidad de falsos positivos cuando, como ocurre en
los perfiles transcriptomicos, existe una mdiltiple iteracién del i-fest y por lo tanto

aumenta considerablemente la probabilidad de error de ese test (Storey and Tibshirani,
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2003; Colquhoun, 2014). Finalmente, los valores de expresién diferencial fueron
transformados desde escala logaritmica a escala lineal expresando las veces de
cambio (VC) de los niveles de transcritos en los tratamiento de Sortin2 y NAA, respecto
a la condicion control (Figura 11), tanto én valores negativos como en valores positivos.
Cuando los niveles de franscritos en un tratamiento son maycres que en la condicion
control, el valor VC es positivo. En el caso contrario, es decir, cuando los niveles de
transcrito en un fratamiento son menores que en la condicidn conirol, el valor VC es
negativo.

Para minimizar la frecuencia de falsos positivos entre los valores VC, se
seleccionaron aquellos genes cuyo nivel de variacion enire las réplicas biol6gicas
arrojara un valor FDR < 0.05. Por otro lado, se descartaron aquellos genes que tiene
menos de 5 lecturas empalmando en un modelo génico, en cualquiera de las tres
condiciones de tratamiento experimental. En respuesia a estos criterios se selecciond
10.899 genes en el tratamientos con auxina y 4018 en el tratamiento con Sortin2.

Estos 10.899 y 4018 genes que fueron seleccionados bajo los criterios de
expresién y confiabilidad del FDR, muestran distintas veces de cambio en sus niveles
de expresién respecto al control. Algunos genes tienen un valor muy cercano a 1, es
decir no cambian o cambian poco, mieniras que otros genes tienen cambios
sustanciales de varios cientos de veces (Figura 12 A). Cuando se filird y cuantificd la
cantidad de genes gue supera un determinado valor absoluto de veces de cambio
{[VC}]), es decir sin considerar si es negativo o positivo, se pudo notar que a medida
que aumenta el valor |VC| que se usa coma corte inferior del filtro, disminuye el nimero
de genes que cumple con el requisito (Figura 12 A). En todos los cortes, de acuerdo al
[VC], el niimero de genes de respuesta a NAA es siempre superior al nimero de genes

de respuesta a Sorlin2 que supera el [VC].
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Los genes que cambian sus niveles de transcritos, respecto al control, en al
menos 2 veces ([VC| z 2), fueron considerados genes diferencialmente expresados
(DEG). Cada uno de los genes diferencialmente expresados (DEG) forman parte de
uno de los siguientes dos grupos: (1) genes diferencialmente expresados de forma
positiva (DEG+); definidos como aguellos que aumentaron sus niveles de transcrito,
respecto al conirol, en al menos 2 veces, es deckt, que mostraran un VC 2 2 6 (2)
genes diferencialmente expresados de forma negativa (DEG-); definidos como aquellos
cuyos niveles de franscritos disminuyeron respecto al control, es decir, que mostraran
un VC < -2. La tabla en la Figura 12 B, muestra que 1361 y 6408 son genes DEG, en
respuesta a Sortin2 y NAA, respectivamente.

Auxina regula diversos procesos biolégicos y se espera que respondan genes
de diversas funciones que den cuenie del pleiotropisme de auxina. Alguncs de esos
genes no serian parte del perfil transcriptémico montado por Sortin2, generando una
lista de genes especificos de NAA. Por ofro lado, otros genes serian diferencialmente
expresados solo en respuesta a Sortin2 y no en NAA. Esos genes podrian estar
involucrados en la actividad inductora de las raices laterales que Sortin2 posee, en
especial si se considera que Sortin2 no es capaz de gatillar la sefializacion intracelular
de auxina. Por dGltimo, ofros genes, responderian fanto a Sortin2 como a NAA, y
podrian ser aquellos que se requieren regular en mutantes insensibles a Sortin2 y
NAA, en términos de las raices laterales (ver seccién 3.1.5.). Para obtener cuales y
cuéntos son los genes cuyos niveles de transcrito son modificados (1) solamente por
Sortin2 (2) solamente por NAA y (3) por ambos tratamientos, se realizé un anélisis de
sustraccién diferencial, intersectando las listas de genes diferencialmente expresados
en cada tratamiento. Entre los DEG+ (VC = 2) se encontraron 171 genes inducidos

solamente por Sortin2, mientras que 3248 genes fueron inducidos solamente por NAA.
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Asi mismo, se encontraron 444 genes inducidos en ambos tratamientos (Figura 12 C).
Entre los genes DEG- (VC < -2), se encontraron 182 genes reprimidos exclusivamente
por Sortin2, 2152 genes reprimidos exclusivamente por NAA 'y 564 genes reprimidos

por ambos estimulos (Figura 12 C).

A _ B
g‘ i Sortin2
= 12 § = NAA ~ Criterio de filtro il Sortin2
g i Total de genes analizados 33.800
c . 7
5 ., Genes con minimo 5 secuencias 19.208
o empalmadas
3 . - FDR < 0.05
<) VCz20VC<s-2
T ¢
£ VC = 2
E 2 VC < -2

0 -
a 2 4 6 8 10 12

Veces de cambio de los niveles
de transcritos (LOG,)

DEG+ Sortin2 DEG Sortin2

VC 22 == NAA Ve &9 =B NAA

3248 182

Figura 12. Analisis del perfil de expresion transcriptomico realizado mediante
RNA-seq sobre raices tratadas con Sortin2 6 NAA.

A. Grafica de correlacion entre el nimero de genes que supera un determinado valor veces
de cambio de los niveles de transcritos |VC|. para los genes de respuesta a los estimulos
Sortin2 (verde) y NAA (azul).

B. Tabla resumen con los diferentes criterios de filtro durante el proceso de seleccion de
genes diferencialmente expresados en respuesta a los tratamiento Sortin2 (verde) y NAA
(azul), junto al numero de genes obtenidos en cada etapa.

C. Diagramas de Venn representando la interseccion entre los genes diferencialmente
expresados positivamente (DEG+) y negativamente (DEG-) en respuesta a Sortin2 y a
NAA.
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3.2.6 Caracterizacion del perfil transcriptémico inducido por Sortin2 mediante
cuantificacion del enriquecimiento de procesos biolégicos entre los genes

diferencialmente expresados.

El andlisis de caracterizacién de un perfil franscriptomico busca entender los
procesos biolégicos que subyacen al cambio transcripcional que induce un estimulo.
Una estrategia para indagar sobre los procesos biolégicos involucrados, es a través del
andlisis de la funcién biologica asociada a los genes que fueron modificados
transcripcionalmente. La clasificacion de ontologia génica (GO, de Gene Ontfology en
inglés) es una forma de indexar sistematicamente informacion acerca de los genes en
relacion a tres aspectos de su producto génico; (1) su funcién molecular, (2) su
localizacién celular y (3) el proceso biolégico en cuél participan (Boyle et al., 2004). La
indexacion se basa en el conocimiento adquirido por la comunidad cientifica usando
evidencias que van desde la inferencia bibliografica hasta la evidencia experimental
(Werner, 2008). Es importante considerar que estos analisis tienen la restriccion de
analizar sélo los genes del genoma de Arabidopsis que estan asociades a un término
GO y que la asociacion se basa en el conocimiento actual que la comunidad cientifica
tiene para cada gen de esta especie.

Para obtener una vista amplia de c6mo se representan los procesos bioldgicos
entre los genes de respuesta a Sortin2 y NAA, decidimos categorizar los genes en
funcién de su términos GO (aspecto proceso bioldgico). Para esto, se usé la lista de
términos GO Slim que corresponde a un lista de iérminos GO, seleccionada por
miembros del consorcio GO, que incluye los procesos mas importantes para poder
obtener un panorama amplio de los cambios biolégicos que subyacen a un

determinado perfil transcriptémico (hitp://geneontology.org/page/go-slim-and-subset-
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guide).

Para evaluar la tasa de enriquecimiento de los procesos bioldgicos, se
agruparon los genes a analizar de dos maneras distintas (Figura 13 A) En el primer
andlisis se analizaron dos grupos de genes, los DEG de respuesta a Sortin2 y los DEG
de respuesta a NAA (Figura 13 A y Figura 14). En el segundo tipo de analisis, se
utilizaron tres grupos de genes, que resultaron de la interseccion de las listas de DEG
en respuesta a Sortin2 y NAA (Figura 13 A y Figura 15). En ambos casos los genes
DEG fueron analizados también, separando los genes DEG+ de los DEG-. La
importancia del segundo tipo de andlisis es que permite caracterizar funcionaimente a
los DEG cuyos niveles de expresién varian en respuesta a ambos estimulos (Sortin2 y
NAA), asi como también a aquellos genes que responden exclusivamente frente a los

estimulos Sortin2 6 NAA.
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Figura 13. Diagrama de trabajo para el analisis de enriquecimiento de procesos
biolégicos y de sitios de union de factores de transcripcion (TFBS).

A. Genes diferencialmente expresados positiva y negativamente, DEG+ y DEG-,
respectivamente, fueron enlistados y sometidas a un analisis de enriquecimiento de
procesos bioldgicos y de sitios de union de factores de transcripcion (arriba).
Alternativamente, las listas de genes fueron intersectadas generando un tercer grupo de
genes a partir de la interseccién, y posteriormente fueron sometidas a andlisis de
enriquecimiento de procesos biolégicos y de sitios de unién de factores de transcripcion
(abajo). Cada uno de los miembros dentro de estos tres grupos de genes; Sortin2, Auxina y
Sortin2 N Auxina. La tasa de enriquecimiento para los procesos biolégicos analizados, en
cada uno de los grupos de genes analizados, se calculd con la formula en A.

B. Formula para calcular la tasa de enriguecimiento de cada uno de los términos GO -
procesos bioldgicos que fueron analizados.

C. Formula para calcular la tasa de enriquecimiento de los sitios de unién de factores de

transcripcion que fueron analizados.
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La categorizacién de los genes en base a sus términos GO permitié el calculo
de una parametro de enriquecimiento para cada proceso biol6gico, dentro del grupo de
genes se quiere analizar. El enriquecimiento se obtuvo mediante la comparacion de la
frecuencia de aparicion de un determinado GO en los genes a analizar en relacion a la
frecuencia encontrada en todo el genoma (Figura 13 B). Una tasa de enriquecimiento
mayor a 1, indica que un proceso biolégicos esta sobre-representado entre los genes
analizados. Contrariamente, enriquecimienioc menor a 1 muestra una sub-
representacion del proceso biclégico entre los genes analizados.

En la Figura 14, se muestran los resultados del primer analisis; la tasa de
enriquecimiento de los procesos bioldgicos entre los genes DEG, DEG- y DEG+ en
respuesta a Sortin2 y a NAA. Se observaron diferentes comportamientos entre los
procesos. Algunos procesos bioldgicos fueron socbre o sub-representados
exclusivamente entre los genes de respuesia a Sortin2 y no enire los genes de
respuesta a NAA, otros procesos bioldgicos mostraron un resultado inverso. Otros
procesos biolégicos fueron sobre o sub-representados en el mismo sentido tanto entre
los genes de respuesta a Sortin2 como entre los genes de respuesta a NAA. El orden
en la grafica de los diferentes procesos biolégicos en la Figura 14, fue establecido de
acuerdo al valor de la tasa de enriquecimiento que alcanzaron enire los DEG+ en
respuesta a Sortin2

Los procesos bioldgicos mas enriquecidos, enfre los DEG+ en respuesta a
Sortin2, son los procesos “iransporte” y ‘respuesta a estimulos Dbiéticos”.
Interesantemente, este enriquecimientc es exclusivo para los genes de respuesta a
Sortin2, ya gue esos dos procesos no estan enriquecidos entre los genes de respuesta
a NAA (Figura 14 A). Por otro lado, los procesos biologicos méas enriquecidos, entre los

genes DEG+ deé respuesta a NAA, son "procesos metabdlicos de DNA”, “ciclo celular” y
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“traduccion”. Mientras el primer proceso mantiene una tasa de enriquecimiento igual a
1 entre los genes de respuesta a Sortin2, los otros dos procesos son sub-
represeniados enire los genes de respuesta a Sortin2. Estos datos en conjunto
sugieren que los genes de respuesta a Sortin2 y a NAA del tipo DEG+, estan
conformados por genes que se asocian a procesos biologicos muy diferentes
mostrando una completa segregacion entre si.

Otros procesos biolégicos entre los DEG+ alcanzan niveles muy similares de
enriquecimiento, ya sea para los genes en respuesta a Sortin2 como en respuesta a
NAA. Este es el caso para los procesos bioldgicos “procesos catabdlicos” y “respuesta
a estimulos abidticos”, los que presentaron valores de enriquecimiento cercanos a 1,
sugiriendo que los genes participantes.- en estos procesos biolégicos no son parte sobre
o sub-representada de la respuesta bioldgica, en nuestras condiciones experimentales,
ni de Sortin2 ni de NAA,

En el andlisis con los genes diferencialmente expresados negativamente, DEG-,
se puede observar que las tasas de enriquecimiento son menores, para algunos
procesos biolégicos, comparado con lo obtenido entre los DEG+. Algunos de estos
procesos biolégicos son “procesos metabélicos de DNA”, “ciclo celular” y "traduccion”,
que se encuentran altamente sub-representados entre los genes DEG- de respuesta a
NAA, contrariamente a lo observado enfre los genes DEG+ donde estan altamente
sobre-representado (comparar Figura 14 Ay Figura 14 B). En otros procesos ocurre el
caso contrario donde el enriquecimiento es mucho mayor entre los genes DEG- que
entre los DEG+, como ocurre con los procesos “diferenciacién celular”, “procesos
metaboblicos secundarios”, “crecimiento” y “crecimiento celular” tanto para los genes de
respuesta a Sortin2 como de respuesta a NAA.

