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1. Resumen.

En las plantas el desarrollo del sistema radical asi como de otros érganos
se da principalmente en el periodo post-embrionario. El gen ARABIDOPSIS
HOMOLOG of TRITHORAX1 (ATX1/SDG27) es un regulador conocido del
desarrollo floral que codifica para una metiltransferasa de histona encargada de
la trimetilaciéon de la lisina4 en la histona3 (H3K4me3). Esta marca epigenética
estd asociada a genes transcripcionalmente activos. Este trabajo de tesis se
enfoc6 en el andlisis fenotipico de la raiz en la mutante nula atxI-1 y en el
andlisis global de la expresion de genes en la mutante atx1-15 (en la cual la
proteina ATX1 se encuentra cataliticamente inactiva). Este andlisis permiti6
establecer por primera vez que el gen ATX1 es importante para el crecimiento y
desarrollo de la raiz primaria y de las raices laterales en Arabidopsis thaliana.

Los datos mostraron que ATX1 controla el crecimiento de la raiz ya que
en la mutante, varios parametros evaluados en el meristemo de la raiz primaria,
como la duracién del ciclo celular, la produccién celular y la transiciéon a
elongaciéon se aumentaron en comparacion con el tipo silvestre. Notoriamente,
el dominio de proliferacién en la mutante fue mas corto que en plantas de tipo
silvestre. El andlisis celular demostré que ATX1 es importante para mantener la
organizacion y la formacién del patrén del meristemo apical de la raiz primaria.
Asi como, para restringir la identidad de las células del centro quiescente que
representa un dominio importante para mantener la actividad de las células
troncales. En el andlisis del desarrollo de las raices laterales se observé que la
forma del primordio de raiz lateral cambié drasticamente en la mutante. Se
identificaron distintas anomalias en el desarrollo de los primordios, incluyendo
primordios asimétricos o primordios con dos domos. El tiempo de desarrollo de
los primordios y por lo tanto, la emergencia de las raices laterales también se
modificaron fuertemente. Este andlisis demostré la importancia de ATX1 para
el control de los diferentes procesos del desarrollo y crecimiento del sistema
radical.

Por otro lado, el andlisis del transcriptoma de la raiz de la mutante atx1-
Isetmmostré que 355 genes se expresan diferencialmente cuando se inactiva a
ATX1. De estos genes, 195 disminuyen y 160 aumentan sus niveles de
expresion. Con este andlisis se lograron identificar genes potencialmente
“blanco” de ATX1. Entre estos se encontraron genes que codifican para factores
de transcripcion especificos de plantas como son: TEOSINTE
BRANCHED /CYCLOIDEA/PROLIFERATING CELL FACTOR2, AGAMOUS
LIKE14, LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN29 y HOMEOBOX
PROTEIN21, entre otros. La validaciéon de los datos del “RNA-seq”, se realiz6
mediante el andlisis de la expresiéon de varios genes por RT-PCR cuantitativo.



De los genes identificados en el andlisis transcriptomico se encontraron
candidatos fuertes para ser regulados por ATX1 que probablemente tienen una
funcién importante en el desarrollo del sistema radical en Arabidopsis thaliana.



Abstract.

In plants, most organs, including roots, are formed during
postembryonic  development. The ARABIDOPSIS HOMOLOG OF
TRITHORAX1 (ATX1/SDG27) is a known regulator of floral development which
encodes a histone methyltransferase (H3K4me). ATX1 is directly involved in
the H3K4 trimethylation which is associated with maintenance of
transcriptionally active chromatin state. To study the ATXI1 role in root
development, we performed a detailed phenotypic analysis of atxI-1 root
development, and atxI-Is¢ root transcriptome profiling (using RNA-seq
approach). The atx1-1 is a null mutant and the atx1-15 is a mutant that express
in the atx1-1 background the catalytically inactive form of the ATX1 protein that
maintains its structural integrity. This study allowed to establish for the first
time that ATX1 is important for root growth and development in Arabidopsis
thaliana. The atx1-1 mutant was impaired in primary root growth. The data
showed that ATX1 controls root growth by regulating cell cycle duration, cell
production and the transition from cell proliferation in the root apical meristem
(RAM) to cell elongation. Interestingly, the cell proliferation domain was
shorter in the mutant than in the wild type. In atx1-1, the quiescent centre cells
were irregular in shape and more expanded than those of the wild type. The
analysis showed that ATX1 is required for the maintenance of the cell
patterning within the RAM and stem cell niche. Lateral root development was
also affected in the mutant. Time from lateral root initiation to emergence was
significantly extended in the atx1-1 mutant and thus lateral root primordium
formation was slower in the mutant than in Wt. Besides, the primordium
morphogenesis was abnormal in the mutant resulting in asymmetric primordia
and primordia with two domes. This analysis showed that ATX1 is an
important player in shaping the root system architecture.

The transcriptome profiling of the root in atxI-1s¢t mutant showed that
355 genes were differentially expressed when a catalitically inactive form of
ATX1 was present. Of these, 195 genes were downregulated and 160 were
upregulated. The RNA-seq data were validated by measuring the relative
expression of selected genes by RT-qPCR. With this analysis various putative
targets of ATX1 were identified. Some of them are the plant-specific
transcription  factors like: TEOSINTE BRANCHED/ CYCLOIDEA/
PROLIFERATING CELL FACTOR2, AGAMOUS LIKE14, LATERAL ORGAN
BOUNDARIES DOMAIN29 and HOMEOBOX PROTEIN21. In this study
candidate genes regulated by ATX1 were identified which are predicted to have
an important function in Arabidopsis thaliana root development.



2. Introduccién.

El desarrollo de organismos multicelulares requiere de la produccién de
muchos tipos celulares especializados y de mecanismos sofisticados de
coordinaciéon entre ellos (Sozzani e lyer-Pascuzzi, 2014). El proceso de
desarrollo de nuevos 6rganos a partir de células indiferenciadas se conoce como
organogénesis (Lavenus et al., 2013). Las plantas a diferencia de los animales
poseen la caracteristica tnica de desarrollar continuamente nuevos 6rganos
durante todo su ciclo de vida (Terpstra y Heidstra, 2009). Durante la
embriogénesis en plantas, se establece el plan del cuerpo bésico del organismo y
se forman el meristemo apical del brote (SAM, por sus siglas en inglés) y el
meristemo apical de la raiz (RAM, por sus siglas en inglés) (Terpstra y Heidstra,
2009; Lavenus et al, 2013). De manera importante todo el desarrollo
postembrionario de las plantas recae en la funcién de estos dos meristemos
(Sozzani y lyer-Pascuzzi, 2014). A partir del SAM se desarrolla la parte aéreay a
partir del RAM se desarrollan todas las raices, a excepcion de las raices
adventicias. Al conjunto de raices se le ha denominado ‘sistema radical’. Las
funciones primarias del sistema radical son el soporte, la absorcién y el
transporte de agua y solutos, asi como la sintesis de algunos metabolitos que
permiten el crecimiento de la planta (Taiz y Zeiger, 1998; Casson y Lindsey,
2003). El sistema radical es altamente flexible y es modulado por estimulos
ambientales que incluyen disponibilidad de agua, estatus nutrimental del suelo,
temperatura, estrés salino, etc., (Taiz y Zeiger, 1998; Malamy, 2005).

2.1 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio.

La especie Arabidopsis thaliana (de aqui en adelante Arabidopsis) es una
herbacea anual de tamafio pequefio que pertenece a la familia Brassicacea y a
pesar de no tener importancia agronémica posee caracteristicas importantes que
la vuelven una planta modelo por excelencia para la investigacion en biologia
del desarrollo (www.nsf.gov/pubs/2002/bio0202/model.htm). Estas
caracteristicas incluyen, un genoma pequefio (~125 megabases) y secuenciado
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), un ciclo de vida corto (6-8 semanas), alta
produccién de semillas y cultivo facil en espacios reducidos, la existencia de
colecciones amplias de mutantes (www.arabidopsis.org/ portals/ education/
aboutarabidopsis.jsp) y sobretodo (para fines de este trabajo) que la raiz tiene
una organizaciéon radial relativamente simple con tejidos semitransparentes
(Dolan et al., 1993). El sistema radical estd compuesto por la raiz primaria que se
desarrolla a partir de la radicula, la cual emerge del embrién durante la
germinacion, por las raices adventicias que por definicién, son las raices que se
forman a partir de un érgano distinto de la raiz y por las raices laterales que se



forman siempre a partir de una raiz parental (Figura 1A; Taiz y Zeiger, 1998;
Casson y Lindsey, 2003). El desarrollo de todo este sistema radical ocurre
después de la germinacion. En Arabidopsis, la raiz esta organizada del exterior al
interior por capas tUnicas de los siguientes tipos celulares: la epidermis, el cortex
y la endodermis. La endodermis es el tejido que cubre al cilindro central de la
raiz. El cilindro central es un conjunto de tejidos de los cuales el periciclo es el
mas externo que rodea al xilema, al floema y al parénquima vascular (Figura
1B; Benfey y Scheres, 2000). Las raices laterales se originan a partir de las células
del periciclo, enfrente de los polos del xilema, a las cuales se les ha llamado
células fundadoras (Dubrovsky et al., 2000; 2008). Longitudinalmente, la raiz se
puede dividir en tres zonas funcionales. La primera es la zona meristematica,
caracterizada por una alta tasa de proliferacion celular (a excepcién del nicho de
células troncales), comparada con las otras zonas. La segunda es la zona de
elongacién, donde las células alcanzan su méxima longitud y la tercera la zona
de diferenciacién, donde todas las células se han diferenciado en los distintos
tipos celulares con caracteristicas morfoldgicas y funcionales especificas. Esta
zona se reconoce facilmente por la presencia de los pelos radicales
desarrollados a partir de las células epidérmicas (FiguralC; Scheres et al., 2002;
Verstraeten y De Smet, 2017). También se ha dividido a la zona meristemética
en los dominios de proliferacion (PD) y de transicién (TD) esta tltimo es la zona
del meristemo apical de la raiz en direccién al brote, donde la probabilidad de
que ocurran divisiones celulares es més baja (Figura 1C; Ivanov y Dubrovsky,
2013). Las células de la columela y la cofia lateral protegen al meristemo apical
de la raiz durante el crecimiento. En las plantas la informacion posicional y el
intercambio de sefales entre células son las indicaciones para iniciar la
diferenciacién, contrario a lo que ocurre en embriones animales, donde la
migracion celular es mas comtnmente la instruccion para iniciar el desarrollo
(Verstraeten y De Smet, 2017).
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Figura 1. Esquemas del sistema radical, de los tipos celulares y las zonas de desarrollo de la raiz en
Arabidopsis thaliana. A) Sistema radical (modificado de Ristova y Busch, 2014). B) Arreglo de los
tejidos que conforman a la raiz (modificado de Scheres et al., 2002). C) Zonas de desarrollo de la raiz
primaria y dominios de la zona meristematica (modificado de Benfey et al., 2010; Ivanov y Dubrovsky,
2013).

2.2 El meristemo apical de la raiz (RAM).

El crecimiento y desarrollo de la raiz primaria y de todas las raices
laterales que de ella emergen (independientemente del nimero de orden) es
sostenido por el meristemo apical (Perill, et al., 2012). En angiospermas, el RAM
consta de filas celulares que convergen en un pequefio grupo de células
centrales localizadas justo por arriba de la cofia central o columela de la raiz
(Jiang y Feldman, 2005). En este grupo de células esta el centro quiescente (CQ),
que actia como el centro organizador del RAM, con una baja tasa de
proliferacion (Clowes, 1975; Jiang y Feldman, 2005) y las células iniciales de
tejidos que se consideran como células troncales. Estas son, la célula inicial de la
cofia lateral y de la epidermis, la inicial del cértex y de la endodermis, las
iniciales de los tejidos vasculares y las iniciales de la columela (Dolan et al.,
1993; Verstraeten y De Smet, 2017) (Figura 2A, ver pie de figura). Las divisiones
asimétricas de las células iniciales dan lugar a todos los tipos celulares de la raiz
(Benfey y Scheres 2000). Como resultado de la divisién asimétrica, una célula
hija se mantiene en contacto con el CQ y se regenera la célula inicial de tejido,
mientras que, la otra célula hija pierde el contacto con el CQ y esto permite que
adquiera una identidad distinta de la de célula inicial y posteriormente se
diferencie (Benfey y Scheres 2000; Petricka y Benfey, 2008).

En particular, la célula inicial de la epidermis y de la cofia lateral sufre
una division formativa periclinal llamada divisiéon de tipo T (Figura 2B), donde
el mango de la T es la pared celular formada nuevamente (Rost, 2011). Cada
evento de division tipo T, produce un nuevo moédulo compuesto de dos
paquetes celulares, un paquete es de la epidermis y el otro paquete es de la
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cofia lateral (Figura 2B, ver pie de figura) (Wenzel y Rost, 2001). El paquete
celular de la cofia lateral se diferencia a dos componentes, A y B (Figura 2B).
Las células del componente A estan adyacentes a la epidermis y las células del
componente B estdn adyacentes a la célula inicial de cofia lateral y sus
derivadas (Figura 2B, ver pie de figura). De esta manera en Arabidopsis, la
epidermis y la cofia lateral se forman a través de series de divisiones celulares
precisas, a partir de una célula inicial que forma moédulos de 16 células
epidérmicas y 16 células de cofia lateral en promedio (Wenzel y Rost, 2001;
Rost, 2011).

El CQ vy las células troncales que lo rodean forman el nicho de células
troncales (Figura 2A, linea negra; Sabatini et al., 2003; Aida et al., 2004; Perilli et
al., 2012; Drisch y Stahl, 2015). El gen con dominio “homeo” WOX5 (WUSCHEL-
RELATED HOMEOBOX 5) se expresa especificamente en las células del CQ,
desde el desarrollo temprano del embrién y hasta la raiz completamente
desarrollada (Haecker et al., 2004). Se ha demostrado que WOX5 es necesario
para el mantenimiento de las células iniciales de columela, ya que, en la
mutante wox5, las células en la posicién de las iniciales de columela, presentan
granulos de almidén caracteristico de las células de la columela diferenciadas
(Sarkar et al., 2007). El gen WOX5 es uno de los jugadores clave que mantienen
el nicho de las células troncales en la raiz y esto se ve reflejado en la
participacion de WOX5 en las distintas vias de regulacién, donde su expresion
es afectada de manera positiva o negativa (Figura 2C; Drisch y Stahl, 2015).

