UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

EXPLORACION MEDIANTE RNAseq DE LA REGULACION GENETICA DEL
CRECIMIENTO DETERMINADO DE LA RAIZ PRIMARIA DE LA CACTACEA
Pachycereus pringlei
TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Doctor en Ciencias

PRESENTA:
M. en C. GUSTAVO RODRIGUEZ ALONSO

TUTOR PRINCIPAL
DRA. SVETLANA SHISHKOVA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA - UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
DRA. ELIZABETH CORDOBA MARTINEZ — IBt-UNAM
DRA. VERONICA LIRA RUAN - CIDC - UAEM

CUERNAVACA, MOR.; SEPTIEMBRE, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



La presente Tesis se realizd en el Departamento de Biologia Molecular de Plantas del
Instituto de Biotecnologia-UNAM, bajo la asesoria de la Dra. Svetlana Shishkova.

Este proyecto fue parcialmente financiado por los donativos CONACyT (CB240055,
FOINS219522) y UNAM-DGAPA- PAPIIT (IN207115, IN201318, IN200818).

A Gustavo Rodriguez Alonso se le otorgd una beca doctoral del CONACyT (registro 290654)
y recibié una beca para realizar una estancia en la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales de la Universidad Nacional de Cérdoba-CONICET, en el marco del proyecto
bilateral CONACyYT-FOINS 219522; asi como una beca por parte del proyecto UNAM-
DGAPA-PAPIIT IN207115. Ademas, recibié financiamiento mediante el Programa de Apoyo
a los Estudiantes de Posgrado (PAEP-UNAM) para asistir a un congreso nacional y uno

internacional.



Agradecimientos

A mis mentores:

La Dra. Svetlana Shishkova, la Dra. Marta Matvienko y el Dr.
Joseph G. Dubrovsky.

Por dar inicio a este proyecto, el cual me ha permitido aprender
nuevas aproximaciones para hacer ciencia, y por proporcionar el
ambiente adecuado para el desarrollo del pensamiento critico y
analitico. Especialmente gracias a la Dra. Shishkova por
permitirme crecer académica y profesionalmente, y por propiciar y
fortalecer mi autonomia intelectual y en la toma de decisiones.

Por el apoyo técnico:

Al Dr. Francisco Molina-Freaner, por la donacion de semillas de
Pachycereus pringlei y por recibirnos y proporcionar
instalaciones de su laboratorio para la limpieza de semillas que

colectamos en el Desierto de Sonora.

Al Q.B. José Fulgencio Martinez Rodriguez; por su apoyo en la
colecta de frutos de P. pringlei en el Desierto de Sonora y por sus
ensefanzas respecto a la colecta de frutos, las técnicas de trabajo

en campo y la limpieza de semillas.

A mis colaboradores:

Quienes compartieron su tiempo y dedicacion para el desarrollo de
este proyecto:

A la 1.B.I Marcela Ramirez Yarza, por su valioso apoyo técnico en el
laboratorio, incluyendo su participacion en la preparacion de medios
de cultivo, esterilizacién y germinacion de semillas, asi como en la
colecta del material biologico que se utilizd en este trabajo.

A la Dra. Selene Napsucialy Mendivil, por su apoyo con la
purificacién de RNA y los ensayos de RT-qPCR.

Al Dr. Pedro Eduardo Lazaro Mixteco, por su apoyo con los ensayos
de RT-gPCR.

A la M.C. Mayra Liliana Lopez Valle, por su apoyo con los ensayos
de RT-gPCR.

A los jovenes que realizaron servicio social: A la Tec. Lab. Daniela
Fernanda Pecina Ornelas y a la Tec. Lab. Angélica Contreras
Valladares; asi como a Sinhué Raphael Albarran Hernandez y
Ramsés Uriel Albarran Hernandez. Gracias por su confianza, tiempo y
entusiasmo.



Agradecimientos

A los miembros de mi comité tutor:

La Dra. Veronica Lira Ruan y la Dra. Elizabeth Cordoba Martinez.
Por sus evaluaciones, criticas y comentarios en nuestras reuniones
semestrales. Su pericia y experiencia abonaron a la robustez y
calidad de este proyecto.

A los miembros de mi jurado de tesis:

Al Dr. Enrique Merino Pérez, Dr. Arnaud Jacques Marcel Ronceret,
Dra. Viviana del Carmen Valadez Graham, Dr. Ulises Yunuén
Rosas Lopez y el Dr. Victor Manuel Chavez Avila.

Por su tiempo, criticas, correcciones y cuestionamientos en la
revision de este escrito de Tesis.

A las Unidades y Servicios del IBt.

A la Unidad de Cémputo, particularmente al M. en T.Il. Juan
Manuel Hurtado Ramirez, por su apoyo con la gestiéon y manejo de
datos masivos.

A la Unidad de Biblioteca, particularmente a la B.A. Dip.Lib.
A.L.A. Shirley Elizabeth Ainsworth Gore, por su apoyo para
conseguir material bibliografico de dificil acceso.

A la Unidad de sintesis y secuenciacion de ADN,
particularmente al Dr. Rubén Paul Gaytan Colin y el M.C. Eugenio
Lopez Bustos, por su accesibilidad, profesionalismo y apoyo
técnico con la sintesis de oligonucledtidos.

A la Unidad de Docencia y Formacion de recursos humanos,
particularmente al Ing. Jalil Saab Hassanille, al Lic. J. Antonio
Bolafios Guillén y a la Oficinista de Docencia Gloria Villa Herrera.
Por su apoyo y gestion administrativa durante mi estancia en el
posgrado.

A mis compaieros del laboratorio:

Cuyos comentarios, observaciones y discusiones durante los seminarios de grupo fortalecieron este
proyecto e hicieron disfrutable mi estancia en el posgrado: Leslie Acevedo Sanchez, Aylin Avila Linares,
M.C. Ramsés de Jesus Garcia, Felipe Hernandez Bermudez, Dra. Blanca Jazmin Reyes Hernandez,
M.C. Héctor Hugo Torres Martinez y Biol. Aranza Xhaly Quintana Armas.



Dedicatorias

A los mexicanos, cuyos impuestos permitieron mi acceso a
la educacion publica y financiaron todos los recursos
necesarios para el desarrollo de esta Tesis.

A quienes adoptan y promueven el acceso abierto al
conocimiento, tanto en los esquemas de publicacion Open
Access como en el desarrollo de Open Source y la gestion

del Open Data.

A mi familia. Por ser mi primera escuela.



CONTENIDO

LISTADE ABREVIACIONES ...ttt ettt [
RESUMEN ...ttt a et e e s st e e e s s s s s e s e s e s e s e s et et esesesaneneneneeneens ii
SUMMARY ..ottt ettt s st a st sese s e s e s e s e s e se e e et s ettt e s et et et et et e tesenennnenenens v
L. INTRODUGCCION ...ttt etesee s sees s s s ses s s s as s ses s ssss e sassannsnaan 1
I.1 GENERALIDADES SOBRE LA RAIZ........oooiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s sss s s 1
[.1.1 El Meristemo Apical de 18 RaAIZ ........ccvoeeiiiieiiiceee et 2
[.1.2 EI RAM mantiene el crecimiento de 12 raiz ...........cccoeviniiiiiiiiiiiieceeeeeee e 2
1.2 CRECIMIENTO DETERMINADO DE LA RAIZ.......ooeeeeeeeeeeeeee e 4
1.3 REGULACION GENETICA DE LA ACTIVIDAD DEL RAM .......oovviieeeceeieeeeeesveeeeesee e 5
[.3.1 WA PLT ottt sttt et e s et s et esnsesesenenas 6
[.3.1 Vi@ SHR Y SCR ..ottt ettt ettt aetena 7
1.3.3 Viad WOXBE-CLEAQ .....c.oueueieiiieieieieeetes sttt ettt eaenenas 8
1. JUSTIFICACION ....cveooeeereeeeseeeesee st esssssesss sttt sss st 9
(11 OBUETIVOS.......o ettt sttt ettt ettt s st s s n st e st esesesenenes 11
IV. MATERIALES Y METODOS ..ottt ettt 12
IV.1 OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS ......vvuumrreernreemeeesnseeseessssssssssesssssssssssssssnns 12
IV.2 RNAseq Y ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA DE Pachycereus pringlei................. 13
IV.3 ANOTACION DEL TRANSCRIPTOMA ........oooieeeeeeeeeeeeeeeseeeessesseessesssee e sessses s sesann 14
IV.4 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL .......c.cooeiueveeieerieeeiesessies s 14
IV.5 VALIDACION DEL RNAseq MEDIANTE RT-GPCR .......ccoooiviiieieeeeissiesies s 15
IV.6 TRANSCRIPTOMICA COMPARATIVA Y REDES DE REGULACION
TRANSCRIPCIONAL......coetittitititittttrt sttt ettt enes 15
V. RESULTADOS Y DISCUSION......ooouiieeerieeieecieeieseses e sessssses s sssssasssaenns 17
V.1 OBTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO ......oooveeveereeieeeeseeseeesiee e 17
V.2 SECUENCIACION Y ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA ......ooovoieeeeeeeeeeeeeee e 21
V.2.1 Secuenciacion del transCriptomMa .........cceveieieiriiiseeee e 21
V.2.2 Ensamblaje del transCriptoma.........coooeeiiiiiiireecee e 24
V.3 ANOTACION FUNCIONAL DE LOS TRANSCRITOS. .....covuirreerieeieeieesees e sessies s 25
V.4 CARACTERIZACION DEL TRANSCRIPTOMA DEL APICE DE LA RAiZ PRIMARIA DE
PaChYCEIEUS PIINGII ............ooovuiiiiiiiiiieieieee ettt nren 29

V.5. EVALUACION DE LA EXPRESION DIFERENCIAL ........oovmmviriirrrineisesiiesiesisssses s 33



V.5.1 Analisis de CONGIOMEradOS .........ccoeriirieiieiiieiereree et 35

V.6 VALIDACION DEL RNAseq MEDIANTE RT-QPCR .....ccoooiieieeeeeeeeeeereeeeeesveeeeessessessesseee oo 38
V.6.1 Seleccidén de genes normalizadores para ensayos de RT-qPCR........ccccccevivvecevieneene 38
V.6.2 Ensayo de eficiencia para oligonucledtidos de RT-qPCR..........ccoovevevieeveiieeceee 39
V.6.3. Cuantificaciéon de la expresion relativa de genes de interés..........ococevveveveieecieceennens 42

V.7 CONSERVACION DE GENES EN LA FAMILIA CACTACEAE.........cooooceeeeeeeeeeeerereeennn 43

V.8 RED DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL PARA EL APICE DE LA RAiZ DE

PaCRYCEIreUS PLINGIEI ..........c..ooeeeeeeeeseecee ettt sttt srte s te e teesteesraesraeens 46
V1. CONCLUSIONES........oo ittt ettt ettt s et et et et e s e e et et ese e s ebesens 51
VI PERSPECTIVAS. ...ttt ettt ettt bttt e s et b nens 53
VL BIBLIOGRAFIA. ..o s s sass e sansas e 54
VL ANEXOS......cceeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt e b e nenenenens 62

1. ACCESO PUBLICO DE LOS DATOS GENERADOS EN ESTA TESIS....ccocoovveeeeeeerrernnns 62
A) REPORTE GENERAL DE LA SECUENCIACION POR RNASEQ «......ovververreeineresreeriens 62
B) ACCESION EN GEO-OMNIBUS .......ooooieeeceeeeeeeeeeeseeseeeeeeseeseesses s snsassssnsan 62

2. ANALISIS DE CAL,IDAD DE LAS LECTURAS QUE SE GENERARON A PARTIR DE LA

SECUENCIACION POR RNASEQ ....coeveueueiieieieieieieieieeenenesesesesesesesesesssessssesesssesesesesesesesssssenens 63
A) PHRED SCOIre POI POSICION. ...o.veeiisiieiieiieeeie sttt setetesteete s ssaestesreesaestassaessesseessessesnsessesseens 63
(=) OF= 110 F=To I oo g Y=Y o1 1Y o Lo = TR 64
C) Contenido de GC POr SECUEBNCIA .......ccueeeeeriisiieieseceese sttt et saesre s sessaensesneeneas 65
D) Distribucion de nucledtidoSs POr DASE.......c.ccueieieiiiriieseeee e 66
E) Secuencias cortas (k-mers) sobre-representadas. .........occoeveeeirineneneneneeeee e 67
3. DEFINICION DE PARAMETROS DURANTE EL ENSAMBLAJE DE-NOVO DEL
TRANSCRIPTOMA ...ttt ettt ettt bttt eas 68
4. ALGUNAS RUTAS Y PROC!ESOS BIOLOGIQOS CONTENIDOS EN EL
TRANSCRIPTOMA DEL APICE DE LA RAIZ PRIMARIA DE Pachycereus pringlei.......70
5. PERFILES DE TRANSCRIPCION IDENTIFICADOS MEDIANTE K-MEAN CLUSTERING.
....................................................................................................................................................... 80

6. RED DE REGULACION TRASCRIPCIONAL .....cootviiverieeieeieeeee e 82
A) Tabla de INTEraCIONES .......ocveieeeeececee ettt e st e s te e e e s e e saesreeneens 82
B) Tabla de propiedades..........c.ccueieiiiiinereeee ettt sne st 87

7. PUBLICACIONES DERIVADAS DE ESTA TESIS......cooeiecereereeeesese e 92



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura 1. Estructura y organizacidon de la raiz primaria..............ccooiiiiiiiiiiiiiiic i, 3
Figura 2. Etapas del crecimiento de la raiz primaria de Pachycereus pringlei............. 18
Figura 3. Integridad del RNA de las muestras que se secuenciaron......................... 20
Figura 4. Calidad de las lecturas crudas de secuenciacion de RNAseq..................... 22
Figura 5. Calidad de las lecturas de RNAseq después de su procesamiento............. 23

Figura 6. Especies de referencia a partir de las cuales se anotaron a los transcritos de
Pachycereus PriNGlei...............o.ouei e 26

Figura 7. Anotacion funcional de los transcritos de Pachycereus pringlei.................. 28

Figura 8. Variabilidad de los niveles de expresion (RPKMs) de transcrito entre réplicas
0] ] (o e o= 1= 0 29

Figura 9. Grafica de Scree de los componentes principales del transcriptoma de
PachyCereus Pringlei........... ..o e 31

Figura 10. Analisis de componentes principales del transcriptoma de Pachycereus
PHNGIGI. ...... o e 31

Figura 11. Expresion diferencial entre las etapas del desarrollo de la raiz primaria de
Pachycereus Pringlei........... ..o 34

Figura 12. Andlisis hipergeométrico y de conglomerados de los transcritos con
expresion diferencial entre las etapas inicial y terminal del desarrollo de la raiz
primaria de Pachycereus pringlei. ..............coooiiiiiiiiii i 36

Figura 13. Niveles de expresion (RPKM) de los posibles genes de referencia de

Pachycereus pringlei para ensayos de RT-gPCR...............cooooiiiinl. 41
Figura 14. Determinacién de la eficiencia de amplificaciéon de los oligonucléotidos para

genes de referencia de Pachycereus pringlei.....................ccccooiiiiiiin.. 41
Figura 15. Abundancia relativa de algunos transcritos de interés............................ 43

Figura 16. Conservacion de secuencias nucleotidicas entre Pachycereus pringlei y
Lophophora WIllIAmMSIi................ooueiie e e 45



Figura 17. Tamano de los ORF putativos en transcritos de Pachycereus pringlei no
anotados y con expresion diferencial................cccooiiiii 46

Figura 18. Red de regulacion transcripcional inferida para el apice de la raiz primaria de
Pachycereus Pringlei............ ..o 50

Figura 19. Mddulos de regulacion transcripcional del apice de la raiz primaria de
Pachycereus Pringlei.......... ... 50

Tabla |. Semillas de Pachycereus pringlei disponibles para la obtencion de material
DIOIOGICO. ... 17

Tabla Il. Caracterizacion espectrofotométrica del RNA que se extrajo de los apices de
la raiz primaria de Pachycerus pringlei..................ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiann, 19

Tabla Ill. Comparacién entre los transcriptomas ensamblados de novo de Pachycereus
pringlei y Lophophora Willlamsii..................cooiiiiiii i, 25

Tabla IV. Expresion diferencial de genes entre las zonas de desarrollo de la raiz
primaria de algunas angioSPEIrMAS. .......cuiueiuiuiiie i 35

Tabla V. Expresion (RPKMs) de los posibles genes de referencia de Pachycereus
pringlei para ensayos de RT-QPCR.........oiiiii e 40

Tabla VI. Oligonucleétidos disenados para la amplificacion de los genes de referencia
que se utilizaron en este trabajo............coi i 40

Tabla VII. Conservacion de las secuencias nucleotidicas ensambladas para los
transcriptomas de Pachycereus pringlei y Lophophora williamsii................ 44



LISTA DE ABREVIACIONES
ACR4 — CRINKLY 4.

AP2 — Dominio Apetala 2.

BBH — Mejor hit bidireccional (Best
Bidirectional Hit).

BBM — BABY-BOOM, también
PLETHORA 4.

BGI — Beijing Genomics Institute.

BLAST — Basic Local Alignment Search
Tool .

cDNA — Acido desoxirribonucléico
complementario a una cadena de
MRNA (complementary DNA).

CLE — CLAVATA/ESR-RELATED.
CLV — CLAVATA.

CQ - Centro quiescente.

d.d.g — Dias después de la germinacion.

dF/dT — Diferencial de la fluoresencia
con respecto al tiempo.

DNA — Acido desoxirribonucleico
(Deoxyribonucleic acid).

EDGE — Deteccion empirica de la
expresion diferencial (Empirical
detection of differential gene
expression).

EF1a — TRANSLATION ELONGATION
FACTOR 1a

EREBP - Ethylene-responsive element
binding protein.

E-value — Valor esperado (Expected-
value).

FDR — Tasa de descubrimientos falsos
(False discovery rate).

GAl - GIBERELLIC ACID INSENSITIVE.

GASA — GA-STIMULATED
ARABIDOPSIS.

GH3 — GRETCHEN HAGEN 3.

H3K4me3 — Trimetilacion de la lisina 4
de la histona 3.

HD2A — HISTONE DEACETYLASE 2A.
HD2B - HISTONE DEACETYLASE 2B.
HSP — High-scoring segment pair.

IAA14 — INDOLE-3-ACETIC ACID
INDUCIBLE 14.

JKD — JACKDAW.