Algunos procesos bioldgicos destacables son aquellos que estan méas sobre-

81




representados en DEG+ en Sortin2 que en auxina, como “diferenciacion celular”,
“crecimiento celular” y “morfogénesis de la estructura anatdémica”, y que tienen directa
relacién con aquellos procesos biolégicos necesarios para la formacion de una raiz
lateral y sugiriendo que son parte del mecanismo transcriptomico que efecto de Sortin2
en la formacion de las raices laterales

La exclusividad con la que se ven representados ciertos procesos biolégicos
dependiendo de qué genes se analizan; genes de respuesta a Sortin2 o genes de
respuesta a NAA, refuerzan la idea de que los perfiles transcriptomicos que monta la
planta en respuesta a estos estimulos, es diferente. Ademas, daria cuenta de las
diferencias con en el cudl actuarian estos dos estimulos exégenos, Sortin2 y NAA, en
términos de la actividad transcripcional de pDR5 (Figura 4). Por esto, es importante un
analisis de interseccion entre los genes de respuesta, donde existe un grupo
importante de genes que responden exclusivamente a Sortin2 6 a NAA.

En la Figura 15, se muestra la tasa de enriquecimiento de los procesos
biolégicos entre los genes DEG, DEG- y DEG+, que pertenecen a los tres grupos de
genes que resultan de la interseccion entre los genes de respuesta a Sortin2 y a NAA.
Los tres grupos génicos son denominados (2) “Sortin2”, para aquellos que modifican
sus niveles de transcritos en tratamientos con Sortin2 y no con NAA (3) “NAA”, para
aquellos que modifican sus niveles de transcritos en tratamientos con NAA y no con
Sortin2 y (4) “Sortin2 N NAA", para aquellos que modifican sus niveles de transcritos
en tratamientos con NAA y con Sortin2. Los datos fueron ordenados en funcion del
enriquecimiento que se obtuvo con el grupo de genes “Sortin2” (Barras verdes en
Figura 15).

En la Figura 15 A, en los genes diferencialmente expresados de forma positiva

DEG+, , se puede apreciar que los procesos biolégicos ‘respuesta a estimulos
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bi6ticos”, “respuesta a estimulos externos®, “transduccién de seiial”, “comunicacion
celular”, “procesos metabdlicos secundarios” y “respuesta a estrés”, se sobre-
representan en el grupo de genes “Sortin2” (barras verdes en Figura 15 A), pero tienen
tasas de enriquecimiento cercanas a 1 entre los genes “NAA" y “Sortin2 N NAA”
(barras azul y rojas en la Figura 15 A, respectivamente). Por otro lado, entre los genes
DEG+, se sobre-representan, entre el grupo de genes “NAA”, procesos biolégicos
como “ciclo celular’, “traduccion”, “procesos metabblicos de DNA’", “procesos
metabolicos de proteina’ y "procesos de modificacién de proteinas celulares”. En
resumen, los genes DEG+ que pertenecen al grupo “Sortin2” sobre-representan ciertos
procesos biolégicos que son completamente diferentes a los sobre-representados entre

los genes DEG+ del grupo “NAA”.

En general, para la mayorfa de los procesos biologicos, se ve una disminucién
en las tasas de enriquecimiento encontradas entre los genes DEG- respecto a los
descrito entre los genes DEG+, tanto para los genes “NAA”, “Sortin2” como “Sortin2 N
NAA” . Sin embargo, en algunos procesos biolégicos ocurre algo diferente. En
particular, es notorio lo que ocurre con los procesos biolégicos “diferenciacion celular”,
“ crecimiento”, “crecimiento celular” y “morfogénesis de la estructura anatémica”. Todos
estos procesos tuvieron tasas de enriquecimiento muy cercanas a 1 entre los genes
DEG+ de las tres listas, pero alcanzan tasas de enriquecimiento de 2-3, entre los
genes DEG- en la lista “Sortinz N NA”". Es muy notorio que las tasas mas altas de
enriquecimiento en estos procesos biolégicos se alcanzan entre los genes “Sortin2 N
NAA", es decir aquellos genes que modifican sus niveles de transcritos frente a los dos

estimulos Sortin2 y NAA.
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En resumen, el analisis del periil franscriptomico en respuesta a SortinZ y NAA,
permitid recabar importante informacion acerca del efecto de Sortin2 en ja planta. Enire
esta informacion se destaca que: (1} los cambios en los niveles de transcritos
generadas por los estimulos Sortin2 y NAA no solo son diferentes en el nimero de
genes gue modifica (como se revisd en la seccidn 3.2.5), sino que ademas, también
son diferente en términos de los procesos bioldgicos en los que participan estos genes.
{2) el cambio transcripcional comun entre Sortin2 y NAA se relaciona con procesos que
pueden estar altamente ligados a la formacion de las raices laterales como la

diferenciacién celular’ y la “morfogénesis de la estructura anatémica”
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3.2.7 Caracterizacién del perfil transcriptémico inducido por Sortin2 mediante el
enriquecimiento de sitios de unién de factores de transcripciéon en la region
reguladora de los genes diferencialmente expresados.

El primer paso para establecer una determinada expresion génica es mediada
por los factores de transcripcion (FT). Los FT se unen a secuencias definidas de 6-14
nucledtidos en la region reguladora de sus genes blancos definiendo un TFBS (del
inglés, transcription factor binding site). Los TFBS pueden presentar cierta variabilidad
soportando mutaciones en el DNA sin alterar la especificidad FT-gen blanco. La
variabilidad en la secuencia de los TFBS se expresa mediante matrices de probabilidad
de ocurrencia de las diferentes secuencias TFBS que han sido experimentalmente
identificados y enlistados en bases de datos (Wasserman and Sandelin, 2004). Asi, es
posible calcular in silico la probabilidad de la presencia de un determinado TFBS en la
region reguladora de un gen (Stormo, 2000).

Para indagar acerca de la red de regulacion franscripcional que se establece en
respuesta a Sortin2, se realizé un ensayo de enriquecimiento de TFBS y se mantuvo la
perspectiva comparativa respecto a NAA. Se analizaron los grupos de genes que
resultan de la interseccion de los genes de respuesta a Sortin2 y NAA, es decir los
grupos de genes denominados “Sortin2”, "NAA”", y "Sortin2 N. NAA” (Figura 13 A). El
andlisis se realiz6 tanto para los genes DEG- como DEG+. Para este propdsito se
utilizé la herramienta PSCAN que reconoce como inpuf a un set de genes que
comparten una caracteristica funcional, regulacién o expresion comin (Zambelli et al,,
2009).

PSCAN calcula un puntaje que describe la probabilidad de obtener un TFBS en
la regién promotora definida como los 1000 pb rio arriba del sitio de inicio de la

transcripcion (TSS) para cada set de genes que esta bajo analisis. Un analisis de la
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distancia a la que se encuentran los TFBS respecto de los TSS para cada gen podria
ser muy informativo, ya que existe una mayor tendencia a encontrar mas elementos de
regulacién funcionalmente mas importantes en zonas mas cercanas al TSS que en
zonas mas alejadas (Shen and Ho, 1995; Wasserman and Sandelin, 2004). En base a
esta informacién se puede generar un buen filiro que permita priorizar un posterior
estudio in vivo de fa funcionalidad de estos TFBS. Sin embargo, también es importante
considerar que es probable que exista mayor evidencia de elementos funcionales de
cis-regulacién en las proximidades del TSS simplemente porgue se busca con mas
frecuencia en esa zona. (Wasserman and Sandelin, 2004; Mathelier et al., 2015a).

El puntaje obtenido en PSCAN se comparé con lo que se obtuvo usando los
promotores de todos los genes del genoma, eniregando un valor de sobre o sub-
representacion para el grupo de genes que fue co-regulado. El analisis fue realizado
para todos los TFBS de Arabidopsis thaliana que se encuentran en la base de datos de
TFBS de JASPAR (Mathelier et al., 2014).

En la Figura 16 se observan los valores z-score que representan la probabilidad
de encontrar un determinado TFBS en la regidn promotora de cada uno de los tres
grupos de genes que estan siendo analizados. Un z-score positivo significa una sobre-
representacion de aquél TFBS entre la region promotora de los genes input. Un z-score
negativo significa una sub-representacién de aquél TFBS entre la regidn promotora de
los genes input.

Interesantemente, enire los genes DEG+ (Figura 16 A), se puede observar una
importante segregacioén de aquellos TFBS que estarian sobre-representados entre los
genes “Sortin2”, respecto a aquellos TFBS que estarian enriquecidos entre los genes
"NAA”. Asi, los TFBS de los factores de transcripcion TGA1, ZAP1, HATS y SEP4

estan sobre-representados entre los promotores de los genes “Sortin2”, pero estan
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sub-representados entre los promotores de los genes “NAA” (Figura 16 A).
Contrariamente, los TFBS de los factores de transcripcion ERF1, FHY3 y TCP16 y
CDCS5, estan sobre-representados entre los promotores de los genes “NAA”, pero
estan sub-representados entre los promatores de los genes “Sortin2” (Figura 16 A).

Los enriquecimientos de los TFBS en la regién promotora de los genes DEG-
presentd un comportamiento diferente al observado enire los genes DEG+ (comparar
Figura 16 A y B). En el andlisis de la regién promotora de los genes DEG-, se observo
que la mayoria de los TFBS estan sobre representados entre los genes “Sortin2” y
también enire los genes "NAA” y “Sortin2 N NAA”. Se observan notables excepciones a
ese comportamiento con los TFBS AtMYB15 y ATMYB84, los cudles se observan
sobre-representados entre los genes “NAA”, pero se encuentran sub-representados
entre los otros dos grupos de genes (Figura 16 B).

La probabilidad que la sobre-representacion de cada TFBS sea un falso positivo
se evalla mediante un test estadistico, entregande un p-value, que calcula la
probabilidad de obtener el mismo resultado en base a un set de genes que se escoge
aleatoriamente (Zambelli et al., 2009). Se seleccionaron aquellos TFBS con un p-value
< 0.01, lo que implicaria que 1 de cada 100 TFBS analizados puede ser un falso
positivo. Este filiro entregé una lista de TFBS con una alta probabilidad de encontrarse
enriquecidos entre los promotfores de los genes de los grupos génicos analizados sin

que el resultado sea un falso positivo. Por lo tanto, entrega fuerte evidencia

‘bioinformatica para establecer hipotesis biolégica acerca de cuéles podrian ser los

reguladores transcripcionales de estos genes.
La lista de TFBS seleccionados para cada uno de los distintos grupos génicos
fueron intersectadas entre si, revelando gue existen 16 TFBS, entre los genes DEG-,

mientras que no existen TFBS, entre los genes DEG+, que se encuentran enriquecidos
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en la regién promotora de los tres grupos génicos analizados anteriormente (Tabla V -
D). En la Tabla V - Il y Il se muestran los valores de z-score y de p-value para los
TFBS que resultan del analisis de interseccién.

En analisis de enriquecimiento de TFBS sugiere que existen factores comunes
en la regulacion que se establece para disminuir los niveles de transcritos en respuesta
a Sortin2 y a NAA. Mientras que las herramientas moleculares usadas para establecer
un aumento de los niveles de transcritos difiere notablemente entre Sortin2 y NAA.

La identificacion de TFBS permite plantear vélidas hipétesis bioldgicas que
pueden ser experimentalmente probadas con posterioridad (Wasserman and Sandelin,
2004). Sin embargo, es importante considerar que la presencia de un TFBS en una
regidén reguladora es una probabilidad y no una cerieza, de encontrar un elemento
funcional de cis-reguacion. Esta bien identificado que se deben conjugar ofros
fendmenos para confrolar la expresion génica como la concertacién de varios
elementos de trans-regulacion, la conformacion de la cromatina, las modificaciones
post-traduccionales de histonas, etc (Mathelier et al., 2015b). Todos estos elementos
promueven la utilizacién de estrategias experimentales in vivo o in vifro en etapas
posteriores a esta identificacion in sifico.