La principal fitohormona involucrada en el desarrollo de la raiz es la
auxina. En la punta de la raiz primaria se ha detectado un méximo nivel de
auxina (Sabatini et al., 1999; Grieneisen et al., 2007;). Esto se debe a la
localizacién especifica de los transportadores PIN en la membrana plasmatica
de los diferentes tipos celulares de la raiz (Friml et al., 2002, 2003). La
acumulaciéon de la auxina en la punta es crucial para el mantenimiento del
meristemo de la raiz (Grieneisen et al., 2007; Petersson et al., 2009).

La auxina tiene un papel preponderante en el desarrollo de la raiz, pero
la interaccién y comunicaciéon con otras fitohormonas como citocinina,
giberelinas, brasinosteroides, etileno, y acido absicico son también muy
importantes para el mantenimiento del RAM (Figura 2C). Un ejemplo, es la
interaccién entre auxina y citocinina en el control de la actividad del meristemo.
El factor de transcripcion de respuesta a citocinina ARRI (ARABIDOPSIS
RESPONSE REGULATOR1), activa al gen SHY2 (SHORT HYPOCOTYL 2) que
codifica para un represor de la sefializacién de auxina. Este represor (SHY2)
regula negativamente a los genes facilitadores del transporte de auxina PIN,
por lo que, la citocinina causa una redistribucién de la auxina, promoviendo la
diferenciacion celular (Dello Ioio et al., 2008). Por otro lado, la auxina media la



degradaciéon de SHY2, sosteniendo asi la actividad de las proteinas PIN y la
division celular (Dello Ioio et al., 2008). Se propuso que con este circuito
regulatorio se establece un balance entre la divisién y la diferenciacién celular
que es necesaria para controlar el tamafio del meristemo y el crecimiento de la
raiz (Dello Ioio et al., 2008; Verstraeten y De Smet, 2017). Es asi como la
comunicacioén entre las diferentes hormonas impacta a nivel de la regulacion de
genes que son importantes para el mantenimiento del RAM (Drisch y Stahl,
2015) (Figura 2C).

Los cofactores de transcripcion SCR (SCARECROW) y SHR (SHORT
ROOT) de la familia GRAS (Di Laurenzio et al., 1996; Hirano et al., 2017)
participan en otra via de regulacion genética que también es muy importante
para el mantenimiento del RAM. Se ha demostrado que estos cofactores son
necesarios para definir la organizacién radial de la raiz (Helariutta et al., 2000;
Hirano et al., 2017). SHR se mueve del cilindro central hacia todas las células
adyacentes (donde se incluye a las células del centro quiescente, a la célula
inicial de cértex y endodermis e hijas y a las células de la endodermis). En estas
células, SHR activa la expresiéon de SCR, cuyo producto se transporta al niacleo
(Nakajima et al., 2001). La presencia de SCR en el nicleo resulta en la regulacion
de multiples genes y la especificacion del tejido de la endodermis (Helariutta et
al., 2000, Heidstra et al., 2004, Sparks et al., 2016). Es importante mencionar que
en las mutantes scr-1 y shr el RAM llega a agotarse y la raiz deja de crecer
después de algunos dias (Benfey et al., 1993; Scheres et al., 1995; Di Laurenzio et
al., 1996). Por otro lado, CYCD6;1 (CYCLINA D6;1) es blanco del circuito
regulatorio SHR/SCR y esto une directamente la division celular asimétrica de
la célula inicial de endodermis/cértex con la activacion de genes del ciclo
celular (Sozzani et al., 2010).

Otra via de regulacion para el mantenimiento del RAM, implica a los
genes PLT (PLETHORA) (Figura 2C) de la familia de factores de transcripcion
AP2/EREBP (APETALA2/ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
PROTEIN). La expresion de los genes PLT1, PLT2, PLT3 y PL4/BBM (BABY
BOOM) en el RAM estd regulada de manera muy importante por la
fitohormona auxina (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007; Mdhonen et al., 2014).
En el RAM, se establece un gradiente de las proteinas PLETHORA, con una
maxima acumulacién de estas proteinas en el nicho de células troncales y una
menor acumulacién en las células de la zona de elongacion (Galinha et al., 2007).
Recientemente se ha demostrado que este gradiente de las proteinas
PLETHORA puede regular el estado de la célula de acuerdo a su posicion
especifica dentro del RAM, induciendo genes de proliferacion celular y
reprimiendo la diferenciaciéon (Santuari et al., 2016). Notoriamente, en la doble



mutante plt1plt2 el RAM tampoco se mantiene como en las mutantes scr-1 y shr
y la raiz también deja de crecer después de algunos dias (Aida et al., 2004).

También es muy importante para el mantenimiento del RAM la via de
CLE40 (CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION 40), ACR4
(ARABIDOPSIS CRINKLY4) y WOX5. El gen CLE40 codifica para un péptido
pequeiio e induce la transcripcion de ACR4 que a su vez codifica para un
receptor tipo cinasa que restringe la expresion del gen con dominio
“homeobox”, WOX5 en las células del centro quiescente (Figura 2C; Stahl et al.,
2009).

Otro gen importante es ROW1 (REPRESSOR OF WUSCHEL1). Este gen
confina la expresion de WOXS5 a las células del CQ (Zhang et al., 2015). ROW1 se
une a la marca H3K4me3 en el promotor de WOX5, a través de su dominio
PHD (“plant homeodomain”). Esta interaccién impide la transcripciéon de
WOX5 en las células adyacentes al CQ (Zhang et al., 2015; Drisch y Stahl, 2015).

Por otro lado, WOX5 es necesario para reprimir la expresiéon de CYCD3,3
(CYCLINA D3;3) y evitar las divisiones celulares en el CQ (Figura 2C). Esto es
importante porque contribuye a establecer la quiescencia en la raiz embrionaria
que se mantiene en la raiz madura (Forzani et al., 2014). Otro gen involucrado
en la quiescencia del CQ, es BRAVO (BRASSINOSTEROIDS AT VASCULAR
AND ORGANIZING CENTER), que codifica para un factor de transcripcién de
la familia MYB y acttia como un represor de las divisiones del CQ (Vilarrasa-
Blasi et al., 2014). Resulta interesante que el factor de transcripcién regulado por
brasinosteroides, BES1 (BRI1-EMS SUPRESSOR1) reprime directamente e
interacciona fisicamente con BRAVO, creando un “switch” que modula las
divisiones del CQ y es regulado por brasinosteroides (Vilarrasa-Blasi et al.,
2014).

También recientemente se ha demostrado que WOX5 se mueve de las
células del CQ a las células iniciales de columela, para mantener el estado
indiferenciado de estas células a través de represion mediada por cromatina
asociada a CDF4 (CYCLING DOF FACTOR4) (Figura 2C; Pi et al., 2015). WOX5
reprime la transcripcion de CDF4 por reclutar a los correpresores TPL/TPR
(TOPLESS/TOPLESS-RELATED) y a la deacetilasa de histona HDA19, la cual
induce la deacetilacién de la histona en la region regulatoria de CDF4 (Pi et al.,
2015).
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Figura 2. A) Esquema del meristemo apical de la raiz en Arabidopsis. El nicho de las células troncales
esta sefialado con la linea negra y contiene a las células del centro quiescente (en rojo), la célula inicial
de la endodermis y del cértex (en verde), las células iniciales de los tejidos vasculares (en anaranjado),
la célula inicial de la epidermis y de la cofia lateral (en morado) y las células iniciales de la columela
(en azul). ep, epidermis; ¢, cortex; en, endodermis; LRC, cofia lateral; CC, columela. Los puntos grises
indican granulos de almidén. B) Corte medio longitudinal de una raiz de 7dias de edad, las divisiones
de tipo T se muestran en circulos. A la izquierda, se muestra el linaje celular que se genera a partir de la
célula inicial de la epidermis y de la cofia lateral marcada en color verde; el paquete celular de la
epidermis se muestra en color morado y el paquete celular de cofia lateral en color azul (componente A)
y amarillo (componente B) (modificado de Wenzel y Rost, 2001). C) Distintas vias de regulacién
implicadas en el mantenimiento del nicho de células troncales. (Esquemas en A y C, modificadas de
Drisch y Stahl, 2015).

Se ha demostrado la existencia de mdltiples genes y circuitos
regulatorios involucrados en mantener el balance de la division y la
diferenciacion celular en el RAM y esto se relaciona directamente con la
plasticidad del crecimiento de la raiz que permite a las plantas, de naturaleza
sésil, contender con los diferentes tipos de estrés ambiental (Malamy, 2005;
Petricka y Benfey, 2008; Verstraeten y De Smet, 2017).

2.3 La auxina y la transcripcion de genes de respuesta.

En general, el crecimiento y la diferenciacién en plantas ha sido ligado de
manera compleja a las fitohormonas y dentro de éstas, la auxina es quizas la
mas investigada ya que estd virtualmente involucrada en cada aspecto del
crecimiento y desarrollo de las plantas, como, la embriogénesis, la
organogénesis, la formacion del patrén de tejidos, los tropismos, entre otros
(Saini et al., 2013; Leyser, 2018).

El mecanismo mas importante por el cual los cambios en los niveles de
auxina se convierten en respuestas celulares es a través de cambios en la
transcripcion de genes. En respuesta a la auxina exdgena, la expresiéon de
cientos de genes cambia rapidamente (Paponov et al., 2008). La auxina regula la
transcripcion de genes, a través de una via de transducciéon de sefiales que
involucra a muchos factores (Figura 3). En condiciones de bajos niveles de
auxina (Figura 3), miembros de la familia de represores transcripcionales
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Aux/IAA (Tan et al., 2007), se unen a los factores de transcripcion ARF (AUXIN
RESPONSE FACTOR) (Ulmasov et al., 1999), lo que reprime la expresiéon de
genes de respuesta a auxina. Estos represores Aux/IAA contienen un dominio
conservado EAR, a través del cual pueden reclutar correpresores de la familia
TPL a los promotores (Tiwari et al., 2004; Szemenyei et al., 2008). La auxina
actiia como pegamento molecular y se une por un lado a las proteinas con caja-
F de la familia TIR1/AFB (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1/AUXIN
SIGNALING F-BOX) y por otro lado a los Aux/IAA (Figura 3). Las proteinas
con caja F, realizan la seleccién del sustrato para el complejo ubiquitina ligasa
tipo SCF, llamado asi por sus subunidades: Skpl, Cullina y una proteina con
caja-F (Smalle y Vierstra, 2004). La caja F es un motivo en el extremo N-terminal
de las proteinas asi llamadas, a través del cual interaccionan con Skpl, la cual
también interacciona con un dimero de Cullina y RBX. Este dimero transfiere la
ubiquitina de la enzima conjugadora de ubiquitina a la proteina blanco (Tan et
al., 2007). Las proteinas Aux/IAA marcadas con ubiquitina se degradan en el
proteasoma 26S (Gray et al., 2001; Maraschin et al., 2009). Cuando esto ocurre,
los factores de transcripcion ARF se liberan, entonces se unen a los elementos
de respuesta a auxina, TGTCTC, presentes en las regiones promotoras de los
genes que responden a auxina, activando su transcripcion (Abel y Theologis,
1996; Mironova et al., 2014).

De esta forma los cambios en los niveles de auxina se reflejan en cambios
en los niveles de las proteinas Aux/IAA y esto impacta la transcripcion de
genes de respuesta a auxina (Leyser, 2018). Se ha utilizado este conocimiento
para generar herramientas que permiten visualizar la respuesta a auxina in vivo,
en particular el marcador de respuesta a auxina DR5rev::GFP (Figura 4B; Friml
et al., 2003) ha sido utilizado ampliamente no sélo en Arabidopsis (Kirschner et

al., 2018).
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Figura 3. Via de regulacion de la transcripcién de genes de respuesta a auxina. Cuando los niveles de
auxina son bajos (fondo azul mas fuerte) las proteinas Aux/IAA forman heterodimeros con las
proteinas ARF para reprimir la transcripcion de genes. La proteina TPL funciona como un correpresor
transcripcional para las Aux/IAA. Sin embargo, cuando los niveles de auxina son altos, ésta se une a las
Aux/IAA y a TIR1I/AFB del complejo SCF que lleva a los represores Aux/IAA a su degradacién por el
proteosoma 26S, esto libera la represion de las proteinas ARF para permitir la transcripcién de genes de
respuesta a auxina (modificado de Ljung, 2013).

2.4 El desarrollo de las raices laterales en Arabidopsis.

Las raices laterales para el caso particular de Arabidopsis, se desarrollan a
partir de las células del periciclo, localizadas enfrente de los polos del xilema
(Laskowski et al., 1995). Estas células mantienen su capacidad para dividirse
después de que han dejado el RAM, lo que no pueden hacer las células del
periciclo enfrente del floema (Dubrovsky et al., 2000; Beeckman et al., 2001). Se
ha demostrado que la acumulacién local de auxina en estas células dispara el
proceso de especificacion de identidad de célula fundadora, a partir de la cual
se desarrollan los primordios (Figura 4; Dubrovsky et al., 2008). Sin embargo,
también se ha propuesto que el evento mas temprano en la formacion de la raiz
lateral ocurre en el meristemo de la raiz primaria y se ha llamado “priming”
(De Smet et al., 2007, Moreno-Risueno et al., 2010). Este término se refiere al
proceso de sefializacion periddica que se sabe involucra cambios en los niveles
de respuesta a auxina y de expresion de genes que dan lugar a la especificacion
de células competentes para la formaciéon futura de la raiz lateral (Moreno-
Risueno et al., 2010; De Rybel et al., 2010).

Mas recientemente, se ha observado que la actividad meristematica del
periciclo estd restringida por la interacciéon con la endodermis adyacente
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(Marhavy et al., 2016). Se ha planteado un modelo donde la auxina presente en
la endodermis libera a ésta de la restriccion impuesta por la interaccion célula a
célula (endodermis-periciclo), que compromete la actividad meristematica del
periciclo, mientras que la auxina en el periciclo, define la orientacién del plano
de divisién celular para la iniciaciéon del primordio de raiz lateral (Marhavy, et
al., 2016). Un primordio se puede desarrollar a partir de una iniciacién
longitudinal unicelular o a partir de una iniciacion longitudinal bicelular, lo que
implica que una o dos células en plano longitudinal, den origen al primordio
(Dubrovsky et al., 2001). Se ha propuesto que tres células del periciclo en plano
transversal, son el minimo necesario para formar un primordio (Dubrovsky et
al., 2001). Recientemente con el uso de tecnologias avanzadas de microscopia, se
ha determinado que de 8-15 células fundadoras (11 en promedio), arregladas en
un parche de cinco a ocho filas paralelas del periciclo en el polo del xilema,
estdn involucradas en la formacién del primordio (von Wangenhein et al., 2016).
Después de que se ha especificado una célula fundadora ocurren las primeras
divisiones anticlinales, que marcan al primordio en estadio I (Figura 4). Durante
los siguientes estadios se suceden una serie de divisiones periclinales y
anticlinales que de manera muy coordinada, van dando forma al domo del
primordio de raiz lateral (Malamy y Benfey, 1997). El desarrollo de los
primordios culmina en el estadio VII (Figura 4) cuando el primordio estd a
punto de emerger de la raiz parental y se visualiza el patrén celular 8-8-8, que
se refiere al ntimero de células de la capa externa a cada lado del primordio y en

)-

la zona central en un plano medio (Malamy y Benfey, 1997).
A) e
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Figura 4. Desarrollo del primordio de raiz lateral en Arabidopsis. A) Esquema de los siete estadios de
desarrollo (Malamy y Benfey, 1997; Casimiro et al., 2003). B) Expresion del marcador de respuesta a
auxina DR5::GFP, durante el desarrollo del primordio de raiz lateral (Dubrovsky et al., 2008).