KAAS — Servidor de anotacién
automaica del KEGG (KEGG
automatic annotation server).

Kb — Kilobases.

KEGG — Enciclopedia de genes y
genomas de Kyoto (Kyoto
encyclopedia of genes and
genomes).

LFY3 — LEAFY 3.

mRNA — Acido ribonucleico mensajero
(messenger RNA).



NAC — No apical meristem domain
containg protein.

nt — Nucleotidos
OneKP — One thousand plants initiative.

ORF — Marco abierto de lectura (Open
reading frame).

PCA — Analisis de componentes
principales (Principal component
analysis).

PCR — Reccion en cadena de la
polimerasa (Polymerase chain
reaction).

PLT — PLETHORA.

RAM — Meristemo apical de la raiz
(Root apical meristem)

RBR — Retinoblastoma related.
RGA — REPRESSOR OF GA1

RIN — Numero de integridad del RNA
(RNA integrity number).

RNA — Acido ribonucleico (Ribonucleic
acid).

ROW - Repressor of WUSCHEL.

RPKMs — Lecturas por kilobase por
millén de lecturas mapeadas
(Reads per kilobase per million
mapped reads).

rRNA — RNA ribosomal (ribosomal
RNA).

RT-gPCR — PCR cuantitativo a partir de
cDNA (Retrotranscribed
quantitative PCR).

SAM — Meristemo apical del brote
(Shoot apical meristem).

SCR — SCARECROW.
SHR — SHORT-ROOT.
SUR1 - SUPERROOT.

TDEs — Transcritos diferencialmente
expresados.

UBC — UBIQUITIN CONJUGATING
ENZYME.

WOX - WUSCHEL RELATED
HOMEOBOX.

WRKY - WRKY DNA-BINDING
PROTEIN.

WUS — WUSCHEL.
YLS — YELLOW LEAF SPECIFIC.



RESUMEN

En la mayoria de las especies de plantas las raices pueden crecer de manera
indefinida, o indeterminada, mientras el Meristemo Apical de la Raiz (RAM, por sus
siglas en inglés) esta presente y activo. Sin embargo, la subfamilia Cactaceae
representa un caso unico entre las plantas angiospermas, pues las células que
componen al RAM de la raiz primaria dejan de dividirse después de pocos ciclos
celulares, lo cual conduce al agotamiento del RAM pocos dias después de la
germinacion. Como consecuencia del agotamiento del meristemo todas las células en
el apice de la raiz se diferencian y el crecimiento de la raiz cesa. A este patréon de
crecimiento lo denominamos crecimiento determinado. El crecimiento determinado de
la raiz primaria es un programa genético estable y se ha propuesto que representa una
ventaja adaptativa en los ambientes aridos, tales como los desiertos.

En esta tesis se utilizé a la cactacea desértica Pachycereus pringlei, como modelo
de estudio, para entender cuales son los mecanismos que subyacen al crecimiento
determinado de la raiz primaria. P. pringlei es una cactacea columnar endémica del
Desierto de Sonora. El meristemo apical de la raiz primaria de P. pringlei se agota a los
7-10 dias post-germinacion. En este trabajo se reportan los resultados de la
secuenciacion del transcriptoma del apice de la raiz primaria de P. pringlei y la
evaluacion de la expresion diferencial de genes en tres etapas de desarrollo de la raiz:
(i) la etapa inicial, cuando el RAM esta presente y activo; (ii) la etapa intermedia,
cuando el meristemo esta presente pero es mas pequeino debido a que la zona de
diferenciacion se acerca al apice de la raiz; y (iii) la etapa terminal, cuando todas las
células de la raiz primaria, incluyendo a las que ocupan el lugar del RAM, estan
diferenciadas.

El transcriptoma se secuencid a partir de dos muestras biolégicas por etapa. Se
utilizé la plataforma lllumina HiSeq 2000 y para cada una de las 6 muestras se
obtuvieron ~46 millones de lecturas pareadas de 100 nucledtidos (nt). Las lecturas se
ensamblaron en 49,045 contigs mayores a 400 nt, de 1,081 nt de longitud en promedio.
63% de los contigs ensamblados se anotaron funcionalmente. Los contigs



ensamblados se utilizaron como referencia para estimar la abundancia de cada
transcrito en las diferentes etapas de crecimiento de la raiz. Se identificé y extrajo a los
contigs que se expresan diferencialmente entre distintas etapas, y se integraron a
algunos de estos genes en una red de regulacion transcripcional inferida a partir de lo
descrito para la raiz primaria de la planta modelo Arabidopsis thaliana. Los valores de
expresion virtual que se obtuvieron para el transcriptoma, asi como algunos de los
nodos de la red de regulacion transcripcional, fueron validados experimentalmente
mediante ensayos de RT-qPCR. El analisis del transcriptoma de la punta de la raiz de
P. pringlei que se presenta en esta tesis, asi como los resultados que obtuvimos al
descargar y analizar las lecturas de RNAseq generadas para Arabidopsis thaliana y
publicadas por otros grupos, corroboré que existen mecanismos moleculares
conservados en el desarrollo de la raiz entre ambas especies. Ademas, a partir del
analisis de expresion diferencial en P. pringlei y otras especies fue posible identificar
algunos transcritos, aparentemente especificas de la familia Cactaceae, que pudieran
estar involucradas en el desarrollo de la raiz de las cactaceas y en la regulacién del

agotamiento del RAM.



SUMMARY

The root of most angiosperm species can grow for indefinite time as long as the
Root Apical Meristem (RAM) is present and active, and therefore it is generally
assumed that roots exhibit indeterminate growth. The species from the Cactaceae
family, however, exhibit determinate growth of the primary root as the cells that
constitute the RAM differentiate after a few cell division cycles, leading to the RAM
exhaustion shortly after germination. As a consequence of RAM exhaustion and
differentiation of all root apex cells, root growth ceases. Determinate growth of the
primary root is a genetically stable program in Cactaceae and it has been suggested to
represent an adaptive trait to arid environments, such as deserts. Although this growth
pattern was reported for lateral and adventitious roots of some species, the determinate

growth of the primary root has only been reported for Cactaceae species.

In this work Pachycereus pringlei was used to explore the molecular mechanisms
underlying the determinate root growth. P. pringlei is a columnar cactus endemic to the
Sonoran Desert. The RAM of the P. pringlei primary root becomes exhausted 7 to 10
days after germination. We report here the results of sequencing and the de novo
assembly of the transcriptome of the P. pringlei root apex at three developmental
stages: i) initial, when the RAM is present and active; ii) intermediate, when the RAM is
still present but is smaller as the differentiation zone approaches the root tip; and iii)
terminal, when the RAM is exhausted and all cells at the root tip, including those that

were part of the RAM, are differentiated.

The P. pringlei root tip transcriptome was sequenced from two biological
replicates per developmental stage by using the lllumina HiSeq 2000 sequencing
platform. An average of 46 million paired-end reads (2x100 nt) were obtained per
sample. After read processing the transcriptome was assembled into 49,045 contigs
longer than 400 nt, with an average contig length of 1,081 nt. 63% of the assembled
contigs were annotated. The assembled contigs were used as reference sequences to
assess the transcript abundance by mapping the reads to the assembled contigs in
each growth stage. The differentially expressed transcripts among growth stages were

Vv



identified and extracted. Some transcripts were integrated into an inferred
transcriptional regulatory network based on published research articles for Arabidopsis
thaliana. The expression level of some assembled transcripts were corroborated by RT-
gPCR. In addition, the raw RNAseq reads generated by independent groups for A.
thaliana were downloaded, processed, and mapped to the respective reference
genome. The differential expression analysis of these transcriptomes confirmed the
existence of conserved developmental programs of the primary root. We also identified
some putative lineage specific transcripts that might be involved in the regulation of the

RAM exhaustion, providing new oportunities for evo-devo research.
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I. INTRODUCCION

|.1 GENERALIDADES SOBRE LA RAIZ

La raiz es el 6rgano de las plantas que absorbe agua y los nutrientes a partir del
suelo y que fija a las plantas a su sustrato (Taiz and Zeiger, 2010). En la raiz se pueden
distinguir longitudinalmente tres zonas: (i) la zona meristematica, (ii) la zona de
elongacion vy (iii) la zona de diferenciacion o de maduracion (Fig. 1a, b). Una region
adicional, la cofia, protege al apice de la raiz al evitar el dafo fisico de este érgano
mediante la secrecion de mucopolisacaridos, los cuales facilitan la progresién de la raiz
a través del suelo. Ademas, la cofia esta involucrada en la percepcion de senales de
posicion u orientacion, tales como el gravitropismo y el hidrotropismo, entre otras
(Kumpf and Nowack, 2015). Inmediatamente después de la cofia se encuentra la zona
meristematica. Las células del meristemo apical de la raiz (RAM, por sus siglas en
inglés; Fig. 1c) se dividen frecuentemente para mantener el desarrollo de la raiz. En
general, el RAM se encuentra presente y activo en la raiz por largos periodos durante
la vida de la planta, lo cual permite el crecimiento indeterminado de la raiz; es decir, el
crecimiento de la raiz de manera indefinida. Las divisiones mitéticas de las células del
RAM desplazan funcionalmente a las células generadas hasta que éstas salen de la
zona meristematica y entran, eventualmente, en la zona de elongacién. En la zona de
elongacion ocurre el alargamiento rapido de las células de la raiz. La division celular
constante en la zona meristematica, en conjunto con la expansion longitudinal de las
células en la zona de elongacion son los dos mecanismos que permiten el crecimiento
de la raiz, por lo cual, la zona meristematica y la zona de elongacién constituyen a la
zona de crecimiento. Finalmente, en la zona de diferenciacion, la cual es la zona radical
mas alejada del apice, las células totalmente elongadas adquieren caracteristicas que
las distinguen en tipos celulares especificos. La zona de diferenciacion se distingue
facilmente debido a que algunas células epidérmicas forman extensiones llamadas
pelos radicales, los cuales aumentan la superficie de contacto entre la raiz y el sustrato

y maximizan el area disponible para la absorcion de nutrientes minerales y agua. En la



raiz se pueden distinguir tipos celulares ordenados concentricamente. Estos son, del
exterior hacia el interior, la epidermis, el cortex, la endodermis y el periciclo, el cual es
la capa mas externa del estele o cilindro vascular (Scheres et al., 2002). En la raiz
joven de Arabidopsis thaliana, la epidermis, el cortex, la endodermis y el periciclo estan
compuestos cada uno por una capa celular, lo cual ha facilitado los estudios

anatomicos y ontogénicos de este organo (Dolan et al., 1993).

1.1.1 El Meristemo Apical de la Raiz

Las células que componen al RAM son mitéticamente competentes y se
mantienen en un estado relativamente indiferenciado (Evert y Eichhorn, 2006). En la
década de 1950, Clowes (1958) identificé a un grupo de células en la parte distal del
RAM que a diferencia de las demas células del meristemo presenta una actividad
mitética muy baja. A esta regidn la denomind centro quiescente (CQ). El término CQ
acunado por Clowes incluia a células con extremadamente baja o nula actividad
mitética, a las cuales se denomina actualmente CQ de forma estricta; y a células
adyacentes al CQ, las cuales se denominan actualmente células iniciales y tienen
actividad mitética mas baja que el resto de las células en el RAM pero se dividen mas
frecuentemente que el CQ (Fig. 1c). Se ha propuesto que el CQ actua como centro
organizador del RAM al mantener indiferenciadas a las células iniciales. Las células
iniciales dan lugar a las diferentes filas de tejidos radicales mediante divisiones
asimétricas, es decir, una célula hija mantiene su estado como célula inicial, con
divisiones mitéticas poco frecuentes, mientras que la otra adquiere una tasa mitética
alta (Doerner, 1998; Dolan et al., 1993).

[.1.2 El RAM mantiene el crecimiento de la raiz

Los experimentos de remocion fisica del apice de la raiz de Z. mays, incluyendo
a las células del CQ, mostraron que las células del estele pueden desdiferenciarse y
formar un nuevo CQ (Feldman, 1976). Esta observacién se corrobord posteriormente
mediante la ablacién por laser de las células del CQ de la raiz de A. thaliana (Berg et
al., 1995), en donde se demostré que el contacto entre las células del CQ y las células
iniciales del RAM mantiene a estas ultimas en un estado indiferenciado (Berg et al.,
1995).
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Figura 1. Organizacion de la raiz primaria (A) y de la raiz lateral (B) de Arabidopsis thaliana. (A)
Diagrama de un corte longitudinal de la raiz primaria de A. thaliana en donde se sefala a las zonas
meristematica, de elongacion y de diferenciacién. En las raices laterales (B) también se distinguen a
estas zonas. (C) El meristemo apical de la raiz (RAM) esta contenido en la zona meristematica. EI RAM
contiene a las células del centro quiescente, las cuales tienen muy baja o nula actividad mitética y se
muestran con color blanco en el diagrama. Las células adyacentes al centro quiescente, delimitadas con
un borde grueso, se conocen como células iniciales y son las progenitoras de las células con alta tasa
mitética que forman al RAM. Barra en B = 100 um. A y C, tomadas y modificadas de Peret, B. (2017):
doi:10.6084/m9.fgshare.5143987.v4, disponibles en FigShare como contenido open acess (licencia CC
BY 4.0).



En las plantas mutantes de A. thaliana que tienen CQ con identidad
comprometida durante el crecimiento de la raiz, las células iniciales se dividen
anormalmente y las células que previamente formaban al CQ se activan mitoticamente
(Aida et al., 2004; Benfey et al., 1993; Di Laurenzio et al., 1996). El agotamiento del
meristemo mediante la diferenciacion de todas las células del apice abate el
crecimiento de la raiz; es decir, cuando la identidad del CQ se compromete, las raices

exhiben un crecimiento del tipo determinado.

|.2 CRECIMIENTO DETERMINADO DE LA RAIZ

Mientras el RAM se encuentra presente en la raiz y es potencialmente funcional
la raiz puede continuar su crecimiento de manera indefinida, por lo cual se considera
que el patron de crecimiento de la raiz es indeterminado. Sin embargo, existen ciertas
situaciones en las cuales el RAM se agota, es decir, las células meristematicas se
diferencian; por ejemplo ante la falta de algunos nutrimentos tales como el fésforo
(Sanchez-Calderdn et al., 2005), o en algunas especies cuando la raiz encuentra un
obstaculo fisico (Watt et al., 2006). Cuando el RAM se consume, es decir, cuando se
agota, se dice que la raiz presenta crecimiento determinado. En las plantas cactaceas
el agotamiento del RAM se observd por primera vez en las raices laterales de las
especies Opuntia arenaria y O. tunicata (Boke, 1989). Posteriormente, Dubrovsky
reportd que las cactaceas Stenocereus gummosus (Dubrovsky, 1997) y Pachycereus
pringlei (Dubrovsky and Gomez-Lomeli, 2003), entre otras, presentan crecimiento
determinado de la raiz primaria. El crecimiento determinado de distintos tipos de raices
se ha observado en varias especies, por ejemplo, en las raices proteoides de especies
de la familia Proteaceae (Dinkelaker et al., 1995), en las raices adventicias de Ficus
pumila (Groot et al., 2003) y en las raices laterales de O. arenaria, O. tunicata y Zea
mays (Boke, 1989; Varney y McCully, 1991); sin embargo, el crecimiento determinado
como programa de desarrollo de la raiz primaria sélo se ha observado en especies de

la familia Cactaceae (Shishkova et al., 2013).

En algunas cactaceas tales como S. gummosus, S. thurberi y Ferocactus
peninsulae se demostré que el agotamiento del meristemo precede a la emergencia de

las raices laterales (Dubrovsky, 1997), por lo cual se ha propuesto que el agotamiento



del RAM, asi como el desarrollo temprano de las raices laterales, representa una
ventaja adaptativa para el establecimiento de las plantulas de estas especies pues
favorece la absorcién del agua y los minerales en los ambientes desérticos, en donde
la precipitacion pluvial es escasa (Dubrovsky, 1997; Shishkova et al., 2008). Ademas,
se ha demostrado que el agotamiento del RAM de la raiz primaria de S. gummosusy P.
pringlei no ocurre mediante muerte celular programada (Shishkova and Dubrovsky,
2005), aunque la evidencia sugiere que este proceso si ocurre en las células de la cofia
y en los pelos radicales de las cactaceas. Las observaciones realizadas en las raices
que se regeneraron a partir de callos, indican que el crecimiento determinado
corresponde a un programa de desarrollo conservado en S. gummosus y F. peninsulae
y en diferentes tipos de raices (Shishkova et al., 2007). Adicionalmente, se demostrd
que en las cactaceas S. gummosus y P. pringlei el CQ no se establece o se establece
de manera transitoria durante el desarrollo postembrionario, respectivamente, aunque
en ambos casos el crecimiento de la raiz primaria es del tipo determinado; es decir, el
programa genético que conduce al agotamiento del RAM es independiente del
establecimiento del CQ, y cuando éste se establece pierde su identidad rapidamente,
de modo que en la etapa terminal del desarrollo no se distinguen células de CQ
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2003).

|.3 REGULACION GENETICA DE LA ACTIVIDAD DEL RAM

La actividad de las células meristematicas esta estrictamente regulada, siendo la
regulacion genética un componente importante en el mantenimiento y actividad del
meristemo. Gran parte del conocimiento que se tiene acerca de los mecanismos
moleculares que regulan el mantenimiento del RAM proviene de los experimentos que
se han realizado en la planta modelo A. thaliana. Los ensayos clasicos de mutagénesis
y escrutinio de mutantes, y la posterior caracterizacion de los genes responsables del
fenotipo de estas mutantes, han permitido identificar a algunos genes importantes en el
desarrollo de la raiz. En A. thaliana se han identificado tres vias de regulacion
preponderantes en el mantenimiento del meristemo: la via mediada por los factores de
transcripcion PLETHORA,; la via mediada por cofactores de transcripcion de la familia
GRAS; y la via mediada por WOX5-CLEA40.