Es importante mencionar que la busqueda in silico de TFBS realizada en esta
tesis puede se complementada con la identificacién de pares o grupos de TFBS en la
regién promotora de un determinado gen. Esto es importante porque la expresion de
ciertos genes es cormandada por co-ocurrencia de TFs, es decir cuando dos o mas
factores de transcripcién actlian de manera concertada en la region reguladora de un
gen (Wasserman and Sandelin, 2004). Mediante analisis de co-ocurrencia de TFBS se
podrian obtener qué pares o grupos de factores de transcripcién serian necesarios

para determinar la regulacién transcripcional de determinados genes de interés. La
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herramienta PlantPAN permitiria evaluar la co-ocurrencia de dos o mas factores de

transcripcién en una misma region reguladora (Chang et al., 2008).
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Tabla V. Lista de los TFBS que son identificados en la regién reguladora de los
genes “Sortin2”, “NAA” y “Sortin2 N NAA” con un p-value < 0.01.

Seccioén |, presenta un diagrama de Venn que intersecta los TFBS que resultaron del
analisis de cada una de las tres listas de genes, tanto para los genes DEG- como los
DEGH+.

Seccion Il y 1ll, presenta la lista con el nombre y su valor de enriquecimiento asociado (z-

score) para cada uno de los TFBS que es utilizado en el diagrama de Venn de la seccién |.

l. Interseccién entre TFBS asociados a los genes “Sortin2”, "NAA” y “Sortin2 N NAA”

DEG+ DEG-

“Sortin2” “NAA” “Sortin2" “NAA"

“Sortin2 N NAA” “Sortin2 N NAA”

Il. TFBS enriquecidos en la region regulatoria de los genes DEG+

Grupo de Genes
Nombre del
TFBS “Sortin2” “NAA" “Sortin2 & NAA
z-score p-value z-score p-value z-score p-value
TGA1 3.27 5.1E-04
ZAP1 2.95 1.5E-03
HATS 2.82 2.4E-03
SEP4 2.80 2.5E-03
ERF1 473 3.6E-07
CDC5 428 3.6E-06
TCP16 3.80 3.7E-05
FHY3 3.75 4 1E-05
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RAV1 (var.2)
SEP3

S0OC1

ANT

LFY

3.08 6.1E-04
240 5.9E-03
2.31 7.8E-03
228 8.4E-03

Hl. TFBS enriquecidos en la region requlatoria de los genes DEG-

Nombre del
TFBS

FUS3
ABI3
ABF1
TGA1
SVP
AtMYB15
S0C1
AtMYBB4
SHP1
Pl

AP23
AGL15
ATHBS
DYT1
BZR1
AG
HY5
BES1
ATHB9
PIF5
HATS
LEC2
PIF3
AtSPLS
MYG3
SEP4
PILS
SEP1
MYC2

2.53

5.5E-03

Grupo de Genes
“Sortin2" NAA® *Sortin2 & NAA
z-score p-value z-score p-value z-score p-value

3.52 2.1E-04
3.29 4.8E-04

5.79 9.3E-10

5.38 1.3E-08

5.09 7.5E-08

4.55 1.3E-06

4.55 1.3E-06

3.91 2.5E-05

3.08 7.3E-04
2.82 2.4E-03 4.87 2.5E-07
272 3.2E-03 5.08 8.2E-08
257 4.9E-03 4,83 3.2E-07

6.89 1.9E-12 7.70 8.7E-16

3.54 1.8E-04 2.63 3.3E-03

292 1.6E-03 8.32 3.5E-18

2.76 2.7E-03 4,99 1.3E-07

2.55 5.0E-03 8.78 4.2E-20

2,55 5.0E-03 7.74 6.6E-16

2,48 6.1E-03 2,36 7.4E-03
4.82 6.6E-07 5.47 1.7E-08 7.58 2 4E-15
4.75 1.0E-06 8.15 1.3E-16 10.56 1.1E-27
4.57 2.2E-06 3.93 3.6E-05 2.73 2.4E-03
3.91 4.4E-05 5.66 1.0E-08 8.03 5.2E-17
3.81 6.6E-05 497 2.8E-07 4.40 2.BE-06
3.57 1.7E-04 5.39 2.8E-08 8.78 6.0E-20
2.46 6.7E-03 427 8.5E-06 5.06 9.5E-08
2.45 7.0E-03 3.01 1.2E-03 8.62 2.3E-19
243 7.5E-03 3.10 8.8E-04 3.31 3.2E-04
3.45 2.7E-04 497 2.7E-07 7.30 2.5E-14
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ATHB1 3.09 9.8E-04 7.38 5.1E-14 8.94 1.3E-20

FLC 3.04 1.2E-03 2.75 2.8E-03 6.67 3.0E-12
PIF4 3.02 1.2E-03 5.54 1.1E-08 8.89 2.0E-20
AtSPL3 2.97 1.4E-03 3.77 7.4E-05 436 3.6E-06
SEP3 2.88 1.9E-03 3.05 1.1E-03 4.56 1.4E-06
MYC4 2.77 2.7E-03 5.07 1.6E-07 8.44 1.6E-18

3.2.8 Identificaciéon de componentes moleculares cque participarian en la
formacién de las raices laterales en respuesta a Sortin2 mediante jerarquizacion

piramidal.

Para poder seleccionar componentes moleculares que puedan ser propuestos
como participantes en la formacién de las raices laterales en respuesta a Sortin2, se
procedid a realizar una jerarquizacion piramidal en base a diferentes consideraciones
sustentadas en los resuliados de esta tesis.

La estrategia de jerarquizacién piramidal, se realiz6 en varios pasos
consecutivos (Figura 17 A). En el paso (1) se descartaron los genes que tuvieran
menos de 5 lecturas identificadas en el andlisis de RNA-seq. En el paso (2), se
seleccionaron aquellos genes cuya expresién diferencial obtenida tuviera una baja

probabilidad de ser falsos positivos (FDR £ 0.05 ). En el paso (3) se seleccionaron los

genes cuyos niveles de transcritos se indujeron al menos dos veces en respuesta a
Sortin2, es decir los genes DEG+ en respuesta a Sortin2. Con esio se obtuvo alrededor
de 615 genes. Se focalizé todo el interés en los genes (DEG+) por dos razones.
Primero, los procesos biologicos asociados a los genes DEG+, en respuesta a Sortin2
vy a NAA, segregan mas fuerte y notoriamente, que [os procesos biolégicos asociados &
los DEG- (Figura 14 y Figura 15). Segundo, los resuliados con los TFBS entre los

DEG+ sugieren vias de regulacion transcripcional segregadas para montar las.
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respuestas transcripcionales frente a Sortin2 a NAA, lo que no sucede entre los genes
DEG- (Figura 16 y Tabla V - I). En el paso (4) se focaliz el interés en los genes cuyos
niveles de firanscritos cambiaron exclusivamente en respuesta a Sorlin2 y no en
respuesta a NAA. Por lo tanto, manteniendo la atencion en la respuesta transcripcional
a Sortin2, se sustrajeron aquellos genes gque ademas de ser diferencialmente
expresados en Sortin2, también fueron diferencialmente expresados en respuesta a

NAA con un VC 2 2. Se obtuvieron 171 genes como resultado, los cuales son genes

cuyos hiveles de transcritos aumentan en respuesta a Sortin2 y no en respuesia a
NAA. En el paso (5), se decidié focalizar nuesira atencion en el potencial regulatorio
que habria dentro de los 171 genes regulados especificamente por Soriin2. Se
consideré para focalizarse en la funcién bioldgica “regulaciéon transcripcional” la
evidencia recabada dentro de los 40 primeros genes diferencialmente expresados, ya
que un 12.5% eran reguladores de la transcripcion. De esta manera se seleccionaron
los 156 genes, dentro de la lista, que poseian alguna funcion regulatoria de la
transcripcién de acuerdo a las anotaciones de funcion biolégica de la base de datos de
TAIR.

Cuando se analizaron los niveles de expresién para estos 15 genes, que se
capturaron mediante RNA-seq, se observé que 8 reguladores transcripcionales tienen
un nivel de expresion que supera_el umbral inferior 20 CPM (Figura 17 B). En el paso
(6) se filtré de acuerdo a este valor umbral de 20 CPM como un nivel minimo de
exprasién que es considerado en la comunidad informatica como adecuado para poder
obtener un impacfo biolégico morfolégicamente detectable, mediante ensayos
genéticos con mutantes pérdida de funcion. Por dltimo, con [a perspectiva de analizar

mediante herramientas genéticas la relevancia de estos genes en la formacion de las
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raices laterales en respuesta a Sortin2, se obtuvo un total 7 genes cuyas mutantes

insercionales estan disponibles en el banco de semillas ABRC, al momento del analisis

en Noviembre del 2014.

A Sortin2

1. Minimo 5 cuentas/gene
2. p-value <0.05

3. Veces de cambio > 2 ﬂ
4. Especifico de Sortin2 ﬂ,

5. Funcién biol6gica @

6. Altamente expresados ﬂ
basalmente (FM > 20)

7. Mutantes disponibles ‘@

1 Control
B Sortinz
&
o Auxin
N
& VECES CAMBIO
B N {Sortin2/Control)

ATAF2 — 24

NPR3 B, 3.8

bZIP8 ot 3.0
NACOD3 = . 25
WRKYS1 v 3 6.8
WRKY70 — 8.9
WRKY54 <= 12.9
NACOD4 = 1.1
AT2G28065 2.0
BEE1 21

MIF3 2.1
ATIGEETTO 25
AT2G02060 20
ABOS3 | WRKY63 6.6
AGL18 | GL19 . 2,7

® L] L] L

L
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4w o .-E)bg:é:

Cuentas por millén
de lecturas (CPM)

Figura 17. Ildentificacion de componentes moleculares que participarian en la
formacion de las raices laterales en respuesta a Sortin2.

A. Etapas del filfrado de genes que permita identificar mediadores moleculares de Ia

formacion de las raices laterales en respuesta a Sortin2.

B. Niveles de expresién obtenidas por RNA-seq

de los 15 genes reguladores

transcripcionales que fueron seleccionados mediante los filtros descritos en A. La barra

segmentada permite distinguir los genes que alcanzan niveles superiores a los 20 CPM.

Destacado en negro se presentan a los genes que fienen mutantes insercionales

disponibles en ABRC
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3.2,9 Validacion mediante qRT-PCR de los resulfados del perfil transcriptémico

global por RNA-seq.

Los resultados del RNA-seq podria identificar genes que participarian en la
formacion de las raices laterales en respuesta a Sortin2 y por lo tanio, serviran de
apoyo para futuros estudios de caracterizacion funcional. Entonces, es altamente
necesario validar que la informacién que deriva de los resultados del RNAseq es
fidedigna y reproducible. La validacién de la fidelidad los resultados obtenidos por
RNA-seq, se realizd utilizando gRT-PCR, para comprobar las veces de cambio de los
niveles de tfranscritos para una poblacidn de genes de interés. Se implementé en
nuestro laboratorio una repeticion al experimento realizado para el RNA-seq. Se
comprobd, la fidelidad y la reproducibilidad de los resultados. Para ello, se realizd en
ensayo de gRT-PCR en nuestro laboratorio, utilizando muestras obtenidas en las
mismas condiciones experimentales ulilizadas en el laboratorio del Dr. Beeckman,
donde se prepararon las muesfras para el experimento RNA-seq. Ademas, se
comprobo6 la reproducibilidad de los fenofipos obtenidos en nuestro laboratorio en esta
réplica experimental, con respecto a los obienidos en el laboratorio del Dr. Beeckman.

La validacion de los datos de RNA-seq mediante gRT-PCR, se realizd sobre 15

genes en total. Se escogieron 7 que cambian sus niveles de transcrito con VC = 2, en
respuesta a Sortin2 y que fueron identificados como genes interesantes a partir del
analisis expuesto en la Figura 17. También se incluyeron 4 genes que no cambian sus
niveles de transcrito, es decir que poseen un VC s 2, pero que estan funcionalme
relacionados con los genes que cambian: TGA1, TGA4, NPR1, NPR4. Finalmente, se

incluyeron también 4 genes de referencia para el proceso de normalizacién de los
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datos obtenidos mediante el ensayo gqRT-PCR.

Para evitar subestimaciones de los niveles de franscritos mediante gRT-PCR, [a
literatura recomienda comprobar la linealidad que debe existir entre la cantidad de
templado y los valores del ciclo en donde se supera la fluorescencia de fondo en la
curva de amplificacion (valores de Ct), obtenidos en cada reaccién (Nolan et al., 2006,
Udvardi et al., 2008), Este se conoce como comprobacion de la linealidad del rango
dinamico del ensayo de qRT-PCR (Nolan et al., 2006). Para realizar esto, primero se
determind qué genes debian ser amplificados para comprobar esta linealidad. Se
buscé dentro de los 11 genes a validar, aquél con los niveles de transcritos mas bajos
dentro del grupo (WRKY®63), aquél gen con los nivel mas altos de transcritos (TGA1) ¥
dos genes adicionales sintermedios (WRKY54 y WRKY70), como se puede observar
en la Figura 18 A.

Los resultados de los ensayos de qRT-PCR amplificando los genes WRKY63,
TGA1, WRKY54 y WRKY70 con cantidades de templados que variaron desde 0,05
hasta 5 ng de cDNA, se muestran resumidos en [a tabla de la Figura 18 B. Los datos
son analizados mediante graficos de dispersion enire los valores de Ct y la cantidad de
templado (log, (cDNA)) utilizada en cada reaccion (Figura 18 C). La regresion lineal
que se realiza con estos datos muestran valores para el coeficiente de correlacion R?
superior a 0.98 para los cuatro genes analizados. Estos resultados demuestran que
existe linealidad enire la cantidad de cDNA, para el rango entre 0.05 y 5 ng, y el valor
de Ct obtenido mediante gRT-PCR. A pariir de esio se decidid realizar los
experimentos con 2,5 ng de cDNA como cantidad de templade a ufilizar en cada
reaccion de gRT-PCR.

