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Arabidopsis:Arabidopsis thaliana
ABA: 4cido abscisico

ABI: ABA insensitive

ADN: acido desoxireibonucleico
ADNCc: ADN copia

ALT3 SS:sitios aceptores deplicing
ALT5’SS: sitios dadoreseisplicing
ARN: acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

CRY: criptocromo

CVI: Cape Verde Islands
CYP707A:cytochrome P450

D. ferox: Datura ferox

DELLA: proteina GRAS con dominio DELLA

DOG1:delay of germination 1
DPA: 4cido di hidrofaseico
ES: salteado exdco

FDR: False Discovery Rate
GA: acido giberélico

GA_OX: gibberellin oxidase

GAl: gibberellic acid insensitive

GRAS: familia que agrupa (GAI, RGA, SCR)

HIR: respuesta a alta irradiancia
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LER: Landsberg erecta
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NMD: degradaciéon mediada por codones de terminacién prematuros
PA: &cido faseico

Pfr/P: relacién entre la forma activa de los fitocromos y la cantidad total de
cromoproteina

Pfr: forma activa de lofitocromos que absorbe eficientemente luz rojo lejano
PHOT: fototropina
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PIR: Percent Intron Retention

Pr: forma inativa de los fitocromos que absorbe eficientemente luz roja
PSI: Percent Spliceth

QTL: quantitative trait locus

R: luz roja

Rp: pulso de luz roja

R:RL: relacion rojo:rojo lejano

RGA: repressor of GA

RGL: RGAlike

RL: luz rojo lejano

RLp: pulso de luz raj lejano

SA: splicingalternativo

SC: splicing constitutivo

SLY: sleepyl

SR: proteinas ricas en serina y arginina

UVR-8: fotorreceptor de luz UNB

VLFR: respuesta a muy bajo flujo de luz
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RESUMEN

La luz y las temperaturas alternadas son dos sefialesropneiqven la salida de la
dormicién en las semillas de muchas espetiaggerminacion depende ademas de los
cambios que se producen en los niveles hormonales, como las giberelinas y el ABA que
promueven e inhiben el proceso, respectivamente. Si bienrexisiehos niveles de
regulaciéon génica modulados por los fotorreceptores, no hay informacion disponible
sobre la regulacion a nivel d®licing del ARN mensajero por luz, aunque existen
evidencias de su importancia en la regulacion de varios procesoggiisis. En este
trabajo caracterizamos el perfil transcripcional y gicstscripcional de semillas G0l
irradiadas con luz R o RL y demostramos @usplicing alternativo es un mecanismo

de control relevanteue confiere un nivel adicional de regulaci@énica Mediante
aproximaciones fisioldgicas y moleculardemostramos que el geATHB2 es un
regulador negativo de la germinacién promovida por el fitocromo B (phyB) que ejerce
su funcion en la via de sefalizacion del ABA. Ademas, evaluamos el rol tasex

la promocién de la germinacion por luz y demostramos la importancia de los procesos
de transporte que involucra a las proteinas Bimnillas de muchas especies necesitan
temperaturas alternadas antes del estimulo de luz para germinar. Demogtran®s
germinacion de semillas dérabidopsis thalianaembebidas a ciclos cortos de
temperaturas alternadas y luego a un pulso de luz R es mediada por phyB y requiere de
la presencia de alelos funcionalBR7y TOC1 Adicionalmente, los ciclos diarios de
temperatura en oscuridad reducen los niveles de DOGL1, permitiendo que la expresion
de TOC1lpromueva la germinacion. Nuestros resultados ponen de relevancia el rol de
algunos componentes del reloj circadiano relacionados con la accion de DOG1 en el
controlde la germinacion por luz y temperaturas alternadas.

Palabras Clave:dormiciéon, germinacion, luz, temperaturas alternadas, reloj circadiano,
auxina,splicingalternativo, ATHB2, DOG1.
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ABSTRACT

Light and alternating temperatures atevo signals promoting the relief of seed
dormancyin many species. The promotion séedgerminationalso @pendson the
changes that occur in hormone levelgith GA promoting and ABA inhibiting
germination Even thoughthere are many levels of gene regulatimodulated by
photoreceptors, there is no information availadtléhe splicing levelof the mRNA by

light, although there is evidence of its importance in the regulation of several
physiological processes. In this workye analyze transcriptional and post
transcriptionathange®of Col0 seeds irradiated with R &R light and we demonstrate
that alternative splicing is a relevant mechanism that confers an additional level of gene
regulation.By using physiological and molecular approactves,showthatATHB2 is a
negative regulator of phyBependentseedgermination, exerting its function on the
ABA signaling pathwayln addition, we evaluated the role of auxins in the promotion
of light germination and demonstrate the importancéhefauxintransport invéving

PIN proteins. Seeds of many species need alternating temperatures before light
irradiationto germinate We show that the germination #fabidopsis thalianaseeds
imbibed undershort cycles of alternating temperaturiedlowed by aR pulse s
mediatd by phytochromd& andrequires the presence of functio®RR7and TOC1
alleles. In addition, daily cycles of alternating temperatures in darkieesse the
protein levels oDOGY, allowing the expression GfOC1to induce seed germination.
Our resultshighlight the role of some components of the circadian clock related to the
action of DOGL1 in the control of germination by light and alternating temperatures.

