indice de contenidos

T U] 0 =T o PP UPPTTTPPRRP PPN 1
A o 1 - o SRR 3
N Y =Y olo 8 o <To T o olo PSP 4
1.1 Situacidn del pino radiata €n Chile .......ccueiiiiiiiiii i 4
1.2 Formacion de la madera de CompresSion ...........eeeeecivieeeciieee e 5
1.3  Respuesta gravitrépica en organismos vegetales ........cccocceeeeeiiieciiiiieeee e, 6
O U)o - TSPt 8
1.5  Transportadores de QUXiNa .....ccceeccuueeeeiiiiiee e st e e e e e s sare e e e s v e e e esnraeeeenns 11
1.6 Importancia del transcriptoma ......c.uceiieciiiee e 13
1.7  Transcriptoma de pino radiata ......ccccceeeieicciiiieeie e e 16
1.8  Distribucion de la fitohormona auxina en pino inclinado. .......ccccceevciiieeiicieeenne 19
1.9 Regulacién de la expresion de transportadores de auxina. ........ccceeecvveeeeeciineeen, 21
B o V1 o Yo Ty LU UPRR 23
N © ] o =] 6 1Y/ X3P SURR 23
I =Y o V=T o | U 23
I 1 oYYl | Tole TP 23
R V=Y oY [o] Lo ={ = ISP 24
4.1 Busqueda y caracterizacidon de transportadores de auxina en bibliotecas de RNA-
seq. 24
4.1.1 Busqueda de transportadores de auxina en bibliotecas de RNA-seq............. 24
4.1.2 Alineamiento multiple de SECUBNCIAS. ... .ueeviieeieieciirierieeeeeeecrreeee e 30
4.1.3  ArbDOl FIIOENETICO. .....oeevieeeeeieeeeeeeeee ettt ettt 31
4.2  Evaluacion del perfil transcripcional...........ceeeiiiiicciiiiiiee e, 33
4.2.1  Andlisis de expresion de transcritos mediante FPKM .........cccovvveeeeeeeeinnnnnee. 33

4.2.2  Cuantificacion POr gPCR ......uuvveiiiiiiiiereeeee et e e 34



4.2.3  Disef0 de Partidores ......cuueieicuieeiiniiieeeerieee st et e e e e sree e s saeaee s 37

4.2.4  Extraccion de ARN tOtal......ccoocuiiiiiiiiiieicieec e s 39
4.2.5  SINTESIS A8 ADNC ..uuuiiiiiiiiiiee ettt ettt et e et e e s ae e e s s bae e e s s abae e e ssaraeeeeans 41
4.2.6  Cuantificacion mediante gPCR .......cccuieiiiiiiieiiciee e 42
4.3 ANAliSiS STATISTICO ..uviiiiiiiriiieriie ettt s 43
LT UL - o [o 1SRRI 45
5.1 Transportadores de auxina identificados en bibliotecas de RNA-Seq................... 45
5.2 Alineamiento multiple de SECUENCIAS.......ccuuveeiiiiiiieiceee e 48
5.3  Arbol filogenético y comparacion de SECUENCIAS .........cueuvereeeereeereireeeeeereeeeeeenenns 53
5.4  Disefo de partidores para gPCR .......c.uuiiiiiiiiie it 54
5.5  EXEracCion de RNA.......ooi ittt ettt are e st ba e e sba e e sabe e s sabe e saaeesanee 54
5.6  Graficos de expresion de gPCR ........ccuiiiieiiiiie et 57
DISCUSTION ..ttt ettt ettt ettt sttt ettt st e e s e e e st b e e e atee s baeesssaeesnbeeesabeeesabeeesaseeensseeensseesseeenns 65
6.1 Identificacion de transportadores de auxina en bibliotecas de RNA-Seq............. 65
6.2  Genes con expresion diferencial en la respuesta gravitrépica..........cccccveeeeennneen.. 67
(6073 Vol [V o o PRSP P TP 70
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt st st e e st e e st e e saneessaseessaseesnaneeeas 72
ANEXOS ... iieeitite ettt ettt et e st e e st e e st e e et b e e e ate e e ba e e e be e e s be e e ebeeenabeeenabee e aaeeeraeenanes 77

