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1. ABREVIATURAS

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

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

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

Col: Columbia. Ecotipo de Arabidopsis thaliana.

DNA: DeoxyriboNucleic Acid (Acido desoxirribonucleico).

DNMT: DNA MethylTransferase (DNA metiltransferasa).

dps: Dias post-siembra.

Edu: 5-Ethynyl-2'-deoxyuridine (5-Etinil-2'-desoxiuridina). En el texto hace referencia al
ensayo que involucra la incorporacion de este compuesto al DNA como un
analogo a timidina.

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

enzima como sistema reportero.

HAT: Histone AcetylTransferase (Histona acetil transferasa).

HDAC: Histone deacetylases (Histona desacetilasa).

HMT: Histone MethylTransferases (Histona metiltransferasa).

IAA: Indole-3-acetic acid (acido indol 3 acético). Auxina enddgena.

Ler: Landsber Erecta. Ecotipo de Arabidopsis thaliana.

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

MRNA: RNA mensajero.

MS: Medio de cultivo Murashige & Skoog.

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

NAT: Natural Antisense Transcript (Transcritos naturales antisentido).

NPA: Naphthylphthalamic acid (acido naftiltalamico). Inhibidor de transporte de auxinas.

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

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

PFA: Paraformaldehido.

PIC: Pre-Initiation Complex (Complejo de preiniciacién de la replicacién).

PRC: Polycomb Repressive Complex (Complejo represivo Polycomb).



PS-IP: Pseudo-Schiff Propidium lodide (Tincién de Pseudo-Schiff con ioduro de
propidio).

QC: Quiescent center (Centro quiescente).

gPCR: Quantitative-PCR (PCR cuantitativa).

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

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

RNA: RiboNucleic Acid (Acido ribonucleico).

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

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

siRNA: small interfering RNA (RNA pequefio interferente).

TrxG: Trithorax Group (Grupo Trithorax).

Ws: Wassilewskija. Ecotipo de Arabidopsis thaliana.



2. RESUMEN

La organogénesis en plantas, a diferencia de en animales, puede ocurrir durante
toda su vida debido a la presencia de sus meristemos, los cuales contienen un nicho de
células troncales (SCN) que funge como reservorio para la formacién de los distintos
tipos celulares que conforman a la planta. Como parte de los mecanismos involucrados
en la formacion, el desarrollo y el mantenimiento de los meristemos se encuentran los
factores epigenéticos asociados a modificaciones postraduccionales de las proteinas
histonas, en donde el complejo multiproteico El complejo epigenético Trithorax juega un
papel fundamental en estos procesos. En Arabidopsis, la funcion de ATX1, una de las
principales histonas metiltransferasas del complejo Trithorax, es importante para el
mantenimiento del meristemo apical del brote (SAM), asi como para el meristemo apical
de la raiz (RAM). En la década pasada se postulé a la proteina ULT1 como un
coactivador del complejo Trithorax, ya que interacciona fisicamente con ATX1,
modulando la expresion de genes importantes para el desarrollo del SAM. Debido a la
relacion funcional entre ULT1 y ATX1 en el mantenimiento del SAM, este trabajo se
enfoco en investigar la funcion de ULT1 en el mantenimiento del RAM, y si esta funcion

involucra a ATX1.

Los resultados muestran que ULT1 se expresa en el RAM, incluyendo el SCN,
realizando una funcion tanto en su organizacion celular como en el mantenimiento de su
identidad. Por el analisis de los fenotipos de dobles mutantes ultl/atx1, se determind
genéticamente que los fenotipos observados se deben a la accion independiente de cada
proteina; es decir, mientras que ATX1 participa en el crecimiento de la raiz principal y la
proliferacion de las células meristematicas del RAM, ULT1 participa en el mantenimiento
de la identidad de las células iniciales de la columela y en la respuesta a auxinas. Aunque
las mutantes de pérdida de funcidén para cada una de estas proteinas muestran un
aumento en la proliferacion de las células del centro quiescente, los analisis genéticos
en la doble mutante sugieren que sus funciones son independientes, contrario a lo que
pasa en el SAM. Este trabajo establece a ULT1 como un nuevo componente involucrado

en el mantenimiento del SCN del RAM, ademas de que propone que esta funcién es



independiente de ATX1, mostrando asi que los mecanismos e interacciones a través de

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

3. INTRODUCCION
3.1 Epigenética: Definicion y funcion

En el afio 350 a.c., Aristoteles en su libro Mepi {w_wv yevéoewg (Generacion de los
animales) contradice a la escuela preformista diciendo que el desarrollo de los animales
es un proceso gradual de materia no formada hacia materia organica guiada por algo
que llamo “razon vital”, y que este no es un proceso en donde un animal durante su
desarrollo temprano ya se encuentra preformado y soélo crece. Aunque este pensamiento
ahora nos parece arcaico, realmente la nocion de esta “epigénesis” gradual guiada por
la ‘razén vital’ se puede retomar y extrapolar a lo que ahora entendemos como los
procesos “pre-programados” del desarrollo embrionario, los cuales no son estaticos y se
encuentran influenciados por factores como el medio ambiente. Hoy en dia ya se sabe
que el medio ambiente efectivamente tiene una influencia en el desarrollo embrionario, y
no soélo eso, sino que la exposicion a ciertas condiciones ambientales genera cambios
epigenéticos que tienen consecuencias en la vida adulta del individuo, como es el
aumento en la susceptibilidad a algunas enfermedades (Godfrey, Costello and Lillycrop
2015, Bollati and Baccarelli 2010). A qué nos referimos cuando decimos cambios
epigenéticos? El término “epigenética” fue generado por Conrad Waddington en 1942
(Waddington 2012), quien lo define como “la rama de la biologia que estudia las
interacciones causales entre los genes y sus productos, generando un fenotipo en el
individuo”. En esa época no se sabia que el DNA es la molécula portadora del material
genético, y menos aun, que este se encontraba asociado a proteinas formando la
cromatina, por lo que esta definicién ha cambiado, pero en esencia es la misma. Aunque
existen sutiles diferencias entre las definiciones de epigenética, por fines conceptuales
practicos definiremos a la epigenética como “los cambios estables en la expresion génica
que pueden transmitirse de manera mitética y/o meiética, sin involucrar alteraciones en
la secuencia del DNA” (Berger et al. 2009).



3.2 Mecanismos epigenéticos

En eucariontes el DNA se encuentra asociado a proteinas tipo histonas y
proteinas no histonas formando la cromatina, de la cual se pueden distinguir
principalmente dos conformaciones: Eucromatina y heterocromatina. La eucromatina se
caracteriza por tener una conformacion mas relajada y se localiza en regiones con una
transcripcion alta, mientras que la heterocromatina presenta una conformacién mas
compacta y se encuentra asociada a regiones en donde la transcripcion se silencia
dependiendo del contexto celular, para el caso de la heterocromatina facultativa, y a
regiones pericentromeéricas y telomeéricas donde la transcripcion esta permanentemente
silenciada (Bannister and Kouzarides 2011). Dentro de los diferentes mecanismos que
hacen referencia a la regulacion epigenética y que tienen un impacto en la conformacion
de la cromatina, se describen principalmente tres: Metilacién del DNA, regulacion por
moléculas de RNA largos no codificantes (IncRNAs) y modificacion de proteinas histonas
(Goldberg, Allis and Bernstein 2007). La cantidad de informacion disponible sobre estos
mecanismos es inmensa, pero debido a que en esta tesis solo se aborda la regulacion
epigenética por modificacion de proteinas histonas, los demas mecanismos se

describiran de manera breve.

3.2.1 Metilacion del DNA

La metilacién del DNA es una modificacion que corresponde a la adicion de un
grupo metilo (CHs) en el carbono 5 de las citocinas, la cual esta altamente conservada
en plantas y animales. Esta modificacion esta asociada a represion transcripcional y se
encuentra enriquecida principalmente en regiones heterocromaticas como en
transposones, secuencias repetidas y en los centrédmeros de los cromosomas (Moore,
Le and Fan 2013). En mamiferos uno de los mecanismos epigenéticos mas estudiados
asociados a metilacion del DNA es la impronta genética y la inactivacion del cromosoma
X en hembras durante el desarrollo embrionario (Hellman and Chess 2007), en el cual
se puede apreciar claramente un proceso de silenciamiento genético, estable, heredable

y que no involucra un cambio en la secuencia del DNA, criterios que definen a la



epigenética. Le metilacion del DNA se lleva a cabo por enzimas denominadas DNA
Metiltransferasas (Dnmts), las cuales usan S-Adenosil-L-metionina como donador del
grupo metilo. Se han descrito dos tipos de Dnmts: las que producen metilacién de novo,
que metilan regiones que no se encontraban metiladas; y las de mantenimiento, que
durante la replicacion del DNA se encargan de metilar a la cadena hija en la misma region

que la cadena madre.

En plantas, a diferencia de animales que sélo presentan metilacién en contexto CG,
la metilacién del DNA puede ocurrir en todos los contextos, es decir en CG, CHG, CHH
(en donde H significa cualquier nucleétido menos G). Al igual que en animales, su papel
en la regulacién transcripcional es de represion. Incluso, existe un mecanismo de
metilacién de novo exclusivo de plantas que involucra a las RNA polimerasas exclusivas
de plantas IV y V, asi como moléculas pequenas de RNA (siRNAs). Este complejo
mecanismo incluye muchas proteinas accesorias para la producciéon de siRNAs y su
funcién en la deposicion y propagacion de metilacion y se le denomina RdDM (RNA-
directed DNA methylation). La metilacion del DNA es un proceso reversible, ya que existe
desmetilacion mediada por enzimas (desmetilaciéon activa), asi como disminucién en la
metilacion dada por los eventos de replicacion (desmetilacion pasiva), mostrando asi el
dinamismo de este proceso (Zhang, Lang and Zhu 2018). En Arabidopsis thaliana (de
aqui en adelante Arabidopsis), cerca del 5% de los genes poseen metilacion en sus
promotores, por lo que no juega un papel muy importante en la regulacion transcripcional
en genes, fendmeno que se traduce en que la mayoria de las mutantes con baja
metilacion son labiles y no presentan fenotipos tan severos (Matzke and Mosher 2014,
Zhang et al. 2018); sin embargo en otras plantas con un mayor porcentaje de metilacion,
como el maiz, es de crucial importancia por lo que mutantes de pérdida de funcion incluso
pueden ser letales (Lang et al. 2017). Se ha observado la funcion de la metilacion en la
impronta de ciertos genes en el desarrollo de la semilla, también asociada a la adaptacion
a distintos habitats, asi como en la respuesta hacia el estrés de tipo biético como abidtico
(Lopez Sanchez et al. 2016). A pesar de que se ha visto que la maquinaria de RdDM
esta mas activa en tejidos meristematicos que en el hipocétilo o en hojas diferenciadas

(Baubec et al. 2014, Kawakatsu et al. 2016), y que en el meristemo de la raiz las células



de la columela presentan mayores niveles de metilacion que otras células (Kawakatsu et
al. 2016), no se han observado fenotipos obvios en mutantes de RdDM en los
meristemos de Arabidopsis. Sin embargo, en otros modelos como arroz y maiz se
observan efectos fenotipicos muy evidentes (Wei et al. 2014, Erhard et al. 2009),
sugiriendo que la metilacion podria tener una funcidon importante en la funcion

meristematica aunque aun es desconocida.

3.2.2 RNAs largos no codificantes

Otro mecanismo de regulacion epigenética es el relacionado a RNA largos no
codificantes (INncCRNA). Los IncRNAs son moléculas de RNA no traducidas de mas de 200
nucledtidos, los cuales se pueden categorizar dependiendo de su origen, como son
intronicos, transcritos naturales antisentido (NAT), sobrepuestos (que se originan de
regiones codificantes) y largos intergénicos (Rinn and Chang 2012). Los IncRNAs
pueden tener un impacto en la expresidn genética a través de modificaciones en la
cromatina. El primer IncRNA descubierto a inicios de los 90 fue X-inactive specific
transcript (Xist), involucrado en la inactivacion del cromosoma X a través del
reclutamiento de los complejos represivos de Polycomb (PRC) 1y 2, los cuales colocan
las marcas de represion H2AK119Ub y H3K27me3 en las proteinas histonas para su
represion transcripcional (Loda and Heard 2019). En plantas uno de los mecanismos de
silenciamiento por INcRNA mas descrito es el relacionado con el proceso de vernalizacidn
(el cual consiste en la exposicion a periodos prolongados de frio previos a la floracion)
en donde los IncRNAs COOLAIR y COLDAIR se encargan de reprimir la expresion del
gen FLOWERING LOCUS C (FLC), un factor transcripcional que reprime la floracion.
COOLAIR es un IncRNA antisentido poliadenilado de FLC que se origina en el 3’ del gen,
cuya expresion se activa durante vernalizacion y su acumulacion minimiza la expresion
de FLC. Existe una relacién entre el incremento de la poliadenilacion de COOLAIR y la
represion de FLC, ademas de que COOLAIR es capaz de inducir la desmetilacion de la
marca de activacién transcripcional H3K4me2 en el gen (marca de activacion
transcripcional). COLDAIR, por otro lado, es un IncRNA codificado en sentido, a partir
del primer intrén, cuya funcion es reprimir la expresiéon de FLC, y se propone que es a
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través de la formacién de un asa de cromatina en asociacion con el complejo PRC2 (Kim
and Sung 2017). Se ha determinado que COLDAIR regula la represiéon de FLC durante
la vernalizacion, mientras que la acumulacion de COOLAIR esta mas relacionada con el
mantenimiento de una represién estable (revisado en Wang and Chekanova 2017). Otro
ejemplo de IncRNAs en el desarrollo de plantas es el del IncRNA auxin-regulated
promoter loop (APOLO) el cual se expresa 5 kb rio arriba del gen PINOID (PID) y regula
su expresion. EI gen APOLO forma un asa de cromatina en el promotor de PID
controlando su expresion, el cual esta enriquecido con metilacion de DNA vy la proteina
LIKE HETROCHROMATIN PROTEIN1 (LHP1). Cuando incrementa la concentracion de
auxinas, incrementa la desmetilacion en esta region, el asa se deshace y facilita la
transcripcion de ambos genes, APOLO y PID. Posteriormente, la produccién de siRNAs
dada por la RNA pol IV/V ayuda a la metilacion del locus de APOLO por el mecanismo
de RADM, mecanismo que junto con el reclutamiento de PRC1 porlos IncRNA de APOLO
ayudan a estabilizar el asa para reprimir de nuevo la transcripcién de PID (Ariel et al.
2014). A pesar de que este es un mecanismo rapido, en donde no esta muy claro si
existe una transmision mitética de los cambios transcripcionales para que podamos
considerarlo como regulacion epigenética, nos muestran los posibles mecanismos que

tienen los INcRNA para modificar la cromatina.

3.2.3 Modificaciones postraduccionales de las histonas

Otro mecanismo de regulacion epigenética descrito es el mediado por la
modificacion postraduccional de proteinas histonas. Estas modificaciones se llevan a
cabo principalmente en el N-terminal de las histonas, lo cual puede tener efectos en la
interacciéon entre los nucleosomas y la estructura de la cromatina. Sin embargo, las
modificaciones en las histonas no tienen un efecto en la transcripcién por si solas, sino
que es su efecto radica en el reclutamiento de proteinas a estos loci, como pueden ser
remodeladores de la cromatina, factores transcripcionales, asi como la maquinaria de la
transcripcion. Existe una gran cantidad de modificaciones postraduccionales ya descritas
de las cuales solo se discutiran las mas estudiadas.



La acetilacion de histonas es una modificaciéon postraduccional reversible efectuada
sobre los residuos de lisina de manera antagdnica por enzimas histonas acetil
transferasas (HATSs) e histonas desacetilasas (HDACs) (Bannister and Kouzarides 2011).
Esta modificacidn tiene un efecto directo sobre la cromatina, ya que al reducir la carga
positiva de las histonas interfiere con sus interacciones electroestaticas de las histonas
y el DNA, lo cual tiene como consecuencia una relajacion de la cromatina. La acetilacion
esta asociada con eucromatina, y se da principalmente en regiones de enhancers y
promotores. La acetilacion puede ocurrir en numerosos sitios como H3K9, H3K14,
H3K18, H4K5, H4K8 y H4K12, por nombrar algunos (Kouzarides 2007).

Por otro lado, la metilacion en histonas es una modificacion postraduccional que se
da en los residuos de lisina y arginina. A diferencia de la acetilacion, la metilacion no
tiene un impacto en las cargas electroestaticas de las histonas y se da en un gran numero
de residuos, entre los que tenemos H3K4, H3K27, H3K9, H3K20, entre otros. La
metilacion en los residuos de lisinas puede darse en tres contextos, mono, di y
trimetilacion, aumentando la complejidad en las posibles combinaciones de las
modificaciones postraducionales de las histonas. El efecto que tiene la metilacién en la
actividad transcripcional varia dependiendo del residuo y de la cantidad de grupos metilo
depositados. Por ejemplo, la trimetilacion en el residuo H3K4 (H3K4me3) esta
relacionada con actividad transcripcional, mientras que la trimetilacion en el residuo
H3K27 (H3K27me3) esta asociada con represion transcripcional. Las enzimas
responsables de la deposicidn de esta marca son las enzimas histonas metiltransferasas
(HMT), las cuales tienen un dominio proteico denominado SET, que les confiere la
actividad enzimatica usando como donador de grupos metilo al compuesto S-
adenosilmetionina. Al igual que la acetilacion, la metilacion es una modificacion
postraduccional reversible realizada por enzimas denominadas histonas desmetilasas
(Bannister and Kouzarides 2011). Ademas de la metilacion y la acetilacion existen otros
tipos de modificaciones como fosforilacion, deiminacion, 3-N-acetylglucosaminacion,
ubiquitinacién, sumoilacién, entre otras (Bannister and Kouzarides 2011). Aumentando
la complejidad al fendmeno, se sabe que existen interacciones entre las modificaciones

postraduccionales de las histonas; por ejemplo: el efecto de una marca puede ser



antagodnica sobre otra, como pasa con la H3K27me3 y la H3K27ac. La deposicion de una
marca puede promover la deposicion de otra: la marca H2AK119ub puede estabilizar al
complejo que coloca la H3K27me3. La combinacion de diferentes marcas puede afectar
la union de distintas proteinas a un locus especifico: la unién de la proteina HP1 a la
marca H3K9me2/3 se inhibe por la marca de H3S10 (Zhang, Cooper and Brockdorff
2015, Tamburri et al. 2020).

El complejo multiproteico Trithorax (TrxG) esta involucrado en la regulacion
epigenética por modificaciones postraduccionales de histonas en una gran cantidad de
procesos del desarrollo, tanto en plantas como en animales. TrxG ejerce su funcion a
través de la activacion transcripcional de un gran numero de genes y para entender mas
sobre su papel es importante conocer un poco sobre su historia, composicion vy

mecanismos de accion.

3.3 El complejo TrxG: Descubrimiento, mecanismo y funcion

3.3.1 Descubrimiento y definicion de TrxG

En los afos 40, la Dr. Pamela Lewis describidé en Drosophila melanogaster el primer
gen correspondiente al complejo Polycomb (PcG), Polycomb (Lewis 1947). Décadas
después, su esposo, el Dr. Ed Lewis, determind que mutaciones en Polycomb
provocaban una expresion ectopica de los genes homedticos Hox, causando una
transformacién de los segmentos embrionarios anteriores en posteriores (Lewis 1978).
Posteriormente, se encontraron otros genes que causaban fenotipos similares a los
ocasionados por las mutaciones en Polycomb, describiendo asi las primeras proteinas
del complejo PcG. Anos después se descubrid a la proteina Trithorax, estableciendo que
actuaba como regulador de la expresion de genes Hox y que su ausencia causaba una
transformacién de los segmentos embrionarios posteriores en anteriores, efecto que
antagoniza el efecto causado por la falta de las proteinas PcG (Ingham 1985). A raiz de
este descubrimiento, las proteinas que antagonizan la funcién de PcG con respecto a la

expresion de los genes Hox se clasificaron como proteinas TrxG. Con los afios se
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encontré que ademas de su funcion en la regulacion de genes Hox, PcG y TrxG
participan en multiples procesos, como son la proliferacion celular, diferenciacién,
memoria celular, impronta genética, mantenimiento de la troncalidad, senescencia, entre
otros (Schuettengruber et al. 2011). A pesar de haber sido descritos en Drosophila,
ambos complejos estan altamente conservados en la evolucidn, encontrandose tanto en

animales como en plantas.

3.3.2 Composicion del complejo TrxG en plantas y sus homélogos en
animales

TrxG es un complejo multiproteico cuya funcion principal es la de activar la
transcripcion, funcién antagonica a la del complejo represor PcG. TrxG esta compuesto
por diferentes tipos de proteinas, entre las que se encuentran enzimas de dominio SET
que presentan actividad HMT, enzimas remodeladoras de la cromatina dependientes de
ATP vy otras proteinas asociadas (Tabla 1) (Sanchez et al. 2015). En la planta de
Arabidopsis existen 47 enzimas SET, mientras que en humanos se han identificado 50;
sin embargo, no todas las enzimas actuan como TrxG (Zhang and Ma 2012). Por analisis
de secuencias se ha identificado a ATX1 (ARABIDOPSIS TRITHORAX 1) como el
homologo mas cercano a la HMT de humano MLL y a Trx de Drosophila (Avramova
2009). Por eventos de multiplicacion que ocurrieron antes de la divergencia entre
monocotileddéneas y dicotiledoneas, Arabidopsis generd cinco copias de ATX divididas
en dos grupos: Uno que contiene a ATX1 y ATX2, y otro que incluye a ATX3, ATX4 y
ATXS. Arabidopsis también cuenta con siete isoformas de ATXR (ARABIDOPSIS
TRITHORAX RELATED); sin embargo, por cuestiones de homologia, a la unica que se
le consideraba como un miembro de TrxG era ATXR7, ortdloga a SET1 en animales
(Avramova 2009). En mamiferos existe otra proteina con dominio SET considerada como
parte del complejo TrxG llamada ASH1L (Absent, small or homeotic discs1), de la cual
Arabidopsis tiene cuatro homologos cercanos denominados: ASHH1, ASHH2, ASHH3 y
ASHH4; asi como tres ASH1-related ASHR1, ASHR2, ASHR3 (Alvarez-Venegas 2010).

Ademas de las proteinas histonas metiltransferasas descritas anteriormente,

Arabidopsis también cuenta con enzimas remodeladoras de la cromatina dependientes
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de ATP. Las familias de remodeladores de la cromatina para el complejo TrxG incluyen
a CHD, ISWI e INO80 (Poynter and Kadoch 2016). En Arabidopsis se encuentran dos
homodlogos a SWI/SNF llamados SYD (SPLAYED) y BRM (BRAHMA), y uno
perteneciente a la familia de CHD llamado PKL (PICKLE) (Pu and Sung 2015). Por
ultimo, existe otra serie de proteinas que forman un complejo (que no pertenecen al
grupo de las histonas metiltransferasas ni a remodeladores de la cromatina) denominado
COMPASS (Complex Proteins Associated with Set1). Se les denomina COMPASS al
complejo que se asocia con la HMT Set1, mientras que a los complejos que se asocian
con otras HMT con dominio SET como es el caso de MLL1 en mamiferos, se les
denomina COMPASS-like. A pesar de estas diferencias, se sabe que ambos complejos
comparten un nucleo en comun conformado por las proteinas WDR5, ASH2 y RbBP5
(Poynter and Kadoch 2016, Shilatifard 2008). En Arabidopsis ya se ha caracterizado un
complejo COMPASS-like que contiene proteinas homodlogas a las descritas en animales
llamadas WDRS, ASH2R y RBL (Jiang et al. 2011). En plantas se tiene como un
componente de TrxG a las proteinas ULT, las cuales no estan presentes en animales y
cuentan con un dominio de unién al DNA denominado SAND. A pesar de que en
animales también existen proteinas con dominio SAND, ninguna de ellas forma parte del
complejo TrxG (Nedelcu 2019), convirtiéndola en una proteina unica en su tipo. Debido
a la gran cantidad de proteinas del complejo TrxG descritas para mamiferos, en la Tabla
1 s6lo se muestran las que estan descritas para la planta modelo Arabidopsis y sus

homélogos en mamiferos.

Histona MLL1/2/3/4 ATX1 H3K4 HMT SET (Napsucialy-Mendivil et al. 2014)
metiltransferasas (Pien et al. 2008)

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

ATX2/3/4/5 H3K4 HMT SET (Berr et al. 2009)

12



“Core” de
COMPASS-Like

Remodeladores
de la cromatina

Histona
desmetilasas

Proteinas con
dominio SAND

SET1 A/B

ASH1L

WDR5S

ASH2L

RBBP5

BRM/BRG1

CHD1

uTx

ATXR3/SDG2

ATXR7

ASHH2/SDG8

ASHH1/SDG26

WDR5a

WDR5b

ASH2R

RBL

BRM
SYD

PKL

ELF6
REF6
JMJ13

ULT1/2

H3K4 HMT

H3K4 HMT

H3K36, H3K4 HMT

H3K36 HMT

Unién a Histonas

Unién al DNA

Unién a Histonas

Remodelador de cromatina
dependiente de ATP

Remodelador de cromatina
dependiente de ATP

H3K27 desmetilasas

Coactivador de ATX1

Tabla 1. Componentes de TrxG en Arabidopsis

SET

SET

SET

SET

WD40

Dedo de Zinc

WD40

Bromodominio

CHD

jmjC

SAND

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

(Berr et al. 2009)

(Yang, Howard and Dean 2014).

(Liu et al. 2016)

(Jiang, Gu and He 2009)

(Jiang et al. 2011)

(Jiang et al. 2011)

(Farrona et al. 2011)

(Kwon, Chen and Wagner 2005)

(Aichinger et al. 2011)

(Yang, Howard and Dean 2016)

(Carles et al. 2005)
(Carles and Fletcher 2009)
Este trabajo

En mamiferos ya existe una gran cantidad de informacién bioquimica experimental

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

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

composicion del complejo. Sdlo se cuenta con informacion de interacciones genéticas y

algunas interacciones proteina-proteina aisladas que ha permitido establecer patrones

de interaccién (Fletcher 2017). Esta falta de informacion en Arabidopsis ha complicado

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

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

si esta proteina interacciona con el complejo COMPASS, siendo ATX1 la unica proteina
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con dominio SET de la que se conoce que realmente interacciona con COMPASS (Jiang
et al. 2009). Otro aspecto importante es que histéricamente se considero a las proteinas
TrxG, como a aquellas que son capaces de revertir los fenotipos generados por la

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

En Arabidopsis existe una gran cantidad de proteinas que participan en la
regulacion de genes importantes para el desarrollo que, por falta de informacién, no es
posible asegurar si forman parte del complejo TrxG. Por ejemplo, la proteina
ATXR3/SDG2 que coloca la marca de H3K4me3 y es la principal HMT (la pérdida de
funcién de esta proteina disminuye un 46.4% la macar de H3K4me3 a nivel gendmico)
(Guo et al. 2010, Chen et al. 2017) también es capaz de regular genes importantes para
el desarrollo de la raiz (Yao et al. 2013), considerados como blancos de los
remodeladores de la cromatina tipo PKL (Aichinger et al. 2011) y BRM (Yang et al. 2015).
Debido a que no se ha descrito un efecto antagonico de ATXR3/SDG2 con el complejo
PcG, ni una interaccion con alguna proteina del complejo COMPASS, no es
completamente certero asegurar que esta HMT funciona como un complejo TrxG, ya que
por analisis filogenéticos no es considerada como homologo a MLL1 o Set1 (Springer et
al. 2003). Otro ejemplo de proteinas que podrian ser parte de TrxG en plantas es el de
ALP1 (ANTAGONIST OF LIKE HETEROCHROMATIN PROTEIN1), la cual antagoniza
la funcién de PcG sobre algunos genes de floracion, actuando como un componente de
TrxG. Sin embargo, ALP1 no interactia con miembros de TrxG, sino que se asocia con
componentes de PcG, por lo que se propone que esta proteina antagoniza a PcG
bloqueando su interaccion con otros factores (Liang et al. 2015).

Hasta este punto cabe destacar que las caracteristicas histéricas que definen a una
proteina TrxG, como son: su interaccidon con proteinas del complejo, el antagonismo con
el complejo PcG vy, para el caso de plantas, su homologia con proteinas TrxG de
mamiferos, parecen ser muy restrictivas. Por ello, vale la pena preguntarnos si realmente
estos requisitos confieren una funcion TrxG. El caso de las proteinas como SDG2 que
pueden colocar la marca de H3K4me3 pero no presentan interaccion con proteinas del
complejo TrxG, o de proteinas como ALP1 que puede contrarrestar la funcion de PcG

pero sin interactuar con proteinas del complejo TrxG, son un ejemplo de proteinas que
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por no cumplir todos los requisitos no se han categorizado en TrxG. Es por eso, que
actualmente se esta llevando a cabo un cambio de paradigma en relacion con las

funciones y caracteristicas que definen a una proteina TrxG o PcG.

3.3.3 Mecanismo de accién de TrxG en plantas

Como se menciono, la funcion del complejo TrxG esta relacionada con la regulacion
epigenética, principalmente a través de la modificacion postraduccional de H3K4me3, la
cual esta estrechamente relacionada con activacion transcripcional (Bannister and
Kouzarides 2011). En plantas, la marca de H3K4me3 se enriquece en las regiones 5°de
genes activos y existe una correlacion positiva con la presencia de la RNA polimerasa |l
fosforilada en el residuo de la Ser5, una modificacion que corresponde al inicio de la
transcripcion (Ding, Avramova and Fromm 2011, Ng et al. 2003). Se ha demostrado que
la presencia del complejo COMPASS en Arabidopsis es necesaria para que el complejo
de pre-iniciacion de la transcripcion (PIC) se una a los promotores regulados por ATX1.
Los datos indican que la disminucién de los niveles de expresion de los componentes
WDRb5a/b y ASH2R esta asociada a una disminucién en la acumulacion de Pol Il cargada
en las regiones 5° del gen, asi como en los niveles de TBP (TATA binding Protein) y
H3K4me3 (Ding et al. 2012). Utilizando mutantes de ATX1 en el dominio SET
demostraron que la actividad de ATX1 no es necesaria para que la Pol Il, TBP y los
componentes del complejo COMPASS se acumulen, pero si lo es para llevar a cabo la
fosforilacion en el residuo de Ser2 en la Pol Il, la cual es importante para la elongacion
transcripcional. Estos estudios indican que el complejo COMPASS/ATX1 sin actividad de
HMT es necesario para el inicio de la transcripcion, por lo que, en este caso, podria estar
funcionando como andamio para posicionar el complejo de PIC. Por otra parte, se
requiere de la actividad de HMT de ATX1 para la elongacién transcripcional, denotando
que es necesario el incremento en la H3K4me3 para este proceso (Ding et al. 2011).
ATX1 puede interactuar a través de su C-terminal con la Ser5 fosforilada de la Pol Il a
~300pb rio arriba del inicio de la transcripcion, lo que permite que ATX1 se acumule en
este sitio antes de comenzar la elongacién (Ding et al. 2011). Este modelo contrasta con
lo reportado para mamiferos, en donde se ha observado que MLL1 también participa en
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la formacién del PIC de la transcripcién, a través de la interaccién entre la marca de
H3K4me3 y el dominio PHD de la subunidad TAF3 de TFIID, por lo que, en este caso,
para el posicionamiento del PIC es necesaria la actividad de HMT de MLL1 (Vermeulen
et al. 2007). En mamiferos también se sabe que MLL1 interactua con la Ser5 fosforilada,
aunque se desconoce si esta interaccion es directa (Milne et al. 2005). Arabidopsis no

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

de una actividad H3K4me3 HMT implica que esta marca es dispensable para el
reclutamiento de COMPASS (Figura 1).

Elongacion

__|

Figura 1. Modelo de como actia TrxG en la elongacion de la transcripcidon en plantas y mamiferos. a)
ATX1 de Arabidopsis, con ayuda de COMPASS, coloca la marca de H3K4me3 la cual promueve la
fosforilacion de Ser2 de Pol Il y comienzo de la elongacion. En ausencia del dominio catalitico SET
(ATX1ASET) ATX1 no coloca su marca de H3K4me3 inhibiendo la elongacion, pero aun asi es capaz de
reclutar a la Pol Il. b) MLL1 en mamiferos, con ayuda de COMPASS, coloca la marca de H3K4me3, la cual
es reconocida por la subunidad TAF3 de TFIID para comenzar la elongacién. En ausencia de la marca de
H3K4me3 no comienza la elongacion y tampoco se recluta la Pol Il.
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3.3.4 Funcién de TrxG en desarrollo, proliferacion y diferenciacion

Entre los muchos procesos en los que participa el complejo TrxG se encuentran el
mantenimiento de las células troncales, proliferacion y diferenciacion celular
(Schuettengruber et al. 2011). En Drosophila se descubri6 que mutantes en Trx (el
homdlogo a MLL1 de mamiferos y ATX1 de Arabidopsis) presentaban cambios
fenotipicos como la transformacion de halterios a alas, transformacion de las primeras
patas a segundas, y transformacién de los segmentos posteriores a mas anteriores
(Kennison and Tamkun 1988). En mamiferos la mutacion de MLL1 causa
transformaciones homeoéticas que se traducen en un desarrollo aberrante en el eje
esquelético causado por un cambio en la expresion de genes Hox (Yu et al. 1998). En
humanos se sabe que cambios en componentes de TrxG estan involucrados en
sindromes y procesos carcinogénicos. Se estima que el 10% de las leucemias humanas
tienen una translocacién, duplicacion o amplificacién en el locus de MLL1 (Jude et al.
2007), y otras mutaciones en HMT como MLL2 y MLL3 se han asociado a diferentes
tipos de cancer (Rao and Dou 2015). También se ha descrito en humanos que existe un
sindrome denominado CHARGE causado por mutaciones en el gen CHD7, el cual es un
remodelador de la cromatina del complejo TrxG con un dominio CHD (Vissers et al.
2004). La importancia de los factores TrxG en el desarrollo de mamiferos es tan relevante
que muchos de los mutantes de pérdida de funcion de algunos componentes son letales
embrionarios, como es el caso de MLL1 (Glaser et al. 2009) y ASH2L (Stoller et al. 2010).
En plantas, las mutaciones en componentes del complejo Trx no son letales, aunque si
pueden generar defectos en la embriogénesis como es el caso de ASH2R, en donde la
mutante de pérdida de funcidén presenta un arresto en el estado globular en poco menos
del 30% de los embriones (Aquea et al. 2010). Existen inclusive mutantes cuadruples de
ATX1/3/4/5 que, a pesar de tener cambios en tamafo y tiempo de floracion, son
completamente viables (Chen et al. 2017). Esto nos indica que las plantas podrian tienen
mecanismos epigenéticos mas plasticos que les permiten contender con la falta de
algunos elementos del complejo TrxG. Sin embargo; se ha observado alteraciones en
procesos de proliferacion y diferenciacion en meristemos en mutantes de pérdida de

funcion de componentes TrxG en Arabidopsis. Esto denota su importancia en el
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mantenimiento de las células troncales y en su diferenciacién (Sanchez et al. 2015). Por
ejemplo, los remodeladores de la cromatina BRM y SYD son importantes en el
mantenimiento de la actividad celular del meristemo apical del brote (SAM) (Farrona et
al. 2004, Kwon et al. 2005). Las histonas metiltransferasas ATX1 y SDG8 también
participan en el desarrollo del SAM regulando genes relacionados con su diferenciacion
(Alvarez-Venegas et al. 2003, Grini et al. 2009), y cada vez existe mas informacion que
demuestra que componentes del complejo TrxG también participan en el desarrollo del
meristemo apical de la raiz (RAM). Para comprender la funciéon de TrxG en el RAM, es
necesario conocer primero las caracteristicas y los procesos celulares que ocurren en

este, asi como los componentes involucrados en su mantenimiento.

3.4 Desarrollo del RAM y su regulacion

3.4.1 Funcién de TrxG en el RAM

En plantas, el SAM y el RAM son los dos meristemos principales. El SAM se
encarga de dar origen a las estructuras aéreas, como son las hojas, las flores y el tallo,
mientras que el RAM genera los tejidos que componen a la raiz (Gaillochet and Lohmann
2015). Ambos meristemos se establecen durante el desarrollo embrionario de la planta
y en casi todos los casos se mantienen activos durante todo el ciclo de vida de la planta
(ten Hove, Lu and Weijers 2015). Es en los meristemos donde se encuentran los nichos

de células troncales (SCNs).

