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RESUMEN

La carencia de fésforo en plantas es una de las principales causas que
limita la produccion agricola. Con la Revolucion Verde, el uso de foésforo de roca
mineral (Pi) como fertilizante para nutrir los cultivos, resolvio el problema agricola
de carencia de Pi en la mayoria de los suelos. Sin embargo, el Pi es un recurso no
renovable y se pronostica que las reservas naturales de Pi se agotaran para
finales del presente siglo. Considerando que la agricultura es y sera una actividad
primaria que alimenta y alimentara a la humanidad, es urgente establecer
herramientas biotecnolégicas que mantengan y mejoren los rendimientos agricolas

alcanzados en la actualidad.

El estudio de la respuesta natural de las plantas al constante ambiente
cambiante (como la disponibilidad nutrimental del medio) es fundamental para el
establecimiento de estrategias biotecnolégicas que mejoren la produccion
agricola. Arabidopsis es un buen modelo para el estudio de la respuesta de las
plantas a la carencia de P, por que ademas de conservar varios mecanismos de
aclimatacién observados en cultivares de interés agrondmico como maiz, trigo y
arroz, induce modificaciones morfolégicas que potencian la exploracion del
sistema radicular a través del suelo. Particularmente, Arabidopsis inhibe el
crecimiento longitudinal de la raiz principal, mediante un mecanismo especifico de
la punta de la raiz, que provoca la diferenciacion celular del meristemo (tambien
conocido como agotamiento meristematico). Sorprendentemente, la inhibicion del
crecimiento longitudinal de la raiz prinicipal en Arabidopsis ante la carencia de Pi,
es determinado por la disponibilidad de fierro; durante el desarrollo de este
proyecto, Muller y Colaboradores en 2015, propusieron que la acumulacion de
fierro en la punta de la raiz, especificamente alrededor de las células del centro
quiescente (QC), modifica el estatus oxido-reductivo (ROS) de la pared celular, lo
cual induce un programa transcripcional que desencadena el agotamiento del

meristemo radicular en Arabidopsis ante la carencia de Pi.



Basado en la caracterizacion genética, celular y morfolégica de las
mutantes low phosphate insensitive 5 (Ipi5) y low phosphate insensitive 6 (Ipi6), en
esta tesis propongo que la excrecion de malato (un quelante natural de metales) a
través de la punta de la raiz, mediado por el médulo funcional STOP1 (SENSITIVE
TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) and ALMT1 (ALUMINIUM-ACTIVATED
MALATE TRANSPORTER 1), induce dicha acumulacién de fierro, previamente
vinculada con el agotamiento meristematico de Arabidopsis ante la carencia de P.
Mis resultados ademas sugieren la existencia de un mecanismo basado en la
excrecion de acidos organicos, que podria ser manipulado biotecnolégicamente
para modular el desarrollo del sistema radicular y mejorar la produccion de cultivos

agricolas ante diferentes condiciones del suelo.



SUMMARY

Phosphate-starvation in plants is a serious agricultural problem for crop
production. With the Green Revolution, the mineral rock phosphate (Pi) used as
crops fertilizer, alleviated the problem of low Pi availability in most soils. However,
Pi is a non-renewable element and the natural Pi source will be consumed over the
next century. Considering that agricultural food production is and will be a primary
activity to feed humanity, it is urgent to establish biotechnological tools to maintain

and improve the agricultural yields achieved to date.

The study of the natural plant response to constant environmental changes
(e.g. the response to nutritional deficiency), is fundamental in establishing
biotechnological strategies to improve agricultural crop production. Arabidopsis is a
good model to study the natural plant response to low phosphate availability
because it conserves several adaptive mechanisms that induce the acclimation
response of plants to phosphate-starvation. Also, Arabidopsis induces specific root
morphological modifications which redirect root soil exploration. Specifically,
Arabidopsis inhibits primary root growth, through a root-tip (root meristem) specific
processes than induces meristem differentiation, also know as meristem-
exhaustion. Surprisingly, Arabidopsis primary root growth inhibition is an iron-
dependent mechanism; during the development of this project, Muller et al 2015,
proposed that iron accumulation in the root-tip, specifically surrounding quiescent
cells, modify the reactive oxygen species (ROS) status, which induces a
transcriptional response (of hundreds of genes) that trigger root meristem-

exhaustion.

Based on a genetic, cellular and morphological characterization of the
Arabidopsis low phosphate insensitive 5 (Ipi5) and low phosphate insensitive 6
(Ipi6) mutants, in this thesis | propose that malate (a natural metal chelating)
release through root-tip, mediated by the functional module STOP1 (SENSITIVE
TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) and, ALMT1 (ALUMINIUM-ACTIVATED



MALATE TRANSPORTER 1), induce the iron accumulation (surrounding the QC
cells), that trigger root meristem-exhaustion and the consequent primary root
growth inhibition under low phosphate conditions. My results also suggest the
existence of a mechanism based on organic acids efflux that could be manipulated
biotechnologically to modulates root development to improve crops production

under different soil conditions.
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INTRODUCCION

El fésforo (P) es un elemento esencial para el desarrollo de las plantas, y
para virtualmente cualquier organismo vivo en este planeta. Estos se debe a que
el P es un componente insustituible de moléculas clave para el metabolismo, como
los acidos nucleicos (ADN/ARN), los fosfolipidos de membranas y el ATP, ademas

de que participa en diversos procesos de comunicacion celular’?.

El P es un elemento mineral que naturalmente interactua con el oxigeno
(O), y se le encuentra ampliamente distribuido en suelos de ecosistemas naturales
y terrenos agricolas alrededor del mundo'>®. Se sabe que las plantas toman el P
directamente de la solucién del suelo, a través de la raiz. Aunque pueden tomarlo
en forma de fosfito (Phi) y fosfato (Pi), sélo lo pueden metabolizar en forma de ion
fosfato (H,PO4 ) '°. Los andlisis quimicos del suelo suele sugerir que la
concentracion de Pi deberia ser suficiente para alimentar a las plantas durante sus
diferentes estadios del desarrollo, sin embargo esto no siempre resulta ser cierto,
debido a que el Pi sélo es una porcién minima del total de P en el suelo (<10uM),
y suele encontrarse hasta en tres 6rdenes de magnitud inferior a lo determinado
en el interior de las plantas (entre 75uM y 10000uM)"'%""2. Ademas se sabe que el
ion Pi corresponde a una molécula altamente reactiva, que al interactuar con otros
minerales como el calcio (Ca) y el magnesio (Mg) en suelos con pH basico, o con
el aluminio (Al") y el fierro (Fe") en soluciones con pH &acido, provoca la formacion
de compuestos fosforados e insolubles que la planta no puede tomar'?~'*. El resto
del Pi en el suelo, en su gran mayoria se encuentra formando parte de restos
organicos que la planta tampoco puede tomar (hasta el 80% del total). Lo anterior
provoca que las plantas constantemente se enfrenten a condiciones de carencia
de Pi'*™"® (Fig1).
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lantas

16n fosfato:  #4+
'''' Fosforo (P)
Oxigeno (O)
Calcio (Ca)
Magnesio (Mg)
Aluminio (Al)
Fierro (Fe)

Pi interno [75-10000uM] (==
Pi externo [1-10uM]

Compuestos
Organicos-fosforados

Figura 1. La baja disponibilidad de fosforo (P) para las plantas. El P es un elemento
mineral del suelo que normalmente interactia con el oxigeno (O), y se sabe que las plantas lo
toman y metabolizan en forma de ion fosfato (Pi). Si bien los analisis quimicos del suelo sugieren
que la cantidad de Pi (H,PO,) es suficiente para alimentar a las plantas durante todo su ciclo de
vida, esto no siempre resulta cierto, debido a que el Pi es s6lo una porcion minima del suelo que
normalmente se encuentra en concentraciones hasta en tres 6rdenes de magnitud inferior a lo
observado dentro de las plantas. Ademas, el Pi es una molécula extremadamente reactiva lo que
provoca que interactie con otros minerales del suelo, como el calcio (Ca) y el magnesio (Mg) en
suelos de pH basico, y con el aluminio (Al) y el fierro (Fe) en suelo con pH acido, dando lugar a la
formaciéon de complejos fosforados que la planta no puede tomar. Lo anterlor provoca que estos
organismos constantemente se enfrenten a condiciones de carencia de Pi” 11012
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El reto de la carencia de Pi en la agricultura actual

Hasta el ultimo censo de la ONU (2017), y las estadisticas mas recientes de
la FAO, la agricultura sigue y seguira siendo una actividad primaria que alimenta a
poco mas de 6 mil millones de personas en la actualidad (toda la humanidad) y
alimentara a mas de 9 mil millones para el 2050, 30% mas'®. Actualmente la
produccion de alimentos agricolas se sustenta en gran medida por la extraccién,
produccién y uso de fertilizantes fésforados obtenidos a base de roca mineral®.
Solamente para el afno 2016, se reportd la producciéon de poco mas de 160
millones de toneladas de fertilizantes a base de Pi extraido del suelo. El problema
aqui es que las reservas de Pi mineral es un recurso no renovable cada vez mas
costoso que se esta agotando. Las estadisticas mas recientes pronostican que
dichas reservas naturales de Pi mineral en el mundo se estaran terminando dentro

de los préximos 50 a 100 afios®'",

Lo anterior muestra el problema de los
fertilizantes fosforados a base de roca mineral para el desarrollo agricola y la
produccion de alimentos, y establece la necesidad de proponer estrategias
biotecnolégicas que mantengan los altos rendimiento de producciéon agricola,

haciendo uso de manera mas eficiente de las reservas naturales "finitas" de Pi
(Fig3).

Figura 2. Crecimiento de un cultivo de maiz fertilizado con fosfato (al fondo), y uno
sin fertilizar (al frente). (créditos a D.M.G. de Sausa, 2012).
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World agricultural production and population
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Figura 3. Estadisticas de producciéon agricola, crecimiento poblacion y demanda de
fertilizantes fosforados en el mundo, a partir de la Revolucion Verde. A) Grafica que muestra
la correlacion positiva entre el crecimiento de la produccidn agricola y el aumento en la poblacion
de personas en el mundo, partiendo de los inicios de la Revolucion Verde en 1961, hasta finales de
los afios 80s. Dentro del rectangulo "en azul claro" se muestran las tendencias entre la produccion
de alimentos y el crecimiento poblacional, de 1989 al 2010%. B) Grafica que muestra el crecimiento
poblacional (en miles de millones), en marco de paises en vias de desarrollo y paises
desarrollados, de 1950 al 2100%. C) Grafica que muestra la demanda anual de fertilizantes
fosforados a nivel mundial, de 1800 al 2000°". D) Al ritmo con el que se demanda la produccion de
fertilizantes fosforados a base de roca mineral, se pronostica que dichas reservas de este mineral,
se terminaran dentro de los proximos 100 afios. La linea roja muestra la tendencia de los millones
de toneladas de fertilizantes de Pi mineral extraido, y la linea negra predice la produccién de
fertilizantes Pi dentro de los proximos 100 afios, basados en la cantidad de Pi de las reservas
naturales reportadaszz.
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La respuesta natural de las plantas a la baja disponibilidad de Pi en el medio

Desde la perspectiva biotecnoldgica, el estudio de la respuesta natural de
las plantas al ambiente cambiante, es fundamental para establecer estrategias
mas eficientes que contribuyan en mantener y mejorar la produccién de alimentos
en la agricultura’®'°. La carencia de Pi en plantas ha sido estudiada desde hace
mas de un siglo, tanto en monoco como dicotiledoneas, principalmente en
especies de interés agricola como maiz, trigo y arroz®®"""*23_ Ahora se sabe que
las plantas en respuesta a la carencia de Pi reducen dramaticamente la
concentracion interna de Pi, lo cual coordinadamente aumenta el nivel de ADP
(adenosin difosfato) y disminuye la concentracién de ATP (adenosin trifosfato)
celular. También se altera la homeostasis de otras biomoléculas de metabolismo
central. Por ejemplo, se reduce la concentracion de nucleétidos de adenina
(requeridos para la replicacion y transcripcion de los acidos nucleicos)*, aumenta
la sintesis de almidon en los tejidos del brote, y se translocan grandes cantidades
de sacarosa hacia la raiz. Las membranas sufren de un recambio en la
composicién de fosfolipidos, y se incrementa la sintesis de malato y citrato, entre
otros. Fisioldgicamente decae la actividad fotosintética y de respiracién oxidativa.
A nivel morfologico la planta reduce el crecimiento del brote y magnifica el de la

raiz"%3.

Con el descubrimiento de la estructura del ADN (J. Watson y F. Crick,
1953)*%", surgid el interés por conocer la participacion de los genes en la
respuesta de aclimataciéon de las plantas al ambiente cambiante. Desde finales de
los 80s, y a través de técnicas como Northerm-blot y PCRs (Polymerase chain
reaction, por su sigla en Inglés), se descubri6 que las plantas responden
transcripcionalmente, induciendo y reprimiendo genes en respuesta a la carencia
de Pi?®*#_ Con la llegada de las nuevas tecnologia para la secuenciacién masiva
de acidos nucleicos (ADN/ARN), y el desarrollo de herramientas computacionales
cada vez mas poderosas, se descubrié que la carencia de Pi induce un programa

transcripcional que modifica la expresion (induccion y represion), de cientos de
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genes de diversas categorias funcionales, claramente relacionadas con el
reciclado, la re-distribucién y optimizacién del Pi dentro de la plantas, y el

incremento en la capacidad adquisitiva de Pi externo®*3%".

Entre los procesos que promueven el reciclado de P interno en las plantas,
se encuentra el recambio de fosfolipidos de membrana, por sulfolipidos vy
galactolipidos®. Considerando que el sistema membranal concentra grandes
cantidades de Pi en la célula, dicho mecanismo de recambio, por una parte
mantiene la integridad de la membrana, y por otra, provee Pi para los procesos
metabdlicos basicos de la planta, al menos hasta encontrar otra fuente de Pi
externo. El recambio de fosfolipidos de membrana esta regulado a nivel
transcripcional, a través de la induccién de varios genes que codifican para
enzimas como PLDZ2 (PHOSPHOLIPASE-D 2, por su sigla en Inglés), MGDG
(MONOGALACTOSYL-DIACYLGLYCEROL SYNTHASE, por su sigla en Inglés),
DGD2 (UDP-GALACTOSE-DEPENDENT DIGALACTOSYLDIACYLGLYCEROL
SYNTHASE 2, por su sigla en Inglés), SQD1 (UDP-SULFOQUINOVOSA
SYNTHASE 1)y SQD2 (UDP-SULFOQUINOVOSA SYNTHASE 2% (Fig4).

La adquisicién y distribucidn de Pi dentro de las plantas es mediado por una
red de transportadores proteicos de alta y baja afinidad a Pi, anclados al sistema
transmembranal de las células. Las plantas codifican en su genoma para siete
familias de transportador de Pi (PHT1, PHT2, PHT3, PHT4, PHO1, VTC y PHS),
los cuales se clasifican por su localizacién celular y topologia. La familia de los
transportadores PHT1 (PHOSPHATE TRANSPORTER FAMILY 1, por sus sigla en
Inglés), esta integrada por genes que codifican para proteinas de alta afinidad a
Pi, localizadas en la membrana plasmatica, que median la entrada de Pi al interior
de la célula'3?3%°° E| nimero de transportadores PHT? varia entre especies de
plantas, por ejemplo, mientras que en arroz se han identificado 13, en Arabidopsis
sélo 9°'. Los transportadores PHT1 son fuertemente expresados a nivel
transcripcional en respuesta a la carencia de Pi, en practicamente todas las lineas

celulares a lo largo de la raiz, aunque con mayor intensidad en la region apical y
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en células de la epidermis, entre ellas los pelos radiculares. Esto en consecuencia
incrementa la capacidad adquisitiva de Pi, por las raices de las plantas. Los
transportadores PHT1 también son regulados post-traduccionalmente por PHF
(PHOSPHATE TRANSPORTER TRAFFIC FACILITATOR 1), un gen que codifica
para una proteina de reticulo endoplasmico que controla la translocacion de los
transportadores PHT1 hacia la membrana plasmatica. Aunque se ha propuesto
redundancia funcional entre los transportadores de la familia PHT1, se sabe que
PHT1;2 y PHT1;4 en Arabidopsis contribuyen con mas del 70% de Pi adquirido por

la planta (Fig4)16,40,44,48,51_56_

Un gran porcentaje del Pi presente en el suelo se encuentra como parte de
complejos organicos (principalmente en forma de Pi-inositol, membranas lipidicas
y acidos nucleicos), compuestos que las plantas no pueden tomar
directamente®'%'2°"°8  En respuesta a la carencia de Pi, las plantas inducen la
expresion de enzimas fosfatasas exportadas al medio, en donde a través de su
capacidad catalitica, liberan al Pi retenido en dichos compuestos organicos,
haciéndolo disponible para su adquisicion por la raiz (Fig4). Las fosfatasas
involucradas en este proceso estan clasificadas como fosfatasa purpuras "PAPs"
(PHOSPHATIDIC ACID PHOSPHATASEs, por su sigla en Inglés), las cuales
reciben su nombre debido a coloracion purpura resultante de su actividad

hidrolitica, que libera al Pi de compuestos ésteres y anhidros®>*"

. Los genes
que codifican para este tipo de enzimas se encuentran en todas las especies de
plantas estudiadas, tanto en monocotileddneas como en dicotiledoneas, entre
ellas frijol, soya, lupinos, jitomate, maiz, trigo, arroz y Arabidopsis®*39°9:596263 pg
las 29 PAPs codificadas en el genoma de Arabidopsis, se sabe que 14 son
transcripcionalmente inducidas en la raiz de plantulas crecidas en carencia de Pi

61.54(Fig4).
Otra parte del Pi indisponible para las plantas, es aquella porcién retenida

por otros minerales del suelo, principalmente metales como el aluminio (Al) y el

fierro (Fe), los cuales promueven la formacion de complejos de Pi-Al, y Pi-Fe que
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las plantas no pueden tomar. Sorprendentemente, las plantas aumentan la
produccion y excrecidon de acidos organicos a través de la raiz al medio, los cuales
por su naturaleza quelante rompen las interacciones quimicas de dichos
complejos Pi-metalicos, haciendo disponible al Pi para su adquisicién por la planta.
Aunque ha sido poco estudiada la red de transportadores que median la excrecién
de acidos organicos ante la carencia de Pi, se sabe que, de forma general, las
plantas inducen principalmente la excrecion de citrato y malato, con mayor

intensidad a través de la punta de la raiz*"®>™*" (Fig4).

A nivel morfoldgico las plantas también modifican el desarrollo de la raiz,
alterando por completo la arquitectura del sistémica radicular. En general,
promueven la formacién de raices laterales, aumentan la densidad y longitud de
los pelos radiculares y modifican el angulo del crecimiento de las raices, esto en
consecuencia aumenta la superficie de contacto con el suelo, lo cual incrementa la
probabilidad de tomar de Pi externo. Dichos cambios morfolégicos han sido
observados tanto en monocotiledoneas como en dicotiledéneas, entre ellas
especies como maiz, frijol, arroz, lupinos y Arabidopsis®*®®"2. Ademas, se han
identificado modificaciones morfolégicas especificas de ciertas especies de
plantas. Por ejemplo, en Lupinos albus una especie de legumbre, la carencia de Pi
induce la formacion de pequefios cumulos “clusters” de raices laterales altamente
pobladas con pelos radiculares, en pequefios segmentos de la raiz que hace
contacto directo con pequefios cimulos ricos en Pi, en el medio”"®. Otro ejemplo
es justamente el modelo de estudio Arabidopsis thaliana, en donde la baja
disponibilidad de Pi en el medio, inhibe el crecimiento longitudinal de las raices,

particularmente el de la raiz principal®®’%""""8° (Fig5).
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Respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi
en Arabidopsis

Respuesta sistémica Respuesta local
(Regulacion homeostatica de Pi interno) (Modificacién morfologica del sistema radicular)
Pi
/ . /
Reciclado de Pi Transporte de Pi Formacion de raices Formacion de pelos
laterales radiculares

v

Inhibicion del crecimiento longitudinal de
la raiz principal

®6e

4

Recuperacion de Pi

"

Figura 4. Respuesta de aclimatacion a la carencia de fosfato en Arabidopsisgo.
Arabidopsis, al igual que el resto de las plantas analizadas ante la carencia de fosfato (Pi), induce
una serie de procesos que maximizan el uso de Pi interno en la planta, y maximizan la capacidad
adquisitiva de Pi externo en el medio. Al parecer la respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi,
esta controlada tanto por la homeostasis de Pi dentro en la planta (respuesta sistémica), como por
la disponibilidad del Pi disponible en el medio (respuesta local). La respuesta sistémica esta
relacionada con el reciclado de Pi interno, con la adquisicion y translocacion de Pi (transporte), y
con la liberacion del Pi retenido en compuesto organicos e inorganicos en el medio. Por su parte, la
respuesta local esta relacionada con las modificaciones morfolégicas del sistema radicular,
particularmente, con el incremento en la formacion de raices laterales, con el aumento en la
cantidad y longitud de pelos radiculares, y con la inhibicidén del crecimiento longitudinal de la raiz
principal ante la carencia de Pi.

24



La inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en -Pi

Desde su establecimiento como modelo de estudio (hace poco mas de 50
afios)®'™®, Arabidopsis comenzé a ser utilizada para conocer la respuesta natural
de las plantas a la carencia nutrimental, particularmente la carencia de Pi.
Arabidopsis resulté ser un excelente modelo para el estudio de la respuesta de las
plantas a la carencia de Pi, ya que conserva varios de los procesos que
promueven el reciclado de Pi en el interior de la planta, y maximizan la capacidad
adquisitiva de Pi externo en el medio**®>®. Como se menciond previamente,
Arabidopsis inhibe el crecimiento longitudinal de la raiz principal en respuesta a la

baja disponibilidad de Pi en el medio® 0798087

. Se ha propuesto que dicha
modificaciéon morfolégica promueve el desarrollo del sistema radicular en los
niveles superiores del suelo, regiones donde se han determinado las mayores
concentraciones de Pi en suelos de ecosistemas naturales y terrenos agricolas
(Fig5)"®. Dada su potencial aplicacion biotecnolégica para el control a
conveniencia del crecimiento longitudinal de las raices de las plantas, en funcién
de la disponibilidad nutrimental en suelo, y el interés por conocer los procesos
naturales del desarrollo de la raiz en estos organismo. El fendbmeno que inhibe el
crecimiento longitudinal de la raiz principal, ha sido uno de los procesos mas

estudiados en Arabidopsis ante la baja disponibilidad de Pi en el medio.

La estructura celular del meristemo radicular en el embrién de Arabidopsis,
comienza cuando se determinan las células del centro quiescente (QC), durante la

etapa globular del desarrollo embrionario®®°.

Una vez que la semilla de
Arabidopsis germina, la raiz mantiene su crecimiento longitudinal de forma
indeterminada (en condiciones de suficiencia nutrimental), a través de una intensa
y continua proliferacién celular, en la region distal del meristemo radicular, en
células de la estela proximas al QC®%. A través de experimentos de medios
divididos, donde la plantula de Arabidopsis comienza su crecimiento en presencia
de Pi, para después hacer contacto con un medio limitante en Pi, se descubrié que

el crecimiento longitudinal de la raiz, es un mecanismo especifico de la punta, y es
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provocado por la baja disponibilidad de Pi en el medio’'. Mediante el uso de las
lineas reporteras de ciclo celular proCYC::GUS y de identidad del centro
quiescente proQC::GUS, a través de tinciones histoquimicas de GUS en el
meristemo radicular de la raiz principal, se descubrié que la baja disponibilidad de
Pi en el medio provoca la diferenciacion celular del QC, e inhibe paulatinamente
los procesos de proliferacién celular, dando lugar al agotamiento meristematico y

consecuente inhibicién del crecimiento longitudinal de la raiz’°(Fig6).