1.3.1 Via PLT

La via mas importante de control y especificacion del RAM que se ha descrito
hasta ahora es aquella mediada por los factores de transcripcion PLETHORA (PLT), los
cuales son parcialmente redundantes. Las proteinas PLT pertenecen a la superfamilia
AP2/EREBP (Dietz et al., 2010), la cual es especifica de plantas y es también una de
las familias proteicas mas grandes descritas para estos organismos (Okamuro et al.,
1997). Las proteinas codificadas por los genes de la superfamilia AP2/EREBP se
distinguen por la presencia de uno o dos dominios AP2, el cual consiste en una
secuencia conservada de aproximadamente 60 aminoacidos (Jofuku et al., 1994). En el
brote, la proteina AP2 esta involucrada en el establecimiento de la identidad de los
meristemos florales (Krizek, 2011), mientras que algunas proteinas PLT participan en el
control de la filotaxis (Prasad et al.,, 2011). Aunque las funciones de los factores de
transcripcion AP2/EREBP son diversas, una gran parte de ellas estan relacionadas con
la regulacion de procesos del desarrollo (Riechmann and Meyerowitz, 1998). En la raiz,
los genes PLT son importantes para el establecimiento de la identidad de las células
meristematicas, incluyendo la especificacion de la identidad de las células del CQ e
iniciales (Aida et al., 2004). Los genes PLT1y PLT2 se expresan en el apice de la raiz
y son altamente redundantes, por lo cual las mutantes simples de pérdida de funcién de
estos genes no presentan un fenotipo marcadamente distinto al de las plantas del tipo
silvestre; sin embargo, las mutantes dobles pl/t1 plt2 conducen a un sistema radical muy
corto y ramificado compuesto por raices con crecimiento determinado (Aida et al.,
2004). Las mutantes triples plt1 plt2 plt3 no desarrollan raiz postembrionaria, y la
expresion ectdpica de los genes PLT1 o PLT2 conduce a la organogénesis de raices
en el brote, e incluso a la inhibicion de la formacién del SAM mediante el
establecimiento de un RAM, lo cual resulta en el desarrollo de una plantula con raices
en los dos apices y sin meristemo del brote (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007). Los
genes PLT se expresan en forma de gradiente como respuesta al establecimiento de
maximos locales de auxina. La expresion de los genes PLT1, PLT2, PLT3 y PLT4
(BBM), tanto a nivel de transcrito como a nivel de proteina, es maxima en el RAM, y
disminuye gradualmente hasta que en la zona de diferenciacion la expresion de estos

genes se abate casi completamente (Galinha et al., 2007; Mahonen et al., 2014). En
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nuestro grupo se han estudiado los niveles de expresion transcripcional de los genes
PLT en el apice de la raiz primaria de la cactacea P. pringlei en diferentes etapas del
crecimiento (Lépez-Valle, 2015). Los analisis preliminares de transcriptomica y de RT-
gPCR a partir de muestras del apice de la raiz primaria de P. pringlei sugieren que los
genes PpPLT disminuyen su expresion, aunque sin abatirla completamente, cuando las

células del apice de la raiz estan diferenciadas.

[.3.1 Via SHR y SCR
Los proteinas SHORTROOT (SHR) y SCARECROW (SCR) pertenecen a la

familia GRAS, la cual es especifica de plantas y se denomina asi debido al nombre de
los primeros genes de esta familia que se descubrieron: GIBBERELLIC ACID
INSENSITIVE (GAl), REPRESOR OF GA1 (RGA), y SCARECROW (SCR) (Bolle,
2004). Diversas proteinas que pertenecen a esta familia participan en diferentes
procesos del desarrollo de las plantas. SCR fue el primer miembro de la familia GRAS
en ser aislado (Di Laurenzio et al., 1996). Las mutantes de pérdida de funcién scry shr
de A. thaliana tienen la raiz primaria mas corta (Benfey et al., 1993; Sabatini et al.,
2003). En estas mutantes la identidad del CQ esta comprometida, por lo cual la raiz
crece durante un periodo breve y posteriormente el meristemo se agota (Benfey et al.,
1993; Sabatini et al., 2003). En la raiz de ambas mutantes se desarrolla una sola capa
en lugar de las capas que corresponderian a la epidermis y al cértex. Esta observacion
indica que las proteinas SCR y SHR se requieren para la divisiébn asimétrica que da
lugar a la endodermis y al cortex (Di Laurenzio et al., 1996; Helariutta et al., 2000). Las
células de la capa celular que se desarrolla en la mutante scr exhibe caracteristicas
tanto de la endodermis como del coértex (Di Laurenzio et al., 1996) mientras que las
células de ésta capa en la mutante shr presentan solo marcadores del cortex
(Helariutta et al., 2000). Estudios posteriores mostraron que aunque la proteina SHR se
sintetiza en las células del estele y se mueve hacia la endodermis, en donde induce la
transcripcion de SCR (Nakajima et al., 2001). El movimiento intercelular de SHR
requiere de su acumulacién en el citoplasma, sin embargo, no se trata de difusion

pasiva, sino que ocurre mediante la interacciéon con otras proteinas (Gallagher and
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Benfey, 2009; Long et al., 2015; Welch et al., 2007a). En el nucleo, SHR actua como
cofactor transcripcional e induce la expresion de SCR, lo cual a su vez refuerza la
traslocacion de SHR hacia el nucleo, estableciendo un ciclo de retroalimentacién
positiva que secuestra a SHR e impide su difusion mas alla de la endodermis (Cui et
al., 2007). Aunque inicialmente se consider6c a SHR y SCR como factores
transcripcionales, no existia evidencia solida de la union directa de estas proteinas al
DNA y tampoco se conocian las secuencias cortas del DNA, o cajas, que funcionaban
como sitios de unién para SHR-SCR. Recientemente, los estudios realizados a partir de
la cristalografia de complejos multiproteicos y de interaccion proteina-proteina in vivo,
demostraron que el dimero SCR-SHR interacciona con los dedos de zinc de JACKDAW
(JKD) y que es esta proteina la que interacciona de manera directa con el DNA (Hirano
et al., 2017). JKD puede ademas interaccionar con los mondmeros de SCR o SHR, de
modo que la actividad de JKD esta regulada de manera dependiente del contexto
celular (Long et al., 2017). Asi, el dimero SHR-JKD es importante en el mantenimiento
del CQ mientras que el dimero SCR-JKD es importante en la regulacién de la identidad
de las células de la endodermis (Long et al., 2017). Un interactor adicional en la via de
regulacion SCR-SHR es la proteina RETINOBLASTOMA-RELATED (RBR), la cual
regula de manera negativa a SCR (Cruz-Ramirez et al., 2012). Se ha demostrado que
RBR participa en la especificacién del tamano del meristemo, y en consecuencia de la
longitud de la raiz, al integrar las vias de regulacion de las fitohormonas auxina y
giberelina (Cruz-Ramirez et al., 2013; Perilli et al., 2013).

1.3.3 Via WOX5-CLEA40

La proteina WUSCHEL (WUS) se sintetiza en el centro organizador del SAM,
equivalente al CQ del RAM, y mantiene a las células iniciales en un estado
indiferenciado (Mayer et al., 1998). Debido a su papel preponderante en el
mantenimiento del SAM, se estudié la posible participacion de proteinas homoélogas de
WUS en el mantenimiento del RAM de Oryza sativa y A. thaliana (Kamiya et al., 2003;
Sarkar et al., 2007). De este modo, se identific6 a un homdlogo de WUS que se
expresa especificamente en las células del CQ del arroz (Kamiya et al., 2003), con lo

cual se sugiri6 que un mecanismo analogo al del mantenimiento del SAM podria operar



en la raiz. Por su parte, se demostré que en Arabidopsis el patron de expresion de
WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) en el RAM es comparable al de WUS
en el SAM y que su actividad es necesaria para mantener la identidad del CQ y el
estado indiferenciado de las células iniciales (Sarkar et al., 2007). En el brote, el
dominio de expresion de WUS es delimitado mediante una via de retroalimentacion
negativa que involucra a CLAVATA1 (CLV1), una proteina-cinasa de tipo receptor; al
coreceptor CLAVATA2 (CLV2), y al ligando peptidico CLAVATAS3 (CLV3) (Jeong et al.,
1999; Stone et al., 1998; Trotochaud et al., 2000). Dadas las similitudes en secuencia,
perfiles de expresiéon y aparente actividad entre WUS y WOX5, se buscaron a los
homodlogos de las proteinas CLV en la raiz. El péptido CLE40 (CLAVATASZ/ESR-
RELATED 40), homologo de CLV3, se expresa de manera especifica en la raiz, en
donde regula el dominio de expresion de WOX5 (Stahl et al., 2009). En esta via de
sefalizacion también interviene el receptor CRINKLY4 (ACR4) una proteina cinasa de
tipo receptor que se expresa en la columella. ACR4 se ha propuesto como un interactor
de CLE40 (Stahl and Simon, 2009). CLE40 tiene un papel dual al regular positivamente
la expresion de ACR4 y funcionar como ligando de este receptor; de esta forma se
inicia una cascada de sefializacién que restringe el dominio de expresion de WOXS. El
dominio de expresion de WOX$5 es también delimitado por la proteina REPRESSOR
OF WUSCHEL1 (ROW1), una proteina que reprime la expresiéon de WOX5 al unirse a

la histona 3 trimetilada en la lisina 4 (H3K4me3) en la regién promotora de WOX5.

. JUSTIFICACION

La prevalencia del crecimiento determinado de la raiz primaria de las cactaceas
(Dubrovsky, 1997; Dubrovsky and Gémez-Lomeli, 2003; Shishkova et al., 2008), asi
como de las raices laterales y de las raices regeneradas a partir de callo (Shishkova et
al., 2007), en adicidon a su ocurrencia de manera independiente de las condiciones de
cultivo (Dubrovsky, 1997), indica que el crecimiento determinado de la raiz primaria
mediante el agotamiento del RAM es un programa genético robusto. La raiz primaria de
la mayoria de especies de las cactaceas de la subfamilia Cactoideae (Shishkova et al.,

2013), entre ellas P. pringlei (Dubrovsky and Goémez-Lomeli, 2003), presenta
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crecimiento determinado de manera natural. Sin embargo, a pesar de los estudios que
se han realizado acerca de la ocurrencia del crecimiento determinado en la familia
Cactaceae, no se conoce la regulacion genética que subyace al agotamiento del RAM,
aun cuando la técnica de hibridacion sustractiva en Stenocereus gummosus permitio
identificar a algunos genes que se expresan diferencialmente en el apice de la raiz
primaria entre las plantulas con RAM activo y RAM agotado (Shishkova et al., 2013).

P. pringlei es una cactacea endémica del Desierto de Sonora cuya raiz primaria
detiene su crecimiento a los 7-10 dias después de la germinacion (d.d.g.) como
resultado del agotamiento del RAM, por lo cual esta especie resulta un buen modelo
para el estudio del agotamiento del meristemo pues permite la colecta de las muestras
en una ventana temporal mas amplia que el resto de las especies que se han estudiado
(Shishkova et al., 2013). El estudio de la regulacion genética del agotamiento del RAM,
al igual que otros procesos bioldgicos en los cactus, estuvo limitado debido a que no
existia un genoma de referencia para el estudio de los organismos de la familia
Cactaceae. Aunado a ésto, el numero de secuencias nucleotidicas provenientes de
cactaceas y disponibles publicamente era escaso. Esta situacion mejoré a partir del
segundo semestre de 2014, cuando la implementacion de esfuerzos colaborativos a
través del consorcio internacional OneKP (Matasci et al., 2014) resulté en la generacion
de una vasta cantidad de secuencias mediante RNAseq a partir de érganos aéreos de
tres especies de cactaceas (Yang et al., 2015), sin embargo, el uso de estos datos no
es totalmente libre y esta sujeto a la aprobacion del consorcio para evitar conflictos de
interés (Matasci et al., 2014).

Recientemente, la secuenciacion masiva de cDNA sintetizado a partir de mRNA
(RNAseq) se ha adoptado como una herramienta poderosa que permite estimar la
abundancia de los transcritos en una condicion, tejido, o estadio de desarrollo
especifico (Mortazavi et al., 2008). Ademas, cuando se comparan los datos obtenidos
mediante RNAseq de dos o0 mas muestras que difieren en alguna condicion, es posible
analizar los cambios en la expresion de los genes que estan involucrados en la
respuesta a tal circunstancia (Oshlack et al., 2010). El ensamblaje del transcriptoma a
partir de los datos obtenidos mediante la secuenciacion del RNA puede realizarse de

novo, es decir, no requiere del conocimiento previo del genoma o del transcriptoma de
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la especie que se estudia (Grabherr et al., 2011). En el caso de las plantas, la
secuenciacion del transcriptoma mediante RNAseq se ha utilizado con fines diversos,
tales como el estudio de la presidén de seleccion durante la evolucion de las especies
(Koenig et al., 2013), la identificacion de genes nuevos y eventos de “splicing”
alternativo (lorizzo et al., 2011) y el estudio del desarrollo de 6rganos especificos
(Zenoni et al., 2010). De este modo, es posible explorar los mecanismos de regulacion
genética del agotamiento del RAM de la raiz primaria de las cactaceas a partir de la
secuenciacion y del ensamblaje de novo del transcriptoma del apice de la raiz en
diferentes etapas del desarrollo; al mismo tiempo, esta informacién permitira explorar la
conservacion de los mecanismos regulatorios del desarrollo de la raiz de las plantas

angiospermas.

lll. OBJETIVOS

Objetivo general
Explorar la regulacién genética del agotamiento del meristemo apical de la raiz de las

cactaceas al utilizar como modelo de estudio a Pachycereus pringlei.

Objetivos particulares

a) Ensamblar de novo el transcriptoma del apice de la raiz primaria de P.
pringlei en las etapas Inicial, Intermedia y Terminal del desarrollo.

b) Anotar funcionalmente a los transcritos ensamblados.

c) Cuantificar los niveles de abundancia, por etapa, de los transcritos
ensamblados e identificar a aquellos que se expresan de manera
diferencial.

d) Integrar a algunos de los transcritos ensamblados en una red de
regulacion transcripcional.

e) Explorar la existencia de reguladores transcripcionales no descritos de
los programas genéticos del agotamiento o mantenimiento del

meristemo apical de la raiz.
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f) Validar abundancia de transcritos selectos al cuantificar su expresion
relativa mediante RT-qPCR.

g) Realizar analisis comparativos de transcriptomica entre los datos
generados para P. pringlei y los datos de secuenciacion y de

microarreglos que se han obtenido para otras especies vegetales.

IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1 OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Las semillas de P. pringlei que se utilizaron en este trabajo fueron donadas por
el Dr. Francisco Molina-Fraener y el Q. B. José F. Martinez Rodriguez (Instituto de
Ecologia, Unidad Hermosillo; UNAM). Estas semillas fueron colectadas en diferentes
localidades del Desierto de Sonora durante el julio de 2014 alrededor de Bahia de
Kino (28.831476,-111.803929). La pulpa y las semillas de los frutos y se esparcio
sobre hojas de papel para ser enviadas a Cuernavaca durante el mismo mes. Al ser
recibidas, la pulpa se dejd secar para evitar la contaminacion por hongos;
posteriormente las semilla se limpiaron al eliminar la pulpa y se almacenaron a
temperatura ambiente hasta su uso. Las semillas se esterilizaron por 20 minutos en la
solucién SuperKill (cloro comercial 60%, Triton-X 0.08%), se lavaron 4 veces por 10
minutos en agua destilada esteril y se germinaron en cajas de Petri con medio LS
0.2x, 0.8% Bacto Agar, sin sacarosa. Las plantas se cultivaron en cajas de Petri en
posicion vertical en una camara de crecimiento a 28°C con un fotoperiodo de 12 h luz /
12 h oscuridad e intensidad luminosa de 80 umol m?s™". Se colectaron muestras de 1
mm del apice de la raiz primaria de P. pringlei en tres etapas de desarrollo: de 1-4
d.d.g., en la etapa inicial (IN), cuando el RAM esta presente y activo; de 5-6 d.d.g, en
la etapa intermedia (IT), cuando el RAM sigue presente pero es mas pequefo, puesto
que la zona de diferenciacion se aproxima al apice de la raiz primaria; y de 9-13 d.d.g.,
en la etapa terminal (TR), cuando todas las células del apice de la raiz estan
completamente diferenciadas. Se colectaron aproximadamente 350, 450 y 600 apices
para las muestras de las etapas IN, IT y TR, respectivamente; cada una de las cuales

se colectd por duplicado para RNAseq y por triplicado para qRT-PCR. Las muestras
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se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se mantuvieron a -70°C hasta la
extraccion del RNA. Hacia la conclusion de este trabajo se colectaron frutos en
diferentes sitios alrededor de Bahia de Kino (28.831476,-111.803929) y Guaymas
(27.989451,-110.838980) durante junio del 2017.

IV.2 RNAseq Y ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA DE
Pachycereus pringlei

El RNA total se extrajo mediante el método de TRIzol (Invitrogen) de acuerdo
con el protocolo del fabricante a partir del apice de la raiz primaria de P. pringlei. La
preparacion de bibliotecas y la secuenciacion en la plataforma lllumina Hi-Seq 2000 se
realizd en el Beijing Genomics Institute (BGl Tech, Hong Kong) en el formato de
lecturas apareadas (paired-end) de 100 nucledtidos de longitud (2x100). Se analizé la
calidad de las lecturas mediante el software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) y el paquete CLC Genomics
Workbench (CLC, a Qiagen Company). Las lecturas se procesaron de la siguiente
manera: los primeros 13 nucledtidos del extremo 5 se removieron; cuando las dos
lecturas provenientes del mismo fragmento sobrelapaban en sus extremos, estas
lecturas se fusionaron. Las regiones de baja calidad y los adaptadores de
secuenciacion también fueron removidos. Las lecturas que después de los pasos
descritos tuvieron una longitud menor a 40 nt se descartaron. El total de las lecturas
fusionadas y apareadas se utilizé para realizar el ensamblaje del transcriptoma. El
transcriptoma de la punta de la raiz primaria de P. pringlei se ensambl6 con el software
CLC Genomics Workbench al utilizar la herramienta de ensamblaje de novo, la cual
reconstruye contigs a partir de la generacion de graficas de de Bruijn. Se realizaron
diferentes ensamblajes al variar los parametros de tamafio de palabra (“word size”) y
de burbuja (“bubble size”) y a partir de ellos se escogidé al ensamblaje con mejores
valores de N50 y menor redundancia en el mapeo de lecturas. Las lecturas no
mapeadas durante el ensamblaje del transcriptoma se sometieron a una nueva ronda
de ensamblaje bajo los mismos parametros de tamafio de palabra y de burbuja. Los

contigs ensamblados en ambas rondas se almacenaron como un solo set de datos y
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aquellos contigs cuya longitud fue >3 kb se extendieron al utilizar el médulo “Genome
Finishing” de CLC Genomics Workbench.