Las veces de cambio de los niveles de iranscrifo en respuesta a Sortin2 y a

NAA, muestran la misma tendencia de cambic cuando son analizados por qRT-PCR
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respecto a lo obtenido mediante RNA-seq, para los 15 genes analizados (Figura 19).
Los 7 genes en la Figura 19 A fueron seleccionados porque cambiaron sus niveles de
transcritos en respuesta a Sortin2 y nho en NAA, segtn los datos de RNA-seq (Figura
17). Esta premisa de cambiar sus niveles de transcritos frente a Sortin2 y no a NAA, se

mantiene cuando los niveles de transcritos se evalllan mediante gRT-PCR (Figura 19

A).
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Figura 18. Comprobacién de la linealidad del rango dinamico de la reaccién de
gRT-PCR.

A. Niveles de expresién en unidades de cuentas por milldén normalizadas obtenidas
mediante RNA-seq, de los 11 genes utilizados para [a validacion mediante qRT-PCR de los
resultados obtenidos por RNA-seq

B. Tabla resumen de los resultados de los ensayos de qRT-PCR amplificando los genes
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WRKYE3, TGA1, WRKY54 y WRKY70 con cantidades de templados que variaron desde
0,05 hasta 5 ng de cDNA.

C. Graficos de dispersion mostrando los valores de Ct y de cantidad de cDNA de acuerdo a
los datos de la tabla en (B). El coeficiente de correlacion (R?) y la ecuacion de la regresion
lineal se muestra en cada grafico. RZ = 0.98 para los cuatro genes analizados.

Por ofro lado, se demostrd la correlacién que existe enire los resultados
obtenidos mediante RNAseq y qRT-PCR, incluso en los genes que no superan el
criterio VC 2 2, pero que son genes que estén funcionalmente relacionados a aguellos
que mostraron una expresion diferencial con VC >2 (Figura 17 B). Por tltimo, los genes
de referencia, mantuvieron valores de veces de cambio de sus niveles de transcritos
cercanos a 1‘, tanto en respuesta a los tratamientos con Sortin2 coma NAA,
corrcborando el que fueran acertadamente escogidos como genes de referencia
(Figura 17 C).

Utilizando los datos obtehidos se realizd un andlisis de correlacién entre los
resultados obtenido por RNA-seq y por qRT-PCR. Los valores de veces de cambio de
los niveles de franscritos en respuesta a Sortin2 obtenidos por estas dos técnicas,
forman una linea de fendencia sobre [a cual se deposiia el 83% de los datos. Es decir
poseen un coeficiente de correlacién R?=0,83.

Estos resultados indican que el experimento realizado en raices tratadas con
Sortin2 y NAA, permite detectar cambiés transcripcionales de una manera
reproducible. Ademas, los cambios franscriptomicos obtenidos mediante RNA-seq, |,
pueden ser reproducidos por gRT-PCR, en al menos 15 genes analizados, sugiriendo y

sustentando la validez de los cambios transcripcionales detectados mediante RNA-seq.
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Figura 19. Validacion de los cambios transcripcionales detectados por RNA-seq mediante ensayos de qRT-PCR

Los valores de veces de cambio de los niveles de transcrites obtenidos mediante RNA-seq y qRT-PCR soh comparados para (A) 7 genes

n el experimento de RNA-seq con un VC 2 2, (B) 4 genes que no cambiaron sus

niveles de transcritos, es decir -2 S VC s 2 y (C) 4 genes que no cambiaron en los tratamientos, es decir con valores de VC ~1 y que fueron

usados para referencia los valores resultados obtenidos en €| ensayo de qRT-PCR.

s

laroen segu

DEG+, es decir cuyos niveles de transcritos camb
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Figura 20. Anélisis de correlacién de los cambios en los niveles de transcritos en
respuesta a Sortin2, obtenidos mediante qRT-PCR y RNA-seq.

Grafico de dispersion que muestra los valores de veces de cambio de los niveles de
franscritos en respuesta a Sorfin2, obtenidos mediante RNA-seq y qRT-PCR. Se grafican
los resultados obienidos para 7 genes que cambian sus niveles de transcritos en respuesta
a Sortin2 (VC 2 2), 4 genes que no cambian sus niveles de transcritos en respuesta a
Sortin2 (VC = 2) vy 4 genes de referencia. La correlacion es analizada mediante regresion

lineal obteniedo un coeficiente de correlacion con un R%= 0,83.

3.3 Objetivo 3. Infegracion de la informacion acerca de los
componentes moleculares que podrian ser importantes para la formacién

de las raices laterales en respuesta a Sortin2.

Se ha logrado identificar genes que podrian participar en la formacién de las
rajces laterales en respuesta a Sorlin2. En este parte de la fesis se integraron los
resultados obtenidos en esta tesis con informacién recopilada de la literatura, poniendo
a prueba nuestras conclusiones medianie analisis bicinformaticos y experimentales.

Se recopild informacidn biolégica de los 7 genes identificados en la Figura 17
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como Genes con una Putativa Participacion En La Fermacion de Raices Laterales en
respuesta a Sortin2, los que seran llamados genes GEPPERALS.

Los términos GO - procesos bioldgicos que son comunes para al menos un par
de los genes GEPPERALS revelan una importante preponderancia de procesos como
respuesta de defensa, desarrollo de organismo muiticelular y sefializacion hormonal de
acido jasmonico y de acido salicilico. Estos procesos se encuentran ennegrecidos en [a
Tabla VI, entre la lista de procesos biolégicos asociados a cada uno de los genes
GEPPERALS. La lista de procesos biolégicos es particularmente larga en los genes
NPR3, WRKY54 y WRKY70, pudiendo indicar que sus funciones moleculares se han
estudiado mas en detalle o que participan en un proceso celular nodular que impacta a
muchos otros procesos biolagicos.

Es sencillo identificar en la literatura que se ha demostrado robustamenie que
NPR3 posee una funcién como recepior nuclear de la horrnona acido salicilico (SA)
junto con su paralogo NPR4 (Fu et al.,, 2013), regulando la expresion de una serie de
genes rio abajo. Aln mas, los niveles de transcrito de NPR3 aumentan en respuesta a
infecciones con Pseudomona synringae. Ademas, la via de transduccién de [a
sefializacion de la hormona SA involucra la participacion de factores de franscripcién
de Ja familia WRKY, en particular representantes como los factores WRKY70 vy
WRKY54 (Besseau et al., 2012), los que participan activandose a si mismos o a ofros
miembros de la familia génica WRKY (Eulgem et al., 2000).

La funcién bioldgica asociada a NPR3 y los factores WRKYs es bastante
coherente con la respuesta transcripcional que se observa en respuesta a Sortin2. Esto
porque, los genes que han sido identificados como genes que se inducen por SA, son
modificados transcripcionalmente de manera positiva, en respuesta a Sortin2 (Figura
21 A). También es interesante notar que NAA, al contario de Sortin2, reprime a algunos

genes de respuesta a SA (Figura 21 A). Por ofro lado, los genes de respuesta 6 de
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sintesis de acido jasmodnico, ofra hormona que regula proceses similares a SA,

cambian poco sus niveles de franscritos en respuesia a Sortin2 (Figura 21 B).

Interesante observacién, considerando que algunos de los genes GEPPERALS han

sido asociados, en la base de datos de TAIR, con el proceso bioldgico sefializacién de

acido jasmonico {JA) como se observa en la Tabla VI,

Tabla V1. Procesos Biologicos de los Genes con una Putativa Participacion En La
Formacién De RAices Laterales En Respuesta a Sortin2, GEPPERALS.

Gen ID

ATEG45110

AT2G40750

AT3G56400

AT5G64810

AT1G02230

AT1G02220

ATSG08790

AT1G66600

Nombre

NPR3

WRKYS54

WRKY70

WRKY51
NACO004
NACO003

NACOB1|ATAF2

ABO3 | WRKYG3

Procesos Biologicos (términos GO)

defense response by callose deposition, defense response fto baclerium,
incompatible interaclion, defense response to fungus, defense response to fungus,
incompatible interaction, effector dependent induction by symbiont of host immune
response, innale immune response, jasmonic acid medialed signaling pathway,
negative regulation of defense response, negative regulation of programmed cell
death, profein targeting fo membrane, profein ubiquitination, regulation of plant-type
hypersensitive response, response to bacterium, response to chitin, response to
xenobiotic stimulus, salicylic acid biosynthelic process, salicylic acid mediated
signaling pathway, syslemic acquired resistance, systemic acquired resistance,
salicylic acid medialed signaling pathway

MAPK cascade, defense response fo bacterium, defense response o fungus,
detection of bietic stimulus, Jasmonic acid mediated signaling pathway, negative
regulation of defense response, negative regulation of leaf senescence, protein
targeting fo membrane, regulation of defense response, regulation of hydrogen
peroxide metabolic process, regulation of innate immune response, regulation of
multi-organism process, regulation of plant-type hypersensitive response, regulation
of transcription, DNA-templated, response fo chitin, response fo salicylic acid,
salicylic acid biesynthetic process, systemic acquired resislance, systemic acquired
resistance, salicylic acid mediated slgnaling pathway, franscription, DNA-
templated

MAPK cascade, defense response to bacterium, defense response to fungus,
defense response, incompatible interaction, detection of biotic stimulus, induced
systemic resistance, jasmonic acid mediated signaling pathway, jasmonic acid
mediated signaling pathway, negative regulation of defense response, negative
regulation of leaf senescence, negative regulation of programmed cell death,
negative regulation of transcription, DNA-templated, pholosynthesis, light reaction,
protein tafgeting to membrane, regulation of defense response, regulation of
hydrogen peroxide metabolic process, regulation of innate immune response,
regulation of mulli-organism process, regulation of plant-lype hypersensitive
response, regulation of protein dephosphorylation, regulation of transcription, DNA-
templated, respiratory burst involved in defense response, response o bacterium,
response to chitin, response to cold, response to hypoxia, response io insect,
response to jasmonic acid, response to other organism, response to salicylic acid,
salicylic acid biosynthelic process, salicylic acid mediated signaling pathway,
systemic acquired resistance, syslemic acquired resistance, salicylic acid mediated
signaling pathway, transcription, DNA-templated

defense response to bacterium, defense response fo fungus, jasmonic acid
mediated signaling pathway, regulation of franscripion, DNA-templated,
transcription, DNA-lemplated

multicelltlar organismal development, regulation of transctiption, DNA-templated,
transcription, DNA-templated

hydrogen peroxide blosynthetic process, multicellular organismal development,
protein desumoylation, regulation of transcription, DNA-templated, transcription,
DNA-templated, vegetative to reproductive phase transition of meristem

multicellular organismal development, regulation of cell size, regulation of
transcription, DNA-templated, response fo fungus, response {o jasmenic acid,
response to light stimulus, response to salicylic acid, response to sucrose, response
to wounding, transcription, DNA-templated

abscisic acid-activated signaling pathway, regulation of transcription, DNA-
templated, transcription, DNA-femplated
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Figura 21. Cambios transcripcionales en respuesta a SortinZ y a NAA de los
genes de respuesta a SA y de los genes de respuesta y sintesis de JA.

Se recopilaron los genes de respuesta a acido salicilico, SA (Krinke et al., 2007) y genes de
respuesta a acido jasmoénico, JA, junto con genes participantes en la sintesis de JA
{Méndez-Bravo et al., 2011). Para estos genes, se recolectaron las veces de cambio en los
niveles transcripcionales en respuesta a Sortin2 y a NAA, desde nuestro experimento de
RNA-seq. Los resultados se muestran en valores de veces de cambio que son enlistados y
coloreadas segtn la siguiente escala de colores Azul: VC z 2, Amarillo: VC <- 2 y Gris: -2
=VCs 2

Para seguir indagando en los genes GEPPERALS se realiz6 un analisis de co-
expresién, Es definido en la literatura bioinformatica como co-expresién de dos o mas
genes, al aumenio o disminucién de los niveles de iranscritos, en respuesta a un
determinado estimulo. Los analisis de co-expresion sondean si es que existe co-
expresién en una amplia variedad de experimentos, permitiendo sumar evidencia para
aseverar que los genes co-expresados participarian en una funcién biclégica comin
(Obayashi et al., 2009). Por ofro lado, los analisis de co-expresion se pueden realizar
sobre un subconjunio de datos transcriptomicos disponibles generando un subcoenjunto
de datos de expresién que estan obtenidos bajo condiciones biolégicamente ligadas

(Obayashi et al., 2011).
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Se realizaron analisis de co-expresién para indagar en la posible participacién
en un proceso biolégico comun dentro de los genes GEPPERALS seleccionados en la
Figura 17. Los resultados se encuentran resumidos en la Tabla Vi, donde se muestran
los valores de co-expresién en unidades MR (Mutual Ranking). Un menor valor de MR
implica una mayor correlacion de expresion entre los dos genes. En la se Tabla Vi
destacan los genes WRKY54, WRKY70 y NPR3 co-expresandose fuertemente cuando
se utilizan todos los datos transcriptémices disponibles en la base de datos ATTED-II.
Entre los tres genes destaca el par WRKY54-WRKY70 que ademas tienen un nivel de
co-expresion muy alto para los 5 subconjuntos de datos transcriptomicos que se
encueniran disponibles en la base de datos ATTED-Il y que se utilizan en el analisis
(Tejido, Abidtico, Bidtico, Hormona, Luz). Se destacan también los genes WRKY54,
WRKY70 y NPR3 co-expresandose fuertemente entre los sub-set de datos Abidticos y
Luz, principalmente.