En Arabidopsis el RAM esta localizado en la punta de la raiz y se caracteriza por
su alta tasa de proliferacion celular. EI RAM, a su vez, se puede dividir en dos dominios
(Figura 2a): el dominio de alta proliferacion y el dominio de transicién (Figura 2), en donde
las células comienzan a elongarse, pero su tasa de division celular es mas baja (lvanov
and Dubrovsky 2013). Por debajo del dominio de proliferacién se encuentra el SCN,
conformado por el centro organizador denominado centro quiescente (QC), éste a su vez
se encuentra rodeado por un grupo de células troncales indiferenciadas, también
llamadas iniciales, que al dividirse asimétricamente dan origen a los diferentes tipos

celulares que componen el tejido de la raiz (van den Berg et al. 1997). Las células
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iniciales del cortex y endodermis se encargan de dar origen a las células
correspondientes a cortex y endodermis; las células iniciales de la columela (CIC) se
dividen para dar origen a la columela; las células iniciales del haz vascular generan las
células del tejido vascular y, por ultimo, estan las células iniciales que dan origen a la

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

La organizacion del RAM requiere de un fino control que se encargue de regular los
procesos de diferenciacion, proliferacion y mantenimiento de la troncalidad en el SCN de
la raiz, y es el resultado de una gran red de componentes que involucran multiples y
diversos componentes, entre las que estan ciertos factores transcripcionales, la
sefalizacion hormonal, factores de regulacion epigenética, entre otros. La funcién de
TrxG en los meristemos es particularmente relevante para entender como la epigenética
regula procesos de proliferacion, diferenciacion, establecimiento y mantenimiento de las
células troncales.

a)
Dz

[} Centro quiescente (QC)

EZ [ Células iniciales conex/endodermis
Células iniciales de columela (CIC)

B células iniciales de epidermis/cofia lateral
Células iniciales de vasculatura

Células de la endodermis

W células del Conex

Células Epidermales

TD
[ células de la cofia lateral
Células del tejido vascular

RAM

[l células diferenciadas de columela (DCC)

PD
[J Nicho de células troncales (SCN)

Figura 2. Arquitectura de la raiz de Arabidopsis thaliana. a) Fotografia de una raiz de Arabidopsis en donde
se muestran resaltadas en diferentes colores las células del cortex para representar los distintos dominios
y zonas que la componen. b) Caricatura realizada a partir de una fotografia de una punta de raiz de
Arabidopsis en donde se muestran con diferentes colores los distintos tipos celulares que componen al
nicho de células troncales del meristemo apical de la raiz. PD= Dominio de proliferacién, TD= Dominio de
transicion, EZ= Zona de elongacion, DZ= Zona de diferenciacion, RAM= Meristemo apical de la raiz.
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Mediante el estudio de mutantes de pérdida de funcidon en Arabidopsis ha sido
posible determinar que diferentes componentes del complejo TrxG son importantes en el
desarrollo de los meristemos. Por el lado de los remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP en el RAM, se sabe que mutantes en la proteina PKL presentan
una raiz mas corta, asi como un menor numero de células meristematicas,
desorganizacién en el QC y una disminucion del marcador de proliferacién celular
CYCB1;1:GUS, ciclina importante para el paso de fase G2 a M. Resulta interesante que
los fenotipos de estas mutantes se revierten en la doble mutante de PKL y CLF, la
principal HMT del complejo PcG, demostrando la funcién antagénica de los complejos
TrxG y PcG (Aichinger et al. 2011). Otra proteina del complejo TrxG estudiada en el RAM
es SDG2 que, como se menciono anteriormente, es la HMT que mas contribuye a la
deposicion de la marca H3K4me3 (Guo et al. 2010, Chen et al. 2017). Mutantes en este
gen presentan una raiz corta, meristemo con menor numero de células, desorganizacion
en el QC, aumento en primordios de raices laterales en estados tempranos de desarrollo,
asi como una disminucion en la respuesta a la hormona auxina (Yao et al. 2013). El
ultimo factor epigenético del complejo TrxG descrito con una funcion en el RAM es ATX1,
la otra HMT ampliamente estudiada. Mutantes de pérdida de funcion en ATX1 presentan
una raiz mas corta, un meristemo con un menor numero de células, desorganizacion en
el QC, asi como mayor numero de primordios de raices laterales (Napsucialy-Mendivil et
al. 2014). En este trabajo se encontr6 que también existia una disminucion en la
CYCB1;1, y una expansion espacial en el dominio de expresion del gen WOXS5, un gen
marcador del QC. Para ATX1, también se tienen reportes de su funcién en el SAM, en
donde participa en el mantenimiento del estado indiferenciado (Pien et al. 2008), asi
como en dar identidad a los 6rganos florales (Alvarez-Venegas et al. 2003). Las HMT
ASHH2/SDG8 y ATXR7 también se han caracterizado como factores importantes para
mantener el estado indiferenciado del meristemo, aunque estos reportes solo se limitan
al meristemo de parte aérea (Yang et al. 2014, Berr et al. 2009). Para los componentes
del complejo COMPASS: WDR5, ASH2R y RBL (Jiang et al. 2009, Jiang et al. 2011) y el
remodelador de la cromatina BRM (Farrona et al. 2011), se ha observado que
contribuyen a mantener el estado indiferenciado del meristemo aéreo a través de la

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

Ademas de los factores epigenéticos, el mantenimiento del meristemo depende de
una basta cantidad de factores (Drisch and Stahl 2015), de los cuales, para fines
practicos, solo se mencionaran los mas descritos. Uno de ellos es el factor transcripcional
WOX5 (WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5), el cual se expresa en el QC y es esencial
para mantener el estado indiferenciado de estas células y de las células adyacentes
(Sarkar et al. 2007, Kong et al. 2015). Recientemente se describié que a pesar de que
WOX5 solo se expresa en el QC, el producto proteico puede transportarse hacia las CIC,
en donde junto con el represor TPR1 (TOPLESS-RELATED 1) y la histona desacetilasa
HDA19 reprimen la expresion de CDF4, un promotor de la diferenciacion hacia células
de columela (Pi et al. 2015), hablando asi de un mecanismo de regulacion celular no
auténomo, es decir, que el efecto no esta dado en las células donde se produce. También
se tiene descrito que WOX5 es capaz de unirse al promotor de CYCD3;3 para reprimir
su expresion y asi evitar que se promuevan divisiones en el QC (Forzani et al. 2014).
Otros componentes importantes en el mantenimiento del RAM son los factores de
transcripcion de la familia GRAS: SHR (SHORTROOT) y SCR (SCARECROW). SHR se
transcribe a nivel transcripcional en la vasculatura y su proteina se transporta via
plasmodesma hacia endodermis y QC, mientras que SCR no se transporta y soélo se
expresa en endodermis y QC (Koizumi & Gallagher, 2013). Se tiene reportado que SCR
y SHR pueden interactuar fisicamente y activar la expresion de la CYCD6;1, la cual es
necesaria para la division asimétrica de la célula inicial de cortex y endodermis (Sozzani
et al., 2010). Otros componentes esenciales en el desarrollo del meristemo de la raiz son
los factores transcripcionales de la familia con dominio AP2: PLETHORA (PLT), de los
cuales se ha descrito que 4 (PLT1-4) se expresan raiz (Galinha et al. 2007). Su expresion
se observa desde etapas tempranas del desarrollo embrionario y su dominio de
expresion se concentra en el RAM (Aida et al. 2004, Galinha et al. 2007). Los PLTs tienen
redundancia funcional y son necesarios para el crecimiento de la raiz, la proliferacion del
meristemo, asi como para el mantenimiento del SCN y la identidad del QC (Aida et al.
2004). Su funcién en el desarrollo de la raiz es tan importante que una sobreexpresion
de PLT2 pueden generar raices ectopicas a partir del SAM; mientras que las cuadruples

mutantes de los PLTs son incapaces de desarrollar raices (Galinha et al. 2007).
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En la diferenciacién hacia células de columela se han descrito a los factores de
transcripcion con dominio NAC: SOMBRERO (SMB) y FEZ. Se tiene descrito que FEZ
promueve las divisiones de la célula inicial de cofia lateral y epidermis, mientras que SMB
reprime estas divisiones. En esta regulacion existe un circuito de retroalimentacion
negativa, en donde FEZ promueve la expresion de SMB, y SMB a su vez reprime la
expresion de FEZ (Willemsen et al. 2008). En el paso final de diferenciacion normal de
las células de columela, estas se desprenden de la raiz a través de un proceso de muerte
celular programada; este desprendimiento esta regulado por los factores de transcripcion

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

También se han descrito dos factores de transcripcion (de la familia MADS-box)
importantes en el mantenimiento del RAM en Arabidopsis thaliana: AGL12/XAL1
(AGAMOUS-LIKE 12/XAANTAL1) Y AGL14/XAL2 (AGAMOUS-LIKE14/XAANTALZ2). A
pesar de que ambos regulan el crecimiento de la raiz y la proliferacion del meristemo, lo
hacen por distintos mecanismos: Mientras que XAL1 regula la expresion de algunos
componentes del ciclo celular como CYCB1;1 (Garcia-Cruz et al. 2016), XAL2 modula la
distribucion de las auxinas en el RAM a través de la regulacidn de los transportadores de
eflujo PIN1 y PIN4 (Garay-Arroyo et al. 2013).

3.4.3 Regulacion de las hormonas en el RAM

Ademas de los factores transcripcionales antes descritos, se sabe que las
hormonas vegetales juegan un papel importante en el mantenimiento del RAM. Estas
hormonas son moléculas producidas por las plantas que participan en una gran cantidad
de procesos del desarrollo y respuestas a estimulos ambientales, ya que forman parte
de una compleja red de regulaciéon involucrando multiples procesos de proliferacion y

diferenciacion (Garay-Arroyo et al. 2012).
Las auxinas, son un grupo de hormonas involucradas en casi todas las etapas del
desarrollo de la planta y en la formacién de 6rganos (Teale, Paponov and Palme 2006).

Mediante el sistema reportero DR5:GUS, (el cual contiene elementos de respuesta a
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auxinas acoplados a la enzima glucoronidasa), y modelos computacionales, se ha
descrito que existe un flujo de transporte continuo de esta hormona en el RAM con un
pico maximo de respuesta en las células del QC, el cual es necesario para mantener su
estado indiferenciado (Di Mambro et al. 2017). También se ha descrito un circuito de
regulacion entre el represor de ARF (Factores de respuesta a auxinas), IAA17 (indole-3-
acetic acid 17), y WOX5, en donde WOX5 ayuda a mantener el pico de respuesta a
auxinas en el QC, mientras que IAA17 restringe la expresion espacial de WOXS5 (Tian et
al. 2014). Los factores PLT pueden controlar el patron de distribucion de los
transportadores de eflujo de las auxinas llamados PIN de manera dosis dependiente
(Galinha et al. 2007). Los patrones de auxinas se establecen durante la embriogénesis.
Un ejemplo de su importancia es que mutantes en ARF5 o IAA12, componentes de la
via de senalizacion de auxinas que establecen estos patrones, no generan hipdfisis y por

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

Ademas de factores de transcripcion, componentes de ciclo celular y hormonas,
en la ultima década se descubrio a la proteina ULTRAPETALA1 (ULT1) como un nuevo
componente en la red de regulacién relacionada con los procesos de proliferaciéon y
diferenciacion de los meristemos. A pesar de que originalmente se le describié como un
miembro del complejo TrxG que participa en la diferenciacion del SAM, cada vez existe
mas evidencia de su capacidad de interaccion con diferentes proteinas lo cual le confiere

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

3.5 ULTRAPETALAL1 y su papel en el desarrollo de Arabidopsis

3.5.1 Estructuray conservacion de ULTRAPETALAL

ULT1 es una proteina exclusiva de plantas, encontrandose a su vez solo en
angiospermas (Figura 3). En su secuencia de aminoacidos posee un motivo B-box, el
cual se ha caracterizado que permite la interaccion proteina-proteina (Torok and Etkin
2001). En arroz se ha visto que el motivo B-box es importante para que OsULT1 pueda
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formar homodimeros (Roy et al. 2019). Igualmente contiene un dominio SAND (llamado
asi por Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-1), el cual tiene funciones de interaccion con el
DNA (Bottomley et al. 2001). Aunque ULT1 no se encuentra en organismos no
pertenecientes a las angiospermas, el domino SAND esta presente en otras proteinas
de muchos otros grupos de organismos, y generalmente se encuentra en combinacion
con otros dominios relacionados a interacciones con la cromatina y regulacion
transcripcional, ademas de cumplir funciones en el desarrollo (Nedelcu 2019). Por
ejemplo, en el alga multicellular Volvox carteri, la proteina RegA esta involucrada en la
diferenciacion de las células somaticas (Kirk et al. 1999); mientras que la proteina DEAF-
1 (Deformed Epidermal Autoregulatory Factor-1) en Drosophila melanogaster es
necesaria para su desarrollo embrionario (Veraksa, Kennison and McGinnis 2002), a su
vez, su ortdlogo en mamiferos participa en la diferenciaciéon de células epiteliales
mamarias (Barker et al. 2008). Como ultimo ejemplo, la proteina AIRE, presente en
mamiferos es importante para regular procesos autoinmunes en el timo (Abramson et al.
2010), ademas de que se ha determinado que puede unirse al residuo de H3K4 no

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

creado a partir de la secuencia de aminoacidos con el método de vecino mas cercano, mostrando entre

paréntesis los codigos de las proteinas utilizadas y del lado derecho la familia a la que pertenecen. Los
numeros en la base de las ramas indican el bootstrap obtenido de 10000 muestreos. La escala representa
0.1 sustituciones por sitio. El arbol fue creado con el programa MEGA X.
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3.5.2 ULT1 como un componente del complejo TrxG

ULT1 es una proteina que se describié por primera vez como un regulador en la
diferenciacion del SAM, ya que sus mutantes de pérdida de funcion presentan mas
organos florales, como pétalos y sépalos (Fletcher 2001). Afios después se descubrio
que ULT1 era capaz de regular de manera positiva la expresion de algunos genes
importantes para la floracion, y que su expresion se restringia a los meristemos apicales
desde el desarrollo embrionario (Carles et al. 2005). En la red de regulacién de estos
genes de floracion ya se habia descrito que CLF (una de las HMT del complejo PcG) y
ATX1 ejercian un efecto en su transcripcion de manera negativa y positiva,
respectivamente (Schubert et al. 2006, Alvarez-Venegas et al. 2003). En el 2009 Carles
y Fletcher descubrieron que ULT1 era capaz de revertir los fenotipos de floracion
temprana generados por las mutantes de la CLF, y que esto era debido a que tienen un
efecto antagonico sobre la expresién de algunos genes de floracion. En este trabajo
también se descubrié que la proteina ULT1 interactua fisicamente con ATX1, y que su
ausencia provoca una disminucion de la marca de H3K4me3 y un aumento de la marca
de H3K27me3. Lo interesante es que ULT1 sélo cuenta con un dominio tipo SAND de
unién al DNA, pero no cuenta con un dominio de metilacion de histonas; y a su vez ATX1,
no cuenta con un dominio de union al DNA, pero si con un dominio SET de metilacion
de histonas, por lo que se propuso un modelo mediante el cual ULT1 podria estar
reclutando a ATX1 sobre sus genes blanco para que pueda activarlos mediante la marca
de la H3K4me3. Asi funcionaria como un coactivador de ATX1 y a la vez como un anti-
represor, ya que impide que CLF pueda colocar la marca de represion H3K27me3. Por
analisis transcriptomicos se ha observado que cerca de una tercera parte de los genes
que se expresan diferencialmente en la mutante de ULT1, asi como tres cuartas partes
de los genes diferencialmente expresados en una sobreexpresora de ULT1 son también
regulados de manera opuesta por CLF, mostrando su funciéon antagoénica en regular la
expresion génica (Tyler, Miller and Fletcher 2019). La interaccion fisica con la HMT ATXA1,
la regulacion antagonica con respecto a PcG y su influencia en las marcas de H3K4me3,
son caracteristicas que permitieron categorizar a ULT1 como un componente del

complejo TrxG.
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Arabidopsis contiene un paralogo a ULT1 en su genoma: ULT2, el cual puede
interaccionar fisicamente con ULT1, y por analisis genéticos se ha demostrado que tiene
una funcion redundante con ULT1 en la diferenciacion del SAM, pero que su funcién no
es dominante sobre la de ULT1 ya que so6lo es posible ver fenotipos de ULT2 en mutantes
de pérdida de funcion dobles (Monfared et al. 2013).

3.5.3 Otras funciones de ULT1

Ademas de su papel en la diferenciacion del SAM en conjunto con ATX1, se han
descrito otras interacciones y funciones para ULT1. En el desarrollo del gineceo, el
establecimiento del patrén apico-basal y adaxial-abaxial esta especificado por los
factores de transcripcion de tipo GARP KANADI (KAN), los cuales pueden interaccionar
fisicamente tanto con ULT1 como con ULT2. En este sentido se demostré que ULT1
actua antagonicamente con KAN1 en el establecimiento del eje adaxial-abaxial del
gineceo, pero ambos actuan en conjunto para establecer el eje apico-basal a través de
la restriccion en la expresion del factor transcripcional SPATULA (Pires et al. 2014). En
hoja también se ha observado que ULT1 y KAN1 actuan antagonicamente en el

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

Otra funcion descrita de ULT1 es la que tiene en conjunto con la proteina nombrada
precisamente por su interaccion: ULTRAPETALA INTERACTING FACTOR1 (UIF1).
Como su nombre lo indica, este factor transcripcional de tipo MYB interactua fisicamente
con ULT1, y por analisis genéticos y fenotipicos se demostré que participan en la misma
via de regulacion. Este factor de transcripcidn puede unirse al promotor del gen
WUSCHEL, un factor de transcripcion encargado del mantenimiento del SAM,
reprimiendo su transcripcion. Esto sugiere que ULT1 en conjunto con UIF1 actua como
represor transcripcional de WUS (Moreau et al. 2016), contrastando con su funcion
activadora en conjunto con ATX1, a través de la deposicién de H3K4me3 (Carles and
Fletcher 2009).
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Otra funcién poco descrita de ULT1 es en la fertilizacion, ya que mutantes de
pérdida de funcion tienen un aumento en la proporcién de évulos abortados, fenotipo que
no se presenta en las mutantes de ULT2 pero que tampoco se exacerba en las mutantes
dobles, senalando que la redundancia entre ambas proteinas solo se presenta en
algunos contextos del desarrollo (Monfared and Fletcher 2014). Se ha demostrado por
microarreglos que ULT1 puede regular una gran cantidad de genes relacionados con las
vias del glicosinolato y glucosinlato implicadas en la respuesta al estrés biotico, actuando
de manera negativa para genes involucrados en su biosintesis y catalisis, mientras que
CLF los regula de manera positiva, mostrando una vez mas un antagonismo entre PcG
y TrxG (Tyler et al. 2019). Aunque las funciones antes descritas no descartan la
posibilidad de que se lleven a cabo a través de su interacciéon con ATX1, es importante
mencionarlas ya que apunta a que ULT1 puede tener una participacion en distintos

procesos del desarrollo y que van mas alla de su funcién como un Trithorax en el SAM.

Ademas de lo antes mencionado se ha descrito que ULT1 también interactua
fisicamente con la proteina EMF1, la cual se ha descrito como un componente del
complejo PRC1 de PcG (Xu et al. 2018). En este trabajo ademas se observo que la marca
H3K27me3 depositada por PcG sobre algunos genes de desarrollo de semilla, disminuye
en la mutante de EMF1. Sorprendentemente esta disminucion se hace mas pronunciada
en la triple mutante atx1/ultl/emfl, sugiriendo que ULT1 puede interactuar con EMF1 y
ATX1 en un complejo que ayuda a mantener la marca de H3K27me3 y el estado
reprimido en ciertos genes, postulando que ULT1 puede tener funciones en la represion
transcripcional (Xu et al. 2018). Por otro lado, se ha demostrado que el aumento en la
expresion de una gran cantidad de genes y en la marca de H3K4me3 en el SAM,
ocasionado por la ausencia de EMF1, se revierten en ausencia de ULT1 (Pu et al. 2013).
Esto en conjunto sugiere que el papel antagénico o en conjunto de ULT1 y EMF1
depende de los genes blanco a los que estén regulando, o bien, aunque no este
demostrado, por su interaccién con otros componentes. Sin embargo, en ambos trabajos
citados se reporta un aumento de la expresion de FLC en las mutantes sencillas de EMF1
y ULT1, la cual aumenta aun mas en las mutantes dobles, reforzando una vez mas la

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

Se ha establecido que ULT1 regula la expresion de genes importantes en la
homeostasis del SAM y que puede asociarse fisicamente con ATX1, en donde realiza
una funcion como parte del complejo TrxG. ATX1 también participa en procesos del
desarrollo de la raiz, pero el papel de ULT1 en este tejido era desconocido. En este
proyecto se plante6 estudiar la funcidén de ULT1 en el desarrollo de la raiz, asi como su
relacion funcional con ATX1 en este tejido a través de analisis fenotipicos y genéticos de
las mutantes respectivas. Este proyecto permitié generar herramientas que ayudaron a
definir que la homeostasis del SAM y del RAM dependiente de la proteina ULT1 esta

regulada por mecanismos distintos.

5. HIPOTESIS

ULT1 regula la expresion de genes con funciones importantes en la organizacién y

el mantenimiento del RAM en A. thaliana.

6. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la funcién de la proteina ULT1 en el desarrollo de la raiz de Arabidopsis

thaliana.

Objetivos particulares

Estudiar la expresion de ULT1 en los diferentes tejidos de la raiz de Arabidopsis thaliana.
Describir los fenotipos observados en la raiz de plantas mutantes ultl1-3.

Determinar que los fenotipos observados en las plantas ultl-3 se deben a la pérdida de
funcién de ULT1.
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Definir mediante marcadores moleculares y expresion de genes clave, las caracteristicas
del SCN en el RAM de mutantes ult1-3.

Evaluar la respuesta a auxinas en la raiz de mutantes ultl-3 mediante el uso de
marcadores moleculares.

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

Estudiar la relacién funcional entre ULT1 y ATX1 en el RAM.

7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y METODOS

7.1 Plantas utilizadas y condiciones de crecimiento

En este trabajo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana silvestres y mutantes
para el gen de ULT1 pertenecientes a los ecotipos Col_0 (Columbia) y Ler (Landsberg
erecta). Las plantas mutantes ultl-3 en fondo Ler fueron donadas por la Dra. Fletcher
(Carles and Fletcher 2009) de la universidad de Berkeley, California; mientras que las
plantas mutantes ult1l-3 en fondo Col (SALK 074642 y SALK _074642C) y las plantas
atx1-3 (SALK_105214) se obtuvieron directo del stock center del TAIR (The Arabidopsis
Information Resource) y fueron generadas mediante la integracion de un T-DNA con

Agrobacterium (Alonso et al. 2003).

Antes de germinar, las semillas se lavaron en agitacion con una solucién
desinfectante (Hipoclorito de sodio 20%, Tween 0.01%) durante 15 minutos.
Posteriormente las semillas se enjuagaron con agua bidestilada estéril y se colocaron en
placas de plastico con medio MS (Murashigue y Skoog 0.2X, sacarosa 1%, agar 1%, pH
5.6). Las semillas se estratificaron por 48 horas a 4°C para sincronizar su germinacion.
Las cajas con semillas estratificadas se pasaron a una camara de crecimiento con
temperatura constante de 22 °C y ciclo de luz correspondiente a dia largo (16 hluzy 8 h
obscuridad). Las plantas que se utilizaron para amplificar semillas, genotipificar, realizar
cruzas y hacer transformaciones se pasaron a tierra estéril (Tierra Metro Mix 200) y se

crecieron a una temperatura de 22°C en condiciones de dia largo.
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7.2 Genotipificacion de las plantas mutantes ultl-3

Extraccion de DNA

Para poder genotipificar las diferentes plantas mutantes se extrajo DNA gendmico
a partir de tejido de hoja de ~0.5cm3 de plantas de ~20 dias. Este fragmento fue
congelado utilizando nitrégeno liquido y se trituré hasta obtener un polvo fino, al cual se
le agregd 700 ul de buffer de extraccion (0.2 M Tris HCI, 0.025 M EDTA pH 8, 0.25 M
NaCl y 0.5% SDS) y se dejo a temperatura ambiente durante 10 min agitando cada 3
minutos. Posteriormente se le agregd 700 pul de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se
agité suavemente y se dejo 10 min a temperatura ambiente. La muestra se centrifugo a
13000rpm durante 15 min, se tomd el sobrenadante, se le agregé 1 volumen de
isopropanol mezclando por inversion y se dejo 10 minutos a temperatura ambiente.
Inmediatamente se centrifugd a 13000 rpm por 15 min, se descarté el sobrenadante y se
lavé el DNA precipitado con etanol al 70%. La muestra fue centrifugada a 13000rpm por
5 minutos, se descarto el sobrenadante, se dejé secar el DNA y se resuspendié en 20 pl
de agua libre de nucleasas. La muestra se guardé a -20°C hasta su utilizacion. La
concentracion y calidad final del DNA se determiné con el espectrofotometro NanoDrop

2000 para cada una de las muestras.

Amplificacion por PCR

Para identificar que las plantas ult1-3 y atx1-3 tuvieran la insercion de T-DNA en su
genoma en homocigosis se realizd la siguiente estrategia: Se utilizaron oligos que
flanquean la insercion del T-DNA, de tal manera que soélo para las plantas que no tuvieran
la insercion, generarian un amplicon (Figura 4). Para identificar que la insercion de T-
DNA estaba en la region correcta, se utilizaron oligos especificos para el gen de interés
en conjunto con un oligo interno del T-DNA denominado LBC1. En este caso, sélo las
plantas que tienen la insercién de T-DNA en su genoma son capaces de generar un
amplicon. Los nombres de los oligos utilizados y su secuencia se muestra en la Tabla

S1. Para determinar si la mutante ultl-3 era nula; es decir, que no expresara el mRNA
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de ULT1, se disefaron oligos que especificamente fueran capaces de diferenciar
transcritos de DNA gendmico. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando una
mezcla a concentracion final de 1x PCR Buffer (Invitrogen), 1.5 mM Mg, 0.2 mM dNTPs,
0.2 mM de oligos y 1 U de Taq polimerasa. Las condiciones fueron 94°C 4 min y 30 ciclos
de 94°C 30 seg, 55°C 30 seg y 72°C 1 min. Los productos de PCR fueron separados en
un gel de agarosa al 1% y tefidos con EpiQuik DNA Stain y observados en un

fotodocumentador con una excitacion de 520 nm.

Promotor Region intergénica

1ﬂpb

Figura 4. Esquema del gen ULT1y localizacion de los oligos utilizados en la caracterizacion de las plantas
ult1-3. Los oligos PAULT1pcrF y LBC1 se utilizaron para amplificar el T-DNA dando un tamafo de 318pb;
los oligos PAULT1pcrF y PAULT1pcrR para amplificar el gen endégeno con un tamafo de 662pb; los
oligos ULT1_exon_DO_F y EP_ULT1R se utilizaron para amplificar el mRNA con un tamafo de 557pb.

7.3 Analisis morfolégico de raiz

Identificacion de células de columela

Para realizar los analisis morfoldégicos de las células de columela en raiz se
utilizaron plantas de 5 dias de crecimiento post siembra (dps) en placas. Las raices se
tineron con lugol durante 2 min y posteriormente se montaron en un portaobjetos con
una solucién aclaradora (Hidrato de cloral 80%, glicerol 20%) e inmediatamente fueron
observadas al microscopio de luz. Se tomaron fotos digitales a 40X desde la punta de la

raiz utilizando un microscopio Olympus BX60.
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Pseudo-Schiff y caracterizacion del RAM

Para realizar las mediciones de cada una de las células que componen al RAM las
raices fueron tratadas con el método de Pseudo-Schiff ioduro de propidio (PS-IP), el cual
nos proporciona un mayor contraste de la pared celular y mantiene la muestra fijada para
futuras observaciones. Se utilizaron plantas de 5 dps, crecidas en placas con medio MS
que posteriormente se fijaron en una solucién de etanol 50% y acido acético 10% durante
un dia a 4°C. Al dia siguiente se lavaron las muestras 3 veces con agua destilada y se
incubaron en acido peryodico al 1% durante 40 minutos a 37°C. En seguida se lavaron
las muestras con agua destilada y se incubaron en reactivo de Schiff (metabisulfito de
sodio 100 mM, HCL 0.15 N) con una concentracion de yoduro de propidio de 75 ug/ml a
temperatura ambiente durante 2 horas. Las muestras se lavaron 3 veces con agua
destilada y se dejaron en una solucion hidratante de DMSO 2% vy glicerol 30% durante 2
dias. Finalmente, las muestras se montaron en portaobjetos con una soluciéon de Nal
85% P/V, Na2S203 0.2% P/V en glicerol 65%. Se tomaron imagenes digitales a través de
un microscopio de luz a 40x abarcando desde la punta de la raiz hasta las primeras 10
células del cortex arriba del primer pelo radicular. Las imagenes se guardaron en formato
Tiff, y mediante el software Fiji se realizaron conteos y mediciones de cada célula del
cortex. Los datos obtenidos se vaciaron con un software disefiado para determinar

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

Cinética de crecimiento de raiz

Después del proceso de desinfeccion y estratificacion, las placas de MS con
semillas fueron colocadas en una camara de crecimiento con una temperatura constante
de 22°C y un fotoperiodo de dia largo. Durante 12 dias se marco el crecimiento diario de
la raiz principal directamente sobre la placa, y en el dia 12 las placas fueron registradas

utilizando un escaner para digitalizar las imagenes y analizarlas mediante el software Fiji.
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7.4 Transformacion de plantas con Agrobacterium tumefaciens

Se inoculd la cepa de Agrobacterium tumefaciens que contiene la construccién
pGWB4:pULT1:ULT1:GFP (Petrone, 2016) en 3 ml de medio LB con una concentracién
de 50 ug/ml de Kanamicina y 100 ug/ml de Rifampicina y se incubd en agitacioén por 24
h a 30°C. Posteriormente el precultivo se vacié en 200 ml de medio LB con 50 ug/ml de
Kanamicina y 50 pug/ml de Rifampicina y se incubo por 24 hrs a 30 °C. Pasando las 24
hrs, el cultivo se centrifugé a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se resuspendio el
pellet en una solucion de sacarosa 5% y Silwet L-77. Para las transformaciones se
seleccionaron plantas Ler y Col silvestres, asi como plantas mutantes ult1-3 en ambos
fondos que tuvieran un escapo floral de, aproximadamente, 2 cm de longitud y que
presentaran botones de flores cerrados. Las flores se sumergieron en la solucion con
Agrobacterium durante 90 segundos y se cubrieron de la luz durante 12 hrs. Las plantas
fueron crecidas en una camara con temperatura constante de 22°C y un fotoperiodo de
dia largo hasta obtener semillas. Las semillas se desinfectaron y se crecieron en un
medio selectivo MS con una concentracion de 40 ug/ml de Kanamicina para las plantas
silvestres transformadas, mientras que para las plantas ultl-3 transformadas se utilizd
higromicina a 25 ug/ml. Finalmente las semillas resistentes a kanamicina e higromicina

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

7.5 Cruzas de plantas ult1l-3 con plantas con reporteros

Se crecieron plantas ult1-3 en placa de medio MS durante 10 dias y posteriormente
se pasaron a tierra. A la par se crecieron plantas pSCR:GFP, pWOX5:GFP, DR5:GUS,
J2341.GFP y Q1630:GFP en placa de medio MS durante 10 dias, para después ser
pasadas a tierra. Para realizar las cruzas se tomaron flores inmaduras de plantas ult1-3,
en las cuales aun no se han desarrollado por completo las anteras para evitar la
autopolinizacion. Se les desprendieron los pétalos, sépalos y las anteras inmaduras,
dejando solamente el pistilo. En seguida se tomd el polen de las plantas con los
marcadores asociados a GFP y con éste se cubrio el estigma de las plantas ult1-3. Una

vez que se desarroll6 el fruto, se tomaron las semillas y se dejaron en bolsas de papel
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durante una semana para que se secaran completamente. Para los marcadores
Q1630:GFP, J2341:GFP y QC25:GUS se realiz6 una cruza control con plantas WT fondo
Col, debido a que estos marcadores se encuentran en el ecotipo Wassilewskija (WS).
Las semillas producto de las cruzas (TO) se crecieron en placas de medio MS y se
tomaron a los 5 dps para observarse al microscopio de fluorescencia, en el caso de los
marcadores con GFP, mientras que las cruzas con el reportero GUS se analizaron como
mas adelante se describe. Las plantas positivas para los marcadores se crecieron en
tierra hasta que generaron semillas (T1). La generacién T1 se crecioé directamente en
tierra. Una vez que desarrollaron hojas, se tomo6 una muestra y se extrajo DNA genémico
utilizando el protocolo ya descrito para caracterizar la presencia de la insercién de T-DNA
mediante PCR de punto final. Las plantas que resultaron heterocigotas u homocigotas
se dejaron crecer hasta la obtencion de semillas, las cuales corresponden a la
generacion T2. Las raices fueron fotografiadas utilizando microscopia confocal Nikon
Eclipse Ti-E para los reporteros acoplados a GFP. Los niveles de fluorescencia de GFP
en el caso de pWOX5:GFP y pSCR:GFP se midieron utilizando la plataforma Fiji,
midiendo la densidad integrada. A partir de los valores obtenidos se realizé un promedio
para las plantas silvestres asignandoles el valor de 1 para obtener la intensidad de

fluorescencia relativa.

7.6 Ensayos de GUS

Se crecieron plantas DR5:GUS y QC25:GUS en placas de medio MS 0.2X en agar
durante 5 dias. Posteriormente las muestras se retiraron y se colocaron en una solucién
de revelado de GUS (Na3PO4 50mM, Ferricianuro 2 mM, Ferrocianuro 2 mM, Tritdn
0.1%, X-Gluc 25 ug/ul) durante 3 horas en obscuridad a 37°C. Una vez terminado el
tiempo de revelado, las muestras se pasaron a ETOH 100% para parar la reaccion;
posteriormente, se lavaron con PBS 1X y se montaron en portaobjetos con una solucion
de PBS1X+Glicerol 65%. Posteriormente, se fotografiaron utilizando el microscopio
Olympus BX60.
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7.7 Ensayos de incorporacion de Edu (5-Etinil-2'-desoxiuridina)

Se crecieron plantas en placas de medio MS en agar durante 4 dias.
Posteriormente, se traspasaron a MS liquido 0.2X suplementado con Edu a 10 uM, y se
incubaron durante 20 hrs a 22°C en agitacion. Posteriormente, las muestras se retiraron
del medio liquido y se fijaron en vacio con PFA (Paraformaldehido) al 3.7% durante 15
min. Se retird la solucion de PFA y se lavaron las muestras con PBS (Phosphate-buffered
saline) 1X + BSA (Bovine Serum Albumin) 3% dos veces durante 10 min y dos veces
mas con PBS 1X durante 10 min. Inmediatamente después, las muestras se montaron
en portaobjetos cargados Superfrost™ (ThermoFisher) y se dejaron secar toda la noche
a temperatura ambiente. Al dia siguiente, las muestras se rehidrataron con MTBS
(Microtubules stabilizing buffer) 1X durante 15 min. Se retir6 la solucién del portaobjeto
y se permeabilizd la muestra con una solucién de PBS 1X+BSA 3%+triton 0.5% durante
20 min en agitacion suave. Se removio la solucion de permeabilizacion y se realizaron 2
lavados con PBS 1X+BSA 3% por 5 min y 10 lavados mas con PBS 1X por 5 min.
Posteriormente se agregd la solucion de revelado Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 555
(ThermoFisher), de acuerdo con las condiciones del fabricante, durante 30 min. Pasado
el tiempo de revelado se lavo la muestra con PBS 1X +BSA 3% durante 5 min y con PBS
1X 2 veces mas durante 5 min. Se retird la solucién de lavado y se realizé el montaje con
una solucién antifade de Mowiol. Inmediatamente después, las muestras se fotografiaron

utilizando un microscopio confocal Nikon Eclipse TiE.

7.8 Tratamientos con auxinas

Se crecieron plantas en placas de medio MS en agar durante 5 dias y
posteriormente fueron transferidas a medio MS liquido con &cido 3 Indolacetico (IAA) 200
nM o acido 1-naftalenacético (NAA) 500 nM dependiendo del experimento. Se incubaron
durante 12 hrs y, posteriormente, se revelaron con solucion de GUS, como se describid

anteriormente.
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7.9 Extraccion de RNA y gPCRs

Para los experimentos de expresion de genes relacionados a QC se tomaron
aproximadamente 0.5 cm de la punta de raiz, mientras que para los genes restantes se
tomé la raiz completa de, aproximadamente, 240 plantas, las cuales se guardaron en
tubos eppendorf de 1.5ml, para su congelacién en nitrégeno liquido. Las muestras
congeladas se trituraron con un mortero estéril hasta obtener un polvo fino. La extraccion
de RNA se llevé a cabo con el kit Quick-RNA™ MiniPrep de ZYMO Research bajo el
protocolo sugerido por el fabricante. El RNA se corrid en geles desnaturalizantes de
MOPS 1%, Formaldehido 6% y se calibré partiendo de una concentracion de 200ng, los
cuales se cuantificaron con NANODROP 2000. Una vez calibradas las muestras de RNA,
se tom6 1ug de cada muestra y se realiz6 una retrotranscripcién utilizando el kit
SuperScript™IIl Reverse Trancriptase de la compaiiia Invitrogen, siguiendo el protocolo
sugerido por el fabricante. Las muestras se guardaron a -20°C hasta su utilizacion. Las
gPCRs se realizaron utilizando Maxima™ SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) de
Thermo Scientific™ bajo las instrucciones del fabricante en un termociclador StepOne™.
Los valores CT se calcularon usando el algoritmo Miner (Zhao & Fernald, 2005). La
expresion relativa fue calculada con el método de E2ACT (donde E es la eficiencia de
cada oligo calculada con el software Miner (Rao et al. 2013) usando tres réplicas
biolégicas con un duplicado técnico considerando a RNAH (AT1G58050) y TIP41
(AT4G34270) como genes de referencia.