En 30% de los ecosistemas naturales alrededor del mundo, principalmente
en aquellos con suelos acidos (>pH5.4), la baja disponibilidad de Pi en el medio es
normalmente acompanada por una alta disponibilidad de fierro (Fe) para las
plantas, principalmente de cationes de Fe™ '®*°. Se sabe que los cambios en la

79193 (1o cual no

relacion de Pi y Fe interno modifica el desarrollo de las plantas
resulta extrafio dada su mutua participacién en el metabolismo fotosintético y de
respiracion oxidativa). A través de experimentos encaminados en conocer el
efecto de la disponibilidad de Fe en el desarrollo radicular de Arabidopsis ante la
carencia de Pi, se descubri6 que la inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz
principal ante la baja disponibilidad de Pi, es determinada por la disponibilidad de
Fe en el medio (Fig7)”’. Considerando que la interaccion quimica entre Pi y el Fe
determina la disponibilidad de uno u otro elemento para su adquisicion por las
plantas en el suelo, se propuso que la carencia de Pi en el medio favorece la
disponibilidad de Fe, llegando a inducir una respuesta concertada que provoca la
inhibicion del crecimiento de la raiz. Lo anterior, actua quizas como un mecanismo

que controla el balance para la adquisicion de Piy Fe del medio®'~*°.
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I6n fosfato |
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Figura 5. Modificaciones morfolégicas del sistema radicular en Arabidopsis ante la
baja disponibilidad de Pi en el medio. (Izquierda) Fenotipo de plantulas de 10 dias después de
germinar (10ddg) en presencia (+Pi) y carencia de fosfato (-Pi). (Derecha) Caricatura que
representa el desarrollo del sistema radicular de Arabidopsis ante condiciones de suficiencia y
carencia de Pi en el suelo. La distribucién de Pi hace referencia a estudios de suelo realizados en
ecosistemas naturales y terrenos agricolasgo.
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Figura 6. Agotamiento meristematico de la raiz principal en Arabidopsis ante la baja
disponibilidad Pi en el medio’®. Expresion reportera (tinciones histoquimicas de GUS, p-
glucoronidase) de los marcadores de ciclo celular proCYC::GUS (lzquierda), y de identidad de
centro quiescente proQC::GUS (Derecha), en meristemo radicular de plantulas del dia 2 al dia 12
después de germinar (2-10ddg) en suficiencia (+Pi) y carencia de fésforo (-Pi). Las flechas negras
apuntan hacia las células del QC.
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Durante la etapa experimental de este trabajo, Muller y colaboradores
(2015), a través de tinciones histoquimicas Tumbull-DAB y Perls-DAB (para
visualizar iones de Fe*? y Fe*?, respectivamente), revelaron que Arabidopsis
acumula preferencialmente iones de Fe™ en meristemo radicular de la raiz
principal, particularmente en apoplasto alrededor de las células del centro
quiescente  (QC)*. Aunque la acumulacion de Fe™ se muestra
independientemente de la disponibilidad de Pi en el medio, se descubrié que
determina el agotamiento meristematico y la consecuente inhibicion del
crecimiento longitudinal de la raiz principal, ante la carencia de Pi en el medio®.
Aunque sigue sin conocerse la naturaleza molecular por la cual la acumulacion de
iones de Fe** determina la inhibicidn del crecimiento longitudinal de la raiz ante la
carencia de Pi, se descubri6 que dicha acumulacién de Fe™ es
concomitantemente acompanada con el engrosamiento de la pared celular y la
deposicion de callosa al rededor del QC*. La deposicién de callosa en la pared
celular se ha asociado con el bloqueo de los plasmodesmos, canales de
comunicacion que para tal caso, son esenciales para el mantenimiento de la
identidad celular del QC%*. SHORT-ROOT (SHR) codifica para un factor de
transcripcion constitutivamente expresado en células de la estela, que es
transportado a través los plasmodesmos hacia las células del QC, en donde en
colaboracion con otros factores de transcripcion como SCARECROW (SCR) y a
través del control transcripcional, confiere la identidad celular del QC®+®°,
Utilizando microscopia confocal y monitoreando la expresién reportera de la linea
proSHR::SHR-GFP, se descubrié que la baja disponibilidad de Pi en el medio
inhibe la localizacion de SHR en células del QC, lo que provoca su diferenciacion

celular y consecuente agotamiento meristematico de la raiz (Fig8E)®.
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Figura 7. Efecto de la disponibilidad de fierro (Fe) en el crecimiento longitudinal de la
raiz principal de Arabidopsis, ante la baja disponibilidad de fosfato (Pi) en el medio’’.
Experimentos de medio divididos que muestran el crecimiento de plantulas de 14 dias después de
germinar en condiciones de baja disponibilidad de fésforo y fierro (parte superior y parte inferior
izquierdo: P-Fe-), y condiciones de baja disponibilidad de fierro, pero alta disponibilidad de Fe
(parte inferior derecha: P-Fe+). La barra de escala equivale a 10 milimetros.
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Figura 8. Correlacién positiva entre la acumulacion apoplastica de Fe*? y el
agotamiento meristematico de la raiz en Arabidopsis ante la carencia de Pi. Durante el
desarrollo de este proyecto, Muller y colaboradores (2015)96 propusieron que la acumulacion
apoplastica de iones de Fe*®, alrededor de las células del centro quiescente (QC) (A y B),
promueve la deposicion de callosa®, un polisacarido que bloquea fisicamente los plasmodesmos
(C y D), que para tal caso, bloquea las sefiales de comunicacion intercelular, indispensables para
el mantenimiento de la identidad del QC. Mediante el uso de la linea reportera proSHR::SHR-GFP,
y la observacion de GFP (Green Fluorescent Protein, por su sigla en Inglés), se observd que la
carencia de Pi inhibe la localizaciéon de SHR (proSHR.‘:SHR-GFP)96 en el QC (E y F), lo cual
desencadena la diferenciacion celular del QC, y el consecuente agotamiento meristematico de la
raiz principal ante la carencia de Pi. Las flechas blancas apuntan hacia las células del QC.
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LPR1 (LOW PHOSPHATE ROOT 1, por su sigla en Inglés) es descrito
como un gen que inhibe el crecimiento longitudinal de la raiz principal en
respuesta a la baja disponibilidad de Pi en Arabidopsis’'. Se sabe que LPR1 es
constitutivamente expresado en células de la estela y del centro quiescente (QC),
y que codifica para una proteina multicopper oxidasa (MCO) exportada a la pared
celular’"®% Considerando la capacidad catalitica LPR1 para oxidar iones de
Fe*?, se ha propuesto que es la enzima que provee (en colaboracion con su gen
paralogo LPR?2), los iones de Fe*® acumulados en apoplasto alrededor las células
de QC y determina el agotamiento meristematico e inhibicion del crecimiento

longitudinal de la raiz an Arabidopsis ante la carencia de Pi’"*® (Fig9).
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-Pi
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Agotamiento meristematico
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Inhibicion del crecimiento
longitudinal de la raiz principal
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Tincion de Fe*? (color cafe)

Figura 9. Los genes LPR1y LPR2 promueven la acumulacién apoplastica de Fe*? que
determina la inhibicién del crecimiento longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis ante
la carencia Pi. (A) LPR1y LPR2 (LOW PHOSPHATE ROOT 1y LOW PHOSPHATE ROQOT 1, por
su siglas en Inglés) son descritos como genes paralogos que inhibe el crecimiento longitudinal de
la raiz principal en Arabidopsis ante la baja disponibilidad de Pi en el medio. (B) Como lo sugiere el
fenotipo de la doble mutante Ipr1/lpr2, la cual mantiene el crecimiento longitudinal de la raiz
principal, de forma indeterminada aun en carencia de Pi¥. LPR1 codifica para una proteina MCO
(Multicopper oxidasa) exEortada a la pared celular, en donde a través de su capacidad catalitica
para oxidar iones de Fe™ a Fe*, promueve la acumulacién apoplastica de fierro alrededor del QC
(mediante un mecanismo aun desconocido). Como lo muestran las tinciones histoquimicas Perls-
DAB en la doble mutante Ipr1/2, que acumula claramente mucho menos fierro, particularmente al
rededor del QC*. (C) Lo acumulacion apoplastica de Fe*® determina la diferenciacion del QC y el
consecuente agotamiento radicular, lo que finalmente provoca la inhibicién del crecimiento
longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis.
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Percepcion de Pi, senalizacion y respuesta a la carencia de Pi

Las distintas estrategias experimentales usadas para analizar la respuesta
transcripcional de las plantas, principalmente en Arabidopsis, ademas de revelar la
gran cantidad de genes transcripcionalmente alterados en respuesta a la carencia
de Pi, también mostrd la intricada complejidad de regulacién que confiere la
resistencia de las plantas a este tipo de estrés?*30343¢59% por gjemplo, a través
de experimentos de transferencia, donde la planta es inicialmente crecidas en +Pi,
para después transferirla a -Pi, se descubrié que la respuesta transcripcional es
inducida desde los primero minutos después de que la planta se desarrolla en

carencia de Pi**%,

Los patrones de expresion y la funcion de los genes
transcripcionalmente alterado ante la carencia de Pi varia ampliamente, pero
pueden encontrarse transportadores de Pi y fosfatasas, por mencionar

algunos®**°.

A través de experimentos de medios divididos, donde una porcién de la raiz
hace contacto con un medio carente en Pi, y el resto de la raiz en un medio con
suficiencia nutrimental para el crecimiento de Arabidopsis, se descubrié que el
programa transcripcional inducido por la carencia de Pi es regulado de manera
sistémica y local'®. La respuesta sistémica refiere a un mecanismo de regulacion
a larga distancia que comunica el estatus de Pi interno entre los distintos érganos
de la planta. La respuesta sistémica tambien hace referencia a un grupo de
cientos de genes inducidos por la carencia de Pi en la raiz, pero que son inhibidos
a través de una sefal aun desconocida (posiblemente metabolitos como la
sacarosa, fosfoinositoles o microRNAs transportados a través de la vasculatura de
las plantas), inducida en la porcién de la raiz que hace contacto con un medio rico
en Pi®?1%171% | 5 respuesta local esta ligada con el agotamiento meristematico e
inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis ante la
carencia de Pi. También refiere a un set de genes que son transcripcionalmente
controlados en la raiz, pero en este caso, son especificamente regulados por la

baja disponibilidad de Pi en el medio (sin importar la concentracion de Pi interno
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en la planta)'®

. Aunque sigue sin conocerse el mecanismo molecular de
percepcion de Pi que desencadena la respuesta de adaptacion a la carencia de Pi
en plantas, se acepta la idea de que estos organismos perciben diferencialmente
tanto la concentracién de Pi interno en la planta, como la disponibilidad de Pi

externo en el medio.

En células bacterianas, la regulacion metabdlica del Pi estd acoplada a un
mecanismo que percibe la disponibilidad de Pi en el medio, y simultaneamente
media el transporte de Pi a través de la membrana plasmatica hacia el interior de
la célula’®'"". En E. coli el mecanismo integra a un transportador transmembranal
de alta afinidad a Pi, tipo ABC nombrado Pst, y un sistema de sefalizacién de dos
componentes llamado PhoR. El transportador de Pi Pst se encuentra integrado por
una proteina periplasmica (PstS), un canal formado por dos proteinas
transmembranales (PstA y PstC), y una ATPasa (PstB) citoplasmica que cataliza
la energia del ATP que activa el sistema de transporte de Pi. En suficiencia de Pi
la proteina PstS es fosforilada en periplasto, lo cual, de una forma audn
desconocida, inhibe el sitio de fosforilacion de la histidina quinasa que actua como
sensor en PhoR, evitando que se active la senal que desencadena la respuesta de
aclimatacién a la carencia de Pi. Aunque tampoco se conoce la naturaleza
molecular del mecanismo que lo media, se sabe que la proteina chaperona/Hsp70
conocida como PhoU es esencial. Se ha propuesto que PhoU controla la actividad
de PhoR, a través de la formacién de un complejo entre la proteina PstB del
transportador ABC y el dominio PAS (Per-ARNT-Sim) que inhibe, al parecer

fisicamente dicho sitio de fosforilacién (Fig10)''%""°.
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Figura 10. Diagrama esquematico del mecanismo de regulaciéon de fésforo (P) en E.
coli'®. En suficiencia de P, la histidina quinasa PhoR que actia como sensor de P, y es inhibida a
consecuencia de la formacion de un complejo proteico entre PhoR-PhoU-PstB, lo que resulta en la
defosforilacién y desactivacion del factor de transcripcion PhoB (lzquierda). En respuesta a la baja
disponibilidad de P, PhoB es activado por la fosforilaciéon del residuo de aminoacido aspartato (D),
con efecto de la autofosforilacion de la histidina quinasa PhoR y su enlace. Finalmente, PhoB,
induce directamente la expresion de genes vinculados con la aclimatacién bacteriana a la baja
disponibilidad de P en el medio (Derecha). El modelo es complementado con el sistema Pit, el cual
media la adquisicion de complejos metalicos-Pi (MeHPO4) al interior de las células.

Los hongos, al igual que las bacterias, perciben la disponibilidad de Pi
externo a través de transportadores de alta afinidad a Pi, insertados en la
membrana plasmatica’’’. Para el caso particular de S. cereviseae, a través de los
con-transportadores de alta afinidad Pho84 (H+/Pi) y Pho89 (Na+/Pi)''®. Pho84 ha
sido mejora caracterizado y se sabe que actua simultdneamente como
transportador y sensor de Pi externo''®. El sistema de percepcion de Pi se
encuentra acoplado, independientemente del transporte de Pi, a un sistema de
sefalizacion por proteinas quinasa A (PKA), aun sin identificar. La subsecuente
induccion transcripcional comprende a un set de genes llamada regulén Pho, entre
ellos varios que codifican para fosfatasas excretadas al medio, y a los mismos
transportadores de Pi Pho89 y Pho84''®. En presencia de Pi PHO84 es auto-
fosforilado, simultdaneamente ubiquitinado y transportado a vacuola para su
degradacion'®. Pho84, al igual que el resto de los genes del regulén Pho, es
transcripcionalmente controlado por Pho4, un factor de transcripcion BHLH que se

enlaza al motivo CTGGATG ubicado en el promotor de sus genes blancos'?% ',
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En presencia de Pi, Pho4 es multiplemente fosforilado por el complejo
ciclina quinasa (CDK) Pho80-Pho85 dentro del nucleo, lo cual provoca que sea
exportado al citoplasma, evitando con ello la activacién del reguléon Pho. Pho81 es
una proteina inhibidora de ciclina quinasa (CDK) constitutivamente enlazado al
complejo Pho80-Pho85, pero ante condiciones de carencia de Pi y debido a un
incremento en la concentracion de inositol heptafosfato, modifica su conformacion,
lo cual evita que el complejo Pho80-Pho85 fosforile a Pho4. Lo anterior mantiene a
Pho4 en el nucleo, permita que se una a Pho2 y conjunto actuan como modulo

funcional que activa la respuesta transcripcional del regulén Pho (Fig11)''8'2,

El sistema de adquisicién de Pi en S. cerevisiae esta constituido por los dos
transportadores de baja afinidad a Pi, Pho87 y Pho90, que son constitutivamente
expresados sin importar la disponibilidad de Pi en el medio, y por los dos
transportadores de alta afinidad a Pi Pho84 y Pho89 que son fuertemente
expresados ante la baja disponibilidad de Pi en el medio. Ambos sistemas de
transporte se posicionan en la membrana plasmatica’'®'?*'%*_ Se sabe que en
suficiencia de Pi, Pho84 es autofosforilado, ubiquitinado y transportado a la
vacuola para ser degradado'™. Aunque los transportadores de baja afinidad
Pho87 y Pho90 son constitutivamente expresados, en carencia de Pi son
conducidos hacia la vacuola para su degradacion. Si bien aun se desconoce el
mecanismo que conduce a la degradacion de estos transportadores, se sabe que
el dominio proteico SPX (Syg1-Pho81-Xpr1) es esencial y esta sobre representado

en proteinas que median la respuesta de los hongos a la carencia de Pi (Fig11)"'®
121,123,125
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Figura 11. Diagrama esquematico de la ruta de regulacion de fosfato (Pi) en
Saccharomyces cerevisiae''°. Ante condiciones de suficiencia de Pi, Pho4 es fosforilado en
multiples residuos de serina (S) por complejo CDK Pho80-Pho85, y exportado del nucleo al
citoplasma. Los transportadores de baja disponibilidad a Pi Pho87 y Pho89 son responsables de la
adquisicion de Pi, y el transportador de alta afinidad Pho84 es internalizado y degradado en la
vacuola (lzquierda). Ante la carencia de Pi, la interaccién de IP7 cambia la conformacion de Pho81
y previene la fosforilacién de Pho4 mediada por el complejo Pho80-Pho85. La acumulacién nuclear
de Pho4 en coordinacion con Pho2, induce la expresién de los transportadores de alta afinidad, e
internaliza y degrada en vacuola a los transportadores de baja afinidad a Pi. La baja disponibilidad
de Pi en el medio también desencadena la formaciéon del complejo VTC, el cual promueve la
acumulacion de polifosfato inorganicos, los cuales son hidrolizados por la polifosfatasa Phmb5, y el
Pi resultante es transportado a través de Pho91 al citoplasma. Ademas, a través GDE se induce el
reciclado de Pi integrado en moléculas organicas como el glicerofosfoinositol y el glicerofosfocolina
importadas hacia el interior de la célula, a través de la proteina transportadora de membrana
plasmatica Git.

En plantas aun se desconoce el mecanismo de percepcién de Pi. Sin
embargo, se sabe que el arsenato (As) y fosfito (Phi), analogos estructurales del Pi
que no lo sustituyen metabdlicamente, reprimen la respuesta transcripcional de
aclimatacion a la carencia de Pi’%%'2%727 Esto ha sugerido que la percepcién Pi
en las plantas, depende de la estructura molecular del Pi, similar a la del As y el
Phi (Fig12).

(% o [0}
099 ()99 () Q-9
o o o Fosforo (P)
) > = Arsenico (As)
Oxigeno (O}
Fosfito Fosfato Arsenato Hidrégeno (H)
(Phi) (Pi) (As)

Figura 12. Esquema comparativo de la composicion y estructura quimica entre el
fosfato (Pi) y sus analogos estructurales fosfito (Phi) y arsenato (As). Los cuales son
transportadores a través del sistema transmembranal de adquisicion de Pi localizado en la raiz, y a
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través de un mecanismo desconocido, reprimen la respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi en
Arabidopsis, a pesar de que no son sustitutos del Pi en el metabolismo de la planta.

El primer transportador de Pi identificado en plantas fue a través de un
analisis de homologia en secuencia con el transportador Pho84, ahora conocido
como transceptor por su funcién dual®®'?®'?°_ Sin embargo, hasta el momento no
existen evidencias de que alguno de los transportadores de alta afinidad en
plantas actue como sensor de Pi. Las plantas también codifican para
transportadores transmembranales tipo ABC y sistemas de senalizacion de dos
componentes, sin embargo, tampoco existen evidencias de que dichos sistemas
de transporte perciben la disponibilidad de Pi en plantas, tal como sucede en
bacterias'°. A pesar de lo anterior, las plantas al igual que las bacterias y los
hongos, emplean factores de transcripcibn que controlan la respuesta
transcripcional de aclimatacion a la carencia de Pi. Los factores de transcripcion
identificados pertenecen a distintas familiar de clasificaciéon, como los BHLH (basic
helix-loop-helix, por su sigla en Inglés), WRKY (WRKY protein domain) o MYB
(myeloblastosis), y pueden actuar tanto de forma negativa como a favor de la

respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi en plantas''®31:132,

PHR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1, por su sigla en Ingés),
es por mucho el factor de transcripcion mejor estudiado ante la carencia de Pi en
plantas, particularmente en arroz y Arabidopsis®'. En Arabidopsis PHR1 codifica
para un factor de transcripcion tipo MYB constitutivamente expresado (en toda la
planta) con la misma intensidad y localizado en el nucleo, independientemente de
la disponibilidad de Pi en el medio™?®. PHR1 induce transcripcionalmente a sus
blancos directos, mediante su enlace al motivo de union P1BS (PHR1-Binding
site), localizado en la regién promotora de los genes'®. El motivo de P1BS
(GNATATNC) es acompafiada por secuencias aledafias que potencian la
induccion transcripcional de PHR1"**. PHR1 esta clasificado dentro de una familia
de 15 genes paralogos, de los cuales sélo se han descrito a PHR1 y su paralogo
PHR1like. Al parecer PHR1 y PHR1like inducen la respuesta transcripcional en

forma de heterodimero™®. Asi mismo, PHR1 y PHR1like son suficientes para
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controlar la respuesta sistémica, y son considerados como genes maestros que de

la respuesta sistémica a la carencia de Pj®>133134.136.137

Los genes SPX (SYG1/Pho81/XPR1) refieren a todos aquellos que
codifican para proteinas con un dominio tripartita, hidréfilico y poco conservado,
hacia el amino terminal de la proteina’®. Este tipo de genes es encontrado en
organismos eucariotas como los hongos, los animales y las plantas, y son
asociados con los procesos de sefalizacion y percepcion de Pi. Por el ejemplo
Pho81, el inhibidor de histidina quinasa (CDK), que ante el incremento en la
concentracion de inositolheptafosfato, modifica su conformacién y evita la
fosforilacion del factor de transcripcion Pho4 que activa la respuesta de
aclimatacion de los hongos, a la carencia de Pi''®. Arabidopsis codifica para 20
genes con dominio SPX, entre los cuales se encuentra PHO1, un gen que codifica
para una proteina involucrada en la recarga de Pi al xilema en la raiz, lo cual
permite la movilizacion de Pi hacia la parte aérea de la planta. Tal como lo
muestra la mutante pho7, el cual desarrolla un brote (parte aérea de la planta)
similar a la WT en carencia de Pi, aun si la mutante pho7 es crecido en suficiencia
de Pi*®4113914¢ Recientemente se reportd que SPX7 y SPX2, un par de genes
fuertemente inducidos por la carencia de Pi, inhiben post-traduccionalmente de
forma negativa a PHR1'". Se descubrié que SPX1 y SPX2 forman un complejo
proteina-proteina (dependiente de Pi o fosfoinositol) con PHR1, lo cual evita que
PHR1 se enlace al promotor de sus genes blanco e induzca su expresion'’.
Considerando que PHR1 (en colaboracién con su paralogo PHR1like), regula la
gran mayoria de los genes sistémicamente controlado ante la carencia de Pi'*°, y
debido a que la mutante phr1 mantiene activa la respuesta local relacionada con
los cambios morfoldgicos del sistema radicular ante la carencia de Pi'*°, se
propuso que PHR1 y las proteinas SPX1 y SPX2 actuan como mddulo funcional
que controla particularmente la respuesta sistémica a la carencia de Pi en

Arabidopsis'*®.
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PDR2 y LPR1 (en conjunto con su paralogo LPRZ2), son los genes mejor
descritos que controlan la respuesta local a la carencia de Pi en Arabidopsis.
PDR2 actua epistaticamente sobre los paralogos LPR1 y LPR2, y se sabe que
codifica para una proteina ATPasa, cuya funcidn especifica aun se
desconoce’®%". Como se menciond previamente en esta tesis, LPR1 codifica
para una proteina MCO que es exportada a la pared celular, en donde a través de
su capacidad de éxido-reduccién, promueve la oxidacién de iones de Fe* a
Fe*%. Al parecer la acumulacién Fe* promueve la produccién de ROS en
apoplasto alrededor de las células del QC. Esto desencadena, de forma aun
desconocida, el engrosamiento de la pared celular, lo cual deja incomunicado al
QC, provocando su diferenciacion celular y consecuente agotamiento

meristematico de la raiz principal ante la carencia de Pi en Arabidopsis’"8%%:97,

Las mutantes Ipi1-4 (low phosphate insensite 1-4), fueron previamente
aisladas por nuestro grupo de investigacion durante el escrutinio de plantulas de
14 dias después de germinar en carencia de Pi. Las mutantes Ipi fueron
seleccionados porque a diferencia de la WT que inhibe el crecimiento longitudinal
de la raiz principal ante la carencia de Pi, las mutantes Ipi lo mantienen de menara
indeterminada aun ante la carencia de Pi. Aunque se desconoce la identidad de
los genes responsables de los fenotipos Ipi, dan la pauta para hipotetizar la
existencia de genes aun desconocidos, que controla la respuesta local a la

carencia de Pi en Arabidopsis®*®’.
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Figura 13. Componentes clave en el mecanismo de percepcion de fosfato (Pi) y
respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi en Plantas. En Arabidopsis la respuesta de
aclimatacion a la carencia de Pi ha sido dividida en "respuesta sistémica", la cual aparentemente
es controlada por los cambios en la homeostasis de Pi interno, y "respuesta local", la cual es
regulada particularmente por la disponibilidad de Pi en el medio'®. La respuesta sistémica esta
vinculada con el reciclado de Pi interno, con la excrecidon de enzimas y acidos organicos que
liberan el Pi retenido por el suelo, y con la induccién de transportadores transmembranales que
median la entrada de Pi a la pIantamo. Aunque se desconoce el mecanismo que percibe la
disponibilidad de Pi interno, se sabe que el factor de transcripcion PHR1 (PHOSPHATE
STARVATION RESPONSE 1, por su sigla en inglés), actia como regulador maestro que induce
transcripcionalmente la mayoria de los genes relacionados con la respuesta sistémica®®13*1%°,
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Aunque se propuso que SIZ1 (una proteina con actividad de sumoilasa) regula a PHR1, aun se
conoce poco del mecanismo. Y recientemente se descubrié que las proteinas SPX1 y SPX2
controlan negativamente a PHR1 en presencia de Pi o Piinositol, mediante la formaciéon de un
complejo SPX1/2-Pi-PHR1/PHR1like incapaz de adherirse a su respectivo sitio de union P1BS
presente en el promotor de sus blancos directos. La respuesta local a la carencia de Pi esta
relacionada principalmente con las modificaciones morfoldgicas del sistema radicular. Aunque
tampoco se conoce el mecanismo de percepcion de Pi externo, se sabe que el modulo funcional
PDR2-LPR1/2 actua como regulador clave del crecimiento longitudinal de la raiz principal en
Arabidopsis ante la baja disponibilidad de Pi. PDR2 codifica para una proteina ATPasa, cuya
funcién especifica aun es desconoce, sin embargo, se sabe que regula de forma negativa a los
genes parlagoso LPR1 y LPR2 (LOW PHOSPHATE RESPONSE 1-2, por sus sigla en inglés).
LPR1 ha sido mejor caracterizado que su paralogo LPR2. LPR1 al igual que PDR2 es
constitutivamente expresado independientemente de la disponibilidad de Pi. Las evidencias mas
recientes proponen que LPR1, al igual que PDR2, es constitutivamente expresado
independientemente de la disponibilidad de Pi en el medio, y se sabe que codifica para una
proteina multicopper oxidasa (MCO) exportada a la pared celular, en donde a través de su
capacidad de oxido-reduccion, modifica el desarrollo del sistema radicular de Arabidopsis ante la
carencia de Pi.
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HIPOTESIS

Existen genes "aun desconocidos" que perciben la disponibilidad de Pi y
desencadenan la respuesta de aclimatacién a la carencia de Pi (respuesta

sistémica y respuesta local) en Arabidopsis.