[T

El desarrollo del primordio a través de los distintos estadios esta
acompafiado de cambios continuos en su morfologia. Las primeras divisiones
anticlinales en el estadio I no cambian la geometria del primordio (Malamy y
Benfey, 1997, Casimiro et al., 2003), sin embargo, las primeras divisiones
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periclinales que dan lugar a las siguientes capas celulares del primordio, estdn
acompafiadas por la formacion de una pequena protuberancia que se desarrolla
en la parte central. Esto corresponde a los estadios II y III descritos por Malamy
y Benfey (1997). En estadios posteriores este crecimiento curvo de la
protuberancia llega a ser mas pronunciado y se desarrolla un érgano pequefo
con forma de domo (estadios IV-VII; Malamy y Benfey, 1997). Dependiendo del
estadio de desarrollo del primordio, el domo es mas o menos aplanado, pero en
un plano longitudinal con vista lateral del primordio se observa una simetria de
espejo con referencia a un eje central (Szymanowska-Putka, 2013).

Como ya se menciond, la auxina es fundamental para muchos procesos
en las plantas, entre ellos el desarrollo de las raices laterales. El transporte polar
de auxina determina la direccién del flujo de auxina y sus niveles dentro de los
tejidos de las plantas (Wisniewska et al., 2006). Este transporte es mediado por
las proteinas acarreadoras de eflujo de auxina llamadas PIN (PINFORMED) y
por las proteinas acarreadoras de influjo de auxina llamadas AUX1 (AUXIN
RESISTANT1) y LAX3 (LIKE-AUX1 3). PIN1 es miembro de la familia de
transportadores de eflujo y se acumula a partir de las etapas mas tempranas del
desarrollo de los primordios mientras que, el transportador PIN2 se acumula
después de la emergencia de los primordios (Benkova et al., 2003). Por otro lado,
AUX1 se acumula desde la etapa I del desarrollo de los primordios y hasta
después de la emergencia (Marchant et al., 2002).

Un interés central de este trabajo es el estudio del desarrollo de las raices
laterales y un enfoque ampliamente utilizado es la caracterizacion de mutantes
afectadas en este proceso. A la fecha se conocen varios genes importantes para
el desarrollo de las raices laterales (Casimiro et al., 2003; De Smet, 2012) y aqui
se hace mencién de algunos de ellos. El gen ALF4 (ABERRANT LATERAL
ROOT FORMATION 4) codifica para una proteina nuclear novedosa
conservada en plantas (Di Donato et al., 2004) y en la mutante en este gen la
iniciacion de las RLs esta severamente dafiada, pero no completamente abolida
(Celenza et al., 1995; Di Donato et al., 2004). Se ha sugerido que ALF4 esta
involucrada en mantener al periciclo en un estado mitéticamente competente,
necesario para la iniciaciéon de las RLs (Di Donato et al., 2004). Por otro lado, en
la mutante solitary root 1 (slrl), que es una mutante dominante negativa en el
gen SLR/IAA14, la iniciacién de las RLs esta bloqueada y no se restaura por
aplicaciéon de auxina exégena. Por lo tanto, las RLs no se forman en esta
mutante (Fukaki et al., 2002; 2005; Vanneste et al., 2005). La doble mutante
arf7arfl19 fenocopia a slrl (Okushima et al., 2005) y se ha observado que IAA14
interacciona con ARF7 y ARF19, indicando que la auxina estimula la iniciacion
de las RLs a través del médulo de senalizacion de auxina SLR/IAA14-ARF7-
ARF19 (Fukaki et al., 2005; Vernoux et al. 2011). ACR4 (ARABIDOPSIS CRINKLY
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4) es otro gen importante para el desarrollo de las RLs, que codifica para un
receptor tipo cinasa, involucrado en promover las divisiones celulares
formativas en el periciclo y en restringir estas divisiones en células vecinas
cuando la organogénesis se ha iniciado (De Smet et al., 2008). El gen PUCHI,
codifica para un factor de transcripciéon que pertenece a la familiaAP2/EREBP y
estd involucrado en coordinar los patrones de division celular durante la
morfogénesis del primordio de raiz lateral (Hirota et al., 2007).

Por otro lado, el gen GATA23, que también codifica para un factor de
transcripcion, esta relacionado con la especificacion de la célula fundadora que
da lugar a la formacién del primordio de raiz lateral. Este factor es regulado por
un moédulo de sefializacién de auxina dependiente del represor AUX/IAA28
(De Rybel et al., 2010). Otro gen identificado es SKP2B (S-PHASE KINASE-
ASSOCIATED PROTEIN2B) el cual codifica para una proteina con caja F, que
regula la formacién de las raices laterales por reprimir las divisiones en las
células fundadoras. El promotor de SKP2B es regulado por acetilaciéon de la
histona 3 en una manera dependiente de IAA14 y de auxina, reforzando la idea
de que la epigenética es un mecanismo regulatorio importante durante la
formacion de la raiz lateral (Manzano et al., 2012).

2.5 La remodelacién de la cromatina, la modificacion postraduccional de
histonas y algunos factores epigenéticos involucrados en el desarrollo de la
raiz.

La estructura de la cromatina es dindmica y responde a muchos
estimulos que regulan el acceso al DNA y la modificacion quimica de las
histonas es uno de los mecanismos més importantes por los cuales la célula
modula la estructura de la cromatina (Struhl y Segal, 2013; Zentner y Henikoff,
2013). Estudios en plantas y animales han revelado que el epigenoma
contribuye a la funcién e identidad de las células (Pikaard y Mittelsten, 2014;
Moris et al., 2016). Se considera al epigenoma como los estados alternativos de
la cromatina que impactan en la actividad genética pero que no estin
acompafiados por alteraciones en la secuencia de nucleétidos y que pueden ser
heredados a las células hijas (Xiao et al., 2017). Las modificaciones de la
cromatina y la epigenética juegan papeles muy importantes en muchos
procesos de las plantas, incluyendo la regulacion del desarrollo y las respuestas
a estimulos ambientales (Eichten et al., 2014; Takatsuka y Umeda, 2015; Xiao et
al., 2017). De esta manera, la modificaciéon covalente de las histonas, el
posicionamiento de los nucleosomas, la metilacion del DNA, la incorporaciéon
de variantes de histonas y otros factores como enzimas remodeladoras de la
cromatina o pequefios RNAs, son componentes importantes de las adaptaciones
de las plantas que les permiten ajustar la expresiéon génica para contender con
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cambios en el ambiente y durante su desarrollo (Goodrich y Tweedie, 2002;
Lamke y Baurle, 2017; Xiao et al., 2017).

El nucleosoma es la unidad estructural de la cromatina y estd
conformado de un octdmero de histonas (dos copias de cada una: H2A, H2B,
H3 y H4), alrededor del cual se enrollan 147 pb de DNA. La histona H1 se une
al “DNA linker”, que es el DNA que se encuentra entre un nucleosoma y otro.
Esta histona juega un papel crucial en la compactaciéon de la cromatina (Xiao et
al., 2016, Vergara y Gutierrez, 2017).

Los aminoécidos del “core”, asi como los aminodacidos que sobresalen de
los nucleosomas en el extremo N-terminal de las histonas, estan sujetos a
diferentes combinaciones de modificaciones como metilacién, acetilacion,
fosforilacién, ubiquitinaciéon y sumoilacién. El tipo y grado de estas
modificaciones afectan la configuracion de la cromatina por crear
conformaciones abiertas o cerradas que activan o reprimen la transcripcién de
genes respectivamente (Alvarez-Venegas, 2010). Entre los varios tipos de
modificacién de las histonas la metilacién y la acetilacién de la histona 3 y de la
histona 4 son las mejor caracterizadas en plantas. Las trimetilaciones en H3K93,
H3K27 y H4K20 son consideradas marcas de represion para la estructura de la
cromatina, mientras que las metilaciones en H3K4 y H3K36 son clasificadas
como marcas de activacion (Alvarez-Venegas, 2010; Takatsuka y Umeda, 2015).
Los reguladores de la estructura de la cromatina caen hacia dos clases
generales: los que actian globalmente sobre grandes regiones del cromosoma
que contienen varias kilobases de DNA y los que acttian localmente que afectan
un pequefio naimero de nucleosomas y menos de una kilobase de DNA en una
region promotora dada (Wagner, 2003).

Las proteinas de los grupos Trithorax (TrxG) y Polycomb (PcG) son
reguladores criticos de numerosos genes de desarrollo tanto de animales como
de plantas. Para activar o silenciar la expresion de genes respectivamente, las
proteinas TrxG y PcG dirigen la modificacion postraduccional de las histonas.
En Drosophila melanogaster, las proteinas del grupo PcG mantienen un estado
reprimido de la expresion del “cluster” de genes homeoéticos HOX, mientras
que las proteinas del grupo TrxG mantienen el estado activo de estos genes
(Schuettengruber et al., 2007, 2011). En animales, el grupo PcG cataliza la
trimetilacion de H3K27 (Polycomb Repressive Complex 2, PRC2) y la
ubiquitinacién de H2AK118/119 (Polycomb Repressive Complex 1, PRC1),
mientras que el grupo TrxG cataliza la trimetilacion de H3K4 y H3K36
(Schuettengruber et al.,, 2011). En plantas la actividad de metiltransferasa de
H3K27 de PRC2 est4 conservada y aunque el PRC1 esta menos caracterizado
existe evidencia que muestra actividad de ubiquitinacién (Wang et al., 2004). Sin
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embargo, la actividad de ubiquitinacién no se requiere para el mantenimiento
de la represion en Drosophila melanogaster (Pengelly et al., 2015).

Se conocen varios remodeladores de la cromatina que estan involucrados
en el desarrollo de la raiz en Arabidopsis. Uno de ellos es el factor CAF-1
(CHROMATIN ASSEMBLY FACTOR-1), que esta implicado en la deposiciéon de
histonas en el DNA recientemente replicado y mutaciones en dos de sus
subunidades, FASCIATA1 y FASCIATA2, causan desorganizaciéon en el RAM
(no se mantienen las divisiones celulares estereotipicas), jugando asi un papel
critico en la organizacion y mantenimiento del RAM (Kaya et al., 2001). Por otro
lado, NRP1 (NAPI1-RELATED PROTEIN1) y NRP2 (NAPI-RELATED
PROTEIN2), codifican para miembros de la familia de proteinas NAP1
(NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN1), que se requieren para el
mantenimiento de la organizacion y la proliferacién celular en el RAM (Zhu et
al., 2006). El factor epigenético BRM (BRAHMA) es un remodelador de la
cromatina dependiente de ATP. Las mutaciones en BRM afectan el nicho de
células troncales y el crecimiento de la raiz se afecta severamente (Yang et al.,
2015). En las mutantes brm la expresiéon de varios genes de la familia PIN se
disminuye en células troncales. Como consecuencia, se altera la distribucién de
auxinas y esto a su vez afecta la expresion de los factores de transcripciéon
PLETHORA que son importantes para el mantenimiento del nicho de células
troncales (Yang et al., 2015; Galinha et al., 2007). Otro factor de remodelacion de
la cromatina es PKL (PICKLE) que junto con la proteina CLF (CURLY LEAF)
del complejo PRC2, determinan la actividad del meristemo de la raiz actuando
antagénicamente (Aichinger et al.,, 2011). La pérdida de funciéon de CLF
incrementa la actividad meristematica y esto resulta en una zona meristematica
mayor y raices méds grandes, mientras que, en la mutante pkl los niveles de
H3K27me3 estan incrementados sustancialmente. Esto sugiere la interaccion
antagonica entre PRC2 y PKL que resulta importante para determinar la
zonacion de la raiz (Aichinger et al., 2011; Takatsuka y Umeda, 2015). Se ha
descrito que la metiltransferasa de histona SDG2 que pertenece al grupo de las
proteinas Trithorax de Arabidopsis se requiere para el crecimiento y el desarrollo
de la raiz (Yao et al., 2013). La pérdida de funciéon de SDG2 resulta en una
reduccién dréstica en los niveles de H3K4me3 en el nicho de células troncales
en la raiz y afecta la longitud de la raiz primaria y el ntimero de raices laterales
(Yao et al., 2013).

2.6 Las proteinas Trithorax en Arabidopsis.

Las proteinas de la familia Trithorax contienen un dominio llamado SET
(por “Suppressor of variegation, Enhancer of zeste and Trithorax”) y estan
conservadas en plantas como en animales (Schuettengruber et al., 2007; Alvarez-
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Venegas, 2010). El dominio SET es el responsable de la actividad catalitica de
estas enzimas. Los genes homologos de ATX1 son trx (trithorax), en D.
melanogaster 'y MLL1 (MAMMALIAN MIXED-LINEAGE LEUKEMIA1), en
mamiferos. ATX1, trx y MLL1 son miembros de una familia multigénica y
comparten la secuencia que codifica para el dominio SET (Ding et al., 2011a). El
genoma de A. thaliana codifica para 49 proteinas conocidas como grupo con
dominio SET (SDG; www.chromdb.org; Chen et al., 2017). De éstas, 31 tienen
actividad de metiltransferasa actuando en las lisinas de las histonas (HKMT) y
pueden ser divididas en cinco clases (I-V), de acuerdo a la arquitectura de sus
dominios. Dentro de la clase III se agrupan las proteinas que acttan
especificamente sobre la lisina 4 de la histona 3 (H3K4). En esta clase se agrupan
siete proteinas, cinco de ellas clasificadas como “Trithorax homolog” ATX’s 1-5
y dos proteinas clasificadas como "Trithorax-Related” ATXR3 (SDG2) y ATXR7
(SDG25). Las ATX's se dividen a su vez en el grupo 1: ATX1 (SDG27), ATX2
(SDG30) y en el grupo 2: ATX3 (SDG14), ATX4 (SDG16) y ATX5 (SDG29)
(Alvarez-Venegas y Avramova, 2002; Thorstensen et al., 2011). El rasgo
estructural que separa a estos subgrupos es la presencia del dominio DAST (de
funcién desconocida) en el grupo 1, mientras que el grupo 2 carece de éste pero
llevan un dominio “PHD finger” adicional (Avramova, 2009).