8. RESULTADOS

8. 1 Genotipificaciéon de las mutantes ultl1-3

Para la realizacion de este trabajo, se usaron plantas mutantes de pérdida de
funcién para el gen de ULT1, generadas a partir de una insercién de T-DNA. Se usaron
las plantas ult1-3 en el fondo Ler (ult1-3er) y su respectiva planta silvestre (WTe"). Asi
como mutantes ultl-3 en el fondo Col, que fueron nombradas simplemente ultl-3 para

diferenciarlas de las mutantes del fondo Ler; en tanto que sus respectivas plantas
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silvestres fueron nombradas como WT. Cabe mencionar que las mutantes ult1-3ter se
obtuvieron por una serie de tres retrogresiones de ult1l-3 en plantas del fondo Ler (Carles
et al. 2004), por lo tanto, ambas lineas tienen el mismo alelo mutado, pero en diferente
fondo genético. Por ello, primero se comprobd que la insercion de T-DNA estuviera
presente en el gen ULT1 y que estuviera en homocigosis. Para tal fin se realizaron
reacciones de PCR con oligos que amplifican el alelo endogeno y la insercion de T-DNA.
En la Figura 5 a se muestra un gel representativo resultado de una PCR donde se
observa que las plantas WT y WT'er, sélo tienen el gen endégeno (End), mientras que
las plantas mutantes ult1-3 y ult1-3¢" sélo tiene un producto de PCR que corresponde a
la insercidn de T-DNA, comprobando que ambas plantas mutantes tienen la insercién en

homocigosis.
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Figura 5. Caracterizacion de plantas ult1-3 en fondo Ler y Col. a) Amplificacion por PCR del gen endégeno
(End) y la insercion de T-DNA (T-DNA) utilizando DNA gendmico de plantas silvestres y mutantes en los
fondos Col y Ler. Amplificacion por PCR semicuantitativa de un fragmento del cDNA de b) ULT1 ULT2 en
plantas silvestres y mutantes en los fondos Col y Ler, utilizando al gen de TUBULINA2 (Tub2) como control
de carga. c) Expresion relativa de ULT1 en plantas WT y mutantes en ambos fondos calculada mediante
gPCR.
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Para comprobar que la insercion del T-DNA provoca una pérdida en la expresion
del gen ULT1, se realizé una PCR semi-cuantitativa utilizando como templado cDNA de
raices de plantas de 5 dps. El ensayo se realizé para WT y WTer y para las mutantes
ultl-3 y ultl-3te. En la Figura 5b se observa que solamente las muestras
correspondientes a las plantas silvestres amplificaron un fragmento del cDNA de ULT1.
El mismo resultado se obtuvo mediante una PCR cuantitativa (Figura 5c). Estos
resultados indican que las plantas ultl-3, efectivamente, son de pérdida de funcion en
ambos fundos. En los siguientes experimentos se decidio trabajar solamente con el fondo
Col debido a que muchos de los marcadores celulares disponibles se encuentran en este
fondo, evitando posibles artefactos ocasionados por el uso de hibridos. Durante estos
experimentos también se realizé la identificacion del gen paralogo ULT2 en plantas
mutantes y WT, encontrando que ULTZ2 se expresa en raiz, y que su expresion persiste
en los fondos mutantes ult1-3, incluso parece que su expresion aumenta un poco en los
alelos mutantes con respecto al WT, tanto en el fondo Col como en el fondo Ler (Figura
5b).

Previo a la caracterizacién de la expresiéon de ULT1 en los fondos mutantes, se
probaron diferentes combinaciones de oligos con lo cual se pudo determinar la presencia

de otros RNAs que no corresponden al RNA mensajero del gen de ULT1 (Figura 6).
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Existe un RNA en el gen ULT1 que se desregula en ult1-3
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Figura 6. RNA no codificante en el locus de ULT1. A) Esquema del gen ULT1 con las posiciones de los
oligos utilizados para su caracterizacion. Fotos de geles de agarosa con productos de PCR de punto final
con diferentes combinaciones de oligos en b) Muestras de plantas Col y c) de plantas Ler. Todas las PCRs

se realizaron a partir de cDNA de raices de 5dps.

Lo primero que se detecté fue una amplificacion usando los oligos ULT1_DO _qF y
ULT1_DO_gR, observando un enriquecimiento en las plantas mutantes respecto a las
WTs de ambos fondos genéticos (Figura 6b, c). Esto resulté contradictorio, ya que se
trataba de una mutante, en donde la insercién no permitiria la obtencion de este amplicén
en las condiciones usadas, puesto que este par de oligos no flanquea ningun intrén. Este
resultado no permitia determinar si se trataba de una mutante de pérdida de funcion o si
el amplicon correspondia a otras especies de RNA diferentes al mRNA de ULTL.
Utilizando los oligos ULT1gF2 y EP_ULT1R se detecté un RNA que se amplificaba a
partir del primer intron y que se extendia hasta el ultimo exdn, y que mostr6 mayores
niveles de acumulacién en el fondo mutante. A su vez, PCRs con las combinaciones de
los oligos ULT1IncF y ULT1IncR, localizados en la region 5’UTR del gen, mostraron que
una especie de RNA contenia la region 5’UTR de ULT1, mientras que cuando se usaban
los oligos ULT1_DO_qgF y ULT1IncR2, localizados en la regiéon 3’UTR de ULT1, también
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se detectaba un RNA. Estas especies de RNA sélo se encontraron en los mutantes
(Figura 6b, c). Cabe mencionar que para estos ensayos se comprobé que el RNA aislado
no contenia contaminacion de DNA genomico (Figura S1). Con estos datos pudimos
determinar que existe un RNA que se expresa a partir del gen de ULT1 y que no
corresponde con su mRNA, el cual se transcribe tomando el intron del gen hasta su
ultimo exdn. Otro aspecto interesante es que el enriquecimiento de este RNA aumenta
en los fondos mutantes, e incluso algunas moléculas de RNA, solo se transcriben en los
fondos mutantes. Esto sugiere que la presencia del T-DNA puede tener efectos no sélo
abatiendo la expresion del gen endogeno ULT1, sino que también puede promover la
expresion de otros RNAs e incluso provocar una expresion de RNAs que de manera
silvestre no se expresan. Debido a que estos experimentos se realizaron tanto para el
fondo Col como para el fondo Ler, se puede observar que este comportamiento no es un
artefacto producto del fondo genético; sin embargo, con estos ensayos no es posible
determinar si se trata de diferentes especies de RNA o si todas corresponden a una sola
molécula, asi como tampoco su longitud, y mas importante aun, si estas especies tienen

alguna funcion endégena en la planta o si interfieren con la funcion de ULT1.

8.2 Patron de Expresion de ULT1 en la raiz de Arabidopsis

Para determinar el patron de expresion de ULT1 en la raiz, se transformaron plantas
WT con la construccion pULT1:ULT1:GFP en el plasmido PGWB4, el cual contiene el
gen completo con sus dos intrones y sus tres exones, con una region promotora de 1295
pb rio arriba del inicio de la transcripcion. Se decidié usar esta construccién ya que
permitia observar por microscopia confocal la localizacién espacial de la proteina in vivo
bajo su propio promotor. Las plantas generadas con esta construccion mostraron que la
localizacion de la proteina ULT1 podria ser nuclear, con cierta proporcion también
localizada en el citosol (Figura 7). En la raiz, se expresa en el RAM (Figura 7a), en donde
su expresion es menor en el haz vascular, comparada con la observada en la
endodermis, cortex y epidermis (Figura 7a, c). También se puede apreciar que ULT1
presenta un gradiente de expresion que disminuye conforme se aleja del dominio de alta

proliferacion, y que esta expresion se ve concentrada en circulos en el centro de las
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células (Figura 7a, b). En la zona de diferenciacion, ULT1 se expresa en las células del
cortex y endodermis (Figura 7d). En el SCN, ULT1 se expresa en el QC, en las células
iniciales del haz vascular, en las células iniciales de cértex/endodermis, y en las células
iniciales de columela, pero de manera interesante, ULT1 no se expresa en las células de

columela ya diferenciadas (Figura 7b).

PULTT:ULTT1:GFP PULT1:ULT1:GFP | PULTT:ULT1:GFP

Figura 7. Expresién de ULT1 en raiz. Fotos de raices pULT1:ULT1:GFP de 5dps teiidas con yoduro de
propidio y tomadas con microscopia confocal. (a) Expresion de ULT1 en un plano medio del RAM; (b)
Expresion de ULT1, en donde se marca el QC vy las células iniciales de columela; (c) Expresiéon de ULT1
en un plano exterior de la raiz; (d) Expresién de ULT1 en plano medio de una zona ya diferenciada. Las

barras blancas representan 20uM.
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8.3 Fenotipo de la mutante ult1l-3 en laraiz de Arabidopsis

Longitud total de la raiz primaria en ult1-3

Para la caracterizacion de los fenotipos de ultl-3 se realizaron dos experimentos
independientes, en donde se colocaron 32 semillas de WT y 32 semillas de ultl-3 en
placas con medio MS para seguir su crecimiento durante 12 dias. No se encontraron
diferencias significativas en el tamafio total de la raiz a lo largo de 12 dias de crecimiento
entre las plantas mutantes ult1-3 y las plantas WT (Figura 8a, b). Esto concuerda con lo

observado en el fondo Ler previamente reportado por Petrone en el 2016 (Datos

publicados en Tesis), en donde no encontré diferencias en los tamafios totales de la raiz
(Figura 9a, b).
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Figura 8. La mutaciéon en ULT1 no afecta el tamafio de raiz ni el tamafo del RAM. (a) Imagen
representativa de raices WT y ult1-3 de 12dps. (b) Cinética de crecimiento de la raiz principal de plantas
WT vy ult-3 durante 12 dias(n=80). (c) Imagen representativa tomada con microscopia de campo claro de
raices de plantas WT y ult1-3 de 5dps tratadas con PS-IP. (d) Numero de células corticales del RAM de
raices de plantas WT y ult1-3 de 5dps (n=25). (e) Longitud de los dos diferentes dominios que componen
al RAM de raices de plantas WT y ult1-3 de 5dps (n=25). (f) Imagenes representativas de células corticales
completamente elongadas de raices de plantas WT y ultl1-3 de 5dps. (g) Tamafio de la célula cortical
completamente elongada de raices de plantas WT y ultl-3 de 5dps (n=20). TD= Dominio de transicion;

PD= Dominio de proliferacion.
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e Caracterizacion del meristemo de la raiz en ult1-3

Para realizar la determinacion de los distintos dominios que constituyen al RAM, en
las mutantes ultl-3, se fijaron raices con el método de Pseudo-Schiff (PS-IP) y se
obtuvieron imagenes al microscopio. Se cuantific la longitud de cada célula del cortex,
comenzando por la primera célula siguiente a la célula inicial de cortex y endodermis
hasta la zona donde ya se encontraban los pelos radicales. Todos los datos fueron
analizados con el software disefiado por Pacheco et al. (2016), cuyo algoritmo para
delimitar los diferentes dominios del RAM se basa en el cambio de pendientes en los
tamanos de las células del cértex. En las Figuras 8c y 9c se muestran imagenes
representativas de raices de 5 dps ultl-3 y ultl-3€" con sus respectivos controles,
indicando con flechas en los bordes de los dominios PD y TD calculados con el programa.
Al analizar los distintos parametros que conforman al RAM, no se encontraron diferencias
significativas en el numero de células que conforman al RAM, ni en las longitudes de las
distintas zonas de la raiz, entre las plantas silvestres y las plantas mutantes ult1-3, en
ninguno de los dos fondos genéticos Col y Ler (Figura 8d, e; Figura 9d, e€). Del mismo
modo, no se observaron diferencias en la expresion del marcador de proliferacion
CYCB1;1:GUS (Figura S2), indicando que la mutante en ULT1 no tiene efectos en la
proliferacion del RAM.

Debido a que no encontramos diferencias en el meristemo, decidimos explorar si
ULT1 pudiera tener alguna funcién en la elongacion celular. Para esto se midieron las
primeras 20 células de cértex hacia la parte proximal de las hojas de raices de 5 dps,
justo donde comienza la zona de diferenciacion; es decir, donde aparece el primer pelo
radical en las células de la epidermis. No se encontraron diferencias en la longitud de las
células completamente elongadas entre raices WT vy ultl-3 (Figura 8f, g), indicando que
ULT1 tampoco participa en la elongacién celular. Ademas, se realizaron mediciones de
los distintos dominios del RAM en el fondo Ler, donde tampoco se encontraron
diferencias (Figura 9d, e). Estos datos en conjunto demuestran que ULT1 no influye en

el crecimiento de la raiz principal, ni en el numero de las células que componen al RAM.
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Figura 9. La mutacion en ULT1 no afecta el tamafio de raiz ni el tamafio del RAM en el fondo Ler. (a)
Imagen representativa de raices WTLe y ult1-3-¢" de 12dps. (b) Cinética de crecimiento de la raiz principal
de plantas WTer y ultl-3ter durante 12 dias(n=22). (c) Imagen representativa tomada con microscopia de
campo claro de raices de plantas WTLe" y ult1-3t¢" de 5dps tratadas con PS-IP. (d) Numero de células
corticales del RAM de raices de plantas WTLe y ult1-3t¢" de 5dps (n=12). (e) Longitud de los dos diferentes
dominios que componen al RAM de raices de plantas WT'er y ult1-3er de 5dps (n=12). TD= Dominio de

transicion; PD= Dominio de proliferacion.
Fenotipo del SCN en las mutantes ult1-3

Al analizar la morfologia del SCN en plantas mutantes ultl-3 observamos que
existian cambios fenotipicos importantes (Figura 10). Mientras que en el SCN de las
raices WT y WTLer se observan capas continuas por debajo del QC (Figura 10a, d), en
las plantas mutantes se observé una morfologia del SCN irregular (Figura 10c, f), asi
como la presencia de planos de division en las células del QC (Figura 10b, e). Al realizar
una cuantificacion se observé que el 56.6% de las mutantes ultl-3 presentaron el
fenotipo de SCN irregular, de los cuales un 36.6% presentaron divisiones en el QC. Esto
contrasta con lo encontrado en plantas WT, en donde no encontramos raices con un
SCN irregular y solo el 16% mostré divisiones en el QC (Figura 10h). Cuando
complementamos las mutantes con la construccion pULT1:ULT1:GFP observamos un
rescate casi total del fenotipo de SCN irregular y de divisiones en el QC (Figura 10g, h),
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demostrando que es la ausencia de la proteina ULT1 la causante de los cambios en la
morfologia del SCN.

(h)l SCN QCcon M SCN

Normal divisiones irregular

® BN

Frecuencia (%)

ult1-3/pULT1:ULT1:GFP

WT ult1-3 ult1-3/
PULT1:ULT1:GFP

Figura 10. ULTRAPETALA1 es requerida para mantener la organizacion del nicho de células troncales
(SCN). (a-g) Imagenes representativas de microscopia confocal del SCN de raices de 5 dps de plantas:
(a) WTLer, (b) ultl-3te" con divisiones en el QC; (c)ultl-3¢" con un SCN con una morfologia irregular; (d)
WT; (e) ultl-3 con divisiones en el QC; (f) ultl-3 con un SCN con morfologia irregular; (g) Plantas
complementadas ultl-3/pULT1:ULT1:GFP. (h) Cuantificacion de los fenotipos de SCN normales e
irregulares, asi como de QC con divisiones en raices WT y ult1-3 (n = 22). Las imagenes en las cajas son
amplificaciones al SCN, y los asteriscos blancos marcan las células del QC. Las raices fueron tefidas con
ioduro de propidio. Las barras blancas representan 20 ym.
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Fenotipo de ultl-3 en las células de la columela

Debido a que se encontré un cambio en la arquitectura del SCN, se decidio
investigar si este cambio no solo era morfoldgico, sino si también estaba relacionado con
algun cambio en la identidad celular. Para esto se decidi6 trabajar con las CIC ya que
una de sus caracteristicas principales es la ausencia de granulos de almidon, los cuales
s6lo se encuentran en células de columela diferenciadas (DCC). Mientras que en las
raices WT el 72% de las raices analizadas presentaron una capa de CIC (sin granulos
de almiddn) (Figura 11a), en las mutantes ult1-3 solo el 27% presentd una capa de CIC,
mientras que el 71.2% de las plantas no mostré CIC (Figura 11b, d). La ausencia de CIC
en la mutante se refleja por un aumento en las capas de las DCC (Figura 11e). Cuando
la mutante ultl-3 se complementd con la construccion pULT1:ULT1.GFP, fue posible
determinar que el fenotipo de acumulacion de almidén en las CIC se revierte,
observandose una capa de CIC sin granulos de almidén (Figura 11c). La presencia de
granulos de almidén en las células inmediatamente debajo del QC en las plantas ultl1-3,
sugiere que estas células ya estan diferenciadas, lo cual se pudo corroborar mediante el
uso de cruzas con el marcador Q1630:GFP, cuya sefal se restringe solamente a las
DCC (Sabatini et al. 2003). A diferencia de las raices WT, en donde |la marca del reportero
se observa sélo en las capas debajo de las CIC, correspondientes a las DCC (Figura
11f), en las raices ultl-3 la marca se intensifica y se presenta ectopicamente en células
de la cofia lateral (Figura 11g), y de manera interesante se presenta justo por debajo del
QC, como se puede observan en una imagen que se obtuvo con menor intensidad de
laser (Figura 11h). Ademas de este marcador, se realizaron cruzas de la mutante ult1-3
con el marcador J2314:GFP, el cual se expresa preferencialmente en las CIC y el QC
(Figura 11i). Como se esperaba, en las cruzas ult1-3/J2341:GFP se observo la ausencia
del marcador en el QC y una disminucién de la marca en las células iniciales (Figura 11j).
Con estos datos se demuestra que la proteina ULT1 es importante para mantener el
estado indiferenciado y la identidad de las CIC.
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Figura 11. ULT1 es necesario para el mantenimiento del SCN. a-c) Imagenes representativas obtenidas
por microscopia Optica de raices tefiidas con lugol. d) Frecuencia de las capas de CIC en raices WT y ult1-
3 (n=23). e) Frecuencia de las capas de DCC en raices WT y ult1-3 (n=23).f-h) Imagenes representativas
obtenidas por microscopia confocal del marcador de enhancer trap Q1630:GFP en raices de 5dps en
plantas WT (f) y ult1-3 (g-h). i-h) Imagenes representativas obtenidas por microscopia confocal del
marcador de enhancer trap J2341:GFP en plantas WT (i) y ult1-3 (j). Los asteriscos blancos marcan el
QC, mientras que los asteriscos negros marcan las CIC. Las barras blancas representan 20 pM.

CIC=C¢élulas iniciales de columela, DCC= Células diferenciadas de columela.
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8.4 Funcion de ULT1 en laraizy su relacion con ATX1

Debido a que se ha reportado que ULT1 interacciona fisicamente con ATX1, y a
que esta interaccién es importante para una adecuada deposicién de la marca de
H3K4me3 en algunos genes clave para el desarrollo del SAM (Carles & Fletcher 2009),
nos preguntamos si en el RAM existia un mecanismo similar; es decir, si la funcion de
ULT1 en el RAM se da a través de ATX1. Para abordar esta pregunta y conocer la
relacion genética que existe entre estos genes se analizaron los fenotipos de las raices
de las mutantes sencillas atx1-3 y ult1-3, y de la mutante doble atx1-3/ultl-3, la cual se

obtuvo por cruza de las mutantes sencillas.

Al estudiar la longitud de la raiz principal, se observo que la mutante simple atx1-3
presenta raices mas cortas y un meristemo con un menor numero de células respecto a
las raices WT (Figura 12a, b), lo cual concuerda con el fenotipo previamente reportado
(Napsucialy-Mendivil et al. 2014). De igual manera, la doble mutante atx1-3/ultl-3
presentd los mismos fenotipos que la mutante sencilla de atx1-3, mostrando que, a
diferencia de ATX1, ULT1 no participa en estos procesos. También se analiz6 el fenotipo
de la parte aérea, en donde se noté que ultl-3 genera una floracién tardia, en tanto que
la mutante atx1-3 luce muy similar a la WT. La mutante atx1-3/ult1-3 muestra un fenotipo
similar a la mutante sencilla de atx1-3 y a la planta WT, mostrando que este fenotipo de

ultl-3 requieren de la funcion de ATX1 (Figura S3).

Como se mostré anteriormente, ULT1 se requiere para mantener la identidad de
las CIC (Figura 11); ya que ult1-3 carece de estas células. En contraste, la mutante atx1-
3 no tiene este defecto e incluso una parte de su poblacién presenta dos capas de CIC
(Figura 12c, d). Cuando analizamos la doble mutante observamos que las proporciones
de CIC son muy similares a la de la mutante sencilla ult1-3 (Figura 12c, d). Con respecto
alas DCC, la mutante ult1-3 presenta un aumento en la frecuencia de raices con 6 capas
de DCC, mientras que las mutantes atx1-3 muestran un aumento en la frecuencia de
raices con 4 capas de DCC. En |la doble mutante se observa un aumento en la frecuencia
de raices con 6 capas de DCC, pero a diferencia de la mutante sencilla ult1-3 no presenta
raices con 7 capas de DCC, y en contraste con atx1-3, tiene una muy baja frecuencia de

raices con 4 capas de DCC (Figura 12c, e).
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Figura 12. ATX1 y ULT1 actuan independientemente en la raiz. a) Cinética de crecimiento de la raiz
primaria en plantas WT, ult1-3, atx1-3 y atx1-3/ultl-3 durante 12 dias (n=12). b) Ndmero de células
corticales del RAM en plantas WT, ultl-3, atx1-3 y atx1-3/ultl-3. Las letras representan diferencias
significativas (p<0.005, ANOVA con prueba de comparacion multiple de Tukey's). c) Imagenes
representativas de microscopia optica tefiidas con lugol, los asteriscos negros marcan el QC mientras que
los asteriscos blancos marcan las CIC. d) Frecuencia de las capas de CIC en raices WT, ult1-3, atx1-3,
atx1-3/ultl-3 (n=28). e) Frecuencia de las capas de DCC en raices WT, ult1-3, atx1-3, atx1-3/ult1-3 (n=28).

CIC=Columella initial cells; DCC=Diferentiated columella cells. La barra representa 20 uM.

Por otro lado, se midieron algunos genes relacionados al mantenimiento del SCN
en las mutantes sencillas, encontrandose una desregulacion del factor transcripcional
XAL2 sélo en las mutantes atx1-3, pero no en las mutantes ult1-3 (Figura S4). Estos
resultados en conjunto sugieren que tanto ATX1 como ULT1 tienen una funcion en el
RAM, pero la funcion de cada una de ellas es independiente y tejido especificas. Mientras
que la funcion de ATX1 esta relacionada con el meristemo proximal de la raiz controlando

el tamafo del RAM y la longitud de la raiz, la funcién ULT1 parece estar mas relacionada
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con el meristemo distal, manteniendo el estado indiferenciado de las CIC.

8.5 Funcién de ULT1 en la sefalizacién de auxinas

Debido a la importancia de las auxinas en el RAM, especialmente en el
mantenimiento del estado indiferenciado del QC (Grieneisen, et al., 2017), se decidio
evaluar si una sefalizacion alterada de esta hormona vegetal tenia lugar en la mutante
ultl-3. Para esto se realizaron cruzas de ultl-3 con el sistema reportero de respuesta a
auxinas DR5:GUS. Con las plantas ultl1-3/DR5:GUS obtenidas, primero se realizé una
cinética de la reaccion de GUS a diferentes tiempos para verificar que las diferencias
observadas entre WT y ult1-3 no dependen del tiempo de incubacion (Figura S5). Como
se puede observar en la Figura S5, las diferencias de intensidad de la senal de GUS
entre plantas WT/DR5:GUS y ult1-3/DR5:GUS son constantes en los diferentes tiempos
de incubacion utilizados, indicando que no es un artefacto que dependa de los tiempos

de reaccion de la tincion de GUS.

De manera general, se sabe que en plantas WT, la distribucion de auxinas en el
RAM tiene un pico maximo de concentracién en el QC, y presentan un gradiente de
concentracion en las células de la columela (Sabatini et al. 1999), tal y como se observa
en la (Figura 13a). De manera interesante, las raices mutantes ult1-3 mostraron una
disminucién en los niveles del reportero de respuesta auxinas DR5:GUS, que pierde el
pico maximo en el QC (Figura 13b). Para investigar si la disminucién en la expresion de
DR5:GUS en ultl-3 se debia a un defecto en la respuesta mas que a una disminucién
en la concentracion de la hormona, se trataron las raices con un pulso de auxinas de
manera exoégena, utilizando a la forma nativa de la auxina IAA (indole-3-acetic acid). Se
realizd una cinética con diferentes concentraciones de IAA en tratamientos de 12 hrs
(Figura S6). Debido a que se observé un patron muy similar en todas las concentraciones
usadas, se decidid trabajar con la concentracién intermedia probada, 200 nM. La
disminucién en la respuesta a auxinas en la mutante ult1-3 con respecto a la WT tras el
tratamiento con IAA (Figura 13c, d) sugiere que esta disminucion en la mutante no es
debido a la reduccién en la concentracion de auxinas, ya que la adiciéon de auxinas no
compensa esta disminucion. Por lo tanto, la otra posibilidad es que el transporte de influjo
de las auxinas estuviera afectado. Para probar esta hipotesis, se realizaron tratamientos
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con la auxina sintética NAA (a-Naphthaleneacetic Acid), la cual puede entrar a las células
independientemente del transporte de influjo (Delbarre et al.,1996). Primero se probaron
diferentes concentraciones de NAA, encontrando que las diferencias en la sefal
DR5:GUS entre raices WT y ultl-3 son independientes de la concentracion de NAA
(Figura S7), por lo que se decidio trabajar con la concentracion intermedia (500 nM). Aun
con estos tratamientos la disminucidon en la respuesta a auxinas en la mutante ultl-3
persiste (Figura 13e, f, g). Estos resultados descartan defectos importantes en el

transporte de influjo de las auxinas en la mutante ult1-3.

La formacién del gradiente de auxinas depende tanto del transporte de influjo como
de eflujo (Sabatini et al. 1999), por lo que por gPCR se determiné la acumulacion de los
transcritos de algunos transportadores de eflujo como PIN1,2,3,4 y 7, asi como de los
transportadores de influjo AUX1 y LAX2, encontrando una disminucion significativa en la
expresion de PIN1, PIN2, PIN4 y LAX2 (Figura 13h). También se determinaron los
niveles de algunos transcritos que responden a auxinas (Hagen & Guil- foyle, 2002;
Bargmann et al., 2013), encontrando una diminucion en la expresién de GH3.5y PLT2
(Figura 13i). A su vez, se realizaron los mismos ensayos, pero bajo tratamientos con IAA,
encontrando que, aunque los niveles de GH3.5 estan disminuidos en la mutante ultl1-3,
estos se recuperan después del tratamiento de IAA (Figura S8). Estos datos y los
obtenidos con el sistema del reportero DR5:GUS permiten concluir que la mutante de
ultl-3 presenta una menor respuesta a auxinas en raiz, la cual podria deberse en parte
a una alteracion de transportadores, que se refleja en una disminucion en la expresion

de genes de respuesta auxinas.
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Figura 13. ULT1 regula el gradiente de auxinas en el SCN del RAM. Imagenes de microscopia optica del
reportero DR5:GUS en raices a) WT, b)ultl-3. c-d) Imagenes representativas de raices DR5:GUS WT y
ult1-3 tratadas con 200nM de IAA por 12 hrs. e-f) Imagenes representativas de raices DR5:GUS WT y ult1-
3 tratadas con 500nM de NAA por 12hrs. g) Analisis cuantitativos de raices WT y ultl-3 con niveles
normales y bajos de DR5:GUS en condiciones control y con tratamientos con IAA y NAA (n=24). Analisis
de expresion por gPCR de genes relacionados con h) el transporte a auxinas y de i) respuesta a auxinas.
*= p<0.05; **=p<0.005 Prueba de Chi-cuadrada de Pearson. Los asteriscos blancos en a) y b) marcan el

QC. Las barras horizontales negras representan 20 pyM.
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8.6 Funcion de ULT1 en el mantenimiento del SCN

Para determinar si la morfologia desorganizada del SCN observada en las plantas
ultl-3 es debida a un cambio en la identidad del QC, se decidio realizar cruzas de las
plantas mutantes ultl-3 con plantas que incluian los sistemas reporteros
transcripcionales pSCR:GFP, cuyo gen esta implicado en dar identidad a las células de
QC, teniendo una expresion en estas células y en las células de endodermis (Sabatini et
al. 2003) y pWOX5:GFP, gen que también esta involucrado en la identidad a las células
del QC, con una expresion exclusiva en el QC (Sarkar et al. 2007). Utilizando el reportero
de pSCR:GFP no se encontraron diferencias en su dominio espacial de expresién, ni en
la intensidad de fluorescencia relativa entre las raices WT vy las raices ultl1-3 (Figura 14a,
b, e). Para el reportero pWOX5:GFP se encontraron diferencias en la intensidad de la
senal de GFP entre raices WT y ultl-3 (Figura 14c, d, e). A su vez, por ensayos de
gPCR, se determinaron los niveles del transcrito de GFP en las plantas pWOX5:GFP
silvestre y mutante, utilizando como control los niveles de GFP en las plantas
PULT1:ULT1:GFP, para corroborar que la disminucién en la intensidad de sefial de GFP
en las plantas pWOX5:GFP/ultl-3 esta directamente asociada a menores niveles del
transcrito de GFP (Figura S9). Este resultado fue muy prometedor, pues sugeria que la
desorganizacién del SCN en ult1l-3 era debido a una desregulacién en la expresion de
WOXS5; sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en los niveles del
transcrito del WOX5 enddgeno entre las plantas silvestres y mutantes (Figura 14k). Este
resultado resalta las discrepancias que puede existir entre construcciones con reporteros
y la expresidon enddgena del gen. El reportero pWOX5:GFP esta basado en una
construccion que incluye 4.6kb como promotor, excluyendo la regiéon 3’'UTR y al unico
intron del gen, lo que podria excluir regiones regulatorias que tiene como consecuencia

una regulacion diferencial entre el reportero y el gen enddgeno.

Por el resultado anterior, también se determinaron los niveles del transcrito de SCR
y se corroboré que no hay cambios en las plantas ultl-3, en consonancia con los datos
sobre la intensidad de fluorescencia de su gen reportero con GFP (Figura 14a, b, e). Asi
mismo, se analizd la expresion de AGL42 y TEL1, cuya expresion se encuentra

enriquecida en las células del QC, siendo una expresién casi exclusiva de estas células
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(Zhang et al., 2019). En estos casos tampoco se encontraron diferencias significativas
en los niveles de estos transcritos, sugiriendo fuertemente que en la mutante de ult1-3

no hay cambios en la identidad del QC.

8.7 Funcion de ULT1 en la divisién del QC

Uno de los fenotipos observado en las raices de ultl-3 fue el aumento en la
frecuencia de planos de division en el QC (Figura 14f, i). Indagando mas acerca de la
causa de este fenotipo, se realizaron experimentos de incorporacion de EdU (5-Ethynyl-
2’-deoxyuridine), un analogo de timidina que se incorpora al DNA en células que estan
en fase S, dando informacién directa sobre cuales células pasaron o pasan por una
division celular. Dado que el QC se divide a una tasa muy baja, se decidié dar un pulso
de 20 hrs de incubacién con EdU, de acuerdo con lo ya reportado por Jia et al. (2015),
Para determinar si las células que incorporaban EdU efectivamente eran del QC se
realizaron los experimentos utilizando plantas que incluyeran al reportero pWOX5:GFP.
Con estas condiciones se observd que la marca de Edu estaba en el QC del 29.2% de
las raices WT observadas, mientras que para las raices ultl-3,la marca en el QC se
encontré en el 69.6% de las raices (Figura 14f, g, j). Este resultado, junto con los planos
de divisidén observados, sugieren que la mutacion de ultl-3 provoca un aumento en la
frecuencia de divisién del QC. En las mutantes atx1-3 también se encontré que el 55.6%
de las plantas presentaron marca de EdU en las células del QC (Figura 14h, j), indicando
que tanto ATX1 como ULT1 limitan la frecuencia de divisién de estas células. Para saber
si existe alguna relacion funcional entre ATX1 y ULT1 sobre la division de estas células
se realizaron ensayos de EdU en la doble mutante atx1-3/ultl-3. En la doble mutante, al
igual que en las mutantes sencillas, se encontré un aumento en la frecuencia de raices
de marca de EdU en el QC; sin embargo, al comparar la relacion que existe entre las
plantas con marca de EdU en el QC con el numero de planas sin esta marca en el QC
(QC con Edu/ QC sin Edu) (Tabla 2) se encontré que existian diferencias entre los
mutantes sencillos y la doble mutante. Mientras que para los mutantes sencillos atx1-3 y
ultl-3 la relacién fue de 2.12 'y 2.18, respectivamente; en tanto que la mutante doble atx1-
3/ultl1-3 presentd una relacion de 1.25. La falta de una clara epistasis en la doble mutante,
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sugiere que, aunque ULT1 y ATX1 participan en mantener la baja tasa de divisién del

QC, no es un efecto conjunto y probablemente sea por diferentes vias.
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Figura 14. ULT1 es necesario para mantener la baja tasa de division del QC. a-d) Imagenes
representativas de microscopia confocal de a) pSCR:GFP, b) ult1-3/pSCR:GFP,c) pWOX5:GFP, d) ult1-
3/pWOX5:GFP. e) Fluorescencia relativa de los reporteros pSCR:GFP y pWOX5:GFP en fondos WT y
ult1-3.****=p<0.0005 usando prueba de t. f-i) Imagenes representativas de marcaje con Edu en raices de
f)pWOX5:GFP, g)ultl-3/pWOX5:GFP, h) atx1-3/pWOX5:GFP, i) atx1-3/ult1-3/pWOX5:GFP. j) Frecuencia
de células del QC positivas para la marca de Edu en plantas WT, ult1-3, atx1-3 y atx1-3/ult1-3 (n=23).
*=p<0.05; **=p<0.005 diferencias significativas en prueba de Chi-cuadrada de Pearson. Las barras

representan 20 pM.
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Fenotipos de raiz

Tamafio de la raiz a 12dps Capas de CIC Capas de DCC Sefial de DR5:GUS QC con (+) y sin (-) marca de Edu
Genotipo (cm) (%) (%) (%)
0 1 2 4 5 6 7 Normal baja (+) (-) Relacion*
(+/-)

WT 8.8+0.9 20 72 8 0 784 17.7 3.9 75 25 29.2 70.8 0.41
atx1-3 7+04 129 613 258 226 613 161 O Sin cambios* 68 32 2.12
ultl-3 9.1+05 712 269 1.9 0 204 50 29.6 49.2 50.8 69.6 30.4 2.28

atx1-3/ultl1-3 7.3+0.6 625 344 3.1 3.1 344 625 0 No determinado 55.6 44 .4 1.25

Tabla 2. Resumen de los fenotipos observados en atx1-3, ultl-3 y la doble mutante atx1-3/ult1l-3. *Datos
obtenidos de (Napsucialy-Mendivil et al., 2014). +Ratio = (% de células del QC con marca de EdU (+) / %
de células del QC sin marca de EdU (-)).

9. DISCUSION

ULT1 es una proteina del complejo TrxG exclusiva de plantas con multiples
funciones previamente descritas en el desarrollo de Arabidopsis (Pires et al. 2014, Xu
et al. 2018, Carles and Fletcher 2009). En este trabajo se describe por primera vez su
funcion en el desarrollo de raiz, encontrando que es necesaria para mantener una
correcta organizacion del SCN del RAM vy la identidad de las CIC, ademas de regular
la distribucion de auxinas en esta zona y la proliferacién del QC. Por analisis genéticos
también se determind que estas funciones son independientes de ATX1, contrastando
con su funcién en la parte aérea. La informacién disponible en la literatura y la
generada en este trabajo denotan la versatilidad de ULT1, postulandola como una
proteina con capacidad de formar diferentes complejos con componentes de TrxG,

PcG y factores de transcripcion, y que cuya funcion es tejido desarrollo dependiente.

9.1 La expresion de ULT1 en raiz

En este trabajo se determin6 que ULT1 se expresa en la raiz de Arabidopsis, lo que

concuerda con lo reportado por Carles y colaboradores en el 2004, en donde se
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determiné que ULT1 se expresa en practicamente todos los tejidos de la planta, incluido
los de la raiz. Ademas, se encontré que ULTZ2 también se expresa en la raiz, en contraste
con lo reportado a 8dps (Carles et al. 2004). Sin embargo, es posible que esta
discrepancia se deba a que la expresion de ULT2 sea desarrollo dependiente, ya que en
otro reporte en donde se usan plantulas de 4 dps, un estado de desarrollo similar al que
se utilizé en el presente trabajo (5 dps), también se detectd el transcrito de ULT2
(Monfared et al. 2013).