IV.3 ANOTACION DEL TRANSCRIPTOMA

Los contigs que se ensamblaron, en lo subsecuente referidos como transcritos,
se tradujeron a las secuencias de aminoacidos en los seis marcos de lectura posibles.
Las secuencias de aminoacidos predichas se utilizaron como sonda para identificar
mediante tBLASTx al homologo mas cercano en la base de datos RefSeq de plantas
dicotiledéneas, la cual esta contenida en el servidor del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/). El mejor hit de la busqueda mediante tBlastx se
utilizé para anotar las ontologias génicas (funcion molecular, localizacién subcelular,
proceso biolégico) mediante Blast2GO (Conesa et al., 2005). Se utilizaron ademas las
bases de datos InterPro Scan (Quevillon et al., 2005) y el servidor KAAS (Kegg
Automated Annotation Service, Moriya et al., 2007) de la Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes.

IV.4 ANALISIS DE EXPRESION DIFERENCIAL

Se realizé la cuantificacion de la expresion virtual (abundancia) de los transcritos
mediante el conteo de lecturas mapeadas y su normalizacién al utilizar el método de
RPKMs (Mortazavi et al., 2008). Los valores crudos se utilizaron en una prueba de
deteccion empirica de expresion diferencial (EDGE test; Robinson et al., 2010), en la
cual consideramos como expresados diferencialmente aquellos transcritos cuya
abundancia cambia al menos dos veces entre las diferentes etapas y cuyo p-value fue
menor a 0.005 después de la correccién de falsos positivos (“FDR corrected p-value”).
Se generd una lista de los transcritos que se expresan diferencialmente. Estos
transcritos fueron agrupados mediante el método de k-mean clustering (Lloyd, 1982). El
numero de particiones (k) que se utilizd para el analisis se definié a partir de la regla
empirica k=\[n/2], con n = nimero de transcritos expresados diferencialmente. Los

conglomerados (o0 clusters) que se generaron se utilizaron para identificar a las
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categorias de proceso bioldgico enriquecidas en cada conglomerado mediante un

analisis hipergeométrico (Falcon and Gentleman, 2007).

IV.5 VALIDACION DEL RNAseq MEDIANTE RT-qPCR

El RNA total se extrajo con TRIzol, se traté con DNAsa y se limpié con el kit
RNeasy Micro (Qiagen). Se sintetizé la primera cadena de DNA complementario al
utilizar a la retrotranscriptasa Superscript |l y oligos dT de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Thermo Fischer). Los ensayos de RT-qPCR se realizaron en un
termociclador LightCycler Nano (Roche, Basel, Suiza). Se utilizé SybrGreen (Thermo
Fischer Scientific) como sonda fluorescente en reacciones de amplificacion con 50 ng
de cDNA como templado. Los valores de Cq se utilizaron para calcular la abundancia
relativa de cada transcrito al normalizar con multiples genes de referencia. Los genes
de referencia, o normalizadores, que se utilizaron en este trabajo se seleccionaron con
base en las secuencias de los genes de referencia propuestos para A. thaliana
(Czechowski, 2005). La extraccion del RNA para los ensayos de RT-gPCR se realizd
con el apoyo técnico de la M. en C. Selene Napsucialy Mendivil, y los ensayos de RT-
gPCR con el apoyo técnico del Dr. Pedro E. Lazaro Mixteco y la M. en C. Mayra L.

Lopez-Valle.

IV.6 TRANSCRIPTOMICA COMPARATIVA Y REDES DE REGULACION
TRANSCRIPCIONAL

Los valores de abundancia que se obtuvieron a partir del transcriptoma de la
punta de la raiz de P. pringlei se compararon con los valores de expresion de sus
probables ortologos en otras especies vegetales, especificamente con A. thaliana,
Cucumis sativus, Glycine max, Oryza sativa, Solanum lycopersicum y Zea mays. Se
utilizaron los valores de expresidn que se obtuvieron a partir de la secuenciacién del
transcriptoma de las tres zonas longitudinales de la raiz (Huang and Schiefelbein,
2015), asi como de microarreglos de A. thaliana a los cuales se accedi6 a través del
portal eFP Browser de la Universidad de Toronto (Winter et al., 2007). Adicionalmente
se utilizaron las secuencias de los unigenes ensamblados para el transcriptoma de la

raiz y el brote de Lophophora williamsii (Ibarra-Laclette et al., 2015). Se generd una

15



lista de genes mediante “literature mining” de genes reportados como reguladores
importantes del desarrollo de la raiz de A. thaliana. Estos genes y sus reguladores, asi
como sus primeros vecinos se descargaron, junto con sus interacciones, del mapa de
regulacion de A. thaliana (Jin et al., 2015). Los ortdlogos putativos en P. pringlei de
estos genes fueron identificados mediante la técnica de mejor hit bidireccional (BBH)
entre P. pringlei y A. thaliana para cada secuencia, o como hit unidireccional cuando la
estrategia de BBH no fue exitosa. Los contigs se consideraron ortdlogos putativos
cuando la cobertura del BLAST fue mayor al 40%, el e-value fue menor a 1x107° y
cuando los dominios de la secuencia que se utilizé como sonda estuvieron presentes
en la secuencia que se obtuvo como resultado. La presencia de los dominios se verifico
con la base de datos SuperFamily (Wilson et al., 2009). A partir de esta informacién se
infirid una red de regulacion transcripcional para P. pringlei. Se prepard una tabla de
interacciones y una tabla de propiedades, las cuales fueron cargadas y visualizadas en

el programa Cytoscape v3.2.1.(Shannon et al., 2003).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 OBTENCION DE MATERIAL BIOLOGICO
En este trabajo se utilizaron semillas de 13 frutos de P. pringlei (Tabla 1),

las cuales provienen de diferentes individuos que crecen en la region de Bahia de Kino,
en el Desierto de Sonora. Las semillas de cada fruto se almacenaron en sobres
independientes y se estimd el numero aproximado de semillas al considerar que 100

semillas tienen un peso de 0.55+0.06 g.

Tabla I. Lote (2014) de semillas de Pachycereus pringlei.

Fruto Color de pulpa Peso (g) No. aprox. de

semillas
1 Blanca 27.19 4,900
2 Roja 4.28* 780*
3 Roja 21.62 3,900
4 Morada 13.28 2,400
5 Blanca 5.62 1,000
6 Blanca 7.74 1,400
7 Roja 104 1,800
8 Roja 24.97 4,500
9 Roja 9.77 1,700
10 Morada 25.5 4,600
11 Roja 20.16 3,600
12 Morada 24.29 4,400
13 Roja 17.63 3,200

* 50% de las semillas que se recibieron de este fruto se utilizaron antes de realizar la estimacién del

numero de semillas.

Para colectar los apices y asignarlos a la muestra correcta, cada raiz se observé
con un estereoscopio para corroborar mediante inspeccion visual la etapa de
crecimiento en la cual se encontraban al momento de la colecta (Fig. 2). Los apices de
la raiz primaria en la etapa IN del desarrollo se colectaron entre los dias 1-4 d.d.g, en
esta etapa la zona de diferenciacion, identificada debido a la presencia de los pelos
radicales, esta alejada del apice. El apice de las raices en la etapa IT se colectd entre
los 5-6 d.d.g.; esta etapa se distinguié debido a que los pelos radicales se acercan mas
a la punta de la raiz, aunque no la cubren totalmente. Finalmente, la etapa TR se

colect6 entre los 9-13 d.d.g., y se distinguié porque los pelos radicales cubren a todo el
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apice de la raiz primaria. Los apices de la raiz primaria se colectaron de manera
independiente para dos réplicas biologicas de las etapas IN, IT y TR, en las cuales se

incluyeron 350, 450 y 600 apices por réplica, respectivamente.

Figura 2. Etapas del desarrollo de la raiz primaria de Pachycereus pringlei. A) Etapa inicial, el meristemo
apical de la raiz (RAM) esta presente y activo; B) etapa intermedia, el RAM esta presente pero es mas
pequefio y la zona de diferenciacion, visualizada por la formacion de pelos radicales, esta mas préxima
al apice aunque sin cubrirlo totalmente; C) etapa terminal, todas las células del apice de la raiz,

incluyendo a aquellas que formaban al RAM, estan diferenciadas. Barra = 1 mm.

El RNA que se extrajo a partir de cada muestra fue caracterizado
espectrofotometricamente y se envié al BGI — Hong Kong para la construccion y
secuenciacion de bibliotecas de RNAseq. Las muestras de RNA tuvieron baja
contaminacién con proteinas, como se aprecia a partir de los valores cercanos a dos al
calcular la relacion entre las absorbencias a 260 y 280 nm (Tabla Il). Por otro lado,
aunque la relacion Agso/Az30 parece bajo, lo cual indicaria contaminacion con
polisacaridos o polifenoles, este valor es aceptable de acuerdo con lo reportado como
minimo deseable para la preparacién de bibliotecas de secuenciacion (Johnson et al.,
2012), sobre todo al considerar que la contaminacion por polisacaridos o polifenoles es
un problema comun al trabajar con plantas que llevan a cabo el metabolismo acido de
las crasulaceas (Gehrig et al., 2000). Para inferir la integridad del RNA se utilizaron dos

parametros, la relacion entre la concentracién de los rRNA 28S/18S y el Numero de
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Integridad del RNA (RIN, por sus siglas en inglés). Aunque el valor de rRNA 28S/18S
que se obtuvo para cada muestra fue mayor a 1.5, no es el valor 6ptimo, el cual
tradicionalmente se espera igual o muy cercano a dos. Sin embargo, las revisiones
sistematicas de correlacion de este parametro con la integridad del RNA han revelado
que éste no es el mejor indicador debido a la inestabilidad del rRNA 28S y a la
formacion de diferentes estructuras secundarias ribonucleares, lo cual no permite hacer
una correlacion lineal entre el valor 28S/18S y la degradacion de RNA en la muestra
(Imbeaud et al., 2005). El desarrollo de la electroforesis en capilar asistida por la
tecnologia de microfluidos ha permitido proponer al RIN (Schroeder et al., 2006) como
una métrica alternativa a la relacion de rRNA 28S/18S. El RIN es un parametro
numeérico con valores del 1 al 10, con el cual se califica a las muestras desde
totalmente degradadas hasta intactas, respectivamente. De acuerdo con las
mediciones realizadas, la muestra TR 1 es la que tiene el RIN mas bajo, con un valor
de 8.3 (Fig. 3). Sin embargo, se conoce que para las plantas el parametro RIN
subestima la integridad de las extracciones de RNA por uno o dos puntos (Takahashi et
al., 2010). De este modo, podemos asumir que las muestras del RNA que obtuvimos no

presentan evidencias significativas de degradacion.

Tabla Il. Caracterizacién espectrofotométrica del RNA de Pachycerus pringlei que se

extrajo a partir de los apices de la raiz primaria en tres etapas de desarrollo.

INICIAL (IN)  INTERMEDIA (IT) TERMINAL (TR)

1 2 1 2 1 2
RNA (ng/uL) 495 813 813 957 1200 843
Absorbencia 260/280  2.09  2.09 2.11 211 2.10 2.12
Absorbencia 260/230  1.63 152 193 142 137 1.22
28S/18S 140  1.60 170 160 1.50 1.60

RIN 880  9.30 960 950  8.30 9.00
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Figura 3. Evaluacion de la integridad del RNA que se extrajo a partir de las muestras de apices de la raiz
primaria de Pachycereus pringlei en tres etapas del desarrollo. Se incluyeron dos réplicas biolégicas para
cada etapa: inicial, intermedia y terminal. La estimacién de integridad se realizé por el BGl mediante la

determinacion de la relacion 28S/18S y del valor RIN al utilizar el equipo Agilent 2100 ®.
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V.2 SECUENCIACION Y ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA
V.2.1 Secuenciacién del transcriptoma

La preparacion de las bibliotecas para RNAseq, asi como la secuenciacion de
las mismas, fue llevada a cabo por el BGIl-Hong Kong al utilizar el protocolo de
enriquecimiento de mMmRNA por seleccion positiva de RNAs poliadenilados. Los
fragmentos de cDNA sintetizados a partir del mRNA del apice de la raiz primaria de P.
pringlei se secuenciaron a partir de sus dos extremos; es decir, en el formato de
lecturas apareadas, durante 100 ciclos, con un tamafio promedio de inserto de 160
nucleotidos aproximadamente. Como resultado de la secuenciacion se obtuvieron
aproximadamente 280 millones de lecturas para las 6 muestras, con 46.5 millones de
lecturas en promedio por muestra (Anexo 1). La calidad de las lecturas se analiz6 con
el software FastQC. En la figura 4 se presentan los resultados de este analisis para las
lecturas de la muestra IN 1, los cuales son representativos de los resultados que se
obtuvieron para el resto de las muestras. Los resultados del analisis de calidad para

todas las muestras se reportan en el Anexo 2.

De acuerdo con los resultados de calidad de las lecturas (Fig. 4), es necesario
realizar el “trimming” o rasurado de los primeros ~13 nucledtidos, pues la frecuencia de
las bases en estas posiciones se desvia del comportamiento esperado (figura 4C, D;
Anexo 2D), ademas de tener scores Phred, o de calidad, mas bajos en estas regiones.
Adicionalmente, hacia los extremos 5’ y 3’ de las lecturas se observa un incremento de
heptameros, es decir, en estas regiones existe una sobre-representacion de
secuencias cortas de 7 nucledtidos hacia los extremos de las lecturas (Anexo 2E). Es
probable que estas secuencias corespondan a los adaptadores que se utilizaron
durante la preparacion de las bibliotecas de RNAseq, por lo cual se realizé la busqueda
y remocion de secuencias adaptadoras utilizadas por la compaiia lllumina.
Adicionalmente se evalud si las dos secuencias que componen a un par proveniente
del mismo fragmento se sobrelapan en sus extremos; cuando éste fue el caso, ambas
lecturas se fusionaron para obtener un solo fragmento con valores Phred mas altos, es
decir, con probabilidades bajas de resolucion incorrecta de bases. Del total de lecturas

preprocesadas, 88 millones de pares fueron fusionadas en lecturas sencillas mientras
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que 79 millones de pares no sobrelaparon en sus extremos. Una vez que se fusionaron
las lecturas sobrelapantes, se realizé un rasurado o trimming adicional al remover a las
bases no resueltas y a las bases ambiguas. Posteriormente, se descartdé a aquellas
lecturas que después de los filtros descritos fueron menores a 40 nucledtidos de
longitud. El analisis de calidad de las lecturas después de haber sido procesadas
mostré que las posiciones y lecturas de baja calidad se removieron de manera eficiente
(Fig. 5). Las lecturas apareadas y fusionadas que cumplieron con los filtros de calidad

descritos se utilizaron como datos de entrada para el ensamblaje contigs.

Figura 4. Evaluacién de la calidad de las lecturas que se obtuvieron para la muestra Inicial 1. A: PHRED
score por base; B: PHRED score por secuencia; C: Frecuencia de bases por posicion; D: Contenido de
GC por secuencia.
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Figura 5. Analisis de calidad para las lecturas crudas (izquierda) y las lecturas procesadas cuando éstas
quedan en pares (columna central) o cuando se fusionaron debido al traslape de sus extremos
(derecha).
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V.2.2 Ensamblaje del transcriptoma

El transcriptoma se ensamblé al utilizar el médulo Legacy del software CLC
Genomics Workbench 7.5.1. Se realizaron diferentes ensamblajes al utilizar distintas
combinaciones de los parametros “tamafo de palabra” y “tamafio de burbuja”. Una
explicacion detallada de estos parametros se encuentra en el Anexo 3. Los valores que
se utilizaron para tamafo de palabra estuvieron en el intervalo de 50 a 64 y para
tamafo de burbuja en el intervalo de 100 a 400. El tamafio minimo aceptable para los
contigs ensamblados se definié en 400 nt. Se escogié como mejor ensamblaje a aquel
que maximizo al numero de lecturas mapeadas en pares y el tamano promedio de los
contigs ensamblados, ademas de reducir la proporcion de lecturas con mapeo
ambiguo. Durante la construccion de los contigs, las lecturas se mapearon sobre los
contigs generados y las lecturas no mapeadas se guardaron como un subconjunto
independiente. En la primera ronda de ensamblaje se obtuvieron 46,311 contigs.
Debido a que P. pringlei es una especie tetraploide (Murawski et al., 1994), se realizd
un ensamblaje adicional al utilizar al subconjunto de lecturas que no mapearon sobre
los contigs durante la construccion de las graficas de de Bruijn en el ensamblaje del
transcriptoma. Este segundo ensamblaje se realiz6 bajo los mismos parametros de
tamano de burbuja y de palabra que el primer ensamblaje con el fin de recuperar
secuencias redundantes o altamente similares, las cuales se esperan a partir de
familias génicas muy grandes y variantes alélicas. Los contigs que se obtuvieron a
partir de estas dos rondas de ensamblaje se guardaron como un solo set de datos. Los
contigs mayores a 3 kb se extendieron al utilizar el médulo “genome finishing” de CLC-
GW. Con esta estrategia se obtuvieron 49,045 contigs en total (Tabla Ill, columna
derecha). En las secciones subsecuentes los contigs seran referidos como transcritos.
El transcriptoma que se ensambld para el apice de la raiz primaria de P. pringlei
representa un aumento significativo en el numero de secuencias nucleotidicas
provenientes de la familia Cactaceae. Hasta la generacién de este transcriptoma, las
bases de datos de acceso publico tales como GenBank incluian sélo subsecuencias
generadas a partir de bibliotecas de cDNA (ESTs, expressed sequence tags; Mallona et
al., 2011), o algunos transcriptomas con valores de N50 mas bajos para explorar las

rutas de sintesis de metabolitos tales como la mezcalina (Ibarra-Laclette et al., 2015) o
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las betalainas (Qingzhu et al., 2016). Aunque al comparar el numero de secuencias
ensambladas para el transcriptoma de L. williamsii (Ibarra-Laclette et al., 2015) y el de
P. pringlei generado en este trabajo se aprecia que ambos contienen un numero similar
de transcritos, el tamafo promedio de los transcritos reconstruidos de P. pringlei es
aproximadamente dos veces mayor que el de los transcritos ensamblados para L.
williamsii (Tabla 1ll). Esto es particularmente evidente al comparar la longitud del
transcrito mas grande ensamblado para ambos transcriptomas; por ejemplo, en el
transcriptoma de L. williamsii el tamafio del contig mas largo es de 4,170 nt, mientras
que en P. pringlei es de 14,583; similar a lo esperado para el transcrito del gen BIG de
A. thaliana (AT3G02260; 15,294 bp), el cual se traduce en la proteina de mayor tamafio

conocida en las especies vegetales.