Recientemente se ha publicado que la interrupciéon de los tres genes
ATX3, ATX4 y ATX5 causa una reduccién notable en los niveles de las marcas
H3K4me?2 y H3K4me3 a nivel genoma y como resultado de la reduccién en los
niveles de estas marcas miles de genes se expresan ectépicamente (Chen et al.,
2017). El fenotipo de la triple mutante atx3 atx4 atx5 presenta un crecimiento
retardado severo de los estados vegetativo al reproductivo, lo que result6 en
plantas enanas con hojas de la roseta muy pequefias. Una observacién muy
interesante de este trabajo es que cuando se cruzé a la triple mutante atx3
atx4atx5 con la mutante atx2 para obtener la cuddruple mutante se observaron
fenotipos exacerbados en el desarrollo de las plantas, pero esto no sucedié
cuando se cruzé a la triple mutante atx3 atx4 atx5 con la mutante atxI1-1. Esto
sugiere que ATX3, ATX4 y ATXS5 tienen funciones redundantes con ATX1 y no
asi con ATX2 (Chen et al., 2017).

La proteina més estudiada de la clase III es sin duda ATX1, que se ha
demostrado trimetila a la lisina4 de H3 (Saleh et al., 2008) y se requiere para el
desarrollo de 6rganos florales (Alvarez-Venegas et al., 2003) y para la regulacion
transcripcional de varios genes de respuesta a estrés (Ding et al., 2011a, 2011b).
El gen ATX1 regula muchas funciones en Arabidopsis ademds de los genes
homedéticos involucrados en desarrollo floral. Los andlisis de los perfiles de
expresion a nivel del transcriptoma han demostrado que la pérdida de funcién
de ATX1 ocasiona un fuerte cambio en la expresion de ~1,700 genes. Cabe
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mencionar que para este andlisis se utilizaron plantas completas de la mutante
atx1-1 al inicio de la floracién. El cambio en la expresion de todos estos genes
sugiere maltiples funciones para ATX1 (Alvarez-Venegas et al., 2006).

3. Antecedentes

El interés del grupo es el estudio de la biologia del desarrollo de la raiz y
una de las herramientas que se utiliza es la caracterizacion de mutantes
afectadas en este proceso. Desde hace algin tiempo se ha estudiado en el
laboratorio a la mutante atx1-1. El gen afectado en esta mutante, codifica para
una metiltransferasa de la histona3 (H3) en la lisina4 (K4) que regula el
desarrollo de los 6rganos florales y funciona como un activador de los genes
homedéticos (Alvarez-Venegas et al., 2003). El andlisis preliminar del fenotipo de
la raiz en la mutante atx1-1 indicé una clara afectacion a nivel del desarrollo de
la raiz primaria y las raices laterales. También se ha estudiado a la version
mutante setm de ATXI, que fue obtenida por mutagénesis dirigida y
posteriormente introducida al fondo genético de la mutante nula atxI-1
generando la linea transgénica atx1:ATX1-set que de aqui en adelante se
llamara mutante atx1-1s¢t (Ding et al., 2012). La versién mutante setm contiene
cinco sustituciones de tirosinas por alaninas en el sitio catalitico SET, lo que
permite el plegamiento de la proteina como en el tipo silvestre sin tener
actividad catalitica (Figura 5; Ding et al., 2012).

Lo que se ha propuesto como mecanismo de accién, es que ATX1
influencia la transcripcién de los genes a los que regula, desempefiando dos
funciones distintas. En los promotores de estos genes, ATX1 se requiere para el
reclutamiento de la proteina de unién a la caja TATA (TBP, por sus siglas en
inglés) y de la RNA polimerasa II (figura 5A). Después ATX1 es reclutada por la
forma fosforilada de la RNA polimerasa II en la regiéon +300 pb de la secuencia
del gen que se esta transcribiendo en donde ATX1 trimetila a H3K4 en los
nucleosomas, por lo que, la actividad de ATX1 regula procesos de elongacion
mas que de iniciacién de la transcripcion (Figura 5B; Ding et al., 2011a; 2012).

19



A) B)
PIC Initiation Elongation

H3K4me3 level

Polll: Entry Pause Exit

H3K4me3 level

TBP Levels

Ap %, 1, %-
A

1y, % 4
Kfs,y Polll: Entry Pause Exit
S
k7

e

Figura 5. Modelo del modo de accién de ATX1 y la H3K4me3 durante la transcripcion. A) La grafica de
barras muestra los templados relativos a los niveles de la proteina TBP en el tipo silvestre (ATX1, en
verde), en la mutante atx1-1%¢" (en violeta), en la mutante por RNAi de COMPASS-like (Arabidopsis
Complex Proteins Associated with Set, en azul) y en la mutante atx1-1 (en negro). En el panel superior,
se muestra el complejo de preiniciacién (PIC) y las proteinas involucradas en el complejo. B) La
transicién entre el inicio de la transcripcién y la pausa en el promotor (rectingulo gris) ocurren con
eficiencias similares en los complejos donde esta la ATX1 silvestre (panel superior) y donde esta la
ATX1 mutada (atx1-1°¢", panel inferior). La proteina ATXI1 silvestre produce niveles normales de
H3K4me3, pero estos niveles se ven abatidos en la mutante atx1-15¢" (linea negra por encima de los
templados donde se muestra el perfil de H3K4me3). Los niveles de H3K4me3 afectan la tasa de salida
hacia la transcripcion de la RNA Pol II a partir de la pausa en el promotor (ver tamafio de la flecha que
indica la salida, abajo de los templados), con una tasa de salida superior para el templado del tipo
silvestre. Estas diferencias en la tasa de salida hacia la transcripcion, favorecen el aumento de los
complejos RNA Pol II Ser2P activos en la elongacion de la transcripcion cuando esta la ATX1 de tipo
silvestre lo que no ocurre cuando esta la ATX1 mutada (modificado de Ding et al., 2012).

En cuanto a la fisiologia de las plantas, se sabe que ATX1 es importante
en la sefializaciéon por estrés hidrico a través de vias dependientes e
independientes del acido abscisico (ABA). En particular ATX1 regula
directamente la transcripcion de NCED3 (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa) cuyo
producto es una enzima clave que controla la producciéon de ABA (Ding et al.,
2011b). ATX1 se requiere para la activaciéon de NCED3 y para la trimetilacion de
H3K4 en los nucleosomas donde se localiza NCED3, lo que ocurre durante el
estrés hidrico (Ding et al., 2011b).

También se ha determinado que ATX1 puede unir especificamente al
lipido mensajero fosfatidil inositol 5 fosfato (PIP5) a través del motivo “PHD
finger”. La unién de ATX1 a PIP5, permite que ATX1 se relocalice en el
citoplasma, sugiriendo que la localizacién nuclear de ATX1 puede depender de
factores que afectan la concentraciéon de PIP5 (Alvarez-Venegas et al., 2006).

Se cuenta con toda esta informacién sobre ATX1, pero hasta este trabajo
no existia ningtn reporte de la importancia que pudiera tener este gen en el
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desarrollo de la raiz. Para tratar de entender el papel del gen ATX1 en los
procesos que involucran el desarrollo del sistema radical, se abordaron la
caracterizacion detallada a nivel celular del fenotipo de la raiz en las mutantes
atx1-1 y atx1-1sm y el analisis de la expresion génica global en las raices de la
mutante atx1-Isem,

4. Hipotesis

La funciéon de ATX1 regula la expresion de genes importantes para la
organizacién y actividad del meristemo apical de la raiz primaria, asi como
genes importantes para la morfogénesis de la raiz lateral en Arabidopsis thaliana.

5. Objetivo general:

Establecer el papel de gen ATX1 en el desarrollo del sistema radical e
identificar a otros genes candidatos importantes para el desarrollo de la raiz por
analisis transcriptémico de la mutante atx1-1setm.

6. Objetivos particulares:

1. Caracterizar el fenotipo de la raiz primaria a nivel celular en la mutante atx1-
1 de Arabidopsis thaliana.
a) Analizar la dindmica de crecimiento y la actividad proliferativa del
meristemo apical de la raiz primaria (RAM), evaluando la duracién del
ciclo celular y otros parametros cuantitativos a nivel celular.
b) Analizar la formacién del patrén en la raiz primaria (RP), utilizando
diferentes marcadores de identidad celular.

2. Caracterizar el fenotipo de la raiz lateral en la mutante atx1-1.
a) Analizar la densidad de los primordios de raiz lateral (PRLs) y de
las raices laterales (RLs) en las zonas de ramificaciéon y de formacién de
RLs.
b) Analizar los patrones de divisién celular y el porcentaje de PRLs con
anomalias en su desarrollo.
c) Analizar el porcentaje de asimetria de los PRLs en las etapas V-VII del
desarrollo.
d) Analizar la expresion del marcador del centro quiescente,
pWOX5::GFP y del marcador de respuesta a auxina DR5rev::GFP en el
fondo genético de la mutante atx1-1.

3. Caracterizar el fenotipo de la raiz en la mutante atx1-1setm,
a) Analizar la dindmica de crecimiento de la raiz primaria.
b) Analizar la densidad de los PRLs y RLs en las zonas de ramificaciéon y
de formacién de RLs.
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c) Analizar el porcentaje de los PRLs y RLs con anomalias en su
desarrollo.
4. Estudiar los cambios de la expresiéon génica, en la raiz de la mutante atx1-
Isetm, mediante el andlisis del transcriptoma e identificar a otros genes
candidatos involucrados en el desarrollo de la raiz.

7. Materiales y Métodos.
7.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento.

Las plantas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este estudio fueron del
ecotipo silvestre Wassilewskija (Ws), incluyendo a las mutante atx1-1 (Alvarez-
Venegas et al., 2003) y atx1-1 con el transgen setm (Ding et al., 2012). Ademas, se
utilizaron las lineas transgénicas marcadoras pWWOX5::GFP (Sarkar et al., 2007),
pSCR::GFP (Heidstra et al., 2004), DR5rev::GFP (Friml et al., 2003) y Cyclin
B1;1pp::GUS (Colén-Carmona et al., 1999) que ya han sido descritas.

Las semillas se esterilizaron con cloro comercial 20% (hipoclorito de
sodio 6%) y Triton X-100 al 0.08% por 10 minutos y se hicieron 4 lavados con
agua destilada estéril. Se dejaron estratificando a 4 °C durante 48 horas.

Las semillas se sembraron en medio de cultivo MS 0.2X (Murashige y
Skoog, 1962) preparado a partir de Linsmaier y Skoog (LS, L477; Phyto
Technology), a pH 5.7, adicionado con vitaminas (0.1 mg L de piridoxina y 0.1
mg L1 de &cido nicotinico, de Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 1% de
sacarosa y 0.8% de agar (Bacto-Agar, Difco Laboratories). Las cajas Petri
cuadradas en las cuales se sembraron las semillas se mantuvieron en una
posicion vertical en una camara de crecimiento con fotoperiodo de 16 horas de
luz y 8 horas de oscuridad a 21° C, intensidad luminosa de 105 pE m2s1.

7.2 Técnicas de Microscopia.

Las raices fueron aclaradas usando el método de metanol acidificado
(Malamy y Benfey, 1997), con algunas modificaciones (Dubrovsky et al.,
2006). Las preparaciones fueron analizadas en el microscopio Zeiss
Axiovert 200M (Oberkochen, Germany), equipado con 6ptica de Nomarski. En
la tincion histoquimica para ver actividad de -glucuronidasa (GUS) las raices
fueron prefijadas en formaldehido al 0.3% por 20 min a temperatura ambiente,
lavadas en buffer de fosfato de sodio 100 mM, pH 7.4 y tefiidos como se
describe en Hemerly et al., (1993). Para la tincion de pseudo-Schiff, las raices se
fijaron en metanol al 50% y acido acético al 10%, a 4°C por 5 horas y la tincién
se llevo a cabo como se describe en Truernit et al., (2008). Después de la tinciéon
las muestras se montaron en solucién de aclaracién y montaje preparada en
base de yoduro de sodio (Dubrovsky et al.,, 2009). Para los anélisis por
microscopia de barrido de laser confocal se utiliz6 el microscopio Zeiss LSM 510
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Meta (Oberkochen, Germany) y raices vivas tefiidas con 1 6 5 ng/mL de yoduro
de propidio (Sigma-Aldrich).

7.3 Analisis de varios pardmetros del crecimiento de la raiz.

La posiciéon de la punta de la raiz de plantas cultivadas verticalmente en
las cajas de Petri, se marcé cada 24 horas y al final del experimento se
escanearon las cajas para medir el incremento diario usando el programa
Image]. En las raices aclaradas se determinaron los parametros de densidad de
RLs y de PRLs, la longitud de células del cértex completamente elongadas, el
indice de iniciacién de RLs, la longitud del RAM, del dominio de proliferacién
(PD) y del dominio de transiciéon (TD), como se describe en Dubrovsky et al.
(2009), Dubrovsky y Forde, (2012) e Ivanov y Dubrovsky, (2013). Los criterios
para definir el PD y el TD se han descrito en Ivanov y Dubrovsky (2013) y
Lopez-Bucio et al. (2014). Todos los parametros fueron evaluados para raices
individuales. La tasa de producciéon celular mide la duraciéon del ciclo de
divisién celular. Este método estd basado en el crecimiento constante de la raiz,
e implica que el nimero de células que se producen en la raiz por unidad de
tiempo, es igual al nimero de células que pasan a la zona de elongacién, e igual
al nimero de células que se elongan completamente. Este método asume que
todas las células meristeméticas tienen un mismo tiempo de ciclo celular y que
todas proliferan, que el niimero de células en el meristemo es constante y de
manera importante que el flujo de células dentro y fuera de la zona de
elongacion es el mismo (Ivanov y Dubrovsky, 1997). Utilizando este método se
calcul6 la tasa de produccién celular con base en la tasa de crecimiento de la
raiz y la longitud de las células del cortex completamente elongadas. La
duracion del ciclo celular se evalué con base en la producciéon celular y el
ntmero de células en el dominio de proliferacién, como se describe en Ivanov y
Dubrovsky (1997). Se estim6 el ntimero de células desplazadas desde el
dominio de proliferaciéon en un periodo de tiempo de 24 horas, a partir de la
ecuacion Ntransit = (24 In2 Npp) T-1 (Ivanov y Dubrovsky, 1997). Donde Nrp, es
el nimero de células en el dominio de proliferacion celular del RAM y T es el
promedio de la duracién del ciclo celular (h).