Tabla VII. Andlisis de co-expresién para pares de genes entre los genes
GEPPERALS.

Gen2 Co-expresion (MR}

Todo Tejido Abidtico Bidtico Hormona Luz
WRKY54 WRKY70 1.7 4.2 41 25 4.2 43.5
WRKY70 NPR3 115.2 2465.3 17.9 3556.6 318.6 5.3
WRKYS54  NPR3 896.7 3697 1118 5394.4 286.3 65,9
NPR3 NACOD03 29345 4366 4981.1 3883.3 4045.7 9914.8
WRKY70  NACOD3 6617.4 14533.2 2025 4905.9 18064.1 10701.4
WRKY54  NACO003 10554.7 11825.4 11222.5 10709.5 17515.8 12787

En conjunto, la funcién bioclégica de los gene GEPPERALS, la alta co-expresién
de algunos de sus miembros en los subconjuntos Hormonal y Abiético, junto con la
respuesta transcripcional de los genes de respuesta a acido salicilico, sugirieron

indagar el rol de la hormona &cido salicilico en la formacion de las raices laterales.
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3.3.1 Efecto de la aplicacién exégena de acido salicilico en la formacién de las

raices laterales.

Para investigar el efecto de acido salicilico (SA) sobre la formacion de las raices
laterales se disefiaron dos esquemas experimentales. En ambos se usaron plantulas
crecidas en condiciones normales de crecimiento durante 7 dias y se evalud el efecto
del tratamiento con SA después de otros 7 dias de crecimiento. Sin embargo, los
disefios experimentales difieren en que en el primer esquema se considerd un
tratamiento continuo con SA durante 7 dias en medio sélido (Figura 22 A-D). Mienfras
que en el segundo esquema experimental considerd un pulso de 2 dias con SA y una
posterior recuperacion durante 5 dias (Figura 22 E-H).

En tratamientos continuos con SA se observé una considerable disminucion del
largo de la raiz principal a medida que aumenta la concentracién de SA en el
tratamiento. El efecto es muy notorio en concentraciones sobre los 50 pM de SA. Asi
mismo, tratamientos con SA exégeno por sobre 50 uM reduce el niimerc de las raices
laterales emergidas en las plantulas tratadas, alcanzando una reduccién de casi el
100% en conceniraciones sobre los 300 pM. Interesantemente, la aplicacién de SA por
sobre los 100 uM genera una reduccién de mas de 10 veces del nlimero de las raices
laterales, mientras que el largo de la raiz principal se reduce en 1.5 veces, respecto al
control en ambos casos. Esto indica un desacople del efectio de SA como inhibidor del
largo de la raiz principal y de la formaciébn de raices lateral, mostrando una
especificidad mucho mas alta sobre el efecto en las ralces laterales.

La exposicidon a concentraciones entre los 200 hasta los 500 uM generd una
inhibicion casi completa del crecimiento de la raiz principal. Para evitar posibles efectos
nocivos por la exposicion prolongada a SA, pero manieniendo los mismos rangos de

concentracion de aplicacion de la hormona, se decidié realizar un experimento de pulso
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transferidas a tratamientos en medio sdlido de las siguiente maneras: (A) tralamiento
continuo con diferentes concentraciones con acido salicilico (SA) durante 7 dias ¢ (B)
tratamiento con diferentes concentraciones de SA durante 2 dias y un posterior crecimiento
en condiciones controles por 5 dias.

A. Esquema experimental para el tratamiento continuo con SA durante 7 dias.

B. Imagenes representativas de las plantulas bajo tratamiento como se muestra en A.

C. Nitmero de las raices laterales de plantulas bajo tratamiento como se muestra en A.

D. Largo de la raiz principal de plantulas bajo tratamiento como se muestra en A.

E. Esquema experimental para el tratamiento con un pulso de SA duranie 2 dias.

F. Imagenes representativas de las plantulas bajo fratamiento como se muestra en A.

G. Niimero de [as raices [aterales de plantulas bajo tratamiento como se muestra en A..

H. Largo de la raiz principal de plantulas tratadas como se musstra en E.

En tratamientos con SA por 2 dias se observé una reduccién del ndmero de las
raices laterales y del largo de las raices laterales en tratamientos con concentraciones
superiores a los 200 pM. El pulso de SA a concentraciones de 500 pM, provoco una
irreversible inhibicién del crecimiento de la rafz principal, presumiblemente por muerte
del meristema apical. Sin embargo las raices laterales muestran una leve reduccién de
25% respecto al control. Esto difiere de lo observado en iratamientos continuos con
SA, donde la reduccién en el nitmero de las raices laterales fue de 1000%. Los
tratamientos con un pulso de SA, sugieren que el efecto inhibitorio de las raices

laterales es independiente del efecto inhibitorio del crecimiento de la raiz principal.
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4 DISCUSION

41 Sortin2 induce la formacién de novo de las raices laterales (RL).

La formacion de las raices laterales comprende los eventos que conducen a la
produccién de una raiz lateral activa (Van Norman et al., 2013). Diversas evidencias
obtenidas en esta tesis, sugieren que Sortin2 tiene la capacidad de esfimular la
formacion de las raices laterales induciendo la fase de iniciacion del desarrollo de
primordios. Lo anterior se sustenta fundamentalmente en la estimulaciéon con Sortin2,
de la expresién de marcadores de diferenciacion celular acompanada de una actividad
mitdtica especifica en la capa celular del periciclo donde se inician las raices laterales.
A continuacién se destacan las implicancias de este tipo de evidencias en el contexto

de la induccion de la iniciacion de las raices laterales en respuesta a Sortin2.

4,11 Sortin2 estimula la expresion de marcadores de diferenciacién celular.

El evenio de iniciacion de las raices laterales ocurre en la zona de
diferenciacion de la ralz principal, donde sélo algunas células dentro de la fila celular
del periciclo se diferencian hacia célula fundadora de raiz lateral (Vermeer and
Geldner, 2015). El primer componente molecular que fue identificado en la

especificacion de celula fundadora de raiz lateral es GATA23 (Yadav et al., 2010). Este
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factor de transcripcion se expresa en las células del periciclo y regula positivamente [a
diferenciacién de éstas hacia células fundadoras de raiz lateral (De Rybel et al., 2010).
Los datos presentados en esta tesis permiten concluir que Sortin2 induce la expresion
de GATA23 en células de periciclo. Ademas, los niveles de transcrito de GATA23
aumentan progresivamente enfre las 4 y 8 horas de tratamiento con Sortin2 (Figura 10
C). Consistentemente, mediante secuenciacion masiva también se observaron
aumentados niveles de GATA23 en respuesta a Sortin2. Ademas, una fuerte sobre-
representacion del proceso biologico “diferenciacién celular” enfre los genes "Sortin2 N
NAA", sugieren que Sortin2 promueve la diferenciacidn de las células del periciclo
mediante la activacion de la expresidon de GATA23, cuya funciébn molecular es la

especificacion de células fundadoras de raiz lateral.

4.1.2 Sortin2 induce iniciacién de las raices laterales.

La aclivacion de células especificadas como células fundadora conduce a las
divisiones celulares asimétricas que consfifuyen la iniciacién del desarrollo de un
primordio de una rafz lateral (Van Norman et al., 2013). En respuesta a tratamientos de
24 horas con Sortin2 se detecta un aumento en la densidad de primordios (Figura 2),
sugiriendo que Soriin2 estimula fa iniciacién del desarrollo de primordios.

Interesantemente, el efecto de Sortin2 sobre la densidad de primordios se
observa a lo largo de toda la raiz principal, tanto en la zona de formacion como en la
zona de ramificacién (Figura 2 E y F). El efecto de Soriin2 es esperable en un tejido
donde se define la formacién de las raices laterales como lo es la zona de formacion.
Sin embargo, es sorprendente que Sortin2 aumente también la densidad de primordios
en la zona de ramificacién, ya que es una zona altamente diferenciada de la raiz

principal. En efecto, se ha podido observar que una plantula creciendo en condiciones
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normales, es decir sin estimulos experimentales, define un ntimero finito de primordios
en la zona de ramificacion, sin registrarse eventos de formacion de novo de las raices
laterales, al analizar la misma plantula dias posteriores (Dubrovsky et al., 2006). Sin
embargo, nuestros datos, en contraste con lo expuesto en la literatura, revelan un
aumento de la densidad de pritmordios en la zona de ramificacion, alcanzando 2 veces
la densidad de la condicién control, Esto sugiere que Sortin2 induce la formacion de
novo de las raices laterales, en la zona de ramificacion de la raiz principal. La
formacion de novo de las raices laterales, es consistente con el aumento de Ia
expresién de GATA23 en el periciclo, en respuesta a Sortin2, ya que se requiere la
expresion de GATA23 para especificar una célula fundadora y estimular la iniciacion.

En conirasie al efecto que se observa en respuesta a tratamientos de Sortin2
por 24 horas, la densidad de primordios en la zona de ramificaciéon de plantulas
tratadas con Sortin2 por 48 y 72 horas, presenta [a misma densidad de primordios que
el observado en tratamiento control (Figura 2). Se puede argumentar que podria existir
una capacidad limitada de generar raices laterales, dentro de esta zona de la raiz
principal, que alcanzd su maximo, después de responder al fratamiento con Sortin2.
Alternativamente, la molécula de Sortin2 podria ser degradada o desactivada
biolégicamente en el medio de cultivo luego de varios dias, Sin embargo, podria ser
descartable esta dltima alternativa, ya que en Ia zona mas joven de la raiz principal, la
zona de formacion, Sortin2 induce un aumento de § veces respecto de la condicién
control de la densidad de primordios a las 48 y 72 horas de tratamiento con Sortin2
(Figura 2 F)

Basados en que la densidad de primordios en la raiz principal disminuye
cuando se aumenta el tiempo de duracion del tratamiento (Figura 2 C). Ademas,
considerando que la densidad de las raices laterales emergidas aumenta con el tiempo

de duraciéon del tratamiento (Figura 2 B). Entonces, aunque no se tiene evidencia
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directa, nuestros datos sugieren que los primordios que son inducidos por tratamientos
con Sortin2 logran progresar hasta la emergencia de la raiz lateral. Alternativamente,
estos datos también podrian sugerir que Sortin2 promueve tempranamente la
formacion de primordios y luego promueve la emergencia de estos érganos y también
de aquellos que estaban preestablecidos en las plantulas al momento de recibir el
tratamiento con Sortin2. La evaluacion de un efecto de Sortin2 sobre la velocidad del
desarrollo de un primordio hasta su emergencia, podria ser evaluado en futuras
investigaciones mediante un seguimiento continuo en el tiempo del desarrollo de un
primordio o mediante un perfil de los estadios de desarrollo de los primordios, en
respuesta a tratamientos con Sortin2, durante distintos tiempos.

Los tratamientos localizados con Sortin2, mediante placas SAP, son capaces de
inducir un aumento en la densidad de RL (Figura 3 A y B), lo que esta en el mismo
sentido de inducir raices laterales de novo, post-estimulacién de la zona diferenciada
de la raiz primaria, la zona de ramificacién. Sin embargo, también se reconoce que las
placas SAP presentan limitaciones técnicas donde se abrid la oportunidad para realizar
mejoras al disefio experimental utilizado en esta tesis. La primera limitacién técnica es
que los tratamientos con placas SAP, se desarrollan en posicion horizontal. La
horizontalidad evita que los medios de diferente composiciéon se deslicen por gravedad
y tomen contacto fisico entre si. Sin embargo, y a pesar de que los resultados se
comparan con un tratamiento control, se agregan efectos de gravi-estimulacién en el
analisis mediante el procedimiento que se siguié en esta tesis. La segunda limitacién
técnica es la dificultad de marcar la zona de la raiz principal que toma contacto con el
tratamiento con Sortin2. Esto impide retirar las plantulas del tratamiento y realizar
andlisis bajo microscopio, de primordios o de marcadores tempranos de la formacién
de las raices laterales, sobre la zona sometido a tratamiento con Sortin2. Por ello se

evalian los efectos de Sortin2 a partir de los 3 dias de tratamiento, cuando se
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cuantifican las raices laterales emergidas. En el seminario de titulo de Stefénia Morales
realizado en el laboratorio de la Dra. Norambuena, se intentd resolver este tipo de
limitaciones técnicas. En su seminario de titulo se cuantificé la densidad de las raices
laterales especificamente en la zona que tomd contacio con Sortin2 detectando que
SortinZ aumenta la densidad de RL en la zona de [a raiz principal sometida a
tratamiento localizado (Morales, 2015). Ademas, se desarrolldé una estrategia para
realizar evaluar la actividad de lineas reporteras GUS in sifu y asi poder utilizar
marcadores de la formacion temprana de las raices laterales como pCYCB1;1::GUS o
pGATA23::GUS. Esio permitid observar un aumento de la formacion de las raices
laterales en tratamientos localizados con Sortin2 (Morales, 2015).