En este trabajo también se pudieron detectar transcritos que no correspondian al
MRNA anotado para ULT1 en la base de datos del TAIR (www.arabidopsis.org). Con
base a analisis de mas de 200 transcriptomas de Arabidopsis se han identificado ~40,000
IncRNA. Dentro de estas especies >30,000 corresponden a NAT, especies de RNA que
se codifican en contrasentido al gen anotado, y se estima que cerca del 70% de las
regiones codificantes producen especies tipo NAT (Jin et al. 2013). La informacion
experimental en este trabajo muestra que existen transcritos que se generan a partir de
la secuencia de ULT1, encontrando transcritos que abarcaban desde el primer intrén
hasta el ultimo exon. Estos transcritos se encontraron en plantas silvestres, mostrando
que no son un efecto dado por la insercion de T-DNA del alelo ult1-3. Aun asi, también
se mostré que la insercion de T-DNA de ultl1-3 provoco un aumento en el transcrito que
abarcaba desde el primer intron hasta el segundo exon, e incluso se vio que provocaba
que en las regiones intergénicas tanto rio arriba de ULT1 como rio abajo se generaran
transcritos que en una planta silvestre no se encontraban. Se ha determinado que las
inserciones de T-DNA pueden provocar cambios en la cromatina como cambios en los
patrones de metilacién del DNA, y modificaciones de proteinas histonas que pueden
modificar la transcripcion tanto en cis como en trans (Jupe et al. 2019, Sandhu, Koirala
and Neff 2013). Debido a que no se secuenciaron los RNAs identificados en este trabajo,
no fue posible determinar si se trataba de una sola molécula o si eran distintos transcritos,
pero dado que los oligo usados para caracterizarlos estan disefiados en el mismo sentido
que el mMRNA de ULT1, se puede concluir que no se tratan de RNAs tipo NAT. Debido a
que fue posible detectar que el mMRNA de ULT1 se abatia completamente en las mutantes
ultl-3, se decidioé no continuar caracterizando estos RNAs, aunque no queda descartada

la posibilidad de que puedan de alguna manera influir sobre la funcién de ULT1.
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La expresién de ULT1 en la raiz es nuclear y citoplasmica, en coincidencia con lo
observado en células de cebolla transformadas, asi como por deteccidn de la proteina
con anticuerpos en fracciones nucleares y citoplasmicas de extractos proteicos
provenientes de tejido meristematico de la inflorescencia de Arabidopsis (Monfared et al.
2013). A pesar de que se ha descrito a ULT1 como un regulador transcripcional, su
presencia en el citoplasma sugiere que podria tener funciones diferentes a las que realiza
en el nucleo. En la raiz ULT1 parece tener un patron de expresion particular, pues su
acumulacién se detecta principalmente en la zona de alta proliferacion del meristemo,
incluyendo el SCN y el QC. En comparaciéon con el SAM, ULT1 también parece
expresarse en el SCN. Sin embargo, en el SAM la expresion de ULT1 se limita a una
ventana de tiempo correspondiente a la diferenciacion del meristemo de flor; en donde,
ULT1 se expresa en el meristemo de inflorescencia, pero cuando surge el meristemo de
flor, ULT1 no se expresa en la etapa 1, sino hasta la etapa 3 cuando surge el primordio
del sépalo, restringiendo su expresion al centro del meristemo de flor (Carles et al. 2004).
Asi mismo, se ha demostrado que el mensajero de ULT1 se expresa en etapas
tempranas del desarrollo embrionario, desde la etapa de cuatro células hasta la etapa de
la generacion de cotiledones; periodo en la que su expresion es exclusiva del tejido
embrionario ya que no esta presente en el suspensor, ni en el endospermo (Carles et al.
2004). En embriones ya maduros, la expresion de ULT1 se restringe a las células
apicales del SAM y del RAM (Carles et al. 2004). Puesto que los patrones de distribucion
espacial del transcrito que encontramos para ULT1 en la raiz se limitan a una pequena
ventana de tiempo (5 dps), es posible que el patron que la distribucion de este transcrito
cambie durante el desarrollo de la raiz. Los datos generados en este trabajo, y los
observados en el SAM y durante el desarrollo embrionario (Carles et al., 2004), muestran
que la expresion de ULT1 no es constitutiva ni homogénea en los distintos tejidos. El
transcrito de ULT1 se concentra en tejidos meristematicos, y sus niveles dependen del
estado del desarrollo, pues se detecta en tejidos proximos a diferenciarse, o que se
mantienen indiferenciados, como en el SCN del RAM, sugiriendo que su funcién es
necesaria para procesos de proliferacion y diferenciacion.
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9.2 La actividad de ULT1 en la organizacion e identidad del SCN del RAM

Los resultados obtenidos por microscopia confocal demuestran que ULT1 es
importante para mantener una correcta organizacion del SCN, ya que: 1) los mutantes
de pérdida de funcién presentan un cambio en la organizacion espacial de las células
que conforman al SCN; 2) los cambios en la organizacion del SCN estan asociados a
cambios en la identidad de las células que lo conforman; y 3) la construccion
PULT1:ULT1:GFP rescata el fenotipo de las mutantes. La presencia de granulos de
almidén y la expresidon ectépica del marcador Q1630:GFP en las CIC muestran un
cambio de identidad que se traduce en una diferenciacion prematura hacia DCC. Este
cambio de identidad se confirma con la disminuciéon de los marcadores para los CIC y
QC. La disminucién del marcador de CIC y el aumento del marcador de DCC también se
observa en las mutantes del factor de transcripcion SCR (Sabatini et al. 2003). En plantas
sobre-expresoras de WOXS5 se observa un aumento en el marcador J2341:GFP y una
disminucién de Q1630:GFP (Pi et al. 2015), mostrando la estrecha relacion que hay entre

ambos marcadores y por ende entre las CIC y las DCC.

A pesar de que se ha demostrado que algunos marcadores de identidad celular no son
estaticos en el desarrollo (Timilsina et al. 2019), el patrén de expresion y los cambios que
observamos en ultl-3 en la ventana de tiempo analizada fue constante, demostrando
que los cambios son ocasionados por la mutacion. Debido a que no se encontré una
desregulacion en la expresion de SCR y WOXS5, se descarta la posibilidad de que el
cambio de identidad de las CIC en ultl-3 sea el resultado en una alteracién en la
expresion de estos factores transcripcionales. La desorganizacion del SCN vy la
diferenciacion del las CIC estan reguladas por multiples factores, como son proteinas del
sistema del spliceosoma, factores de transcripcion como el grupo de los PLTs,
reguladores del ciclo celular como CCS52A2 y RBR, entre otros (Vanstraelen et al. 2009,
Cruz-Ramirez et al. 2013, Ji et al. 2015). En el presente trabajo se encontré una
disminucioén en la expresion de PLT2 que, aunque no esta comprobado, podria contribuir
en parte al fenotipo observado de desorganizacién y diferenciaciéon de CIC. Se ha
caracterizado que las células de la columela en la raiz permiten generar una correcta

respuesta gravitropica (Strohm, Baldwin and Masson 2012); sin embargo, ensayos
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preliminares muestran que las mutantes ultl-3 no presentan cambios en su respuesta
gravitrépica (Figura S10), por lo que podemos concluir que ULT1 no contribuye de forma

evidente en este proceso.

9.3 Lafuncion de ULT1 en larespuesta a auxinas

Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales con funciones muy importantes
durante todo el desarrollo de la planta, controlando procesos de proliferacion y
diferenciacion celular (Garay-Arroyo et al. 2012). En el meristemo de la raiz las auxinas
exhiben un gradiente de distribucion, alcanzando una concentracion maxima en las
células del QC del SCN (Sabatini et al. 1999). Los resultados mostraron una disminucién
de la senal del reportero de respuesta a auxinas DR5:GUS en el RAM de plantas
mutantes ultl-3 con respecto a la senal observada en las plantas silvestres. Esta
disminucioén indica que probablemente la concentracion de auxinas en el QC no alcanza
el pico maximo requerido para una respuesta apropiada. Debido a que la respuesta a
auxinas depende de la concentracion de la hormona, se realizaron tratamientos con |AA,
la auxina mas bioactiva, y con NAA, una auxina sintética que no requiere de los
transportadores de influjo para adentrarse a las células (Delbarre et al. 1996). La
disminucién en la respuesta a auxinas observada en las mutantes ult1-3, tratadas con
IAA o con NAA, descarta hasta cierto punto que esta respuesta sea el resultado de una
baja concentracién de auxinas en el SCN, o de un efecto en su transporte de influjo, ya
que si fuera un problema de transporte este se compensaria con el uso de NAA. La
disminucién en los niveles de los transcritos que codifican para los transportadores de
eflujo PIN1, PIN2, PIN4 y el transportador de influjo LAX2 en ult1-3 sugiere un problema
de transporte, el cual es necesario para formar el gradiente de auxinas adecuado.
Ademas, la disminucién de los transcritos para PLT2 y GH3.5 y del marcador DR5:GUS

refleja una desregulacion rio abajo en la sefalizacién de auxinas (Bargmann et al. 2013).

Los transportadores de eflujo PIN1, y de influo AUX1, AXR1 y AXR3 son
necesarios para mantener el pico maximo de distribucion de respuesta auxinas en el QC,

y la ausencia de cualquiera de estos transportadores provoca un cambio en la

61



organizacion del SCN (Sabatini et al. 1999). Los cambios morfolégicos en el SCN
producidos por modificaciones en la distribucion de auxinas también provocan
modificaciones en la proliferacion y diferenciacion celular. Ademas, la evidencia
experimental demuestra que la relacion entre la cantidad de auxinas y el mantenimiento
del SCN de la raiz no es lineal. Por ejemplo, tratamientos con el inhibidor del transporte
a auxinas NPA (1-N-naphthylphthalamic acid) provoca una redistribucion de las auxinas
en la punta de la raiz que desencadena una diferenciacion ectopica de células con
granulos de almiddn, disminucién y cambio en el patron de expresion de marcadores
para células del QC, células iniciales del cértex y células de la cofia lateral. En cambio,
una aplicacion de auxinas provoca cambios en el dominio de expresion de algunos
marcadores para QC y para células de columela (Sabatini et al. 1999). A su vez, la
ausencia de los transportadores de eflujo PIN3, 4 y 7, al igual que de las enzimas de
sintesis de auxina YUCCA y TAA1, propician un aumento en las capas del CIC, mientras
que tratamientos con auxinas o con el inhibidor NPA provocan una diferenciacion

temprana de las células del QC (Ding and Friml 2010).

Es importante recalcar que el sistema reportero DR5:GUS esta basado en siete
elementos de respuesta a auxinas localizados en tandem y fusionados al gen de la
enzima glucoronidasa, por lo que su sefial no es un reflejo directo de la concentracion
de auxinas, sino que depende también de los factores de transcripcion tipo ARF que se
unen a estos elementos, y de las proteinas AUX/IAA que inhiben esta union al asociarse
con las proteinas ARF (Ulmasov et al. 1997, Garay-Arroyo et al. 2012). Aunque no
encontramos diferencias en los niveles de los transcritos ARF o IAA por gPCR, no
descartamos que exista una desregulacion de otros factores de la misma familia que no
se midieron en este estudio; o bien, que la diferencia sea en el patrén de expresion
espacial del mensajero o de la proteina y que no se refleja en el método de estudio

usado.

Ademas de su papel en el SCN de la raiz, las auxinas también participan en la
proliferacion del meristemo, pero al igual que en el SCN, su efecto es dosis dependiente.
A dosis de 0.1 nM de IAA, las raices aumentan su tamano, debido a un incremento en la
proliferacion del meristemo, mientras que a dosis mas altas (en el orden de uM) las
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auxinas provocan una disminucion en el crecimiento de la raiz, asi como en el numero
de células del meristemo (Peng et al. 2013, Ji et al. 2015). A pesar de que en este trabajo
se observan menores niveles de los transcritos para los transportadores de auxinas
PIN1, PIN2, PIN4 y LAX2 en las mutantes ult1-3, esto no repercutié en una disminucion
en el tamano de la raiz ni en el numero de células del meristemo. Esta bien documentado
qgue las mutantes en LAX2 no tienen una disminucion en el crecimiento de la raiz (Street
et al. 2016), al igual que las mutantes sencillas en PIN1, PIN2 y PIN4 (Blilou et al. 2005).
Ademas de que se ha determinado que existe redundancia funcional entre los distintos
transportares tipo PIN, por lo que experimentalmente es necesario mutar mas de uno de
ellos para observar un fenotipo en el meristemo y tamario de la raiz, siendo PIN2 el mas
importante para estos procesos (Blilou et al. 2005, Vieten et al. 2005). Es probable que
debido a que la desregulacion de los transportadores en la mutante de ult1-3 no es tan
severa, no se alcance un impacto suficiente para causar un cambio en la proliferacion y

por consiguiente en el tamafo de la raiz.

Existe un fino control sobre la concentracién y distribucion de las auxinas en el SCN
y un cambio en estos patrones puede tener consecuencias no lineales en la proliferacion
e identidad de las células que lo componen. La evidencia mostrada en este trabajo
sugiere que ULT1 regula la distribucidén correcta de la respuesta a auxinas en el QC vy,
posiblemente, esto ocurra a través de la regulacion de ciertos transportadores. Sin
embargo, no descartamos la posibilidad de que la disminucion observada en las
mutantes pueda deberse mas bien a una combinacion de factores que involucre cambios
en el transporte de auxinas, en los factores de transcripcién -activadores o represores-
implicados en la sefializacidon de estas hormonas, o incluso enzimas relacionadas con la

sintesis y la degradacion de las auxinas.

Ademas de las auxinas, existen otras hormonas involucradas en el desarrollo de la
raiz. Las citocininas tienen una relacion muy estrecha con las auxinas en la raiz; por
ejemplo, se conoce que las citocininas promueven diferenciacion en la raiz, y su accién
esta dada mas en la zona de transicion de la raiz. Mutantes de pérdida de funcion en
factores de transcripcion asociados a citocininas y enzimas que las sintetizan presentan

un meristemo mas grande y raices con un mayor crecimiento (Dello loio et al. 2008). A
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su vez las auxinas son capaces de reprimir al factor de respuesta a citocininas ARR1
(ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 1) a través del factor de transcripcion SCR
para reprimir la diferenciacion en las células del QC. Mientras que, en la zona de
transicion, donde la concentracidn de auxinas es menor, ARR1 no esta reprimido y puede
activar la transcripcién de IAA3/SHY, el cual reprime la expresion de los transportadores
PIN, limitando la concentracidn de auxinas y permitiendo que las citocininas
desencadenen los procesos de diferenciacion en esa zona (Moubayidin et al. 2013). El
transportador de auxinas de influjo AUX1 también se relaciona funcionalmente con las
citocininas, ya que es necesario para que estas inhiban la elongacion celular en el
meristemo, pero no la proliferacion celular (Street et al. 2016). En esta red de regulacion,
también las giberelinas estan involucradas, ya que SCR activa a la proteina SNE que
junto con esta hormona degrada al activador de ARR1, a la proteina tipo DELLA RGA,
para controlar el tamafno del meristemo de la raiz a través de la diferenciacion
(Moubayidin et al. 2016). Por otro lado, los brasinosteroides también tienen una funcion
en la proliferacién y en la elongacion celular, y al igual que las auxinas, exhiben un
comportamiento no lineal. A concentraciones muy bajas por debajo de 0.04 nM inhiben
el crecimiento del meristemo, mientras que, por otro lado, mutantes insensibles a
brasinosteroides presentan un crecimiento de la raiz menor por una menor proliferacion
y elongacion celular (Gonzalez-Garcia et al. 2011). Debido a la falta de fenotipos
aparentes en el tamano de la raiz principal, el numero de células del meristemo y el
tamano de las células completamente elongadas en la mutante ult1-3, es poco probable
que exista una desregulacion en alguna de estas vias. Sin embargo, no descartamos la
posibilidad de que la disminucién en la respuesta auxinas se deba a un efecto indirecto

dado por la interaccion con otras hormonas.

9.4 Lafuncion de ULT1 en el mantenimiento del QC

Como se menciond en la introduccion, una gran cantidad de factores estan
involucrados en el mantenimiento de la identidad de las células del QC en el SCN de la
raiz de Arabidopsis. Dentro de estos factores se encuentran SCR y WOX5, cuyos niveles
de transcritos no cambian acorde a los resultados que obtuvimos por qPCR. Sin
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embargo, al analizar el reportero del promotor de WOX5 unido a GFP se observo una
disminucién en su senal en el QC. Es posible que los cambios en el gen endégeno sean
tan pequenos o localizados que por cuestiones técnicas no sea posible detectarlos; pero
también otra posibilidad es que lo observado en el reportero no sea una representacion
de la expresion del gen endogeno, ya que este reportero no necesariamente contiene
todos los elementos para su regulacidn. Los niveles de los transcritos para otros genes
expresados en estas células (Zhang et al. 2019), tampoco se modificaron en la mutante
en ULT1. Las mutantes en WOX5 presentan una diferenciacion temprana de las células
iniciales de la columela (Sarkar et al. 2007), fenotipo similar a lo observado en ult1-3.
Puesto que no se detectaron cambios en los niveles del mensajero de WOXS5, el fenotipo
de ultl-3 no parece deberse a la desregulacion de la via controlada por este factor
transcripcional. Sin embrago, se ha demostrado que la proteina WOXS5 tiene la capacidad
de moverse del QC a las CIC, inhibiendo la diferenciacion de manera no auténoma; por
lo que, a pesar de que no observamos un cambio aparente en su expresion, existe la
posibilidad de que el fenotipo sea resultado de un cambio en la movilidad de esta proteina
(Pi et al. 2015).

Una de las propiedades de las células del QC es su baja tasa de division,
estimandose que es cuatro veces mas lenta que la de una célula meristematica (Cruz-
Ramirez et al. 2013). Nuestros resultados muestran que a pesar de que no existe una
pérdida de la identidad del QC en las mutantes ult1-3, si hay un cambio en su estado
proliferativo, ya que las mutantes presentan una mayor frecuencia de incorporacion del
EdU. Son numerosos los factores que pueden modificar el estado proliferativo del QC,
mutantes en la proteina perteneciente al complejo promotor de anafase CCS52A2 tienen
un aumento en la proliferacion del QC, pero no asi una pérdida total de la identidad del
QC, visto con los marcadores QC184 y WOX5 (Vanstraelen et al. 2009). Las mutantes
de los factores transcripcionales WOX5, PLT2, PLT3 y FEZ también presentan un
aumento en la division del QC (Bennett et al. 2014); de hecho, se sabe que WOXS5 puede
reprimir a CYCD3;3 inhibiendo la divisidon celular en estas células (Forzani et al. 2014).
En este sentido, no sabemos el mecanismo exacto por el que ULT1 podria estar
controlando la tasa de division del QC; sin embargo, los datos de qPCR sugieren que no
es a través de una desregulacién de WOX5.
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Debido a la disminucién en la respuesta a auxinas en el SCN en las mutantes ultl-
3, es probable que la disminucion en la quiescencia de las células del QC esté dada por
un cambio en la respuesta a esta hormona. En este sentido, mutantes de la proteina
DARZ2, proteina que conecta la sefalizacion de auxinas y citocininas para controlar el
tamano del RAM, también presentan una disminucidon en la respuesta a auxinas, asi
como una diferenciacién temprana de las CIC, una pérdida del marcador de CIC J2341
y un aumento en la incorporacion del Edu en las células del QC (Peng et al. 2013). En
otro estudio, con la acetiltransferasa ELP2, se encontré un incremento similar en la
incorporacion del Edu en el QC, una diferenciacién temprana de las CIC, una baja
expresion de los marcadores de QC, QC25 y WOXS5 y una disminucion en la respuesta
a auxinas en el SCN (Jia et al. 2015). Esto se asemeja a lo que encontramos en las
mutantes de ULT1; no obstante, esto no quiere decir que los genes antes mencionados
sean los causantes de los fenotipos que encontramos, sino mas bien que diferentes
componentes de la red de regulacion del SCN pueden desencadenar respuestas
similares. Se ha determinado con diferentes mutantes que existe una correlacién entre
un aumento en las divisiones del centro quiescente y una disminucion en las capas de
CIC, lo cual podria estar dado como una respuesta compensatoria del QC para reponer
las capas de células iniciales diferenciadas prematuramente (Burkart et al., 2019),
aunado a esto se ha visto que PLT y WOX5 tienen efectos aditivos en el control de la
proliferacion del QC, lo cudl habla de vias paralelas en el mantenimiento de su

quiescencia.

Ademas de las auxinas, otras hormonas también estan involucradas en el control
de la proliferaciéon del SCN. Las citocininas pueden inducir divisiones en el QC, y esta
respuesta requiere de la presencia del factor de transcripcion de respuesta a citocininas
ARR1, el cual se une al promotor del transportador de auxinas LAX2 reduciendo su
expresion y disminuyendo el flujo de auxinas al QC (Zhang et al., 2013). Este aumento
de las divisiones en el QC por las citocininas es independiente del efecto del etileno, ya
que también se ha determinado que el etileno puede promover divisiones en el QC no
dependientes de las auxinas (Ortega-Martinez et al., 2007). También se ha determinado
que el factor de transcripcion ERF115 es limitante en las divisiones del QC, y este a su

vez es inducible por las hormonas brasinosteroides (Heyman et al., 2013).
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Toda esta informacioén no pretende explicar codmo es que ULT1 controla la tasa de
division del QC, sino mas bien busca hacer notar el grado de complejidad que subyace
en los procesos de proliferacion y diferenciacion del SCN de la raiz de Arabidopsis, y de

como estos estan influenciado por diferentes especies de hormonas.

9.5 Larelacion entre ATX1y ULT1y su posible funcién en el complejo TrxG

La proteina ULT1 se ha caracterizado como un co-activador de la HMT ATX1, ya
que la evidencia demuestra que interactuan fisicamente, que comparten genes blanco
en el SAM, ademas de que ULT1 es importante para mantener los niveles de H3K4me3
en algunos genes blanco de ATX1 (Carles and Fletcher 2009). Aunado a esto, existe
evidencia que indica que ATX1 es importante para el crecimiento de la raiz principal, la
proliferacion del RAM, asi como para la organizacion del SCN (Napsucialy-Mendivil et al.
2014). Debido a esta relacion estrecha se investigo si existia una relacién funcional entre
ambas proteinas en términos del desarrollo del RAM y el mantenimiento del SCN. Los
resultados obtenidos muestran que, como estaba reportado, la mutante sencilla atx1-3
presentd una raiz principal con una menor longitud y un menor numero de células en el
RAM. Por su parte ultl-3 no presenté cambios en el tamafo de la raiz principal, en el
numero de células del meristemo, ni en el marcador de mitosis CYCB1;1:GUS, cuyos
niveles disminuyen en las mutantes de ATX1 (Napsucialy-Mendivil et al. 2014). Los
resultados también mostraron que la longitud de la raiz principal, y numero de células
que conforman al RAM de la doble mutante atx1-3/ult1-3 son iguales a la de la mutante
sencilla atx1-3, lo cual, muestra que: 1) ULT1 no participa en el crecimiento de la raiz
principal, y que 2) los fenotipos de atx1-3 no dependen de la funcién de ULT1. Debido a
que se ha propuesto a ULT1 como un coactivador de ATX1, se esperaba que la ausencia
de ULT1 exacerbara los fenotipos resultantes en la mutante de sencilla atx1-3; sin
embargo, con este resultado se puede concluir que no estan actuando en conjunto para
regular estos procesos. A diferencia de las mutantes ultl-3, las mutantes atx1-3 no
presentaron un fenotipo de diferenciacién temprana de las CIC y se ha reportado que no
tiene cambios en su respuesta auxinas (Napsucialy-Mendivil et al. 2014). Las dobles

mutantes, por su parte, presentaron una disminucién en la frecuencia de raices con una
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capa de CIC, muy similar a las mutantes sencillas ult1-3, apoyando la idea de que ATX1
no esta participando en conjunto con ULT1 en el mantenimiento de las CIC. Por lo tanto,
de manera contraria a lo reportado en el SAM (Alvarez-Venegas et al. 2003, Carles and
Fletcher 2009), ULT1 y ATX1 parecen no actuar en conjunto para modular la proliferacion
del RAM, la longitud de la raiz principal, ni el mantenimiento del estado indiferenciado de
las CIC. Mientras que ULT1 participa en al mantenimiento de las CIC, ATX1 regula la
proliferacion de las células meristematicas del RAM y el tamafo de la raiz principal,
independientemente de las auxinas. A pesar de que el experimento de incorporacion de
EdU muestra un aumento en la frecuencia de células del QC con sefal en las mutantes
de ULT1 y ATX1, la relacion observada en la doble mutante sugiere que las mutantes en
ambas proteinas convergen (o coinciden) en el mismo fenotipo. Si el aumento en la
proliferacion del QC que se observo en la doble mutante hubiera ocurrido en alguna de
las mutantes sencillas se podria hablar de una epistasis de ambos factores sobre este
fenotipo; pero, por el contrario, la doble mutante presenta un aumento menos
pronunciado que las mutantes sencillas. La diferenciacion temprana de las CIC y la
disminucién en la respuesta a auxinas en las mutantes de ultl-3, contrastan con lo
observado en atx1-3, por lo que es posible que la funcién de ATX1 y de ULT1 en el
mantenimiento de la quiescencia del QC sea por mecanismos independientes. ULT1 se
expresa tanto en el SCN como en el RAM, y mediante una construcciéon de ATX1 con
GFP se determiné que también se expresa en todos los tipos celulares correspondientes,
aunque su distribucién en la célula no es uniforme y no esta localizada principalmente en
el nucleo (Alvarez-Venegas et al. 2006). Esto sugiere que la funcion que estas proteinas
pudieran tener en conjunto no depende tanto de su patrén de expresion espacial, sino
mas bien del contexto del desarrollo y el tejido en donde actuen. Sin embargo, no se ha
determinado el patron de expresion espacial de ATX1 bajo su propio promotor, por lo
gue lo observado no representa necesariamente su expresion endégena. Tampoco se
descarta la posibilidad de que existan mas componentes en la red de regulacién que
medien la capacidad de estas dos proteinas para actuar en conjunto, y que estos
componentes estén presentes en el SAM y no en el RAM.

Por otro lado, se ha demostrado que el ortdlogo de ULT1 de Arabidopsis en arroz,

OsULT1 no sdlo puede formar multimeros consigo mismo a través de su motivo B-box,
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sino que también OsULT1 es capaz de interaccionar con el dominio SET de OsTRX1, el
cual es un ortélogo a ATX1 de Arabidopsis (Roy et al. 2019). Debido a que el dominio
SET esta presente en multiples proteinas del complejo TrxG (Avramova 2009), y que
OsULT1 y ULT1 tienen un 90.91% de similitud en su secuencia de aminoacidos, se
sugiere que ULT1 podria interaccionar no solo con ATX1, sino también con otras HMT
del complejo. Aunado a esto, datos de ChIP-PCR muestran una disminucion de la marca
H3K4me3 en algunos genes relacionados con el desarrollo de semilla en la mutante de
ULT1, incluso mayor que en las mutantes de ATX1, sugiriendo que gran parte de la
deposicion de esta marca epigenética esta mediada por ULT1, pero que no depende
totalmente de la actividad HMT de ATX1 (Xu et al. 2018). Dentro de las HMT del complejo
TrxG se encuentra ATX2, la cual se origind de ATX1 a partir de una duplicacion parcial
del cromosoma (Baumbusch et al., 2001), y que a pesar de tener una similitud de 75%
en su secuencia de aminoacidos, y aunque también se exprese en raiz, presenta poca
redundancia funcional con ATX1, ya que su funcidn esta mas enfocada a la deposicidn
de la marca de H3K3me2 (Saleh et al., 2008, Baumbusch et al., 2001). Tampoco se ha
reportado un fenotipo evidente para la mutante de ATX2. El analisis de triples mutantes
ha demostrado que las proteinas ATX3, ATX4 y ATX5 tienen una alta redundancia con
ATX1 en la parte aérea; sin embargo, estas proteinas no presentan una expresion ni un
fenotipo aparente en la raiz (Chen et al. 2017), impidiendo relacionar su funcion con la
de ULT1. Otra HMT caracterizada es SDG2/ATXR3, la HMT que mas contribuye a la
deposicion de H3K4me3 en el genoma de Arabidopsis (Guo et al. 2010). Se ha estimado
que regula el 46.4% de los sitios H3K4me3 (Chen et al. 2017), lo cual contrasta con el
~15% regulado por ATX1 (Alvarez-Venegas and Avramova 2005), ademas de que
analisis genéticos muestran que existe poca redundancia por parte de SDG2 con las
HMT del complejo TrxG antes mencionadas (Chen et al. 2017). De manera interesante,
se ha reportado que SDG2 es importante para el desarrollo de la raiz de Arabidopsis,
donde la mutante de pérdida de funcién presenta diferentes fenotipos; entre los cuales,
la desorganizacion del SCN, la diferenciacion temprana de las CIC, y la disminucion de
la respuesta a auxinas se comparten con lo observado en las mutantes ult1-3 (Yao et al.,
2013). Aunque no se ha demostrado una interaccion fisica entre SDG2 y ULT1, como se

ha hecho para el caso de ATX1 (Carles and Fletcher 2009), la similitud de los fenotipos
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podria indicar que, en el caso del RAM, ULT1 podria estar actuando a través de SDG2.

9.6 ¢ Funciona ULT1 como un interruptor epigenético?

Como se menciono anteriormente, ULT1 presenta caracteristicas que permiten
clasificarla como una proteina del complejo TrxG. Sin embargo, también se ha
demostrado que ULT1 puede interactuar fisicamente con la proteina EMF1,
caracterizada como un componente del complejo PRC1 que interactua con el complejo
PRC2 (Calonje et al. 2008). En este sentido, se ha observado que en ausencia de EMF1,
la marca de H3K27me3 disminuye, y de manera interesante esta disminucion se
exacerba cuando ULT1 y ATX1 también estan ausentes. En base a esto, se propone un
modelo en el cual ULT1 interactua con ATX1 y EMF1 formando un complejo que ayuda
a mantener los niveles de H3K27me3 (Xu et al. 2018). Aunque, también cabe mencionar
que, se ha demostrado que ULT1 actua antagonicamente con EMF1, ya que las
mutantes de ULT1 contrarrestan la desregulacion de ciertos genes que aumentan en la
mutante de EMF1, y también contrarrestan el aumento de la H3K4me3 y la disminucion
de la H3K27me3 observados en ausencia de EMF1 (Pu et al. 2013). Esto indica que
ULT1 tiene una funcién dual actuando también como miembro del complejo TrxG, que
en otros contextos podria actuar con PcG afectando las marcas de activacion H3K4me3
y las de represion H3K27me3. Resulta interesante que en las mutantes de ULT1 son
mas genes que se desregulan a la alza que a la baja (Tyler et al. 2019), contrastando
con su funcién ya descrita como un activador transcripcional. Dentro de los genes que
se desregulan de manera positiva esta FLC, un represor de la floracibn ampliamente
caracterizado, cuya expresion esta controlada por los complejos PcG y TrxG (Whittaker
and Dean 2017, Tyler et al. 2019, Pu et al. 2013). De manera sorprendente, los niveles
del transcrito de FLC aumentan poco mas de cuatro veces en las raices de la mutante
ultl-3 (Figura S4), lo que concuerda con lo encontrado en plantulas (Xu et al. 2018)
Ademas, por experimentos de ChlP, se demostrdé que ULT1 es capas de unirse al gen
FLC (Xu et al. 2018), sugiriendo que esta desregulacién podria ser por un efecto directo.
La desregulacion de manera positiva de FLC en las mutantes de ULT1 aumenta aun mas

en las dobles mutantes emfl/ultl, por lo que su accidén podria ser a través del complejo
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PcG (Pu et al. 2013, Tyler et al. 2019).

En animales se han demostrado la existencia de dominios “bivalentes”, los cuales
se caracterizan por tener tanto la marca de activacion H3K4me3, como la marca de
represion H3K27me3. Se propone que estos dominios bivalentes mantienen a los genes
en un estado “de espera” y que su expresion cambia a un modo “apagado” o “prendido”
dependiendo del estimulo, permitiendo que este cambio sea rapido y no gradual
(Hoffmann, Zimmermann and Spengler 2015). En plantas no se ha podido demostrar la
existencia de estos dominios bivalentes, pero debido a que ULT1 i) puede interaccionar
con proteinas del complejo TrxG y del complejo PcG, ii) tiene un impacto en la marca de
H3K4me3 y H3K27me3, vy iii) puede regular genes tanto positiva como negativamente,
es posible que funcione como un interruptor epigenético. De esta manera podria actuar
como un integrador de sehales modulando, a través de sus interacciones con otras
proteinas, las marcas epigenéticas y la actividad transcripcional. Debido a que toda la
evidencia anterior se ha demostrado de manera independiente, es necesario realizar
experimentos que permitan explorar bajo cuales contextos genéticos y de desarrollo se
dan las interacciones de ULT1 con los componentes de PcG y TrxG, y como estos tienen

un impacto en la expresion de sus genes blanco.

9.7 La actividad de ULT1 en los procesos de proliferacion y diferenciacién

Debido a su organizacion celular caracteristica, su facil manejo y visualizacion, asi
como la gran cantidad de marcadores existentes, el SCN del RAM es un excelente
modelo para estudiar procesos de proliferacion celular, diferenciacion y mantenimiento
del estado indiferenciado. Los fenotipos observados en este trabajo denotan la
importancia de la proteina ULT1 en dichos procesos, convirtiéndola en un factor
importante en la biologia de las células troncales. Ademas del papel de ULT1 en la
regulacion epigenética, y en los otros mecanismos de control en los que pueda estar
inmersa, es importante referirse también a su papel a nivel celular. Las células troncales
son células indiferenciadas con la capacidad de dar origen a distintos tipos celulares

(dependiendo de su potencial) y de auto-regenerarse (Verdeil et al. 2007, Sablowski
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2004). En este sentido, cuando una célula troncal se divide puede generar otra célula
troncal para su mantenimiento, asi como una célula que va a pasar por una zona de
proliferacion para después diferenciarse (Heidstra and Sabatini 2014). En otro escenario,
las células troncales se pueden dividir de manera asimétrica, en donde la division esta
acoplada con procesos de diferenciacién, generando una célula troncal y una célula con
propiedades distintas, producto de esta divisién (Obernier et al., 2018). Sin embargo, se
ha observado que en una poblacién celular existen células troncales que se dividen para
generar dos células troncales, otras que generan una célula troncal y otra que se va a
diferenciar, y otras que se dividen para dar origen a dos células que se van a diferenciar.
Aunque el destino celular de esta division esta definido por procesos estocasticos
(Simons and Clevers 2011, Basak et al. 2018, Snippert et al. 2010), las sefiales celulares
a corto plazo y las limitaciones espaciales también juegan un papel importante (Pillitteri,
Guo and Dong 2016).

Volviendo al SCN del RAM, en este ocurren divisiones asimétricas de distintos
tipos; por ejemplo, las células iniciales del cértex/endodermis se pueden dividir para dar
origen a dos células iniciales y, posteriormente, una de ellas, la mas alejada al SCN,
puede dividirse de manera asimétrica para dar origen a dos células de diferentes linajes
(Petricka, Winter and Benfey 2012). Del lado de las células del QC, que a pesar de que
se creia que contribuia a dar origen a todas las células iniciales que lo rodeaban, se ha
determinado que, en condiciones normales, las células del QC soélo contribuyen a la

generacion de las CIC (Cruz-Ramirez et al. 2013).

Con biologia de sistemas, utilizando un modelo multiescala de la raiz que, ademas
de incorporar los componentes mas importantes, conocidos a la fecha, de la red
molecular de regulacion del SCN, también incorpora la dinamica espacial que existe
entre cada célula que lo conforma. Con esto se han podido recuperar los diferentes tipos
celulares que componen al SCN, permitiendo proponer que dependiendo del plano de
division del QC este va a dar origen a otra célula del QC o a una CIC (Garcia-Gémez et
al. 2020). En este modelo se plantea que la presencia de la proteina SHR funciona como
un paso limitante para que el QC siga manteniendo su identidad aun después de que

ocurra una division, funcionando asi, como una sefial que determina qué tipo de division
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tendria que ocurrir en el QC, si es asimétrica o no. Los resultados de esta investigacion
demuestran que ULT1 es necesario para mantener la baja tasa de divisiéon del QC, en
donde la mutante ultl-3 no permite el aumento en las células del QC, sino una
diferenciacion temprana de las CIC. Por un lado, se observé con el marcador de QC
pWOX5:GFP que existian mas células con la marca de Edu en el fondo mutante,
mientras que, por otro lado, se observé al marcador de DCC Q1630:GFP justo por debajo
de las células del QC, sugiriendo que se dividen e inmediatamente adquieren la identidad
de DCC. Si consideramos a las CIC como un estado intermediario y ya comprometido
hacia las DCC se puede proponer que, en ausencia de ULT1, la divisién asimétrica del
QC da origen a una célula del QC (auto-regenerandose) y a una célula de DCC sin pasar
por el estado intermedio de CIC. Se sabe que las CIC reciben sefiales moleculares del
QC, como es la proteina WOXS5, para impedir que éstas se diferencien completamente
hacia DCC (Pi et al. 2015). La distribucion espacial de la expresion de la proteina ULT1
muestra que esta en el QC y en todas las células que lo rodean, por lo que es probable
que ULT1 actue en dos vias, por una parte, limitando la proliferacién del QC, y por otra
funcionando como sefal que impide que las células intermediarias CIC pasen a
diferenciarse completamente a DCC. Por lo tanto, la ausencia de ULT1 no solo
compromete a las células del QC a sufrir divisiones, sino que hace que esta divisidon se
acople a procesos de diferenciacion. Es posible que, ademas de ULT1, existan otras
sefales moleculares que impidan que las células producto de las divisiones ectdpicas
del QC sigan manteniendo su identidad, es decir que sean simétricas. Este modelo se
ajusta bien a los resultados obtenidos; sin embargo, no se descarta la posibilidad de que
ULT1 actue solamente como un inhibidor de la divisidén celular y que los efectos en la

diferenciacion de las CIC sean indirectos.