7.4 Tiempo de formacion de las raices laterales.

Este pardmetro se refiere al periodo de tiempo que transcurre desde la
iniciaciéon del primordio hasta la emergencia de la raiz lateral. Se estima basado
en el método que se describe en Ivanov et al. (1998), que permite valoraciones a
partir de la tasa de crecimiento de la raiz y la longitud de la zona de formacién
de RLs y asume que la distancia promedio de la punta de la raiz al sitio del
primer PRL no cambia con el tiempo. La longitud de la zona de formacién de
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RLs comprende la region de la raiz que va del PRL més distal a la RL mas distal
(Dubrovsky y Forde, 2012), (ver parte inferior de la Figura 8C).

7.5 Analisis de la simetria del primordio de la raiz lateral.

El porcentaje de asimetria de los PRLs se estim6 sélo para primordios en
las etapas V-VII del desarrollo en la mutante atx1-1. Sobre las imagenes, se
midi6 la longitud de la base del primordio, incluyendo s6lo células del periciclo
que se dividieron periclinalmente. Después se trazé una linea perpendicular
desde el punto mas alto del primordio a la base, lo que se llamé eje longitudinal
y una linea horizontal a la mitad de la altura de este eje. A partir del centro del
eje longitudinal, se midié cada lado del primordio, lo que se llamé radio 1 y
radio 2. Si la longitud de los radios era igual, se consideré un primordio
simétrico (asimetria=0), si la longitud de los radios no era igual entonces se
establecia un radio largo (1) y un radio corto (rs). El porcentaje de asimetria
para cada primordio se estim6 utilizando la siguiente ecuacion:

A=rl - rs (rl+rs)-1 100
donde 7l es la longitud del radio mas largo y rs es la longitud del radio mas
corto. Se calcul6 la asimetria promedio para los primordios del tipo silvestre y
de la mutante atx1-1.

7.6 Analisis del “RNA-seq” y de RT-gPCR.

Se extrajo RNA total usando el reactivo TRIzol (Invitrogen-Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a partir de raices de plantas silvestres Ws
y atx1-1stm de 14 dias de edad. La preparacion de las librerias y la secuenciacion
de 50 ciclos se realizé en plataforma Illumina HiSeqTM 2000, en BGI-Tech,
Hong Kong. Se secuenciaron dos muestras independientes de RNA, de cada
genotipo. Se analiz6 la calidad de las secuencias y las lecturas se mapearon al
genoma de referencia Arabidopsis (TAIR10). Se realizé el andlisis de Deteccion
Empirica de la Expresion Diferencial (EDGE), en el cual se compar6 el nivel de
expresion de cada transcrito entre el tipo silvestre y la mutante atx1-1s, donde
se asigna un valor de probabilidad de expresion diferencial al considerar la
variabilidad de cada muestra. Para el andlisis de la expresiéon diferencial se
utilizaron los parametros “Fold change” >2, FDR (False Discovery Rate), “p-
value” <0.01FDR. Para todos estos analisis se utiliz6 el programa CLC
Genomics Workbench v 7.5 (CLC GW, CLCbio, Qiagen, Hilden, Germany;
http:// www.clcbio.com/), (Mortazavi et al., 2008). La validacién de los datos

del transcriptoma se realiz6é por andlisis de la expresiéon de 6 genes mediante
RT-PCR cuantitativo. Los genes seleccionados fueron GOLVEN9 (5'-
CGAGGCGGTTCGAGAAATGG-3 y 5-CATCAGACGATCAACCTCTTCCQ),
RELATED TO AP2 11 (5- GGATGTGGCTCGGAACCTTTG-3" y 5'-
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GCTGCTTCATGCTCTGCTTCTGG-3'), COBRA LIKE9 (5'-
CCTGTGCCTACTCTTCAAAGCAA-3 y 5'-GTCAAGTCTCCGGGTTGTCG-3'),
SIAMESE RELATED7 (5-GCCAAAACATCGATTCGGGCTTC-3" y 5'-
TCGCCGTGGGAGTGATACAAAT-3"), NITRATE TRANSPORTER2 (5'-
AACAAGGGCTAACGTGGATG-3" y 5-CTGCTTCTCCTGCTCATTCC-3') y
SIAMESE  RELATEDS5 (5’-AAACTACGACGACGGAGATACG-3 5'-
GCTACCACCGAGAAGAACAAGT-3). Los datos fueron normalizados para el
nivel de expresién de dos genes de referencia UBIQUITIN10 (AT4G05320) y
ELONGATION FACTOR 1 alfa (AT5G60390) (Czechowski et al., 2005), de
acuerdo a Vandesompele et al., (2002). Se realizaron tres réplicas biol6gicas con
dos réplicas técnicas para cada una.

8. Resultados Publicados y Discusion.

8.1 ATX1 es importante para el crecimiento de la raiz primaria y para la
produccion celular en el meristemo apical de la raiz.

La arquitectura del sistema radical esta claramente afectada en la
mutante atx1-1 (Figura 6A) lo que se observa muy bien 15 dias después de la
germinacion (ddg). A través del andlisis de dindmica de crecimiento se observé
que la longitud de la RP de atx1-1 fue 40% menor que la longitud de la raiz del
tipo silvestre a 8 ddg (Figura 6B). Otro resultado interesante fue que la longitud
del dominio de transicion (que es la zona del RAM en direccién al brote, donde
la probabilidad de que ocurran divisiones celulares es mas baja) no cambi6
entre Ws y atx1-1, mientras que la longitud del dominio de proliferacién y el
namero de células en esta zona fue 51% menor en la mutante versus el tipo
silvestre (Figura 6C). Para una mejor comprension de estos datos, se evaluaron
algunos pardmetros cuantitativos con respecto a la actividad del RAM (Tabla 1),
entre ellos la tasa de produccion celular. Este anédlisis mostré que la mutante
produce dos veces menos células por unidad de tiempo que el tipo silvestre,
mientras que la longitud de las células del cortex completamente elongadas en
la mutante no se afecté con respecto a la del tipo silvestre (Tabla 1). La duracién
del ciclo celular aumenté en atx1-1 (Tabla 1) lo que correlacioné con la
disminucion de la tasa de produccion celular. Para corroborar estos datos, se
analizé el patron de expresion del marcador CycB1;1pp::GUS en el fondo
genético de atx1-1. Este marcador se expresa de la fase G2 a M del ciclo celular y
ha sido utilizado ampliamente (Colén-Carmona et al., 1999; Lee et al., 2015). Se
observo un claro decremento del ntimero de células que mostraron actividad
histoquimica de GUS en el RAM de la mutante (Figura 6D, E), validando los
datos mostrados en la Tabla 1. El mantenimiento del RAM requiere de un
balance muy fino entre la divisién celular y la transicién hacia la elongacién

25



(Ivanov y Dubrovsky, 1997; Dello loio et al., 2008). El decremento de la longitud
del RAM no indica necesariamente diferenciacion celular acelerada como
algunas veces se ha considerado (Dello loio et al., 2008). Para evaluar si la
transicion a la elongacién estaba afectada en la mutante, se determiné el
nimero de células que transitan hacia la elongacion, utilizando la ecuacién
Niransit=(24 In2 Npp)T-1 (descrita en materiales y métodos), que evaltia el nimero
de células que dejan el dominio de proliferacién del RAM durante un periodo
de 24 horas. Se observd, que en la mutante atxI-1 el namero de células que
dejan el dominio de proliferacion del RAM fue 2.9 veces més bajo que en el tipo
silvestre (Tabla 1).

Todos estos resultados evidencian la importancia de ATXI para
mantener el balance entre la proliferacién y la elongacién durante el crecimiento
de la raiz primaria.

atx1-1

Primary root length {mm)
8 g
\;

3

Time (days after germination)

Figura 6. ATX1 es importante para el crecimiento de la raiz primaria. A) Plantas del tipo silvestre (Ws) y
atx1-1 a 15 dias después de la germinacién (ddg). B) Dinamica de crecimiento de la RP de Ws y atx1-1 a
8 ddg. Se muestran los datos del promedio *DE de tres experimentos independientes (1=27-32). C)
Zonas de la raiz en plano longitudinal de Ws y atx1-1 a 8ddg. Raices tefiidas con Pseudo-Schiff
analizadas por microscopia confocal. El dominio de proliferacién (PD) y el de transicién (TD) forman el
meristemo apical de la raiz (RAM) y junto con la zona de elongacion (EZ) estan indicados por el codigo
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de colores. D y E) Expresion de CycB1;1pp::GUS en plantas silvestres Ws (D) y atx1-1(E) a 8 ddg. Se
muestran raices representativas (n=17-20). Barra de escala, 10 mm (A), 50 pm (C), y 100 um (D y E).

Tabla 1. Crecimiento de la raiz primaria de plantas del tipo silvestre (Ws) y atx1-1 y cuadro
comparativo de algunos parametros de la actividad del RAM en estos dos genotipos.

Genotype Rate of root Elongated cell RAMlength PDlength PDno.of TDlength Cell Cell cycle NClransit
growth (um h~')  length (um) (um) (um) cells (um) production duration (h) during

rate (cell h™) 24h
Ws 26241 169+17 400133 272+105 4314 128+38 20
atx1-1 91+24 15713 251158 132+36 213 128

Statistics. o ND *(NTF) n : ND

35+6

123

Esta indicada la longitud de células de cértex completamente elongadas. Promedio + DE, n =12.
*Significancia estadistica de P <0.001 (Prueba ¢t de Student de dos colas). Cuando la prueba de
normalidad fallé (“normality test failed, NTF”), se llevé a cabo la prueba de suma de rangos de Mann-
Whitney. ND, diferencia no significativa (P>0.05).

8.2 ATX1 es necesario para la organizacion y la formacién del patrén del
meristemo apical de la raiz primaria.

Se analiz6 la organizacion del meristemo apical de la raiz y algunos
marcadores moleculares del centro quiescente (CQ) en el fondo genético de la
mutante, porque se sabe que la actividad del RAM depende de la actividad del
nicho de las células troncales y se habian observado algunas anomalias en el
RAM de atx1-1. Lo que se observé en atx1-1 fueron células del CQ mas
expandidas que en el tipo silvestre (comparar Figura 7A con 7B, 7C y 7D, entre
la zona de los corchetes) y en direccién longitudinal hubo un claro incremento
en el tamafio del CQ (Figura 7K). Se observaron divisiones oblicuas aberrantes
en todos los tejidos incluyendo al cilindro provascular (Figura 7B-D, ver
flechas). La célula inicial de la epidermis y la cofia lateral se divide
asimétricamente para dar lugar a dos células hijas que tendran diferente
identidad (Dolan et al., 1993; Baum y Rost, 1996; Wenzel y Rost, 2001; Cruz-
Ramirez et al., 2012). La divisién de tipo T, es una divisiéon formativa periclinal
que ocurre en la célula inicial de la epidermis y la cofia lateral (Wenzel y Rost,
2001; Rost, 2011). Esta secuencia de eventos de divisiones proliferativas y
formativas estan muy bien coordinadas y distribuidas regularmente en el tipo
silvestre (Baum y Rost, 1996, Wenzel y Rost, 2001) (Figura 7A). En la mutante
atx1-1, las divisiones de tipo T estdn muy cercanas una de otra, lo que sugiere
que se pierde la sincronia de estas divisiones, alterando la organizacion del
RAM (Figura 7B-D). En el anélisis con el marcador del mantenimiento del RAM
y del patrén radial, pSCR::GFP (Heidstra et al., 2004) no se observé ningtn
cambio en el patrén de expresién en el fondo genético de atx1-1. Sin embargo,
con el marcador de identidad del CQ, pWOX5::GFP (Sarkar et al., 2007), se
observo que el dominio de expresion de este marcador se expande en el fondo
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genético de la mutante atxI-1 (Figura 7G, H) y de manera interesante esto
ocurrié también en las RLs (Figura 71, J). Todas estas irregularidades llevaron a
una desorganizacion evidente del meristemo apical de la raiz (Figura 7) lo que
sugiere una falta de coordinacion entre la division y el crecimiento celular en la
mutante atx1-1. Estos resultados muestran que ATX1 es indispensable para la
correcta organizacion y formacién del patron del meristemo apical de la raiz.

Es interesante que en la mutante sdg2/atxr3 (Yao et al., 2013) también se
han observado irregularidades en la formacién del patrén de la raiz primaria,
sin embargo, SDG2 no es capaz de suplir la funcién de ATX1 ya que, en la
mutante atx1-1 se observan severos defectos en el ciclo celular (Tabla 1) y en la
formacion del patrén de la raiz primaria (Figura 7). Ademas, se sabe que SDG2
estd implicado en modificaciones de H3K4me3 a nivel global, mientras que
ATX1 soélo trimetila a la H3K4 de nucleosomas especificos. Esto implica que las
diferentes metiltransferasas de histonas tienen funciones no redundantes
durante el proceso de desarrollo de la raiz en Arabidopsis.
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Figura 7. La formacién del patrén del meristemo apical de la raiz esta alterada en la mutante atx1-1. A-
D) Organizacién del meristemo apical de la raiz en Ws (A) y atx1-1 (B-D). Los corchetes indican la
posicion del CQ; las divisiones T estan indicadas con T en rojo; las cabezas de flecha indican las
divisiones oblicuas. E y F) Expresion de pSCR::GFP en Ws (E) y atx1-1 (F). G-J) Expresion de
pWOX5::GFP en Ws (G, I) y atx1-1 (H, J) en la raiz primaria (G, H) y raiz lateral (I, J). K) Altura del CQ
en Ws y atx1-1a 8 ddg. *P<0.05, n=16-29, prueba t de Student; promedio +DE. A-D, Raices tefiidas con
Pseudo-Schiff y analizadas por microscopia confocal. Las imdigenes se muestran después de la
aplicacién de los filtros “Gaussianblur” y “Unshurpmask” para una mejor visualizacion. E-]J, raices
tefiidas con yoduro de propidio. Barra de escala, 20 ym (A-D), 50 um (E-]J).
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8.3 ATX1 es importante para la emergencia de la raiz lateral porque controla
el tiempo de formacion de la RL y la proliferacion celular.