Tabla Ill. Comparacion del transcriptoma ensamblado para Lophophora

williamsii* y Pachycereus pringlei.

Lophophora williamsii Pachycereus pringlei
5 Plataforma GS (FLX, Junior) y PGM lllumina HiSeq
'g Formato de lectura Single End Paired End
% Lecturas totales 6x10° 280x10°
Z Tamarnio de lecturas 50-150 nt 100 (x2) nt
Transcritos ensamblados 40,436 49,045
§ Transcrito mas corto 200 nt 400 nt
§ Transcrito mas largo 4170 nt 14,583 nt
L5 Longitud de transcrito (promedio) 572 nt 1081 nt
Longitud de transcrito (mediana) 454 nt 728 nt

* Datos tomados de (Ibarra-Laclette et al., 2015)

V.3 ANOTACION FUNCIONAL DE LOS TRANSCRITOS.

Para cada uno de los contigs que se ensamblaron se realizé la identificacion de los

posibles marcos abiertos de lectura (ORF) para identificar a la region codificante (CDS)

25



y a las regiones no traducidas (UTRs) de cada transcrito. A partir del ORF mas largo se
tradujo la secuencia de la proteina codificada por cada contig y ésta se utiliz6 como
sonda para realizar la anotacion funcional, la cual consistidé en una busqueda mediante
la herramienta BlastX del NCBI para identificar a los homologos de los contigs en la
base de datos RefSeq de plantas dicotiledéneas. El mejor resultado, o “hit”, de la
busqueda se utilizo para recuperar las diferentes Ontologias Génicas (“Gene
Ontologies”: Localizacién subcelular, Funcion Molecular y Proceso Bioldgico) al utilizar
el plug-in Blast2GO PRO del software CLC Genomics Workbench. La especie de
referencia a partir de la cual se obtuvo el mayor numero de resultados para la
anotacion con ontologias génicas fue Beta vulgaris (Fig. 6). Esta especie de la familia
Amaranthaceae fue la unica del érden Caryophyllales, mismo orden al que pertenece la
familia Cactaceae, incluida en la base de datos RefSeq del NCBI al momento de
realizar la anotacién. La herramienta B2GO permitié anotar 15,958 transcritos con al
menos una ontologia génica; de éstos, aproximadamente 6,300 contigs fueron

anotados con las tres categorias GO (Fig. 7).

Figura 6. Especies de referencia contenidas en RefSeq a partir de las cuales se obtuvieron las
secuencias mas similares a los transcritos de Pachycereus pringlei durante la busqueda de homdlogos

para la anotacion de ontologias génicas.
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Adicionalmente se anotd a los contigs mediante el método InterPro Scan (Quevillon
et al., 2005), el cual identifica firmas de proteinas para asignar anotaciones de acuerdo
con diversas bases de datos de acceso publico. InterPro Scan permitié anotar 27,333
contigs. Una tercera anotacion se realizo al utilizar el método KAAS (KEGG Automated
Annotation Service; Moriya et al., 2007) de la “Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes”. La anotacién con KAAS permitio el mapeo de 10,294 contigs en rutas
metabdlicas, incluyendo la reconstruccion completa de las rutas de metabolismo
central, sefalizaciéon por fitohormonas; replicacion de DNA eucaridtico; factores de
transcripcion basales; sintesis, supervision (“surveillance”) y degradacion de mRNA;
ribogénesis y procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico, entre otros
(Anexo 4). Con los tres métodos mencionados se logré anotar alrededor de 31,200
contigs (Fig. 7), lo cual corresponde al 63.75% del total de contigs ensamblados; entre
estos se encuentran algunos anotados como “proteinas hipotéticas” o “proteinas
expresadas”. Aproximadamente 17,700 contigs no lograron anotarse mediante
Blast2GO, InterProScan o KEGG. Debido a que la anotacion de nuevas secuencias
depende en esencia de las anotaciones generadas para organismos modelo, en
general un porcentaje significativo de secuencias no pueden anotarse o se anotan
como proteinas predichas o no caracterizadas. Adicionalmente las secuencias de RNA
que carecen de ORF, tales como los RNAs largos no codificantes o los precursores de
microRNAs, entre otros, presentan tasas de evolucién mas altas y por lo tanto menos
conservacion entre especies (Johnsson et al., 2014; Meunier et al., 2013). De esta
forma el procentaje de secuencias no anotadas, o con anotaciones de baja calidad, es
directamente proporcional a la distancia evolutiva entre el organismos en estudio y el

organismo filogenéticamente mas cercano con un genoma bien anotado.
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Figura 7. Anotacion funcional de los transcritos de Pachycereus pringlei contenidos en el transcriptoma
del apice de la raiz primaria. (A) Niumero de contigs o transcritos ensamblados que se anotaron en este
trabajo; (B) transcritos anotados por ontologia génica; (C) subcategorias mas representadas en el

transcriptoma por cada ontologia génica.
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V.4 CARACTERIZACION DEL TRANSCRIPTOMA DEL APICE DE LA
RAIZ PRIMARIA DE Pachycereus pringlei

Los contigs que se ensamblaron se utilizaron como secuencias de referencia
para mapear las lecturas de cada etapa y cuantificar la abundancia relativa de cada
transcrito en las diferentes etapas del crecimiento de la raiz primaria de P. pringlei. Se
conto el numero total de lecturas que mapearon sobre cada transcrito y este numero se
normalizé mediante el método de lecturas por kilobase por millon de lecturas mapeadas
(RPKMs; Reads Per Kilobase per Million Mapped Reads, Mortazavi et al., 2008) para
compensar los posibles sesgos que surgen debido a la variacién en el tamano de las
bibliotecas o0 a la variacion de tamafo entre los diferentes transcritos. Se estimoé la
variabilidad de los niveles de expresion de los transcritos entre cada par de réplicas
biolégicas al visualizar a los valores de RPKM de cada transcrito en una grafica de
dispersion (Fig. 8). Como se espera, la dispersion de los valores de RPKM entre las
réplicas biolégicas de cada etapa puede ajustarse a una diagonal de identidad. El factor
de correlacion r para cada par de réplicas se encuentra en un intervalo de 0.92-0.98,
siendo las réplicas de la etapa IN las que tienen menor indice de correlacion y las de la
etapa IT las réplicas con la correlacion mas alta. Esta observacién indica que las
réplicas biologicas de la etapa IT presentan la menor variabilidad en los niveles de
expresion de los transcritos ensamblados, mientras que las de la etapa IN presentan la

mayor variabilidad.
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Figura 8. Variabilidad entre las réplicas biolégicas de las muestras Inicial (A), Intermedia (B) y Terminal

(C) del crecimiento de la raiz primaria de Pachycerus pringlei.
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Adicionalmente se utilizd a los valores de RPKM para realizar un analisis de
componente principal (PCA) para estimar el numero y peso de los factores mas
importantes de variabilidad entre las diferentes muestras. La grafica de Scree (Fig. 9;
Cattell, 1966) muestra que la mayor parte de la variabilidad de las muestras se puede
atribuir a dos componentes principales, los cuales en su conjunto representan una
varianza acumulada del 96.2%. Las proyecciones ortogonales de los dos componentes
principales se graficaron para estimar las distancias relativas entre las réplicas
biologicas de cada etapa y entre las diferentes etapas. En general, se observa que las
dos réplicas bioldgicas que corresponden a la misma etapa se agrupan con su pary se
distinguen de las muestras de otras etapas (Fig. 10); sin embargo, esto no ocurre para
una de las réplicas de la etapa IN, la cual se posiciona entre su par bioldgico y las
muestras de la etapa IT (Fig. 10). Las muestras de la etapa TR se agrupan de manera
distante a las muestras de las etapas IN e IT; esto se debe, probablemente, a que en la
etapa TR del desarrollo de la raiz primaria todas las células del apice de la raiz,
incluyendo a aquellas que componian al RAM, estan diferenciadas; mientras que las
muestras de las etapas IN e IT incluyen tanto a células meristematicas como a células
de la zona de elongacion, aunque estas dos poblaciones estan en diferente proporcion
en cada etapa.Las muestras de la etapa IT son las que exhiben menor variabilidad,
como se aprecia debido a la cercania de los puntos de las réplicas biolégicas IT 1y 2,
lo cual es congruente también con el valor de correlacion r obtenido a partir del ajuste
de la dispersion de los RPKMs a una recta (Fig. 8). De acuerdo con lo observado en la
grafica de PCA, las muestras de la etapa IN son las que presentan la mayor
variabilidad. Esto se podria explicar al considerar que las muestras de apices de la raiz
primaria colectadas para la etapa IN constituyen a la muestra mas heterogénea, pues
fueron obtenidas a partir de plantulas de entre 1 y 4 d.d.g. La separaciéon de las
muestras de acuerdo con la etapa de desarrollo de la raiz primaria sugiere que la
variabilidad observada entre las muestras de las distintas etapas se debe al estadio de
desarrollo, y apunta a la existencia de programas transcripcionales particulares y

especificos de cada etapa durante el desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei.
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Figura 9. Grafica de Scree de los componentes principales estimados para las muestras utilizadas en
este estudio. La mayor parte de la variabilidad observada entre las muestras se atribuye a los dos

primeros componentes, cuya varianza acumulada de es del 96.2%.

Figura 10. Analisis de componente principal para las muestras que provienen de apices de raices en
distintas etapas del desarrollo de la raiz primaria de Pachycereus pringlei y de las tres zonas
longitudinales de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana. Los datos crudos de A. thaliana fueron
obtenidos de Huang y Schiefelbein (2015), procesados y mapeados al genoma de referencia
correspondiente. Los ejes son adimensionales (covarianza(A, B)/[d.s.(A)*d.s.(B)].
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Para analizar si el estado transcripcional de las células del apice de la raiz
primaria de P. pringlei en la etapa IN, IT y TR, es comparable al estado transcripcional
de las células de la zona meristematica, de elongacion y de diferenciacion de la raiz
primaria de A. thaliana, respectivamente, se utilizaron los datos de RNAseq generados
por Huang y Schiefelbein (2015). Las lecturas crudas que se generaron para cada zona
longitudinal de la raiz primaria de A. thaliana se descargaron y se procesaron como se
describié para las lecturas que generamos para P. pringlei. Una vez procesadas, las
lecturas se mapearon al genoma de referencia de A. thaliana (Lamesch et al., 2012), se
estimo la abundancia relativa de cada transcrito en las diferentes zonas y se utilizé a
los valores de RPKM para realizar un analisis de PCA a partir de ellos. Los resultados
que se obtuvieron a partir del PCA de Arabidopsis se visualizaron en la misma grafica
que los datos de P. pringlei (Fig. 10). Como se esperaba, cada una de las tres réplicas
biolégicas que se analizaron para las zonas longitudinales de la raiz primaria de A.
thaliana, agrupa mas cercanamente con sus pares biolégios que con las muestras
provenientes de otras zonas, excepto por una de las réplicas biolégicas de la zona de
elongacion, la cual se agrupa mejor con las muestras que se obtuvieron a partir de la
zona de diferenciacion. La sobreposicidon de los resultados del PCA de A. thaliana y de
P. pringlei (Fig. 10) sugiere que las células del apice de la raiz primaria en la etapa TR
son funcionales incluso cuando el RAM esta agotado y que llevan a cabo las funciones
tipicas de las células que se encuentran en la zona de diferenciacion de la raiz de otras
angiospermas. Estos resultados son congruentes con resultados anteriores en los
cuales se demostro que el agotamiento del RAM de las cactaceas S. gummosus y P.
pringlei no involucra a la muerte celular, aunque este fenédmeno si ocurre en algunas
células de la cofia (Shishkova and Dubrovsky, 2005). El ligero corrimiento en la
posicion de las muestras de la etapa TR de P. pringlei hacia las muestras de las etapas
IT e IN, sugiere que aun cuando las células del apice estan diferenciadas se mantiene
la expresion de algunos programas propios de células menos diferenciadas. Esta
hipétesis, sin embargo, debe ser explorada con mayor profundidad. Por otro lado, se
observd que las muestras de la etapa IT se agrupan con las muestras de la zona de
elongacion, mientras que las muestras de la etapa IN se encuentran entre las muestras

provenientes de las zonas meristematica y de elongacién. Esto ultimo puede explicarse
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con base en el tamano del fragmento del apice colectado, pues al cortar 1 mm del
apice de la raiz primaria de P. pringlei en la etapa IN, se incluyen células de la zona
meristematica pero también células de la zona de elongacion. A partir de este analisis
podemos concluir que los programas de diferenciacidn celular ocurren en dos sitios de
la raiz primaria de P. pringlei: en las células distales al RAM a lo largo del eje
longitudinal de la raiz primaria, tal como se observa en otras angiospermas, pero
también en el apice de la raiz de acuerdo con la progresién del agotamiento del

meristemo.

V.5. EVALUACION DE LA EXPRESION DIFERENCIAL

Se realizd una prueba de deteccion empirica de la expresion diferencial (EDGE, por
sus siglas en inglés; Robinson et al., 2010). Grosso modo, este analisis calcula el “fold
change”, o cambio en la abundancia de un transcrito entre dos condiciones, a partir de
los valores de abundancia relativa de los transcritos en cada réplica biolégica de cada
condicion. Se asigna un valor p de probabilidad de expresion diferencial para cada
transcrito y su variabilidad entre las réplicas de la misma etapa. Al graficar los valores
de probabilidad (-log p-val) vs el cambio en la abundancia relativa entre los transcritos
de diferentes etapas (-logz(Fold Change)) es posible identificar y seleccionar a los
transcritos que cambian de manera significativa su expresion entre las diferentes
etapas del crecimiento de la raiz primaria de P. pringlei. La prueba de EDGE se realizd
para cada par de etapas del desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei. EI menor
numero de transcritos diferencialmente expresados (TDEs) se encontré al comparar a
las etapas IN vs IT, debido probablemente a la presencia tanto de células
meristematicas como dec células de la zona de elongacion, aunque en diferente
proporcién, en las muestras de ambas etapas (Fig. 11A). Por su parte, al definir los
umbrales de cambio en la expresion en Log,(FC) =2 2 y con FDR p-val < 0.005, se
encontraron 873 y 1,388 TDEs al comparar a las etapas IT vs TR e IN vs TR,
respectivamente (Fig. 11). Estos resultados muestran que el numero de TDEs aumenta
a medida que el RAM se agota.
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Figura 11. Analisis de expresion diferencial entre pares de etapas del desarrollo de la raiz primaria de
Pachycereus pringlei. (A) Numero total de transcritos diferencialmente expresados (TDEs). B-C: Gréficas
de volcan que se obtienen al comparar a las muestras Intermedia vs Terminal (B) e Inicial vs Terminal
(C). La grafica de volcan para la prueba EDGE entre las muestras Inicial e Intermedia no se incluye
debido a que entre ambas existen muy pocos TDEs. TDEs: » 2<Fold Change<3; e 3<Fold Change<4; e
Fold change>4.

De manera interesante, mientras que el numero de genes inducidos (upregulated) y
reprimidos (downregulated) en la comparacion IN vs IT es similar (Fig. 11A), el numero
de genes inducidos es aproximadamente 2 y 14 veces mas alto que el numero de
genes que se reprimen al comparar a las etapas IN vs TR e IT vs TR, respectivamente
(Fig. 11A). Esto es congruente con la nocion general de que las células diferenciadas
expresan un mayor numero de genes que las células no diferenciadas. Para evaluar si
el numero de genes que se expresan en las células de la zona de diferenciacion de la
raiz primaria de las angiospermas es mayor al numero de genes que se expresan en
las zonas meristematica y de elongacién, se descargaron y procesaron las lecturas
crudas generadas por Huang y Schiefelbein (2015) para diversas angiospermas. Las
lecturas se mapearon sobre el genoma de referencia correspondiente y se identificaron
a los TDEs entre las distintas etapas (Tabla IV). Se observa que el numero de genes
inducidos en la zona meristematica es menor en comparacion con los genes que se
inducen en las zonas de elongacidén o de diferenciacion. La excepcion es Cucumis
sativus; sin embargo, esta incongruencia aparente se explica con base en la
organogénesis de las raices laterales en C. sativus, pues mientras que el desarrollo de
los primordios de raices laterales ocurre en la zona de diferenciacion para la mayoria
de las angiospermas, en C. sativus este proceso empieza desde la zona meristematica
(Dubrovsky and Rost, 2003).
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Tabla IV. Genes diferencialmente expresados entre las zonas longitudinales de la raiz

primaria de distintas angiospermas.

EDGE MZ vs EZ EDGE MZ vs DZ
Species MZ EZ MZ DZ
A. thaliana 2,683 4 432 3,734 8,947
C. sativus 601 380 1,341 301
G. max 1,357 4 159 3,866 7,685
O. sativa 772 1,655 3,084 7,743
S. lycopersicum 2,905 3,542 4125 5,661
Z. mays 2,018 3,285 8,012 8,563

Entre los transcritos con mayor abundancia en la etapa TR, es decir, aquellos cuya
expresion se aumenta con el agotamiento del RAM, se encuentran algunos
transportadores y genes de respuesta a auxinas; varios factores transcripcionales de la
familia NAC, los cuales estan implicados en distintos procesos de desarrollo de las
plantas y en respuestas al estrés abidtico (Olsen et al., 2005); y factores
transcripcionales de la familia WRKY, algunos de los cuales estan involucrados en las
respuestas a distintos tipos de estrés (Rushton et al., 2010). En la etapa TR también se
observa una mayor abundancia de transcritos que codifican para proteinas homélogas
a TERMINAL FLOWER 1, cuya perdida de funcion en Arabidopsis resulta en la
transicion del meristemo de la inflorencencia, normalmente indeterminado, hacia un
meristemo determinado al inducir la formacién de una flor terminal que abate el
crecimiento del brote (Bradley et al., 1997; Hanano and Goto, 2011). Otros transcritos
inducidos en la etapa TR incluyen a algunos homélogos de FLOWERING PROMOTING
FACTOR, cuya expresion en raices de Oryza sativa esta asociada con la formacién de
un sistema radical mas ramificado debido a la induccién de raices laterales (Ge et al.,
2004).