Existe un evidente mayor niimero de primordios en estadio | y Il, sugiriendo que
Sortin2 induce la formacion de las raices laterales desde la iniciacién. Se logra detectar
un mayor ntmero de primordios en estadios de desarrollo tempranos (estadio del | al
V), en tratamientos durante 24 horas con Sortin2, respecto a un fratamiento control
(Figura 3 E). Consisteniemente, un primordio se desarrolla, desde el estadio | hasta el
IV, en aproximadamente 24 horas (Péret et al., 2012; VoR et al., 2015), sugiriendo que
los primordios en estadio IV en las plantulas que recibieron tratamiento con Sortin2, se
iniciaron en las primeras horas de tratamienio. Es importante hacer notar la amplia
desviacion de los datos obtenidos en esie experimento, probablemente como resultado
de un numero bajo de planta analizadas (Figura 3 E). Es necesario repetir el
experimento aumentando el nimero de plantulas analizadas y agregando en el analisis
una caracterizacion de localizacion de los primordios a lo largo de la raiz principal.

Por dliimo, se observod la iniciacion de novo de las raices laterales al aplicar
Sortin2 sobre plantulas completamente carentes de 6rganos laterales (Figura 8). Esta
evidencia despeja cualquier duda que pueda generarse al realizar experimentos como

los anteriormente mencionados, con plantulas que tienen un desarrollo de pre-
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patterning normal. Ya que, en estas plantas carentes de raices, los tratamiento por 24
horas con Scortin2, inducen una muy evidente aparicion de abundantes primordios,
tanto en la zona meristematica, ubicada entre las lineas semi-punteadas rojas, como
en la zona de diferenciacion, ubicada mas proximal de las lineas semi-punteadas rojas

(Figura 8).

4.2 Rol de la sefalizacién candnica de auxina en la formacion de las

raices laterales inducidas por Sortin2.

421 Localizacion de la acumulacion de auxina; homeostasis y transporte de

auxina.

La localizacién de la acumulacién de auxina es el resultado de la homeostasis
de la hormona auxina y de su transporte a través del tejido radicular. Por lo fanto es
muy interesante el hecho de que la localizacion de la acumulacidn de auxina detectada
mediante la respuesia franscripcional de los reporieros de auxina, se mostré sin
variaciones mayores respecto a la condicion control, tanto en la zona de diferenciacién
como en la zona meristematica de la raiz principal. El resultado es coherente con lo
que se ha mostrado anteriormente, en plantulas completas mediante ensayos
fluorométricos, donde se observd que la actividad pDR5, es similar a un tratamiento
control, en plantulas tratadas por 24 horas con Sortin2 (Pérez-Henriquez, 2010; Pérez-
Henriquez et al., 2012)

Sortin2 modificd levemente la localizacion de la acumulacion de auxina, en
raices de plantulas plAA2::GUS. La actividad de plAA2 en plantulas sometidas a

tratamientos con Sortin2 incluyé méas capas celulares que la vasculatura que se

117




observa en condiciones controles, Esta localizacion de [a acumulacion de auxina puede
ser consec;Jencia de un efeclto de deslocalizacién de los transportadores de auxina en
esas capas celulares, interrumpiendo el correcto flujo y distribucién normal de esta
hormona. Alternativamente, Sortin2 pedria estar gatillando directamente la actividad
franscripcional de plAA2 sin que esté asociado a una modificacion de los niveles de
auxina en esas células, Sin embargo, en esta tesis se comprobé que Sortin2 no gatilla
la sefializacién de auxina, ya que no estimula la degradacion de DIl- VENUS y por lo
tanfo se sugiere que el aumento de respuesta de plAAZ no resultaria de un aumento
directo de la actividad transcripcional de plAAZ,

Aln mas, es evidente morfolégicamente que el efecto de Soriin2, detectable
por el marcador de respuesta transcripcional a auxina plAA2, se observa solamente en
la zona meristematica y que no se observa en la zona de diferenciacién de Ia raiz
principal (comparar Figura 4 D y E). Recientemente se revel6 un importante papel para
la sefalizacién de auxina en la endodermis como una senal que fomenta la iniciacion
de las raices laterales (Kumpf et al., 2013; Vermeer et al., 2014). Asi, la localizacién de
la acumulacién de auxina en capas celulares como la endodermis o corieza, en
respuesta a Sortin2, puede ser un mediador del efeclo de este compuesto como un
inductor de la formacién de las raices laterales. Sin embargo, la induccién por Sortin2,
de la formacién de raice laterales de novo, en la zona de diferenciacién de la raiz

principal, se desarrolla en un contexto en donde Sortin2 no genera un cambio en la

localizacion de la acumulacion de auxina reportada tanto por pDRS como por plAAZ.

4.2.2 Sefalizacion intracelular de auxina.

Es crucial para la transduccién de la sefial de auxina, la degradacion de

proteinas codificadas por genes Aux/IAA. Las mutante jaa28-7, y también sir-1,

118




incapaces de degradar a las proteinas Aux/IAA IAAZ8 y |AA14, son insensibles a
Sortin2 en la induccién de la formacion de las raices laterales (Figura 6). Esto
implicaria que la formacion de las raices laterales en respuesta a Sortin2 requiere la
degradacion de las proteinas Aux/IAA, pero es una molécula incapaz de inducir la
degradacion de éstas, a diferencia de la auxina NAA. Ya que, como se observa en la
Figura 5, la aplicacion de 1 yM de auxina ex6gena NAA es suficiente para degradar un
90% de la proteina DII-VENUS presenie en la punta de una raiz principal lo que no se
produce en tratamienios Sortin2 (Figura 5). Interesantemente, fratamientos maéas
extensos con Sortin2, tampoco induce [a degradacion de DI-VENUS (datos no
mostrados) descartando gue se requiera de mayor tiempo para que Sortin2 tenga ese
efecto. Por otro lado, resultados equivalentes cuando se evallia la acumulacién de DIl-
VENUS en un plano focal donde se observan todas las capas celulares de la ralz
principal (datos no mostrados), sugirieren que no solo la epidermis, sino también en
todas las capas celulares mas internas, DIFVENUS mantiene su nivel de acumulacién
en presencia de Soitin2.

El reportero DIFVENUS es el reporiero mas sensible de la sefalizacion
intracelular de auxina conocido hasta la fecha (Wells et al., 2013). Su alta sensibilidad
involucra que se alcance la degradacion de la proteina, en respuesta a cantidades
fisiologicas de auxina. Medir la acumulacion nuclear de DI-VENUS en células
fundadoras es un tarea compleja, ya que la acumulacién de auxina que se produce en
esas células, impide su acumulacion. Una proyeccion para los resultados mostrados en
esia tesis, seria desarrollar una estrategia que permita medir la sefializacién
infracelutar de auxina, mediante DII-VENUS, en células fundadoras de raiz lateral. Para
este propésito, se podria aplicar temporalmente un inhibidor como MG132, del
mecanismo de degradacion proteica por proteosoma, que media [a degradacion de DIl

VENUS., Aungue no existe evidencia que MG132 sea funcional en células fundadoras,
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se ha reportado que es eficiente en impedir la degradacién de DII-VENUS en células

meristematicas en la punta de una raiz principal (Brunoud et al., 2012).

4.2.3 Requerimientos moleculares de la sefializacion canonica de auxina en la
formacicén de las raices laterales inducidas por Sortin2.

Los resultados sugieren que la actividad del complejo SCFTRAFEI3

no se
requiere para observar el efecto de Sortin2 como un inductor de la formacién de las
raices laterales (Pérez-Henriquez ef al., 2012). Este resultado, es consistente con que,
frente a Sortin2, pDR5 y plAA2 no se activen en la zona de diferenciacion y también
con los inalterados niveles de DII-VENUS, en la punta de la raiz principal. Sin embargo,
en [a familia de receptores TIR/AFBs existen al menos 6 miembros (Calderon-
Villalobos et al., 2010; Calderdn Villalobos et al., 2012). Los receptores AFB4 y AFBS5,
que se enconfraria funcionales en la mutante firfafb?,2,3, han sido estudiados
recieniemente. AFB4 se reconoce como un mediador negative de la sefalizacion de
auxina (Greenham et al., 2011). Mientras que, para AFB5 solo se ha descrito que une
derivados de auxina, pero sin una caracterizacién funcional asociada (Calderén
Villalobos et al., 2012). Por ofro lado, reafirmando la herramienta genética tir1/afb1,2,3,
se ha reconocido recientemente que el componente AFB3 seria el implicado mas
directamente en la formacion de las raices laterales {Vidal et al., 2010; Si-Ammour et
al., 2011; Calderéon Villalobos et al, 2012). Por lo tanto, a pesar de que seria
importante estudiar la relacion de AFB4 y AFB5 en la actividad de Sortin2, la mutante
tir/afb1,2,3 es una buena herramienta para evaluar el rol a nivel del receptor de la via
de sefializacién candnica de auxina en respuesta a Sortin2.

La proteina SLR/IAA14, mantiene reprimida la activacion génica que producen

los factores ARF7 y ARF19. Esta funcién represora de SLR/IAA14 implicaria que
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Sortin2 requeriria de la funcién molecular de los factores ARF7 y ARF19. Sin embargo,
la doble mutante perdida de funcidn arf7arf19 presenta los mismos niveles de
induccién de las raices laterales que una planta silvestre (Figura 6 F y G). Estos
antecedentes en conjunfo sugieren que en el mecanismo de induccién de [as raices
laterales en respuesia a Sortin2, se establece una via de sefalizacién distinta a la
sefializacion candnica de auxina, que contempla una degradacion de SLR/IAA14
independiente de SCFE-TRYA13 v que ademas involucraria la funcién molecular de

componentes o factores de transcripcion, distintos a ARF7 y a ARF19.

4.3 Cambios transcripcionales en respuesta a Sortin2.

Plantulas sometidas a tratamientos con Sortin2 responden modificando los
niveles de transcritos claves para la formacion de las raices laterales. Genes cruciales
para la formacién de las raices laterales como GATA23 e IAA28 presentan cambios en
sus niveles de expresion Figura 6. Estos cambios transcripcicnales sustentan la idea
de generar un perfil transcriptdmico para identificar masivamente aquellos genes cuyos

niveles de transcrifos se modifican en respuesta a Sortin2.

4.3.1 Perfil de expresion mediante secuenciacién masiva de RNA (RNA-seq).

La secuenciacién masiva de RNA (RNA-seq), es una técnica que presente
importantes ventajas sobre el microarreglo, permitiedo .identificar cambios de niveles de
transcritos de genes para los cuales no hay sondas disponibles en los microarreglos.
En efecto, 83 de los 1361 y 1049 de los 6408 genes diferencialmente expresados en
respuesta a Sortin2 y NAA, respectivamente, no tienen una sonda disponible en el

microarreglo Arabidopsis 3 de Agilent®, confirmando la pertinente seleccion de la
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técnica del RNA-seq sobre microarreglo.

El anélisis de los datos obtenidos medianie RNA-seq constituyen un paso
crucial para poder asegurar la veracidad de los mismos. Para el analisis se
seleccionaron sélo con las lecturas que superan un 95.9% de probabilidad de haber
sido correctamenie secuenciadas. También, para asegurar un conteo de las lecturas
que refleje fidedignamente la cantidad de transcritos presentes én cada condicién, se
utilizé método en modo “interseccidn estricta”, lo que permite descartar empalmes con
regiones infrénicas y extragénicas. Una porcién de un 0.05% de los datos obtenidos
por RNA-seq fueron validados mediante qRT-PCR y se obtuvo una alta cotrelacion
entre los valores de veces de cambio obtenidos mediante RNA-seq con [os obtenidos
mediante gqRT-PCR, alcanzandc un coeficiente de correlacion R* =0,89 (Figura 19 y
Figura 20). Esto apoya que los datos del RNA-seq son confiables para obtener
conclusiones biolégicas a partir de ellos, ya que los datos obtenidos pueden ser

validables por técnicas anédlogas.

4.3.2 EIl nimeros de genes de la respuesta transcripcional de Sortin2 es menor

que la de NAA.