Otra parte importante de la caracterizacion del fenotipo de atx1-1 fue el
andlisis cuantitativo del desarrollo de las raices laterales. Se analiz6 la densidad
de todos los eventos de iniciaciéon (Figura 8A), incluyendo tanto a las RLs como
a los PRLs y no se encontré ningtin cambio en la densidad entre atx1-1 y el tipo
silvestre. Después se analiz6 el indice de iniciacion de RLs. Este es un
pardmetro que evaltia el nimero de eventos de iniciacion por fragmento de
raiz, que comprende la longitud promedio de 100 células corticales (Dubrovsky
et al., 2009). Con este analisis no se observé ninguna diferencia entre Ws y atx1-1
(Figura 8B). Estos datos indicaron que a nivel de la iniciacién de las RLs, la
mutante atx1-1 no estuvo afectada. Sin embargo, en la mutante atxI-1, el
fenotipo de menor ntimero de RLs fue muy evidente. Por esta razon, se evalué
la densidad de PRLs y RLs por zonas de la raiz. La zona de ramificacion, se
define como la regién que va de la RL mas distal a la base de la raiz primaria y
la zona de formacién de RLs, se define como la regiéon que va del PRL mas
distal a la RL mas distal (Dubrovsky y Forde, 2012) (ver parte inferior de la
Figura 8C). De esta forma, cuando se analiz6 la densidad de las RLs en la zona
de ramificacién, se observé una clara diferencia entre Ws y atx1-1 (Figura 8C,
segundo par de barras) y correlacioné con el hecho de que la densidad de los
PRLs en esta misma zona estaba muy aumentada en la mutante (2.1 veces mas),
con respecto al tipo silvestre (Figura 8C, primer par de barras), mientras que la
densidad de PRLs en la zona de formacién de RLs no se afecté en la mutante
atx1-1 (Figura 8C, tercer par de barras). Esto indicaba fuertemente que ATX1
estaba involucrado en el control de la emergencia, pero no en la iniciacién de las
RLs y que probablemente el desarrollo del primordio seria mas lento en atx1-1.
Para explorar esta posibilidad, se analiz6 el tiempo de formacién de RLs (que
comprende el periodo desde la iniciaciéon del primordio hasta la emergencia de
la RL). Este periodo de tiempo se estimé usando el método propuesto por
Ivanov et al. (1998), que permite valoraciones a partir de la tasa de crecimiento
de la raiz y la longitud de la zona de formacién de RLs. Se asume que la
distancia promedio desde la punta de la raiz al sitio del primer primordio no
cambia con el tiempo (Ivanov et al., 1998; Dubrovsky et al., 2011). Se evalu6 este
parametro y se estim6 que en Arabidopsis el tiempo que tarda una RL desde su
iniciacion hasta la emergencia fue de 38.1 horas para el ecotipo Ws, mientras
que en la mutante atx1-1 la duraciéon de este proceso, fue 1.7 veces mayor
(Figura 9A). La formacion mas lenta de la RL en la mutante con respecto al tipo
silvestre, puede explicar en parte el fenotipo menos ramificado de la raiz en la
mutante atx1-1. Como la produccién celular en el RAM de la raiz primaria
estuvo afectada (Tabla 1) y la formacién de la RL fue mas lenta en atx1-1, era
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probable que también en la RL la proliferacion celular estuviera afectada. Para
verificar esto, se analiz6 el marcador de ciclo celular CycB1;1pg::GUS en el fondo
genético de la mutante atx1-1. Se encontré que en la mutante sélo el 23% de los
PRLs en la zona de formacién de RLs mostraron tincién positiva para la
actividad histoquimica de GUS (Figura 9B) y atin los PRLs con tincion positiva
para GUS mostraron muy pocas células tefiidas, en comparacién con los PRLs
del tipo silvestre (Figura 9C-H).

Estos datos sugieren que ATX1 controla el tiempo de formacién de la RL
aparentemente, por afectar la proliferacion celular durante el desarrollo del

primordio de raiz lateral.

1.2

1.0

}H

n
o

0.8

0.6

-
o

0.4

(No per 100 cells)
o

o

0.2

Lateral root initiation Index

o

0.0

Ws  atx1-1 Ws atx1-1

(9]

a Density of (LR + LRP) in branching
* and LR formation zones (No mm™)

b

- \\s
—3 atx1-1

" I*
R

LRP L

o: 8 B o8 =
N 2 @ ®» o

Density of LR or LRP in the
indicated zones (No mm 1)

=2
o

LRP

Branching zone LR formation zone

Figura 8. Analisis cuantitativo de la formacion de RLs en plantas de Ws y atx1-1. A) Densidad de los
eventos de iniciacion de RL (incluye RLs y PRLs). B) indice de iniciacion de RL. Estos dos parimetros
se estimaron tomando en cuenta las dos zonas de la raiz. C) Densidad de PRLs y RLs por zonas de la
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muestra un esquema de la RP de una plantula, indicando las zonas de formacién de RLs y de
ramificacién, utilizadas para el analisis del panel C.
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Figura 9.Tiempo de formacion de la raiz lateral (RL) y proliferacién celular en los primordios de raiz
lateral (PRLs). A) Tiempo de formacién de la RL desde la iniciacion hasta la emergencia, en plantas de
Ws y atx1-1. *P<0.001; n=22-23. Promedio +DE. B) Porcentaje de PRLs con expresion del marcador
CycB1;1pp:GUS; Ws, n=83 PRLs (20 plantas); atx1-1, n=32 PRLs (14 plantas). C, E, G) expresion de
CycB1;1pp::GUS en PRLs de plantas Ws. D, F, H) expresion de CycB1;1pp::GUS en PRLs de plantas atx1-
1. Barra de escala, 20 pm (C-H).

8.4 La funcion de ATX1 es fundamental para la morfogénesis correcta del
primordio de la raiz lateral.

La caracteristica mas interesante del fenotipo de esta mutante en la raiz,
fue que los PRLs estuvieron fuertemente afectados en la morfogénesis. Por esta
razon se realiz6 un analisis celular detallado de los PRLs en la mutante atx1-1.
En el tipo silvestre, las primeras divisiones anticlinales en el periciclo
normalmente dan lugar a un grupo de varias células que forman un primordio
de raiz lateral (de cinco células, ver Figura 10A). En la mutante atxI-1, las
primeras divisiones anticlinales en el periciclo dan lugar a un primordio que
contiene un grupo de mayor ntimero de células (de quince células, ver Figura
10D). Por esta razén, los primordios de la mutante estdin muy alargados (Figura
10K). Y esto ocurre al parecer, porque no se definen los limites del primordio.
Aparentemente, en la mutante atx1-1 algunas células se retrasan en su tiempo
de divisién y esto contribuyen a la forma heterogénea del domo del primordio
y esto parece afectar la forma final del domo (Figura 10E y F), en comparacién
con el tipo silvestre (Figura 10B y C). Esto sugiere que se pierde la coordinacién
entre las divisiones anticlinales y periclinales e incluso algunas células dejan de
dividirse (Figura 10E y F, ver flechas), lo que genera un primordio asimétrico.
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Estas anomalias se observaron en el 71% de todos los PRLs analizados (n=324
PRLs, en 22 plantas).

Posteriormente, se analiz6 el porcentaje de asimetria de los PRLs en
etapas V-VII del desarrollo en la mutante atx1-1. Para esto se midi6 la base del
primordio, incluyendo sélo células del periciclo que se hubieran dividido
periclinalmente (Figura 10]). Después se traz6 una linea perpendicular desde el
punto mas alto del primordio a la base, lo que se llamé eje longitudinal (linea
verde en Figura 10]) y una linea horizontal a la mitad de la altura de este eje. A
partir del centro del eje longitudinal, se midi6 cada lado del primordio, lo que
se llam¢ radio 1 y radio 2. Si la longitud de los radios era igual, se consider6 un
primordio simétrico (asimetria=0), si la longitud de los radios no era igual
entonces se establecia un radio largo (r1) y un radio corto (rs). El porcentaje de
asimetria para cada primordio se estim¢6 utilizando la siguiente ecuacién: A=rl -
rs (r1+rs)-1 100, donde r1 es la longitud del radio més largo y rs es la longitud del
radio mas corto. El porcentaje de asimetria de los PRLs fue mayor en atx1-1,
comparado con Ws (Figura 10L). Otras anomalias encontradas en atx1-1, fueron
los primordios fusionados que llegan a emerger como raices laterales (Figura
10G-I), aunque esto se observé en un bajo porcentaje de primordios (9%). Lo
interesante es que estas anomalias nunca fueron observadas en el tipo silvestre.

Estos resultados mostraron que la formacién del patrén celular de los
primordios en la mutante atx1-1 esta afectada tanto en estadios tempranos como
tardios de su desarrollo y condujeron a estudiar como se relacionaban estas
anomalias con el establecimiento del CQ durante la formacién del primordio. El
andlisis con el marcador pWOX5::GFP mostr6 que en el tipo silvestre la
expresion de este marcador esté restringida a las células del CQ, mientras que,
en el fondo genético de atxI-1 un mayor nimero de células expresan el
marcador plWOX5::GFP lo que se observé en los PRLs (Figura 10M) y en las RLs
recién emergidas (Figura 10N). Este patron de expresion de piWWOX5::GFP en la
mutante sugiere que las anomalias morfogenéticas del primordio podrian estar
relacionadas con una actividad anormal de las células madre durante el
establecimiento de un nuevo RAM.

Se sabe que los gradientes de auxina son muy importantes para la
actividad del RAM y la identidad del CQ (Sabatini et al., 1999; Aida et al., 2004;
Blilou et al., 2005), por esta razén se analiz6 el marcador DR5rev::GFP (Friml et
al., 2003), en el fondo genético de la mutante atx1-1. Sin embargo, no se observo
ningtn cambio en el patron de expresion de DR5rev::GFP cuando se analizaron
los primordios (Figura 100) y las RLs recién emergidas (datos no mostrados),
en la mutante atx1-1. También se analiz6 por RT-qPCR la expresion del gen de
respuesta a auxina AUX/IAA14 involucrado en la formacién de la RL. Como se
esperaba la abundancia del transcrito de este gen se increment6 en respuesta al
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tratamiento con auxina (dcido naftalén acético, NAA, por sus siglas en inglés),
sin embargo la expresiéon de AUX/IAA14 no cambi6 entre el tipo silvestre y la
mutante afx1-1, con o sin tratamiento con auxina (Figura 11). Esto sugiere que
por lo menos, los gradientes de respuesta a auxina no estan relacionados con el
fenotipo de los primordios en la mutante.

Estos analisis demostraron que la funcion de ATX1 es fundamental para
la morfogénesis correcta del primordio de la raiz lateral y es independiente de
auxina.
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Figura 10. ATX1 se requiere para la morfogénesis del primordio de la raiz lateral (PRL). Desarrollo del
PRL en Ws (A-C) y atx1-1 (D-I), imagenes tomadas con o6ptica de Nomarski. G-I) Primordios
fusionados en atx1-1. Las cabezas de flecha indican las divisiones anticlinales en los PRLs estadio I, las
flechas indican células alargadas en los bordes del primordio. J) Esquema que muestra como se evalud
la asimetria del primordio. Se midié la longitud de la base (b) del primordio ya partir del centro de la
base del primordio, se dibujé una linea perpendicular que se denominé eje longitudinal (linea verde).
Se trazaron y midieron dos radios, r1 y r2, a partir del centro de este eje longitudinal. Cuando los radios
presentaron longitudes diferentes, el radio mas grande fue rl1 y el mas corto rs. El porcentaje de
asimetria de cada primordio se calculé como rl -rs (rl +rs)-1100. K) Longitud de PRLs en estadio I, en
plantas Ws y atx1-1.*P<0.003, prueba t de Student. Promedio *EE, Ws, n=91 PRLs y atx1-1, n=79 PRLs.
L) Porcentaje de asimetria del primordio. *P<0.001, prueba ¢ de Student. Promedio *EE; Ws, n=25 PRLs
y atx1-1, n=39 PRLs. M y N) Expresion de pWOX5::GFP en Ws y atx1-1, antes (M) y después (N) de la
emergencia de la RL. O) Expresion deDR5rev::GFP en plantas de Ws y atx1-1 de 8 ddg. Barra de escala,
10 pm (A-I), 50 pm (M-O).
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Figura 11.Analisis de la expresion del gen IAA14 por RT-qPCR. Material colectado a partir de raices de
plantas de Ws y atx1-1 de 8 ddg y plantas no tratadas o tratadas con 1 tM de NAA por 12 horas. Los
datos fueron normalizados para el nivel de expresion de dos genes de referencia, UBQ10 y EFla.
Promedio *EE de dos experimentos independientes con tres réplicas técnicas cada uno. (P > 0.05,
prueba t de Student).

9. Resultados No Publicados y Discusién.

9.1 El fenotipo de la raiz en la mutante atx1-1s¢t" es mas fuerte que el de la
mutante atx1-1.

Como se menciond en los antecedentes, la version mutante setm de ATX1
se obtuvo por mutagénesis dirigida y posteriormente se introdujo al fondo
genético nulo de la mutante atx1-1 y asi se gener6 la mutante atxI-Iset. La
version mutante setrm de ATX1 codifica para la proteina ATX1 con cinco
sustituciones de tirosinas por alaninas en el sitio catalitico SET, lo que permite
el plegamiento de la proteina como en el tipo silvestre sin tener actividad
catalitica (Ding et al., 2012). Se determiné que el fenotipo de estas dos mutantes,
atx1-1y atx1-1sm en la parte aérea era el mismo (Ding et al., 2012). Sin embargo
hasta la realizacion de este trabajo no se habia analizado el fenotipo de la raiz en
la mutante atx1-1st. Por lo tanto, como un objetivo de este proyecto se realiz6
el estudio del fenotipo de la raiz de la mutante atxI-1%. La dindmica de
crecimiento de la RP, indicé que la RP de atx1-1%"" crece 65% menos que la RP
del tipo silvestre y 40% menos que la RP de atx1-1 (Figura 12). Estos datos
muestran que en la mutante atxI-1set se afecté mas fuertemente el crecimiento
de la raiz primaria.
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Figura 12. Crecimiento de la raiz primaria (RP). A) Dindmica de crecimiento de la RP en Ws, atx1-1 y
atx1-1set", B) Imagenes representativas de Ws, atx1-1 y atx1-1s¢*".Cada punto representa los promedios
*EE de la longitud de la RP. Plantas de 10 dias después de la siembra (dds). Ws, n=31; atx1-1, n=26;
atx1-1s¢t, n=25. Datos de tres experimentos independientes. Barra de escala, 5 mm (B).