V.5.1 Andlisis de conglomerados

Se tomd al conjunto de contigs que se expresan diferencialmente entre las
etapas IN y TR para realizar un analisis hipergeométrico basado en las anotaciones de
proceso biologico de las ontologias génicas (Falcon and Gentleman, 2007). Como se

observa en la figura 12, procesos tales como la sintesis y el plegamiento de proteinas,
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la metilacion de DNA, el ensamblaje de nucleosomas y la biogénesis del ribosoma se
encuentran sobrerepresentados en la etapa IN, cuando las muestras incluyen una
cantidad significatva de células meristematicas, es decir, con actividad proliferativa. Por
otro lado, en la etapa TR, cuando las células del apice de la raiz primaria estan
diferenciadas, encontramos una sobrerepresentacion de procesos bioldgicos tales
como el transporte y metabolismo de amino acidos y compuestos de glicerol-ester,

entre otras.

Figura 12. Analisis hipergeométrico (a) y de conglomerados (b-f) de los transcritos que se expresan
diferencialmente. (A) Subcategorias de proceso biolégico enriquecidas en las etapas inicial o terminal del
desarollo de la raiz primaria de Pachycereus pringlei. El eje muestra el -log4o(p-val) que se obtuvo en las
pruebas de enriquecimiento. (b-f) Perfiles de expresion representativos en los cuales se puede agrupar a
los transcritos expresados de manera diferencial. El eje de las ordenadas muestra a los valores de
expresion (RPKMs), centralizados y normalizados, para las etapas inicial (IN), intermedia (IT) y terminal
(TR).

Adicionalmente se realizé un analisis de conglomerados para agrupar a los
TDEs entre las etapas IN y TR en conjuntos con perfiles de expresién similar. Este tipo
de analisis agrupa a los transcritos de acuerdo con la “distancia” entre sus variables; en

este caso, los niveles de expresion virtual en cada etapa. De este modo cada “cluster”,

36



o conglomerado, contiene transcritos cuyos cambios de expresion entre las etapas de
desarrollo son similares, al mismo tiempo que maximiza la distancia entre perfiles de
expresion de distintos conglomerados. Para realizar este analisis se utilizd el método
de K-means (Lloyd, 1982). En total se obtuvieron 27 conglomerados de los cuales se
presentan cinco perfiles representativos en la figura 12b-f. Los 27 conglomerados
pueden consultarse en el Anexo 5. Este analisis muestra que los 27 conglomerados se
pueden agrupar en tres perfiles de expresién (algunos perfiles representativos se
muestran en la figura 12b-f, mientras que el total de conglomerados puede consultarse
en el Anexo 5): 14 conglomerados de transcritos cuya expresion aumenta en la etapa
TR (Fig. 12b-c; Anexo 5); 12 conglomerados de transcritos cuya expresion disminuye
conforme progresa la diferenciacion de las células del apice (Fig. 12d-e; Anexo 5); y un
unico conglomerado que exhibe un ligero pico en la etapa IT en comparacioén con las
etapas IN y TR (Fig. 12f; Anexo 5). Este analisis resulta util pues se espera que varios
transcritos que se encuentran bajo la influencia del mismo regulador transcripcional, o
que codifican para proteinas involucradas en procesos biolégicos relacionados, se
agrupen en el mismo conglomerado. De manera interesante, encontramos que los
transcritos que codifican para proteinas involucradas en la autofagia estan agrupadas
en un conglomerado (Fig. 12b); mientras que aquellos que codifican para proteinas del
metabolismo y transporte de aminoacidos se agrupan en un conglomerado distinto (Fig.
12c). Entre los transcritos cuya abundancia disminuye hacia la etapa TR, los que
codifican para proteinas involucradas en el ensamblaje de nucleosomas, la traduccion y
la metilacion del DNA estan agrupadas en el mismo conglomerado (Fig. 12d); lo mismo
que los transcritos que se traducen en enzimas involucradas en el plegamiento de
proteinas y su desubiquitilacion, asi como en el procesamiento de rRNA (Fig. 12e). Por
ultimo, el conglomerado que exhibe un pico en la etapa IT contiene a transcritos que
codifican para proteinas involucradas en la traduccion y la respuesta a algunos tipos de
estrés (Fig. 12f). Al considerar a los 27 conglomerados (Anexo 5) que se construyeron,
observamos que varios transcritos que codifican para proteinas ribosomales de la
subunidad grande o pequefa, cuya expresion disminuye con el progreso del
agotamiento del meristemo, estan contenidas en el mismo conglomerado. Otros

transcritos cuya expresion esta disminuida en la etapa TR, en comparaciéon con las
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etapas IN o IT, codifican para histonas, histon-desacetilasas, algunas peroxidasas, y
proteinas reguladas por giberelinas, tales como los ortélogos putativos de GASA1 y
GASA4/6. Por otro lado, entre los transcritos que se inducen hacia la etapa TR se
encuentran varios transcritos que codifican para proteinas involucradas en distintos
aspectos de la sefalizacion por acido abscisico. Esta observacion, en conjunto con la
induccion de algunos factores transcripcionales de las familias WRKY y NAC, sugiere
que los programas genéticos para contender contra el estrés por déficit hidrico se
inducen en las células del apice de la raiz primaria de forma independiente de las
condiciones de crecimiento, dado que las plantulas crecidas in vitro a partir de las

cuales se realizé la colecta de las muestras no experimentaron estrés hidrico.

V.6 VALIDACION DEL RNAseq MEDIANTE RT-QPCR
V.6.1 Seleccion de genes normalizadores para ensayos de RT-qPCR

Para corroborar los datos de expresiéon virtual que se obtuvieron mediante la
secuenciacion del transcriptoma se realizaron ensayos de RT-gPCR. Debido a que los
analisis de RT-qPCR dependen de manera fundamental de la seleccion de genes
normalizadores cuya expresion sea estable en todas las condiciones experimentales
bajo estudio, identificamos primero a los transcritos de P. pringlei que podrian ser
utilizados como genes de referencia. Para ello consideramos a los genes propuestos
como genes normalizadores superiores de A. thaliana propuestos por Czechowski et al.
(2005). Se realiz6 la busqueda de los ortdlogos putativos de estos genes mediante un
analisis de mejor hit bidireccional al tomar como sonda a las secuencias de A. thaliana
y como base de datos al transcriptoma ensamblado para el apice de la raiz primaria de
P. pringlei. En total, se encontraron 23 ortdlogos putativos de los genes de referencia
propuestos por Czechowski (Tabla V). Para seleccionar entre estos a los genes que se
utilizaran como normalizadores, se compararon los valores de RPKMs de estos
transcritos en P. pringlei y se generd una lista de aquellos que de acuerdo con los
resultados del transcriptoma no cambian su expresion (Fig. 13). A partir de lo
observado se seleccion6 a TRANSLATION ELONGATION FACTOR 1a (EFf1a),
UBIQUITIN CONJUGATING ENZYME9 (UBC9) y YELLOW-LEAF-SPECIFIC GENE 8
(YLS8) como genes de referencia para normalizar a las abundancias relativas de los
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genes selectos en los ensayos de RT-gPCR. Los oligonucleétidos que se disefaron

para la amplificacion de los genes de referencia estan reportados en la Tabla VI.

V.6.2 Ensayo de eficiencia para oligonucleétidos de RT-gPCR

Los oligonucledtidos que se reportan en la Tabla VI se sintetizaron en la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion de DNA (Instituto de Biotecnologia — UNAM). Se utilizo el
cDNA sintetizado a partir de RNA de raices completas para calcular la eficiencia de
amplificacion con estos oligonucleétidos. Los resultados de estos ensayos se reportan
en la figura 14, la cual confirma que con cada par de oligonucleétidos se amplifica un
sb6lo producto (panel dF/dT, Fig. 14). Los resultados que se obtuvieron en las
reacciones de amplificacién, al utilizar diferentes diluciones de cDNA para cada par de
oligonucledtidos, muestran que la eficiencia de amplificacién es aceptable (entre 1.87 y
2; panel Cq, figura 14), al igual que los valores de correlacion r# de la ecuacion de la
curva (~0.99, panel Cq; figura 14). Con base en estas observaciones consideramos que
los oligonucledtidos que se disenaron (Tabla VI) pueden ser utilizados para amplificar a
los genes que se utilizaran como normalizadores, los cuales, a su vez, permitiran

cuantificar la abundancia relativa del transcrito de distintos transcritos selectos.
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Tabla V. Valores de expresion virtual (RPKMs) para los ortdlogos putativos de P.

pringlei identificados a partir de los genes normalizadores superiores de A. thaliana.

INICIAL INTERMEDIA TERMINAL

Descripcién Contig 1 2 1 2 1 2

AcylCoA BP 3269 73.21 58.6 66.48 66.63 38.02 38.08
PP2A 5248 14242  121.42 123.2  123.98 77.23 78.74
AcylCoA BP_2 2079 43.93 36.76 39.08 40.8 24.55 25.43
CLA 9503 44 .57 42.57 45.06 40.6 26.73 30.67
PP2A_2 9902 149.25 136.93 14245 131.55 99.33 99.38
E2Fa 5001 717.61 604.83 684.04 727.78 545  415.74
PP2A_3 8913 112.74 12483 11259 100.72 88.43 90.68
CLA 2 12003 76.83 70.33 70.34 74.13 51.9 55.87
PP2A_4 7793 73.44 75.34 66.15 55.63 53.3 65.22
PP2A 5 4543 84.65 78.54 76.9 77.21 61.8 70.07
UBC 22624 59.02 58.65 56.54 54.67 48.15 55.25
KOR1 3527 58.84 59.27 64.18 72.66 54.75 49.39
KOR1_2 22902 10.52 10.46 14.94 17.09 10.13 10.62
UBC 2 24691 414.88  427.47  396.49 3771 40253 470.79
UBC9 15035 229.12 20445 21096 195.78 226.4  228.57
E1Fa 6759 401.27  379.59 363.6 388.22 428.72 413.51
YLS8 17282 14598 15019 156.32 15568 183.81 175.92
GalaOx 3600 7.44 6.67 8.34 8.38 9.1 7.8
MADS 7058 5.9 6.49 5.29 7.16 7.85 7.45
UBC_4 17222 80.47 90.87 89.78 90.51 100.3  121.37
PTB 48438 12.67 12.51 16.71 20.22 16.55 16.46
YLS8 2 30952 9.48 9.62 7.07 7.67 19.24 16.42
UBC_3 35678 525.63 622.83 655.12 672.13 1546.79 1249.75

Los genes que se utilizaron como normalizadores para los ensayos de RT-gPCR estan sefialados dentro

de la caja con bordes dobles y corresponden a UBC9, E1Fa y YLSS8.

Tabla VI. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacién de los genes de referencia que se

utilizaron en este trabajo.

Clave
E1Fa_ FWD
E1Fa RV
UBC9 FWD
UBC9 RV
YLS8 FWD
YLS8 RV

AGCACACCGACGCTACTAATG
GGTGTTCCAGGTATTGAGCTG

Secuencia
GAGGTCTGAAGTTATGGGTCGTG

AGCCATCCTCACAAAAGCAACC

ACCGTTCAGGTTGAGGCGAAG

GATACCCCAAACTAAGCATAGGC

Longitud Tm NN GC (%)

23 nt
21 nt
21 nt
22 nt
21 nt
23 nt

63°C
62.2°C
61.4°C

63°C
64.2°C
63.1°C

52.2
52.4
524
50
571
47.8
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Figura 13. Dispersioén de los valores de RPKM para los genes normalizadores candidatos identificados
en Pachycereus pringlei a partir de los genes normalizadores superiores propuestos por Czechowski et
al. (2005). Los transcritos que se seleccionaron como genes de referencia en este trabajo se encuentran

sefalados en rojo y etiquetados con su nombre.

Figura 14. Determinacion de la eficiencia de amplificacion para los oligonucléotidos utilizados para la
amplificacion de los genes de referencia seleccionados en este trabajo.
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V.6.3. Cuantificacién de la expresion relativa de genes de interés

Anteriormente se identificaron en S. gummosus, mediante hibridacion
sustractiva, a algunos genes que se expresan de manera diferencial en el apice de la
raiz primaria cuando el RAM esta activo y cuando esta agotado (Shishkova et al.,
2013). Para explorar si los genes ortdlogos de éstos en P. pringlei tienen regulacion
diferencial, y si los perfiles de expresion de los genes de P. pringlei son comparables al
ser cuantificados mediante RNAseq y mediante RT-qPCR, se determiné la abundancia
relativa del transcrito de estos genes mediante ensayos de RT-qPCR. Las reacciones
de gPCR se realizaron con 50 ng de cDNA sintetizado a partir del RNA que se extrajo
de muestras independientes de las etapas IN, IT y TR del desarrollo de la raiz primaria.
La expresién diferencial de los ortélogos para los cinco genes que se habian
identificado en S. gummosus fue comprobada mediante el ensayo de RT-qPCR y sus
perfiles de expresion fueron congruentes con lo observado a partir de la cuantificacion
por RNAseq (Fig. 15). Esto muestra que los patrones de expresion en el crecimiento
determinado de la raiz primaria estan conservados al menos para estos genes y en la
tribu Pachycereeae de la subfamilia Cactoideae, a la cual pertenecen S. gummosus y
P. pringlei. Adicionalmente se evaluo la abundancia relativa de transcrito de siete genes
mas: los tres genes que se utilizaron como genes normalizadores: PpEF1a, PpYLSS,
PpUBC9; GRETCHEN HAGEN 3 (PpGH3), un gen cuya expresion es estable durante
las diferentes etapas del desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei; INDOLE-3-
ACETIC ACID INDUCIBLE14 (PplAA14), cuya expresion disminuye hacia la etapa TR;
y BASIC LEUCINE ZIPPER9 (PpbZIP9), asi como SUPERROOT1 (PpSURT), los
cuales tienen valores de expresidon mas altos en la etapa TR que en la etapa IN. Con la
excepcion de HISTONE DEACETYLASE 2A (PpHD2A), los perfiles de expresion de 12

de los 13 genes evaluados fueron reproducidos cualitativamente mediante RT-gPCR.
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Figura 15. Abundancia relativa de distintos genes de interés de Pachycereus pringlei. Los niveles de
expresion relativa se cuantificaron mediante ensayos de RT-qPCR y fueron normalizados con respecto a
los genes PpEF1a, PpUBC9 y PpYLSS8 (inserto). *El perfil de expresion de HD2A determinado mediante
el RNAseq no fue congruente con lo cuantificado para PpHDZ2A. **La cuantificacion de los perfiles de
expresion de estos genes se realizé a partir de dos réplicas bioldgicas, mientras que para el resto de los

genes se utilizaron tres réplicas bioldgicas. Las barras de error corresponden al error estandar.

V.7 CONSERVACION DE GENES EN LA FAMILIA CACTACEAE

Recientemente se reportd la secuenciaciéon por RNAseq del transcriptoma de
Lophophora williamsii (Ibarra-Laclette et al., 2015), la cual es una cactacea de amplia
distribucién desde el centro de México (Querétaro) hasta el norte de la Republica
Mexicana (Coahuila y Chihuahua). El transcriptoma de L. williamsii se secuencid
mediante RNAseq con tres plataformas distintas, GS-FLX, GS-Junior (Life

Technologies) y PGM (Thermo Fisher Scientific); al utilizar tejido de raices y “botones”
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(buttons; tops of the stem (sic)) y fue ensamblado de novo en 40,436 contigs, los cuales
estan disponibles como unigenes en formato fasta en el material suplementario de la
publicacion original. Para comparar a las secuencias que l|barra-Laclette et al.
obtuvieron para L. williamsii con las secuencias que obtuvimos nosotros para P.
pringlei, se interrogd a la base de datos de transcritos de P. pringlei al utilizar al
transcriptoma completo de L. williamsii como sonda (Tabla VII, Fig. 16). Se observé que
la mediana del valor E es de 2.25x10™""® entre las secuencias nucleotidicas de P.
pringlei 'y L. williamsii, es decir existe un alto grado de conservacion en la secuencia de
los transcritos ensamblados de novo entre estas dos especies. Debido a que los
transcritos ensamblados para P. pringlei son significativamente mas largos que los
ensamblados para L. williamsii, se obtuvieron en promedio 21 secuencias de

Lophophora por cada secuencia de Pachycereus (Tabla VII).

Tabla VII. Resultados del BlastN del transcriptoma de Lophophora williamsii* vs el

transcriptoma de Pachycerus pringlei.

Minimo Maximo Promedio Mediana
Identity 75 100 99.26 100
Bit Score 20.02 47,628.06 1,054.18 261.38
HSP* 1 270 21.6 21
E-value 0 9.75 0.02 0

*HSP: High-scoring segment pair; alineamiento de dos fragmentos de tamafio arbitrario cuyo

“score” representa un maximo local.
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Figura 16. Distribucion de los valores de BitScores y de identidad a nivel de nucleétidos obtenidos a

partir del blastN del transcriptoma de Lophophora williamsii vs el transcriptoma de Pachycereus pringlei.

Como se menciond en la seccion V.3, durante la anotacidon funcional de los
transcritos de P. pringlei alrededor de 17,700 contigs no lograron anotarse con ninguna
de las bases de datos o servidores que se utilizaron. De estos, 244 transcritos se
identificaron como TDEs entre la etapa IN y TR, por lo cual se puede proponer que
algunos de ellos pueden representar transcritos especificos de las cactaceas
involucrados en la regulacion del agotamiento del RAM. Para explorar esta hipotesis
realizamos una busqueda mediante BlastN de los TDEs no anotados de P. pringlei
contra el transcriptoma de L. williamsii. Se encontré que 130 de los TDEs no anotados
tienen al menos una secuencia homologa en el transcriptoma de Lophophora. Ademas,
se encontraron secuencias homoélogas de algunos de estos TDEs en el transcriptoma
de la zona cambial de otras especies de cactaceas, especificamente en Ariocarpus
retusus, Ferocactus pilosus, Pereskia lychnidiflora y Echinocactus platyacanthus
(Petrone Mendoza, 2018). 163 de los 244 TDEs no anotados contienen ORFs que
pueden ser traducidos en proteinas putativas con mas de 50 aminoacidos. De éstos,
10, 45 y 108 transcritos contienen ORFs que se podrian traducir a proteinas mayores a
200 aa, entre 100-200 aa, y de 50-100 aa, respectivamente (Fig. 17). Esta observacion,

en conjunto con la conservacion de estas secuencias en diferentes especies de
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cactaceas, asi como su regulacion diferencial en P. pringlei durante el desarrollo de la
raiz primaria, sugiere la existencia de reguladores no descritos en el desarrollo de la
raiz y propios de la familia Cactaceae. Esta hipdtesis requiere una exploracién mas
minuciosa pues abre nuevas oportunidades de investigacion, pero solo sera posible en
la medida que se establezcan estrategias para el analisis funcional de genes en las

plantas cactaceas.