Otro aspecto importante que no queda claro es por qué las divisiones generadas
en la ausencia de ULT1 son dirigidas hacia las CIC y no hacia mas células del QC u otro
destino celular, por lo que es probable que ULT1 tenga un control mas fino dirigiendo a
su vez el plano de division. Esta idea surge a partir de que se ha propuesto que al no
presentarse migracion celular en plantas, el destino celular esta altamente influenciado
por su disposicidon espacial, en donde la naturaleza de las células cercanas influye sobre

las senales moleculares que reciben (Garcia-Gémez et al. 2020, Pillitteri et al. 2016).

73



ult1-3

Aumento en la tasa de division /
g- Division asimétrica - Divisién asimétrica
acoplada a diferenciacion

Mantenimiento Diferenciacion temprana

por sefiales @ por falta de sefales (¢ ?)

Division asimétrica
desplaza a la célula inferior

Diferenciacion ocurre D QcC
por falta de sefales
de corto alcance [ cic
[ Dcc

83-G)-ED-P-0 s

Figura 15. Esquema de divisiones del QC. Modelo que propone cémo ocurren las divisiones
asimétricas de las células del QC en un contexto WT y mutante ultl-3. Las lineas horizontales
punteadas representan el plano de divisién celular, mientras que las flechas delgadas negras
representan senales moleculares de corto alcance. QC=Quiescent center, CIC= Columella initial cell,

DCC-= Differentiated columella cell.
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10. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se investigd la funcion de la proteina ULT1 en el desarrollo

de la raiz de Arabidopsis thaliana que, con base a la evidencia generada de manera

experimental, se concluyo lo siguiente:

La proteina ULT1 se expresa en la raiz, localizandose en la zona meristematica
de alta proliferacion y en las células que conforman al SCN incluyendo al QC.
ULT1 no participa en el crecimiento de la raiz principal, ni en la proliferacion del
meristemo apical de la raiz.

ULT1 es necesario para mantener la organizacion celular del SCN.

ULT1 ayuda a mantener el estado indiferenciado y la identidad de las CIC en el
SCN.

ULT1 participa en mantener la baja tasa de division del QC, pero no en mantener
su identidad.

ULT1 es esencial para el establecimiento del patrén de respuesta a auxinas en el
meristemo apical de la raiz.

La funcién de ULT1 en el SCN del RAM es independiente de la presencia de

ATX1, contrastando con lo ya descrito en el SAM.

11. PERSPECTIVAS

Realizar experimentos de ChIP para determinar si los cambios observados en la
ausencia de ULT1 se deben a su funcion epigenética a través de cambios en las
marcas H3K4me3 y H3K27me3. A su vez, se podria determinar si ULT1 se
encuentra unido a los sitios donde ocurren esos cambios.

Analizar sistemas reporteros para diferentes transportadores de auxinas para
determinar si los cambios observados en la respuesta pueden estar ocasionados
por modificaciones en el patrén espacial de algun transportador.

Hacer analisis morfolégicos y de expresién en una doble mutante para ULT1 y su
paradlogo ULT2 para descartar efectos enmascarados por una posible

redundancia.
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Experimentos que expresen a ULT1 en un tipo celular especifico en un fondo
mutante ult1-3 podria ayudar a determinar si el efecto que tiene ULT1 en el control
de la tasa de divisidn del QC y el mantenimiento del estado indiferenciado de las
CIC son procesos independientes; es decir, si es un efecto autonomo de la célula

o si existe alguna relacion causal.
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12. FIGURAS SUPLEMENTARIAS

ult1-3-
CN (WT sin RT)
CP (DNA genémico)

ult1-3
WTLer
MPM

=
o
=

WT

Figura S1. Expresién de TUB2. PCR semicuantitativa de la expresiéon de TUB2 en
mutantes ultl-3 de fondos Col y Ler. El cDNA se extrajo de raices de 5 dps; se utilizd
como control negativo una reaccion de RT sin retrotranscriptasa, y como control positivo
DNA gendmico de una planta WT, ya que los oligos pueden diferenciar entre mRNA y
DNA gendmico, amplificando productos de 120 pb y 668 pb, respectivamente. EI DNA
genomico se obtuvo de plantulas de 5 dps. MPM=Marcador de peso molecular de 100

pb, CN=Control negativo, CP=Control positivo.
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CYCB1;1:GUS ~ CYCB1;1:GUS/ult1-3

Figura S2. Imagenes representativas de la sefial del marcador CYCB1;1:GUS de raices

de 5 dps de plantas silvestres y mutantes ultl-3. La barra negra representa 20um.
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Figura S3. Imagen representativa del crecimiento de plantas silvestre, mutantes ult1-3,
atx1-3 y dobles mutantes. a) plantas de 30 dps y b) plantulas de 12 dps.
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Figura S4. Resultados de gPCR de la expresion de algunos genes en mutantes atx1-3
y ultl-3.
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Figura S5. Ensayos de GUS a diferentes tiempos de incubacién. Imagenes
representativas de raices de plantas DR5:GUS y mutantes ult1-3/DR5:GUS de 5dps
tomadas con microscopia de luz. La linea horizontal negra en la esquina inferior derecha

representa 20um.
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Figura S6. Ensayos de GUS a diferentes concentraciones de IAA. Imagenes
representativas de raices de plantas DR5:GUS y mutantes ult1-3/DR5:GUS de 5dps
tomadas con microscopia de luz. La linea horizontal negra en la esquina inferior derecha

representa 20um.
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Figura S7. Ensayos de GUS a diferentes concentraciones de NAA. Imagenes
representativas de raices de plantas DR5:GUS y mutantes ult1-3/DR5:GUS tomadas con
microscopia de luz. La linea horizontal negra en la esquina inferior derecha representa

20pm.
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Figura S8. Niveles de los transcritos de algunos genes que responden a auxinas bajo

tratamientos de IAA 500 nM, en plantas WT y mutantes ult1-3.
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Figura S9. Determinaciones por gqPCR que muestran los niveles de expresion de GFP

en diferentes fondos usando a RNAH como control de carga.
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Figura S10. ULT1 no participa en la respuesta gravitropica en la raiz. Angulos medidos
de la punta de la raiz con respecto al eje de la raiz principal después de 3 y 6 horas de

rotar 90° la caja de medio MS. Plantas de 5 dps (n=10).
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Ensayo Gen
gPCR RNAH

TIP41
PIN1
PIN2
PIN3
PIN4
PINS
PIN7
LAX2
AUX1
GH3.1
GH3.5

IAA19

ARF5
ARF7
ARF10
PLT1
PLT2
AGL42
SHR

SCR

WOX5

ULT1

CYCD3;1
CYCD3;3
Clonacion

Genotipificacion T-DNA
ATX1

ULT1

Locus
AT1G58050

AT4G34270
AT1G73590
AT5G57090.1
AT1G70940
AT2G01420
AT5G16530
AT1G23080.1
AT2G21050.1
AT2G38120.1
AT2G14960
AT4G27260
AT3G15540
AT3G23050.1
AT1G19850.1
AT5G20730.1
AT2G28350.1
AT3G20840
AT1G51190
AT5G62165.1
AT4G37650
AT3G54220
AT3G26120.1
AT3G11260

AT4G28190

AT4G34160.1

AT4G28190

AT1G66240

AT4G28190

Nombre
RNAH_Y_qgF
RNAH_Y_gR
TIP41_Y qgF
TIP41_Y gR
MP-PIN1qg-F
MP-PIN1g-R

PIN2 FOR
PIN2 REV
MP-PIN3qg-F
MP-PIN3g-R
MP-PIN4qg-F
MP-PIN4g-R
PIN5_DO_qgF1
PIN5_DO_gR1
PIN7_DO_qgF1
PIN7_DO_qgR1
LAX2_DO_gF1
LAX2_DO_gR1
AUX1_DO_gF1
AUX1_DO_gR1
GH3.1_DO_qgF1
GH3.1_DO_gR1
GH3.5 DO_gF1
GH3.5 DO _gR1
IAA19_DO_gF1
IAA19 DO_gR1
IAA7_DO_gF1
IAA7_DO_qgR1
ARF5 DO _gF1
ARF5_DO_gR1
ARF7_DO_gF1
ARF7_DO_gR1
ARF10_DO_gF1
ARF10_DO_qgR1
QRT_PLT1F
QRT_PLT1R
QRT_PLT2F
QRT_PLT2R
AGL42_AGR_gF
AGL42_AGR_gR
QRT_SHRF
QRT_SHRR
QRT_SCRF
QRT_SCRR
TEL1_DO_gF1
TEL1_DO_qgR1
WOX5_DO_gF1
WOX5_DO_gR1
ULT1 exon DO F
PA-ULT1pcr
R
RT-FCYCD3;1
RT-RCYCD3;1
CYCD3;3F
CYCD3;3R
EP-ULT1-F
EP-ULT1-R
LBC1
MP-ATX1pcr-F
MP-ATX1pcr-R
PA-ULT1pcrF
PA-ULT1pcrR
ULT1_DO_gF
ULT1_DO _gR
EP-ULT1-R

Secuencia
5-CCATTCTACTTTTTGGCGGCT-3
5-TCAATGGTAACTGATCCACTCTGATG-3’
5-GTGAAAACTGTTGGAGAGAAGCAA-3’
5-TCAACTGGATACCCTTTCGCA-3’
5-TGGTCCCTCATTTCCTTCAAGT-3’
5-CAACCCAAGACTGAACATAGCCA-3’
5-CTG CTC TTC CTC AAG GAA TCG-3'
5-ATA CAC CTA AGC CTG ACC TGG-¥
5-TTCAGGCCGCATTACCTCAAGGA-3’
5-TCGGAAGCGCTATAAGCATTC-3
5'-GCTAAGGAGATTCGGATGGTTG-3’
5'-CCTCTCCACTATCAAGACCG-3’
5-CTGTGAAATGGTGGCACATC-3
5-ACATGGGCCGTGAACTCAAT-3’
5'-GTGAAAACAAAGCTGGTCCGATG-3’
5'-CCGAAGCTTGTGTAGTCCGT-3’
5-CCATGGACAGGTAGAAGGAGTG-3
5-AGCATGTCCACCGAATGTGT-3
5-TCGCTCACATGCTCACTTACCGAT-3
5-AAGAACCCAAACCACCACGAAAGC-3
5-GATGTTCCAGAGCTAGTGAGGA-3’
5-CAGAGATTCAACGCATTGCTGA-3
5-CCTCACAAGCTCTGGGACATC-3
5-GGAACGAACTGGCTCATCAC-3
5-CGTGGCATCGGTGTGGCCTT-3'
5-GCTGCAGCCCAAACCCGGTA-3’
5-CCTCCTGCTAAAGCACAAGTGG-3
5-CTTCTCACTGCTGGCCTCC-3’
5-CCATGGGAAGAGTTTGTGGG-3
5-AGATCGTTAATGCCTGCGCT-3’
5'-GATGATCCATGGGAAGAATTCG-3
5-ACTGGTACACCGGCAAAGTT-3’
5-CGTCTCCTTCAGGTAGCTTGGG-3
5-ACCAATTCGACTAACCACGGA-3’
5-CAAACCCTGGTGGTGTTTTC-3
5-CTACCAAAAGGCCCCCTCTA-3
5-ATCCAGGAGGTGTTTTCACG-3
5-AGAAGACTCCAGCCGATCCT-3
5-GAACGCTACCGCAAGTACAC-3’
5'-GCAAGTGAATTTGTGAGTCGTG-3’
5'-GCCAACGTAAAGGGTTGTTTT-3
5-TCAATCTCAAAGCCCATCATC-3
5-CTTGGACGCCTCGTTCTTAG-3’
5'-CCACCAATCAGGTAGCCAAT-3
5'-CGAGAGTTCAGGGTTTGGAGGAT-3’
5-AACTGCTTCCCATCTCGTGG-3’
5-CCATCAACTAGAGATGTTTTTG-3’
5-CACCTTGGAGTTGGAGTCTTC -3’
5-GGGTTTTCCCCACCGGTGACC-3
5-AGCTGGTGTCAACTTGTCTAGC-3

5-CTA GAC TTT CAA GTG GAG GA-3’
5’-GAG TAA TGA GAT GCA TCT TCC-3’

5’-GCTTAATACTTATACTACCAACATC-3'
5-AGCTTTGACATTGCTGGTGAAG-3’

5’-GGA ACA ACA CTC AAC CCT ATC TCG G-3

5'- GGCGGGAGATATGATGATTGAA-3’
5-TCTTCCCATTTAGGGATATGCC-3’
5-GTGGGGTCAATGTTGGTGGCGA-3’
5-AGCTGGTGTCAACTTGTCTAGC-3'
5'-ACT TCA CCA GCA ATG TCA AAG C-8
5’-GCA ACG AAC AAA GTC TGA GAC AG-3
5-AGCTTTGACATTGCTGGTGAAG-3'
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ULT2_DO_gF2
ULT1alelo1F_DO
ULT1alelo1R_DO

ULT1IncF_DO

ULT1IncR_DO

ULT1IncR2_DO
ULT1_ATG DOF
ULT1_ATG DOR

Tabla S1. Lista de oligos utilizados en esta tesis

5’-GCGGAACCTTGTCTCCTTCAATG-3’
5-GGTTGCGATGAAGACAAGTTGA-3'

5-TCTATGGCAAACTTTGGCACC-3’
5’-CTGGTGAAAGGGAAGAGCCA-3’
5’-AAACAAAACTCGTGGGGGCA-3
5-TCCTCTTTACCTGGTGACGAC-3’

5’-ATGGCGAACAATGAGGGAGAGA-3’

5’-CTAGCAACAGCATCGCCGTATC-3’
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ULTRAPETALAL maintains Arabidopsis root stem cell niche
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+ During plant developrrent, rmorphogenetic processes rely on the adivity of mengers.
Merigtern hormenst sis depends on a corrple< regulatory netwark congtituted by different fac-
tors and horrene signdling that regulate gene espression to coordinate the correct balance
between cell proliferstion and dif ferertition.

+ LLTRAPETALAL atranscriptional regulatory protein described as an Arsbidopsis Trithorss:
group factor, has been charact erized as a regulator of the shoot and floral meristers adtivity.
Here, we highlight the role of LLTRAPETALAL in root stem cdl niche rmaintenance.

« wefound tha LLTRAPETALAL is required to regulate both the guiescent certer cell divi-
don rate and awxin signaling & the root tip. Furthermore, ULTRAPETALAL regulates col-
urrella sterm cell differentiztion.

» These roles are independent of the ARABDOPIS TRITHORAX], suggeting a different
rrechanism by which ULTRAPETALAL can act inthe root spicd meristern of Arabidopsis. This
work introduces a new corrponent of the regulatory network needed for the root stem cell
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(Sehetini & 4., 19990 In theRAM, axnisddributed inaga
dient-like fagion with a madtmum conaantradon & the QC,
proclict of pda tragoort, biogmtheds metsbdiam and the
regponse mechinary (Ljung & 4., 2005 Woodwad & Batd,
2006 Sepavvad 4., 2008 Tao g 4., 2008 Paarson & 4.,
2008 Grunendld & Frim, 2010 Venawd 4., 2011, Inthe

Mew Fhytdegs (2000) 225 1261-1772 1261
winy, newy phytdogist. com
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QC, ausin FHosynthests depetwls on o WOXS LAALT feedbuck
circuit, whare WOXS repnlares the oxprossion of key auxin
biosynthesis genes and the andn response reprossor TAALT
restricns the WS exprassinn domain (i erzf, 204,

Recently, there has been increasing evidence of the role of opi-
genatie facwrs in the SCN regulaion. Specilically, some proreins
of the Tritherax group (T3] have been reported o play impoer-
tant cules fn the SCIN (Chen ezl 2008], The TG 1s un epige-
neric camplex char regulates cranacriptional activacion through
the weiion of their wsodziel listone mebiylianslenses, involved
in rthe oimethvlation of [psincs 4 and 36 of histane H3
[F3Kdmed and TL3EAGmed; Sanchez o &f, 2013, The
H3kdme3 marle is catzhyzed by SET domain prarsins, such as
SET DOMAIN GROUPZ (SDiG2) and ARABIDOPSIS
TRITHORAX T {ATX), thay }J|;L}' dillereny rales in TWAR lwarme-
ostasis (Yao or ol 20013 Napsucialy-Mendivil er 2l 2004). Tn
adiion, e ATX1 function s tecessiry 1o awquire the cottel
primary raar Tengrh and maineain RARM prolitcracion and 3CN
arganizadon (Napsucialy-Mendivil ee ol 20140, 1n che SAM, it
has  boen proposcd  rhar ATXD acs rogerher with
ULTRAPETALAL (ULT1) tw puforny ios funcion (Carkes &
Flewcher, 21067

ULT1 is & SAND domain prowin. described as a coacdvator
ol AT due w s physical ineracion with ATX 1 and w s
ahility o conrrel cranscriptional acrivation of ATXT -commoen
largews. such s AGAMOLE by sdimulaing H3IK4me3 deposi-
rion, cven rhough UTTT lacks enmymatic acrivity (Carles 82
Flercher, 2009), The ULT1 intersction with ATX1 and i
anmagonistic funcrion over CORLY LEAR {C1LEL a histonc
methylransterase of the wprssor comples of the Polycomb
geon, hace lad 1o desgripiian of LU as parg of the T'rats
complex [Carles % Tletcher, 2008 Xu or o/, 20018) LT i
expressen in the shoot wnd Tard merisiems, wl i loss of Nune-
tion delays the feral meristem determinacy, producing, superno
merary Qowers and lorul orguns (Carles o 2l 2004; Cares
et el 20030 Marcaver, TTILTY regrdates achar MAIS hox and
class 1 KVOX genes involved in che inaincenance of che azrial
meristemn (Monfared e af, 200300 LU is also able o inrcracr
with KANADIL, a transcription factor, to csrablish apical-lbesal
prilarity by proavaring basal cell fae in he genoecim {Pires
et al, 200740

LAY is alse expressecd it roows (Carles o ad, 20090, bud i
functiom in this argan remains unknowen. Given thar ATXT acrs
Lo in shwoot il woot weristemns (Alairse-Venepas of ol 2003
Napsucialy Mendiwil @ al. 2014) and char, in the former,
ATX] shaves wrgers with ULTL {Alearee-Venews e o, 2003
Carles & Floteher, 2009, we saughr to derermine iF and how
ULTL acts in the RAM, Chu resules indicate thar ULT1L plaws
impariany mles in the rooe SCN organizaian, ULTT inhihics
CSC ditferentiation; it s also required to regulae QC quics-
cetee and proper ausin signaling in e ot SCNL Ineresuitgly,
ULTL functions in roor SCN arc independent of ATX, reveal-
i e U0 Das dilereny functionul relacivuships widy A%
depending an the merisiem ar the rsse ope. Our findings
increduce w ULLT 25 4 novel womponent reguized for the root
SCN maincenance.

Flant material and growth conditions

Arabiclypsis cootypes Columbiz-0 (Col-0) and Tandsbery creme
e were wsedd ay wildoype plass, The wansler DINA 71
IDNAY imscrrion mcanes of  wdrd 23 SALK_O074GA20) and
wicd-3 (BALK 105214} were oliained [oon the SALK L-
DNA callecrion. and the sl 35 mutant was donated by Thr
Flewher (Catles er 2f, 20003). Reporter markens DREGLY
W masons ed al, 1O97), pSCTRGHE? (Sabarini e w2l 2003).
and PEOXSGRP [Blilow e 2f. 2003 were inoa Col-0 hack-
ground,  wherers he  (UAIGHES (Sphating w0 wf, 2005
cohancer ap line was in a C24 background. As a control of
the enbancer trap ling, we wed a lybrid vross betwsen Col-0
and 24 hackgrounds.

For growth outwlions., seeds were siraified for 20 a0 490wl
growen vertically on Mwrashige and Skoog (M5) medium (0.2
A5 salts, 0.05% MES, 1% sucrose, 1% agur., at pH 5.6) at 22°C
under Tang day condirinns (166 8Ny lighn: darl). Aawin rcar-
menn were done 5 d after sowing (dash scedlings were incubated
To 12T o MS medivm with 20000 TAA ar 500 08 a-naph-
thalencacec acid {AAL

Obtaining plULT1:ULT1:GFP plants

The DLTT gene was obmined by PCR amplificrion trom yenomic
NA ol Cal-D plams, using primers (3-GO T TARTACTT
ATACTACCAACATI S, SAGUTTTGACATTGET GIGTGA
AG-30 wr amplily 3006 by (o Tagioen exending 1711 bp apsueim
the transcripien scrc sise antil 12893 bp of the gene cnding, region,
without the swop codon’, The smplificadon product was choned inte
pCR'”"'S."G\'{"f'T(')I’O'K’ ('-';trm‘a}-':l"" binary wecror sysiome (T tro-
gen )l then gansfoed w0 the pGWES veuwor we obtain the
LT TGRP plasmid. Arabidapis 971 and 2l 123 plans were
wansformed by the toral-dip method (Clugh & Bene, 1998} with
an ,‘1{@:’1?)«.‘.‘«71};;& i rr,dri.'?{r‘a‘rﬂ,‘ s (58 g the » LAFT-LAL T
GF plasmid. Transformed planes were selected by hypromyen B

itlld l'.(ilJJiif'll_‘}'{.;JJ lex fJL)Liile }JIJIIJf)’l_}"gULIB tt‘!'jblillll P].':l‘ll!s'.

Morphological analysis

For AN nwiphological analysis, rods a3 dis were Tized in
& 3% cthanol and 109, acedc acid soludon. and psendo-
S:hil swining was perlormed w desctibed {Uroernic er wf,
2008, The oot merisrem cell number was estimared by mea-
sucing the meriseemnaric cortical cells according to the muldple
sirnctural change algorihm (Pacheco-Hseobado e i, 2000).
Tor the columella analysis, roots were stained with Lugol and
mounted in clearing soludon (80% chloral hydrae and 20%
glvceroll. Tor DRFIN stining, the roots were incubated
1L5h a 3790 in GUS soluton (2mM o Terrvyanide, 2 M
ferrocyanide, (.1%0 Tween 200 and 23 pg ol boschramoed-
chloro-3-indolyl-f-v-glucuronic  acid i 1= phosphate-
huffored saline (PRS)Y, and dearcd wich 100% athanal. Sam-
plis were mounted on 63% glyecrol, 2% dimethy] sulfoxide
in 1% PUS haffer and wisualized nsing lighr micrascopy wirth
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Nomarski  optics under an Olympus  BXG0  microscope
(Olympus, “Uokyn, laparl

For confocal microscopy, Toots were stained with propidium
indide (1, 50 pg ml ™"y and visualived vsing a Nikon kelipse Ti-
L corfocal microscope {Niken, Tokyo, Tapan with a CT'T Plan
Apochromal Tambda 20 NA D7 1LO0 mm objective, and
a CIT Super TTuor A O8] WA TIWD (022 mm chjecive ar
483 Lor Pl oand S-ethyvoyl-2-deveyundine (EdLY and o
500 nm tor green Huorescene procein (GFE)L

Al image quantiliciions and relaive Quorescence esiimanions
were porformed using b software {Schindelin s al, 20012) For
CIP relative fAluorescence, che incegrated density of the geeen
channel was measred in Q0 cells

EdU assays

For EdU wsays, seedlivgs au 44 aliee germination (dug) were
incubared on WS medium coneaining 160 uM EATY (Cliclei
EdU kic with Alesa Fluor 647 by [nvitrogen™) i the dack
with eantle agicaron ar 229 for 20h. Afrerwards, e
scedlings wire fived wnder vacuum conditions wich 3.7%
paralvrmaldehyde in [x PRS for 13 min. Roois were then
washed three times with 1> PBS and 3% BSA solwdon and
mented  on Thermo  Sciendlic™ (W altham,  MA, LSA)
Supertrast Plus® slides. After rchydration with 13 micro-
wlules stabilizing buller. toow were permeabiliced witle o 1x
FRS, 3% BSA, and 0.5% Tviron soludon for 280 min in
gentle shuking and washed owice with o 1x PBS. 3% BSA
solinion.  Finally, Hdl! Quorescent siaining were  revealed
under dack conditions using che Click-iT waction micouce,
15, Slides were

prepared according 1 manulgeiurer’s sty

mownted in Mowiol solation and visoalized using a2 Nikon
Fulipse "I'e-F conlowal imicrascope,

Cuantitative reverse transcription PCR

RNA was fsolated 3 dag from full roots for assye on auxin-
relarcd genes and From roor tips for assays oo O aenes of 5
dagr, wsing Cruick-RINA" Miniprep (Zymo Ruscarch, Ireine,
CA,USA) Complemeniary DINA was genarated sing 1he
SuperSeript'™ 11 Reverse Transcriptase (Invitrogen ") accord-
ing wothe rmanufcrer’s inscrucions, Real-time PRy were
performed using, Waxima'™ 3¥BR Green/ROX qPCR Masrer
Mix 2w {Themmo Scendlc) on g SiepOne'™ real-ime PCR
avstem (Waltham, MA, USAL The Gy and the cfficiency of
primers walues were caloulued  osing e Miner alporidin
(7han & Hernald, 2005 The relative expression was calew-
latced with the E **r method fwhore E i the offidency of
each primer pait; Rao ei wf, 2003), with three biological
replicates. with twehnical duplicares, and wsing the RN
[ATLGSR030) and ¢AOF (ATO3427N) as relerence getes,
Sraristical significance was cvaluared with & Seudent’s rrost
using the Bonlerromi Dunn multiple comparison mediod, All
the primers used for chese analyses arc shown in Supparring
Informinion Talle 51

L raichon,

ULT1 Is expressed in the roct proximal merdistem and in the
root stern cell niche

Besitles being expressed in the SAM, L5007 iU s ulw expressed in
orher tissues, including the woars {Carles er al, 20043), alchough
1 e o roou Ussues remaing unkoown, Lhos, we e analyeed
the expression parcern of TTLT1 in Arabidapsis primary moms. To
Uiis end, we generuted rausgenic plats carreing the pULTE
LALTTAGEY gene (see Marcrials and Merhnds seerion). W faund
that the expression of ULTL scems 1o be mainly nodear, profer-
entially seen in the epidermis, cories, endodermis, and wascular
tssues of the RAM pl‘nliftratinu domain (Fig. la—ct In the SCN,
L1 0t I ::x],lrcs:,cd in lhc (_g_f; L:(‘H.s <lnt.1. n L'l” st U:.‘”S |:0|' iililigll
cells), including CSCs but not in differenciated columella eclls
(DO Fig, 1 The UITT espression §s pot restticied 1o the
RAM. since it iz alsa exprassed in rhe endedermis of difforenti-
atedd cells (Fig, 1)

ULT1 is required far stem cell niche morphology and
columcha stem cell maintenance

The abserved expression panem led us w evaluae the wle of
TLTT in the reot. Thercfore, we analyzed the roct phenorpe of
both sfif-3 (a0 tzotan allele inthe Columbin accession; here-
after sded- S and el -5 mutant planrs {the same allele in Ter
sicession’, These two mutans have the same T-DINA insertion
in the first exon of the L4307 pene; it d- A aeas nbiained b

 allele ineo Ler (Carles o7 af, 2003,
Bonh afed=3 plancs gre loss-ol-funciion muams thay show ynde-

introgression of the sl

weerable levels of VLT gene expression (Tig. 2a). Root marphol-
apy analyses indicaed b both wb8-3 muowe plaos had oo
detrers in cheir primary roac lengrh RAM size, RAM corrical ccll
lengrh, or Uie lengih of conical dilfereniaisl cells (Fizs 51, 823,
Nevercheless, unlile WTH plants, the 5CN of sl 13 murants
showoed an irregubae morphology that included an apparent disor-

ganizarion of the cells licared helow the (0, ar che positinn of

C5Cs and of the lateral root capfopidenmis stem cells and in
some aases they also showad indicniong ol CH cell divisions,
based on PT staining (Tip. 2b—d). Likewise, 36.6M of the wfel-3
I,?I;!I'Ils Llisl,?l;!}"l:fl,l {_|¢|’m:ls il'l h(JN rl'ol'l‘ ll'lﬂb(': .
plaed CHC cell divisions and 20%) showed an jrrcgular maorphal -
oy (Fig 2Led) By comrasy, WU pluns did net show any
change in their SCN morphology, and anly 163 of them showed
QU divisions {Fig. 2ei). The expression of ULTL {using a
gL T ECEP comairucn) inothe #7023 muam backarannd
(afel-3pULTLULTLGEP complemented both QC cdl divi-
sion and 1he reegulae SCN marphology phenoype, since 75.33-
4 of these plants had a WT-like phenotype and only 20% and
A.66% displed QO cell divisions and an ittegulo SCN mor-
phalogy. respecrively {Fig. 2h.iy, demonsorating thar che UTTI-
GFP fusivn protein was lunctional. Thess resules show cha
LT s iwendved inche regnlarion af QO cell divisinn and rthe
maintenance of the SCN morphology,

& ol thern dis-
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PULTIL-ULTI-GFP

PULTI:ULTT:GFP

To address whether the altered SCN morphology in sif-3
planes could be due <o changes in cell fae identity af stem cells,
we analyzed the CSC fare. Unlike DCCs, €SCs do not have
starch granules that can be visualized by Lugol staining {(Hang
er 2l 2003). Smaining of alri -3 roots with Tugol revealed thar
only 27% of Lhese plants watntained @ tier of C8Cs, marked by
rhe absence ot Tugal swaining, whercas 71.2% showed Lugol
stainming in cells immacdiately below the QC wells (Lig. 3b.d),
where CSCs shonld he. As expecied, most W™ plams (72%)
showed one layer of unstained cells in this posidon {Tig. 3a,d).
Again, this wltf=3 phenoiype was reverted in B /-3p AT
ULT1:GTP complemenced plants, which coneain a pertect Jayer
ol C8Cs (Fig, 3ed), indicaing a crivical rode ol ULTT in CSC
maintenance.

To cunlirm whedser those Lugol-stained cells, underneath the
QC at wlel-3 roots, had a DCC identity, we used 2 QI630-GFP
enhancer aap marker of differentizted columella cells (Sabacini
e al, 20053, Seriking’g, the GFP signal was stironger in 2d/-3 than
in WT roots; not only did DCCs have a TP sigaal. but somce lac-
eral roue cap cells were also Libeled iFig 5. This signal was nou

EIL TI:ULT1:GFP | pULTI:ULTI:GFP

Fig. 1 Expression pattern of the Arabidopsis
UL TRAPETALAT (ULTT: seqein Lhe rool,
Carfocal images of different reginns of
SULIT:ULILHM roots at 5d after sowing:
{a; roul apical merisiem; (b) sl ¢ell nicke
(magnified i1 the box): (c) an ep dermis
olane; id) root differentistion zone. Arrows
indicate expression in endodenris el 5. Bars.
20 um.

observed in WT wots, even when wsing high CIP laser powar
(Fig. 83), indicating a modification in the expression pavern ol
the Q630 marcker n wfed-3 plancs. Morcover, in sde2-3 roots,
when the irmigres were Liken au o lower phowrnoltiplier wbe high
voltage, we were able o observe thar, when QC cells divide,
duughiet wells romediaely aoquired a DCC identity without gen-
crating, a CSC idenricy frsr, as revealed by che QFA30:GHP sipnal
(I 2k, This result strongly suggests thae the L2 XT Joss of func-
tinn pramoies premaiare differentiadon of CSCs.

The premanue differentiation of CSCs in wftl-3 mucanes
impacied the number of 13CC Tavers, Whereas muose W planes
o) showed five layers of DCCs (Fig, 3a,c) only 2004% of
the gele -3 planis eshibied five Tayers and 79.6% had six or seven
layers (Fig. 3h,e). This phenotype was partially complemented in
wltd-3ipUL L UL T EAGEP plus, showing only 49% ol the coues
with five DCC layers (Fig. 3¢,c).

All chese dara indicate that ULT1 15 required to maintan
CSCs, resteiciing CSC difTerentiation. Consequently, ULTT is
also required to maintain the correct number of DCC layers in
the coum,
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@ W Normal | QCwith | Iregular

SCN divisions 8CN

g

Frequency (%)
&

ufti-3

ufei-3/
PULTL.ULTI:GFP

Fig 2 ULTRAPETALAL (ULTL) isrequired to meirtzin the Arsbidopd sstem call niche{SCN) orgarization. (a) Quartitative reverse ranscription PCR of the
ULT1 geneinwild-type (W T} and ult1- 3 mutarts from Col and Ler backgrounds {(b-h) Represertative confocal imagesof theSCN of roctsat Sd after
sowing (b) WT roct; {c) Ut1-3'*" roat with duigonsinthe quiescert certer (QC; seetheasterisksinthebod); (d) Utl-3'* roat with animegular SCN
morphaogy: (e)WT root of Cd-0background; (f)ultl-3 root howing cdl dividonintheQ C {seethe ataiksintheba); (g Utl-3 roct withireguar
SCN marphology: () SCN phenotype of Wt1-3/pULTL:ULTL:GFP plarts (i) phenatypic quartification of nomnal and imegular SCN morphologies, and of
QC cdlsshowing dvidonsinW T and utl-3roats{n =22}, Theimeages in theboesare an arrplification of SCN, andthewhite aterisks mark the Q C cdls

Rodtswere dzinedwith propidum iodde. Bars, 20 pm

Role of ULT1in colunella semcell maintenance is
independent of ATX1

It hasbean reported that ULT 1 and AT X1 can phyd cdlby inkerad:
andtha, in the SaM, ULT 1 patidpaesintheH 3K 4me3 degpo-
dtion ctdyzed by ATX1 (Cales & Flache, 2008 Xu & 4.,
2018). Therdfore, we andyzed the gandic rdaionship beween
ULT 1 and ATX1 inthe RAM., T o do this we ganerated an &<l
3UIt1-3 dauble nutant and andyzed theroct phenctype. It has
been reported tha the primary roct of the &x1-1 nutant plats
isshorte than that of WT plants cleto ATX1 nmodulaingbath
odl prolifergtion and thetrandtion fromad| prolifedioninthe
RAM to cdl dongaion (Nepauddy-Mendindl e d., 2014). Like
in the 81-1 mutant, the primery rocts of &4-3 plats were
shorter than inthe WT rocts however, roct lengh inultl-3 wes
unaffected (Figs 48 SD). Interegingy, the axd-3UIt1-3 dauble
mutant béhaed as the 8x1-3 snde nutant, $owing shorte

roctsthan WT plats Fig dg Table S2). Likeniss the RAM
corticd o8l runber and the cdl lenghin the abd-3UIE1-3 dau-
ble nutant were srila to those in the &4-3 dnge mutant
(Fig. 4b). Therefore, this phenctypeis dueto the abeence of the
AT X1 fundion, suggesing thet ULT 1doesnct ssamito be cocp-
ergewith ATX1in regulaing RAM odl proliferaion or thepri-
may roct length.

Theandyss ofthe CSC phenctype in these mutants wes, how
e, different. Unlike with theult1-3 plats wefound that nog
WT and ad-3 plants (72% and 61.3%, repetivdy) doned
one layer of Csand in some casss een two layers Fig. 4e,d)
TaleS2). Howeava, the phenctype of the &<1-3UIt1-3 dauble-
mutant plants wes smila to thet of ultl-3 mutants showing
more plats (62.5% and 71.2%, repedivay) withaut any layer
of CHCsi(Fig dod, Table S2).