Durante el andlisis de los PRLs y RLs, se observé que en atx1-1s", 13 de
26 plantas de 10 dds (de tres experimentos independientes), no desarrollaron
RLs, lo que indic6é una penetrancia del 50% para este rasgo fenotipico, mientras
que todas las plantas atxI-1 desarrollaron RLs. Posteriormente, se evalué la
densidad de los PRLs y RLs en las 11 plantas de atx1-1s¢" que si desarrollaron
raices y en las que se distinguian las zonas de ramificacién y de formacién de
RLs (Figura 13). En este andlisis se encontr6 que la mutante afx1-Is se
comport6 igual que la mutante atxI1-1 (Figura 13). Es decir, la densidad de los
PRLs en la zona de ramificacién fue mayor en las mutantes con respecto al tipo
silvestre y la densidad de RLs en esta misma zona, fue menor en las mutantes
con respecto al tipo silvestre. Esto sugirié que también en atx1-1s" esta afectada
la emergencia y no la iniciaciéon de las RLs como se estableci6 anteriormente
para atx1-1 (Napsucialy-Mendivil et al., 2014). Esto se puede atribuir, a que
algunos primordios que inician su desarrollo en la zona de formacion de las
RLs (ver esquema en la parte inferior de la Figura 13), se quedan en estado
quiescente o se desarrollan mas lentamente y no emergen, por lo que se observa
menor densidad de RLs. La densidad de los PRLs en la zona de formacién de
las RLs, tiende a ser mayor en atx1-1% comparado con atx1-1 y el tipo silvestre,
aunque el andlisis estadistico mostré que no existen diferencias significativas
(Figura 13).
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Estos resultados evidencian un fenotipo madas fuerte en atx1-Isetm
comparado con la mutante atx1-1 y confirman la importancia del gen ATX1 en
el desarrollo de la raiz lateral.
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Figura 13. Analisis cuantitativo de la formacién de RLs en Ws, atx1-1 y atx1-1s¢*". Densidad de PRLs y
RLs en Ws, atx1-1 y atx1-1%¢" por zonas de la RP. Plantas de 10 dds. Se muestra el promedio *EE de
datos de tres experimentos independientes. Ws, n=28; atx1-1, n=26; atx1-1¢*"", n=11. *P<0.05, prueba t de
Student. En la parte inferior de la figura, se muestra un esquema de la RP de una planta, indicando las
zonas de formacion de RLs y de ramificacién utilizadas para el analisis.

Otro parametro analizado, fue el porcentaje de los PRLs y RLs con
anomalias morfolégicas. Este andlisis permitié determinar que también existen
anomalias en la mutante atx1-1%"" en comparacion con la mutante atx1-1 y la
tipo silvestre (Figura 14A). Este analisis demostré un aumento en el porcentaje
de anomalias en las raices laterales y primordios de atx1-1s". La mutante atx1-1
presentd un 45% de RLs con anomalias, comparado con el 58% observado en
atx1-1st". Las anomalias de las RLs se observaron en la base, donde fue mayor
el area que ocupaba la base de la RL comparado con el tipo silvestre. También
fue caracteristico un crecimiento curvo de la raiz, lo que no se observé en el tipo
silvestre, asi como la pérdida del espaciamiento longitudinal entre una raices
contiguas (Figura 14B, comparar panel superior con el inferior). Por otro lado, el
porcentaje de los PRLs con anomalias en atx1-1 fue del 57% comparado con el
71% observado en atx1-1stm,
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Figura 14. Anomalias de los primordios y las raices laterales en la mutante atx1-1s¢*". A) Namero y
porcentaje de PRLs y RLs con anomalias en Ws, atx1-1 y atx1-1s*", B) Imagenes de primordios y raices
laterales en Ws (panel superior) y en atx1-1s¢*" (panel inferior). Plantas de 10 dds. Se muestra el
promedios *EE de datos de tres experimentos independientes. Ws, n=28; atx1-1, n=48 y atx1-1%"", n=26
raices. Barra de escala, 50 pm (B) a excepcion del panel inferior izquierdo donde es de 20 um.

En resumen, en la mutante atx1-15" se observa un fenotipo de la raiz
con alteraciones mas severas que en la mutante atx1-1. Una explicacién para
estas diferencias entre los fenotipos de ambas mutantes es que probablemente
en atx1-1, otras metiltransferasas de histonas pueden suplir en cierta medida la
funcién de ATX1, se dice en cierta medida porque existe un claro fenotipo
alterado en la mutante atx1-1. Recientemente se publicé que las proteinas ATX3,
ATX4 y ATX5 tienen funciones redundantes entre si (Chen et al., 2017) y que
muchos sitios genémicos marcados por ATX3/4/5 son también blancos de
ATX1 (Chen et al.,, 2017), por lo que podrian ser éstas metiltransferasas de
histonas, las que suplan la funcién de ATX1 en la mutante.

Sin embargo, en la mutante atx1-1% no se puede suplir la funcién de
ATX1, porque en esta mutante la proteina estd presente, se pliega correctamente
y junto con toda la maquinaria de transcripcién basal ocupa los promotores de
los genes a los que regula ATX1. Muy probablemente esto no permite que otras
metiltransferasas ocupen esos sitios. En la mutante atxI1-1set" esta presente la
version de ATX1 que no tiene actividad por lo que se baja fuertemente el nivel
de trimetilacion de H3K4, especificamente en los nucleosomas de los genes
“blanco” de ATX1 (Ding et al., 2012). Y ésta podria ser la razén por la que se
observa una alteracién mas severa durante el desarrollo de la raiz en la mutante
atx1-Tsem,

Todos estos resultados sugieren que la actividad de metiltransferasa de
histona de ATX1, asi como su reclutamiento en los promotores de los genes a
los que regula, es esencial para el desarrollo de la raiz primaria y las raices
laterales. Atin hace falta trabajo dirigido a dilucidar los genes “blanco” directos
de ATX1 y cémo estos genes “blanco” pueden estar contribuyendo al desarrollo

del sistema radical en Arabidopsis.
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9.2 Analisis del transcriptoma de la mutante atx1-1setm,

La estrategia que se abord¢ para discernir las redes genéticas en las que
funciona ATX1 y para identificar a otros genes candidatos involucrados en el
desarrollo de la raiz primaria y las raices laterales, fue el anélisis global de la
expresion de genes en la mutante atx1-1%. Aqui se estudiaron los cambios de
la expresion de genes mediante el analisis del “RNA-seq”. Se extrajo RNA, a
partir de raices de plantas de Ws y de atx1-1st" de 14 dias de edad y se enviaron
para secuenciaciéon por la plataforma de Illumina HiSeq 2000, dos muestras
independientes de RNA, de cada genotipo.

El analisis de los genes diferencialmente expresados (DEGs), arroj6é 355
genes que cambian el nivel de expresiéon al menos dos veces (fold change >2,
FDRp-value<0.01). De estos genes, 195 disminuyen y 160 aumentan sus niveles
de abundancia (Figura 15) (CLC GW, CLCbio, Qiagen, Hilden, Germany;
http:/ /www.clcbio.com/), (Mortazavi et al., 2008).
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Figura 15. Expresion diferencial de genes en la raiz de la mutante atx1-1¢" en comparacion con el tipo
silvestre. Los puntos en color rojo representan a los genes que disminuyen (195) y los puntos en color
azul a los genes que aumentan (160) su expresion en la mutante atx1-1°*" en comparacién con el tipo
silvestre. (“Fold change” 22, FDR p-value <0.01).

Para explorar las vias moleculares afectadas en la mutante atx1-1st se
llevé a cabo un anélisis de enriquecimiento de categorias de ontologia de genes
por proceso biolégico (GO biological process), (CLC GW, CLCbio, Qiagen,
Hilden, Germany; http:/ /www.clcbio.com/), (Mortazavi et al., 2008). El andlisis
se realizé por un lado para los genes que disminuyen y por otro lado para los
genes que aumentan sus niveles de expresion en la mutante atxI-1s" en
comparacion con el tipo silvestre. En correlacién con los fenotipos observados
en la mutante atxI-1s¢t" se encontré enriquecimiento de expresiéon de genes
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importantes para la remodelacion de la pared celular, para procesos de 6xido
reduccién, para diferenciacion de tricoblastos, entre otros. A través de este
analisis se identificaron 18 categorias diferentes, que agruparon a 45 genes de
los que disminuyeron sus niveles de expresiéon (Figura 16A) y 12 categorias
enriquecidas, que correspondieron a 17 genes de los que aumentaron su
expresion (Figura 16B). Estos datos muestran que, tanto el nimero de categorias
como el “p-value”, son mayores en los genes que disminuyen su expresion
comparado con los que aumentan su expresion en atxI-Is¢" (Figura 16
comparar panel A con panel B). Estos datos correlacionan considerando que la
marca epigenética que coloca ATX1 (H3K4me3) esta asociada a genes
transcripcionalmente activos. De esta manera los genes que presentan una
disminucion en su nivel de expresién podrian ser genes “blanco” directos de
ATX1.
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Figura 16. Analisis de enriquecimiento de categorias por proceso biolégico de los genes expresados
diferencialmente en atx1-15¢". A) Categorias donde se agrupan los genes que disminuyen su nivel de
expresion en la mutante atx1-1%". B) Categorias donde se agrupan los genes que aumentan su nivel de
expresion en la mutante atx1-1¢¢". Las flechas en el panel A, indican las categorias donde se agruparon
los factores de transcripcion. Los valores en el eje X se presentan como -Logio (p-value).

El fenotipo de alteraciones mas severas en la mutante atxI-I1setm se
presento en el desarrollo de la raiz primaria y las raices laterales, por esta razon,
se buscaron especificamente los DEGs relacionados con el desarrollo del
sistema radical. Se tomé en cuenta la funciéon de ATX1, para buscar
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preferencialmente genes que codifican para factores de transcripcion. Se
consideré que estos filtros en conjunto, podrian arrojar identidad de genes que
tal vez no hubieran sido catalogados atin como importantes para el desarrollo
de la raiz, pero que de acuerdo al fenotipo de la mutante en estudio, se podrian
considerar como genes candidatos para cumplir una funcién importante en el
desarrollo de la raiz (Tabla 2).

Este fue el caso de los genes TCPs. Los genes TCP2 y TCP24, codifican
para factores de transcripciéon y son miembros de la familia TCP (TEOSINTE
BRANCHED1 de Zea mays, CYCLOIDEA de Antirthinum majus vy
PROLIFERATING CELL FACTOR1 de Oryza sativa), que constituyen una
familia especifica de reguladores del desarrollo en plantas. Estos genes estan
involucrados en una gran variedad de procesos bioldgicos como en la simetria
floral, en la arquitectura de la planta que incluye la ramificacion de brote y el
desarrollo de 6rganos laterales, también son importantes para la germinacion
de la semilla, la senescencia de la hoja, los ritmos circadianos, etc. (Shutian,
2015). Los TCPs comparten una region conservada en donde se encuentra un
motivo (bHLH) no canénico de unién a DNA llamado TCP. En particular los
genes TCP2 y TCP24 pertenecen a la clase II, subgrupo CINCINNATA (CIN)
porque presentan mayor similitud con este dltimo gen, involucrado en el
desarrollo de érganos laterales de brote en A. majus. Es probable que estos
genes también estén involucrados en el desarrollo de las raices laterales en
Arabidopsis y lo importante es que podrian ser genes “blanco” directos de ATX1
debido a que presentaron una disminucion en su nivel de expresién en el fondo
de la mutante atx1-1stm,

Otro grupo de genes interesantes que se encontraron, codifican para los
factores de transcripciéon de la familia MADS, AGAMOUS LIKE14 (AGL14),
AGL79, AGL71 y AGL96. Es conveniente resaltar que de estos genes, AGL14 y
AGL79, se expresan fuertemente en la raiz, ademas que AGLI4 controla el
transporte de auxina a través de la regulacion transcripcional de los genes PIN1
y PIN4, durante el desarrollo de la raiz primaria en Arabidopsis (Garay-Arroyo et
al., 2013). Para el caso de otros genes como NR12.1, LBD33 y LBD29, se sabe que
estan directamente relacionados con el desarrollo de las raices laterales (Little et
al., 2005; Porco et al., 2016).

Tabla 2. Genes candidatos importantes para el desarrollo de la raiz, identificados con el
analisis transcriptéomico en la mutante atx1-1setm,

Identificador Nombre del Veces de Funcién* Descripcion**
gen cambio (“Fold
Change”)
AT4G18390 TCP2, TEOSINTE  -18,23 Factor de Regulacién positiva del
BRANCHED 1, transcripcion desarrollo.
CYCLOIDEA y

PROLIFERATING especifico de
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AT1G30210

AT1G26945

AT1G08090

AT5G06080

AT3G58190

AT4G11880

AT5G51870

AT3G30260

AT5G06500

AT2G18550

AT4G30140

AT5G15725

CELL FACTOR
24,

TCP24,
TEOSINTE
BRANCHED 1,
CYCLOIDEA y
PROLIFERATING
CELL FACTOR
24,

KDR KIDARI

NRT2.1,
NITRATE
TRANSPORTER
2.

LBD33, LATERAL
ORGAN
BOUNDARIES
DOMAIN 33.

LBD29,
LATERAL
ORGAN
BOUNDARIES
DOMAIN29.
AGL14,
AGAMOUS LIKE
14.

AGL71,
AGAMOUS LIKE
71.

AGL79,
AGAMOUS LIKE
79.

AGL96,
AGAMOUS LIKE
96.

ATHB21,
HOMEOBOX
PROTEIN 21

CDEF1, CUTICLE
DESTRUCTING
FACTOR 1.

GLVY, GOLVEN
9.

-9.09

-3,76

10,06

12,61

5,37

-29,89

-43,07

-25,19

24,13

-25,87

12,52

14,75

plantas.

Factor de
transcripcion
especifico de
plantas.

Codifica para una
proteina con el
motivo hélice-
vuelta-hélice basico
(bHLH).
Transportador de
nitrato de alta
afinidad.

Factor de
transcripciéon
especifico de
plantas.
Factor de
transcripciéon
especifico de
plantas.

Factor de
transcripciéon
especifico de
plantas.
Factor de
transcripcion
especifico de
plantas.
Factor de
transcripciéon
especifico de
plantas.
Factor de
transcripciéon
especifico de
plantas.
Factor de
transcripcion
especifico de
plantas (HD-Zip I).

Codifica para un
miembro de la
familia de proteinas
GDSL lipasa/
esterasa.

Péptido de
sefalizacion
pequeno.

Regulacion positiva del
desarrollo.

Involucrado en la
sefalizacién por luz
azul/rojo lejano.
Regulacion del
crecimiento.

Funciona como un
represor de la iniciacién
de la raiz
independientemente de
la absorcién de nitrato.
Media la organogénesis
de la raiz lateral.

Involucrado en la
formacion de la raiz
lateral.

Involucrado en el
desarrollo de la raiz.

Involucrado en la
transicion floral.