9.1 Secuencias de largo completo de los transportadores de auxina identificados. .. 77
9.2 Secuencias aminoacidicas de los transportadores de auxina identificados.......... 83
9.3 Numero de acceso de las proteinas utilizadas en el arbol filogenético. ............... 86

9.4  Script en Bioperl para la obtencion de las secuencias de los ID de la salida de

BLAST . e 87



Indice de figuras

Figura 1: Plantaciones forestales a diciembre del 2013 (Instituto Forestal Chile, 2015)....... 5

Figura 2: Roles de la auxina en el crecimiento y desarrollo de plantas. .....ccccccceevvecivirennnnnn. 9
Figura 3: Via para la biosintesis de auxina en A. thaliana.. .......cccoceiiiiiniiineee, 9
Figura 4: Via principal de degradacidn de auXina..........cccccueeeieiiiieeecciiee e 10
Figura 5: Mecanismos de transporte de AUXING.......cccueeeeruiieeiriiiieeeesiieeeesniieeesssieeeeesnneees 13

Figura 6: Clasificacién funcional de genes de pino radiata expresados diferencialmente en
cada libreria de respuesta gravitropiCa. ....ccccuueeeieciee e 18
Figura 7: Esquema que explica la interaccién entre la fitohormona auxina y la expresion y
acumulacién de genes de biosintesis de flavonoles en la respuesta a estrés gravitrépico. 20
Figura 8: Distribucion de auxina por inmunolocalizacién en tejidos de tallos inclinados...22
Figura 9: Experimento cldsico de& RNA-SEQ......ccueieiiiiiiee ettt e e e e e e 25
Figura 10: Etapas generales del algoritmo CAP3 para realizar ensamble de secuencias. ...29
Figura 11: Curva de amplificacion. ........ooouiieiiiiiee et 36
Figura 12: Curva de diSOCIACION .....c.uvvieeieiiiee ettt et et e s e e s rre e e s e aaae e e e naneeeas 37
Figura 13: Cortes realizados de los tallos de plantulas de pino radiata. (Ramos y cols.,
2012;RamMOS Y COIS. 2002D) . cciiiiiiiiiiieiee ettt e et e e e e e e et r e e e e e e e anrbaraaeaeeeenanns 39
Figura 14: Alineamiento multiple de secuencias de los transportadores de auxina de tipo
ABCB de pino radiata y de otros organismos vegetales. ........ccccceeeeeiccciiiieeee e, 50
Figura 15: Alineamiento multiple de secuencias de los transportadores de auxina de tipo
AUX1 de pino radiata y de otros organismos vegetales.........ccccceeeeeiccciiiiieee e, 51
Figura 16: Alineamiento multiple de secuencias de los transportadores de auxina de tipo
PIN de pino radiata y de otros organismos vegetales. ........ccoccccvvirieieee e 52

Figura 17: Andlisis filogenético de las proteinas transportadoras de auxina de pino radiata.

Figura 18: Gel de agarosa al 2% de las muestras tratadas con DNASa. ......cccceeeeeeeeeercnnnnen. 56
Figura 19: Niveles de expresidn relativa de PrABCBC4 de las condiciones superior (Sup) e