OBJETIVO

Identificar genes que participan en el mecanismo que percibe la
disponibilidad de Pi y desencadena la respuesta de aclimatacion a la carencia de

Pi en Arabidopsis.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico:

Para este trabajo se utilizé la accesion de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-
0 (CS70000), linea hermana de donde se secuencié el genoma de Arabidopsis
(TAIR10). Las lineas mutantes insercionales-SALK Ipr1 (N516297), stop1
(N614108, SALK_114108) y almt1 (N509629, SALK_009629) fueron solicitadas al
instituto NASC (The Nofttingham Arabidopsis Stock Center, por sus sigla en
Inglés). Las lineas reporteras pro790::GUS-GFP, proSTOP1::GUS-GFP y
proALMT1::GUS-GFP fueron disefiadas y construidas como parte de este trabajo.

Construccion de las lineas reporteras

Amplificacién de las regiones promotoras:

Las regiones promotoras de los genes At5g20790 (gen de funcion
desconocida), At134370 (STOP1, SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1,
por su sigla en Inglés) y At1g08430 (ALMT1, ALUMINUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER 1, por su sigla en Inglés), fueron amplificadas directamente del

genoma de Arabidopsis Col-0, utilizando los siguientes oligonucledtidos:

Locus At5g20790 (amplicon de 533 pares de bases)
Fw: ATTB1-GTCTAACCGACGTTTACACTACTAATAAGCG
Rv: ATTB2-CCAACGCCTCTAATGGAGATTCC

Locus At134370 (amplicon de 2666 pares de bases)
Fw: ATTB1-TTTCGCGAATCCGAATCTGC
Rv: ATTB2- GTTGCACAAATCGTCTTCAGTTTC

Locus At1g08430 (amplicon de 2243pb)
Fw: ATTB1-GGCAGATAAAGAGGCACTCGTG
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Rv: ATTB2-CTCTCTCACTTTCTCCAT

Sitios ATTB:
ATTB1: GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-Fw
ATTB2: GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-RV

Los promotores fueron amplificados mediante ensayos de PCR
(Polymerase Chain Reaction, por su sigla en Inglés) utilizando una enzima

(RN14°  Brevemente, en un tubo de

polimerasa de alta afinidad (Phusion
microcentrifuga de 50ul, se agregaron 10uL de buffer 5X Phusion HF (High
Fidelity, por su sigla en Inglés), 5uL de dNTPs (deoxinynucleotidos) 2mM, 1.5uL
del oligonucledtido forward (Fw) 10mM, 1.5uL del oligonucledtido reverse (Rv),
0.5uL de enzima polimerasa DNA Phusion Hot Star 2U/uL, 100ng de ADN
genoémico de Arabidopsis (1uL) y 30.5uL de agua desionizada estéril. Los tiempos

y temperaturas de amplificacién se describen en la siguiente tabla (Tabla1).

Tabla 1. Condiciones de amplificacion por PCR (tiempos y temperaturas) de las regiones
promotoras de los genes At5g20790 (amplicon de 533 pares de bases), At134370 (amplicén de
2666 pares de bases) y At1g08430 (amplicon de 2243 pares de bases)

ETAPA TEMPERATURA (°C) TIEMPO (minutos)
Primera etapa de desnaturalizacién (1 ciclo)
proAt5g20790/proSTOP1/proALMT1 98 3

Etapa de amplificacién (25 ciclos)

Desnaturalizacion

proAtsg20790/proSTOP1/proALMT1 98 0.5
Alineamiento
proAtbg20790/proSTOP1/proALMT1 69 0.5
Extension
proAtbg20790 (533pb) 0.5
proSTOP1 (2666pb) 72 1.5
proALMT1 (2243pb) 1.5

Extension final (1 ciclo)
proAt5g20790/proSTOP1/proALMT1 72 7
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Recombinacién y clonacién de las regiones promotoras:

Como lo indica el sistema de recombinacion por el método Gateway®'*®, se
llevaron a cabo dos pasos de recombinacion secuencialmente. Como primer paso
se recombind el producto de PCR de las regiones promotoras y el vector de
entrada pDONR221 (PCR-pDONR221). En un tubo de 50ul se agregaron 300ng
del vector de entrada pDONR221 (2-3 ul), 300ng del producto de PCR de las
regiones promotoras (2-3 ul), 1ul de la enzima mix BP clonasa Gateway® y buffer
TE, pH 8.0 (aforar a 10 ul). La reaccidn se dejo incubando a 25°C durante toda la
noche. Al dia siguiente se detuvo la reaccién agregando 1ul de proteinasa K, y se
incubd la muestra a 37°C durante 10min. El producto de recombinacion se guardé
a -20°C hasta su utilizacion. El segundo paso de recombinacion consistié en
recombinar el producto clonado de la recombinacion PCR-pDONR221 y el vector
de expresion pKGWFS7'*® (Fig14). En un tubo de 50ul se agregaron 150ng del
vector de expresion pKGWFS7 (2-3 ul), 150ng del producto clonado de la
recombinacién PCR-pDONR221 (2-3 ul), 1ul de la enzima mix LR clonasa
Gateway® y buffer TE, pH 8.0 (aforar a 10ul). La reaccién se dejoé en incubacion a
25°C durante toda la noche. Al dia siguiente, la reaccién se detuvo agregando 1ul
de proteinasa K e incubandola a 37°C por 10min. El producto de recombinacion se
guardo a -20°C hasta su utilizaciéon. Los productos recombinados fueron dializados
en membranas tipo V5 de 0.25umetros (con agua destilada estéril), durante 30min
a temperatura ambiente. Al término se tomaron 7ul del producto dializado, se
mezclé con 50ul de células DHS-a y se incubd en hielo durante tres minutos. La
mezcla se colocé en una celda para electroporar de 0.2cm y se dio un pulso
eléctrico (de 2.20kV). Se recuperd la mezcla electroporada, se adicionaron 200ul
de buffer SOC y se dej6 incubando a 37°C con agitacion durante 1hr.
Posteriormente y con la finalidad de concentrar la mezcla, se centrifugé a 12
000rpm durante 30seg y se eliminaron % del volumen total del medio, evitando
tocar la pastilla (bacterias). La pastilla se resuspendié en el volumen restante, se

plaqued en cajas Petri con medié LB-agar y antibiético (en funcién del plasmido
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utilizado), y se incubdé a 37°C durante 20hrs (toda la noche). Las colonias
bacterianas crecidas fueron comprobadas por PCR en colonia. Para aislar las
colonias positivas, se picaron con un palillo de madera esteril, el cual se coloco por
cada colonia de forma independiente en 3ml de medio LB-liquido con antibiético y
se incubaron durante 20hrs en agitacién a 37°C. Al término se colocaron a 4°C

hasta su utilizacion.

pKGWFS7,0 (modified)

12,700 bp

Figura 14. Mapa del vector de expresion pKGWFS7,0 usado para la construccion de
las lineas reporteras pro790::GUS-GFP, proSTOP1::GUS-GFP y proALMT1::GUS-GFP. El
vector pKGWFS7,0 tiene un tamano de 12,700 pares de bases, y presenta un casete de
resistencia a espectinomicina/estreptomicina (para resistencia en bacteria), y otro de resistencia a
kanamicina (para resistencia en plantas). El casete ccdB esta flanqueado por los sitios de
recombinacién ATTR1 y ATTR2 (Gateway®), lo cuales son necesarios para la incorporacion de
dichos promotores al vector. Después de la recombinacion cada promotor queda en fase para
inducir la expresion transcripcional de los genes reporteros GFP (proteina verde fluorescente) y
GUS (b-glucoronidasa). T35S: terminador transcripcional 35s. LB y RB significan borde derecho y
borde izquierdo, respectivamente, del fragmento a incorporarse al genoma de la planta, mediante
el mecanismo de infeccién por Agrobacterium tumefaciens.

Extraccion de ADN plasmidico:
Para la extraccion de ADN plasmidico se utilizdé el protocolo descrito por
Zhou'™®, con algunas modificaciones. Se tomé 1.5ml de cultivo celular, se

centrifugd a 12000rpm durante 5min a temperatura ambiente y se recupero la
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pastilla. La pastilla se resuspendié con 0.3ml de buffer TENS (Tris-Cl 10mM
pH7.5; EDTA 1mM; NaOH 0.1N and SDS 0.5%), se agregdé 0.15ml de buffer
acetato de sodio 3M pH5.2 y se mezcld por vortex. Se centrifugd a 12000rpm por
5min a temperatura ambiente; se recuperé el sobrenadante en un tubo nuevo, y se
mezcld vigorosamente por vortex con 72 v/v de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
y 72 viv de fenol. La mezcla se centrifugd a 12000rpm durante 10min a 4°C; se
recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo, se agregd 1 volumen (v/v) de
isopropanol y se dejo incubando a -20°C durante 20min. Enseguida se centrifugd a
12000rpm durante 10min a 4°C; se recupero la pastilla, y se dieron dos lavados
con etanol 70%. Se elimind el exceso de etanol y la pastilla resultante se
resuspendié en 0.05ml de agua desionizada estéril. Se agregd 1ul de RNAsa, se

incubd durante 30min a 37°C y finalmente se guardd a -80°C hasta su utilizacion.

Agroinfiltracion de plantulas de Arabidopsis:

Para transformar bacterias electrocompetentes de Agrobacterium
tumefaciens (cepa GPV2260), con las construcciones de los marcadores
reporteros, por cada una y de manera independiente, se mezclaron 70ng de ADN
plasmidico (construccién reportera) con 50ul de células electrocompetentes de A.
tumefaciens, y se dejo incubar por 3min en hielo. La mezcla se colocé en una
celda para electroporar de 0.2cm y se dio un pulso eléctrico (de 2.20kV). Se
recuperd la mezcla electroporada, se adicionaron 200ul de buffer SOC y se dejé
incubando a 28°C con agitacion durante 2hrs. Con la finalidad de concentrar la
mezcla bacteriana, la muestra se centrifugd a 12000rpm durante 30seg y se
eliminaron % del volumen total del medio, evitando tocar la pastilla. Se
resuspendid la pastilla en el volumen restante, se plaqueé en medié YEB-sélido
con antibidtico (en funcién del vector transformado), y se dejé incubando a 28°C
durante 48hrs. Las colonias bacterianas crecidas fueron comprobadas por PCR en
colonia. Para propagar las colonias positivas, estas se picaron y se colocaron en
10ml de medio YEB-liquido con antibiético, y se incub6é a 37°C durante toda la

noche en agitacion. Las bacterias fueron puestas a 4°C hasta su utilizacién.
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Para crecer el in6culo de las colonias bacterianas de Agrobacterium
transformadas con los marcadores reporteros, se mezclaron 70ul de medio de
cultivo en fase exponencial con 10ml de medio YEB-liquido con antibidtico, y se
incub6 durante 24hrs a 28°C con agitacion. Posteriormente se tomé 1.5ml de
cultivo bacteriano, se centrifugd a 5500rpm durante 20min a temperatura ambiente
y se recupero la pastilla. La pastilla fue resuspendida en 500ul medio MS para
agroinfiltrar. Plantas con inflorescencias de entre 5 y 10cm fueron inoculadas con
suspension bacterial mediante el método drop-by-drop. Las semillas obtenidas de
las plantas agroinfiltradas fueron colectadas; secadas durante 5 dias vy

almacenadas en obscuridad a temperatura ambiente.

Seleccion de lineas transformantes de Arabdiopsis

Las semillas de las plantas agroinfiltradas (Transformantes generacion
1=T1), fueron sembradas in vitro en resistencia a kanamicina 50mg/litro. Las
semillas de las plantas seleccionadas por resistencia (T2=lineas segregantes),
fueron re-analizadas en kanamicina (50mg/litro) y se seleccionaron aquellas lineas
que mostraron una frecuencia de segregaron 3:1, para plantulas con fenotipo
resistente/no resistente, respectivamente. Mediante tinciones histoquimicas se
seleccionaron tres lineas independientes, que mostraron un nivel de expresion

promedio y similar entre ellas.

Desinfeccion de semillas de Arabidopsis:

La esterilizacion de las semillas se realizé en alicuotas de 50-100 ul en
tubos de micro centrifuga de 1.5ml. Como primer paso, lavar las semillas con 1ml
de etanol absoluto, en agitacion durante 10min. Centrifugar las semillas con un
pulso de centrifugacion, y se retira el etanol. Agregar 1ml de Cloro (clorales®) al
20%, y dejar lavando en agitacién durante 6 minutos. Centrifugar y retira el exceso

de Cloralex®. Agregar 1ml de agua destilada estéril y dejar lavando en agitacion
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durante 10min. Repetir el lavado con agua dos veces mas, y al final resuspender
las semillas en 1ml de agua destilada estéril. Para homogenizar la germinacion de
las semillas (estratificacion), se incubaron a 4°C en obscuridad durante al menos
72hrs.

Condiciones de crecimiento in vitro:

La siembra de Arabidopsis, previamente esterilizada, hidratada vy
estratificada, fue sembrada directamente en cajas Petri, sobre medio nutritivo
Murashigi and Skoog al 0.1X, pH5.7, solidificado con 1% de agar (TC), como fue
previamente reportado por Sanchez-Calderén et al (2006). La solucion salina
consistio de NHsNO3; 2mM, KNO3 1.9mM, CaCl, 2H,0 0.3mM, MgSO,4 7H20 0.15
mM, Kl 5uM, H3BO3; 25uM, MnSO4 H20 0.1mM, ZnSO4 7H20 0.3mM, NazMoO4
2H,O 1uM, CuSO, 5H,O0 0.1uM, CoCl,; 6H,O 0.1uM, FeSO; 7H,O 0.1mM,
NaEDTA 2H,O 0.1mM, inositol 10mg/litro, vy glicina 0.2 mg/litro. Para medio
carente en fierro, el FeSO4 y el Na;EDTA fue remplazado por Na;SOg, y se
adiciono ferrozina 100uM. Para un medio con suficiencia de Pi se utilizé KH2PO4
1mM y para uno carente 5uM. Se agregaron 10gr de sacarosa por litro de solucion
y MES hydrate (SIGMA) a una concentracion final de 3.5mM (amortiguador de
pH). Los &cidos organicos citrato y malato (ambos de SIGMA®)) fueron agregados
al medio antes de ajustar el pH. Después de la siembra las cajas Petri se
colocaron de manera inclinada entre los 95° y 105° para permitir el crecimiento
vertical del sistema radicular. Las plantulas se desarrollaron en camara de
crecimiento Percival, a 22°C, ante un fotoperiodo con 16 horas de luz, a una

intensidad luminica de >200 micromoles.

Mutagenesis de semillas de Arabidopsis con EMS:
Para la mutagénesis se utilizdé EMS (etiimetanosulfonato) a una
concentracion final del 0.4%, disuelto en buffer de fosfatos de sodio pH7.

Aproximadamente 3,000 semillas de Arabidopsis (de la linea reportera
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pro790::GUS-GFP 3/6) fueron superficialmente desinfectadas, como se menciono
anteriormente, pero extrapolado a un volumen de 10ml, y realizado en tubos
Falcon de 50ml. En el ultimo paso de la desinfeccion de las semillas, en lugar de
resuspenderlas en agua destilada estéril, se resuspendieron en 10ml de buffer de
fosfato de sodio pH7, y se dejaron en agitacion "gentil" a 4°C en obscuridad,
durante toda la noche. Al dia siguiente se retird el buffer de fosfatos (lo mayor
cantidad posible), y en "campana de extraccion" se adicionaron 10 ml de la
solucién de EMS 0.04%, disuelto en buffer de fosfato. Enseguida las semillas
fueron incubadas en agitaciéon "gentil", durante 9 horas en obscuridad. Finalmente,
se retird el buffer con EMS y se realizaron 10 lavados con 30ml de agua destilada
estéril, cada uno. Las semillas fueron resuspendidas en 5ml de agua destilada
estéril y colocadas a 4°C en obscuridad, durante 72 horas para su estratificacion.
Las semillas mutagenizadas fueron sembradas directamente en suelo (con pipeta
y dosificador, utilizando una solucién de agar al 0.1%), en grupos de 60 plantas,
pero manteniendo la distancia de siembra recomendada para el crecimiento de las
plantas adultas de Arabidopsis (2x2cm) en invernadero. La semilla fue cosechada

y colectada por grupo de 60 plantas.

Mapeo genético por secuenciacion:

Las mutantes quimicas-EMS aisladas del escrutinio en carencia de Pi,
fueron genotipificadas y validadas para el fenotipo mutantes, en tres generaciones
subsecuentes a partir de las plantulas inicialmente identificadas. Para generar la
poblacién de mapeo se siguid la estrategia descrita en el método Mutmap, para
mutantes recesivas'®'. Cada linea mutante (homocigota) fue retrocruzada con la
linea parental de Arabidopsis utilizada para la mutagénesis (pro790::GUS-GFP/3-
6). La progenie (F1) fue retrocruzada. Las semillas de la generacién F2 (poblacién
segregante) de una planta, fue sembrada en carencia de Pi y reanalizada para la
identificacion del respectivo fenotipo mutante. 100 plantulas con fenotipo mutante
y 100 con fenotipo WT fueron crecidas en invernadero para incrementa su

biomasa. Se extrajo ADN total por cada grupo de 100 plantas con fenotipo WT vy
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100 plantas con fenotipo mutante (aproximadamente de 0.05 gr de tejido por

planta).

Para la secuenciacion de los genomas de plantulas WT y de plantulas
mutantes se utilizé la plataforma de secuenciacion Myseq (paired-end) de
lllumina®, con un tamario de lecturas de 250pb. La secuenciacion se realizo en el
Laboratorio de Gendmica para la Biodiversidad (LANGEBIO), del CINVESTAV
Irapuato, Gto. México. Las secuencias obtenidas fueron alineadas al genoma de
Arabidopsis (TAIR), de forma independiente por cada uno de los cinco
cromosomas. La relacion de los programas empleados y la lista de los comandos
del script se muestran en el apéndice (Apendice1). Para identificar las variantes
(SNPs, IN-DELs entre otras mutaciones) potencialmente responsable del fenotipo
de cada mutante, se identificaron todas las variantes homocigotas (por ser
mutantes recesivas) presentes en los genomas de plantulas con fenotipo
mutantes, y ausentes en los genomas de plantulas con fenotipo WT. Este trabajo
se concentrd en las variaciones de "alto impacto”, aquellas que predicen la pérdida

0 ganancia de alguna funcién.

Analisis de validacion a través de la secuenciacion por Sanger:

Para corroborar que las secuencias de los promotores fusionados a los
genes reporteros no presentaran errores por efecto de la amplificacion, los
promotores (previamente incorporados en los vectores de expresion), fueron
secuenciados en el Departamento de Servicios Gendmicos del LANGEBIO,
CINVESTAV-Campus Irapuato y posteriormente analizados in silico con las

secuencias reportadas en el genoma de Arabidopsis (TAIR).

Extraccion de ADN total de Arabidopsis:

Para la extraccion de ADN se utilizo el protocolo descrito por Doyle y Doyle
(Henry 1997). El buffer de extraccion estuvo compuesto por CTAB 2%, Tris
100mM pHS8, cloruro de sodio 1.4M, EDTA 20mM pH8, y p-mercaptoetanol 0.1%,
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disuelto en agua destilada estéril. El tejido de cada muestra (0.05gr por cada una
de las 100 plantulas) fue previamente macerado con nitrégeno liquido. Primero se
incuba el tejido macerado junto con el buffer de extraccion (CTAB 2%), en
agitacion "sutil" durante 20min a temperatura ambiente. Enseguida se centrifua la
mezcla a 12,000rpm, durante 5min a temperatura ambiente. Se recupera el
sobrenadante y se mezcla por inmersion "gentil", con un volumen (v/v) de
cloroformo:isoamilico (24:1). Centrifugar la muestra a 12,000rpm, durante 1min a
4°C. Se recupera el sobrenadante, se mezcla por inmersién "gentil" con 2/3 (v/v)
de isopropanol enfriado a -20°C, y se deja incubando a -20°C durante 60 minutos.
Posteriormente, la muestra se centrifugé a 12,000rpm, durante 1min a 4°C. Se
elimind el sobrenadante y se agregdé etanol 70% (grado biologia molecular) y se
centrifugd nuevamente a 12,000rpm, durante 1 minuto a 4°C. Se repitié el lavado
con etanol 70% (paso anterior). Se eliminé el etanol 70% (se dejé ventilar la
"pastilla" durante 10min) y se adiciond agua destilada estéril para resuspender el
ADN extraido. La muestra fue tratada con RNAsa para eliminar los restos de ARN.
Antes de mandar a secuenciar las muestras, se analizé la concentracion e

integridad del ADN, por espectrometria y electroforesis, respectivamente.

Extraccion de ARN de Arabidopsis:

Para la extraccion de ARN se utilizo el protocolo descrito por Chomczynski
et al (1993), donde se utiliza un buffer comercial llamado Trizol®" En tejido de
cada muestra fue previamente macerado con nitrégeno liquido. En un tubo
Eppendor de 1.5ml, se mezclé por vortex de 50-100mg de tejido macerado, con
1mL de buffer Trizol. La mezcla se dej6 incubar durante 3min en hielo. Enseguida,
se centrifugo a 12,000rpm, durante 15 min a 4°C. Se recupero el sobrenadante, y
se mezclo por vortex con 0.2ml de cloroformo:isoamilico (24:1), previamente
enfriado a -20°C. La mezcla se centrifugd a 12,000rpm, durante 10min a 4°C. Se
recuperd el sobrenadante, se mezclé con 0.5ml de isopropanol, previamente
enfriado a 4°C y se dejo incubando durante 10min en hielo. La mezcla se

centrifugd a 12,000rpm durante 10min a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y se
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agrego 1ml de etanol 70%. La muestra se centrifugd a 12,000rpm durante 1min a
4°C, y se repitio el paso de lavado con etanol 70% (paso anterior). Finalmente se
elimind el excedente de etanol y se agregaron 30uL de agua destilada estéril. La
concentracion e integridad del ARN fue analizado mediante espectroscopia y
electroforesis, respectivamente. Las muestras fueron almacenas a -70%, hasta su

utilizacion.

Ensayos de qRT-PCR:

Las reacciones de gRT-PCR fueron realizadas por el Laboratorio de
servicios gendmicos del LANGEBIO-CINVESTAV lIrapuato, Guanajuato, México.
Para la sintesis del cDNA se utilizd el protocolo descrito por SuperScript™
(invitrogen). Cada reaccion fue realizada con 1X de la mezcla maestra de SYBR
(Applied Biosystems). El programa de amplificacion consistié en: 10min a 95°C,
seguido de 40 ciclos, de 30seg a 95°C, 30seg a 60°C, y 40seg a 72°C. El sistema

utilizado es de ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems).

Tinciones histoquimicas de GUS (pro790::GUS-GFP):

Para las tinciones histoquimicas del reportero GUS (pB-glucoronidasa), se
utilizé el protocolo descrito por Jefferson et al (1987). Las plantulas fueron
sumergidas en buffer X-Gluc (Buffer de fosfatos pH 7.0 [NaH,POs 0.1M vy
NaHPO4 0.1M], EDTA 10mM, KsFe(CN)s 1mM, KsFe(CN)s 1mM, Triton X-100
0.1% y X-Gluc 2.0mM), e incubadas a 37°C en obscuridad dura toda la noche. La
reaccion se detuvo retirando el buffer X-Gluc y adicionando etanol 70%. Las
plantulas tefidas fueron clareadas siguiendo el protocolo descrito por Malamy and

Benfy, 1997), y fotografiadas a través de microscopia 6ptica con Normaski.
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Extraccion y cuantificacion de proteina total:

Para la extraccion de proteina total se utilizdé el protocolo descrito por
Jefferson et al 2. Brevemente, en un tubo para 1.5ml se agregaron 100mg de
tejido macerado, 0.5ml de buffer para extraccion de proteina total (Buffer de
fosfatos pH7; EDTA 0.5M; Sarcosina 15%; Tritdn X-100 10% y p-mercapto etanol),
y se mezcld por vértex. Posteriormente se centrifugé a 13000rpm durante 10min a
4°C y se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo. Las muestras fueron

colocadas a -70°C hasta su utilizacion.