Figura 17. Distribucién de la longitud de los marco abierto de lectura putativos identificados en los

transcritos con expresion diferencial que no pudieron ser anotados.

V.8 RED DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL PARA EL APICE DE
LA RAIZ DE Pachycereus pringlei

Los procesos celulares que ocurren durante el desarrollo o en respuesta a los
diferentes estimulos ambientales no estan controlados por genes aislados, sino por una
red que conecta a multiples elementos, incluyendo a los reguladores transcripcionales y
sus blancos (lIstrail et al., 2007). Con el objetivo de identificar a los principales

mecanismos que controlan al crecimiento determinado de la raiz primaria de P. pringlei,
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integramos a algunos de los transcritos ensamblados en redes de regulacion genética.
Debido a que P. pringlei no es un organismo modelo y que la informacién genética
sobre cactaceas es escaza, estos analisis se realizaron a partir de su confrontacion con
datos generados para A. thaliana (Azpeitia et al., 2013; Jin et al., 2015). Inferimos una
red de regulacién transcripcional para P. pringlei a partir de la literatura disponible y del
mapa de regulacion genética de  Arabidopsis (Jin et al, 2015;
http://atrm.cbi.pku.edu.cn/). Inicialmente se identificé en la base de datos de P. pringlei
a algunos probables ortélogos de factores transcripcionales previamente descritos en la
literatura como reguladores importantes para el desarrollo de la raiz o para el
mantenimiento del RAM. La lista de reguladores se expandid al incluir a 130 genes
adicionales cuya expresion esta aumentada y conservada en la zona meristematica de
la raiz primaria de las angiospermas (Huang and Schiefelbein, 2015). De esta lista, que
incluye a 260 genes en total, se identificaron a 81 genes que funcionan como
reguladores transcripcionales, o cuyo regulador transcripcional esta contenido en el
mapa de regulacion de Arabidopsis. Para cada uno de los genes que se obtuvieron se
buscé a su ortdlogo putativo en el transcriptoma de P. pringlei mediante la estrategia de
BBH al utilizar el algoritmo de tBlastN; o bien, de hit unidireccional cuando el BBH no
fue exitoso. Se generé una tabla de interacciones en donde cada fila incluye tres
columnas: el nodo fuente, la direccionalidad y tipo de la interaccién, y el nodo destino.
El tipo y direccion de las interacciones se establecid con base en las interacciones
descritas para A. thaliana. Adicionalmente se generd una tabla de propiedades en
donde se integran las caracteristicas de cada nodo de acuerdo con los resultados que
se obtuvieron del transcriptoma, por ejemplo, el nivel de expresién del nodo de manera
global y por etapas; y el nombre de su ortélogo en A. thaliana, entre otros. Las tablas
de interaccién y de propiedades, las cuales se pueden consultar en el Anexo 6, fueron
cargadas y visualizadas en el software Cytoscape v3.2.1. De este modo inferimos una
red que incluye 81 nodos y 111 arcos, o interacciones (Fig. 18). Para visualizar a la red
se especificd el tamafno de cada nodo de forma proporcional al nivel de expresion
(Log2(RPKM)) del transcrito, y con anaranjado y azul a la expresion relativa en las
etapas IN y TR, respectivamente. 48 de los 81 nodos corresponden a ortélogos

putativos identificados por BBH, mientras que 30 nodos se recuperaron como hits
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unidireccionales. Solo para tres nodos no se encontraron ortélogos en nuestro
transcriptoma, éstos son YAB1, FEZ y LFY, probablemente debido a su baja o nula
expresion en el apice de la raiz de P. pringlei. Se observa que los nodos que
corresponden a factores transcripcionales tienen un tamafo menor que el resto de los
nodos en la red (ver por ejemplo el nodo MYB26 en comparacion con el nodo HD2B);
esto es un resultado esperado, pues los factores transcripcionales no requieren niveles
de expresion altos para ejercer su funcién; en cambio, otras proteinas cuya funcion es
estructural o enzimatica requieren niveles de expresion mas altos para mantener su
funcidén en la célula. La topologia de la red que se muestra en la figura 18 permite
observar que existe modularidad en la regulacion genética del crecimiento de la raiz.
Se pueden apreciar, por ejemplo, clusters que integran sefiales mediadas por
hormonas, tales como las auxinas, y que incluyen a nodos con alta conectividad como
los ARF.

Para facilitar el analisis de la red, se extrajeron tres médulos a partir de ella, los
cuales incluyen a nodos representantes de cada una de las tres vias de regulacion
principales reportadas para A. thaliana; es decir, a la via mediada por las factores de
transcripcion PLT; la via que incluye a los reguladores transcripcionales SHR y SCR; y
la via mediada por WOX5 (Fig. 19). En la red inferida para P. pringlei, el médulo PpPLT
esta representado en por los nodos PpPLT1 y PpBBM, e incluye ademas a su
interaccién con las proteinas ARF y algunas desacetilasas de histonas (Fig. 19a). Al
momento de inferir la red de regulacion transcripcional, PLT1 y BBM eran las unicas
proteinas PLT para las cuales se habian identificado con seguridad a sus reguladores
transcripcionales. La reciente identificacion de algunos blancos especificos para cada
una de los factores de transcripcion PLT (Santuari et al., 2016) proporciona informacién
valiosa que permitira la inclusion de nodos adicionales a este médulo en la red de

regulacion inferida para P. pringlei.

El segundo médulo (Fig. 19b) incluye a los cofactores transcripcionales PpSCR y
PpSHR, de la familia GRAS, y a otros interactores tales como PpJKD. Recientemente
fue reportado que SHR, SCR y JKD de Arabidopsis interaccionan para formar un

complejo macromolecular que regula la transcripcion de diferentes genes de acuerdo
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con su contexto celular (Hirano et al., 2017; Long et al., 2017). De este modo, aunque
los nodos PpSCR, PpSHR y PpJKD parecen tener una expresion relativamente estable
en el apice de la raiz primaria de P. pringlei, esto podria deberse a la participacion de
los genes PpSCR-PpSHR en procesos adicionales al mantenimiento de la identidad del
CQ y del crecimiento de la raiz; por ejemplo, al establecimiento del patron radial de la
raiz (Helariutta et al., 2000), la diferenciacion del tejido vascular (Nakajima et al., 2001)
y la transicion de las células de la zona de elongacion a la zona de diferenciacion
(Moubayidin et al., 2013). EI modulo PpSHR-PpSCR también incluye a otros
interactores, tales como PpMGP y PpRBR, los cuales se han identificado como
reguladores importantes del mantenimiento del RAM (Cruz-Ramirez et al., 2012; Welch
et al., 2007b). El tercer médulo de regulacién incluye a las proteinas WOX y a algunos
de sus interactores, tales como los ARF (Fig. 19c). Aunque fue posible identificar
transcritos de P. pringlei que codifican para proteinas WOX putativas, debido a la alta
similitud entre los miembros de esta familia no fue posible asignar a un ortélogo
putativo mediante la técnica de BBH. Aunado a esto, los niveles de expresion de los
transcritos de PpWOX son muy bajos, con valores de RPKM <4 en el transcriptoma de
P. pringlei. Estos valores son congruentes con lo esperado, pues WOX5 por ejemplo,
so6lo se expresa en las células del CQ, mientras que en los apices colectados para las
muestras de la etapa IN las células del CQ representan una minima proporcién de las

células de la zona meristematica y en la etapa intermedia el CQ desaparece.

Estos resultados sugieren que los programas de regulacion transcripcional que
operan en el apice de la raiz primaria de P. pringlei son similares a los programas de
desarrollo de la raiz primaria de otras angiospermas, aunque las diferencias en los
niveles de expresion de los transcritos de Cactaceas diverge de lo observado en el
apice de otras plantas. En Arabidopsis, por ejemplo, los genes PLT se mantienen con
un maximo de expresion en el RAM, mientras que en P. pringlei el nivel de expresion
de PpPLT1y PpBBM, asi como de otros miembros de la familia PLT, decrece en el

apice de la raiz en la etapa terminal.
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Figura 18. Red de regulacion transcripcional inferida para el apice de la raiz primaria de Pachycereus
pringlei. El tamafo de los nodos es proporcional a la suma de los valores RPKM del transcrito en las tres
etapas del desarrollo (Log,(RPKM)); La abundancia relativa de cada transcrito en la etapa inicial y
terminal se indica con los colores azul y anaranjado, respectivamente. Los nodos de color gris son

aquellos para los cuales no se encontraron secuencias en el transcriptoma de P. pringlei.

Figura 19. La red de regulacién transcripcional inferida para Pachycereus pringlei incluye a las tres vias
mas importantes del desarrollo de la raiz descritas para Arabidopsis thaliana: (a) el moédulo PpPLT, el
cual incluye a PpPLT1 y PpBBM como clusters separados; (b) PpSHR-PpSCR; y (c) PpWOX. El tamafio
de los nodos es proporcional a la suma de los valores de RPKM del transcrito en las tres etapas del
desarrollo (Log,(RPKM)); La abundancia relativa de cada transcrito en la etapa inicial y terminal se indica

con los colores azul y anaranjado, respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES

Como parte de este trabajo secuenciamos y ensamblamos de novo el
transcriptoma del apice de la raiz primaria de Pachycereus pringlei en las etapas inicial,
intermedia y terminal del desarrollo. El transcriptoma ensamblado incluye 49,045
transcritos, de los cuales fue posible anotar al 63.7%. La anotacién de los transcritos
asi como su mapeo en distintas rutas metabdlicas, de sefalizacion y en diferentes
procesos celulares indica que el transcriptoma es robusto y confiable, ademas de

amplio.

A partir del analisis de expresion diferencial de los transcritos en las diferentes
etapas del desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei, encontramos 873 y 1,388
transcritos diferencialmente expresados al comparar a las etapas IN vs TR e IT vs TR,
respectivamente. Entre los TDEs, el numero de transcritos que se inducen hacia la
etapa TR es mayor que el numero de transcritos que se reprimen, lo cual corrobora la
nocion general de que las células no diferenciadas expresan un conjunto menor de
genes que las células diferenciadas. El analisis hipergeométrico mostré que entre los
transcritos mas abundantes en la etapa IN, es decir, cuando las células conservan su
actividad proliferativa, se encuentra una sorberepresentacion de transcritos asociados
con el ciclo celular, sintesis del DNA, traduccion de proteinas y biogénesis del
ribosoma, asi como el ensamblaje de nucleosomas, entre otros. Por otro lado, las
células en la etapa TR expresan una mayor cantidad de genes relacionados con el
metabolismo, principalmente con la sintesis y transporte de aminoacidos y otros
compuestos. De manera interesante, en la etapa TR también existe una
sobrerepresentacién de algunos factores transcripcionales de la familia WRKY y de la
familia NAC, los cuales estan involucrados en las respuestas a distintos tipos de estrés,
particularmente al estrés por déficit hidrico. Esta observacion sugiere que P. pringlei
monta de manera constitutiva los mecanismos moleculares para contender con la
sequia que caracteriza a las zonas aridas a las cuales esta adaptado, y que esta
respuesta se puede observar de manera concomitante con la progresién del

agotamiento del RAM de la raiz primaria.
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Respecto a los programas transcripcionales que operan en el apice de la raiz
primaria en distintas etapas de desarrollo, observamos que en general estos son
comparables a aquellos que ocurren en el eje longitudinal de la raiz de las
angiospermas; es decir, que el programa genético de agotamiento del meristemo
conduce a la diferenciacion de las células del apice de la raiz mediante los programas
de diferenciacién que se observan en otras angiospermas, cuando las células de la raiz
pasan por las zonas meristematica, de elongacion y de diferenciaciéon. Sin embargo,
dado que la divergencia en la secuencia de aminoacidos entre las proteinas codificadas
por los transcritos de P. pringlei y los de otras angiospermas es baja, aunado a la
variacion en la abundancia de los transcritos en las etapas del desarrollo de la raiz
primaria de P. pringlei, es probable que la adquisicion del crecimiento determinado
como caracter adaptativo a las zonas aridas o semi aridas se deba a la divergencia en
las secuencias promotoras de los genes que consituyen nodos en la red de regulacion
transcripcional del desarrollo de la raiz primaria. Esta hipdtesis debe ser explorada de

manera mas exhaustiva.

A partir del analisis comparativo entre las secuencias ensambladas para el
transcriptoma de P. pringlei y de L. williamsii, demostramos que existe un alto grado de
conservacion de secuencias a nivel de nucledtidos entre estas dos especies. Durante la
anotacion de los transcritos un porcentaje significativo de secuencias no pudieron
anotarse. Algunos de los transcritos no anotados se expresan diferencialmente entre
las etapas IN y TR del desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei. La identificacion de
secuencias hémologas en L. williamsii de los TDEs no anotados de P. pringlei sugiere
la existencia de transcritos linaje especificos de la familia Cactaceae, algunos de los
cuales pudieran estar involucrados en la regulacién del agotamiento del RAM de la raiz
primaria. Esta informacién resulta valiosa, pues permite la exploracion de reguladores
del desarrollo de la raiz no descritos hasta el momento, abriendo oportunidades
interesantes para entender el origen de mecanismos de desarrollo como producto de la
evoluciéon y adaptacion de las especies a sus nichos ecologicos. La secuenciacion y el
ensamblaje, muy recientemente, del genoma nuclear de Carnegiea gigantea
(Cactaceae), y la liberacion de los "draft genomes" de baja cobertura y aun muy

fragmentados de tres especies de cactaceas columnares adicionales, entre ellas P.
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pringlei (Copetti et al., 2017), permitird una mayor profundidad en la exploracién de las

hipotesis generadas con la conclusion de este trabajo.

La presente tesis permitié la escritura y publicaciéon de dos articulos cientificos,
los cuales pueden consultarse en su version en linea (DOI: 10.1038/s41598-018-
26897-1y 10.3389/fpls.2017.00218) y en el Anexo 7.

VIl. PERSPECTIVAS.

Los datos generados como parte de esta tesis permitiran, en combinacion con la
reciente liberacion de un genoma de referencia para la familia Cactaceae, extraer
informacion adicional de relevancia para el estudio del agotamiento del RAM en las
cactaceas. Entre las directrices a corto y mediano plazo que se desprenden de este

trabajo, podemos mencionar:

* Extender el anadlisis con base en las anotaciones de los transcritos. Particularmente,
identificar a aquellos transcritos que fueron anotados unicamente mediante InterPro
Scan (por contener firmas proteicas) pero que no tienen homodlogos entre las
secuencias provenientes del clado Viridiplantae. Estas secuencias, aunque se
consideraron como “anotadas” en este trabajo, podrian también representar transcritos

linaje especificos.

* Explorar familias génicas de interés; por ejemplo, extender el analisis de expresién y

de divergencia evolutiva de los factores de transcripcion PLT.

* Integrar, en la medida de lo posible, los datos generados con nuestro transcriptoma y
el genoma preliminar de P. pringlei (Copetti et al., 2017) para explorar, por ejemplo, la

existencia de variantes de “splicing”, o empalme, alternativo.

* Explorar la posible expansion y reduccion de familias génicas, asi como la
neofuncionalizacién o subfuncionalizacién de genes en el contexto de la tetraploidia de

P. pringlei.
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VIIl. ANEXOS
1. ACCESO PUBLICO DE LOS DATOS GENERADOS EN ESTA TESIS

A) REPORTE GENERAL DE LA SECUENCIACION POR RNAseq

Contenido de

Muestra Apices Lecturas (x10° 20 (%
p (10 Q20(%) 5C %)

Inicial 1 354 40.35 99.07 45.72
Inicial 2 350 49.28 99.04 46.14
Intermedia 1 470 50.51 99.06 45.90
Intermedia 2 458 43.49 99.06 45.99
Terminal 1 607 46.00 99.07 45.51
Terminal 2 610 49.58 99.04 45.71
B) ACCESION EN GEO-OMNIBUS

Series GSE104832 "UFBATE'| Query DataSets for GSE104832

Status Public on May 25, 2018

Title RNA-seq insights into primary root apical meristem exhaustion and

determinate root growth in Pachycereus pringlei (Cactaceae)

QOrganism Pachycereus pringlei

Experiment type  Expression profiling by high throughput sequencing

Summary Many Cactaceae species exhibit determinate growth of the primary root as a

consequence of root apical meristem (RAM) exhaustion. The genetic regulation
of this root growth pattern is unknown. We de novo assembled and annotated
the root apex transcriptome of the Pachycereus pringlel primary root at three
developmental stages with active or exhausted RAM. The assembled
transcriptome was characterized and used to evaluate differential transcript
expression, identify RT-qPCR reference genes, and infer a transcriptional
regulatory network. We generated a robust and comprehensive transcriptome
of the primary root apex of P. pringlei and identified putative orthologs of
Arabidopsis regulators of RAM maintenance, as well as putative lineage-specific
transcripts. Furthermore, the transcriptome contained putative orthologs of
most proteins involved in housekeeping processes, hormone signaling, and
metabolic pathways. Specific transcriptional programs operate in the root apex
at specific developmental time points. The transcriptional state of the P.
pringlei root apex as the RAM becomes exhausted is comparable to that of
cells from the meristematic, elongation, and differentiation zones of
Arabidopsis roots. We suggest that the genetic program underlying the
drought stress response is induced during development of the Cactaceae root,
and that lineage-specific transcripts could contribute to root apical meristem
exhaustion in Cactaceae.

Overall design 1 mm of the apex of the Pachycereus pringlei primary root was collected. 350,
450, and 600 root tips were pooled per samples (developmental stage) at the
initial, intermediate, or terminal growth stage, respectively. Two biological
replicates were included per developmental stage. Total RNA was extracted
and mRNA-seq was performed on the Illumina HiSeq Platform at BGI-Tech,

Hong Kong.
Contributor(s) Rodriguez-Alonso G, Matvienko M, Shishkova S
Citation(s) Rodriguez-Alonso G, Matvienko M, Lopez-Valle ML, Lazaro-Mixteco PE et al.