Additiondly, the phenctype of DCC lawrs was intereding:
urlike the Ult1-3 nutant, which showed nore plants with §x

NevFPht
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UH1-8/pULTT:ULT1:GFP
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Fig. 3 ULTRAFETALAL (ULTL) is necessary

BHCsC WcsC o

Q1630:GFP

{50 and saven (2962%) DCC layers the ad-3 plants had
|ower numbersof DCC | avarsthan e WT platsdd. Althcugh
61.3% of &x1-3 plats dplaed fie DCC layesasWT plats
an inmportant populaion of 22.68% showed only faur lavers of
DCCs(Fig 4ce Tale 32). Inthe cze of the abd-3UIEL-3 dou-
ke mutant, ot of the roctsshowed five (34.4%) and 9x (62.5
% DCC lagrs like the ultl-3 dnge nmutats Fig 4dce
Tale S2), Howear, incontrag: toult1-3, thisdaublemutat ds
played agardl populdion of rocts with four DCC layes and,
ot inportantly, it dd net showany rocts with ssen DCC la-
ars Tharefore the a1-30UIE1-3 dauble mutat ssesto haean
intemned e phenctypebaiweenthose of thesingemutats

The contraging behador aong snge and dauble mutants
both in the whoe RAM and in the SCN, suggets that ULT1
and ATX1 at independently in different processes cliing roct
ded opment: wheress AT X1 seavsto benoreinpaortant to reg-
ulaetheproxmd RAM maiden ULT 1 sarsto atintheds
td RAM maidem seificdly in the regilaion of C3C
dfferertigtion. Althcugh both ATX1 and ULT1 ae necessary
for the comred: formeion of DCC lavers they at in diffarat
ways AT X1 seers to be promoting the fomretion of DCC | ar-
ers wharessULT 1 sserstoberegridingit.

uit1-3/Q1630:GFP

ULT1 deficiency reduces auxin dgnding within the stem
cél niche

It iswdl known that axn sgding isinmportant to mantan
both the SCN andtheQC quiesoence (Sehatini ¢ 4., 1998, Tian

htdoge (2020) 205 1261-1272
newphytdogd.com

alli-% T3

for Arsbidopds caumella gem cell
maintenance. (a-c) Represertativeimagesof
300G M 6DIC 7D roots 5 d after sowing (dad) dainedwith

Luga: {a)wildtype (W T); (b)ultl-3 (¢}
ultl-3/pULTL:ULTL:GFP plarts (d)
Frequency of columella gem calls(CCs)
layersinWT, ultl-3 andultl-3/pULTL:
ULTL:GFP roots{n =23). (e} Frequercy of
differentiated colurrella calls (DCCs) layersin
WT, ultl-3 and utl-3/pULTL:ULTL:GFP
roots({n =23}, {f-h) Represartative confocal
images of Q 1630 GFP erhancer trap marker
a Sdas (f)WTrodts (g h) utl-3mutants
{h) magnified image of boxed areain(g).
Natethatimages(f) and (@) weretakenat
greenfluorescert protein (GFF) lscer powver
of 201 riv, phatornuttiplier (FMT) offset of
—45, ad PMT highvdtage (HV) of 77
image(h)wasteken & the ssme laser power
and PMT offset but & alower PMT HY of
50 Whiteastaigksmark thequiescert
center; black agerisksmarktheCSCs Bars

PULTLULTI.GRP

.

ult1-3/Q1630:GFP 20pm,

& d., 2014). To invegigde whahe ultl-3 nmutatts had ay
defetsin the andn reponee in the SCN, we gnerated plants
epressng the DRE:GSreporta (agrgemwiddy used to dudy
ann rejponses Ulmesov @ d, 1957) in anult1-3 backgraund.
Ashasbeen reported, in WT roct tips ahigh DREGUS ganing
wes obeened in QC cdls togghe with adegessng gadetin
the centrd cdlumrdladdls Fig. Bag. Srikingy, DREGUS ¢an-
inginult1-3 plants deressed in both the QT and cllunrdlacdls
{Fig. ,d. Thelowledsof the aixn dgnd reporte seninthe
ult1-3 mutants were nct dueto alow auxn concentraion within
therocts becalse when these plats wereinaubaed with | AA we
agan faund lover led sof auxdn dgndinginultl-3 nutantsthan
wthWT plats Fig 5c,dg). Therefore axns aipplerataion
wasUnable to regiore the auxn regponse of Ultl-3 platsto WT
leds

To evdude whahe Ult1-3 plats had defedsin auxn ras
port, weinaubated WT and ult1-3 plants with Z00nM NAA, a
syntheic axn aileto novepasdyinto odl sindependantly of
theinfuxcaries Ddbare & d., 1995, Our realtsdoned an
inaesee in the DRSGUS reporter $gnd on WT rocts tresed
with NAA, but thisinaease wes not cbeanved in the RAM of
ult1-3 mutants (Fig. Se-g). Althauch NAA asas dixad defeds
ininfluxtrangort inult1-3 plants we chearved adight decesse
in LAX2 gane epresdon (Fig 5h), one of the two infux tras
porter ganes manly expressad & the roct tip (Catie &« 4.,
208 Ped & 4., 2012); thus we canct rule out problemsin
aixn influx trangort. Howevea, the digt degesse in gane
expresd on of effux trangoortasPINT, PIN2Z, and PIN4 cbearved
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Fig 4 ARABIDOPIS TRITHO RAXL (ATX1)
and ULTRAPETALAL (ULTL ) act
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irdependently in the Arabi dopds stem call u
riche () Roat gowth crvesof wild-type
W), ultl-3, aba1-3 and &b -3 Litl-3
plarts dring 12 d efter sowing (das)
{(n=12). (b} Cortex call rurrbe of theroct
apicd meristemn (RAM ) andthe RAM
proliferation domain of WT, ultl-3, a+1-3
and &1-F utl-3 plants{n =12); letters
represert dgrificant dfferences Lsing atwo-
way ANOVA with aTukey'smutiple
corrpatisontest (P <0.005). {c}

ive optical microscopy imagesof
rootsa Sdasdainedwith Lugdl. Theblack
aterisksmark thequiescent center (Q C); the
white aderisks mak the columella dem cells
{CKCs) Bar, 20pum (d) Frequency of CSC
layersinWT, ultl-3 abd-3 andab1-3/
Ut1-3 roots (n=28). (e) Frequercy of
dfferentiated columella cells (DCCs) layersin
WT, ultl-3 abl-3and axl-F utl-3 rodts
{n=28). PD, proliferstion domain

Titne sfter sawing (d)
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in the ultl-3 nutat Fig ) suggets tha thee ae nore
defedtsin auxn effixthan in influx trangoort. Moreov, when
we andyzed the epresion of some anxn reponse ganes of the
anrepmndve Gaden Hag3 (GH3), indde3-adic add
{1A8), ad auxn repong fadiar (ARF) farilies (Hagen & QGuil-
fode 2002, Bagrenn & 4., 2013) in the ultl-3 nutant, we
cheenved a dight decreze in the expresson of GH35 (a gne
indudbleby auxing Bagran ad., 2013) axd of PLT2 (agne
whoee eprefion cordaes with an acaunulaion ad
depandsof andn reponee fattors Aidad 4., 2004), vheessthe
ret of thed cht ganesteted dd not chahge Fig 8). Althauch
the eqresdon chegnved in anxinrdded ganes in the
ultl-3 mutat were dight, al of themhad a trend to decreas
which comdated with the low levds of expresion of the DRS:
GUSmeker, aupporting theideatha aULT 1 defid ency reduces
anin dgndingwithin theSCN.

ULT1 isnecessary for the meintenance of QT quiescence

The homeostasis of the root SCN - depends on the QT odls and
their sgnding (Aidhings & 4., 2012). To aldres whether
defedtsin SCN morphal ogy obeerved inult1-3 mutatswere e
to defectsin QU odl identity, weganeraedult]-3 plats express
ing dther pWOXSGFP or pECRIGFP, two goedific makers of
QC idetity (Saka & d., 2007; CruzRarirez ¢ 4., 2013). In
the QC cdlsof ult1-3pSCR.GFP plants we dd not obeene aty
changes in GFP dgnd with reped to WT rocts (Fig. Eabe).
Howewe, alowdgnd of the pWOXEGFP maker wes obsened
inult1-3 plants(Fig. €c-€). Nonghdes, themessirement of the

0 2019T heAuthors
NewPhitdags O 2019MewPhtdogd T

mezsenge” RMNA (MRNA) levds of WOX5in roct ips by quanti-
taiveresrsetraaripion PCR did not resed any changssinits
expresgon bebween WT and ultl-3 plats (Fig. &k). Thisind-
caes tha, in ultl-3 plants the exprezdion of the pWOXS:GFP
meker is dtered for some urknown resson, unrdated to the
epresgon of the exdogenous WOXS gane This suggets thet
QC idenity isnct &feded in ult]l-3 plants whid is d0 aip-
ported by the pHCR.GFP meker ad the epresson of ECR and
HR gnes this is furthe supported by the epredon of
AGAMOUS LIKE 42 (AGQL42) and TERMINAL EART-LIKE 1
(TELL) gnes Fig. £k), two QC makersidentified by ol isla
tion and dnge dls epaimentsas gnes with high epressonin
the QC odIshut with minimd expresdon dssnbare Namy ¢ d.,
2006, Efroni & d., 2015 Zhag & 4., 2019). Theefore the
defedts seen in the SCN nmophdogy oculd be assod ated with
changes in some charatteridics of the QC ddls rathe than with
theiridentity.

Infat, oneof themgor dharateidicsof the QT odlsisther
low cd| dvidonrae (CruzRarireza d., 2013). Theinaasein
QC odl dvisons cbeaved inultl-3 mutat rocts (Fig. 2f) g
getstha ULT lisnecesayto redrid the odl divddon rteinthe
QC odls To address this hypctheds, seadlings & 4dag were
inabated in the pressnce of EdJ, a rudecdde adogue of
thyridne tha is incoporded into the odlula DNA curing
repliction, to tag odls throughaut the S phasg, and thus into
dirdding odls After 20h of inaubetion we cbeenved that only
292% of WT roots were labded with EdU in thaér QC dls
identified by the pWOXSGFP meker (Fig. &j). By contrag,
B896% of theult1-3 platswarelabded with EdJ ganin thar
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Fig 5 ULTRAPETALAL (ULT1) regulates akin dgdinginthe stem cell riche of the Arsbidopsis roct spical meristern {a-f) Represertativeoptica
ricroscopy images of DRSGUS rocts. Untrested (&) wild-type (WT) and (b) ultl-3. Trestedwith 200 rM 144 for 12k (c) WT and (d) Lit1-3 Trested
with S00 M a-rephthaleneacetic add (NAA) for 12k {e) WT and (f) Ut -3 rutants (@) Q uantitative andlysis of WT and ultl- 3 rootswith normd and
low levelsof DRXGUS gainingwithout andwith 144 and NAA tredtmerts AsDRSGUS gainingwasnat homogeneous in esch population aralyzed, even
iNWT plarts wedassified and measured the frequency of sppearance of rootswith a DRGSGUS dgrd called 'Nomnd ' whenthisdgna wasmadmum
{gtairing obsavedinthernost WT rocts), asin images(a), {c), and (e}, and called 'Low' when gainingwasmirima, asin images(b), (d), and{f), (n=24)

¥, P <005 ** P 0005 according to a Pearson's chi-squared test. Bars 20 pm (h) Bxpresson of eflu (FINL, PIN2, FINS, FIN4 and PIN7) and influs
axins(AUX1 and LAX2) trarsporter genes (i) arin reponse genes{GH3 1, GH35, IAAT, |AALS, ARFS, ARF6S, ARF7 and ARF10) and relsted genes
{FLT1 and PLT2}inWT and Utl-3rocts Dataare showvn ssmesn S0 of three independent biolog cal replicates with two techricd replicates, *, P<0.05

*¥, P <0006, sccordng toa Studert'st-test

QC dlIs (Fig &gj), indcaing alos of QU quiexanceinthese
mutants | nteretingy, admila phenctype wes cbeerved inrocts
of the &d-3 mutats whare 88% of the plats presanted EdU

NewPhidagg (2020) 22% 1261-1272
newphytdogd.com

ganing in ther QC cdls (Fig. €hj). The ad-3It1-3 dauble
mutant wes dightly dfferent from dnge mutats in this cass
556% of the QC odls showed EdJ s&ning (Fig. 6,)). This
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d fferentiawes more ed dart when we andyzed therai o batween
QC odlswith and withcut EdU gdn (Table S2), whidhin &d-
3andult]l-3wes2.12 and 2.28 regpedtivay, wharessinthe dou-
ble mutat ad-30t1-3 it wes 1.25 These diffeent béhaviors
cheenved arong dauble and dnge mutats sugyet tha,
dthaugh bath ATX1 and ULT 1 are recuired to meintan QC
cHiesoence, they hase d fferent waysto regulaethiscuiesoence.

Disoussion

Therde of ULTT in the goct and flord meriges has been
reported (Cales e 4., 2005 Monfared & &, 2013). Our work
providesnewinformret on ebout the ULT 1rdeintheroct SCN.
Wehae drown thet ULT Lisrequired for theroot SCN atinity
kut net for RAM odl prdliferaion and roct growkh. In theroct
LN, ULT 1 patidpetes in the mantenance of the QT quies
oenos, moclilatesauxin sgnding, and isnecessary for CSC man-
tenance [N contrag to the SAM, the fundion of ULT1 in the
roct SCN seemsto axt independantly of ATX 1, resding anew
mechaniamof fundion for ULTL

Theaeence of theULT 1 fundion resltsin saverd dhangesin
LN morphology but net in the RAM odl prdliferation, ndther
in RAM gz nor in prirary roct lengh. Given that ULT 1 is

BWO,

[
N S —_— —_— 1, Y
v 2.

o~ ) A £ . “\
5:GFP |ult1-3/oWOXS5:GFP|atx1-XpWOXS GFP| stx1-ui-SpWOXs.GFP

Reseachil 268

expressad in the proxmd roct maigem indudng the RAM
prdiferstion domein that contans highly proliferaive ddls we
canct edude axthe roe of ULT 1in plant rocts d fferent to
therdes highighted hare Inthe roct SCN, theimegula mor-
phalogy cheerved in Ult1-3 mutatsindudesthe dbeence of C3Cs
with an incresee in DCC layas aphenctype that wes conle-
meted by a pULTLULTLGFP traegene, confimring thet
ULT1 isrequired for CSC mantenance The CXs aise from
QC peidind dvigon, inwhich roctward daughter odlsreplen
ish edding CSsand, intum, CXs dfferatigeto foormDCC
layers (OrtegaMatinez & 4., 2007, CruzRarirez & d, 2013).
Therefore, theult1-3 phenotype denctes an acoderated CSC dif-
ferertigion, as it wes confimred by the Q1630GFP maker,
which indicaed the, immedigdy ate a QC odl dison,
dauchter adls aoquire the identity of courdla dfferenti ated
odls Thedrongdgnd of the Q1630:GFP make in DCCsaug
gegstha, in addtion to the promotion of C3C differentidion,
the gbeence of ULT 1 causes an ediopic exprezion of this -
urd laidentity marker on laterd roct c3p odls Theeforg ULT1
may inhibit CSC dfferertigtion, dthaugh wedo not exdude its
patid paioninthe manenanceof CSCidentity.

Seserd fatorsnodul e CXC differentidtion (SeH & 4., 2009
Pi e d., 2015); but ssised dert fromepeaimentsof |aser sldion

- VT o o2
e

PICRGFP PWCXEGFP

= T AHTACCU 23w LU

Qb T et $VT S

.2

[ BT T

Rolihe axprmaton
s s =
a a

Aduér  7ELY  WOXS  BCR &R

Fig 8 ULTRAPETALAL {ULTL) isnecessay to maintan quiescert cente (Q C) cdl dividon ratein Arabidopd s (a-d) Represantative confocal imagesof (a)
PSCR:GFF, (b) ultl-¥pLRGFP, () pi OXXGFR, and (d) Litl- ¥ pW OXSGFP. (e) Relative green fluorescert protein (GFF) fluorexcence intendty inQ C
calls of pSCR:GFP and pWO XS:GFP markers, where U1 -3 vdueswas scaedwith respedt towild-type (W T) vaues *¥¥% P<0,0005, Lsing anunpeired
Studet'st-test. (f-i) Representativeimages of S-ethynyl-2-decyLridine (EdJ) lzbeling sssaysinroatsof (f) pw OXSGFP, (g)ultl- 3 pw OXS:GFP, (h)
ab1-3/ pW OXS:GFP, and (i) abx1- Fultl-¥ pw OXS:GFP. (j) Frequency of sppearance of QC callswith positive EQU dain in W, utl-3, ax1-3, and abx1-
Fultl-3 backgrounds{n=23). * P =<0.05; ¥% P=0.005 sigrificarcein Pearson chi-squiared test, (k) Relative epresdon of QC marker genesin uitl-3
mutarts comparedwith W T plarts Analyses of genee«presdon of AGLA2 TELL WOXS SCR, and HR by quartitative reserse transcription PCR of RNA
ilated from roct tipsat 5 d after sowing Datazre hown ssmean 5D of three indepandernt biolog e replicates with two techricd replicates No
datidicd sigrificancewas found by Studert'st-ted. Bars, 20 pm.
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[van den Berg er af, 19970 and with WOXS mumnes (Sarkat of @,
20071, QU idencicy and irs sipnals are crocial oo mainrain the
undifferentiated stare of 50 (van den Bery et al,, 19973 Surkar
e al, OO0 Lk wdif-3, wexd-F munams have an acceleraied
CEC differendation (Sarkar er 2f, 2007), This sitndlariny Jeads us
i think than there was o eelacionship berseen LU and WOXS3,
in which WX gene expression was regulared by TILTLL Tl
ever. the WXS lNA levds in sl f=3 plus did not change
enmparcd with the W, indicating char Wi2X5 is nar involved in
premature CSC diflfereniaion in -3 mutas, alchough i can-
not b excluded rhar barh WORS and L1LT acr rogerher regulac-
ing comumon genes involved in the CSC differentiarion pathway
in such a way rthar ahsence of rne of them provales premarure
CEC differentiation. In addition, piven that ACE42 TR and
WSS onpressinon aina PELICE mrarher e e ss I HY diel not
changs in wfef -3 planrs, it is sugresred thae QO identity s not
aleered B sefed-F plasws wwd e the CSC difTeretiaiion nuy be
cxplained by partial changes in some QC characrerisrics more than
for loss of identiy. ln this regard, the QC high division rare
ohserved in afi /-3 muranrs suppores chis hyparhesis.

The auxin gradient also regulates QO quicscence and CSC dif-
Terenniacion. High Tevels of auxin in QO cells are required 10
maintain el quicscence, whereas low levels can ineresse their
division rae and induce loss of iWemity {Peng e wl, 2013; Jia
ot ., 20133, Whereas tor C3C differentiation some reports indi-
citle that o dectease of awuxin biosynthesis or cansport delas Jil-
ferentiacion i¥ng & briml, 20040), others indicare thar C5C
differentiation s assoclated  with  reduced  anxin signaling
(Thomann e af, 200% Tian @ ad, 2003 1an e &, 20141
Although we vbserved o reduced auxin signaling in wri-F plants,
which was supparied by the D85 (/0 signal and he e diwn-
rcsuhtion of LAXD PR PING. PINA, o713 5 and PIT? In
=3 roots, we acwally da e know W0 ke Loss ol guiescence
and acceleraced CSC differentiation of wdrf-3 1 2 conscquence af
the distuption of auxin sigualing ve i UL wnpioges on the
eycle machinery o aler ecll division ar on some padheay chac
regulares CSC differentiativn, [n uddidon, we alsa du not know
iF these awsin- relared gens

are dirvect rargets of LIL'TL Sa far, the
ULTL targers ddeseribed have been mainly ranscriptional facrors
[Carles & Fletcher, 20009; X a0 2l 2018); hawever, it has heen
reported that other auxin-related genes ave also downregalared in
VLT g (P e ofl 20030, which varrelaces wich our resylis
and with che typical hehavior of TLT1 tagpets reportad. Thas,
idenilving auxin-rebered genes it are tgeels of ULTL will
provide information e nnderstand the mechanism of UTLT1
asswciated with susin sipmaling,

I the SAM, UL acrs ogether with ATX T, modiudating gane
expression of some MADS-box genes (Cazles & Tlewher, 200%
ared el THI3; Pires g ol 200400 The imeraction ol
ULT1 with ATX1. and it antagonistic function over CLT, has
lel @ describing LT @3 o componeny of the TrsG cotnplex
[Carles 8 Tleccher, 20090, an association thar iz conscrvad in
Ut awiiva (R e o, 20190, Suikingly, o e BAM, ULT]
acts independendy ot ATX1, since it has heen reporced chac
ATXI coutrols rour growth by regulating cell cvcle duration, cell
peaducrion, and cell praliferation in rhe RAM (MNapsicialy-

adendivil er ad 20040, Wlhereas AT loss-of-funcdon nucane
have shore s wirh shorr RAMs {Napsuciale-Mond ivil e al,
201045, ULT1 lossof function mucane docs not have these phene-
tepea. Inthe roor SCN, both LT and A1TX 1 loss-ol~Nineaion
mutant: have morphological defeets, Howaever, whereas ULTL
modulaes C8C dilferamiaion and muwm plant mwots have
leweer Tevels of auxin signaling, ATX1 s not celaced to CSC dif-
leremdition or w ain sigualing (chis swly; Napsuclaly-Meo-
dwil e 2f, 20047, Furthermere, bath UTTT and ATED arc
requirsd W regulae QU quisscence. However, che intermediae
phenotype abserved in el 34l 1- 3 deuble mutancs, wirh fower
(3 EdUHabeled colls than single muranes but with mose (U
Fdl-labeled cells than W' planes, sugeests thar ATX] and
TLT1 hawve ditforent ways to modulare G0 quicseence,

I las Deen reported e UL has more Largets than
ATXY (Xu or af, 20083 rhas, iF ULTT 15 a TS facror,
then i the WAM 0wy aw wogether with another TryQG
proin. Tno this regard, ATXRISOGL G oanother TG
methyloransterase {considered 25 che muin methyltransferase
responsible for H3EAmed depositinn in Asabidopdy Guo
er af. 24 thar may ac with ULT1. Although. the wdrf-3
pheoatype in rone and RAM growih shows some dificrences
with respeee to ther of sde=3 mutants (Yao e al, 2013)
both munis have ceduced ausin signaling and o premawure
8T differenciarion, supgesting that TTLT1 could be velared
w the SDG2 luncdons macher dun w ATXL supputiing the
idea thar 1T could he paricipating in different TexG
compleses with different histone  mechyltrunsferases during
plant dewclepmenr (Shilarifard, 20123,

Firally, our results propose ULT s a novel component of the
regulanary nevwntl al the raoe SCR, which has differenn Tune-
tions i the SAM and RAM, In the SAM, ULT1 promots meris-
tem determination, which seems 1o be dependent mn AT,
TTowscwer, in the RAM, TILT1 s required o mainain the low
proliferaion e of the QU and e CSC7 idenury. This Lust
fanerion is independent of ATX], revealing a varsacile LTI ralz
in the Jitferentimion processes of the meristems.

W thanl: Jennifer € Tletcher for providing the @i -3 ™ murant
seenls, Crisunle Gutigrres far conunents, Miguel apia for conlo-
cal rechnical assistance, Carlos Cords for his help in peneration
of wlel-301630 plans, Dine Roww for support on logistical
work and 1iana B Sdnchez Rodrigoez for cechnical support.
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[X40180, 2015-01-687).
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The Epigenetic Faces of
ULTRAPETALA1

Diego Ornelas-Ayala’, Adriana Garay-Arroyo'2, Berenice Garcia-Ponce’,
Elena R. Alvarez-Buylla’? and Maria de la Paz Sanchez'*
' Laboratorio de Genética Molecular, Epigenética, Desarrollo y Evolucion de Plantas, Instituto de Ecologia, Universidad

Nacional Auténoma de México, 3er Circuito Ext. Junto a J. Botanico, Ciudad Universitaria, UNAM, Mexico City, Mexico,
2 Centro de Ciencias de la Complejidad (C3), Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico City, Mexico

ULTRAPETALA1 (ULT1) is a versatile plant-exclusive protein, initially described as a
trithorax group (TrxG) factor that regulates transcriptional activation and counteracts
polycomb group (PcG) repressor function. As part of TrxG, ULT1 interacts with
ARABIDOPSIS TRITHORAX1 (ATX1) to regulate H3K4me3 activation mark deposition.
However, our recent studies indicate that ULT1 can also act independently of ATX1.
Moreover, the ULT1 ability to interact with transcription factors (TFs) and PcG proteins
indicates that it is a versatile protein with other roles. Therefore, in this work we revised
recent information about the function of Arabidopsis ULT1 to understand the roles of
ULT1 in plant development. Furthermore, we discuss the molecular mechanisms of
ULTH1, highlighting its epigenetic role, in which ULT1 seems to have characteristics of
an epigenetic molecular switch that regulates repression and activation processes via
TrxG and PcG complexes.

Keywords: ULTRAPETALA1, TrxG, PcG, ATX1, ic switch, Ar

INTRODUCTION

In multicellular organisms, epigenetic regulation plays crucial roles for the correct deployment of
developmental programs and for the establishment of cell fates. Epigenetic mechanisms include
post-translational histone modifications (PHM) that modulate chromatin structure to regulate
gene expression. The trithorax group (TrxG) is an epigenetic protein complex able to regulate
transcriptional activation through trimethylation of lysine 4 and 36 of histone H3 (H3K4me3 and
H3K36me3) as well as other associated PHMs (Schuettengruber et al., 2011). TrxG proteins are
those that belong to complexes counteracting of polycomb group (PcG) repressive activity at the
same set of target genes (Grimaud et al., 2006); however, other proteins that act together with TrxG
on PcG or non-PcG target genes are also considered TrxG (Schuettengruber et al., 2007).

In plants, TrxG participates in different developmental processes from embryogenesis to floral
development, regulating gene expression of several transcription factors (TFs) involved in stem
cell maintenance, cell fate identity, and cell proliferation and differentiation (Sanchez et al,
2015; Fletcher, 2017). The plant TrxG complex has been identified by homology to known TrxG
proteins in animals or by genetic characterization based on their ability to counteract PcG mutant
phenotypes (Fletcher, 2017). In this regard, SET histone methyltransferases (HMTs) of MLL and
SET families, COMPASS-like proteins such as WDR5, ASH2L and RBBP5, and ATP-dependent
chromatin-remodeling factors such as BRM, CHD and BPTE have been described in plants
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(Avramova, 2009; Schuettengruber et al., 2011; Sanchez et al.,
2015) (Figure 1). In Arabidopsis thaliana (hereafter Arabidopsis),
the main HMTs of TrxG that catalyze the H3K4me3 mark
are the ARABIDOPSIS TRITHORAX1 (ATX1) and the
ARABIDOPSIS  TRITHORAX-RELATED  3/SETDOMAIN
GROUP 2 (ATXR3/SDG2) (Alvarez-Venegas et al., 2003; Berr
et al., 2010; Guo et al., 2010; Chen et al.,, 2017), although until
now, only ATX1 has been found to form a complex within the
core of Arabidopsis COMPASS-like complex described (Jiang
et al,, 2011). Interestingly, it has been reported that the plant
TrxG group includes a unique protein named ULTRAPETALA1
(ULT1) (Figure 1), whose structure differs from all TrxG
components reported in animals and yeast. ULT1 has been
defined as a TrxG factor by counteract PcG silencing and by
its physical interaction with ATX1 (Carles and Fletcher, 2009;
Pu et al, 2013). However, our recent study indicates that ULT1
can act independently of ATXI, in a tissue-specific fashion
(Ornelas-Ayala et al, 2020). Moreover, the interactions of
ULT1 with PcG proteins (Xu et al., 2018) suggest other roles
of ULT1 as well. Therefore, here we review recent information
on the structure of the ULT1 protein, its interactions with
other proteins, and its gene targets, as well as the phenotypic
analysis of loss-of-function mutants to understand the roles
of ULT1 in plant development. Furthermore, we discuss the
molecular mechanisms in which ULTI is involved, as well
as its possible function as an epigenetic molecular switch
that regulates repression and activation processes via TrxG
and PcG complexes.

WHAT THE ULT1 STRUCTURE REVEALS
ABOUT ITS FUNCTION

In Arabidopsis, ULT1 has been described as a SAND (named
after Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-1) domain protein that

COMPASS-like
‘components J

BRM, SYD = BRM/BRG1
PKL = CHD3/4

WDRSa, WDRSb « WDR!
ASH2R » ASH2L
RBL « RBBPS

CHR11/17 = BPTF

SAND domain ® Plants
proteins B Animals

uLT1/2 ATX1/2/3/4/5, SDG2 (ATXR3) = MLL1/2/3/4
SDG25 (ATXR7) ® SET1A/B
ASHH1, ASHH2 = ASHIL

FIGURE 1 | Factors of the TrxG complex. Different proteins of the TrxG animal
complex that are conserved in plants such as (i) ATP-dependent
chromatin-remodeling factors, (i) SET domain-containing proteins that
catalyze histone methylation, and (i) COMPASS-like proteins. It is noteworthy
that plant TrxG includes SAND-domain proteins that are not conserved in
animals. The list of names below of each TrxG component shows the proteins
described in Arabidopsis (green color) and their mammalian counterparts
(orange color).

also contains a B-box motif (Figure 2A), a motif that seems
to be important for protein-protein interaction (Torok and
Etkin, 2001; Carles et al, 2005; Khanna et al, 2009). In
the case of OsULT1 from Oryza sativa, it has been shown
that is important for its multimerization (Roy et al., 2019).
Meanwhile, the SAND domain has a DNA-binding function
(Bottomley et al., 2001), and it is conserved in plants and
animals in vast combinations with other protein domains on
the Viridiplantae and metazoan lineages. The Clorophyta lineage
contains a single-SAND domain protein RegA, whereas in the
Embryophyte lineage only ULT and ATX3 (ARABIDOPSIS
THRITHORAX3) proteins and its paralogs contain a SAND
domain (Kirk et al, 1999; Nedelcu, 2019). In ULT proteins,
the SAND domain is unique, whereas in ATX3, it appears in
combination with the SET-like and PHD domains (Nedelcu,
2019). The SAND domain in combination with other protein
domains has also been related to chromatin interactions and
transcriptional regulation. For instance, AIRE (Autoimmune
Regulator) is capable of interacting with chromatin through
its PHD domain. AIRE binds specifically unmethylated H3K4
residues and it is proposed that this binding is important
for its function as a transcriptional activator (Org et al,
2008). Moreover, the AIRE protein can associate with DNA
transcriptional control elements and factors involved in pre-
mRNA processing (Abramson et al, 2010) and also can
be acetylated by the CBP (CREB Binding Protein) and the
p300 histone acetyltransferases to enhance its transactivation
activity (Saare et al, 2012). Therefore, the SAND domain is
a DNA-binding module characteristic of chromatin-dependent
transcriptional regulation. In fact, by in vitro assays, it has been
shown that the SAND domain of human DEAF-1 (Deformed
Epidermal Autoregulatory Factor-1) homolog recognizes the 5'-
TTCG-3 sequence (Bottomley et al., 2001). This sequence differs
from what has been reported in plants, where the SAND domain
of recombinant OsULT1, has affinity for the 5-GAGAG-3'
sequence (Roy et al., 2019).

Most of the SAND domain proteins of the different
lineages are involved in developmental processes such as cell
proliferation, cell differentiation, tissue homeostasis and organ
formation (Nedelcu, 2019). For instance, in the multicellular
green alga Volvox carteri, RegA is involved in somatic
cell differentiation (Kirk et al, 1999), while the DEAF-1
protein is necessary for embryonic development in Drosophila
melanogaster (Veraksa et al., 2002), and its ortholog in mammals
is involved in breast epithelial cell differentiation (Barker
et al., 2008). In addition, AIRE is an important transcriptional
activator to regulate autoimmune processes in the thymus
(Abramson et al., 2010).

In plants, ULT1 functions have been described only for
Arabidopsis and rice (see below); however, several ULT1
sequences have been reported in other species. In this kingdom,
ULT1 seems to be a protein exclusive to Angiosperms, since
Gymnosperm, Lycophytes or Mosses lack sequences homologous
to ULT1. In angiosperms ULT1 is highly conserved in
different species of Eudicots, Monocotyledons, and even in
Amborellales, considered one of the most basal angiosperms
(Chase et al, 2016), the latter being closer to Eudicots than
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A SAND-domain
AtULT1 MANNEGEMQCGSMLFKQEELQEMSGVNVGGDYVEVMCGCTSHRYGDAVARLRVFPTGDLE
Os ULT1 --MAAAANGGGAALFSEEELRDVSGVRRCEDFVEVTCGCTSHRYGDAVGRLRVYASGDLE
SAND-domain
AtULT1 [ITCECTPGCDEDKLTPAAFEKHSGRETARKWKNNVWVIIGGEKVPLSKTVLLKYYNESSK
Os ULT1 |VSCECTPGCREDKLTPSAFEKHSGRETAGKWRNTVWVMVQGEKVPLSKTALLKYYYLSHK
ST RRNRRRE RNKRRR G RRRRRRRRRRE RNk, Hhhgs NRRRRRRRR, RARRK, *
At ULT1 KCSRSNRSQGAKVCHRDEFVGCNDCGKERRFRLRSRDECRLHHNAMGDPNWKCSDFPYDK
Os ULT1 SANGSNKGRNGRLSHRDEFIHCTECGKERRFRLRSKEECRIYHDALAKPNWTCADLTTDR
W3 s . 33 RRRRE: W cRARRANRRANR sHRNshoRs, RAN Waks N:
At ULT1 ITCEEEEERGSRKVYRGL['RSPSCKGL['SCNCF! FSECTCQTCVDFTSNVKA
Os ULT1 VTCGDEEERASRKVLRGLERSTSCTGLNKECNCF! ICRFTDCGCQTCVDFYHNSKE
TR sRRRR RAAR RNRshR RN AR, ANKRNRR RAR sk KARKANK K R
B-box motif consensus C Xs CX:CXs: CXC
B
© Ricinus communis (XP_002517976)
Malpighiales
s2 Populus trichocarpa (XP_006371601)
2 Gossypium raimondii (XP_012479739) Malvales
. Glycine max (NM_001254214) Fabales
n Medicago truncatula (XP_013465039.1)
35
L Cucumis sativus (XP_004136812.1) Cucurbitales
- _(_ Nelumbo nucifera (XM_010280051.2) Proteales
8 Amborella Amborellales
(XP_011622329.2)
“ Eucalyptus grandis (XP_010035691.1) Myrtales
thaliana (ULT2)
- Eutrema salsugineum (XP_024005582.1) Brissicales
JS_ ” Arabidopsis thaliana (ULT1.2)
99 | Arabidopsis thaliana (ULT1.1)
Phoenix dactylifera (XP_026663284.1) Arecales
S— [ Ory2a saliva (XP_015621397)
s7 Poales
Sorghum bicolor (XP_002458597.1)
9
A”L( Vitis vinifera (XP_010644379) Vitales
99| zea mays (NM_001150535) Poales
Zostera marina (KMZ270634.1) Alismatales
Sola
a;:’”o‘nusnss 1) Solanales
r——
010
FIGURE 2 | ULTRAPETALA1 is conserved in different angiosperm species. (A) The SAND-domain and B-box motif of ULT1 from Arabidopsis thaliana and its
alignment with ULT1 from Oryza sativa. The asterisks show identical residues; colons (:) and periods (.) show residues with strongly and weakly similar properties,
respectively. The blue boxes show the SAND-domain and the red boxes represent the B-box consensus motif. (B) Phylogenetic analysis generated using the
neighbor-joining method based on the ULT1 protein sequence of selected plant species. Numbers at nodes represent bootstrap percentages based on 10,000
samplings. The scale bars represent 0.1 substitutions per site.
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to Monocotyledons (Figure 2B). The topology of neighbor-
joining phylogenetic analysis shows a clear clade distribution
according to plant orders, with the exception of Vitis vinifera
that is closer to Poales (Figure 2B). Evolutionary conservation
is also observed for Arabidopsis ULT2, a paralog of ULTI1,
which conserved a similar protein structure that includes
the SAND domain (Carles et al, 2005). The high identity
of ULT1 proteins in these species predicts similar functions
among them.

THE ROLE OF ULT1 AS PART OF TrxG
EPIGENETIC COMPLEX

The first reports on ULT1 function were made by analyzing the
ULT1I loss and gain-of-function mutant plants (Fletcher, 2001;
Carles et al., 2004, 2005; Carles and Fletcher, 2009). Indeed, loss of
function of ULT1 delays differentiation and increases shoot and
floral meristem size, producing extra-floral organs such as sepals

and petals, hence the name ULTRAPETALA (Fletcher, 2001;
Carles et al., 2004). In the shoot apical meristem (SAM), ULT1
positively regulates the expression of APETALA3 (AP3) and
AGAMOUS (AG) (Figure 3A), two genes of the ABC flower
organ identity model (Carles and Fletcher, 2009). However,
ULT1 was also described as a negative regulator of WUSCHEL
(WUS) expression (Figure 3B), a TF that maintains stem cells
in the meristems and must be repressed in order to establish
floral determinacy (Carles et al., 2004). Therefore, these reports
describe ULT1 as a putative transcriptional regulator, involved in
shoot meristem maintenance and floral meristem differentiation
and determinacy. Nevertheless, the opposite regulation between
ULT1 and CURLY LEAF (CLF), an HMT of the Arabidopsis
PcG repressive complex, observed in some vegetative and
reproductive organs (Carles and Fletcher, 2009), as well as the
antagonistic function of ULT1 with EMBRYONIC FLOWER1
(EMF1), another PcG component (Pu et al., 2013), together
with the ability of ULT1 to physically interact with the ATX1,
have led to propose ULT1 as a TrxG factor with coactivator

A ULT1 As a TrxG factor

@)
Py 292 ~Pic

Restrict meristem size

C ULT1 acting independently of ATX1

QC cell division
Auxin CSC di iati

FIGURE 3 | Different roles of ULT1 during Arabidopsis development. (A) ULT1 interacts with ATX1 to counteract PcG functions in the SAM. (B) ULT1 interacts with
UIF1 to repress the WUS expression in the SAM. ULT1 may also act with KAN1 to regulate the apical/basal patterning of the gynoecium and it can function
antagonistically with KAN1 to regulate the adaxial/abaxial patterning of the gynoecium. (C) ULT1 regulates auxin response, the QC cell division rate, and the
columella stem cells (CSC) differentiation to maintain root SCN, independently of ATX1. (D) ULT1 interacts with EMF1 to keep the repression of seed development
genes by maintaining the H3K27me3 marks. The green and blue boxes represent H3K4me3 and H3K27me3 marks, respectively.