La respuesta transcripcional que induce Sortin2 en el tiempo analizado de 6
horas es mas acotada que la inducida par NAA. El nimero de genes diferencialmente
expresados, tanto positivamente como negativamente, en respuesta a Sortin2 es ~5
veces menor que en respuesta a NAA (Figura 12). Este resultado se puede aludir como
una consecuencia del tiempo escogido en que un 50% de las plantulas fratadas con
Sortin2, estan activadas mitéticamente, mientras que en NAA es un 100%. Sin
embargo, esto no explicaria que fuese 5 veces mas pequefio en cuanto al niimero de

genes. Este resultado es coherente si se considera la actividad pleiotrépica de NAA,
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como una molécula con actividad auxina cuya funcién regulatorio es amplia. Aunque
por su puesto, no se puede descariar que se pudieran obterier resulfados diferentes
con un mavyor tiempo de fratamiento con Sortin2 & selecciohando poblaciones de
plantulas igualmente activadas mitéticamente en ambos tratamientos.

Alternativamente, un mayor {amario de [a respuesta franscripcional se podria
plantear la hipdtesis de que NAA posee una mayor facilidad de ingresar al tejido
radicular que Sortin2. Sin embargo, tratamientos con 6 horas de Sortin2 induce un
aumento de la actividad de pGATAZ23 especificamente las células del periciclo. Atn
mas, experimentos con gRT-PCR muestran que cambios en los niveles de franscrito de
GATAZ23 se observan ain mas tempranamente. Estos resultados en conjunto sugieren
que Sortin2 induce una respuesta transcripcional, en un tiempo atn menor que el
utilizado para el perfil de expresién por RNA-seq.

Finalmente, sin duda que el tamafio de la respuesta transcripcional es s6lo un
referente del nimero de genes diferencialmente expresados, pudiendo tener pocas
implicancias respecto a los procesos biolégicos que estos genes estan representando.
Es en este contexto donde la informaciéon de las evaluaciones de enriguecimiento
funcional fueron determinantes para obtener conclusiones biolégicas del perfil

transcriptémico de Sortin2 y NAA.

4.3.3 Aproximaciones bicinformaticas para extraer informacién biolégica del

perfil transcriptémico comparativo entre Sortin2 y NAA.

En un perfil transcriptdmico en respuesta a un estimulo guimico, cambian los
niveles de transcrito de cientos o miles de genes (De Rybel et al., 2009; Hicks and
Raikhel, 2012; Xuan et al., 2013). Esto también ocurre para el estimulo quimico con

Sortin2 (Figura 12). Estudios transcriptdmico masivos revelan que solo una porcion de
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los genes diferencialmente expresados, en raices, en respuesta a NAA, participarian
en fa formacién de las raices laterales (Himanen et al., 2004; Vanneste et al., 20054a;
De Smet et al., 2008, De Rybel et al., 2012). Es mas, usando el inductor especifico
para la formacion de las raices laterales, NAXILLIN, se modifican diferencialmente los
niveles de transcrito de ~550 genes, mientras que sélo ~270 de ellos se alude a que
padrian participar en la formacion de las rafces laterales (De Rybel et al., 2012).

En base a lo expuesto en el parrafo anterior, es l6gico pensar que no todos los
genes diferencialmente expresados en respuesta a Sortin2 seran aguellos gue se
modificaron para dar curso a la formacién de las raices laterales en respuesta a este
compuesto. Aun menos l6gico seria pensar que todos los genes, con un rol en la
formacién de las raices laterales en respuesta a Sortin2, tienen una relacion gen-
funcién biclogica definida y anotada en bases de datos. Para obtener informacion
biolégica desde el perfil transcriptémico realizado en esta iesis, se estudiaron los
cambios transcripcionales detectados desde una perspectiva integral. Se estudiaron los
procesos biolégicos que subyacen a esos cambios transcripcionales y posibles

reguladores moleculares de estos cambios transcripcionales de la respuesta.

4.3.4 Los procesos biologicos enriquecidos entre los genes DEG de respuesta a

Sortin2 difieren de los asociados a los DEG de respuesta a NAA.

La herramienta GoTermMapper de Princeton University (Boyle et al.,, 2004)
resultd mejor evaluada que las herramientas alternativas para los estudios de
enriquecimiento de procesos bicldgicos como Gorilla (Eden et al., 2009), VirtualPlant
(Katari et al., 2010), PlantGSEA (Yi et al., 2013) y Amigo (www.geneontology.org), en
términos del tiempo de respuesta de los resultados, la estabilidad de la plataforma, el

tiempo que el servidor guarda los resultados para visitas posteriores y la posibilidad de

124




usar un archivo de asociacion personalizado.

Una visién amplia y comparativa, asi como la separacién entre genes DEG- y
DEGH+ fue clave para facilitar la comprension de los resultados. Al separar los genes en
DEG+ y DEG-, se puede deteciar el tipo de modificacién transcripcional predominante
en la sobrerrepresentacion o sub-representacion de un determinado proceso y
biclégico. Por ejemplo, los procesos bioldgicos: “transporte y “respuesta estimulos
bidticos” estan sobre-representados, entre los genes de respuesta a Sortin2, al analizar
entre todos los genes diferencialmente expresados, (DEG- + DEG+). Sin embargo, la
fuente de esa sobre-representacién es principalmente de los genes DEG+, ya que la
sobre-representacion es muy pequefia o inexistente entre los genes DEG-

La vision comparativa fambién susientd la focalizacién en los genes DEG+ que
se establece en la jerarquizacion piramidal que permitid la identificacién de los genes
GEPPERALS. Esto porque, el 75 % de los procesos bioldgicos (6/8), que estan sobre-
representados entre los genes de respuesia a Sortin2, son mas fuertemente
determinados por lo observado entre los genes que DEG+ que DEG-.

Una mirada comparativa entre Sortin2 y NAA, se pueden visualizar aquellos
procesos biclogicos que se enriquecen exclusivamenie enire los genes de respuesta a
un estimulo v no al otro.

Otros procesos bioldgicos estdn sub-representados entre los genes de
respuesta a Sortin2, como “medificacion de proteinas celulares”, "procesos metabélicos
del DNA”", “ciclo celular” y “traduccidon”, Interesantemente, todos estos procesos estan
opuestameante sobre-representados entre los genes de respuesta a auxina, marcando
diferencias entre los cambios bicldgicos que experimenta la planta en respuesta a
Sortin2 versus NAA

Algunos de estos resultados son faciles de ligar con nuesiros resultados

experimentales. Por ejemplo, [a modificacién de la proteinas celular DIKVENUS cuyos
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niveles en la punia de la raiz son disminuidos exclusivamente en respuesfa a NAA
podria estar con la sobre-representacién del proceso “modificacion de profeinas
celulares” s6lo entre los genes de respuesta a NAA.

El proceso bioldgico “ciclo celular”, entre los genes de respuesta a NAA, esta
mas fuertemente influenciado por los aumentos que por la disminucion de los niveles
de transcritos. Esto es consistente con la evidencia experimental que reporta que en
respuesta a un activador del ciclo celular como NAA, se observa un aumento de los
niveles de franscrito de varios reguladores positivos del ciclo celular como por ejemplo
CYCB1 (Gutierrez, 2008). Sin embargo, el mismo proceso bioldgico, “ciclo celular”,
entre los genes de respuesta a Sortin2, muestra una importante sub-representacién
respecto al genoma. A la vez, Soriin2 induce la activacion de la divisién celular y
también la activacién de pCYCB1, conducente a la formacion de las raices laterales
(Figura 3 y Figura 9). Entonces ¢por qué no estd sobre-representado este proceso
entre los genes de respuesta a Sortin2?. Para responder esa pregunta se pueden tener
varias consideraciones. Primero, el proceso biolégico ciclo celular involucra mas etapas
que solo la division celular, por lo tanto para saber cémo se comparta el proceso
biolégico “divisidbn celular” habria que determinar enriquecimiento en procesos
biolégicos mas especificos, es decir con un menor nivel de abstraccion. Segundo, se
debe tomar en cuenta que para obtener el desencadenamiento de la division celular se
requiere un reducido repertorio génico se da demostrado que la manipulacién -de
solamente 1 reguladoer clave, es suficiente para regular un proceso de division celular
(Himanen et al., 2002), similar a lo que podria estar sucediendo tras la estimulacién

con Sortin2 .
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4.3.5 Periil transcriptémico comiin entre Sortin2 y NAA.

Sortin2 requiere la degradacion de Ia proteina SLR/IAA14, ya que no es capaz
de inducir la formacion de las raices laterales de la mutanie con ganancia de funcién
sir-1. Por lo tanto, existe una probabilidad de que aquellos genes diferencialmente
expresados en ambos tratamientos sean parte de un programa genético comun
necesario para la formacion de las raices laterales.

La aplicacién de Sortin2, al igual de NAA, requiere la degradacién de proteinas
Aux/IAA, para la induccién de [a formacién de las raices [aterales (Figura 6 B-D). La
literatura ha reportado ampliamente la existencia de cambios transcripcionales que son
desencadenados por la degradacion de estas proteinas. Acorde con lo anterior, se
obtuvieron peifiles transcriptémicos para Sortin2 y NAA, con una sobreposicién de
1008 genes entre genes DEG+ y DEG-. Para el caso de los 444 genes DEG+ que son
comunes enire Sortin2 y NAA, se puede destacar que corresponde a un nimero 5.4
veces mayor que el niimero de genes comunes esperado por azar, de acuerdo a una
distribucién hipergeométrica (Fury et al., 2006) que es usado en el algoritmo asociado
a la plataforma web http://nemates.org/MA/progs/overiap_stats.html. Para el caso de
los 564 genes comunes DEG-, este nimero es 7.4 veces mayor que el nimero de
genes comunes esperado por azar. Para ambos andlisis, se consideraron 27,416
genes codificantes como el universo de genes. El hecho de que el sobrelapamiento de
genes encontrado entre ambos estimulos no es resultado del azar, podria estar
indicando que el perfil transcriptéomico comiin entre Sortin2 y NAA corresponde a
herramientas genético-moleculares compartidas entre Sortin2 y NAA para desarrollar
rafces laterales. )

Las funciones biolégicas en las que participaria este grupo de genes comiines

entre Sortin2 v NAA se desprende del analisis de enriquecimiento funcional en la
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Figura 15 C. Procesos como “diferenciacion celular” y “crecimiento celular” son los
inicos dos procesos bioldgicos enriquecidos entre los 1008 genes de este grupo.
Ambos procesos son necesarios y caracteristicos en general de cualquier proceso
organogénico y en particular, en este caso, de la formacion de las raices laterales. El
enriquecimiento de estos procesos biologicos seria consistente con la hipdtesis que
este grupo de genes compartidos en los perfiles de Sortin2 y NAA son parte de un

programa genético establecido para la formacion de las raices laterales.

4.3.6 Caracteristicas de los genes de expresion diferencial exclusivamente en

respuesta a Sortin2 .

Sortin2 no activa a los reporteros transcripcionales pDR5 y plAA2 como lo hace
NAA exodgeno (Figura 4), Tampoco degrada al reportero de sefializacion DII-VENUS
como lo hace NAA exdgeno (Figura 5). Por lo tanto la diferencia franscripcional enire
Sértin2 y NAA debiera tener un significado biologico. Este significado se reafirma
cuando se analizaron los genes cuyos niveles de franscritos se modificaron en Sortin2,
pero no en NAA, es decir los genes “Sortin2”. En particular porque estos genes
enriquecen procesos biolégicos diferentes a los enriquecidos en los genes “NAA”.

Procesos enriquecidos entre los genes “Sortin2” y no enriquecidos entre los
genes "NAA” sugieren que se ufilizan diferentes mecanismos para inducir la formacion
de las raices laterales. En efecto, proceso como “respuesta a estimulos bidticos”
pueden estar indicande un mecanismo biologico a través del cual se produce la
induccién de las ralces laterales en respuesta a Sortin2. Esto sustentado en el hecho
de que se encuentra bien descrito en la literatura que el contacto del sistema radicular

con cierfos microorganismos beneficiosos - un ejemplo de un estimulo bidtico-, son

inductores de un cambio de la arquitectura radicular, a través de la estimulacién de la
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ramificacién (Gutiérrez-Luna et al., 2010). Procesos biolégicos enriquecidos entre los
genes “Sortin2” como “respuesia a estrés”, podria simplemente estar representando
una respuesta generalizada a la aplicacién exdgena de un quimico sintético como
Sortin2. Sin embargo, en respuesta a NAA, también una molécula sintética, no se
enriquece los mismos procesos bioldgicos como respuesta a “estimulos bidticos” 6
“respuesta a estrés”, sugiriendo que los procesos bioldgicos que subyacen a la
respuesta transcripcional de Sortin2, son mecanismos por el cual se modula la
formacién de las raices laterales en respuesta a este compuesto.

En efecto, Xie et al, postula que es posible que las plantas usen mecanismos
para dirigir respuestas de crecimiento a través de la respuesta franscripcional a un
cierio tipo de esirés (Xie et al.,, 2014). Esta es una concepcidon que deriva de la
participacion de REVOLUTA, un determinante del patterning temprano de la hoja, que
actla como un sensor de estrés oxidativo dirigiendo la expresion de WRKY53, para
dar forma a la hoja en etapas tardias de su desarrollo (Xie et al., 2014). REVOLUTA y
WRKY53 tienen un patrén de exprésion complementario, por lo que se sugiere que
podrian dar forma al sistema radicular también (Xieﬁ et al., 2014). Es mas, sefiales de
estrés oxidativo pueden incluso controlar los niveles de transcritos de reguladores
moleculares de la diferenciacion celular, que son regulados transcripcionalmente por
auxina. Plantulas con esfrés oxidativo en el cloroplasio por sobreexpresion de la
enzima glicolato oxidasa, aumenta en ~10 veces los niveles de transcritos del factor de
transcripcion GATAZ23, el primer especificador descrito para las células fundadoras de
las raices laterales (Balazadeh ef al., 2012).