Transcriptomics insights into the genetic regulation of root apical meristem
exhaustion and determinate primary root growth in Pachycereus pringlei
(Cactaceae). Sci Rep 2018 Jun 4;8(1):8529. PMID: 29867103



2. ANALISIS DE CALIDAD DE LAS LECTURAS QUE SE GENERARON
A PARTIR DE LA SECUENCIACION POR RNAseq

Los archivos de la secuenciacién de ARN se almacenan en el formato FastQ, el cual incluye a
la secuencia de nucledtidos de cada lectura y un score de calidad asociado a cada base
(PHRED score), para indicar la confiabilidad de esa posicion. A partir de estos archivos se
realizé6 un analisis de control de calidad de las lecturas que se recibieron. Los resultados se

muestran a continuacion.

A) PHRED Score por posicién.
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B) Calidad por secuencia
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C) Contenido de GC por secuencia

65



D) Distribucion de nucleotidos por base
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E) Secuencias cortas (k-mers) sobre-representadas.
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3. DEFINICION DE PARAMETROS DURANTE EL ENSAMBLAJE DE-
NOVO DEL TRANSCRIPTOMA

Tomado de Martin & Wang 2011. DOI: 10.1038/nrg3068
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El ensamblaje de novo de un transcriptoma no utiliza a un genoma de referencia para la
reconstruccion de transcritos. En su lugar, se toma ventaja del hecho de que los fragmentos
secuenciados se generaron al azar y que por consiguiente existira redundancia de secuencia
entre algunos de ellos. Para la reconstruccion de transcritos las lecturas se fragmentan
virtualmente en diferentes secuencias cortas llamadas palabras, o k-meros, en donde k define
el numero de bases que contendra cada palabra (WordSize). A partir de cada lectura se
obtienen todas las palabras de tamafio k que estan contenidas en ella (Panel A), de esta
manera se genera una lista con todas las posibles palabras contenidas en todas las lecturas
que se ensamblaran. Para el ensamblaje se escoge a una de estas palabras como semilla, o
“seed”, y se busca entre la lista de todas las palabras generadas a aquellas cuya secuencia en
los extremos es idéntica a la anterior. En el caso ideal, sélo existe un k-mero hacia cada
extremo de la palabra que se utiliza como semilla. Cada una de las palabras que se ensamblan
en contigs se utiliza para representar un nodo en un arreglo conocido como grafica de de Bruijn
(Panel B). Cuando dos palabras pueden continuar la extension del contig, se abre una
dicotomia, o burbuja. La burbuja se colapsa cuando en una direccion dada sélo existe una
palabra posible y la dicotomia se cierra. El tamafno maximo de la burbuja (bubble size), es
decir, la capacidad de resolucion de ambiguedades durante el ensamblaje de los contigs,
puede controlarse y varia en funcion de la astringencia que se requiera durante la
reconstruccion de los transcritos. Cuando para las palabras no se encuentra ningin nuevo k-
mero que continle la extensién del contig, el proceso se detiene. La grafica de de Bruijn se
abrevia al eliminar las redundancias y empalmar las secuencias en sus regiones idénticas
(Panel C). Se realiza entonces un recorrido a través de la grafica de de Bruijn abreviada (Panel
D) que contiene a las burbujas y los k-meros fusionados para identificar a todas las posibles
variantes de un contig (Panel E), las cuales pueden corresponder a isoformas, SNPs, o

incertidumbres en la secuenciacion.
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4. ALGUNAS RUTAS Y PROCESOS BIOLOGICOS CONTENIDOS EN
EL TRANSCRIPTOMA DEL APICE DE LA RAIZ PRIMARIA DE
Pachycereus pringlei

El transcriptoma ensamblado de novo para el apice de la raiz primaria de Pachycereus
pringlei es amplio, como se muestra a partir del mapeo de los transcritos en rutas metabdlicas,
de senalizacién, o en componentes de complejos multiproteicos, mediante el uso del servidor
KAAS-KEGG. Los recuadros en los esquemas siguientes representan enzimas o proteinas
estructurales. Los recuadros verdes indican que se encontrd al menos a un ortélogo putativo de
esa proteina en el transcriptoma de P. pringlei; los recuadros blancos indican que no se

encontrd ningun ortdlogo putativo correspondiente a esa proteina.

Los diagramas presentados aqui se tomaron con consentimiento de Kanehisha Laboratories.
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5. PERFILES DE TRANSCRIPCION IDENTIFICADOS MEDIANTE K-

MEAN CLUSTERING.

Perfiles transcripcionales que se identificaron mediante el método de k-mean clustering
de los transcritos diferencialmente expresados (DETs). Cada grafica muestra los valores
normalizados y centrados de los niveles de expresién de los DETs en las tres etapas del

desarrollo de la raiz primaria de P. pringlei: IN, inicial; IT, Intermedia; TR, Terminal.
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6. RED DE REGULACION TRASCRIPCIONAL

A) Tabla de interaciones

Node A Interaction type Node B

AT1G30330  Activation AT2G44810
AT1G30490 Repression AT5G16560
AT5G16560 Repression AT1G65620
AT5G16560 Repression AT1G73590
AT1G09770  Activation AT1G62360
AT1G09770  Activation AT1G75820
AT1G62360 Repression AT2G37630
AT1G62360 Repression AT1G65620
AT1G62360  Activation AT1G75820
AT2G45190 Repression AT4G18960
AT2G45190  Activation AT2G34710
AT4G18960  Activation AT2G44810
AT4G18960 Activation AT4G18960
AT2G34710 Activation AT1G65620
AT2G34710 Repression AT5G16560
AT2G34710  Activation AT2G45190
AT2G34710  Activation AT3G52770
AT2G37630  Activation AT2G34710
AT2G37630 Repression AT2G45190
AT1G65620 Repression AT2G45190
AT1G65620  Activation AT2G34710
AT1G65620 Repression AT1G62360
AT1G65620 Repression AT5G16560
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AT4G37750
AT4G37750
AT4G37750
AT4G37750
AT4G37750
AT5G42630
AT5G45980
AT5G45980
AT5G62000
AT5G62000
AT5G62000
AT5G62000
AT5G62000
AT2G28350
AT5G61850
AT5G60690
AT3G44750
AT3G44750
AT1G55580
AT1G55580
AT1G55580
AT1G55580
AT1G79580
AT1G26870
AT1G56010

AT3G25710

Activation
Activation
Repression
Activation
Activation
Repression
Activation
Activation
Activation
Activation
Repression
Activation
Activation
Repression
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Repression
Activation
Activation

Repression

AT5G61850
AT5G60690
AT4G18960
AT2G45190
AT2G34710
AT1G73590
AT5G59340
AT3G11260
AT1G01480
AT4G11280
AT4G37750
AT4G37770
AT5G25890
AT3G11260
AT4G18960
AT2G45450
AT2G34710
AT2G45190
AT1G62360
AT2G37630
AT5G60690
AT4G37750
AT1G26870
AT1G79580
AT2G04160

AT5G42800
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AT4G30080
AT4G25470
AT4G37650
AT4G37650
AT4G37650
AT4G37650
AT5G03150
AT3G54220
AT3G54220
AT3G54220
AT5G11260
AT5G11260
AT5G11260
AT4G32880
AT5G10510
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT1G19850
AT5G61420

AT2G33880

Repression
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation

Activation

AT3G11260
AT1G04240
AT5G03150
AT3G54220
AT1G03840
AT1G50420
AT3G54220
AT1G03840
AT3G12280
AT5G03150
AT4G32880
AT4G14550
AT5G42800
AT4G37650
AT4G18960
AT3G20840
AT4G11280
AT4G32880
AT4G37770
AT1G04550
AT1G12980
AT1G19850
AT1G73590
AT1G01480
AT2G20610

AT3G11260

84



AT1G53230
AT1G53230
AT1G19220
AT1G19220
AT1G19220
AT1G19220
AT1G19220
AT2G20180
AT2G20180
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G20730
AT5G17430
AT5G17430
AT5G17430

AT5G18560

Activation
Activation
Repression
Repression
Activation
Activation
Activation
Activation
Repression
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation
Repression
Activation
Repression
Activation
Activation
Activation
Activation
Activation

Activation

AT2G37630
AT1G04240
AT4G14550
AT4G37650
AT2G42430
AT3G58190
AT1G04240
AT1G03430
AT5G54510
AT3G20840
AT3G15540
AT3G58190
AT3G50340
AT1G19220
AT1G04240
AT2G45420
AT2G42430
AT4G37650
AT4G14560
AT4G14550
AT4G37390
AT4G27260
AT3G44750
AT5G03740
AT5G22650

AT5G61850
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AT5G37020
AT5G37020
AT5G37020
AT5G60890
AT4G00220
AT4G00220
AT4G00220
AT4G00220
AT4G00220

AT4G00220

Activation
Activation
Activation
Activation
Repression
Repression
Repression
Repression
Activation

Repression

AT1G28130
AT2G44810
AT5G54510
AT2G20610
AT2G37630
AT2G01420
AT1G73590
AT1G70940
AT1G62360

AT1G23080
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B) Tabla de propiedades

Arabidopsis  P. pringlei RPKM RPKM RPKM

Node name contig P. pringlei annotation E-value BBH Initial Interm.  Term.
auxin response factor 6-

AT1G30330 ARF6 0001038 like 0Y 2412 27.34 18.65
phospholipase a1-

AT2G44810 DAD1 0005103 chloroplastic-like 2.52E-75 N 7.27 9.93 25.76
homeobox-leucine zipper

AT1G30490 PHV 0001618 protein revoluta 0Y 7.93 9.77 7.39
probable transcription

AT5G16560 KAN 0005141 factor kan2-like 4.24E-47 N 2.62 4.36 4.6
cell division cycle 5-like

AT1G09770 CDC5 0000721 isoform x1 0Y 23.08 26.9 20.04
homeobox protein

AT1G62360 STM 0009327 knotted-1-like 6 3.66E-72 N 2.52 2.83 3.05
receptor protein kinase

AT1G75820 CLV1 0001781 clavata1-like 0Y 0.6 1.5 3.68

AT2G45190 YABH1 NSH NSH 3.51 NSH 0.001 0.001 0.001
mads-box transcription

AT4G18960 AG 0032278 factor 27-like isoform x1 2.62E-44 N 6.33 3.48 4.25
homeobox-leucine zipper

AT2G34710 PHB 0000849 family protein 0Y 12.14 14.87 11.42

1.94E-

AT2G37630 PHAN 0008775 transcription factor as1 118 Y 57 8.01 717
lob domain-containing

AT1G65620 AS2 0027369 protein 6 1.71E-62 Y 2.89 3.22 1.86
auxin efflux carrier

AT1G73590  PIN1 0002874 component 1-like 0Y 44.07 46 33.59
PREDICTED:
uncharacterized protein

AT3G52770 ZPR3 0030394 LOC101514572 1.15E-08 Y 1.74 1.66 0.78
ap2-like ethylene-
responsive transcription 1.99E-

AT4G37750  ANT 0014765 factor ant-like 113 Y 0.53 0.34 1.28
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AT5G42630

AT5G45980

AT5G59340

AT3G11260

AT5G62000

AT1G01480

AT4G11280

AT4G37770

AT5G25890

AT2G28350

AT5G61850

AT5G60690

AT3G44750

AT2G45450

AT1G55580

AT1G79580

AT1G26870

AT1G56010

AT2G04160

KAN4

WOX8

WOX2

WOX5

ARF2

ACS2

ACS6

ACS8

IAA28

ARF10

LFY

REV

HD2A

ZPR1

LAS

SMB

FEZ

NAC1

AIR3

0013106

0045416

0033393

0019483

0001054

0006764

0006764

0007505

0005636

0001279

0000040

0001618

0027114

0041901

0001820

0015551

NSH

0016854

0002155

probable transcription
factor kan2-like

wuschel-related
homeobox 11-like

wuschel-related
homeobox 4

wuschel-related
homeobox 5-like

auxin response factor 2

1-aminocyclopropane-1-
carboxylate synthase-like

1-aminocyclopropane-1-
carboxylate synthase-like

1-aminocyclopropane-1-
carboxylate synthase-like

auxin-responsive protein
iaa26-like

auxin response factor 18-
like

dna polymerase theta

homeobox-leucine zipper
protein revoluta

histone deacetylase
isoform 2

PREDICTED:
uncharacterized protein
LOC101244019

scarecrow-like protein 28

no apical meristem family
protein

NSH

nac domain-containing
protein 21 22-like

subtilisin-like protease-like

6.47E-35

7.83E-16

1.52E-21

2.28E-51

5.59E-35

4.14

8.55E-30

0.03

2.58E-50

1.04E-80

NSH

2.92E-70

0

NSH

3.3

0.33

1.77

19.42

1.28

1.28

9.92

13.32

5.09

0.001

7.93

286.77

1.46

10.83

5.84

0.1

26.76

6.59

3.75

0.48

0.39

3.98

26.39

2.89

2.89

25.33

20.16

5.04

0.001

9.77

270.64

1.48

13.6

6.09

0.1

33.91

10.36
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1.42

0.54

1.91

3.94

30.43

6.82

6.82

24.34

43.38

4.42

0.001

7.39

131.72

3.71

4.89

3.13

0.1

47.81

37.91



AT3G25710

AT5G42800

AT4G30080

AT4G25470

AT1G04240

AT4G37650

AT5G03150

AT3G54220

AT1G03840

AT1G50420

AT5G11260

AT4G32880

AT4G14550

AT5G10510

AT1G19850

AT3G20840

AT1G04550

AT1G12980

TMO5

DFR

ARF16

CBF2

SHY2 (IAA3)

SHR

JKD

SCR

MGP

SCL3

HY5

ATHBS8

IAA14

AIL6

MP

PLTA1

IAA12

ESR1

0015249

0031589

0001279

0025501

0014302

0003271

0003299

0003217

0005022

0003587

0015206

0000849

0018103

0003496

0000685

0004605

0009934

0012720

transcription factor
bhlh30-like

dihydroflavonol reductase

auxin response factor 18-
like

dehydration-responsive
element-binding protein

auxin-induced protein 22b

protein short-root

zinc finger protein
jackdaw-like isoform x1

protein scarecrow-like

zinc finger protein
magpie-like

scarecrow-like protein 3

transcription factor hy5-
like

homeobox-leucine zipper
family protein

auxin-induced protein
aux28

ap2-like ethylene-
responsive transcription
factor ail6-like

transcriptional factor b3
family protein auxin-
responsive factor aux iaa-
related

ovule development family
protein

auxin-responsive protein
iaa11-like

ethylene-responsive

1.25E-64

4.90E-
104

1.90E-45

1.21E-70

5.85E-
172

3.80E-96

0

8.02E-
127

1.04E-46

6.06E-99

5.36E-
115

6.86E-58

1.54E-16

7.38

0.38

5.09

35.46

15.86

15.2

16.24

9.11

12.54

49.43

12.14

343.11

23.18

5.84

15.14

22.94

21.46

6.47

0.36

5.04

1.73

36.07

18.57

16.09

26.26

14.27

13.71

33.1

14.87

351.74

27.88

8.35

23.61

32.12

33.81

89

4.98

1.38

4.42

1.02

16.64

12.14

12.09

18.73

11.97

17.92

27.33

11.42

185.48

14.55

33.42

9.93

39.07

55.6



AT5G61420

AT2G20610

AT3G12280

AT2G33880

AT1G53230

AT1G19220

AT2G42430

AT3G58190

AT2G20180

AT1G03430

AT5G54510

AT5G20730

AT3G15540

AT3G50340

AT2G45420

AT4G14560

AT4G37390

MYB28

SUR1

RBR1

WOX9

TCP3

ARF19

LBD16

LBD29

PIL5

AHP5

DFLA1

ARF7

IAA19

LBD18

YDK1

0035249

0007195

0001201

0045416

0003653

0000777

0023003

0010011

0021486

0018863

0006889

0000777

0015499

0010064

0044113

0014302

0004749

transcription factor 4-like
transcription factor myb35

tyrosine
aminotransferase-like

retinoblastoma-related
protein

wuschel-related
homeobox 11-like

transcription factor tcp4-
like

auxin response factor 19-
like

lob domain-containing
protein 16

lob domain-containing
protein 29-like

transcription factor pif3-
like

histidine-containing
phosphotransfer

indole-3-acetic acid-amido
synthetase

auxin response factor 19-
like

auxin-induced protein
aux22

PREDICTED:
uncharacterized protein
LOC100262755

lob domain-containing
protein 18-like

auxin-induced protein 22b

probable indole-3-acetic
acid-amido synthetase

3.00E-68

7.98E-
165

1.43E-22

4.30E-70

4.33E-65

9.93E-63

1.29E-26

2.51E-56

3.88E-50

3.12E-
165

3.58E-67

6.76E-53

0.41

27.15

18.44

2.99

9.5

1.6

3.23

0.85

47.56

22.05

12.14

8.92

3.36

0.36

35.46

10.5

0.73

29.93

21.99

0.48

3.01

13.97

1.25

4.69

1.33

43.54

32.66

14.87

10.69

4.24

0.68

36.07

18.51

90

1.62

35.17

19.38

0.54

3.47

12.13

9.77

9.43

74.89

83.56

11.42

8.52

2.85

1.73

16.64

17.66



AT4G27260

AT5G17430

AT5G03740

AT5G22650

AT5G18560

AT5G37020

AT1G28130

AT5G60890

AT4G00220

AT2G01420

AT1G70940

AT1G23080

WES1

BBM

HD2C

HD2B

PUCHI

ARF8

GH3

MYB34

LBD30

PIN4

PIN3

PIN7

0006889

0002613

0009674

0027114

0012720

0001138

0004939

0035249

0044113

0002917

0002917

0002917

indole-3-acetic acid-amido
synthetase

ap2-like ethylene-
responsive transcription
factor bbm-like

histone deacetylase hdt1-
like

histone deacetylase
isoform 3

ethylene-responsive
transcription factor 4-like

auxin response factor 8-
like

indole-3-acetic acid-amido
synthetase -like

transcription factor myb34

lob domain-containing
protein 18-like

auxin efflux carrier
component 3-like

auxin efflux carrier
component 3-like

auxin efflux carrier
component 3-like

1.34E-
122

1.02E-24

8.21E-26

3.71E-23

0

1.30E-67

5.91E-59

22.05

9.55

139.84

286.77

21.46

9.71

7.5

0.41

0.36

1.66

1.66

1.66

32.66

13.02

161.42

270.64

33.81

9.76

7.25

0.73

0.68

2.17

2.17

2.17

91

83.56

6.82

92.97

131.72

55.6

5.8

14.31

1.62

1.73

5.65

5.65

5.65
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