B  ULT1 interactions with TFs

Aplcallsasal

, gynoecium patterning

Adaxial/Abaxial
gynoecium patterning

D ULT1 role with PcG

Seed development
associated genes

Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org

February 2021 | Volume 12 | Article 637244

108



Ornelas-Ayala et al

Epigenetic Faces of ULT1

properties of some genes related to the SAM development
(Carles and Fletcher, 2009).

Furthermore, despite the lack of HMT activity of ULT1, it
has been suggested that ult] mutant plants have lower levels of
H3K4me3 marks on AG and AP3 genes, which are associated
with an increase of H3K27me3 PcG mark on these ULT1 targets
(Carles and Fletcher, 2009; Pu et al., 2013), evidencing the ability
of ULT1 to regulate these epigenetic marks. Interestingly, the 5'-
GAGAG-3' Arabidopsis PRE motifs recognized by CLF and its
functional homolog SWINGER (SWN), as well as by other core
components of PcG (Deng et al., 2013; Xiao et al., 2017; Shu et al.,
2019), can also be recognized by the OsULT1 SAND-domain
(Roy et al., 2019). Given that the ULT1 SAND-domains from rice
and Arabidopsis share 90.91% of similarity (Figure 2A), it could
be predicted that Arabidopsis ULT1 can bind through its SAND
domain to the same sites as PcG proteins and thereby interfere
with H3K27me3 marks.

All of these reports indicate that ULT1 is a unique SAND-
domain protein that is part of a TrxG complex; neither in animals
nor in yeast is there evidence of SAND-domain proteins in the
TrxG complexes described so far.

DIFFERENT TISSUES, DIFFERENT ULT1
MECHANISMS

Although ULT1 is able to bind to ATXI, its interactions with
other TrxG components are unclear. Unlike the other members
of the TrxG, ULT1 has a very discrete expression pattern, being
mainly expressed in young organ primordia and shoot and root
meristems (Carles et al., 2005; Ornelas-Ayala et al., 2020). This
suggests that ULT1 has a tissue-specific regulation rather than a
general expression pattern as do the other TrxG members.

Genome-wide analyses have revealed that ULT1-regulated
genes are involved in different developmental processes (Tyler
et al., 2019). Besides its function in SAM development (Fletcher,
2001), ULT1 participates in different stress processes (Pu et al.,
2013; Tyler et al, 2019). In addition, we recently found that
ULT1 is necessary for root stem cell niche (SCN) maintenance
(Figure 3C), including the cell division rate of the Quiescent
Center (QC) and the undifferentiated state of the columella stem
cells (Ornelas-Ayala et al., 2020). Interestingly and in contrast
to its role in the SAM, our genetic analyses of atxl and ultl
single and double mutants revealed that in the root apical
meristem (RAM) ULT1 acts independently of ATX1 (Ornelas-
Ayala et al,, 2020). The ult] mutants showed a diminished
response to auxins, demonstrated by a down regulation of some
efflux PIN transporter genes and the DR5-GUS reporter, as well
as a premature columella stem cell differentiation (Ornelas-Ayala
et al., 2020). Contrary to this, atx] mutants do not seem to
have defects in auxin response, whereas the columella stem cell
differentiation seems to be delayed; besides, in contrast to atx1
mutants, ult] plants did not show any changes in the root and
RAM length (Napsucialy-Mendivil et al., 2014; Ornelas-Ayala
et al., 2020).

Although the studies of the relationship between ULT1 and
ATXI1 in the SAM were carried out by single mutant analysis

and biochemical methods, and in the RAM were carried out
by genetic analysis of double mutants, with these studies, it is
possible to establish that ULT1 can act by different mechanisms in
the SAM and in the RAM, one of which requires ATX1 to regulate
some aspects of floral development while in the other, ULT1
maintains SCN homeostasis in ATX1-independent manner.

In this regard, 18.7% (2859) of Arabidopsis genes are
deregulated in atxI loss-of-function mutants, whereas 5.6% (856)
are deregulated in ult] mutants, and among them only a little
subset is shared (1.1%; 170 genes) in both atx] and ult] mutants
(Xu et al,, 2018); although this does not mean that it is a direct
regulation by ATX1 or ULT, it reflects the behavior of genes that
do not always act together. In fact, by ChIP-seq analysis, it has also
been determined that out of the 2,276 Arabidopsis TFs annotated
(Perez-Rodriguez et al., 2010; Jin et al., 2017), ATX1 is bound to
43 (1.88%) of these, whereas ULT1 to 67 (2.9%) and only in 18
(0.8%) of these are bound both ATX1 and ULT1 (Xu et al., 2018),
evidencing that ATX1 and ULT1 have independent targets.

The ATX1-independent function of ULT1 raises the question
whether ULT1 acts together with other HMTs of the TrxG
complex or by a TrxG-independent mechanism or both in
different developmental processes. The analysis of ULT1 protein
interactions in different developmental contexts could provide
evidence compatible with both mechanisms as shown below.

ULT1 ACTS TOGETHER WITH SOME
TRANSCRIPTION FACTORS

The presence of the B-box motif in ULT1 suggests multiple
interactions with other proteins. Indeed, ULT1 interacts
with some TFs (Figure 3B). One of these is the GARP
family transcription factor KANADI1 (KANT1), described as a
transcriptional repressor, involved in the patterning of the abaxial
polarity of leaves and the gynoecium (Eshed et al.,, 2001; Pires
etal, 2014; Xie etal.,, 2015). ULT1 interacts physically with KAN1
and genetic analysis indicates that they participate together in the
apical-basal polarity of the gynoecium, restricting the SPATULA
(SPA) expression, which promotes carpel marginal tissue apical
style and stigma tissue formation (Figure 3B). But also, ULT1 and
KAN1 may act antagonistically to regulate the adaxial-abaxial
axis of the gynoecium (Pires et al., 2014; Figure 3B). ULT2 also
physically interacts with KAN1, performing redundant roles on
the apical-basal gynoecium patterning (Monfared et al., 2013;
Pires et al., 2014).

Furthermore, the physical interaction of ULT1 with the
MYB domain-containing TF ULTRAPETALA INTERACTING
FACTOR 1 (UIF1) has been reported. UIF1 binds to WUS and AG
regulatory sequences in the floral meristem (Moreau et al., 2016).
Given that UIF1 acts as a transcriptional repressor, it has been
suggested that it represses WUS expression when interacting with
ULT1, to establish floral meristem determinacy (Moreau et al.,
2016; Figure 3B).

These reports have led to suggestions that ULT1 can act
as a link between chromatin-remodeling factors and some
TFs (Pires et al., 2014). However, other evidence will be needed
to indicate whether the combined function of ULT1 with
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these TFs depends on the other components of TrxG or is
TrxG-independent.

CAN ULT1 ACT IN DIFFERENT TrxG
COMPLEXES?

The lower levels of H3K4me3 marks detected in some genes in
the ult] mutants compared with those observed in atx] mutants
(Xu et al.,, 2018) support the idea that ULT1 can act together
with TrxG complex but independently of ATX1, suggesting the
existence of different TrxG complexes, through which ULT1 can
perform its function. In this regard, multiple SET or MLL HMT
homologues from yeasts and animals that can form different
COMPASS-like complexes and predict the existence of different
TrxG complexes in plants (Schuettengruber et al., 2011). The
Arabidopsis compass-like complex reported so far contains ATX1
as the H3K4me3 HMT (Jiang et al.,, 2009, 2011); however, there
are other HMTs of H3K4, such as ATX1/SDG27, ATX2/SDG30,
ATXR3/SDG2 and ATXR7/SDG25, that could form different
COMPASS complexes (Sanchez et al., 2015). Indeed, it has been
demonstrated that the SAND domain of OsULT1 is responsible
for interacting with the SET-domain of OsTRXI, an ATXI1
ortholog (Roy et al., 2019). The high similarity of Arabidopsis and
rice SAND-domains of ULT1 (Figure 2A) suggests that ULT1 can
also interact with different proteins with a SET-domain.

Of particular interest is ATXR3/SDG2, reported as the main
HMT of the Arabidopsis (Guo et al, 2010). ATXR3/SDG2
does not have a significant sequence homology with other
SDGs outside of the SET domain. However, the gene
encoding this protein is broadly expressed and is crucial
for multiple Arabidopsis developmental processes, regulating
46.4% of all H3K4me3 sites in the Arabidopsis genome
(Berr et al., 2010; Guo et al., 2010; Chen et al., 2017). In
root tissues, the sdg2 loss-of-function mutant shares some
phenotypes with ult] mutants, such as disorganization of the
SCN, early differentiation of the columella stem cells, and
diminished auxin response (Yao et al, 2013; Ornelas-Ayala
et al, 2020). Although it is still unknown whether ULT1
interacts with SDG2, the similarities in their phenotypes
raises the possibility that ULT1 could act with SDG2 in some
developmental contexts.

DOES ULT1 FUNCTION AS A
MOLECULAR EPIGENETIC SWITCH?

Besides the interactions with TFs and TrxG factors, ULT1 also
interacts with EMF1 (Xu et al, 2018). EMFI is the plant-
specific protein proposed as a component of Polycomb repressive
complex 1 (PRC1), acting as a bridge to the Polycomb repressive
complex 2 (PRC2) (Calonje et al., 2008; Wang et al., 2014).
Although the relevance of such interaction is unknown, the
H3K27me3 abundancy on some EMFI-target genes associated
with seed development decreases more in the emfl/ultl/atx1
triple mutant than in emfI, atxl, or ultl single mutant (Xu
et al,, 2018). In this framework, it has been proposed that ULT1

interacts with ATX1 to form a complex with PRC2 through
EMFI1 to maintain the H3K27me3 marks and a chromatin
repressive state (Xu et al, 2018). This model suggests that
ULT1 not only acts to antagonize the PcG activity; instead, it
could act together with PRC2, maintaining the repression states
of some targets, through the maintenance of the H3K27me3
mark (Figure 3D). For instance, it has been seen that the ultl
mutants have more upregulated genes than down-regulated genes
(Xu et al,, 2018; Tyler et al.,, 2019). Interestingly, the MADS-
box FLOWERING LOCUS C (FLC) gene, which is activated by
TrxG and repressed by PcG (Whittaker and Dean, 2017), is
upregulated (~4.35 fold) in ult] mutant plants (Pu et al., 2013;
Xu et al., 2018; Tyler et al., 2019), contrary to what is expected
for TrxG mutants. Besides, ULT1 binding to the FLC locus
supports a direct regulation (Xu et al., 2018). Moreover, the FLC
upregulation is higher in ultI/emfl double mutants than in the
emfl single mutant (Pu et al., 2013). Hence, loss of ULT1 function
enhances emfl upregulation on FLC. In contrast, a different
behavior was observed on genes that are positively regulated
by ULT1, e.g., AG, whose upregulation in emfI loss-of-function
mutants is abated in the double mutant ultl/emfl plants (Pu
et al,, 2013). Although additional experiments are needed, these
observations support the involvement of ULT1 in transcriptional
repression. Moreover, the repressive function of ULT1 could be
compatible with WUS repression via UIF1 (Moreau et al., 2016),
where PcG could also be participating, as it has been reported
(Xu and Shen, 2008).

Given these observations, we suggest two modes of ULT1
action: one through TrxG to regulate transcriptional activation
via H3K4me3 deposition, which can be ATX1 dependent
or independent, and another, through PcG via EMF1 to
repress transcription.

The apparent dual function of ULT1 has led us to wonder
whether ULT1 can act as a molecular epigenetic switch,
regulating transcriptional repression and activation via PcG
and TrxG, respectively. The presence of molecular epigenetic
switches allows a dynamic regulation, capable of changing gene
expression quickly and efficiently to face different environmental
and developmental states. The existence of bivalent chromatin
domains provides persuasive evidence of molecular epigenetic
switches that regulate gene expression (Hoffmann et al., 2015).
The bivalent domains produced by TrxG and PcG serve to
keep developmental genes on standby, primed for subsequent
expression and to protect against unscheduled expression,
reducing transcriptional noise in favor of robust developmental
decisions (Hoffmann et al., 2015). Although in plant biological
studies, bivalent marks in the same locus have been little
addressed and still remain elusive, finding proteins involved in
both activation and repression processes shows the relevance
of bivalent marks to regulating gene expression quickly and
efficiently. In this regard, ULT1 fulfills the main features to act
as a molecular epigenetic switch: (i) interaction with both TrxG
and PcG proteins, (ii) the ability to increase or decrease gene
expression, and (iii) the ability to regulate the deposition of
H3K4me3 and H3K27me3 marks. However, establishing whether
these characteristics converge into specific genes in time and/or
space is still necessary, in such a way that ULT1 can be a link to
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load the TrxG or PcG complexes and consequently regulate gene
expression accordingly.

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

Current knowledge reveals ULT1 to be a versatile protein able
to interact with TFs, TrxG, and PcG proteins to regulate gene
expression of several developmental processes: (1) ULT1 activates
genes related to floral development through its interaction with
ATX1, (2) in association with UIF1, ULT1 represses WUS
expression to regulate shoot and floral meristem homeostasis, (3)
ULT1 is also involved in the regulation of gynoecium patterning,
in which it interacts with KAN1 to repress SPT, (4) ULT1
together with EMF1 maintains repressive marks of some genes
related to seed development, and (5) ULT1, independently of
ATX1, is involved in the root SCN maintenance (Figure 3). The
ability of ULT1 to regulate both gene expression and repression
by modulation of H3K4me3 and H3K27me3 bivalent marks
makes this protein a suitable candidate to regulate bivalent genes
that can be in a poised state, waiting for future instructions
from the cell. The role of ULTI, independent of ATXI in
roots tissues, suggests a function with other TrxG factors,
evidencing the possible existence of different TrxG complexes
that could be formed in a tissue-specific fashion in which ULT1
could be involved.

The complexity of ULT1 interactions, the phenotypes reported
for ult] mutants, and their genome-wide effects make it difficult
to define modes of action of ULT1. However, these reports
illustrate four possible ways of action for ULT1: (i) together with
TrxG factors, (ii) with PcG factors, (iii) outside of both TrxG/PcG
complex, and (iv) in association with TFs. Furthermore, a
possible mechanism cannot be ruled out through which ULT1
and TrxG or PcG converge in association with TFs.
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Asymmetric divisions maintain long-term stem cell populations while producing new cells that
proliferate and then differentiate. Recent reports in animal systems show that divisions of stem cells can
be uncoupled from their progeny differentiation, and the outcome of a division could be influenced by
microenvironmental signals. But the underlying system-level mechanisms, and whether this dynamics
also occur in plant stem cell niches (SCN), remain elusive. This article presents a cell fate regulatory
network model that contributes to understanding such mechanism and identify critical cues for cell fate
transitions in the root SCN. Novel computational and experimental results show that the transcriptional
regulator SHRis critical for the most frequent asymmetric division previously described for quiescent
centre stem cells. A multi-scale model of the root tip that simulated each cell’s intracellular regulatory
network, and the dynamics of SHR intercellular transport as a cell-cell coupling mechanism, was
developed. It revealed that quiescent centre cell divisions produce two identical cells, that may acquire
different fates depending on the feedback between SHR's availability and the state of the regulatory
network. Novel experimental data presented here validates our model, which in turn, constitutes the
first proposed systemic mechanism for uncoupled SCN cell division and differentiation.

Stem cells (SCs) are undifferentiated cells that continuously produce the cells necessary to maintain post-
embryonic tissues in multicellular organisms'2. Upon cell division, SCs can produce both daughter cells to renew
themselves and cells that leave the niche and actively proliferate until differentiating?. Both the transition from
stemness to cell proliferation and the perpetuation of the cells necessary and sufficient for organ maintenance,
depend on SCs’ ability to divide asymmetrically’. Asymmetry cannot always be understood at the individual cell
level (Fig. 1a), as SCs divisions are not always coupled with cell differentiation or with asymmetric characteristics
of the daughter cells (Fig. 1b)*'°. The population asymmetry model suggests that, in a SC population, certain cell
divisions may yield two SCs, others may yield two cells that will differentiate, and yet others may yield one of each
(Fig. 1b). The fate of the SC progeny in each case could be defined stochastically**¥, although restrictions imposed
by molecular signals (i.e., short-range niche signals) and space limitations at the niche may also be involved”!"'2.

Dynamical models of gene regulatory networks have been used to study cell differentiation and pattern formation
in plant and animal development'*-'7. These computational models describe cell types or fates as attractors and
have shown that cell-fate decisions emerge from the feedback between intracellular regulatory networks and
extracellular signals'>'®. In these models, the extracellular signals may vary according to the position of a cell
within a spatial domain. It is possible that these complex mechanisms could also participate in defining the fate
of SCs’ progeny™!”-%%, where some of the spatial signals could be emanating from the organizer or other niche
cells"#2¢-%, Dynamical models of gene regulatory networks define an attractor landscape: a multidimensional and
non-linear potential that restricts the possible transitions among the network attractors (cell types)!®**-. For spa-
tial signals to influence the differentiation dynamics of SCs, they must impinge on the underlying gene regulatory
networks. For example, by affecting the activity of an individual regulator of the intracellular networks, causing

1Departamento de Ecologia Funcional, Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Coyoacan,
Ciudad de México, México. 2Centro de Ciencias de la Complejidad, Universidad Nacional Auténoma de México,
Coyoacan, Ciudad de México, México. *Present address: School of Life Sciences, University of Warwick, Coventry,
United Kingdom. *email: elenabuylla@protonmail.com
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Figure 1. Models of SC asymmetric division: (a) SC divisions are invariantly asymmetric, or (b) SC divisions
are uncoupled from cell differentiation, such that a division produces two identical cells that can later acquire
different fates. In this latter scenario, asymmetry can exist at the population level (reviewed in Simons and
Clevers, [2011]). (c) Regulatory network model of the root SCN**. We updated the network and show the newly
incorporated interactions (blue).

areshaping of the attractor landscape. This reshaping could then facilitate the transition between two particular
attractors (cell types or fates)*=*!. In the context of a SCN, these external signals may provide niche-dependent
information and could explain the stereotypical differentiation patterns observed during SC divisions. Symmetric
and asymmetric SC divisions could each be the result of the same multistable regulatory mechanism under dif-
ferent spatial conditions within the niche. In this article we hypothesize that a mechanism like this is behind the
asymmetric divisions at the root stem cell niche (SCN) of Arabidopsis thaliana (“Arabidopsis” herein). We used a
complex-systems approach to identify the signals that could be critical for the asymmetric SC divisions in the root
SCN, and then studied the cell-fate decisions during SC divisions as a dynamic process resulting from the feed-
back between the intracellular regulatory network underlying cell fate and an extracellular signal that reshapes
the attractor landscape, and hence, cell fate.

The root SCN consists of the quiescent centre (QC) cells and the surrounding initials (Fig. 2a). The QC is the
organizer centre of the niche from which short-range signals are produced; these signals maintain the initial cells
in an undifferentiated state?”-**. The initial cells divide asymmetrically, and, depending on their location relative
to the QC cells, each type generates progeny committed to assuming the identity of a specific tissue*?. The QC
cells rarely divide in optimal growth conditions at 5 dpg (days post-germination)*’, making it experimentally
challenging to analyse what types of initial cells it is capable of producing**~*¢. Some studies have addressed
the mechanisms that regulate the timing of the division of the QC cells*®", but the mechanisms underlying the
cell-fate decisions during asymmetric divisions remain unknown. Clonal analyses have shown that the QC cells
divide asymmetrically, with one daughter cell renewing the QC while the other becoming either a columella or a
cortex/endodermis (CEI) initial cell’**$, Indirect evidence suggests that pro-vascular initials can also be produced
in rare occasions®, but, by far, the most common fate is to produce columella initials*®. Nonetheless, it is not yet
clear what is the underlying mechanism for this biased cellular pattern nor under which conditions the QC could
produce the other types of initial cells.

Anticlinal QC cell divisions add cells to the existing cell layer surrounding the pro-vascular tissues, while peri-
clinal divisions create new cell layers™. QC cell divisions are mostly periclinal (examples can be found in*>#¢12).
Temporal expression dynamics of cell identity markers suggest that every periclinal cell division yields two QC
cells that, after several days, acquire different fates*. It is reasonable to think that the spatial context in which the
QC progeny is found after a periclinal division could be providing molecular cues that guide their posterior fate:
to remain as a QC cell or to differentiate into one of the initial cells. To identify such signals we used an updated
version of a published mathematical model of the gene regulatory network underlying cell fate decisions at the
root SCN (Fig. 1¢)*. Using this model, we performed a decay-rate variation analysis® to theoretically predict the
regulators that might be causing cell-fate transitions within the root SCN. Interestingly, our computational analy-
sis predicted that variations in the activity of SHORTROOT (SHR) within the daughter cells of a QC cell division
could explain the biased production of columella initials.

SHR—a GRAS transcriptional regulator—is a key regulator of both endodermal®**> and QC cell fate specification™.
The pro-vascular tissues are the only place in the root meristem where this regulator’s expression has been
observed®?, and from which SHR’s protein moves through the symplast to the adjacent layer*®. Importantly, SHR
is not expressed in the QC cells, but instead these cells receive it from the pro-vascular neighbouring tissues. To
explore if the constrained SHR’s expression domain, SHR’s regulated mobility, and its feedback with the regulatory
network could altogether explain the observed cell fate transitions after QC divisions, we developed a multi-scale
model of the root tip. This model allowed us to follow the activity of the intracellular regulatory network in each
simulated cell, and to couple cell networks via SHR movement. Interestingly, we found that, depending on the
division axis of the QC (and how it constrains SHR availability), both symmetric and asymmetric divisions can
take place in the simulation platform. We further used this multi-scale model and an experimental counterpart
to study the fate of the QC cells and its progeny upon changes in the range of activity of SHR. Altogether, our
model and its experimental validation show that the biased commitment to columella initials observed during
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Figure 2. Attractor transitions caused by quantitative variations in the decay rate of the regulators of the
network. (a) The root SCN consists of the QC cells (yellow) that are surrounded by the cortex/endodermis
initials (blue), the pro-vascular initials (green, sub-differentiated into peripheral [P.] and central [C.]), the
columella initials (red), and the lateral root cap/epidermis initials (orange). (b) We assumed constitutive auxin
(AUX) activity. The attractors recovered by the regulatory network model with this condition correspond to
the activity profiles of these root SCN cells, and a transition domain attractor that represent cells that exit the
meristem and begin to differentiate. The activity of the regulators in the attractors are in the following order:
CLE40, WOX5, SHR, SCR, MGP, JKD, MIR166, PHB, XALIL, PLT, ARE, ARF10, ARF5, AUX, AUXIAA, SHY2,
CK, and ARRI. (c) Transitions from the QC to the initial cells’ attractors. The coloured boxes represent the
attractors of the model, while the connecting arrows show the direction of attractor transitions. The regulators
on each arrow indicate that its downregulation (—) causes the respective transition. (d) Transitions between the
rest of the initial cells’ attractors: the transition from the pro-vascular attractors to the QC attractor is caused,
in this case, by the upregulation (4) of a regulator. (e) Temporal activity of cell-fate regulators in the transition
from the QC to the columella initials attractor: SCR and WOX5 were used as markers of the QC cells, and
CLE40 and CK as markers of columella initials cells. F) WOX5 activity in the context of different activity levels
of SHR. Time and activity are in arbitrary units (a.u.).
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asymmetric divisions of the QC cells is the result of the dynamic feedback between the intracellular regulatory
network, SHR intercellular movement, SHR intracellular levels, and the cell division plane. The results we present
strongly support that the dynamics of SC division at the root SCN follow the population asymmetry model in
which a regulatory feedback between signals of the microenvironment and the intracellular regulatory network
drive cell fate decisions.

Results

Reshaping the attractor landscape of the root SCN regulatory network: SHR is key for the cell
fate transition from QC to columella initials.  We first introduce the experimentally grounded regula-
tory network model (Fig. 1c)* that we will study. We previously developed a Boolean model of the regulatory
network in the root meristem that integrates well characterized regulatory interactions between transcriptional
regulators, and the auxin and cytokinin signaling pathways in the root meristem (the interactions can be found
in*?). Based on an exhaustive literature review, we defined logical functions (one per regulator) that formalize
experimental information about the regulation of each element of the network; the logical rules consider regu-
lation at the transcriptional, post-transcriptional and protein activity levels. The logical functions are applied to
all possible states of the system (27 where 2 is the two possible states of activity [active or inactive], and n is the
number of modelled nodes) to find the state of the system in the next time step. By updating the state of the nodes
with the logical rules iteratively, the system eventually converges at activity configurations that do not change any-
more, known as attractors. The attractors satisfy the constraints imposed by the logical rules and the system will
remain in those states, unless perturbed. The activity configuration of each attractor can be associated with that of
different cell types of the experimental system under study, based on documented experimental activity patterns.
For example, the Boolean model of the root meristem recovered attractors corresponding to different cell types
along the meristem, including those at the root SCN**. It is possible to transform the Boolean model to a system of
ordinary differential equations to model the activity of the nodes as continuous variables. The continuous model
recovers the same attractors as the Boolean network, and this is not dependant on the specific parameters used*’.
The advantage of using a continuous version of the Boolean model is that it is possible to quantitatively vary the
parameters and analyse the effect of those changes on the state of the system; namely, to analyse if those perturba-
tions cause attractor transitions. The latter represent a transition from one cell type to another one.

We updated the regulatory network model we previously reported®® with new experimental information
(Supplementary Table S1); for instance, we included the role of XAL1 and PLT transcription factors (Fig. 1c). The
updated regulatory network recovered attractors equivalent to those reported previously>. In the present study
we aimed to study the cell transitions at the root SCN, where auxin levels are high®”*%. Hence, we defined the node
representing this hormone as constitutively active (AUX = 1). The regulatory network model with this condi-
tion recovered attractors representing the following cell types of the root SCN: QC, CEI/Endodermis, peripheral
pro-vascular initials, central pro-vascular initials, and columella initials (Fig. 2b).

Then, we used the continuous version of the model and performed a decay rate variation analysis®, in order
to identify if individual regulators of the network could be mediating attractor transitions (Supplementary
Tables C). To perform this analysis, we gradually increased the decay rate of each regulator and analysed the new
attractor attained when initiating the system from any other particular attractor. If the activity of the nodes in the
new attractor did not correspond to that of the original attractor, that meant that the decay rate alteration caused
a transition from one attractor to another. Importantly, we varied the decay rates as a methodological strategy to
identify candidates, but functionally their role is not limited to the regulation of their decay rate; instead the can-
didates could constitute positional information, or could be the targets of developmental, physical, chemical, or
environmental cues regulating their expression or protein activity to influence the output of a SC division towards
each one of the cell types within the niche. We performed this analysis and found several regulators which, when
altered, were sufficient to cause a transition between the attractors of the regulatory network (Fig. 2).

First we will discuss the candidates that could be underlying the asymmetric divisions of the QC cells. We
found that decreasing SHR activity caused a transition from the QC to the columella initial attractor; decreasing
JACKDAW (JKD) or SCARECROW (SCR) causes a QC cell attractor transition to the peripheral pro-vascular
initials attractor; decreasing microRNA165/6 (MIR166) causes a transition to the central pro-vascular initials
attractor; and decreasing AUXIN RESPONSE FACTOR 5 (ARF5), PLETHORA (PLT), or AUX cause a transi-
tion to the CEI/Endodermis attractor (Fig. 2c). Notably, SHR is the only candidate regulator found through this
analysis which alterations may yield a transition from the QC to the columella initials attractor (Fig. 2¢), that is
the most commonly observed cell transition from the QC cells**—. The model allowed us to monitor how the
activity of other regulators of the network change as SHR levels decrease (Fig. 2e). This simulates how the net-
work responds during this transition and shows that the candidate regulators predicted, in this case SHR, do not
work in isolation, but instead in the context of a network of many interacting elements. We also considered how
the QC attractor responded to arbitrary levels of SHR activity. We found that high levels of SHR maintained the
QC attractor, intermediate levels of SHR produced a mixed QC-columella initials cell state, and low SHR activity
yielded a columella initial cell state (Fig. 2f). Finally, we assessed if the reverse transition was possible; if increas-
ing SHR activity could cause a transition from the columella initials to the QC attractor. We found that SHR
activity was insufficient to cause the reverse attractor transition (Supplementary Fig. 3), indicating a directionality
in the attractor transitions predicted by our decay-rate variation analysis when modifying SHR levels.

We also found candidate regulators that may be important for explaining the differentiation of QC cells into
CEI"%. The transition from the QC to the CEI/Endodermis attractor is caused by network regulators related to
auxin responses (Fig. 2¢). This result agrees with the known role of auxin levels in defining the position of the QC
in the cells of the layer adjacent to the pro-vasculature”, which would otherwise acquire an endodermis fate. Our
decay-rate variation analysis correctly predicted this known role of auxin as an important signal for the transition
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of the QC cells to the endodermal initial cells. The downregulation of the predicted candidate regulators, namely
PLT, ARF5 and AUX, may be underlying the reported production of CEI during QC anticlinal cell divisions*.

Through our analysis, we also identified regulators that cause transitions among the rest of the attractors
(Fig. 2d). In some cases these transitions imply de-differentiation and cell fate transition events in the root mer-
istem. For instance, we found that the CEI/Endodermis attractor transitions to the QC attractor when MAGPIE
(MGP) activity decreases, implying the de-differentiation of these initial cells back to the multipotent QC cell
state. We also found candidate regulators that can individually mediate the transition from the CEI/Endodermis
attractor towards the peripheral and central pro-vascular initials attractors (Fig. 2d), but we did not find candi-
date regulators for the reverse transition. Clonal analysis had detected this cell fate transition event, and its direc-
tionality, as cell layer invasion events in the root meristem®. In these events, clones starting in the endodermal or
cortex cells divide periclinally, invading the inner tissues of the pro-vasculature. Based on our results, we argue
that a downregulation of MIR166, JKD, or SCR activity could explain these experimentally observed cell fate
transitions (Fig. 2d).

Some cell-fate transitions described experimentally were not recovered by the decay-rate variation analysis we
performed. For example, the pro-vascular cells of the root meristem can regenerate the QC upon the excision of
the root apex or upon the ablation of the original QC cells®-°". This transition was not recovered by our analysis.
It is possible that this cell fate transition is not mediated solely by the change in the activity of a single component
of the regulatory network. Alternatively, this transition might be mediated by a more complex alteration derived
from the ablation/excision experiments. Nonetheless, to identify some of the critical regulators that could be par-
ticipating in this attractor transition, we explored the effect of simulating the ectopic activation of regulators that
are typically inactive in the peripheral and central pro-vascular attractors (Supplementary Fig. 1). We found that
SCR activity—normally not found in the pro-vascular cells of the meristem—is sufficient to cause the transition
of the pro-vascular attractors to the QC attractor (Fig. 2d). This result predicts that the ectopic activity of SCR in
the pro-vascular cells could be critical for QC regeneration; it would allow SHR to positively regulate its targets in
these cells during the extraordinary conditions posed by regeneration.

Overall, our model identified critical regulators of the regulatory network as candidates that may induce cell
state transitions in the root SCN. Some of these transitions have been previously observed but no candidate reg-
ulators had been suggested to explain them. The predictions of this analysis could inform future experiments to
mechanistically explain these cell-fate transitions events, where no underlying mechanism has been proposed.
Regarding the QC asymmetric cell division, we predicted regulators that can cause the transition from the QC
attractor to each of the initial cells attractors, posing them as potential regulators of QC asymmetric divisions.
Particularly, decreasing SHR activity triggers the experimentally described transition from the QC to the col-
umella initials cell fate*®, suggesting that variations in SHR levels within the progeny of the QC could explain
that—in contrast to other cell types—columella initials are preferentially produced by QC cell divisions.

Development of a multi-scale model of SHR intercellular transport and the dynamic regulatory
network in the root stem cell niche.  To understand the mechanism involved in creating variations in
SHR levels in the progeny of a QC cell, and possibly in the production of columella initials, we next consid-
ered the constraints of SHR’s expression pattern and protein mobility in the root SCN. SHR is expressed in the
pro-vascular cells of the root meristem, and its protein is transported to the QC cells, the CEI, and endodermal
cells**. In this cell layer adjacent to the pro-vasculature, SHR forms protein complexes with JKD and SCR that
localize to the cell nucleus, preventing SHR’s further intercellular movement®>®. These protein complexes also
promote the expression of SCR, JKD, and other genes**6264-66, establishing a positive feedback loop. To study the
coordinated role of SHR intercellular movement and the activity of the intracellular regulatory network in the
dynamics of cell fate attainment in QC divisions, we developed a multi-scale model of the root SCN (Fig. 3). This
multi-scale model simulates different cell types in the root SCN, how they exchange SHR through its regulated
transport, and how they respond to changes in the intracellular levels of SHR. Importantly, each cell in the sim-
ulated cellularized domain has a regulatory network model that is coupled with the network of its neighbours
through SHR transport, yielding a domain with a network of intracellular networks (Fig. 3a). The links that
connect the regulatory network in each cell with the spatio-temporal information of SHR are explained below.

We used a static cellular configuration to model the cells of different cell types in the root SCN. The regulatory
network model (Fig. 3a) of each cell was initialized into one of the following attractors: QC, CEI/Endodermis,
central pro-vascular tissues, and columella initials (Fig. 3b). The state of the network in each cell was updated
periodically throughout the simulation. We also included a continuous variable in each cell, SHR,, (the sub-
script m indicates that it models SHR movement), that can be exchanged between neighbouring cells periodically
(Fig. 3a). These two cell properties, the intracellular regulatory network and the mobile variable SHR,,, are linked
such that the state of the network constrains the site of production of SHR, while the intracellular levels of SHR
feedbacks on the activity of SHR in the network (Fig. 3a). This means that SHR, will be produced only in the
pro-vascular cells, and that the activity level of SHR,, in a cell defines if it regulates its targets of the regulatory net-
work or not. Finally, the intercellular transport of SHR, was modelled considering the restrictive role of JKD and
SCR, such that if they are active in the network of a cell, its transport will be much lower than if these regulators
are inactive. Hence, we put forward a multi-scale model as schematized in Fig. 3a.

The multi-scale model initially recovered the activity of SHR, exclusively in the pro-vascular cells as these are
the only cells that can produce it (Fig. 3c). Then, SHR, was also found in the adjacent layer to the pro-vascular
tissues, composed of the QC, the CEI and the endodermal cells. This activity pattern of SHR,, did not change
through the simulation (Fig. 3¢) and corresponds to what has been described experimentally. There are three
main parameters in the multi-scale model: SHR , transport, SHR , synthesis rate, and SHR, activity threshold. We
found that the distribution pattern of SHR, we described above is robust to changes in these model parameters
(Methods), and does not depend on a specific set. Indeed, many different parameter sets can reach this
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Figure 3. Multi-scale model of SHR intercellular transport in the root SCN. (a) Scheme of four cells of the
multi-scale model, showing the links connecting the dynamics of their intracellular regulatory network through
SHR,, intercellular movement. (b) Cellular configuration used as initial condition in the multi-scale model.

The colours correspond to the attractor initialized in each cell. (c) Dynamics of SHR,, field formation: SHR,,, is
initially only present in the pro-vascular cells where its produced, while at t = 1500 a.u. it is also present in the
layer adjacent to the pro-vascular cells, but no further. (d) Activity of six regulators of the regulatory network in
the multicellular template. Time (t) is in arbitrary units (a.u.).

distribution (Supplementary Fig. 2). For the following simulations, we chose a parameter set that better describes
the SHR’s observed behaviour in the root meristem and that complies with transport ratios described previ-
ously”’. Importantly, the network’s attractors in the cells remain as initialized throughout this simulation (Fig. 3d);
this result was dependent on the modelled dynamics of SHR,, intercellular movement (Supplementary Fig. 2).
Thus, the multi-scale model—that considers the coordinated role of the dynamics of SHR,, movement and the
regulatory network—accurately depicts the activity pattern of SHR as observed in the Arabidopsis root SCN.

Then, we put forward a multi-scale model of the constraints of the interaction of polarizing signals from the
niche microenvironment (SHR) and the underlying regulatory network.