En el marco del proyecto de tesis doctoral de Carlos Rubilar en el laboratorio de
la Dra. Norambuena, se logrd visualizar un aumento de especies reactivas de oxigeno
(ROS) en respuesta a tratamientos de menos de 1 hora con Sortin2. Utilizando el

inhibidor de ROS, difenileno iodonium (DPI), fue posible inhibir la formacion de las
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raices laterales en respuesta a Sortin2. Tratamientos con DPI también produjo una
inhibicién de la respuesta a NAA exégeno en términos de la formacion de las raices
laterales. Esto sugiere que tanto Sortin2 como NAA es mediado en su seiializacién por
sefiales dependientes de ROS. Esta conclusién se sustenta en el recientemente
revelado rol de la sefalizacion ROS en la formacion de las raices laterales (Manzano et
al., 2014).

Ofros procesos enriquecidos en los genes “Sortin2” como “comunicacion
celular”, podrian estar representando el establecimiento de la comunicacién que se ha
propuesto que debe existir entre las células del protoxilema y las células de periciclo, al
momento de la definicién de células fundadoras de raiz lateral, en el meristema basal
de la raiz principal (De Smet ef al., 2007; Yue and Beeckman, 2014). Asi mismo,
pueden formar parte de la comunicacién entre la endodermis y el periciclo al momento
de la iniciacién de una raiz lateral, que se sabe que existe, pero cuyos participantes
moleculares no son conocidos (Kumpf et al., 2013; Yue and Beeckman, 2014),

E! proceso de "comunicacién celular” enriquecido entre los genes “Sortin2”,
también pude estar representando un papel fundamental en las seifiales que entrega la
capa mas externa de la rafz LRC (Lateral Root Cap). Las células de LRC movilizan un
precursor de auxina que tiene influencia en la definicion hacia célula fundadora que se
establece en las células del periciclo, en la porcidon mas interna la raiz principal. La
respuesta a Sortin2 podrian estar induciendo la sefial de comunicacion que se ha
aludido que existe entre estas capas celulares (De Rybel et al., 2012; Kumpf and

Nowack, 2015; Xuan et al., 2015).
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4.4 Sortin2 afecta una via de sefalizacién parcialmente diferente de la

sefalizacién candhica de auxina.

Tratamientos con Sertin2 inducen la formacién de novo de raices laterales, Para
observar el efecto inductor de la formacion de las raices laterales, no se requiere la
actividad del receptor de auxina tirfafb1,2,3 (Figura 5 y Pérez-Henriquez et al, 2012).
Sin embargo, se ha demaostrado que la mutante tirfa/afb7,2,3 no responde a la
aplicacién de auxina exégena, en términos de la formacion de las raices laterales
(Dharmasiri et al., 2005b). Esto genera un elemento de separacién enire las vias de
Sortin2 y Auxina (Figura 23 - (1)).

Otros estimulos exdgenos, también inducen la formacion de las raices laterales
de manera independiente al receptor de auxina TIR1, al igual que Sortin2. Un ejemplo
de esto es la induccién mecanica de la formacion de las raices laterales (Richier et al.,
2009). Aunque se conoce poco de la via de transduccién de la sefial que utilizan los
estimulos mecénicos, estd bien descrito que requiere de la sefializacién por Ca*™.
Consistentemente con lo anterior, los inhibidores del flujo de Ca* como LaCl,, impiden
la estimulacién mecanica de las raices laterales (Richier et al., 2009). Los resultados
obtenidos en el marco del proyecto de tesis doctoral de Carlos Rubilar muesfran que la
inhibicién de la respuesta a Ca* y de ROS, inhiben la formacion de las raices laterales
estimuladas por Sortin2. Interesantemente, la inhibicion de la respuesta a Ca*, no
inhiben la formacién de las raices laterales estimuladas por NAA exdgena (Rubilar,
2013). Por lo tanto, los mecanismos de transducir la sefial de induccién de la formacién
las raices laterales por aplicacién exégena de Sorfin2 y NAA, son separables en este
punto (Figura 23 - (2)).

Otra importante diferencia de Sortin2 frente a [a sefalizacién por auxina se
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revela dado que Sortin2 requiere la degradacién de proteinas Aux/tAA, pero no gatilla
su degradacion {(Figura 5 y Figura 23 - (3)). Es coherente entonces que como resultado
de mecanismos de firansduccién de la sefial diferentes existan respuesta
franscripcionales asociadas a procesos biologicos diferentes (Figura 15 y Figura 23 -
(4) ).

Asi mismo, los elementos de regulacién transcripcional que utilizan Sortin2 y
NAA para montar sus respectivas respuestas transcripcionales, son diferentes (Figura
16 y Tabla V). El sitio de unién para el factor de transcripcion TGA1 es el mas
enriquecido entre los promotores de [os genes de respuesta a Sortin2. El regulador
franscripcional TGA1 interactia con proteinas como NPR3 para lograr la induccién de
factores del tipo WRKY, como parte de la transduccién de Ia seiial de la hormona écido
salicilico (Gruner et al., 2013; Shi et al., 2013). Tanto NPR3 como factores WRKY son
parte de los genes identificados en esta tesis con putativa participacion en la formacién
de las raices laterales en respuesta a Sortin2, GEPPERALS (Figura 17 y Tabla VI). El
factor TGA1 fue descrito recientemente como un regulador de la iniciacién de las raices
laterales en respuesta a nitrato (Alvarez et al., 2014). Es plausible esperar que otros
interactores moleculares de TGA1 como los son algunos miembros de los genes
GEPPERALS (NPR3 y WRKY 51/54/70), tengan una participacion la formacion de las
raices laterales en respuesta a Sortin2 (Figura 23 - (¢,57)). Es parficipacién se puede
producir ya sea directamente en la iniciacion o en la emergencia de las raices laterales
o sobre la sefializacidn dependiente de la degradacién de las proteinas Aux/IAA
(Figura 23 (¢,6-77)). También se podria producir a través de genes para la induccion de
las raices laterales que responden a Sortin2 ({Figura 23 (2,87)), los cuales podrian
estar interactuando o no con los genes de Induccidon de las raices laterales en
respuesta a auxina ((Figura 23 (¢9-107)).

Resultados preliminares realizados durante esfa tesis indican que mutantes
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insercionales, no genotipificadas, en lo genes WRKY51 y WRKY70, poseen un menor
nimero de raices laterales que una plania silvestre, alin cuando poseen un tamafio de
raiz principal mayor, lo que indicaria una participacion de estos genes en la formacién
de las raices laterales. Asi mismo, estas mutantes perdida de funcién presentan una
menor densidad de las raices laterales en respuesta a Sortin2 respecto a una planta
silvestre. Interesantemente, una alelo de mutante insercional de WRKY51 en la regién
promotora de este presenta una aumento en Ia intensidad de respuesia frenie a
Sortin2. Estos resultados deberan ser corroborados en mutantes genotipificadas para
establecer mas claramente su participacion en la induccidén de las raices laterales en
respuesta a Sortin2. En todos escenario, la paiticipacion de estos factores de
transcripcion en la formacion de las raices laterales estaria desligado de su
comportamienio como genes de respuesta a salicilato, ya que [a aplicacion exdgena de
esta hormona inhibe, en vez de promueve, la formacion de las raices laterales (Figura

22).
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Figura 23. Modelo de interaccion de la via utilizada para responder a Sortin2 con
la via de sefializacion canonica de auxina conducente a la formaciéon de las

raices laterales (RL).

La via utilizada para formar raices laterales en espuesta a Sortin2 (flechas verdes) difiere
de la sefializacién cancnica de auxina (flechas azules) en al menos 4 puntos. (1) La via
utilizada para responder a Soriin2 es independiente del receptor SCFTWATB22  mientras
auxina depende de esa funcién molecular. {2) La via utilizada para responder a Sortin2,
pero no la sefializacién canénica de auxina, es inhibible por inhibidores de calcio (Rubilar,
2013). El efecto sobre Ja formacion de raices laterales tanto de Sortin2 como de auxina son
inhibibles por inhibidores de la formacién de ROS (Rubilar, 2013). (3) La via de respuestia a
Sertin2 requiere pero ne induce la degradacion de proteinas, mientras que auxina, induce y
requiere la degradaciéon de estas protelnas. (4) La via de respuesta a Sortin2 induce
cambios franscripcionales, diferentes a los modifficados en auxina, en Genes con una
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Putativa Participacién En la formacién de RAices Laterales en respuesta a Sortin2,
GEPPERALS, {;57) Los genes GEPPERALS NPR3, WRKY51, WRKY54, WRKY70
podrian estar formando una via de regulacion de expresién génica que incluiria a TGA1.
Esto esta basado en que los genes “Sortin2” tienen enriquecido en su regién reguladora a
los TFBS para el factor de transcripcién TGA1. (¢67) Los genes GEPPERALS podrian
controlar la exprasion de "genes de induccién de RL por auxina” actuando rio arriba de Ia
degradacion de proteinas Aux/IAA, Esto esta basado en que la degradacion de protelnas
Aux/IAA es requerida para |la formacion de [as raices laterales en respuesta a Sortin2.
(¢77) Alternativamente, los genes GEPPERALS podrian controlar la expresién de “genes
de induccion de RL por auxina” actuando rio abajo de la degradacion de proteinas Aux/AA.
Esto esta basado en que Sortin2 no induce la degradacién de proteinas Aux/IAA. (¢87) Por
ultimo, los genes GEPPERALS podrian conducir la expresién de “genes de induccién de
RL por Sortin2" actuando de manera paralela a las proteinas Aux/IAA. Esto también esta
basado en que Sortin2 no induce la degradacion de proteinas Aux/IAA. {(¢97) Los “genes
de induccion de RL por Sortin2” podrian estar rio arriba o rio abajo de los “genes de
induccion de RL por auxina™, (¢107) Los “genes de induccién de RL por Sortin2” podrian
participar en la formacion de las raices laterales sin ser mediado por los *genes de

induccion de RL por auxina”.

135




5 CONCLUSIONES

1. Sortin2 induce la etapa de [a iniciacion de las raices laterales, lo que
correlaciona con la induccién de marcadores de actividad mitética y de definicién de
célula fundadora de raiz lateral en la capa celular del periciclo, donde se inician las

raices laterales.

2. La formaciéon de las raices laterales etimulada por Sortin2 requiere de
componentes moleculares parcialmente diferentes de la sefalizacion candnica de
auxina. Sortin2 estimula la formacién de las raices laterales en ausencia del receptor

F_TIR1IAFB1,2.3

de auxina SC y de los factores de transcripcion ARF7 y ARF19 que regulan

la formacion de las raices laterales como parte de la sefializacidn canénica de auxina.

3. Los genes diferencialmenie expresados que se identifican en raices
sometidas a tratamientos con Sortin2 y a la auxina NAA, se sobrelapan parcialmenie,
permitiendo identificar grupos de genes gue solo responden a uno de los dos
estimulos, los denominados “Sortin2” y “NAA”, ¥ un grupo de genes que reponden a

ambos estimulos, denominado “Sortin2 M NAA”,

4, La modificacién de los niveles de transcrito de los genes “Sortin2 N NAA”
seria relevanie para la formacidn de las raices laterales fanto en respuesta a Sortin2
como en respuesta a NAA. La identificacion de este grupo de genes es consistenie con
que ambos estimulos requieren la degradacion de proteinas Aux/IAA para estimular la

formacién de las raices laterales.

5. Los genes del grupo "Sortin2” estan enriquecides en procesos bioldgicos
diferenies a los asociados a los genes del grupo “NAA". Asi mismo, los elementos de

cis-regulacién enriguecidos entre estos dos grupos tambien son diferentes.
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6. Los genes del grupo “Sortin2” estan enriquecidos en los procesos biolégicos
“respuesia a estimulos bidticos”, “transduccién de sefial” y “comunicacién celular”. A
pariir de estos genes se logrd identificar a Genes con una Putativamente Participacion

En la formacién de RAices Laterales en Respuesta a Sortin2, GEPPERALS. -

7. La evaluacion de [a posible participacién en la formacién de las raices
laterales de los genes NPR3, WRKY51, WRKY54 y WRKY70, miembros los genes
GEPPERALS, se posiciona como una promisoria actividad a realizar en futuras

investigaciones,

8. Sortin2 genera respuestas moleculares parcialmente diferentes a los que
genera la auxina NAA, en cuanto al montaje del perfil transcriptémico y en cuanto a los
requerimientos de camponentes moleculares necesarios para estimular la formacién de
las raices laterales, indicando que Sortin2 estimula la formacion de las raices laterales

mediante una ruta alternativa a la sefializacion can6énica de auxina.
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