Para la cuantificaciéon de proteina total se utilizé el protocolo descrito por
Bradford '*°. Brevemente, el analisis se realizd en microplacas de 96 pozos. Se
mezclaron 1ug de proteina total extraida (5-10ul), con 200ul de reactivo de
Bradford 1X (Bio-Rad Protein Assay), se incubd durante 10min a temperatura
ambiente en obscuridad. Las lecturas para determinar la concentracion de las
muestras fueron realizadas a una longitud de onda de 595nm. Las mediciones
fueron realizadas en un espectrofotometro (Tecan US SPECTRAFIuor). Como
control y para la realizacion de la curva de calibracion, se utilizd BSA (Bovine

Serum Albumin, por su sigla en Inglés).

Ensayos flurométricos de la actividad de GUS (pro790::GUS-GFP):

Para determinar cuantitativamente la expresion del reportero pro790::GUS-
GFP, se realizaron ensayos fluorométricos de GUS, siguiendo el protocolo descrito
por Gallagher (1993). Brevemente, en un tubo eppendorf de 1ml se mezclé 1ug de
la proteina total extraida (5-10ul), con 100ul de MUG 2mM (4-methylumbelliferyl B-
D-glucoronide) disuelto en buffer para la extraccion de proteina total (Buffer de
fosfatos pH7; EDTA 0.5M; Sarcosina 15%; Triton X-100 10% y p-mercaptoetanol),
y se incubd a 37°C, durante 60 minutos en obscuridad. Posteriormente, la reaccion
se detuvo con 1ml de carbonato de sodio (Na;COs) 0.2M, disuelto en agua
destilada estéril. La intensidad de fluorescencia se analiz6 en microplaca de 96

pozos, y se determind a través de una mezcla de 10ul del producto de reaccién
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entre la proteina total extraida y el MUG, con 200ul de carbonato de sodio 0.2M
(por cada una de las muestras). Las mediciones fueron realizadas con un
espectrofotometro (Tecan US SPECTRAFIuor). Como controles se utilizaron el
sustrato de GUS MUG 2mM, y el producto MU 50nM.

Tinciones histoquimicas Perls-DAB:

Para las tinciones Perls-DAB se siguio el protocolo descrito por Muller y
Colaboradores (2015). Brevemente, las plantulas fueron incubadas en buffer Perls
(ferrocianuaro de potasio al 4% w/v y HCI al 4%, disueltos en agua), durante 30
minutos a temperatura ambiente. Enseguida se retir6 el buffer Perls, y se
realizaron dos lavados con agua destilada estéril. Posteriormente se adiciond una
solucion metandlica con azida de sodio 10mM y H,O, al 0.3% (v/v), y se dejo
incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente. Al termino se retiré la azida y
se realizaron dos lavados con buffer de fosfato de sodio 100mM pH7.4.
Finalmente, las tinciones Perls fueron intensificadas con DAB al 0.025% (w/v) y
H20, al 0.005% (v/v) disuelto en buffer de fosfatos de sodio pH 7.4. Para detener
la reacciéon con DAB, simplemente se realizaron dos lavados con agua destilada
estéril. Las plantulas fueron clareadas con hidrato de cloral concentrado (a una
proporciéon de 8:1:2 de hidrato de cloral:glicerol:agua) y visualizadas en

microscopia optica con Normaski (Leica DMR).

Clareo de tejidos:

Después de las tinciones de GUS, el tejido se sumergié en 1ml de etanol
70% y se incubd a 4°C durante 7 dias. El etanol utilizado se cambié cada 24hrs. Al
dia 8 (o inmediatamente despues de las tinciones, pero es menor la eficiencia del
clareo), se retir6 el etanol 70%, se agregd 1 ml de la solucién | para clareos (HCI
0.24N y Metanol 20%), y se incubd 62°C durante 60min. Se retird la solucion |, se
agregd 1 ml de solucién Il (NaOH 7% y Etanol 60%), y se incubd a temperatura

ambiente durante 20 min. Se retir6 la solucion Il, se adiciond 1 ml de etanol 40% y
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se incubd a temperatura ambiente durante 20 min. Se retird el etanol 40%, se
agrego 1 ml de etanol 20% y se incubd a temperatura ambiente durante 20min. Se
retird el etanol 20%, se adiciond 1ml de etanol 10% y se incub6 a temperatura
ambiente durante 20 min. Se retird el etanol 10%, se adicion6 1ml de la mezcla
etanol 10% - glicerol 50% y se incubd a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se retird la mezcla de etanol 10% - glicerol 50%, se agregd 1ml de glicerol
50% y se incubd durante 7 dias a temperatura ambiente. Finalmente, el tejido fue
montado en portaobjetos de cristal con glicerol al 50% y se observé al

microscopio.

Calculos de dinamica molecular:
Las descripciones de los calculos de dinamica molecular se describen en el

apartado de materiales y métodos del apéndice 3.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el objetivo de identificar "nuevos genes" que participan en el
mecanismo de percepcion de Pi y respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi en
Arabidopsis, la estrategia experimental de este trabajo se basé en el uso de una
linea reportera que permitiera monitorear in vivo la respuesta sistémica y la
respuesta local, durante el escrutinio de wuna poblacibn de plantulas
mutagenizadas (quimicamente con etilmetanosulfonato), crecidas ante

condiciones de carencia de Pi.
Para ello se establecieron tres objetivos especificos (Fig15):

1) Identificar mutantes de Arabidopsis que sugirieran estar afectadas en los
mecanismos de percepcion de Pi y respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi
(respuesta sistémica y respuesta local).

2) Conocer la identidad de los genes responsables de los fenotipos de
plantulas mutantes afectadas en la respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi

en Arabidopsis.

3) Describir la funcién de los genes identificados, dentro del mecanismo de

percepcion de Pi y/o respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi en Arabidopsis.
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OBJETIVO 1: ) )
Diseno y construccion de la linea reportera

e S

Para visualizar la respuesta sistémica en -Pi Para visualizar la respuesta local en -Pi
(Fusion transcripcional) Modificacion morfolégicas del sistéma
radicular ante la carenica de Pi
p i WP -Pi

Promotor LéFP —
Respuesta sistémica

Agroinfiltracion en Col-0

Linea reportera:
Promotor::GUS-GFP/Col-0

|

Mutagenesis con EMS / Escrutinio de plantulas en carencia de Pi

|

Identificacion de mutantes insensibles a la carencia de Pi

OBJETIVO 2: l

Mapeo genético por secuenciacion e identificacion de los genes responsables de los
fenotipos insensibles a la carencia de Pi

OBJETIVO 3: l
Caracterizacion funcional de los genes identificados, en respuesta a la carencia de Pi

Figura 15. Diagrama general de la estrategia experimental para cumplir con los
objetivos especificos de este trabajo. El primer objetivo especifico fue disefiar y construir una
linea reportera de Arabidopsis Col-0 que permitiera monitorear in vivo la respuesta sistémica y
respuesta local simultaneamente, durante el escrutinio de plantulas mutagenizadas con EMS
(etilmetanosulfonato), crecidas ante condiciones de carencia de Pi. Esto con el fin de identificar
mutantes insensibles a la carencia de Pi. El segundo objetivo especifico fue identificar la identidad
de los genes mutantes, responsables de los fenotipos de insensibilidad a la carencia de Pi,
mediante la estrategia de mapeo genético por secuenciacién de genomas. El tercer objetivo
especifico fue caracterizar la participacion funcional de los genes identificados, dentro de los
procesos de percepcion de Pi y/o en la respuesta de aclimatacién a la carencia de Pi en

Arabidopsis.
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RESULTADOS

Capitulo 1

Construccion de la linea reportera de Arabidopsis pro790::GUS-GFP/Col-0

La genética clasica es una de las estrategias mas utilizadas para la
identificacion de genes que controlan la respuesta de las plantas a los cambios
ambientales, principalmente a través del rastreo de plantulas mutagenizadas
(insercionales/quimicas-EMS), con el propdsito de identificar mutantes con
defectos en la respuesta de aclimatacion a cierto tipo de estrés. Para cumplir con
el objetivo de esta tesis, desarrollé una linea reportera que permitiera monitorear
in vivo la respuesta sistémica y la respuesta local a la carencia de Pi en
Arabidopsis, durante el escrutinio de una poblacion de plantulas mutantes crecidas
en carencia de Pi. Esto con el propdsito de identificar mutantes insensibles a la
carencia de Pi, que sugirieran estar afectadas en los mecanismos de percepcion

de Pi, y/o respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi.

Para visualizar la respuesta sistémica se utilizaron los genes reporteros
GFP (Green Fluorescent Protein, por su sigla en Inglés) y GUS (B-glucoronidasa)
bajo el control de la region promotora del gen At5g20790. Aunque se desconoce la
funcién de este gen, se sabe que es fuertemente inducido transcripcionalmente
(>100 veces) en plantulas de Arabidopsis ante la carencia de Pi (tanto en brote
como en raiz). A través de experimentos de transferencias, se observo que
At5g20790 es inducido desde los primeros 10 minutos después de que la planta
hace contacto con un medio carente en Pi®°. Igualmente importante encontré que
también se reprime, casi hasta su nivel de expresion basal, dentro de los primeros
30 minutos después de re-adicionar Pi al medio. Esto sugiere que At5g20790 se
encuentra regulado, mas que por la alteracion en el metabolismo de Pi, por un

mecanismo que percibe directamente la disponibilidad Pi en el medio. Esta idea es
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factible, considerando que la expresion transcripcional de At5g20790 es reprimida
por arsenato (As) y fosfito (Phi) en carencia de Pi"'%%. Aunque At5g20790 no
contiene el sitio de union P1BS (GNATATNC) en su promotor, es regulado
transcripcionalmente por PHR1 de manera indirecta ya que responde a las
sefales sistémicas de respuesta a la estatus de Pi en la planta. Con lo anterior, y
considerando que la region intergénica del gen At5g20790 es tan sélo de 459
pares de bases (pb), resulté una buena opcidén para controlar la expresién de los
genes reporteros GUS-GFP, y monitorear la respuesta sistémica inducida en
Arabidopsis ante la carencia de Pi. Para visualizar la respuesta local, simplemente
se utilizé el ecotipo de Arabidopsis Columbia-0 (Col-0), ya que es el que muestra
con mayor intensidad los cambios morfolégicos del sistema radicular ante la
carencia de Pi, entre ellos, la inhibicién del crecimiento longitudinal de la raiz
principal. Lo primero fue validar la respuesta de los marcadores a utilizar. La
mayoria de los analisis transcripcionales y estudios morfolégicos en Arabidopsis
ante la carencia de Pi se han realizado en plantulas de entre 3 y 15 dias después
de germinar (ddg), por ello que en este trabajo se realizd en plantulas de 10ddg
(momento en el cual se observan claramente los cambios morfoldgicos inducidos
en Arabidopsis ante la carencia de Pi). En las condiciones de crecimiento de este
trabajo (ver apartado de materiales y métodos), Arabidopsis Col-0 (WT) inhibi6 el
crecimiento longitudinal de la raiz principal, alcanzando en promedio una longitud
hasta cuatro veces menor en comparacion con la presencia de Pi (Fig16A).
Mediante qRT-PCR se confirmd que el gen At5g20790 es transcripcionalmente
inducido por la carencia de Pi, hasta mas de 60 veces, en comparacion con lo

determinado en presencia de Pi (Fig16B).

Para monitorear la respuesta sistémica, en principio se fusionaron las 459
pares de bases de la region intergénica del gen At5g20790, a los genes reporteros
GUS y GFP. La construccion fue agroinfiltrada en Arabidopsis Col-0, y se
seleccionaron tres lineas independientes homocigotas, con una sola copia
funcional de la construccion pro790::GUS-GFP dentro de su genoma (Cuadro2), y

con un patron de expresion promedio y similar entre ellas (Fig16D y Fig16E). La
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linea reportera pro790::GUS-GFP 3-6 fue seleccionada para el resto de los
experimentos (Fig16E). Mediante el analisis cuantitativo de GUS (a través ensayos
fluorométricos), se observd que la linea reportera pro790::GUS-GFP es
fuertemente expresada ante la carencia Pi (de forma generalizada tanto en brote
como en la raiz), hasta 60 veces mas que lo determinado en suficiencia de Pi
(Fig16F). En el brote, particularmente en el cotileddn, la expresién se identifico en
todas la lineas celulares de la lamina foliar (células de la empalizada, mesdfilo,
epidermis, idatodos, vasculatura y estomas). En la raiz la expresion también se
localiz6 en practicamente todas las tipos celulares (vasculatura, periciclo,
endodermis, cortex epidermis, nicho quiescente y columnela en el meristemo
radicular) (Fig16E). La expresién reportera de la linea pro790::GUS-GFP también
se pudo monitoreada in vivo a través de la observacién de GFP en la raiz de

plantulas crecidas en carencia de Pi (Fig16H).
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Figura 16. Expresion reportera de la linea pro790::GUS-GFP/Col-0 en Arabidopsis. A)
Fenotipo de plantulas de Arabidopsis ecotipo Col-0, de 10 dias después de germinar (ddg) en
suficiencia (+Pi) y carencia de Pi (-Pi). B) Longitud de la raiz principal de plantulas de Arabidopsis
de 10ddg en +Pi y -Pi. C) Expresioén transcripcional del gen At5g20790 (determinado por qRT-PCR)
en plantulas completas de 10ddg en +Pi y -Pi. El numero de veces inducido en -Pi es relativo a lo
observado en +Pi. D) Disefio de la linea reportera pro790::GUS-GFP, GFP= proteina verde
fluorescente, GUS= p-Glucoronidasa. E) Tinciones histoquimicas de GUS, de tres lineas
transformantes homocigotas, independientes y, con una sola copia funcional de la construccion
pro790::GUS-GFP (3-6, 6-1 y 12-2), crecidas durante 10ddg en +Pi y -Pi. F-H) Expresion reportera
de la linea pro790::GUS-GFP (transformante 3-6), observada a través de tinciones histoquimicas,
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determinaciones fluorométricas, y por visualizacién in vivo de la proteina GFP en raiz de plantulas
de 10ddg en +Piy -Pi, respectivamente.

Tabla 2. Analisis de segregacién (resistencia a kanamicina) de las tres lineas reporteras
pro790::GUS-GFP utilizadas para este trabajo. La determinacion se realizé en plantulas de 10 dias
después de germinar en suficiencia nutrimental, complementada con kanamicina (40mg/It). En los
tres casos se cuantificd una frecuencia de segregacion 3:1 (tres plantulas resistentes a kanamicina,
por cada cuatro analizadas).

Frecuencias de segregacion de plantulas resistentes y no resistentes a kanamicina,
de tres lineas independientes proAt5g20790::GUS-GFP

Resistentes Resistentes No resistentes No resistentes X2 X2

observadas esperadas observadas esperadas {0.95)
Linea 3 152 156 56 52 04 3.8
Linea 6 138 144 54 48 1 3.8
Linea 12 148 151 54 50 0.3 3.8

Para saber si la linea reportera pro790::GUS-GFP era regulada por PHR1
(el factor de transcripcién considerado como regulador maestro de la respuesta
sistétmica a la carencia de Pi en Arabidopsis), se movilizé6 la construccion al
respectivo fondo mutante phr1. El analisis cuantitativo de GUS (ensayos
fluorométricos) mostré que la expresion reportera pro790::GUS-GFP se reprime
hasta en un 50%, en comparacién a lo observado en la WT ante la carencia de Pi
(Fig17A). Mediante el analisis histoquimico se observé que dicha disminucién en
la expresion reportera es generalizada a través de toda la planta, tanto en brote
como en raiz. En presencia de Pi la expresién reportera fue similar entre la WT y
la mutante phr1 (Fig17B).

A través de experimentos de medios divididos, donde una porcién de la raiz
crece en suficiencia de Pi mientras que el resto se desarrolla en carencia de Pi, se
descubrié que parte de la respuesta transcripcional inducida por la carencia de Pi,
es reprimida a larga distancia por efecto de una sefial, aun desconocida,
aparentemente activada por la porcién de la raiz crecida en presencia de Pi. Para
conocer si la expresion del reportero pro790::GUS-GFP era regulado

sistémicamente, se analizd su expresion a través de dichos experimentos de
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medios divididos. Los analisis cuantitativos de GUS mostraron que la expresion
reportera de la linea pro790::GUS-GFP es reprimida de manera sistémica en la
porcidén de la raiz crecida en carencia de Pi, hasta 80% en comparacion con el
tratamiento control de carencia de Pi (donde ambas porciones de la raiz crecen en
carencia de Pi), cuando la otra porcién de la raiz se desarrolla en condiciones de
suficiencia nutrimental. Interesantemente, aunque la expresion reportera fue
inhibida en la porcion de la raiz en carencia de Pi, fue hasta 10 veces superior al
tratamiento en presencia de Pi (Fig17A). Los tratamientos control, donde ambas
porciones de la raiz crecieron ante las mismas concentraciones de Pi (+Pi/+Pi o -
Pi/-Pi)

respectivamente. Los tratamientos histoquimicos de GUS confirmaron los analisis

no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos,
cuantitativos. La expresion del reportero pro790::GUS-GFP fue inhibido en la
porcion de la raiz crecidas en carencia de Pi, como consecuencia de la otra
porcion de la raiz crecida en suficiencia de Pi. En cuanto a los tratamientos control
no se detectd expresion reportera en la porcion de las raices crecidas en
suficiencia de Pi. Caso contrario a las porciones de la raiz que crecieron en
carencia de Pi, donde se observo expresion con gran intensidad, de forma

generaliza tanto en brote como en raiz (Fig17B).
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Figura 17. Expresién reportera de la linea pro790::GUS-GFP en el fondo mutante
phr1. A) Determinaciones cuantitativas a través de ensayos fluorométricos de la actividad de GUS
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(pro790::GUS-GFP), de plantulas WT y mutantes phr1, de 10 dias después de germinar en
presencia (+Pi) y carencia de Pi (-Pi). Analisis de expresion en brote y raiz por separado. B)
Tinciones histoquimicas de GUS (pro790::GUS-GFP) en plantulas WT y mutantes phr1, de 10ddg
en +Piy -Pi.

También se analizé el efecto del fosfito (Phi) y la carencia de otros
nutrientes esenciales como el nitrégeno, el potasio y el fierro, en la expresion
reportera de la linea pro790::GUS-GFP. El tratamiento con Phi inhibi6 la expresion
hasta 90% y 60% en brote y raiz de plantulas crecidas ante la carencia de Pi,
respectivamente (Fig19A). A través de tinciones histoquimicas de GUS, se
observé que el Phi reprime la expresion del reportero pro790::GUS-GFP, de forma
generaliza a través de toda la planta, aunque en brote la expresion disminuye a
medida que se alejo del apice en el cotiledon (Fig19B y Fig19D). Ante la carencia
de nitrégeno y potasio la expresion fue claramente menor (tanto en brote como en
raiz), en comparacion con plantulas crecidas en suficiencia nutrimental.
Curiosamente la expresion reportera en carencia de Pi fue inhibida cuando las

plantulas se desarrollaron en un medio carente de fierro (Fe) (Fig19F y Fig19H).
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Figura 18. Regulaciéon sistémica de la expresion reportera de la linea pro790::GUS-
GFP ante la carencia de Pi. A) Analisis cuantitativo (ensayos fluorométricos de GUS), de la
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expresion del reportero pro790::GUS-GFP en porciones de las raices, de tratamientos de medios
divididos +Pi/+Pi, +Pi/-Pi y -Pi/-Pi. B) Tinciones histoquimicas de GUS de la linea reportera
pro790::GUS-GFP en porciones de las raices, de tratamientos de medios divididos +Pi/+Pi, +Pi/-Pi
y -Pi/-Pi. Las plantas inicialmente fueron crecidas durante 10 dias después de germinar en
suficiencia de Pi, para después ser transferidas a sus respectivos tratamientos, y crecer durante 10
mas antes del analisis transcripcional. Las raices fueron disectadas para su analisis.
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Figura 19. El efecto del fosfito, y la carencia de otros nutrientes en la expresion de la
linea reportera pro790::GUS-GFP en Arabidopsis. A) Analisis cuantitativo, a través de ensayos
fluorométricos, de la expresion del reportero pro790::GUS-GFP en plantulas de Arabidopsis de 10
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dias después de germinar (ddg), en suficiencia de Pi (+Pi), carencia de Pi (-Pi), y carencia de Pi
complementada con 1mM de fosfito (Phi), de brote y raiz. Tinciones histoquimicas de GUS, que
muestran la expresion del reportero pro790::GUS-GFP en plantulas de Arabidopsis de 10ddg en B)
suficiencia de Pi, C) carencia de Pi (-Pi), D) carencia de nitrégeno (-N), F) carencia de potasio (-K),
y G) carencia de Piy fierro (-Pi/-Fe).
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Capitulo 2

Identificacion de mutantes insensibles a la carencia de Pi en Arabidopsis

Como parte de este trabajo se mutagenizé con EMS (etilmetanosulfonato),
una poblacion de 6,000 semillas de la linea reportera pro790::GUS-GFP/Col-0/3-6.
Las semillas hijas fueron cosechadas por grupos de 60 plantas. En promedio se
analizaron 24 plantulas hijas (F7) por plantula mutagenizada. Como resultado del
escrutinio de mas de 60,000 plantulas F71 (pro790::GUS-GFP) crecidas durante 10
dias después de germinar en carencia de Pi, se identificaron poco mas de 50
mutantes alteradas en la respuesta a la carencia de Pi. Las mutantes fueron
clasificadas en tres grupos, mutantes visiblemente alteradas soélo en la expresion
reportera de la linea pro790::GUS-GFP (respuesta sistémica), mutantes con
defectos solo en la respuesta local (defectos en las modificaciones morfolégicas
del sistema radicular ante la carencia de Pi), y mutantes con alteraciones tanto en
la respuesta sistémica como en la respuesta local. Las mutantes fueron

nombradas como Ipi (low phosphate insensitive, por su sigla en Inglés) (Fig20).
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Figura 20. Clasificacién de las mutantes identificadas con defectos en la respuesta a

la carencia de Pi en Arabidopsis. A) Arabidopsis inhibe el crecimiento longitudinal de la raiz
(respuesta local), e induce sistémicamente la expresién del reportero pro790::GUS-GFP ante la
carencia de Pi. Como resultado del escrutinio de plantulas mutagenizadas, crecidas en carencia de
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Pi, B) se identificaron 13 mutantes con defectos aparentemente sélo en la respuesta local, ya que
mostraron atenuados los cambios morfol6égico del sistema radicular, pero mantuvieron la expresion
del reportero pro790::GUS-GFP (expresiéon de GFP) de forma similar a la WT, C) también se
aislaron 29 mutantes que inhibieron la expresion de GFP, pero indujeron los cambios morfolégicos
de forma similar a la WT, y D) finalmente, también se aislaron 8 mutantes con defectos,
aparentemente tanto en la respuesta sistémica como en la respuesta local a la carencia de Pi.

En esta tesis se describe la caracterizacion de las mutantes Ipi5 (low
phosphate insensitive 5) y Ipi6 (low phosphate insensitive 6), las cuales
presentaron defectos tanto en la respuesta sistémica (expresidn reportera
pro790::GUS-GFP) y en la respuesta local, particularmente en el desarrollo del

sistema radicular ante la carencia de Pi.
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Capitulo 3

Ipi5 y Ipi6 son mutantes de Arabidopsis alteradas en la respuesta local a la

carencia de Pi.

En cuanto a la respuesta local, a diferencia de la WT que detuvo el
crecimiento longitudinal de la raiz principal desde el 4 dia después de germinar
(ddg), las mutantes /pi5 y Ipi6 lo mantuvieron hasta el final del experimento
(Fig21A y Fig21B). Al 10ddg en carencia de Pi, las mutantes Ipi5 y Ipi6 alcanzaron
longitudes en promedio 5 y 6 veces superiores a lo mostrado por la WT (Fig21A).
En presencia de Pi, Ipi5 mantuvo el crecimiento longitudinal de la raiz principal de
manera indeterminara al igual que la WT y Ipi6, sin embargo la longitud de la raiz

principal en promedio fue 15% mas pequefa (Fig21Ay Fig21C).

La inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis
ante la carencia de Pi es un proceso especifico de la punta de la raiz. Para
analizar la estructura y funcionalidad celular del meristemo radicular, se
movilizaron los marcadores de ciclo celular proCYCB1::GUS y de identidad del
centro quiescente proQC46::GUS a los respectivos fondos mutante Ipi5 y Ipi6.
Mediante tinciones histoquimicas de GUS en plantulas de 10ddg en suficiencia de
Pi, se observd que las mutantes Ipib y Ipi6é expresaron ambos marcadores al igual
que la WT, ya que en ambos casos se detectd actividad de GUS (coloracién azul)
tanto en células del QC, como en células en proceso de mitosis (Fig23A y Fig23B).
En condiciones limitantes de Pi, a diferencia de la WT donde no se detectd
expresion para ninguno de los marcadores, Ipi5 y Ipi6 mostraron su expresion de
forma similar a lo observado en sus respectivos genotipos ante condiciones de
suficiencia de Pi (Fig23A y Fig23B).
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Figura 21. Analisis comparativo del crecimiento longitudinal de la raiz principal entre
plantas WT, y las mutantes Ipi5 y Ipi6. (A) Fenotipo de plantulas de 10 dias después de germinar
(ddg) en suficiencia (+Pi) y carencia de fésforo (-Pi). (B) Longitud de la raiz principal de plantulas
del 2 al 10ddg en -Pi. (n=30 individuos analizados de tres experimentos independientes),
respectivamente. Los grupos estadisticos fueron determinados con la prueba de Tukey-HSD (valor
de P<.05) y son indicados con letras diferentes. (C) Analisis comparativo de la longitud de la raiz
principal entre plantulas de 10ddg en +Pi y -Pi. Los grupos estadisticos fueron determinados a
través de la prueba de Tukey-HSD (P-value <.05) los cuales son indicados con letras diferentes.
Los puntos de colores, verde, azul y rojo, representa los individuos analizados. (Créditos de la
figura compartidos con Chavez-Calvillo G. y Ojeda-Rivera J.O.).

Las mutantes Ipi5 y Ipi6 también presentaron defectos en la longitud y
densidad de pelos radiculares, curiosamente solo en condiciones de carencia de

Pi. En cuanto a la longitud de los pelos radiculares, Ipi5 y Ipi6 sélo mostraron el
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10% de lo alcanzado por la WT (Fig22A). La densidad de pelos radiculares fue 10
veces menor, inclusive 10% menos que en su propio fondo genético en suficiencia
de Pi (Fig22B). Adicionalmente, la mutante Ipi5 desarrollo 50% menos raices

laterales que la WT y la mutante Ipi6, en carencia de Pi (Fig22C).
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Figura 22. Defectos en la respuesta morfoldgica del sistema radicular de las mutantes
Ipi5 y Ipi6 ante la carencia de Pi. A) Longitud de los pelos radicular, dentro del tercer milimetro a
partir de la punta de la raiz principal (pelos completamente desarrollados en la WT), en plantulas
WT, Ipi5 y Ipi6 de 10 dias después de germinar en suficiencia (+Pi) y carencia de Pi (-Pi). Las letras
diferentes muestran las diferencias estadisticamente significativas (considerando un error menor al
1%). B) Densidad de pelos radiculares dentro del tercer milimetro a partir de la punta de la raiz
principal (pelos completamente desarrollados), en plantulas WT, Ipi5 y Ipi6 de 10 dias después de
germinar en +Pi y -Pi. Las letras diferentes muestran las diferencias estadisticamente significativas
(P-value <.05), C) Numero de raices laterales de primer orden (que emergen de la raiz principal) en
plantulas WT, Ipi5 y Ipi6, de 10ddg en +Pi y -Pi. Las letras diferentes muestran las diferencias
estadisticamente significativas (P-value <.05).
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Para conocer el genotipo de las mutantes Ipi5 y Ipi6 se analizé el fenotipo
de plantulas crecidas en carencia de Pi, de las generaciones F1y F2 obtenido de
las cruzas entre Ipi5 x Col-0 y Ipi6 x Col-0. En la generacion F1 so6lo se observé el
fenotipo silvestre (de raiz corta). Con respecto a la generacion F2 se determinaron
frecuencias de segregacion fenotipica 3:1 (3 de raiz corta por una de raiz larga),
demostrando que Ipi5 y Ipi6 son mutantes recesivas, cuyo fenotipo mutante es

producto de la alteracion en un solo gen, respectivamente (Tabla 3).
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Figura 23. Expresion reportera de las lineas proCycB1::GUS y porQC46::GUS en
meristemo radicular de plantulas WT, Ipi5 y Ipi6. (A) Tinciones histoquimicas de GUS de la
linea reportera de ciclo celular proCYC::GUS en meristemo radicular de plantulas de 10 dias
después de germinar (ddg) en presencia (+Pi) y carencia de fésforo (-Pi). (B) Tinciones
histoquimicas de GUS de la linea reportera de identidad de centro quiescente proQC::GUS en
meristemo radicular de plantulas de 10ddg en +Piy -Pi. La barra de escala represente 100 micras.
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Tabla 3. Genotipo de las mutantes Ipi5 y Ipi6. Frecuencias de segregacion fenotipica de
las generaciones F1 y F2, obtenidas de las cruzas entre Ipi5 x Col-0 y Ipi6 x Col-0,
respectivamente. El fenotipo WT (raiz corta) y mutante (Mut) refiere a lo observado en plantulas de
10 dias después de germinar en condiciones de carencia de fésforo.

Frecuencias de segregacion

: - Frecuencias Frecuencias
Fenotipos £7 | Fenotipos F2 obtenidas F2 calculadas F2
WT / Mut WT / Mut WT / Mut WT / Mut X
pi5x Col-0 179/0 490 /170 2.97:1.03 3:1 0.2
pi6x Col-0 148/0 577 /182 3.04:0.96 3:1 042

*Con un grado de libertad y un valor critico de 5% (error), se acepta |a hipétesis de una
relacion 3:1 (W : Mut), si la X2 {ji cuadrada) es mas pequena que el valor 3.841.

En un inici6 las mutantes Ipi5 y Ipi6 también fueron elegidas por que
presentaron inhibida la expresién del reportero sistémico pro790::GUS-GFP ante
la carencia de Pi. Sin embargo, los analisis cuantitativos (ensayos de
fluorométricos) de validacibn no mostraron diferencias significativas entre la
expresion del marcador en la WT y las mutantes Ipi5 y Ipi6 (brote y raiz) (Fig24A).
Esto sugiere que las mutantes Ipi5 y Ipi6 mantienen estable la respuesta sistémica
a la carencia de Pi. Sin embargo, las tinciones histoquimicas de GUS, revelaron
que la mutante Ipi5 inhibe la expresion reportera de la linea pro790::GUS-GFP,
particularmente en la punta de la raiz principal ante la carencia de Pi (Fig24A y
Fig24B).
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Figura 24. Expresion reportera del marcador de respuesta sistémica pro790::GUS-
GFP en el fondo mutante Ipi5 y Ipi6. (A) Analisis cuantitativo (ensayos fluorométricos de GUS) de
la expresion reportera del marcador de respuesta sistémica pro790::GUS-GFP en plantulas WT, y
mutantes Ipi5 y Ipi6, de 10 dias después de germinar en condiciones de suficiencia (+Pi) y carencia
de Pi (-Pi). En las graficas se muestra magnificada la expresién determinada en suficiencia
nutrimental. (B) Tinciones histoquimicas de GUS que muestran la expresién reportera del marcador
de respuesta sistémico pro790::GUS-GFP en raiz principal de plantulas WT y mutantes Ipi5 y Ipi6
de 10ddg en +Pi (panel superior) y -Pi (panel inferior). (C) Tinciones histoquimicas de GUS que
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muestran la expresion del marcador p790::GUS-GFP en plantulas WT y Ipi5, de 10ddg en +Pi y -Pi.
Las flechas negras apuntan hacia la punta de la raiz principal.

Capitulo 4

Ipi5 y Ipi6 presentan mutaciones en el factor de transcripcion STOP1 y en el

transportador de malato ALMT1, respectivamente.

Para conocer la identidad de los genes mutantes (mutagenizados con EMS)
responsables de los fenotipos Ipib y Ipi6, se utilizé la estrategia de mapeo genético

por secuenciacion basada en el método MutMap'®"1%4"%°

, previamente reportado.
La estrategia del mapeo genético se centré en identificar genes con variantes
homocigotas (por ejemplo SNPs, deleciones e inserciones) dentro de los genomas
mutantes (Ipi5 y Ipi6) y ausentes en el genoma de referencia WT. Como resultado
se identificaron 12 y 18 genes mutantes potencialmente responsables de los
fenotipos Ipib y Ipi6, respectivamente (dato no mostrado). El analisis de genotipado
de Ipi5 y Ipi6 sugiri6 que ambas mutantes son el resultado de la alteracién en un
sblo gen (Tabla 2). Para reducir el numero de genes candidatos, el trabajo se
concentré en aquellos previamente relacionados con el desarrollo de la raiz y la
respuesta a estrés abiodtico en plantas. Entre los genes candidatos se encontré a
STOP1 (SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) y a ALMT1 (ALUMINIUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER) en Ipi5 y Ipi6 respectivamente, genes
previamente relacionados con la excrecion de malato al medio a través de la raiz,

y proteccion contra la toxicidad por Al*® en plantas.

El mapeo por secuenciacion de Ipi5 reveld una sustitucion de base C:T
(CAT:TAT) en la base +84 dentro del gen STOP1 (At1g34370) (Fig25A). El
analisis de prediccion in silico mostré que la mutacion C:T en /pi5 caus6 una
sustitucién de aminoacido (H168Y; H=Histidina y Y=Tirosina), que remplaza una
de los dos residuos de histidina cruciales para la formaciéon del primer dedo de
zinc, indispensable para la interaccion de STOP1 con el promotor de sus genes

blancos (entre ellos ALMT1) (Fig25B). El mapeo por secuenciacion de la mutante

75



Ipi6 reveld una delecién de 13 bases, a partir de la base +757 dentro del primer
exon del gen ALMT1 (At1908430) (Fig25C). El analisis de prediccion in silico
mostrd que la delecion de las 13 bases modifica el marco de lectura y provoca un
coddn de paro prematuro, dando lugar a la sintesis de una proteina aberrante con

272 aminoacidos menos en direccion del carboxilo terminal (Fig25D).

A) Chromosome | C) Chromosome |
‘ STOP1 {Af7g34375)\ " ALMT1 (At1g08430)
ATG TAA ATG TAA
ol A
Col-0(+779) ggATgCATATgAg Col-0 (+754) ATCgACAgTggTgATTggA
Ipi5 (+779) ggATgTATATgAg Ipi6 (+754) ATC ggA
B) STOP1 (499aa) D) ALMT1-Col-0 (493aa)
Met —(Th ZF H ZF ]-{ ZF J- Met 4 exon J exon ]{ exo }{ exon ]l exon [ exon p *
o s e —— = f"“ """" - Semeenena.
o ﬁ;-o\ Ipi5 Col-0 (168aa) ...SRLSTVVIGGVSCI.
N R
o} -n{”/"’@ ALMT1 (168aa) ..SRLSEESVASLSLS..
= Z" H268Y /
é &) " H)| WT-CAT : Histidine (H) ALMT1-/pi6 (221aa) /
Ipi5-TAT : Tyrosine (Y) Met [ exon ][ exon ][ exon ][ exon | *
o N

Figura 25. Analisis in silico del mapeo por secuenciacion de las mutantes Ipi5 y Ipi6.
(A) Sustitucion C:T (CAT:TAT) en la base +784 dentro de gen STOP1 (At1g34370) en el genoma
Ipi5. (B) La mutacion en STOP1 causoé una sustitucion de aminoacido H168Y, que remplaza uno de
los dos residuos de histidina dentro del primero de los cuatro dedos de zinc del factor de
transcripcion. (C) Delecion de 13 bases en la posicidon +757 dentro del primer exén del gen ALMT1
(At1g08430) en el genoma Ipi6. (D) La delecién de las 13 bases en ALMT1 originé un codo de paro
prematuro que da lugar a la sintesis de una proteina aberrante con 272 residuos de aminoacido
menos que la WT. (Créditos de la figura compartidos con Fernandez-Cortéz A.).

Para confirmar las mutaciones identificadas en los genes stop? y almt1,
dentro de los genomas mutantes Ipi5 y Ipi6, respectivamente (a través del mapeo
por secuenciacion), se resecuencio (por Sanger) un fragmento de la regién donde
se identificaron dichas mutaciones. En ambos casos se encontraron las

mutaciones previamente identificadas, una sustitucion C:T en la base +784 dentro
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de STOP1, y una delecion de 13 bases en la posicion +757 dentro de ALMT1
(Fig26).

A) B)

At1934370 (STOP1)
ATG TAA ATG

At1g08430 (ALMT1)
TAA

Consensus MG ATATG Consensus g CNNNNNNNNNﬁNNNé_é}i

identity: I I dentily:
, identity: s =

WT . +782 TGCATATG WT:...+754 ATCGACAGTGGTGATTGGA
‘. I
\ " ,“5 f\ IRTAY,
(';_."( VWYV A LYVE

Ipi5: ..+782 TGTATATG Ipi6: ... +754 I i e GGA

Figura 26. Electroferogramas de validacion para las mutaciones en stop1 (Ipi5) y
almt1 (Ipi6). A) Electroferograma de la base +787 a la +789 del gen At1g34370 (STOP1) de una
plantula WT (accesién linea hermana de donde se secuencio el genoma de Arabidopsis depositado
en TAIR), y una plantula mutantes Ipi5. En la secuencia de la mutante Ipi5 se muestra una
sustitucion de base C:T, en la posicion +784 del gen STOP1. B) Eletroferograma de la base +754 a
la +772, o +759 del gen At1g08430 (ALMT1) de la plantula WT y la plantula mutante /Ipi6,
respectivamente. En la secuencia de la mutante Ipi6 se muestra la delecién de 13 bases, a partir
de la posicién +757 dentro del gen ALMT1. Los electroferogramas fueron obtenidos mediante
secuenciacion por Sanger. Y: timina o cisteina. N: desconocido.

Para saber si Ipi5 y Ipi6 eran alelos mutantes de STOP1 y ALMT1
respectivamente, se comparé su crecimiento longitudinal de la raiz principal con el
de las lineas insercionales SALK stop1 y almt1 (con pérdida de funcion),
previamente descritas'®’'*®'%° STOP1 codifica para un factor de transcripcion,
que ademas de conferir resistencia a la toxicidad por Al** (a través de la induccion
transcripcional de ALMT1), protege a la raiz contra la acidez del suelo. Como lo
muestra el fenotipo mutante hipersensible stop7 que inhiben drasticamente el
crecimiento longitudinal de la raiz principal en comparacion la WT ante
condiciones de pH é&cido en el medio™® "% Diez dias después de germinar en
condiciones de pH &acido, Ipi5 al igual que stop1 inhibieron con mayor intensidad el

crecimiento de la raiz principal en comparacion con la WT, ya que en promedio
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s6lo alcanzaron el 25% de la longitud total de la raiz principal mostrada por WT
(Fig27A y Fig27B). También se analizé el efecto del pH acido en el crecimiento
longitudinal de la raiz en las mutantes Ipi6 y almt1, pero no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con la WT (Fig27A y
Fig27B). ALMT1 conduce hasta el 90% del malato excretado a través de la raiz en
plantulas de Arabidopsis ante la toxicidad por Al** ' Se ha propuesto que el
malato, a través de su efecto quelante induce la agregacion de los iones de Al*> en
el medio, lo cual los hace indisponibles para planta protegiéndola de la
intoxicacion. Como lo sugiere el fenotipo mutante hipersensible almt1 que reduce
con mayor intensidad la inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal
en comparacion con la WT ante la toxicidad por Al*® (20% mas cortas) (Fig27A y
Fig27B). También se analizé el el efecto de la carencia de Pi, en el desarrollo de
las mutantes insercionales Salk stop?1 y almt1. En ambos casos se mantuvo el
crecimiento longitudinal de la raiz principal, similar a lo mostrado por las mutantes
Ipi5 y Ipi6 respectivamente, ya que alcanzaron en promedio una longitud 7 y 8
veces superior a lo mostrado por la WT en carencia de Pi, respectivamente. La
mutante stop1, al igual que Ipi5, mostré en promedio una longitud 15% menor a lo
alcanzada por la WT, Ipi6 y almt1 (Fig27A y Fig27B).
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Figura 27. Analisis comparativo entre los fenotipos de las mutantes quimicas Ipi5 y
Ipi6 y las lineas insercionales Salk stop? y almt1, respectivamente. A) Fenotipo de plantulas
de 10 dias después de germinar (ddg) en gresencia de foésforo (+Pi), carencia de fésforo (-Pi), pH
acido (pH4.7) y toxicidad por aluminio (Al 2mM). B) Longitud de la raiz principal de plantulas de
10 dias después de germinar (ddg) en +Pi y -Pi, pH acido (pH4.7) y toxicidad por aluminio (AI+3).
Los puntos de colores representan a los 30 individuos WT, Ipi5, stop1, Ipi6 y almt1 analizados de
tres experimentos independientes. Los grupos estadisticos fueron determinados a través de la
prueba Tukey HSD (P-value <.05) y son indicados con letras diferentes. (Créditos de la figura
compartidos con Chavez-Calvillo G y Ojeda-Rivera J.O.).
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Finalmente se analizé el fenotipo de las plantulas de la generacion F1
obtenidas de las cruzas entre Ipi5 x stop1 'y Ipi6 x almt1. En ambos casos solo se
observaron fenotipos mutantes, plantulas que mantuvieron el crecimiento
longitudinal de la raiz principal en condiciones limitantes de Pi (Tabla 4), lo que
confirmd que Ipi5 y Ipi6 son mutantes alélicas de STOP1 y ALMTI1,

respectivamente.

Tabla 4. Analisis alélico entre las mutantes quimicas Ipi5 y Ipi6, y las lineas
insercionales Salk stop1 y almt1, respectivamente. Analisis de las frecuencias de segregacion
fenotipica (ji cuadrada) de plantulas F71 (de 10 dias después de germinar ante condiciones de
carencia de Pi), obtenidas de las cruzas entre stop1 x Ipib y almt1 x Ipi6.

Frecuencias de segregacion en la generacion F1

Fenotipos de plantulas de 10ddg en carencia de Pi

Wt Mutante
(raiz corta) (raiz larga)
stop1 x Ipib: 0 120
almt1 x Ipi6: 0 82
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Capitulo 5

STOP1 induce transcripcionalmente la expresion de ALMT1 en respuesta a la baja

disponibilidad de Pi, antes de la diferenciacion del meristemo radicular.

En Arabidopsis STOP1 es constitutivamente expresado en la punta de la
raiz principal, e induce transcripcionalmente la expresion de ALMT1 en respuesta
a la toxicidad por Al**®°. Considerando que el crecimiento longitudinal de la raiz
es un procesos vinculado con el mantenimiento y funcionalidad del meristemo
radicular, y con el objetivo de conocer los patrones de expresién de STOPT1 vy
ALMT1 en respuesta a la baja disponibilidad de Pi, se analizé su actividad
transcripcional (mediante qRT-PCRs) en puntas de la raiz principal (meristemos)
de plantulas de cinco dias después de germinar en condiciones de suficiencia y
carencia de Pi (momento en que se detuvo el crecimiento longitudinal de la raiz
principal en la WT). STOP1 fue constitutivamente expresado con la misma
intensidad independientemente de la disponibilidad de Pi el medio (Fig28A). Por
su parte, ALMT1 también fue constitutivamente expresado, mostrando expresion
basal en presencia de Pi, pero a diferencia de STOP1, ALMT1 fue hasta cuatro
veces inducido en respuesta a la carencia de Pi (Fig28B). También se analizé la
expresion de ALMT1 en el fondo mutante stop7, pero no se detectd expresion ni

en presencia ni en carencia de Pi (Fig28C).
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Figura 28. Analisis transcripcional (qQRT-PCR) de la expresion de STOP1y ALMT1 en
punta de la raiz principal de plantulas WT de Arabidopsis. A) Expresion de STOP1 en plantulas
WT de cinco dias después de germinar (ddg) en presencia (+Pi) y carencia de fosforo (-Pi). B)
Expresion de ALMT1 en plantulas WT de 5ddg en +Pi y -Pi. C) Expresién de ALMT1 en plantulas
mutantes stop1 de 5ddg +Pi y -Pi. (Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G.).
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Para conocer la localizacion celular de la expresiéon de STOP1 y ALMT1, se
generaron y utilizaron las lineas reporteras proSTOP1::GUS-GFP vy
proALMT1::GUS-GFP, y se analiz6 su expresion en meristemo radicular de
plantulas WT de cinco dias después de germinar (ddg) en presencia y carencia de
Pi. A través de microscopia confocal se detectd expresion de la linea
proSTOP1::GUS-GFP (GFP) en células de la epidermis, cofia, columela y centro
quiescente (QC) dentro del meristemo radicular, de forma similar e
independientemente de la disponibilidad de Pi en el medio (Fig29A). La linea
proALMT1::GUS-GFP sélo se detectdé ante condiciones de carencia de Pi,
localizandose en células de la vasculatura, periciclo, cértex, endodermis, columela
cofia y, dentro del nicho quiescente en células iniciales del cortex, estela y en QC)
(Fig29B).
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Figura 29. Anadlisis de la expresiéon transcripcional de las lineas reporteras
proSTOP1::GUS-GFP y proALMT1::GUS-GFP en meristemo radicular de la raiz principal de
plantulas WT de Arabidopsis. A) Expresion reportera de la linea proSTOP1::GUS-GFP (promotor
del gen STOP1T funcionado a la proteina verde fluorescente GFP), en presencia (+Pi) y carencia de
fésforo (-Pi). B) Expresién reportera de la linea proALMT1::GUS-GFP (promotor del gen ALMT1
funcionado a la proteina verde fluorescente GFP) en +Pi y -Pi. La barra de escala representa
100micras. YP= yoduro de propidio (color rojo), que muestra la estructura celular del meristemo
radicular. (Créditos de la figura compartidos con Ojeda-Rivera J. O. y Oropeza-Aburto A.).
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Capitulo 6

La aplicacion exogena de malato restablece la inhibicion del crecimiento
longitudinal de la raiz principal en stopl y almtl ante la baja disponibilidad de

fosforo.

STOP1 y ALMT1 actuan como modulo funcional que media la excrecién de
malato a través de la raiz en Arabidopsis, en repuesta a la toxicidad por Al*
105113114 Para saber si la excreciéon de malato al medio controlaba la inhibicion del
crecimiento longitudinal de la raiz principal ante la carencia de Pi, se analizé el
efecto de complementacion con malato (malato adicionado al medio nutritivo) en el
crecimiento de plantulas WT y las mutantes stop? y almt1, crecidas durante 10
dias después de germinar (10ddg). Se utilizaron tres concentraciones de malato
0.1, 0.5 y 1mM. La complementacion con malato inhibié el crecimiento de la raiz
en ambas mutantes stop? y almt1, proporcionalmente a medida que aumento la
concentracion de malato en el medio (Fig30A). En la concentracion mas alta de
malato (1mM), almt1 inhibid el crecimiento de las raices de forma similar a la WT
en carencia de Pi (Fig30-A,B). Aunque la complementacién con malato también
inhibid el crecimiento de la raiz en stop? ante la carencia de Pi, esta sélo fue
parcial, ya que ante la concentracidn mas alta de malato, lo longitud de la raiz
principal fue hasta tres veces superior a la WT y almt1 (Fig30A y Fig30B).
También se analizé el efecto del malato en suficiencia de Pi, pero no se
observaron cambios significativos que comprometieran el crecimiento longitudinal

de las raices, ni en la WT ni en las mutantes stop1y almt1 (Fig33).

83



(A)

_—
=
E

S

®©

2
[&]

£
b
a

N
£

AL
o

©

ge]
5

- —
>
[ =
S}

|

60

50

40

30

20

10

OWT Olpi5 @ Ipi6

0.1 0.5 1

Figura 30. Efecto del tratamiento de complementacién con malato en el desarrollo de
la raiz de plantulas WT, y las mutantes stop? y almt1 ante la carencia de fésforo. A) Longitud
de la raiz principal de plantulas de 10 dias después de germinar (ddg) en carencia de Pi, sin tratar
y tratadas con 0.1, 0.5 y 1 mM de malato. En las graficas los puntos verdes, azules y rojos
representan a los individuos WT, stop? y almt1 (n=30 individuos analizados de tres experimentos
independientes), respectivamente. Los grupos estadisticos fueron determinados a través de la
prueba de Tukey HSD (P-value <.05), y son indicados por letras diferentes. B) Fenotipo de
plantulas de 10 (ddg) en carencia de fésforo (Pi), sin tratar, y tratadas con 1mM de malato.
(Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G. y Ojeda-Rivera J. O.).
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También se analiz6 el efecto de la complementacién con malato (1mM) en
la estructura y funcionalidad celular del meristemo radicular de stop71 y almt1 ante
la carencia de Pi. Para ello se realizaron tinciones histoquimicas de GUS de los
marcadores de ciclo celular proCYC::GUS y de identidad del centro quiescente
proQC::GUS, en plantulas de 10 dias después de germinar. El tratamiento con
malato inhibié por completo la expresion reportera de ambos marcadores en
almt1, de forma similar a lo mostrado por la WT ante la carencia de Pi sin malato
adicionado al medio (Fig31A y Fig31B). El tratamiento con malato en stop7 sdlo
inhibié parcialmente la expresion reportera del marcador proCYC::GUS (menor
numero de células en mitosis), y mantuvo la expresion del reportero de ciclo
celular proQC::GUS (Fig31A 'y Fig31B).