Ta Y= a Lo {1 i R 57



Figura 20: Niveles de expresion relativa de PrABCBC4 de las condiciones apical (A), medio
(YR - X L {2 PR 58
Figura 21: Niveles de expresion relativa de PrABCBC7 de las condiciones superior (Sup) e
el =T aToT o (] i RO P P UUTRRRRRRP 58
Figura 22: Niveles de expresion relativa de PrABCB74 de las condiciones apical (A), medio
(Y IR - X L () PSR 59
Figura 23: Niveles de expresion relativa de PrAUX1C1 de las condiciones superior (Sup) e
INFEIIOT (INF). oeieiiiiie et e e et e bbb r e e e e e e sesasbberereeeseeseassrraees 59
Figura 24: Niveles de expresion relativa de PrAUX1C1 de las condiciones apical (A), medio
(Y R - X L () PSP 60
Figura 25: Niveles de expresién relativa de PrAUX1C2 de las condiciones superior (Sup) e
1] =Yoo Yo (| S PR 60
Figura 26: Niveles de expresién relativa de PrAUX1C2 de las condiciones apical (A), medio
(A R 1T L (2 PR 61
Figura 27: Niveles de expresion relativa de PrAUX1C4 de las condiciones superior (Sup) e
1] =Yoo Yol (| S PRSP 61
Figura 28: Niveles de expresioén relativa de PrAUX1C4 de las condiciones apical (A), medio
A DA o T 1 L1 23 TSP UUPTRRP 62
Figura 29: Niveles de expresion relativa de PrPIN1C5 de las condiciones superior (Sup) e
Tal =g (ol ol '] i A UUPTRRRP 62
Figura 30: Niveles de expresion relativa de PrPIN1C5 de las condiciones apical (A), medio
(Y )R - X 1 () PO PR 63
Figura 31: Niveles de expresidn relativa de PrPIN2C1 de las condiciones superior (Sup) e
Ta N = a Lol o {1 i RS RTRRRRR 63
Figura 32: Niveles de expresién relativa de PrPIN2C1 de las condiciones apical (A), medio

(Y )R - 1 () T TP PR 64



Indice de tablas

Tabla 1: Ventajas de la técnica de RNA-Seq comparadas con otros métodos de
transcriptomica. Modificado de (Wang y cols., 2009D). .......ccoeviiieeeiiiieeeecieee e, 16
Tabla 2: Resultados obtenidos luego de la secuenciacion por ILLUMINA. .........cccceeeevnneenn. 18

Tabla 3: Largo y valor de FPKM de las 15 secuencias identificadas en las bibliotecas de

Tabla 4: Matriz de identidad de las secuencias nucleotidicas de los transportadores de
AUXING A€ IPO ABCB. .....oiiiieiee ettt e et e e e e e e s e e e e e e e et r e e e e e e e e esnnrrareaeeeeeenanns 47
Tabla 5: Matriz de identidad de las secuencias nucleotidicas de los transportadores de
AUXING AE IPO AUXL. ...eiiiiieeiei et e e e e e e e st e e e e e e e s e antrtaeeeeeeeessnnntanneeeeeeeennnns 47
Tabla 6: Matriz de identidad de las secuencias nucleotidicas de los transportadores de
AUXINA AE IPO PIN ...t e e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e s e s e nnntbaneeeeeeeennns 47
Tabla 7: Matriz de identidad de las secuencias aminoacidicas de los transportadores de
AUXING AE IPO ABCB. .....iiiiieiee e eectreee e e et e e e e e e st e e e e e e e e e e s nbrar e e e e e e eeeennraaaaaeaaeeeaanns 47
Tabla 8: Matriz de identidad de las secuencias aminoacidicas de los transportadores de
AUXING AE IPO AUXL. ...eiiiiieeiei et e e e e e e e st e e e e e e e s e antrtaeeeeeeeessnnntanneeeeeeeennnns 48
Tabla 9: Matriz de identidad de las secuencias aminoacidicas de los transportadores de
AUXING AE TIPO PIN ...ttt ettt e e e e st e e e e e e e e e esabraaereeeeeesessnrbareeeseeeennnns 48

Tabla 10: Secuencias con expresidn diferencial y su cantidad de aminodacidos vy

(o TU Lol 1Yo 1T Lo 1P PRR 48
Tabla 11: Partidores de qPCR disefiados a partir de las regiones 5’ y 3’-UTR............cccee..... 54
Tabla 12: Extraccidon de ARN de las muestras y sus respectivas concentraciones............... 55

Tabla 13: Tratamiento con DNAsa de las muestras de ARN. ....oovvveeiiiiieiiiieiiieeeeee e 57