SHR intercellular transport and the dynamics of the gene regulatory network guide the tran-
sition from QC to columella initials cell fate in the root SCN.  We used the multi-scale modelling
platform presented in the previous section to simulate the division of a QC cell (Fig. 4). We assumed that upon
a QC cell division, both daughter cells inherit the state of the intracellular regulatory network in the QC attrac-
tor (supported by time-lapse experiments* and by the detection of equal levels of SHR,, in cell divisions of the
adjacent CEI cells™). Then, we followed the fate of the QC’s progeny using the activity of the network’s regulators
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Figure 4. Simulation of a QC cell division in the multi-scale model. The activity pattern of SHR, and the
network regulators WOX5 and ARF10 are shown (a) before the division, (b,c, and d) immediately after the
division takes place, (b’,¢’, and d’) and some time after the division took place. (b) A periclinal division axis
produces a shootward and a rootward daughter cell that gradually develop differences in SHR;, concentration
and the states of their regulatory network: one cell remains at the QC attractor while the other shifts to the
columella initials attractor. (c) The same pattern is observed for oblique divisions, where the division axis
deviates from that of a periclinal or anticlinal pattern. (d) An anticlinal division axis produces two daughter cells
that remain with high levels of SHR, and in the QC attractor.

WOX5 and ARF10 as markers of QC cell and the columella initial cell states, respectively. The division axis of the
QC cells was chosen at random in 100 simulations, and the results were classified as periclinal (25), anticlinal (31)
and oblique (44) division axes.

We noticed that the simulations of a periclinal and an oblique division axis produced one rootward and one
shootward daughter cell, that at the moment of the division, were identical (Fig. 4b,c). However, as the simulations
ran, these cells developed differences in their intracellular levels of SHR,,, and the rootward daughter cell transi-
tioned to the columella initials attractor (Fig. 4b). The dynamics recovered in the simulation of a QC periclinal
division correlate with those reported experimentally*. In these experiments, the daughter cells initially maintain
the activity of a QC marker (Fig. 4b) and eventually develop differences in its activity. The model shows that this
asymmetric differentiation happens because of the differential proximity of the daughter cells to the pro-vascular
cells. On the one hand, the shootward daughter cell, being in the immediate vicinity of the pro-vascular tissues,
directly acquires and sequesters SHR,, maintaining its intracellular regulatory network in the QC attractor. On
the other hand, the rootward daughter cell is one cell away from the pro-vascular tissues, and therefore, does not
receive such large amounts of SHR .. In this latter case, the SHR, levels inherited after the division gradually
decay until the intracellular dynamic regulatory network of the rootward daughter cell transitions towards the
columella initials cell-fate attractor. Importantly, the simulations suggest that the asymmetric QC divisions may
not result from the divisions themselves, but rather from the interaction between the intracellular regulatory
network and the cellular levels of SHR .

In contrast to the above situations, the simulation of an anticlinal QC division axis produced two daughter
cells that remained in the QC attractor (Fig. 4c). This symmetric division occurred because the daughter cells are
equidistantly located from the pro-vascular tissues and thus received SHR, from the primary source of the root
SCN. The high levels of SHR,, in the daughter cells allowed them to remain in the QC attractor in all simulations
of an anticlinal division axis.

Overall, the results of these simulations provide a system-level mechanistic explanation to why, in a periclinal
QC cell division (the most common pattern in Arabidopsis root apices), one of the daughter cells differentiates
into columella initials (the most common cell type*®). Our multi-scale model simulations suggest that the same
underlying systemic mechanism can yield both symmetric and asymmetric divisions, depending on the division
axis of the QC cells, suggesting that QC cell divisions follow the population asymmetry model.

Increasing the intercellular range of SHR activity causes a shift from asymmetric to symmetric
QC periclinal divisions: Computational and experimental evidence. Our computational simula-
tions led us to propose that SHR availability is a limiting factor in the decision to generate symmetric or asymmet-
ric divisions in the QC (Fig. 4). We then hypothesized that increasing SHR’s activity range would have an impact
on the fate of the daughter cells produced by QC periclinal divisions. There are several ways to increase SHR’s
activity range, for example, if SHR protein has a higher mobility range® or by expressing SHR in cells that typi-
cally do not express it>>. We explored both possibilities using computational simulations and present the results
here together with experimental data to support our theoretical proposals.

SCIENTIFICREPORTS |

(2020) 10:3525 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-60251-8

119



www.nature.com/scientificreports/

Increased SHR mobility

a) Increased SHR mobility b) QC cell division
Y SHRm WOX5 SHRm WOX5
.a)(.
N
]
Min.
c) AtSHR 0sSHR d)
| - - |
o o
I ~
e AISHR background g) OsSHR ) OsSHR
OsSHR pWOX5 :mCherry pWOX5:mCherry pWOX5:mCherry
o
s
~

Figure 5. Analysis of SHR increased mobility range and its effect on the fate of the progeny of QC cell divisions.
(a) The simulation of an increase in SHR, transport rate causes an increased SHR, activity domain, yet a

single layer of QC cells is found below the pro-vascular cells (WOXS5 as marker of the QC attractor). (b) The
simulation of a periclinal division of a QC cell in this context results in the symmetric production of two cells
with WOXG5 activity. (c) Single layer of GFP nuclear activity in the QC position of 5dpg AtSHR and OsSHR
seedlings. (d) 7dpg seedlings of AtSHR have a single layer of GFP nuclear activity, while most OsSHR seedlings
have two or more (e). Analysis of WOX5:mCherry (magenta) in 7dpg WT and OsSHR seedlings: the expression
of WOXG5 is delimited to the QC cells in 7dpg WT seedlings (f), while its expression is expanded to several cell
layers in 7dpg OsSHR seedlings (g). (h) 7dpg OsSHR seedlings treated with oryzalin (1 uM) for 6 hours have a
single layer of nuclear GFP and WOXG5 signal in the cells at the QC position. Overlay of GFP nuclear activity
and propidium iodide counterstain (magenta) in (c), (d) and (e). All insets show the GFP signal from the
respective SHR translational reporter.

The first way to increase the activity range of SHR is through increased protein mobility. We implemented
this computationally by increasing the parameters related to SHR,,, intercellular transport. In comparison to the
WT simulation (Fig. 4a), the simulation of increased SHR,, transport resulted in higher SHR, levels in several
cell layers adjacent to the stele, which, in the context of the SCN, are the QC and columella initials cells (Fig. 5a).
We noticed that despite the relatively higher levels of SHR, past the stele, the in silico roots retained a single QC
layer (one WOX5 + layer). This can be explained by the constraints of the regulatory network as SHR activity is
not sufficient to cause an attractor transition from the columella initials towards the QC attractor (Supplementary
Fig. 3¢). This simulation then predicts that even if SHR levels are high in the columella initials, these will not
become QC cells and there will be a single layer of QC cells. Then we simulated a QC periclinal division and found
that, in this case, both daughter cells remain in the QC attractor (Fig. 5b). Therefore, a symmetric division took
place. This simulation predicts that, in the context of increased SHR protein mobility, a QC periclinal division
will yield two QC cells (Fig. 5b).

To assess these predictions experimentally, we used the pSHR:OsSHR2:GFP (OsSHR) translational reporter
that expresses a rice orthologue of SHR under the endogenous Arabidopsis promoter®. It was previously shown
that the OsSHR protein has more mobility than Arabidopsis’ AtSHR-GFP®, such that GFP signal was detected
in up to 6 layers past the stele. This unique feature of OsSHR2 provided us with the opportunity to experimen-
tally study the fate of the daughter cells produced by QC cell divisions in a condition of increased SHR transport.
First, for comparison with our simulations, we aimed to establish a condition of infrequent and frequent QC cell
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divisions in OsSHR, and pSHR:AtSHR:GFP (AtSHR) as a control. A recent report found that QC cell divisions are
more frequent in older plants®. Thus, we compared the frequency of QC periclinal cell division events in 5 and 7
dpg seedlings, and indeed we found that QC divisions were significantly more frequent in older seedlings in both
lines (Supplementary Fig. 3). Having established conditions of infrequent and frequent QC cell divisions, we com-
pared the number of QC cells in both lines. For this, we used the nuclear localization of GFP in the cells at the QC
position as a marker. At 5 dpg, there was no significant difference in the number of cell layers with nuclear GFP
between OsSHR and AtSHR as both lines exhibit a single layer (Fig. 5¢). This is consistent with the computational
simulations that show that even if SHR mobility increases, a single layer of QC cells will be found in the absence
of cell divisions (Fig. 5a). In contrast, at 7 dpg the pattern between both lines was significantly different (P = 0.02;
Supplementary Fig. 3); the OsSHR line had a higher frequency of multiple layers with nuclear GFP activity than
the AtSHR line (Fig. 5d). Furthermore, some of the 7 dpg OsSHR seedlings had up to three layers of cells with
nuclear GFP signal cells in the QC position (Fig. 5¢), suggesting multiple rounds of QC periclinal divisions. This
phenotype was never observed in AtSHR seedlings. The difference in the number of nuclear GFP layers in the QC
position in both lines is consistent with the predictions from the simulations (Figs. 4b and 5b): in WT conditions,
QC cell divisions will be asymmetric because not sufficient levels of SHR reach one of the daughter cells, whereas
in the condition of increased SHR transport both daughter cells receive enough SHR to remain as QC cells.

To verify the identity of the additional nuclear GFP cell layers found in 7dpg OsSHR, we analysed the activity
of pWOX5:mCherry in this line. WOX5 is a gene that is expressed exclusively in the QC cells, and it is also a reg-
ulatory target of SHR?2. Whereas WOX5 expression is normally demilited to a single layer of QC cells beneath
the pro-vascular cells, even at 7dpg (Fig. 5f), we found multiple cell files with WOX5 activity in OsSHR (Fig. 5g).
This indicates that the additional cell layers have QC identity, and are likely the result of QC symmetric divisions.
This result also shows that SHR is acting as a transcriptional regulator in the additional QC cell layers, as WOX5
expression requires the activity of SHR*. Next, we aimed to show that the increased number of WOXS5 positive
cells in OsSHR 7dpg seedlings is a consequence of the increased availability of SHR. To do this, we treated 7dpg
OsSHR pWOX5:mCherry seedlings with the microtubule depolimerizing drug, oryzalin (1 pM for 6 hours as in®).
Oryzalin has been shown to decrease SHR transport in the root meristem®. Strikingly, we found that the number
of cell layers with GFP and WOX5 signal was dramatically reduced in 7dpg OsSHR pWOX5:mCherry seedlings
treated with oryzalin (Fig. 5h; n= 12 oryzalin and n =24 DMSO treated seedlings, *Pearson’s Chi-square test with
Yates’ continuity correction, P-value = 0.008665). These results clearly indicate that the multiple cell layers with
QC identity observed in OsSHR are indeed a consequence of the increased intercellular transport of SHR; and
thus, when reduced, the supernumerary layers disappear. Altogether, this experimental evidence supports that an
increased range of SHR activity, via augmented protein mobility, can cause a shift from asymmetric to symmetric
QC divisions, expanding the pool of undifferentiated stem cells (Fig. 1b). This had already predicted this by the
multi-scale model simulations (Fig. 5), and the experiments we present here confirm it.

Next, we explored the effect of ectopically expressing SHR in the QC cells, as an alternative strategy to increase
the range of activity of SHR. This was previously explored with the pSCR::SHR line that expresses SHR in the
QC, CEI and endodermal cells® (normally SHR is only expressed in the stele). The authors found activity of a
QC marker in several cell layers between the stele and the root cap in the pSCR::SHR line**. To understand the
mechanistic basis underlying this phenotype with multiple QC layers, we used the multi-scale computational
model to simulate the pSCR::SHR line. To do this we included the ectopic production of SHR,, in the cells with
the regulatory network in an attractor showing SCR activity (QC, CEI and endodermis). This simulation reached
a distribution pattern with relatively high SHR,, levels in the two cell layers beneath the pro-vascular tissues,
corresponding to the QC and the columella initial cells, while WOXS5 was found active only in the cells in direct
contact with the pro-vascular cells (Supplementary Fig. 3). Next, we simulated a periclinal division of a QC cell,
finding that—contrary to what happens in WT—both daughter cells remained in the QC attractor. According
to our simulations, this shift from asymmetric (WT) to symmetric cell fates (pSCR::SHR) happened because in
the latter case the daughter cells produce SHR, themselves and do not depend on the pro-vascular tissues as a
source of SHR,, (Supplementary Fig. 3). Therefore, the daughter cells maintain high intracellular SHR,, levels
and their networks remain indefinitely in the QC attractor. Linking this result with the reported phenotype of
the pSCR::SHR line, we hypothesize that multiple cycles of QC periclinal divisions are behind the multiple QC
layer phenotype reported by Nakajima and collaborators®. Thus, our computational simulations also provide a
plausible systemic mechanistic explanation for the QC phenotype observed in the pSCR::SHR line.

These computational and experimental findings support our proposal that the feedback between the intracel-
lular regulatory networks and the modulation of SHR’s intercellular transport, underlies cell fate decisions during
the periclinal division of the QC cells in the root SCN.

Non-equivalent QC cell state transitions in two experiments that affect the activity of
QC-identity regulators. Next we aimed to assess the effects of reducing the range of activity of SHR.
Recently it was shown that inhibiting SHR symplastic movement in the QC cells (with the pWOX5:icalsm3m line)
results in decreased SHR signal, and a reduction in the expression of SCR and WOX5 in these cells™. Intriguingly,
these authors reported that the QC cells accumulated starch granules after the treatment, indicating that these
cells differentiated into columella”. This phenotype is difficult to interpret, as not even wox5 mutants have such
drastic phenotypic alterations in QC cell identity®>. We propose that the contrasting phenotypes of these two
genetic perturbations (p WOX5:icalsm3m and wox5) are due to different alterations of the attractor landscape. To
test this hypothesis and understand the system-level mechanistic basis underlying the phenotypes of these two
genetic perturbations, we simulated both in our multi-scale model.

The simulation of the pWOX5:icalsm3m line was implemented by not allowing SHR, movement between the
pro-vascular and the QC cells. We found that the levels of SHR , gradually decreased in the QC cells, and eventually,
these were so low that they were unable to activate SHR targets in their intracellular regulatory networks (Fig. 6a).
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Figure 6. Simulation of two lines with contrasting QC cell identity defects. (a) Simulation of the
pWOX5:icalsm3m inducible line. The inhibition of symplastic transport in the QC limits SHR,, movement and
excludes it from these cells. The loss of SHR ,, triggers a transition of the intracellular regulatory network from
the QC to the columella attractor. (b) Simulation of the wox5 mutant. In this mutant, the distribution of SHR, is
unaffected and the QC cells’ network is in a QC-like attractor in which the activity of various QC-related genes
is maintained (see SHR and SCR).

This lack of activities caused the QC cells to become columella. The result of this simulation suggests that in the
pWOX5:icalsm3m line the QC cells become columella cells because of how it limits SHR transport and how
that feeds into the dynamics of the intracellular regulatory network. It also suggests that the minimal regulatory
network model we used incorporates the key regulators to explain this intriguing phenotype. On the contrary,
when we simulated the wox5 mutant, we found that SHR s distribution was unaffected (Fig. 6b). The difference
found between the WT and the wox5 mutant was the state of the intracellular regulatory network of the QC cells,
that in the latter attains a QC-like attractor that has activity of SHR and SCR, but not of WOXS5 (Fig. 2¢). In agree-
ment with this result, in the wox5 mutant, the QC cell identity is compromised but not completely lost, as several
QC identity markers are still expressed in the QC position®. Although both the pWOX5:icalsm3m and the wox5
simulations do not have activity of the QC-specific marker WOXS5, these perturbations are not equivalent, par-
ticularly in the activity pattern of SHR (Fig. 6). Therefore, the simulation of these two genetic perturbations
provides an explanation to their reported contrasting phenotypes (Fig. 5), revealing important differences in SHR
spatio-temporal dynamics that explain the differences in the state of the QC cells. Such apparently paradoxical
results may be explained by considering how spatial information (SHR) reshapes the attractor landscape of the
root SCN regulatory network model towards different attractors.

These examples clearly illustrate the enormous explanatory potential inherent in systemic dynamical models
of regulatory networks, that consider the concerted activity of different regulatory elements at different scales.
Also, it further supports the critical role of SHR in the transition from the QC to columella cell state predicted by
our computational analysis, but it does so in the context of complex regulatory networks coupled through SHR
movement.

Discussion

Multipotent SCs self-renew and generate different cell lineages upon division. However, the mechanisms underly-
ing the cell-fate decisions during SC divisions and the resulting SCN cellular patterns are not entirely understood.
The root SCN is a useful model system to uncover the systemic regulatory mechanisms underlying cell fate. In
the root SCN, the QC cells divide asymmetrically, with a preference towards yielding columella initials cells*’, but
this biased cell-fate attainment pattern has not yet been explained. In the present study, we propose that this bias
pattern can be explained by considering the constraints in the regulatory networks underlying cell fate decisions
and signals from the root SCN microenvironment. To test this hypothesis, we used a dynamic gene regulatory
network model that recovers attractors corresponding to the genetic activity configuration patterns of the cells
of the root apical meristem, including those of the root SCN*. To explore the attractor landscape that emerges
from the network’ interactions, we simulated perturbations of individual regulators to uncover the ones that can
cause deterministic transitions among the system’s attractors'**%’. Experimentally, this sort of analysis would
require us to modulate the activity of each regulator in particular cell types of the root SCN and to monitor the
cell-fate changes after each alteration, all of which is very time-consuming and challenging to achieve with the
available tools. Alternatively, our computational analysis produced immediate hypotheses that can pose specific
predictions and then inform future experiments, as the ones we present in this study. Although, many of the
predictions of this analysis remain to be validated, the results we present here provide an overall system-level
mechanistic framework to delimit the possible role of different network components in cell-fate transitions in the
root SCN, and it thus constitute a valuable resource for the community.

The candidate regulators we identified through the decay-rate analysis (Fig. 2) can be interpreted as key
regulators of differentiation, de-differentiation, and cell fate transition events at the root SCN and meristem.
Importantly, the decay-rate analysis identifies the key regulators that could be targets of developmental, physical,
chemical, and environmental cues to regulate the generation of certain initial cells in the root SCN. Regarding
the transitions from the QC attractor to other fates, this analysis predicted regulators that can be important for

SCIENTIFICREPORTS |

(2020) 10:3525 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-60251-8

122



www.nature.com/scientificreports/

the production of each of the initial cell-types by these reserve of multipotent SCs in the root SCN (Fig. 2c).
Remarkably, we found that SHR is the only regulator whose downregulation can cause the transition from the
QC to the attractor corresponding to the columella initial cells. The fact that this is the only regulator we found is
noteworthy given that QC cells receive SHR, a mobile protein, from pro-vascular neighbouring cells, and other
regulators of the network tightly control SHR’s movement. Therefore, SHR mobility could be informing QC
cell-fate decisions within the niche.

To explore the role of SHR intercellular mobility in the asymmetric division of the QC cells, we developed a
multi-scale model of the root SCN in which each simulated cell has an intracellular regulatory network linked to
its neighbours’ network through the movement of SHR. This model is a tool in which we assessed the concerted
role of SHR’s movement and the activity of the network in each cell, and with which we showed that the symme-
try/asymmetry of QC cell divisions depends on the daughter cells’ locations relative to the source of SHR in the
meristem (pro-vascular tissues). If there is a differential proximity, there will be a gradual decrease in SHR levels
in the cell that is not in contact with the SHR source (rootward cell) and its intracellular regulatory network will
stabilize in the columella initials attractor. Our decay-rate variation analysis already predicted this critical role of
SHR in the transition from the QC to the columella initials attractor, and the multi-scale model complemented
and further supported this prediction by considering the spatiotemporal dynamics of SHR intercellular transport
in the root SCN. Importantly, our results support that, in the root SCN, QC divisions are uncoupled from cell
differentiation. In this case, two identical cells are produced and the asymmetry in the fate of the progeny emerges
from the joint dynamics of the intracellular regulatory network, the intercellular movement of SHR, and the
stereotypical division axis.

To further support the role of SHR as a key regulator of cell-fate decisions in QC asymmetric divisions, we
combined computational and experimental approaches to test how SHR activity range may alter cell-fate dynam-
ics. We analysed cell-fate patterns in a transgenic line with increased SHR protein mobility®® and in a line with
ectopic SHR expression®”. In both cases, there was an increased number of cell layers with QC cell character-
istics®® (Fig. 5 and Supplementary Fig. 3). Our computational simulations led us to propose that these pheno-
types emerge due to QC periclinal cell divisions, in which both daughter cells remain as QC cells because of the
increased availability of SHR (Fig. 5 and Supplementary Fig. 3). Indeed, we found that the multiple QC phenotype
in the 7dpg OsSHR seedlings was reversed when we treated the plants with oryzalin (Fig. 5h), an inhibitor of SHR
transport. We also explored the effect of decreasing the activity range of SHR. In this case, we found that QC cells
differentiate into columella initials in the computational simulation (Fig. 6), which agrees with experimental
observations”. Thus, both experiments and simulations that perturb SHR’s range of activity confirm the critical
role of SHR in cell fate transitions from QC to columella initials.

Interestingly, the simulation of intermediate SHR levels in the regulatory network recovers an attractor with
co-activity of QC and columella initials regulators (Fig. 2f). It has been reported that during the regeneration
of the root meristem, the cells that eventually give rise to a new QC go through a phase where they have mixed
QC-columella cell identity®'. Remarkably, there is a correlation between the detection of this mixed QC-columella
cell identity and the time it takes to restore SHR’s nuclear pattern in the QC position®". This correlation suggests
that SHR could be the signal underlying this mixed cell fate, and that the feedback between SHR levels and the
regulatory network reported here might be relevant not only for QC cell divisions but also in the context of root
regeneration.

In line with experimental observations, the multi-scale model did not recover the production of initial cell
types other than the columella initials*. Nevertheless, we predicted which candidate regulators’ downregulation
could yield such transitions (Fig. 2c). The simulation of an anticlinal division axis of a QC cell produced two cells
that remain QC cells (Fig. 4b), but a recent report showed that, in fact, an anticlinal QC division yields a QC and
a CEI cell®®. The decay-rate analysis we performed predicted that a decrease in the activity of AUX, PLT, or ARF5
could cause the transition from the QC to the CEI (Fig. 2¢). It is possible that the growth of the daughter cells
produced by the QC anticlinal division would cause the mechanical displacement of one of the cells out of the
QC position, giving rise to auxin variations that could cause a transition of one of them to the CEI/Endodermis
attractor. In order to recover such patterns, future improvements of the multi-scale model should incorporate the
mechanics of cellular growth, detailed cell geometry, and the dynamics of polar auxin transport. Future model
extensions should also address the role of cell geometry, mechanical forces’!”?, auxin cellular concentrations’,
and global cellular connectivity’ in the mechanisms that define the division axis of the QC cells or organizer cells
in other SCN.

SCs are important for two critical processes in post-embryonic development: regeneration and differentiation.
Through cell division, SCs regenerate themselves and also produce progeny that will differentiate and replen-
ish functional tissues. SCs’ invariantly asymmetric divisions are usually assumed to be the basis for these cells’
long-term survival and the correct replacement of functional tissues. Nonetheless, recent lineage-tracing analy-
ses have shown that asymmetry can also be achieved at the population level if SC divisions are uncoupled from
cell differentiation* °. So far, this population asymmetry model has only been described in animal SCNs. Here,
through a combined computational and experimental approach, we provide evidence of QC cells following a
population-level asymmetry model in the root SCN. In this scenario, a QC division produces two identical QC
cells and afterward, key regulators (SHR) signal the progeny’s regulatory networks, in some cases yielding the
cell-fate transition of one of the daughter cells. Indeed, symmetric and asymmetric QC cell divisions were recov-
ered by our simulations (Figs. 4 and 5) by altering the range of activity of SHR and its availability to the QC daugh-
ter cells. Therefore, we propose that symmetric and asymmetric divisions can emerge from the same regulatory
mechanisms at play in different spatial domains. This proposal implies that SCs do not follow a pre-established
lineage program, but rather that their cell-fate decisions emerge from the interplay between their pre-existing cell
state and the conditions of the microenvironment. The apparent regularity of the observed patterns depends upon
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arobust mechanism, in which constraints in the direction of the division axis are also involved. We recognize that
other regulators may play a role as well, and do not claim that the mechanism described here is complete.

Stereotypical patterns of cell-fate attainment have been observed in many SCNs and show a strong correlation
between the SC division axis, the position of the progeny after a division, and their fate?®”>-7%, Interestingly, these
patterns suffer alterations upon deviations of the division axis in several systems’”””, suggesting that the division
axis influences how daughter cells will be affected by critical positional signals. The theoretical platform we pres-
ent here provides the first system-level mechanism to study the contribution of the division axis and feedback
between intra- and intercellular dynamics during fate decisions at a SCN. Our approach may be useful to decipher
the complex mechanisms guiding SC cell fate dynamics in other SCNs. Indeed, systemic mechanisms similar to
the one we presented here may be involved in both cell-fate attainment and morphogenetic patterning in other
plant and animal SCNs. Thus, both the systemic mechanism and the modelling framework proposed in this study
may become useful to further understand the mechanisms involved in plant and animal SCN cell patterning and
replacement dynamics.

Methods

Regulatory network model.  To study the mechanisms underlying cell fate transitions we used an extended
and updated version of a Boolean network model that we previously proposed™. This Boolean network integrates
the role of key transcription factors, hormones, peptides, and other regulators of cell fate in the root meristem.
Through an extensive literature review, the regulatory interactions between all the elements were identified and
abstracted as a network of interacting elements. The activity of each element of the network is modeled as a
Boolean variable, such that it can be active (1) or inactive (0). Logical rules, one per each element of the network,
are proposed; these formalize the experimental evidence (with the logical operators AND, OR, and NOT) and
takes as input the state of its regulators. The logical rules take the general form:

x(t + 1) = E(x,(t), ..., x(t)) )

where x; (t + 1) is the state of node x; at time t + 1 and x,(¢),..., x;(t) are the states of its regulators a previous
timestep. By applying the logical rules iteratively we can update the state of the network from all possible initial
conditions (2Anumber of nodes), until eventually the system reaches activity configurations that do not change
anymore and are thus self-sustained. These are known as attractors and emerge due to the constraints considered
in the model (namely, the logical rules that are based on experimental evidence). The attractors at which the
system converges can be interpreted as the different cell types or fates of the biological system under study. In the
case of the root SCN, the attractors recovered correspond to different cells of the niche including the QC, CEI,
central and peripheral pro-vascular initials, and columella initials.

The Boolean network can be further extended to a continuous model in which the state of the nodes is no
longer limited to 0 and 1, but can have any value between these range® . In the continuous version of the model,
the activity of each regulator is described by an ordinary differential equation (ODE) with the form:

dx. I
i

—t= ; -

dt (1 — M 4 ¢ o) " @)

The first term in (2) describes the production of x; with a sigmoidal function, and the second term describes
its linear decay. The parameter h determines the strength of the interactions and controls if the activation curve of
anode resembles a step function, a logistic function, or a straight line; 7 is the decay rate. By default, the h and y
parameters are the same for all the elements of the network. Nevertheless, we show in Supplementary information
D that the results reported in this paper do not depend on the particular value of & used. The w; is the continuous
form of the logical function of node i using fuzzy logic as in®. Briefly, the logical operators OR, AND and NOT
are substituted by a maximum function, minimum function, or a subtraction, respectively, as shown in the fol-
lowing examples:

Logical function w function

xl(t)ORxJ(t) — MAX(x/(t), X](t))

x;(t) AND xj(t) —  MIN(x,(t), x)(t))
NOT x;(t) — 1 — x,(t)

The resulting w; is then integrated into (2). For a more detailed description on Boolean models to model gene
regulatory networks we recommend®, and for more details on the root apical meristem regulatory network we
recommend®; the latter includes all the details of how the Boolean network model we used here was integrated
from experimental data.

Decay-rate variation analysis of the continuous regulatory network model of the root SCN.  To
find the regulators (nodes) whose alterations are sufficient to cause transitions in the model’s attractors, we per-
formed a decay-rate variation analysis®. For this analysis we used the continuous version of the dynamic regula-
tory network model underlying cell-fate decisions in the root SCN>?. First, we used as initial condition the activity
configuration of one of the six attractors of the model. Then, we gradually increased the decay rate, 7, of one of
the active regulators in that attractor, solved the system until the derivatives became smaller than a threshold®!
(meaning it reached a steady state), and added the value of all the regulators’ activity (i.e. ;X x;). This sum was
plotted for each decay rate analysed for each initial attractor (Supplementary Tables C), and allowed us to visually
asses if the increase in 7" caused a sudden change in the network’s behaviour. This suggest that an attractor
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transition occurred (even when the initial and final attractor yield the same sum, a noticeable jump is seen) and
shows the particular value of  at which this transition may have happened.

We then analysed the activity configuration at which the system did not change anymore (final state). To asso-
ciate a particular cell state to a final state, we compared the activity of each node to that of the attractors recovered
by the intact model (Supplementary Tables S3). In some cases the final state was identical to one of the attractors
and the association was straightforward. In other cases, the activity of one or more nodes did not match the orig-
inal attractors; in such cases, as long as the cell-fate regulators had the correct activity patterns, we associated the
final state to that attractor. These latter cases are clearly indicated in Supplementary Tables C and D (with bold
lettering and asterisks). The decay-rate analysis was performed in the R programming environment with a code
that systematically changes the decay rate of every active node for every attractor of the system, and retrieves the
output plots (Supplementary Tables C).

Multi-scale model of the SHR transport and intracellular regulatory network in the root SCN.
We used the software CompuCell3D*? to propose a multi-scale model of the root SCN. CompuCell3D is a
lattice-based computational framework that models individual cells as a collection of positions in a grid. In our
simulations, the position of each cell is fixed. Cells act as cellular automata that can communicate with its neigh-
bors according to a series of interaction rules. As an initial condition, we used a cellular configuration resembling
the cell distribution in the Arabidopsis root SCN (Fig. 3b); here volumes are merely illustrative. Each of the cells
has two important features: A Boolean model and an SHR|, variable. The Boolean model was initialized in the
attractor corresponding to the cell type observed in the position of the QC, the Endodermis, the pro-vascular and
columella cells. The network we used does not describe the activity configuration of the epidermis or the cortex
cells of the root meristem® and therefore, the network dynamics were not modelled in these cells. The SHR,,
continuous variable models SHR transport between neighbouring cells. The Boolean model and the SHR, are
connected according to the following rules:

if PHBgypy = 1 synthesisg,, — dgyp SHR,
SH — m m
mn else — dgyr SHR 3)
SHR _ |if SHR,, > threshold SHRgypy = 1
GHRN ™ T else SHR Gypy = 0 @)
5 if SCR gy = KDy = 1 Dy, = d # (0.5)
SR | else Dgg,,, = d )

The first rule (3) confines SHR,, production to the pro-vascular cells**. The simulation evaluates, in each cell,
if PHB is active in the regulatory network; if true, there will be SHR,, production and linear decay and if not,
SHR,, will only decay linearly. The second rule (4) establishes an activity threshold that must be surpassed by
the cellular level of SHR , to activate SHR in the intracellular regulatory network, so that the transport dynamics
feedback into the regulatory network. The third rule (5) models that the intercellular transport rate of SHR, will
depend on the state of the intracellular regulatory network, such that if SCR and JKD are active, the rate will be
lower than if they are inactive. Recently, high-resolution microscopy imaging estimated that the diffusion of SHR
from the endodermal cells is ~52% of the diffusion from the pro-vascular to the endodermal cells®’. This ratio
was incorporated in rule (4). Importantly, the multi-scale model explicitly models the role of JKD and SCR in the
regulation of SHR movement. Therefore, we did not consider this regulation in the regulatory network (compare
network topologies in Figs. 1b and 3a).

A discretized Laplacian was used to model the intercellular movement of SHR .. This operator takes into
account that the amount of SHR,, a cell receives from neighbouring cells (N) depends on their cell-type (4)
(DSHRm , O Dy, ‘) and that the amount of SHR,,, sent to the neighbouring cells depends on its own cell type

(Dgyn):

Nt N
SHR,, (t + 1) = SHR,, () + Dgyp, D SHR,, () + Dgyp > SSHR,, () — 4 Dy, SHR , (1) ©
" n

In (6), the symbol N is used to indicate the neighbours that have SCR and JKD activity in their intracellular
regulatory network while N*" is used to indicate the neighbours that do not. D,,, is the intercellular transport rate
depending on the cell type of the cell being updated (can be either Dghr,, , OF Dspr,, 1). The intercellular transport
rates are defined by rule (4). ) )

A limitation of the modelling framework we used for this multi-scale analysis is that it does not consider the shape
of the cells nor the cell growth that occurs after the QC cell division; both can potentially alter the number of neighbors
of the daughter cells and their levels of SHR. To test the effect of diffent cell alignments in the differentiation dynamics
upon QC divisions we used three cellular configurations in which the daughter cells have different sizes and neighbours
after the division (Supplementary Fig. 4). We found that the same differentiation patterns reported in the main text were
recovered by these different initial cell configurations, showing that the patterning dynamics described are robust to
changes in the number of cell neighbours and the alignment of the daughter cells. This is because the source of SHR is
the main constraint underlying the differentiation dynamics described in this study.
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Parameter analysis of SHR,, transport in the multi-scale model.  We performed a parameter analy-
sis to test the robustness of the SHR, distribution pattern to the quantitative parameters of the multi-scale model
(SHR,, transport rates, SHR,, synthesis and SHR , activity threshold). First, we varied the SHR , transport rates,
and then we varied the SHR , synthesis and SHR , activity threshold. In both cases, we analyzed 3,000 parameter
sets and analysed the number of SHR,, + cell layers in the QC position (the cells below the pro-vascular cells with
SHR,, levels higher than the SHR , threshold).

In the first case, the SHR,, intercellular transport rates were varied within the range: 0.0001-0.01 a.u.
(Supplementary Fig. 2). We chose a rate for the cells with SCR/JKD activity (QC, CEI, and Endodermis cells)
and a different rate for the cells with no activity of these regulators (which we will refer as stele cells hereafter).
We found zero SHR,, + cell layers when the transport from the stele cells was too low, a single SHR , + cell layer
when the transport from the QC/CEI/Endodermis cells was lower than the transport from the stele (as described
for Arabidopsis roots®’), and two SHR,, + cell layers when both transport rates were high. Interestingly, we also
found the one SHR,, + cell layer pattern in a parameter subdomain where the transport rate from the QC/CEI/
Endodermis cells was higher than the transport from the stele cells, but only for very low values of this second
rate. This pattern is observed because, even though the rate from the QC/CEI/Endodermis cells is high and could
potentially transport SHR,, to the following tissue layers, these cells do not receive high amounts of SHR,, in the
first place (Supplementary Fig. 2). Recently, high-resolution microscopy was used to estimate the diffusion rate of
SHR from the stele and the endodermis®. This study®’ found the transport from the endodermis to be 52% lower
than the transport from the stele. To explore if this ratio between both rates could be related to the single SHR ,,+
cell layer distribution observed in Arabidopsis, we identified the simulations that have such proportion (52% +
2, yellow asterisks in Supplementary Fig. 2). As can be observed in Supplementary Fig. 2, the simulations with
transport rates that satisfy this ratio could have either a single or two SHR,, + cell layers in the QC position. Thus,
the ratio between both transport rates does not guarantee the existence of a single SHR 4 cell layer pattern in the
simulation platform. Instead, the pattern of SHR,, 4 cells emerges from the coupled SHR,,, transport dynamics in
cooperation with the rest of the parameters and dynamics considered in the multi-scale model.

Next, we varied both the rate of SHR , synthesis (values within the range 50-5,000 a.u.) and the SHR, activity
threshold (1,000-100,000 a.u.) and evaluated the number of SHR,+ cell layers. In this case, we found a more
linear pattern where the number of SHR,+ cell layers increased as the SHR,, synthesis rate increased, and the
number of layers decreased as the SHR , threshold increased (Supplementary Fig. 2).

Plant growth conditions and microscopy. The transgenic lines used in this study, pSHR:AtSHR:GFP
(AtSHR throughout the text)**, pSHR:OsSHR2:GFP (OsSHR)®® and WOX5:mCherry, are in Arabidopsis’ Col-0
genetic background and were kindly shared by Joseph Dubrovsky, Kimberly Gallagher, and Ken Birnbaum,
respectively. Seeds were sterilized in a 1 ml of 20% sodium hypochlorite and 0.02% Tween 20, stratified for two
days in a 4°C dark room, and plated on a growth medium with 0.2X Murashige and Skoog (MS) salts, 1% Sucrose,
1% agar, and MES (pH 5.6). Seedlings were grown vertically at 22 °C in climate chambers in long day conditions
(16 hours of light followed by eight hours of dark) for five and seven days. For confocal microscopy, roots were
mounted in propidium iodide (PI, 50 ug/ml in MS 0.2X) and visualized using a Nikon Eclipse Ti-E confocal
microscope. The images presented in this article correctly represent the original data.

Oryzalin treatment.  Following the conditions reported previously®, we transferred 7dpg seedlings to plates
containing MS 0.2% agar with oryzalin at 1 uM in DMSO (dimethylsulfoxide) and observed in the confocal
microscope 6 hours later. Controls were transferred to plates with the same amount of DMSO.
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