( A) proCYC::GUS
WT stop1 almt1
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Figura 31. Efecto de la complementacion con malato en la expresion de las lineas
reporteras proCycB1::GUS y pro46QC::GUS en meristemo de la raiz principal de plantulas
WT, stop1 y almt1i. A) Tinciones histoquimicas de GUS del reportero de ciclo celular
proCYC::GUS en plantulas de 10 dias después de germinar (ddg) en carencia de fésforo (-Pi), sin
tratar y tratadas con 1mM de malato. B) Tinciones histoquimicas de GUS del reportero de identidad
del centro quiescente proQC::GUS en plantulas de 10ddg en -Pi, sin tratar y tratadas con 1mM de
malato. La barra de escala represente 100 micras.
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Capitulo 7

o .z 7 . .z P o 3
La aplicaciéon exégena malato induce la acumulaciéon apopléstica de Fe™ en
meristemo radicular de stop1 y almt1 ante la carencia de fosforo.

Se sabe que la disponibilidad de fierro (Fe) en el medio determina la
inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en respuesta a la
carencia de Pi en Arabidopsis’’. Durante la etapa experimental de este trabajo
Muller y Colaboradores (2015) propusieron un mecanismo en donde la
acumulacion apoplastica de Fe y su capacidad de oxido-reduccion, induce la
diferenciacion celular del QC, lo cual en consecuencia desencadena el
agotamiento meristematico®®. Considerando que el malato es un quelante natural
de Fe capas de inhibir el crecimiento longitudinal de la raiz en stop1 y almt1 ante
la carencia de Pi, se decidi6 analizar la relacion entre el malato y el Fe, con los
proceso que inhibe el crecimiento longitudinal de la raiz principal en respuesta a la
baja disponibilidad de Pi. Lo primero fue validar el efecto de la disponibilidad de Fe
en la inhibicion del crecimiento de la raiz en carencia de Pi. Para ello se analizo el
crecimiento de plantulas WT (y las mutantes stop? y almt1) en condiciones de
carencia de Pi. Como se esperaba, la baja disponibilidad Fe en el medio evitd la
inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en plantulas WT, de
forma indeterminada hasta el final del experimento (10ddg), de forma similar a lo

mostrado por stop1y almt1 (Fig32).

Para saber si el efecto del malato en la inhibicibn del crecimiento
longitudinal de la raiz principal en stop7 y almt1, dependia de la disponibilidad de
Fe en el medio, se analizé el crecimiento de plantulas WT, stop? y almt1 en
carencia de Pi, complementadas con malato pero ante condiciones de baja
disponibilidad de Fe. El tratamiento con malato no inhibié el crecimiento de la raiz,
ni en la WT ni en las mutantes (Fig33). En todos los casos se observaron
longitudes de la raiz principal de forma similar a los observado en plantulas

crecidas en carencia de Piy Fe, sin la adicién de malato al medio (Fig32).
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Figura 32. Efecto de la baja disponibilidad de fierro en el crecimiento longitudinal de
la raiz principal de Arabidopsis ante la carencia de Pi. A) Grafica que muestra el crecimiento
longitudinal de la raiz principal en plantulas WT, stop1 y almt1 de 10 dias después de germinar en
carencia de Pi. Los puntos de color verde, azul y rojo representan a los individuos WT, stop7 y
almt1 (n=30 individuos analizados de tres experimentos independientes), respectivamente. Los
grupos estadisticos fueron determinados a través de la prueba de Tukey HSD (P-value <.05), y son
indicados por letras diferentes. B) Fenotipo de plantulas WT, stop?1 y almt1 de 10ddg en +Pi y -Pi.
(Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G. y Ojeda-Rivera J. O.).
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Figura 33. Efecto del tratamiento de complementacién con malato en el crecimiento
longitudinal de la raiz principal de Arabidopsis ante la carencia de Pi, pero ante baja
disponibilidad de fierro. A) Longitud de la raiz principal de plantulas WT, stop7 y almt1, de 10
dias después de germinar en carencia de Pi en suficiencia de fierro (-Pi/+Fe), carencia de Pi en
suficiencia de Fe complementado con 1mM de malato (-Pi/+Fe/+malato), y carencia de Pi,
complementado con 1TmM de malato, pero en carencia de Fe (-Pi/-Fe/+malato). Los puntos de
colores verde, azul y rojo representan a los individuos WT, stop? y almt1 (n=30 individuos
analizados de tres experimentos independientes), respectivamente. Los grupos estadisticos fueron
determinados a través de la prueba de Tukey HSD (P-value <.05), y son indicados por letras
diferentes. (B) Fenotipo de plantulas WT, stop? y almt! de 10ddg en carencia de Pi,
complementadas con 1mM de malato, pero en baja disponibilidad de fierro (-Pi/-Fe/+Malato).
(Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G. y Ojeda-Rivera J. O.).
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Con el objetivo de conocer si la presencia de malato en el medio inducia la
acumulacion apoplastica de Fe™ en meristemo radicular de plantulas en carencia
de Pi, se realizaron tinciones histoquimicas Perls-DAB (para visualizar iones de
Fe*®) en plantulas WT, stop? y almt1 de 5ddg (momento en el que se detiene el
crecimiento longitudinal de la raiz principal en la WT ante la carencia de Pi, pero
aun mantiene la identidad del meristemo radicular), sin complementar y
complementadas con 1mM de malato. En carencia de Pi sin malato adicionado,
como fue descrito previamente, la WT acumulé Fe** de forma ubicua en todo el
meristemo radicular incluyendo alrededor de las células del centro quiescente
(QC). stop?1 y almt1! acumularon mucho menos Fe* que la WT (Fig34). La
complementacién con malato restablecié la acumulacién de Fe*® en stop?y almt1
(con menor intensidad en stop7), y establecié un patrén de acumulacion mucho

mas definido en células del QC y sus alrededores (Fig34).

WT  stop1 almti

>

Figura 34. Efecto del malato en la acumulacién de iones de Fe** en meristemo
radicular de la raiz principal de plantulas WT, stop1 y almt1 en carencia de fésforo. Tinciones
histoquimicas Perls-DAB (para visualizar iones de Fe™, color café) en meristemo radicular de la
raiz principal de plantulas de 5 dias después de germinar en carencia de foésforo (-Pi), sin tratar
(panel superior) y tratadas con 1mM de malato (panel inferior). La barra de escala representa 100
micras. (Créditos de la figura compartidos con Gutiérrez-Alanis D.).
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También se analizo el efecto del malato en el crecimiento longitudinal de la
raiz principal de plantulas crecidas en suficiencia de Pi, sin embargo no se
detectaron diferencias significativas que comprometieran el crecimiento
longitudinal de la raiz principal, ni en la WT ni el las mutantes stop7 y almt1
(Fig35). Las tinciones histoquimicas Perls-DAB en plantulas crecidas en
suficiencia de Pi, revelaron que al igual que la WT, stop1 y almt1 también
acumulan fierro en meristemo radicular, inclusive alrededor de las células del QC.
Aunque el tratamiento de complementacién con malato aumento la intensidad con
la que se acumular Fe* en el meristemo radicular ante la presencia de Pi, se
mantuvo el crecimiento longitudinal de las raices, tanto en la WT como en las

mutantes stop1y almt1 (Fig35).
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Figura 35. Efecto del tratamiento de complementacién con malato en la acumulacién
de Fe" en meristemo radicular, y el crecimiento longitudinal de raiz principal de plantulas
WT y las mutantes Ipi5 y Ipi6é en suficiencia de Pi. A) Longitud de la raiz principal de plantulas
WT, stop?1 y almt1, de 10 dias después de germinar en suficiencia de Pi, sin complementar y
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complementadas con tres concentraciones de malato (0.1, 0.5 y 1mM de malato),
independientemente. B) Tinciones histoquimicas Perls-DAB para visualizar iones de Fe* (color
café) en meristemo radicular de plantulas WT, stop? y almt1, de 10ddg en +Pi, sin complementar y
complementadas con TmM de malato. (Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G.,
Ojeda-Rivera J. O. y Raya-Gonzalez J.).

LPR1 (LOW PHOSPHATE RESPONSE 1, por su sigla en Inglés) es
descrito como un gen que inhibe el crecimiento longitudinal de la raiz principal en
Arabidopsis ante la carencia de Pi. Se sabe que es constitutivamente expresado
en células del QC y que codifica para una proteina exportada a la pared celular.
Tomando en cuenta la capacidad catalitica de LPR1 para oxidar Fe*? y producir
Fe* (determinada a través de ensayos enzimaticos con proteina recombinante), y
considerando que lpr1 falla en la acumulacién de Fe*™® en meristemo radicular ante
la carencia de Pi, se establecié que LPR1 provee los iones de Fe** vinculados con
el agotamiento meristematico de la raiz principal en Arabidopsis ante la carencia
de Pi’18096.167.168 'parg saber si se requeria a LPR1 para inducir la acumulacién de
Fe™ en el meristemo radicular de plantulas mutantes stop? y almt! ante la
carencia de Pi, se analiz6 el efecto de la complementacién con malato en la
acumulaciéon de Fe™ en meristemo radicular de la raiz principal de plantulas
mutantes Ipr1 crecidas en carencia de Pi. El tratamiento con malato no logré
restablecer, ni la acumulacién de Fe* en el meristemo radicular, ni la inhibicién del
crecimiento longitudinal de la raiz principal ante la carencia de Pi, ya que la raiz
principal en Ipr1, inclusive, fue en promedio hasta 10% mas larga que la WT
(Fig36A, Fig36B y Fig36C).

Para obtener pistas de la naturaleza molecular del mecanismo por el cual el
malato induce preferencialmente la acumulacién de Fe*® en carencia de Pi, se
analiz6 (a través de calculos de dinamica molecular) la interaccion entre los iones
de malato y los iones de Fe, en sus estados de oxidacion Fe*? y Fe™. Se
disefiaron cuatro grupos de simulacion con 0, 40, 80 y 120 moléculas de malato,
todos con 120 molecular de Fe™ o Fe*®, respectivamente. Los resultados de la
simulacién mostraron que los iones el malato indujeron la agregacion de los iones

de Fe™ en forma de complejos estables de malato-Fe**, cuyo tamafio se
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incrementd a medida que aumentd la concentracion de malato en el sistema
(Fig37A). Aunque también se formaron agregados de iones de Fe*? con malato,
estos fueron inestables y mucho mas pequefios (Fig37A). Los iones de Fe*? y Fe*?
no formaron agregados en ausencia de iones de malato, respectivamente (Fig37).
Finalmente se realizaron los calculos de dinamica molecular entre iones de Al*® y
los cuatro grupos de simulacién con malato (0, 40, 80 y 120 moléculas). Al igual
que con los iones de Fe* el malato promovié la formacién de agregados de Al*®,
de forma estable y en aumenté a medida que se adicioné malato al sistema
(Fig37).
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Figura 36. Efecto del tratamiento de complementacién con malato en la acumulacién
apoplastica de Fe** en meristemo radicular, y crecimiento de la raiz principal de plantulas
mutantes Ipr1 ante la carencia de féosforo. A) Fenotipo de plantulas de 10 dias después de
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germinar (ddg) en carencia de fésforo (-Pi), sin tratar y tratadas con 1mM de malato. B), Longitud
de la raiz principal de plantulas de 10ddg en -Pi, sin tratar y tratadas con 1mM malato. Los puntos
de colores representan a los 30 individuos WT y Ipr1, analizados de tres experimentos
independientes. Los grupos estadisticos fueron determinados a través de la prueba Tukey HSD (P-
value <.05) y son indicados con letras diferentes. C) Tinciones histoquimicas Perls-DAB de
meristemo radicular de plantulas de 10ddg en -Pi, sin tratar y tratadas con 1mM de malato. La
barra de escala representa 100 micras. (Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G.,
Ojeda-Rivera J. O. y Raya-Gonzalez J.).
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Figura 37. Calculos de dinamica molecular entre iones de malato, e iones de fierro y
aluminio respectivamente. A) Sistemas de dinamica molecular in silico, donde se muestra la
formacion y el tamafio de los agregado de malato-Fe*?, malato-Fe™ y malato-Fe™, a través del
tiempo de simulacion, respectivamente. B) Representacién de los agregados de malato-Fe*,
malato-Fe*® y malato-Fe™, al tiempo final de la simulacion entre 120 malatos y 120 metales
respectivamente. (Créditos de la figura compartidos con Jiménez-Dominguez G.).

El citrato, al igual que el malato, es un quelante natural de aluminio y fierro,
excretado al medio a través de la raiz de Arabidopsis en respuesta a la carencia
de Pi'®"" Curiosamente se reporté que el tratamiento de complementacion con
citrato atenua la inhibicidn del crecimiento longitudinal de la raiz principal y reduce
la acumulacién apoplastica de Fe* en meristemo radicular ante la carencia de
Pi®”172_ Para contrastar el efecto del malato con el del citrato, se analizé el efecto

de complementacién con citrato, en el crecimiento longitudinal de la raiz principal
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de plantulas WT y las mutantes stop7 y almt1 ante condiciones de carencia de Pi.
Como se esperaba (y fue previamente reportado), el tratamiento con citrato atenué
la inhibicion del crecimiento de la raiz principal en la WT (Fig38). El tratamiento de
complementacién con citrato, a diferencia del de malato, no restablecié el
crecimiento longitudinal de la raiz prinicipal en las mutantes stop7 y almt1. En
ambos casos (stop?1 y almt1) se alcanzaron longitudes de la raiz principal,
similares a lo observado en sus respectivos fondos genéticos pero sin citrato
(Fig38).
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Figura 38. Efecto de la complementacidon con citrato en el crecimiento de la raiz de
plantulas WT, stop? y almt1 en carencia de fosforo. A) Longitud de la raiz principal de plantulas
de 10 dias después de germinar (ddg) en carencia de Pi (-Pi), sin tratar y tratadas con 1 mM de
citrato. Los puntos de color verde, azul y rojo representa a los individuos WT, stop? y almt1 (n=30
individuos analizados de tres experimentos independientes), respectivamente. Los grupos
estadisticos fueron determinados a través de la prueba de Tukey HSD (P-value <.05), y son
indicados por letras diferentes. B) Fenotipo de plantulas de 10ddg en -Pi sin tratar, y tratadas con
1mM de citrato. (Créditos de la figura compartidos con Chavez-Calvillo G. y Ojeda-Rivera J. O.).
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DISCUSION

La agricultura es una de las actividades primarias que sustenta la
alimentacion de la especie humana en la actualidad, y seguramente lo seguira
haciendo en el proximo sigI02'19. Una de las principales causas que usualmente
compromete el desarrollo de las plantas en cultivos agricolas, es la carencia
nutrimental, entre ellas la carencia de Pi"®'°. Como producto de la Revolucién
Verde, poco después de los anos 60s, la baja disponibilidad de fosfato (Pi) para
las plantas en cultivos agricolas, comenzd a ser corregida con la aplicacién de
fertilizantes fosforados, principalmente aquellos obtenidos de roca mineral. El
problema aqui es que el Pi es un recurso no renovable y las reservas naturales de
Pi mineral en el mundo se estan agotando, esta predicho que se terminaran dentro
de los préximos 50-100 afios. Eso sin mencionar que los costos de los fertilizantes
son cada vez mas altos®*??. Lo anterior hace evidente la urgencia de establecer
estrategias biotecnolégicas que lleven a mantener los grandes rendimientos de
produccion agricola alcanzados hasta el dia de hoy, pero haciendo un uso mas

eficiente de las reservas "finitas" del Pi mineral "®°.

El estudio de la respuesta natural de las plantas a la carencia nutrimental (o
estrés en general), es uno de los recursos mas valiosos de la biotecnologia para
para el mejoramiento de la agricultura. Ahora se sabe que las plantas en
respuesta a la carencia de Pi inducen una serie de procesos genéticos,
bioquimicos, celulares y morfo-fisiolégicos, que promueven el reciclado de Pi
interno y maximizan la capacidad adquisitiva de Pi externo®2*3'34:37.65.70.131
Arabidopsis es un buen modelo para el estudio de la respuesta a la carencia de Pi
en plantas, ya que ademas de ofrecer una basta diversidad de herramientas

82-86

bioinformaticas y experimentales que facilitan su estudio , conserva varias de

las respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi, observadas en otras especies

de plantas silvestres y de interés agricola®'""174,
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El Pi es un elemento virtualmente esencial para cualquier organismo vivo en
la tierra. Las bacterias y los hongos utilizan un mecanismo (con variaciones
significativas entre sus componentes genéticos), que les permite percibir la
disponibilidad de Pi externo, y responder con procesos que maximizan el uso de Pi
interno y potencia la adquisicion de Pi externo''®'*"'78 A diferencia de las
bacterias y los hongos, en las plantas aun se desconoce el mecanismo de
percepcion de Pi, sin embargo se sabe que responden diferencialmente, tanto a

100 100) y
)

a las variaciones en la disponibilidad de Pi externo (llamada respuesta

los cambios en la homeostasis de Pi interno " (llamada respuesta sistémica

Ioca|71,80,131

). La respuesta sistémica esta controlada transcripcionalmente por el
modulo funcional heterodimero SPX7-PHR1 (en coordinacién con sus respectivos
genes paralogos SPX2 y PHR1like, respectivamente'’). PHR1 codifica un factor
de transcripcion de la familia MYB, que induce transcripcionalmente a sus blancos
directos mediante su union al dominio P1BS (GNATATNC, localizado en la
secuencia promotora de los genes blanco). En presencia de Pi (o fosfoinositol), las
proteinas SPX1 y SPX2 establecen una interaccién proteina-Pi-proteina con
PHR1, lo cual impide a PHR1 unirse al motivo P1BS de sus blancos directos,
manteniéndolos reprimidos'* 34137148 | 5 respuesta local esta controlada por el
modulo funcional PDR2-LPR1 (y su paralogo LPR2); genes que epistaticamente
modulan el estatus oxido-reductivo de Fe en el apoplasto de células del meristemo
radicular. PDR2 codifica una proteina ATPasa (de funcidon especifica aun
desconocida), que se localiza en reticulo endoplasmico (al igual que LPR1), y
regula de forma negativa a los genes LPR1 y LPR2. LPR1 ha sido mejor
caracterizado y se sabe que codifica para una proteina con actividad de
multicopper oxidasa (MCO) que es localizada en la pared celular, en donde a

través de su capacidad 6xido-reductiva cataliza la oxidaciéon de los iones Fe* a
Fe+3 71,80,96,167,172

Con el objetivo de identificar "nuevos genes" involucrados en los
mecanismos de percepcidon de Pi y/o respuesta de aclimatacion a la carencia de Pi

en Arabidopsis (respuesta sistémica y respuesta local). La estrategia experimental
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de este trabajo se baso en el uso de una linea reportera que permitiera monitorear
simultdneamente la respuesta sistémica y la respuesta local in vivo, durante el
escrutinio  de plantulas  quimicamente mutagenizadas  con EMS
(etilmetanosulfonato), crecidas en condiciones de carencia de Pi. Esto con el fin de
identificar plantulas insensibles a la carencia de Pi, que pudieran estar afectadas
en los mecanismos de percepcion de Pi y respuesta de aclimatacién a la carencia
de Pi en Arabidopsis. Como resultado se identificaron 50 lineas mutantes con
distintos niveles de alteracion en la respuesta local, en la respuesta sistémica, o
en algunos casos con alteraciones tanto en la respuesta sistémica y la respuesta
local a la carencia de Pi (Fig20). Estos resultados sugieren la existencia de un
punto de interseccion (cross-talk) en la ruta de senalizacion que regula la
respuesta sistémica y la respuesta local a la carencia de Pi (Fig20). La respuesta
sistémica fue monitoreada a través de la expresion de la linea reportera
pro790::GUS-GFP, y la respuesta local a través de las modificaciones
morfolégicas del sistema radicular, naturalmente inducida en el ecotipo de
Arabidopsis Columbia-0 (Col-0) ante condiciones de carencia de Pi en condiciones

de laboratorio (Fig16).

Dos de las mutantes aisladas en este trabajo fueron nombradas /low
phosphate insensitive 5 (Ipib) y low phosphate insensitive 6 (Ipi6), y su descripcion
es el tema de esta tesis. Aunque en un inicio Ipi5 y Ipi6 sugirieron estar afectadas
tanto en la respuesta sistémica como en la respuesta local, el analisis de
validacién de la expresion del reportero pro790::GUS-GFP, sugiere que solo la
mutante Ipi5 (stop1) esta afectada en ambas respuestas (Fig21-Fig24). Aunque el
analisis cuantitativo del reportero pro790::GUS-GFP no mostré diferencias
significativas en su expresion entre las lineas WT y la mutante stop1
(independientemente de la disponibilidad de Pi en el medio), las tinciones
histoquimicas mostraron que la mutante stop7 falla en la expresion del reportero
pro790::GUS-GFP en la punta de la raiz principal (Fig24). Sin bien el gen
At5g20790 (promotor utilizando para la construccidon de la linea reportera

pro790::GUS-GFP) es descrito como blanco directo de PHR1, su promotor no
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contiene ningun sitio de union P1BS, y la expresién del reportero pro790::GUS-
GFP permanece activa en plantulas phr1 crecidas en condiciones de carencia de
Pi (Fig17), lo cual sugiere que la expresién de la respuesta sistémica del gen
At5g20790 es regulada indirectamente por la ruta de sefializacion PHR1, y por una

ruta alterna hasta el momento desconocida.

Se ha propuesto que STOP1 puede enlazarse a distintas secuencias del
ADN en la region promotora de sus genes blanco, entre ellas la secuencia del sitio
de union denominado ART (AL RESISTANCE TRANSCRIPTION FACTOR, por su
sigla en Inglés, GGN(T/g/a/C)V(C/A/g)S(C/G))'"*'®  Curiosamente el gen
At5g20790 contiene siete sitios de union ART en su region promotora (Fig39). Es
posible que PHR1 y STOP1 regulen coordinadamente algunos genes de
respuesta sistémica, al menos en la punta de la raiz principal de plantulas de
Arabidopsis sometidas al ayuno de Pi. Sera interesante analizar la expresion del
gen At5920790 (y otros genes regulados sistémicamente) en el doble fondo

mutante phri/stop1.

Actualmente se esta trabajando con cinco variantes de la linea reportera
pro790::GUS-GFP, cuyas diferencias estan en el tamafo del promotor utilizado
para conducir la expresion de los genes reporteros (Fig39). Los resultados
preliminares mostraron una correlacidn positiva, entre la intensidad de la expresion
reportera, con el numero de motivos ART dentro del promotor utilizado (dato no

mostrado).
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Figura 39. Sitios de union de STOP1 (ART) en el promotor de la linea reportera
pro790::GUS-GFP. La linea reportera pro790::GUS-GFP fue construida con los genes reporteros
GUS (p-glucoronidasa) y GFP (Green fluorescent protein, por su sigla en Inglés) bajo el control
transcripcional de la regidn promotora del gen At5g20790 (482 pares de bases). Un gen
fuertemente inducido ante la carencia de Pi (Fig16). La linea reportera pro790::GUS-GFP también
es fuertemente inducida a lo largo de la raiz de plantulas de Arabidopsis crecidas en carencia de
Pi. Curiosamente la expresion de la linea reportera se muestra inhibida, particularmente en la
punta de la raiz principal de plantulas mutantes stop7 ante la carencia de Pi (Fig24). STOP1 es un
factor de transcripcion (dedos de zinc) que se ha propuesto, induce trascripcionalmente a sus
genes blancos, a través de su enlace al sitio de unién ART1 (GGN(T/g/a/C)V(C/A/g)S(C/G)),
secuencia de cinco nucleétidos reconocida como sitio de unién a ADN, J)or factores de
transcripcion dedos de zinc, relacionados con la respuesta a la toxicidad por Al en Arabidopsis.
Considerando que el promotor de la linea pro790::GUS-GFP estd enriquecida con siete sitios
ART1 (en tan sélo 569 pares de bases), es posible que el gen At5g20790 sea un blanco directo de
STOP1, ante la carencia de Pi. En el esquema de esta figura se muestra el disefio de la linea
reportera pro790::GUS-GFP, acompafada de su cinco variantes con distintos tamafos en la
longitud de la region promotora (A-F). Ademas se localizan los siete sitios de union ART (AI+3
resistance transcripcion factor 1) dentro de promotor At5g20790.

Las mutantes stop1 (Ipib) y almt1 (Ipi6) también fueron seleccionadas por
que se mostraron alteradas en la respuesta morfolégica del sistémica radicular
inducida por la carencia de Pi (respuesta local). Particularmente, porque a
diferencia de la WT que inhibidé el crecimiento longitudinal de la raiz principal,
stop1 y almt1 lo mantuvieron de forma indeterminada hasta el final del
experimento (Fig21-Fig23). stop?1 y almt1 ademas fallan en inducir la respuesta
que incrementa la densidad y longitud de los pelos radicular en carencia de Pi, lo

cual sugiere que la excrecion de malato también controla el desarrollo de los pelos
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radiculares ante la carencia de Pi (Fig22). La mutante stop7 ademas presentd
defectos en la formacion de raices laterales (Fig22), estableciendo con ello a
STOP1, como un factor de transcripcion que modula la formacion de raices

laterales en Arabidopsis, ante la carencia de Pi.

La inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis
fue inicialmente descrita como una respuesta inducida soélo por la carencia de
Pi’""®, sin embargo resulto estar determinada también por disponibilidad de fierro
(Fe) en el medio”’. Durante el desarrollo de este proyecto Muller y colaboradores
(2015) reportaron que Arabidopsis acumula iones de Fe** en apoplasto entre las
células del meristemo radicular, particularmente alrededor de las células del centro
quiescente (QC). Se descubri6 que dicha acumulacion de Fe* ocurre
independientemente de las disponibilidad de Pi en el medio, pero determina la
inhibicién del crecimiento longitudinal de la raiz sélo ante la carencia de Pi®. El
crecimiento longitudinal de la raiz principal se sustenta en la estructura y
funcionalidad celular del meristemo radicular (mediada principalmente por una red

factores de trascripcion y las auxinas)®®®°

, Y se sabe que la diferenciacion del QC
es suficiente para desencadenar el agotamiento meristematico o también conocido
como diferenciacién del meristemo®®. El reporte de Muller y colaboradores
sugieren que la acumulacién apoplastica de Fe*® ante la baja disponibilidad de Pi
en el medio induce la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), las
cuales a su vez inducen una respuesta celular que provoca el engrosamiento de la
pared celular, lo que bloquea fisicamente los plasmodesmos (como un mecanismo
general de defensa al estrés ambiental)'®"'®2 Debido a que el bloqueo de los
plasmodesmos interrumpe el flujo de senales intercelulares, como es el
movimiento de SHR (SHORT-ROOQOT, por su sigla en Inglés) de células de la estela
hacia el QC, desencadena el agotamiento meristematico®. LPR1 (LOW
PHOSPHATE RESPONSE 1, por su sigla en Inglés) es un gen constitutivamente
expresado en la punta de la raiz, particularmente en las células del QC (Fig38). Y
se sabe que codifica para una proteina multicopper oxidasa (MCO) transportada

hacia la pared celular, en donde a través de su capacidad oxido-reductiva, se ha
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propuesto que cataliza la oxidacién de Fe*? y provee los iones de Fe*® acumulados
alrededor del QC ante la carencia de Pi. Si bien se ha propuesto que la
transferencia de electrones durante el ciclo de oxido-reduccién del Fe*?a Fe*® es
la fuente de ROS que desencadena el agotamiento meristematico ante la carencia
de Pi, hasta este trabajo se desconocia la naturaleza molecular del mecanismo
que promueve la acumulaciéon apoplastica de Fe™, y su participacion en el
mecanismo que modifica el desarrollo radicular de Arabidopsis ante la carencia de
Pi%.

Con base en la caracterizacién genética, celular y morfolégica de las
mutantes Ipi5 y Ipi6, en esta tesis se propone a STOP1 (SENSITIVE TO PROTON
RHIZOTOXICIT 1, por su sigla en Inglés) y a ALMT1 (ALUMINIUM-ACTIVATED
MALATE TRASPORTER 1, por su sigla en Inglés) como modulo funcional
(STOP1/ALMTT), que a través de la excrecién de malato, induce la acumulacién
apoplastica de los iones de Fe** previamente vinculados con el agotamiento
meristematico de la raiz principal de Arabidopsis ante la baja disponibilidad de Pi
en el medio. STOP1 y ALMT1 fueron inicialmente vinculados con la excrecion de
malato al medio en respuesta a la toxicidad por aluminio (Al*3)"°7159.161.163,166,183-
187 STOP1 codifica para un factor de transcripcion (de la familia dedos de zinc),
constitutivamente expresado en la rajz 1°97161163.180.183.188-190 = 4,6 induce
transcripcionalmente la expresion de ALMT1, un transportador de membrana
plasmatica, que media la excrecion de malato, a través de la raiz al
medio'°7:166:180.183,184.186.191.192 ' como 1o muestra el andlisis transcripcional de este
trabajo (qQRT-PCR), STOP1 es constitutivamente expresado, en induce
transcripcionalmente la expresion de ALMT1, al menos en la punta de la raiz
principal ante la carencia de Pi (Fig28 y Fig29). Tomando en cuenta que los sitios
ART han sido propuesto como motivo funcional reconocido por STOP1, sera
interesante buscar sitios ART en el promotor de genes inducidos por la carencia
de Pi. Su presencia podria conducir la respuesta de aclimatacion a la carencia de
Pi en plantas, como ocurre con ALMT1, el cual contiene cuatro motivos ART en la

regién funcional de su promotor, ante la toxicidad por Al*® (Fig40).
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Figura 40. Sitios de wunion ART en la region promotora que induce
transcripcionalmente la expresion de ALMT1 en respuesta a la toxicidad por Al”. La region
promotora descrita técnicamente como "region D", refiere a la region promotora de 30 pares de
bases que promueve la induccién transcripcional de ALMT1 (At1g08430), ante la toxicidad por A,

El modulo funcional STOP1/ALMT1 han sido asociados hasta con el 90%
del malato excretado a través de la raiz de Arabidopsis en respuesta a la toxicidad
por Al y la expresion transcripcional de ALMT? ha sido correlacionada

158,162,183,188,191,193-195 Aunque

positivamente con la excrecion de malato al medio
sera necesario determinar la porciéon de malato excretado al medio, a través del
modulo funcional STOP1/ALMT1 ante la carencia de Pi, considerado que las
mutantes stop? y almt1 mantienen el crecimiento longitudinal de la raiz principal
en carencia de Pi (Fig21 y 27), y tomando en cuenta que el tratamiento de
complementacion con malato restablece los procesos que inhiben dicho
crecimiento longitudinal de la raiz (Fig30), propongo que el moédulo funcional
STOP1/ALMT1 controla la mayor parte de la secrecién de malato en respuesta a
la carencia de Pi y que el malato es necesario para desencadenar la diferenciacion
de su meristemo radicular, y reducir el crecimiento longitudinal de la raiz principal

en Arabidopsis.

Los tratamientos de complementacion con malato en stop? y almt1
mostraron que la intensidad de la inhibicién del crecimiento longitudinal de la raiz
principal en Arabidopsis ante la carencia de Pi, esta positivamente correlacionada

con concentracion de malato adicionado al medio (Fig30). Considerando que la
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inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal es una caracteristica
genética controlada como QTL (Quantitative Trait Locus, por su sigla en Inglés), es
posible que la actividad funcional STOP1/ALMT1 (a través de la excrecion de
malato) actue como QTLs que controlan el rango de intensidad con la que se
presentan los cambios morfolégicos del sistema radicular entre los diferentes

ecotipos de Arabidopsis ante la carencia de Pi’".

Aunque el tratamiento con malato inhibié el crecimiento longitudinal de la
raiz principal en ambas mutantes stop?1 y almt1, sélo provocd el agotamiento
meristematico en almt1 (tal y como ocurre en la WT ante la carencia de Pi). En
stop1 solo reduce el numero de células en proceso de mitosis (Fig31), y reduce la
longitud celular de las células maduras a lo largo de la raiz (dato no mostrado).
Considerando que STOP1 es un factor de transcripcion, es posible que ademas de
inducir la expresion transcripcional de ALMT1, controle la expresién de otros
genes requeridos para desencadenar el agotamiento meristematico de la raiz ante
la carencia de Pi. STOP1 ademas de conferir resistencia a la toxicidad por Al*®,
protege a la raiz en contra de la acidez del medio (pH &cidos <5.4)"%"
163,180,183,190,196.196.197 " Gonsiderando que la raiz de Arabidopsis (y otras especies de
plantas), acidifican la rizosfera en respuesta a la carencia de Pi, es posible que
STOP1 controle la acidificacién del medio, favoreciendo con ello la solubilidad de
los iones de Fe y la consecuente formacion y acumulaciéon de complejos malato-
Fe*® relacionados con el agotamiento meristematico. Sera interesante analizar el
efecto del malato en el crecimiento longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis,

ante un gradiente de pH en el medio.

Se ha propuesto que la excrecidon de malato al medio por un parte
promueve la agregacion de los iones de Al**, lo cual evita que la planta los tome y
se intoxique, y por otro parte rompe los enlaces entre los complejos de Pi-Al"3 y Pi-
Fe™ (formando consecuentemente agregados de malato-Al*® y malato-Fe*,
respectivamente), haciendo disponible al Pi para su adquisicion por la planta. Las

tinciones histoquimicas Perls-DAB revelaron que las mutantes stop7 y almt1 fallan
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en la acumulacion apoplastica de Fe™ en meristemo radicular ante la carencia de
Pi (Fig34). Considerando que el tratamiento de complementacion con malato
restablece dicha acumulacion de Fe*® (Fig34), y que los calculos de dinamica
molecular sugieren que el malato promueve la agregacion de Fe*® (Fig36), en este
trabajo propongo que la excrecion de malato, mediado por el modulo funcional
STOP1/ALMT1 promueve la agregacion de los iones de Fe** catalizados por LPR1
(en complejos malato-Fe*™®) lo suficientemente grandes y estables para quedar
retenidos entre los polimeros de la pared celular en meristemo radicular ante la
carencia de Pi. El tratamiento de complementacion con malato en las mutantes
stop1 'y almt, reveld que la acumulacién de Fe™ es determinada por la expresion
de LPR1, como lo sugiere la expresion de la linea reportera proLPR1::GUS
(tinciones histoquimicas de GUS)® en el meristemo radicular de la raiz principal

de Arabidopsis ante la carencia de Pi (Fig41).
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Figura 41. Comparacién entre la expresion de LPR71 y la acumulacién de Fe*® en
meristemo radicular de la raiz principal en Arabidopsis. A) Tinciones histoquimicas de GUS de
la expresién del reportera proLPR1::GUS en meristemo radicular de plantulas WT crecidas en
suficiencia (+Pi) y carencia de Pi (-Pi)%. B) Tinciones histoquimicas Perls-DAB, para tefiir iones de
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Fe* (color café), en meristemo radicular de la raiz principal de plantulas WT, stop7 y almt1 en
carencia de Pi, complementadas con 1mM de malato.

LPR1 es descrito como un gen que inhibe el crecimiento longitudinal de la
raiz principal en Arabidopsis ante la carencia de Pi""%®%"1%8 | PR1 como se
menciond previamente, es constitutivamente expresado en meristemo radicular,
particularmente en las células del QC, y codifica para una proteina multicopper
oxidasa (MCO) de pared celular, en donde cataliza la oxidacién de Fe*? a Fe*, lo
cual produce el ROS relacionado con el agotamiento meristematico ante la
carencia de Pi®®. Considerando que el tratamiento de complementacion con malato
no restablecid, ni la acumulacion apoplastica de Fe**, ni la inhibicion del
crecimiento longitudinal de la raiz principal en la mutante Ipr1, ante la carencia de
Pi (Fig35). Sugiero que la excrecion de malato al medio, a través del modulo
funcional STOP1/ALMT1, induce la acumulacién apoplastica de los iones de Fe*?
catalizados por LPR1 (y su paralogo LPRZ2), en el meristemo radicular de

Arabidopsis ante la carencia de Pi.

El agotamiento meristematico y consecuente inhibicion del crecimiento
longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis en carencia de Pi, ha sido asociado
con la activacion de un programa transcripcional especifico de la punta de la raiz,
controlado por la baja disponibilidad de Pi en el medio®*?%®". Con el objetivo de
conocer el efecto de la excrecibn de malato a través del mddulo funcional
STOP1/ALMT1, se analizé el transcriptoma (RNAseq) de la punta de la raiz
principal (2-3mm) de plantulas WT y las mutantes stop? y almt1, de cinco dias
después de germinar (momento en el que se detiene el crecimiento longitudinal de
la raiz principal, pero se mantiene la identidad celular del meristemo radicular), en
suficiencia y carencia de Pi, sin complementar y complementadas con 1TmM de
malato (trabajo de colaboracién con el proyecto de tesis de maestria de Ojeda-
Rivera J. O.). La descripcion completa de los resultados se muestra en el apéndice
(Apéndice3). Brevemente, en respuesta a la carencia de Pi la linea WT alter6 la
expresion de un poco mas de 1,400 genes de diversas categorias funcionales,

particularmente de un grupo de genes vinculados con el engrosamiento de la
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pared celular y el cierre de los plasmodesmos, que potencialmente estan
involucrados en el agotamiento meristematico de la raiz principal. Si bien las
mutantes stop7 y almt1 inducen cambios transcripcionales en respuesta a la
carencia de Pi, solo es parcial, ya que mantienen reprimido poco mas del 50% del
programa transcripcional observado en la WT. Como se esperaba, el grupo de
genes diferencialmente expresados (respuesta local) en stop1 y almt1, se mostro
enriquecido con aquellos relacionados con la respuesta local a la carencia de Pi.
Tomando en cuenta que un gran set de genes transcripcionalmente desregulado
en las mutantes stop7 y almt1 estan relacionados con procesos de organizacion
de la pared celular, y que el tratamiento de complementacién con malato
restablece la expresion de genes que codifican para proteinas exportadas al
apoplasto y enzimas con actividad de oxido-reduccion (que posiblemente
participan en el metabolismo redox del meristemo radicular durante la carencia de
Pi). En este trabajo se propone que la acumulacion apoplastica de Fe*®, mediada
por la excrecion de malato al medio a través del mddulo funcional STOP1/ALMTT,
induce transcripcionalmente la respuesta local que desencadena el agotamiento
meristematico y consecuente inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz

principal en Arabidopsis ante la carencia de Pi.

Aunque en este trabajo las plantulas de Arabidopsis fueron alimentadas con
iones de Fe*, que es la principal fuente de fierro tomada por las plantas
dicotileddneas, entre ellas Arabidopsis, es la forma idnica Fe* la que prevalece de
forma natural en la solucién de los suelos® %9919 Ante |3 baja disponibilidad de
Fe*? en el medio, Arabidopsis induce la expresiéon de FRO2 (FERRIC
REDUCTASE-OXIDASE, por su sigla en Inglés) e IRT1 (IRON-REGULATED
TRANSPORT, por su sigla en Inglés), un par de proteinas ancladas en la
membrana plasmatica en la epidermis de la raiz, que actuian como un modulo
funcional que media la toma de fierro por la planta®. Mientras que FRO2 codifica
para una proteina Fe-reductasa que reduce los iones de Fe™ a Fe™ en apoplasto,
IRT1 codifica para un transportador que media la entrada de los iones de Fe™ al

interior de la célula. Aunque en un principio se propuso que FRO2 podria proveer
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los iones de Fe*? catalizados por LPR1 y LPR2 en pared celular ante la carencia
de Pi, FROZ2 al igual que IRT1, son transcripcionalmente reprimidos en la raiz de
Arabidopsis ante la carencia de Pi, y los fenotipos mutantes de fro2 e irt1, al igual
que la WT, siguen siendo sensibles a la carencia de Pi (inhiben el crecimiento
longitudinal de la raiz principal ante la carencia de Pi). Recientemente se reporto el
modelo para un nuevo mecanismo que reduce los iones de Fe*® a Fe*, en la
region extracelular de las raices de las plantas, entre ellas Arabidopsis. Se
descubrid que la excrecion de ascorbato al medio (por un transportador aun
desconocido), reduce los iones de Fe** que forman parte de complejos con
malato. VTC4 (VITAMIN C4, por sus sigla en Inglés) codifica para una proteina
bifuncional, con actividad de myo-inositol-monofosfato y sintesis de ascorbato, la
cual esta relacionada con la sintesis del ascorbato que conduce a la reduccion
extracelular de Fe* en la raiz de Arabidopsis. Debido a que VTC4 es un blanco
directo de PHR1 (el factor de transcripcion que actua como regulado maestro de la
respuesta sistémica a la carencia de Pi), y es transcripcionalmente inducido en la
punta de la raiz principal tanto en plantulas WT como en las mutantes stop? y
almt1, se sugiere que VTC4 es transcripcionalmente controlado de manera
sistétmica ante la carencia de Pi, a través del mddulo funcional PHR1/SPX1.
Resultados preliminares del tratamiento de complementacién con ascorbato,
indican que la excrecion de ascorbato al medio a través de la raiz también inhibe
el crecimiento longitudinal de la raiz principal en Arabidopsis ante la carencia de Pi
(como ocurre con la mutante Ipi4)**(Fig42). Lo anterior permite argumentar que la
excrecion de ascorbato activada por la ruta de sefnalizacion de PHR1/SPX1, y la
excrecion de malato a través del médulo funcional STOP1/ALMT1, actia como un
punto de interseccion (Cross-talk) entre la respuesta sistémica y la respuesta local
a la carencia de Pi. Dicho Cross-talk establece un ciclo de éxido-reduccién de
fierro, potencialmente responsable de la generacion de ROS vinculada con el
agotamiento meristematico de la raiz principal ante la carencia de Pi. Mientras la
excrecion de malato y ascorbato promueven la reduccién de Fe™ a Fe*, la
oxidacion de Fe™ a Fe* esta controlada por el médulo funcional PDR2/LPR1. Es

posible que la excrecion de ascorbato de lugar a la formacion de complejos
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malato-Fe**-ascorbato que promueve la reduccion de los iones de Fe™ a Fe™.
Sera necesario conocer si el ascorbato también promueve la acumulacion

apoplastica de Fe*.
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Figura 42. Efecto del tratamiento de complementacién con ascorbato en el desarrollo
radicular de plantulas de Arabidopsis. Grafica que muestra el crecimiento longitudinal de la raiz
principal de plantulas de WT, y las mutantes stop?1 y almt1, de 10 dias después de germinar en
suficiencia y carencia de Pi, sin complementar y complementadas con 1mM de ascorbato. Las
letras distintas representan las diferencias estadisticamente significativas (error del 0.05) entre los
tratamientos.

Los experimentos de complementacién con malato también se realizaron en
plantulas crecidas en suficiencia de Pi, pero los resultados no mostraron
diferencias significativas que comprometieran la identidad del meristemo radicular,
o el crecimiento longitudinal de la raiz principal en plantulas WT, stop?1 y almt1.
Curiosamente, tanto la WT como las mutantes stop? y almt1 acumulan iones de
Fe*® en apoplasto alrededor de las células del QC en el meristemo radicular. Esto
sugiere que la acumulacién apoplastica de Fe™ mediada por la excrecion de
malato a través del médulo funcional STOP1/ALMT1, es un mecanismo especifico,
al menos de la punta de la raiz de plantulas de Arabidopsis crecidas ante

condiciones de carencia de Pi.
Con base en lo discutido hasta este punto (diagrama de la Fig42 y modelo

molecular de la Fig43), se establece a PHR1 como un factor de transcripcién que

funciona como regulador maestro del programa transcripcional de respuesta
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sistémica a la carencia de Pi en Arabidopsis. Aunque PHR1 es multiplemente
sumoilado por SIZ1 (una proteina sumoilasa), poco se conoce de la ruta de
sefalizacion que regula su actividad. Por su parte, la presencia de Pi o Pi-inositol
induce la interaccion proteina-Pi-proteina entre PHR1 y las proteinas SPX1 y
SPX2, lo cual evita la unién de PHR1 a su sitio de union (P1BS) en la regién
promotora de sus genes blanco. Esto mantiene reprimido el programa
transcripcional de respuesta sistémica a la carencia de Pi, particularmente los
procesos de reciclado de Pi interno (remodeladores membranales), de transporte
de Pi al interior de la planta (transportadores de Pi), y del incremento en la
solubilidad de Pi en el medio (sintesis y excrecion de acidos organicos).
Paralelamente en el esquema, se localiza a PDR2, un gen constitutivamente
expresado en la raiz, que codifica para una proteina ATPasa de funcion
desconocida, pero que regula epistémicamente de forma negativa a LPR1. LPR1
codifica para una proteina multicopper oxidasa exportada a la pared celular, en
donde a través de su capacidad 6xido-reductiva cataliza la oxidacién de Fe*? a
Fe®. Por su parte STOP1, al igual que PHR? regula un programa de
transcripcional, pero de respuesta local a la carencia de Pi. STOP1 codifica un
factor de transcripcidn constitutivamente expresado en el nucleo, en donde ante
condiciones de carencia de Pi, induce transcripcionalmente la expresién de
ALMT1, un transportador transmembranal que media la excrecién de malato al
medio. El malato excretado al medio induce la acumulacion apoplastica de los
iones de Fe** catalizados por LPR1 y LPR2, a través de la formacion de complejos
malato-Fe™ lo suficientemente grandes y estables para quedar retenido entre los
polimeros de la pared celular alrededor de las células del centro quiescente (QC),
en el meristemo radicular de plantulas crecidas en carencia de Pi. Es probable que
STOP1 a través de la induccién transcripcional de otros genes, modifique el pH del
apoplasto y contribuya con la reactividad quimica del Fe* en la solucion del
medio. El citrato al igual que el malato, es un quelante natural de metales
excretado al medio a través de la raiz de Arabidopsis ante la carencia de Pi, sin
embargo, contrariamente al malato, atenua la inhibicion del crecimiento

longitudinal de raiz principal, y evita la acumulacién apoplastica de Fe*®
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relacionada con el agotamiento meristematico. Es posible que la naturaleza
estructural de los complejos de citrato-Fe™ se menos estables, lo cual evita su
retencion entre los polimeros de la pared celular. Aunque ha sido poco estudiado
el tema de los transportadores de acidos organicos en respuesta a la carencia de
Pi, es probable que STOP1 controle la excrecién de citrato al medio, a través de la
induccion de transportadores MATE, tal y como ocurre ante la toxicidad por Al*?,
donde STOP1 induce la expresion tanto de transportadores ALMT como
MATE'®19719 " Tampoco se conoce mucho de las enzimas que median el
aumento en la acumulacion de citrato y malato en el interior de las plantas ante la
carencia de Pi, sin embargo, se ha propuesto que el aumento en la sintesis de
estos acidos organicos es controlado de manera sistémica por los cambios en la

homeostasis de Pi interno®®**""!