Involucrado en el
desarrollo de la raiz
lateral.

Se expresa durante el
desarrollo del embrién
de la planta.

Su funcién es inhibir la
ramificacion del brote
bajo condiciones de
iluminacién limitada.

Se expresa en la zona de
emergencia de raiz
lateral.

Involucrado en muiltiples
programas de desarrollo
de la raiz.

* Funcién y ** Descripcion revisado en www.arabidopsis.org/ y phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html.
Fold change 22, FDR p-value <0.01. En rojo, se indican los genes que disminuyeron su nivel de
expresion y en azul, los que aumentaron su nivel de expresion.
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Se sabe que en Arabidopsis, las células del periciclo enfrente de los polos
del xilema, son las que dan lugar a los primordios de raiz lateral (Laskowski et
al., 1995). Y debido a que existe la informacién de qué genes son los que
enriquecen su expresion en las células del periciclo enfrente de los polos del
xilema (XPP) y enfrente de los polos del floema (PPP) (Parizot et al., 2012) se
decidio6 realizar un anélisis con base en estos datos. De esta manera, otro filtro
aplicado a los datos del transcriptoma de atx1-15 fue la busqueda especifica de
los genes cuya expresion se enriquece particularmente, en el periciclo (Tabla 3).

Tabla 3. Genes identificados en el analisis transcriptomico de atx1-1s¢t" que cambian su nivel
de expresion y que se enriquecen en XPP (polo enfrente del xilema) o PPP (polo enfrente del
floema).

Identificador Nombre del gen/Descripcion Vecesde  Funcion Sitio especifico
cambio de
(“Fold enriquecimiento
Change”)
AT1G60190 PUB19, PLANT U-BOX 19. -6.00 Ligasa de PPP
ubiquitina
E3.
AT3G49960 PEROXIDASE 35-RELATED. -5.18 Peroxidasa XPP
AT2G42840 PDF1. PROTODERMAL FACTOR -3.81 Codifica XPP
1, para una a

proteina rica
en prolinas.

AT5G64060 NAC103. NAC DOMAIN 8.9 Factor de XPP
CONTAINING PROTEIN 103. transcripién
de la familia
NAC.
AT5G06570 Alpha/beta-Hydrolases 6.08 Hidrolasa. PPP
superfamily protein.
AT1G36180 ACC2. ACETYL-COA 491 Carboxilasa.  XPP
CARBOXYLASE 2.

Debido a que los genes PEROXIDASE 35-RELATED (AT3G49960) y
PDF1, PROTODERMAL FACTOR1 (AT2G42840) presentan una reduccioén en su
nivel de expresion en el fondo de la mutante atxI-Is¢, mientras que se
enriquecen en las células del periciclo enfrente de los polos del xilema en
plantas del tipo silvestre (Parizot et al., 2012) estos genes fueron seleccionados
para continuar con el analisis.

Se sabe que la actividad de las peroxidasas y la sefializacién por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) son muy importantes, particularmente
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durante la emergencia de las raices laterales (Manzano et al., 2014; Orman-
Ligeza et al., 2016). El1 modelo que se ha planteado, considera que las ROS
permiten la remodelaciéon de las paredes celulares en los sitios donde se ha
iniciado el desarrollo de los primordios y de esta manera, se facilita la
emergencia de las RLs (Orman-Ligeza et al.,, 2016). Con base en esta
informacién, en este trabajo se propone que el gen PEROXIDASE 35-RELATED,
podria estar participando en la remodelacion de las paredes celulares en los
sitios donde el desarrollo de los primordios se inicia, lo que correlaciona con el
fenotipo de menor ntimero de RLs observado en la mutante atx1-1*", donde los
niveles de expresion de este gen estan disminuidos. La hipoétesis general es que
ATX1 trimetila a la H3K4 de los nucleosomas, donde se localiza el gen
PEROXIDASE 35-RELATED y cuando esto no ocurre, como en la mutante atx1-
Isetm, se afectaria de manera considerable la emergencia de las raices laterales.
Otro dato que refuerza la hipétesis, es que la expresion de PEROXIDASE 35-
RELATED se enriquece en las células del periciclo enfrente de los polos de
xilema (XPP, células a partir de las cuales se desarrollan las RLs), en el tipo
silvestre. También se ha determinado que la expresion de este gen se enriquece
en los pelos radicales y esto se ha asociado con un incremento en la marca
H3K4me3 (Deal y Henikoff, 2010).

Por otro lado, el cambio en la abundancia de los transcritos del gen PDF1
en atx1-1st también es muy interesante, porque este gen se expresa en la capa
L1 del meristemo apical del brote (SAM), donde ocurre un proceso de
desarrollo coordinado que involucra a las capas L2 y L3 del SAM para la
formacién de érganos laterales del brote u érganos florales (Abe et al., 2001). El
gen PDF1 también se expresa en los primordios de la raiz lateral (Abe et al.,
2001), donde también ocurre un proceso de desarrollo altamente coordinado,
que culmina con la formacién del primordio de raiz lateral (como ya se
menciond en la introduccién). Con base en esto se sugiere que ATX1 podria
estar trimetilando a la H3K4 del nucleosoma, donde se localiza el gen PDF1
permitiendo asi la transcripcion del gen PDFI que a su vez podria estar
participando en la formacién del primordio, probablemente coordinando las
rondas de divisiones celulares que tienen que ocurrir para la formacién de un
primordio simétrico. Lo anterior correlaciona con el fenotipo de primordios
asimétricos observado en la mutante atx1-1%" y con la expresiéon de PDF1, que
se enriquece en los polos enfrente del xilema en plantas del tipo silvestre
mientras que su nivel de expresion disminuye en la mutante. Otro dato
interesante es que la proteina con homeodominio MERISTEM LAYER (ATML1)
se une a una caja-L1 localizada en el promotor del gen PDF1 (Abe et al., 2001) y
este gen ATMLI también se encuentra con nivel de expresiéon disminuido en la
mutante atxI-1s¢. Esto sugiere que ambos genes también podrian estar
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relacionados en el contexto del desarrollo de los PRLs lo que robustece la
hipétesis.

En cuanto a la validaciéon de los datos del “RNA-seq”, ésta se realizéd
mediante el andlisis de la expresion de varios genes por RT-PCR cuantitativo.
Se seleccionaron seis genes, de los cuales tres de ellos disminuyeron
(GOLVENY, RELATED TO AP2 11 y COBRA LIKEY) y los otros tres aumentaron
(SIAMESE RELATED?7, NITRATE TRANSPORTER2 y SIAMESE RELATEDS)
sus niveles de expresion en la mutante atx1-15"" con respecto al tipo silvestre
(Tabla 4).

Tabla 4. Genes seleccionados para validar los datos del transcriptoma de la mutante atx1-
setm

Nombre del Gen Eficiencia Cq* Veces de cambio
(“fold change”)**

UBQ10, UBIQUITIN 10. Gen de referencia. 1.96 13.5 -

EFla, GTP binding Elongation factor. Gen de 2.09 15.2 -

referencia.

GLV9, GOLVEN (GLV)/ROOT GROWTH 2.08 22.6 -14.7

FACTORS/CLE-Like. Es un miembro de la
familia de péptidos pequefios de senalizacion.

RAP2.1, RELATED TO AP2 11. Factor de 1.89 20.6 -3.5
transcripcién de la familia ERF/AP2.
COBLY, COBRA-LIKE 9. Componente anclado a 1.97 20.8 -3.1

la membrana involucrado en el establecimiento

exitoso de la punta de crecimiento de los pelos

radicales.

SMR7, SIAMESE-RELATED?. Es un miembro de 2.03 24.5 26
la familia de inhibidores de cinasa dependientes

de ciclina. Su expresién se induce por estrés

oxidativo.

NRT2.1, NITRATE TRANSPORTER 2. 1.99 224 10
Transportador de nitrato de alta afinidad.

SMR5, SIAMESE-RELATEDS. Es un miembro de 1.82 22.7 6.3

la familia de inhibidores de cinasa dependientes
de ciclina. Su expresién se induce por estrés
oxidativo.

Todos los datos de eficiencia de los oligonucleétidos y Cq presentados aqui son a partir de 75 ng de
c¢DNA sintetizados a partir de RNA extraido de raices del tipo silvestre. *Cq, ciclo en el cual la cantidad
de producto de RT-qPCR alcanza un umbral establecido; **Veces de cambio (“fold change”) de la
expresion de los genes seleccionados a partir de los datos del transcriptoma. En rojo los genes que
disminuyeron su expresion, en azul los genes que aumentaron su expresion.
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Los datos fueron normalizados para el nivel de expresiéon de dos genes
de referencia UBQ10 (AT4G05320) y EFla (AT5G60390) (Czechowski et al.,
2005), de acuerdo a Vandesompele et al., (2002). Se realizaron tres réplicas
biolégicas con dos réplicas técnicas para cada una. En general, los datos de
nivel de expresion de los genes obtenidos del transcriptoma (Tabla 4)
correlacionan con la abundancia de transcrito en el andlisis de RT-PCR
cuantitativo (Figura 17).

Genes que disminuyen su expresion Genes que aumentan su expresion
” s * WS
S, L latx1-1%m G| [ atx1-1sem
& o
N % 20 | *
g . E 15 4
é : 1
.g 0,4 * §
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'}?0:2 - ’j_‘ é
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GLV9 RAP2 COBL9 SMR7 NRT2 SMR5

Figura 17. Analisis de la expresion diferencial de los genes GLV9, RAP2.1, COBLY, SMR7, NRT2.1 y
SMRS5 por RT-PCR cuantitativo en Ws y atx1-1¢". Datos de tres réplicas biolégicas con dos réplicas
técnicas. Promedio £DE. Genes de referencia UBQ10 y EFla.

* Indica diferencia significativa (P < 0.05; prueba ¢ de Student) entre el tipo silvestre (Ws) y la mutante
atx1-1setm,

Estos resultados validan los datos de la expresion diferencial de genes
obtenidos a partir del analisis del “RNA-seq” en la mutante atxI-Is¢t. Los
resultados del andlisis del transcriptoma de atx1-1s han permitido encontrar
probables genes “blancos directos” de la actividad de ATX1, relacionados con
diferentes aspectos del fenotipo de la mutante. Sin embargo, se requiere de mas
trabajo dirigido a establecer sobre qué genes ATX1 influencia la transcripcién y
si estos genes tienen alguna funciéon durante el desarrollo del sistema radical en
Arabidopsis.

10. Conclusiones de los resultados publicados.

1) ATX1 es importante para el crecimiento de la raiz primaria y para la
produccion celular en el meristemo apical de la raiz.

2) ATX1 es necesario para la organizacién y la formacién del patrén del
meristemo apical de la raiz primaria.

3) ATX1 es importante para la emergencia de la raiz lateral y su funcién es
fundamental para la correcta morfogénesis del primordio de la raiz lateral.
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11. Conclusiones de los resultados no publicados.

1) El fenotipo de alteraciones de la raiz en la mutante atx1-1% es més severo
que el de la mutante atx1-1.
-La RP de atx1-1stm crece 40% menos que la RP de atx1-1.
-En atx1-1s¢tm, el porcentaje de RLs con anomalias es del 58%, mientras
que, en atx1-1 es del 45%.
-En atx1-Ist" el porcentaje de los PRLs con anomalias es del 71%
mientras que en atx1-1 es del 57 %.
2) El andlisis del transcriptoma de atxI-1s¢" mostré que 355 genes se expresan
diferencialmente cuando se inactiva a ATX1. De estos genes, 195 disminuyen y
160 aumentan sus niveles de expresion.

3) El andlisis de ontologia de genes mostré enriquecimiento significante de
genes que bajan su nivel de expresion en 18 categorias, entre ellas,
“organizacion de la pared celular”, “diferenciacion de tricoblastos”, “regulaciéon
del desarrollo” y “regulacién de la transcripcion a partir de la RNA polimerasa
I1”. En las dltimas dos categorias se agruparon sélo factores de transcripcién

(TCP2, TCP24, AGL14, AGL71, AGL79 y AGL96).

4) El andlisis del transcriptoma de atxI-I1s¢m permitié identificar genes
potencialmente “blanco” de ATX1, relacionados con procesos de desarrollo que
probablemente tienen una funcién importante en el desarrollo del sistema
radical en Arabidopsis.

12. Perspectivas.
L.- Estudiar con detalle a los probables blancos de ATXI.
1) Para los genes PEROXIDASE 35-RELATED y PROTODERMAL
FACTOR.
a) Analizar el fenotipo de las mutantes en estos genes.
b) Corroborar por RT-qPCR que los niveles de transcrito de estos
genes se disminuyen en afx1-1set"
c) Establecer si ATX1 est4 asociada a la cromatina de
estos genes, por ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina.
2) Para los genes TCP2 y TCP24.
a) Corroborar por RT-qPCR que los niveles de transcrito de estos
genes se disminuyen en atx1-1sm,
b) Por ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina establecer
si ATX1 esta asociada a la cromatina de estos genes.
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3) Para los genes KIDARI (factor de transcripcién) y ATHB21 (factor de
transcripcion con homeodominio) que bajan su expresiéon en atx1-Isct"y
estan relacionados con desarrollo y crecimiento en Arabidopsis.

a) Analizar el fenotipo de las mutantes en estos genes.

b) Corroborar por RT-qPCR que los niveles de transcrito de estos

genes se disminuyen en atx1-1sm,

II.-Estudiar algunos genes expresados diferencialmente en atx1-Istm,
particularmente de los siguientes grupos:
1) Genes que estan directamente relacionados con el desarrollo de raices
laterales en Arabidopsis: NTR2.1y LBD33.
2) Genes homeoticos: AGL14, AGL71, AGL79 y AGL96.
3) Genes que se expresan en los primordios o en la zona donde éstos
emergen: CDEF1 y GLVO.
4) Genes relacionados con reparacion del DNA: SMR7, TSO2 (TSO
MEANING 'UGLY' IN CHINESE 2), ANAC103, y ATCTH/AtZFP1
(C3HC4-type RING finger).

III.- Para corroborar que efectivamente en atxI1-1%" hay un menor nivel de
H3K4me3 comparado con atx1-1 y Ws. Analizar mediante la técnica de Western
blot, el nivel de trimetilacion de H3K4 en las mutantes atx1-1y atx1-Isetm
comparados entre si y con el tipo silvestre.

IV.- Explorar si en las células del RAM de atx1-1 y atx1-1%", se presenta muerte
celular y si estas células sufren de dafio al DNA. El antecedente directo para
plantear esto fue la observacion sistemaética de células muertas en el RAM de la
mutante atx1-1, lo que no se observo en el tipo silvestre.
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