. Mientras que la sintesis de citrato podria ser
mediada por la enzima citrato sintasa (CS), la produccion de malato estaria
coordinada por las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP) y malato
deshidrogenasa (MDH)?**?%_ Por otra parte, VTC4 (VITAMINE-C 4) codifica para
una proteina bifuncional con la capacidad de sintetizar ascorbato en el interior de
la planta, y es un blanco directo del factor de transcripcion PHR12°4%%° Aunque
permanece desconocida la identidad del transportador que media la excreciéon de
ascorbato a través de la raiz, su presencia en el medio ante la carencia de Pi,
puede estar catalizando la reduccion de los iones de Fe*® agregados en los
complejos con malato retenidos en la pared celular. Lo anterior, en conjunto con la
oxidaciéon de Fe* catalizada por LPR1 (y LPR2), establece un ciclo de 6xido-
reduccion de los iones de Fe en apoplasto, el cual podria ser la fuente de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), relaciona con los cambios

morfolégicos del sistema radicular de Arabidopsis ante la carencia de Pi (Fig42).
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Figura 43. Propuesta esquematica que integra la respuesta sistémica y la respuesta
local a la carencia de Pi en Arabidopsis. En el diagrama se muestra la ruta de regulacion
controlada por el estatus de Pi interno en la planta, la ruta de sefalizacion controlada por la
disponibilidad de Pi externo en el medio, y la interaccién entre ambas rutas que conducen a la
produccion especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species,), que desencadena las
modificaciones morfolégicas del sistema radicular en Arabidopsis ante la carencia de Pi. STOP1
(SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1), PDR2(PHOSPHATE DEFICIENCY RESPONSE
2), LPR1 (LOW PHOSPHATE ROOT 1), SPX (SYG/PHO81/XPR1), SIZ1 (SMALL UBIQUITIN-LIKE
MODIFIER), PHR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1), CS (CITRATE SUNTHASE),
VTC4 (VITAMIN-C 4), MDH (MALATE DEHYDROGENASE), MATE (MULTIDRUG AND TOXIC
COMPOUND EXTRUION TRANSPORTER), ALMT1 (ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER 1). El signo de interrogacién hace referencia a la posible participacion de genes
aun desconocidos en el mecanismo de percepcion de Pi y respuesta de aclimatacion a la carencia
de Pi en Arabidopsis. Las figuras azul, amarillo y rojo, representan a las moléculas de citrato,
ascorbato y malato, respectivamente. Las lineas llenas indican interaccion experimentalmente
confirmadas, y las lineas punteadas indican conexiones sugeridas.
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Figura 44. Modelo en donde STOP1 y ALMT1, a través de la excrecion de malato al
medio, median la diferenciacion celular del centro quiescente, lo cual provoca el
agotamiento meristematico e inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en
Arabidopsis ante la carencia de Pi. STOP1 (SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1)
codifica para un factor de transcripcidon constitutivamente expresado en células del centro
quiescente (QC) e induce la expresion de ALMT1 (ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER 1) en respuesta a la baja disponibilidad de Pi externo. ALMT1 codifica para un
transportador transmembranal que media la excrecion de malato al medio. Aunque se desconoce
la funcion especifica de PDR2, se sabe que codifica para una proteina ATPasa que inhibe
epistaticamente de forma negativa a LPR1, un gen constitutivamente expresado en QC. LPR1
codifica para una proteina multicopper oxidasa (MCO), exportada a la pared celular en donde a
través de su capacidad oxido-reductiva, media la oxidacién de |ones de Fe*? a Fe™. El malato
excretado al medio promueve la agregacion de los iones de Fe* (catalizados por LPR1), en
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agregados de malato Fe*, lo suficientemente grandes y estables para quedar retenidos entre los
polimeros de la pared celular. Es posible que el factor de transcripcién STOP1 también controle la
formacion del tamafio y estructura del agregado de malato-Fe™, a través de acidificacion del medio
(cambios en el pH de la rizésfera), y la induccién de transportadores MATE que media la excrecion
de citrato a través de la raiz, lo que por una parte aumenta la solubilidad de los iones de Fe, y por
otra altera las proporciones de acidos organicos (quelantes naturales de metales) en el medio.
Paralelamente, PHR1 (PHOSPHATE STARVATION RESPONSE1, por sus sigla en Inglés) es
constitutivamente expresado en los diferentes tejidos de Arabidopsis, y codifica para un factor de
transcripcion (tipo MYB), que actua como regulador maestro del programa transcripcional de
respuesta sistémica ante la carencia de Pi. SIZ1 codifica para una proteina que sumoila multiples
veces a PHR1, lo cual se ha propuesto lo activa en carencia de Pi. Por su parte las proteinas SPX1
y SPX2 (Syg/Pho81/Xpr1) secuestran a PHR1 (interaccion proteina-proteina dependiente de Pi o
Pi-inositol), impidiendo que se una al sitio de union P1BS (GNATATNC) en el promotor de sus
genes blanco, inhibiendo con ello la activacion del programa transcripcional de respuesta sistémica
a la carencia de Pi. VTC4 es descrito como un blanco directo de PHR1, y codifica para una
proteina bifuncional que sintetiza ascorbato en el interior de la planta. Aunque se desconoce si la
carencia de Pi induce la excrecion de ascorbato al medio (un agente reductor), es posible que su
excrecion a través de la raiz (por un transportador aun desconocido), reduzca el estado de
oxidacion de los iones de Fe* aglomerados con malato entre la pared celular. Estableciendo con
ello un circuito de 6xido-reduccion potencialmente involucrado en la produccién de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), que desencadenan el agotamiento del meristemo radicular. La
inhibicion de FRO2 (Fe™-reductasa) y de IRT1 (IRON-REGULATED TRANSPORTER 1,
transportador transmembranal de Fe+2) en respuesta a la carencia de Pi, mantiene a los iones de
Fe*? en el apoplasto (posiblemente para contrarrestar el desbalance en la relacién de Pi-Fe
interno). De cualquier forma, la acumulaciéon y oxido-reducciéon de Fe*’/Fe*® alrededor del QC
(posiblemente potenciada por enzimas peroxidasas PRXs), puede ser la fuente de producciéon de
ROS que induce el programa de transcripcion que desencadena la diferenciacion de meristemo
radicular ante la carencia de Pi. Aparentemente el mecanismo presenta multiples puntos de control
que impiden la localizacién del factor de transcripcion SHR en las células del QC, lo cual en
consecuencia provoca la diferenciacion del QC, y consecuentemente el agotamiento del meristemo
radicular. Por una parte, se induce el engrosamiento de la pared celular que cierra fisicamente los
plasmodemos (a través de la deposicion de callosa sintetizada por proteinas callosa sintasas
CALs), lo cual interrumpen el transporte de SHR, de células de la estela hacia las células del QC. Y
por otra parte (recientemente publicado por nuestro grupo de investigacién)zos, se induce una senal
mediada por péptidos CLE, que inhibe transcripcionalmente la expresion de SHR, lo que en
consecuencia también evita la localizacion de SHR en células del QC, provoca con ello el
agotamiento meristematico de la raiz principal ante la carencia de Pi. En el modelo, STOP1 regula
localmente la expresion reportera de la linea pro790::GUS-GFP.

STOP1 al igual que PHRT1, codifica para un factor de transcripcion
constitutivamente expresado y localizado en el nucleo, independientemente de la
disponibilidad de Pi. Mientras que PHR1 actua como un regulador maestro que
controla el programa transcripcional de respuesta sistémica a la carencia de Pi, es
posible que STOP1 actue como un regulador maestro del programa transcripcional
de respuesta local a la carencia de Pi. El estudio de STOP1 a nivel
postranscripcional, traduccional y postraduccional, revelara si forma parte del
mecanismo de percepcion de Pi en plantas, y en que parte de la ruta de

sefalizacion se encuentra.
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Paralelamente a la publicacion de los resultados cientificos de este
proyecto, se publico otro articulo cientifico en la revista Nature communication, con
resultados similares a los aqui descritos, los cuales validan la participacion de
STOP1y ALMT1 como reguladores del desarrollo radicular en Arabidopsis ante la

carencia de Pi?".

La diferencia es que el grupo de investigacion
(Francia/Alemania) liderado por el Dr. Desnos, propone que la excrecién de malato
mediado por el moddulo funcional STOP1/ALMT1, acelera rapidamente el
engrosamiento de la pared de células en proceso de elongacion (en la regidon
proximal al meristemo radicular), provocando con ello el acortamiento longitudinal
de la raiz principal ante la carencia de Pi. Por lo anterior, se establece a STOP1y
ALMT1 como médulo funcional que a través de la excrecidn de malato al medio,

determina el desarrollo del sistema radicular en Arabidopsis ante la carencia de Pi.

Arabidopsis naturalmente se desarrolla en suelos con pH &acido, los cuales
curiosamente suelen estar acompafiados de condiciones toxicas por Al*3, carencia
de Pi, y una alta disponibilidad de Fe*>. Con base en los resultados de este
trabajo, propongo que la excrecion de malato mediada por el mdédulo funcional
STOP1/ALMT1, actua simultdneamente como un mecanismo que ademas de
proteger a la raiz contra la toxicidad por Al* y promover la solubilidad de Pi
retenido en el medio, modifica el desarrollo del sistema radicular ante el estrés por
carencia de Pi. Es posible que la excrecién de acidos organicos al medio actue
como un mecanismo que promueva la adquisicidon o exclusion de metales del
suelo, en funcion del tipo de acido organico excretado por la raiz. Considerando
que las raices de las plantas excretan diversos tipos de acidos organicos (por
ejemplo varios de los acidos organicos que componen el ciclo de Krebs), sera
interesante analizar el efecto de otros acidos organicos en el desarrollo del
sistema radicular de plantas crecidas ante diversas condiciones de estrés por

carencia o toxicidad mineral.
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CONCLUSIONES

El uso de la linea reportera pro790::GUS-GFP/Col-0 resulté eficaz para la
identificacion de plantulas mutantes (quimicamente mutagenizadas con
etilmetanosulfonato) afectadas en la respuesta sistémica y respuesta local a la

carencia de Pi en Arabidopsis ante la carencia de Pi.

El mapeo genético por secuenciacién reveld la identidad de STOP1
(SENSITIVE TO PROTON RHIZOTOXICITY 1) y ALMT1 (ALUMINIUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 1) como genes que controlan el desarrollo

del sistema radicular de Arabidopsis ante la carencia de Pi.

La excrecion de malato al medio, regulada por el modulo funcional
STOP1/ALMT1, modula la acumulacién apoplastica de los iones Fe*® (entre
células del meristemo radicular), previamente relacionada con el agotamiento
meristematico e inhibicion del crecimiento longitudinal de la raiz principal en
Arabidopsis ante la carencia de Pi. La intensidad de la inhibicién es proporcional a

la concentracion de malato en el medio.

El factor de transcripcion STOP1 induce la expresion transcripcional de
ALMT1 en la punta de la raiz principal de plantulas de Arabidopsis crecidas en
medio con baja disponibilidad de Pi, de manera similar a lo observado cuando la

plantula es crecida en concentraciones toxicas de Al*°.
La excrecion de acidos organicos al medio (citrato, ascorbato, malato)

controla diferencialmente el desarrollo del sistema radicular de Arabidopsis ante la

carencia de Pi.
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PERSPECTIVAS

Determinar la region minima del promotor At5g20790 necesaria para inducir
la expresion reportera de la linea pro790::GUS-GFP, y considerar su potencial
aplicacién como "marcador inteligente”, para monitorear in vivo el estatus de Pi
dentro de las plantas, y calendarizar la fertilizacion con Pi, antes de que ocurran

los efectos fisioldgicos que comprometen el crecimiento de los cultivos agricolas.

Analizar la funcionalidad de los siete sitios de wuniébn ART
(GGN(T/g/alC)V(C/A/g)S(C/G)) en el promotor de la linea reportera pro790::GUS-
GFP, y determinar si At5g20790 (asi como otros genes de respuesta sistémica a

la carencia de Pi), es un blanco directo de STOP1.

Cuantificar la cantidad de malato y establecer su region de excrecion en la
raiz, particularmente para la porciéon de malato excretado a través del mddulo
funcional STOP1/ALMT1 en plantulas de Arabidopsis ante la carencia de Pi.
Determinar si existen puntos de regulacion postranscripcional, traduccional o
postraduccional, en el proceso de excrecidon de malato. Analizar su variacion
natural de dicho proceso en otros ecotipos de Arabidopsis (la inhibicion del
crecimiento longitudinal de la raiz principal de Arabidopsis es un proceso

controlado cuantitativamente).

Evaluar la redundancia funcional del paralogo de STOP1, STOP2, y los 12

genes restantes de la familia de transportadores ALMT en Arabidopsis.

Integrar el estudio genético de la respuesta a estrés por toxicidad de Al y
toxicidad por Fe* (y otros metales) ante condiciones de carencia de Pi. Es posible
que STOP1 esté controlado por la disponibilidad de metales. No se descarta la
posibilidad de que funcione como sensor de Pi, para lo cual sera interesante

caracterizar su regulacion a nivel postranscripcional, traduccional o
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postraduccional en Arabidopsis (y otras especies de plantas) ante condiciones de

carencia de Pi.

Analizar el efecto de la excrecion de otros acidos organicos (por ejemplo de
los del ciclo de Krebs), en el desarrollo del sistema radicular de plantas crecidas
ante condiciones toxicas, o en deficiencia nutrimental por otros elementos
minerales del suelo. Y determinar si los acidos organicos funcionan como
reguladores de la adquisicion/exclusion mineral a través de las raices, en

respuesta al desbalance en la homeostasis mineral dentro de las plantas.

Continuar realizando los calculos de dinamica molecular, para predecir la
interaccién entre acidos organicos y elementos minerales. Finalmente, considerar
la potencial aplicacion biotecnoldégica, del manejo en la excrecién de acidos
organicos al medio, para conducir el desarrollo del sistema radicular de las
plantas, a voluntad en funcién de la estructura y composicién mineral de los

suelos.
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Apéndice 1. Serie de comandos "Script" utilizado para el mapeo por
secuenciacion de la mutante low phosphate insensitive 5 (Ipib).

#PBS -N samtools

#PBS -l nodes=1:ppn=4,vmem=8gb,walltime=5:00:00
#PBS -q default

#PBS -V

cd $PBS_O_WORKDIR

#module load bwa/0.7.12
#module load samtools/1.3.1
module load java/1.8
#module load picard/1.94
#module load GATK/3.5.0
module load SnpEff/4.1
#module load tabix/0.2.6
#module load vcftools/0.1.13

#bwa index -a bwtsw TAIR10.1.fa
#bwa index -a bwtsw TAIR10.2.fa
#bwa index -a bwtsw TAIR10.3.fa
#bwa index -a bwtsw TAIR10.4.fa
#bwa index -a bwtsw TAIR10.5.fa

#WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE fastq

#bwa aln TAIR10.1.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr1.sai
#bwa aln TAIR10.2.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr2.sai
#bwa aln TAIR10.3.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr3.sai
#bwa aln TAIR10.4.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr4 sai
#bwa aln TAIR10.5.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr5.sai

#WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE fastq

#bwa aln TAIR10.1.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr1.sai
#bwa aln TAIR10.2.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr2.sai
#bwa aln TAIR10.3.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr3.sai
#bwa aln TAIR10.4.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr4.sai
#bwa aln TAIR10.5.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr5.sai

#bwa aln TAIR10.1.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr1.sai
#bwa aln TAIR10.2.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE.fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr2.sai
#bwa aln TAIR10.3.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE.fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr3.sai
#bwa aln TAIR10.4.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE.fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chré.sai
#bwa aln TAIR10.5.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE.fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr5.sai

#bwa aln TAIR10.1.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr1.sai
#bwa aln TAIR10.2.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr2.sai
#bwa aln TAIR10.3.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr3.sai
#bwa aln TAIR10.4.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr4.sai
#bwa aln TAIR10.5.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr5.sai

#bwa sampe TAIR10.1.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr1.sai WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr1.sai WT_LH1AT28S07-L001a4_R1_001_PE fastq WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1.sam
#bwa sampe TAIR10.2.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr2.sai WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr2.sai WT_LH1AT28S07-L001a4_R1_001_PE.fastq WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2.sam
#bwa sampe TAIR10.3.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr3.sai WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr3.sai WT_LH1AT28S07-L001a4_R1_001_PE.fastq WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3.sam
#bwa sampe TAIR10.4.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chr4.sai WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr4.sai WT_LH1AT28S07-L001a4_R1_001_PE fastq WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4.sam
#bwa sampe TAIR10.5.fa WT_LH1AT2SS07-L001a4_R1_001_PE_chrb.sai WT_LH1AT2SS07-L001a4_R2_001_PE_chr5.sai WT_LH1AT28S07-L001a4_R1_001_PE fastq WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R2_001_PE fastq > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5.sam

#bwa sampe TAIR10.1.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr1.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr1.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE fastq
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr.sam
#bwa sampe TAIR10.2.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr2.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr2.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE fastq
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2.sam
#bwa sampe TAIR10.3.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr3.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr3.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE fastq
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3.sam
#bwa sampe TAIR10.4.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr4.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr4.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE fastq
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4.sam
#bwa sampe TAIR10.5.fa Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE_chr5.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE.chr5.sai Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R1_PE fastq
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R2_PE fastq > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5.sam

#samtools view -Sb -q 30 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chri.sam > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1.bam
#samtools view -Sb -q 30 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2.sam > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2.bam
#samtools view -Sb -q 30 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3.sam > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3.bam
#samtools view -Sb -q 30 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4.sam > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4.bam
#samtools view -Sb -q 30 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5.sam > WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5.bam

#samtools view -Sb -q 30 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chri.sam > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1.bam
#samtools view -Sb -q 30 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2.sam > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2.bam
#samtools view -Sb -q 30 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3.sam > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3.bam
#samtools view -Sb -q 30 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4.sam > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4.bam
#samtools view -Sb -q 30 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5.sam > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5.bam

#samtools faidx TAIR10.1.fa
#samtools faidx TAIR10.2.fa
#samtools faidx TAIR10.3.fa
#samtools faidx TAIR10.4.fa
#samtools faidx TAIR10.5.fa

#java -jar SHOME_PICARD/CreateSequenceDictionary.jar REFERENCE=TAIR10.1.fa OUTPUT=TAIR10.1.dict
#java -jar SHOME_PICARD/CreateSequenceDictionary.jar REFERENCE=TAIR10.2.fa OUTPUT=TAIR10.2.dict
#java -jar SHOME_PICARD/CreateSequenceDictionary.jar REFERENCE=TAIR10.3.fa OUTPUT=TAIR10.3.dict
#java -jar S(HOME_PICARD/CreateSequenceDictionary.jar REFERENCE=TAIR10.4.fa OUTPUT=TAIR10.4.dict
#java -jar SHOME_PICARD/CreateSequenceDictionary.jar REFERENCE=TAIR10.5.fa OUTPUT=TAIR10.5.dict

#java -jar SHOME_PICARD/SortSam jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3.bam OUTPU T_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort.bam SORT_ORDER=coordinate

#java -jar SHOME_PICARD/SortSam.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam. jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
#java -jar SHOME_PICARD/SortSam. jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort.bam SORT_ORDER=coordinate
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#java -jar SHOME_PICARD/SortSam. jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort.bam SORT_ORDER=coordinate

#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar S(HOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_metrics.txt

#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_metrics.txt
#java -jar SHOME_PICARD/MarkDuplicates.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort.bam OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup.bam
METRICS_FILE=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_metrics.txt

#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=WT_R12_chr1
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=WT_R12_chr2
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=WT_R12_chr3
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=WT_R12_chr4
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup.bam OUTPUT=WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=WT_R12_chr5

#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup.bam
OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=Ipi5_R12_chr1
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup.bam
OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=Ipi5_R12_chr2
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup.bam
OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=Ipi5_R12_chr3
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup.bam
OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=Ipi5_R12_chr4
#java -jar SHOME_PICARD/AddOrReplaceReadGroups.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup.bam
OUTPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg.bam RGID=group1 RGLB= lib1 RGPL=illumina RGPU=unit1 RGSM=Ipi5_R12_chr5

#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg.bam

#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg.bam
#java -jar SHOME_PICARD/BuildBamIndex.jar INPUT=Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg.bam

#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.1.fa -l WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -
stand_call_conf 30 -o WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.2.fa -l WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -
stand_call_conf 30 -o WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.3.fa -l WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -
stand_call_conf 30 -o WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.4.fa -l WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -
stand_call_conf 30 -o WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.5.fa -l WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -
stand_call_conf 30 -o WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf

#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.1.fa -l Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30
-0 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.2.fa -l Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30
-0 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.3.fa -l Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30
-0 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.4.fa -I Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30
-0 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf
#java -jar $GATK -T HaplotypeCaller -R TAIR10.5.fa -I Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg.bam --genotyping_mode DISCOVERY -stand_emit_conf 10 -stand_call_conf 30
-0 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf

#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf

#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf

#cat WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" > WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
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#cat Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#cat Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants.eff.vcf | java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "(countHom() > 0)" >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf

#bgzip WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf

#bgzip Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf
#bgzip Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf

#tabix -p vef WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vef WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vef WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vef WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vef WT_LH1AT2SS07-L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz

#tabix -p vcf Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vcf Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vcf Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vcf Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz
#tabix -p vcf Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz

#vcf-isec -c -f Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf
#vcf-isec -c -f Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf
#vcf-isec -c -f Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf
#vcf-isec -c -f Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf
#vcf-isec -c -f Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz WT_LH1AT2SS07-
L001a4_R12_001_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous.eff.vcf.gz > Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf

#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf
#java -jar $snpeff/snpEff.jar -c snpEff.config -v athalianaTair10 Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'missense_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_missense_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'missense_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_missense_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'missense_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_missense_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'missense_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_missense_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'missense_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_missense_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘frameshift_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_frameshift_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘frameshift_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_frameshift_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘frameshift_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_frameshift_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘frameshift_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_frameshift_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘frameshift_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_frameshift_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_donor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_donor_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_donor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_donor_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_donor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_donor_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_donor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_donor_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_donor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_donor_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'exon_loss_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'exon_loss_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'exon_loss_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'exon_loss_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'exon_loss_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_exon_loss_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'rare_amino_acid_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_rare_amino_acid_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'rare_amino_acid_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_rare_amino_acid_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'rare_amino_acid_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_rare_amino_acid_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'rare_amino_acid_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_rare_amino_acid_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'rare_amino_acid_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_rare_amino_acid_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_acceptor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
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Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_acceptor_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_acceptor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_acceptor_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_acceptor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_acceptor_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_acceptor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_acceptor_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_acceptor_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_splice_acceptor_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_lost.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'start_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_start_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'start_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_start_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'start_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_start_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'start_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_start_lost.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'start_lost' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_start_lost.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_gained' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_gained.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_gained' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_gained.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_gained' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_gained.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_gained' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_gained.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'stop_gained' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_stop_gained.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'coding_sequence_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf

> |pi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_coding_sequence_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'coding_sequence_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf

> |pi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_coding_sequence_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'coding_sequence_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf

> |pi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_coding_sequence_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'coding_sequence_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf

> |pi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_coding_sequence_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'coding_sequence_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf

> |pi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_coding_sequence_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘inframe_insertion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_insertion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'inframe_insertion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_insertion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'inframe_insertion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_insertion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'inframe_insertion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_insertion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'inframe_insertion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_insertion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_insertion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_disruptive_inframe_insertion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_insertion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_disruptive_inframe_insertion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_insertion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_disruptive_inframe_insertion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_insertion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_disruptive_inframe_insertion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_insertion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_disruptive_inframe_insertion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘inframe_deletion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_deletion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘inframe_deletion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_deletion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘inframe_deletion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_deletion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘inframe_deletion' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_deletion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = ‘inframe_deletion" )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_inframe_deletion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_deletion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_disruptive_inframe_deletion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_deletion’ )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_disruptive_inframe_deletion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_deletion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_disruptive_inframe_deletion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_deletion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_disruptive_inframe_deletion.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'disruptive_inframe_deletion' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_disruptive_inframe_deletion.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_region_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_splice_region_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_region_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_splice_region_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_region_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

131



Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_splice_region_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_region_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_splice_region_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = 'splice_region_variant' )" Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >

Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_splice_region_variant.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '3_prime_UTR_truncation + exon_loss' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_3_prime_UTR_truncation_+_exon_loss.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '3_prime_UTR_truncation + exon_loss' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_3_prime_UTR_truncation_+_exon_loss.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '3_prime_UTR_truncation + exon_loss' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_3_prime_UTR_truncation_+_exon_loss.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '3_prime_UTR_truncation + exon_loss' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_3_prime_UTR_truncation_+_exon_loss.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '3_prime_UTR_truncation + exon_loss' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_3_prime_UTR_truncation_+_exon_loss.eff.vcf

#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '5_prime_UTR_truncation + exon_loss_variant' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr1_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_5_prime_UTR_truncation_+_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '5_prime_UTR_truncation + exon_loss_variant' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr2_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_5_prime_UTR_truncation_+_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '5_prime_UTR_truncation + exon_loss_variant' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr3_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_5_prime_UTR_truncation_+_exon_loss_variant.eff.vcf
#java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*].EFFECT = '5_prime_UTR_truncation + exon_loss_variant' )"
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr4_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_5_prime_UTR_truncation_+_exon_loss_variant.eff.vcf
java -jar $snpeff/SnpSift.jar filter "( EFF[*.EFFECT = '5_prime_UTR_truncation + exon_loss_variant' )"
#Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_especificos_out.eff.vcf >
Ipi5_LH1AT2SS08_L001a4_R12_PE_chr5_sort_dedup_addrg_raw_variants_homozygous_5_prime_UTR_truncation_+_exon_loss_variant.eff.vcf
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Apéndice 2. Serie de comandos “Script” para la construccion de las graficas
"box-plots” en R-Studio, mostradas en este trabajo y descritas en el articulo
cientifico publicado como parte de los resultados de esta tesis.

library(plyr)
library(ggplot2)
library(multcompView)
library(cowplot)

Rootlength <- read.csv("prl.csv", header=TRUE, quote = "\"")
bp <- boxplot(Root_lenght ~ (Condition*Genotype), Rootlength,
ylab="Root Length (cm)", main="Kinetics of Root Length")
y <- Rootlength$Root_lenght
set.seed(0)
lev <- gl(6, 30)
d <- data.frame(lev=lev, y=y, Genotype=Rootlength$Genotype, Condition=Rootlength$Condition)
a <- aov(y~lev, data=d)
tHSD <- TukeyHSD(a, ordered = FALSE, conf.level = 0.95)
generate_label_df <- function(HSD, flev){
Tukey.levels <- HSD[[flev]][,4]
Tukey.labels <- multcompLetters(Tukey.levels)['Letters']
plot.labels <- names(Tukey.labels[['Letters"])
boxplot.df <- ddply(d, flev, function (x) max(fivenum(xS$y)) + 1.7)
plot.levels <- data.frame(plot.labels, labels = Tukey.labels[['Letters']],
stringsAsFactors = FALSE)
labels.df <- merge(plot.levels, boxplot.df, by.x = 'plot.labels’, by.y = flev, sort = FALSE)
return(labels.df)

}

#aesthetics
r1 <- ggplot(d, aes(x= lev, y=y, colour=Genotype)) +

geom_text(position=position_nudge(y=1.5), size=4.5, color= "black", data = generate_label_df(tHSD, 'lev'),
aes(x = plot.labels, y = V1, label = labels)) +

geom_boxplot(color="black", size=0.8, aes(fill = Genotype), alpha=0.8) +

geom_jitter(position=position_jitter(0.3), cex=2, alpha=0.8, aes(fill = Genotype), shape = 21, color = "black") +
labs(title="", x="",y ="") +

theme(legend.position="none") +

scale_fill_manual(values = c("darkturquoise", "
r1

greenyellow", "firebrick1"))

r2 <-r1 + scale_x_discrete( limits=c("1", "2","3", "4","5","6"),
breaks=c("1", "2","3", "4","5","6"),
labels=c("", ", ", "","","")
r2 + theme(axis.text.x = element_text(size=0 ,color= "black")) +
theme (axis.text.y = element_text(size=11.5 ,color= "black"))+
theme (axis.title.y = element_text(size=11.5 ,color= "black")) +
theme (axis.title.x = element_text(size=0 ,color= "black")) +
scale_y_continuous(expand = ¢(0,0), breaks=c(seq(0, 75, 10)), limits = c(0, 75)) +
panel_border(colour = "black", size = 1, linetype = 1, remove = FALSE)

ggsave("prl.pdf", height=8, width=9, units="cm", useDingbats = FALSE)
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