Keywords: seeddormancy,seedgermination, light, alternating temperatures, circadian
clock, awin, alternative splicing, ATHB2, DOG1.
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INTRODUCCION GENERAL.



1.1.INTRODUCCION.

Durante su ontogenia en la planta madre las semillas de la mayoria de las especies
adquieren un elevado nivel de dormicion que impide la germinacidren condiciones
que en otras circunstancias fisiologicas serian favorables (Bewley, 1997). La dormicion
es un efectivo punto de control del desarrollo porque tiene una influencia decisiva en
determinar en qué circunstancias de tiempo y espacio o@urgeriinacion de la
semilla y el desarrollo de la futura plantula.

Las semillas de numerosas especies presentan un cierto nivel de dormicion
inmediatamente después de haber sido dispersadas por la planta. De esta manera, los
individuos de las especies végles evitan el posible peligro de que las semillas
germinen sobre la propia planta que las ha producido, fendmeno conocido como brotado
pre-cosecha, asegurando, ademas, la dispersion en el tiempo y eEpaamise logra
con el mantenimiento de la doicidn de las semillas, que puede durar desde pocos dias
hasta varias décadas, dependiendo de las caracteristicas genéticas de la especie y de los
factores ambientales presentes. En cualquier caso, tras la dispersion de la simiente, los
factores enddgenos gmbientales que inciden sobre la semilla tenderan a reducir
gradualmente la dormicion (Fincdavage & LeubneMetzger, 2006). La dormicion
puede ser reducida por factores como la-ptsduracion (tiempo desde que la semilla
estd madura hasta que germirda)temperatura, la hipoxia, los tratamientos de frio en
semillas embebidas (estratificacion), etc. (Bern&ahold et al., 2000).

La terminacion de la dormicién depende de la interaccion de factores enddgenos
(morfolégicos, hormonales o metabdlicos) y fmes exdgenos o ambientales (luz,
temperatura, nitratos, entre otroBactores como la luz, los nitratos o las temperaturas
alternadas terminan la dormicion cuando el nivel de dormicién es bajo. Por ejemplo, la
salida de la dormicién por la temperatura especies arbdéreas contribuyen al
establecimiento de patrones temporales de germinacion en el bosque (Arana et al.,
2006). Por otro lado, la ruptura de la dormicién por temperaturas alternadas estimula la
germinacion de aquellas semillas que se encueliagn claros de vegetacitan el
canopeo (BeneeArnold, 1998) o cerca de la superficie del suelo (Ghersa et al., 1992).
La luz termina la dormicién y promueve la germinacion a través de la accion de los
fitocromos en respuesta a la apertura de clarosgstofeo, inundaciongsn el bosque
(Insausti et al., 1995; Battla et al., 2000; Giordano et al., 2009) y/o disturbios en el suelo
por los implementos de labranza (Scopel et al., 1991; Botto et al., 1998). El aumento de
los nitratos en el suelo también gdeecontribuir a la salida de la dormicion e induccion
de la germinacion de las semillas (Derkx & Karssen, 1993aR&dhediet al, 2004;
Alboresietal., 2005).

1.2.EL ESTADO DE DORMICION EN LAS SEMILLAS.

Una de las propiedades adaptativas mas irapte$ de las plantas es la capacidad
gue presentan las semillas de retener su viabilidad durante largos periodos de tiempo, lo
que les permite sobrevivir en condiciones adversas en un estado quiescente (Baskin &



Baskin, 1998). Cuando las condiciones detlimeson las adecuadas para el desarrollo

de la nueva plantula, se produce la germinacién de la semilla; si, en cambio, las
condiciones no son favorables para que la germinacion se complete con éxito, las
semillas no germinan y se mantienen en dicho esti@dquiescencia. Sin embargo,
algunas semillas no germinan aunque las condiciones sean favorables debido a
caracteristicas intrinsecas de la propia semilla (Bewley, 1997; Baskin & Baskin, 1998).
Estas semillas presentan dormicion, que se define como faiidad para germinar de

una semilla viable e intacta bajo condiciones que normalmente favorecen el proceso
(Hilhorst, 1995).

La dormicién no es un proceso de todo o nada, sino que existe en una amplia gama
de intensidades que van desde la dormicion atssoén la cual la germinacion no se
produce en ninguna condicibn ambiental, hasta la ausencia de dormicion, que se
caracteriza porque las semillas pueden germinar en un rango amplio de condiciones
ambientales. En consecuencia, la dormicién es un efegtivdo de control del
desarrollo ya que tiene una influencia decisiva en determinar en qué circunstancias de
tiempo y espacio ocurre etecimiento ydesarrollo de la plantula. Por ejemplo, si la
semilla germinara en un ambiente densamente cubierto poggletacion o a una
profundidad inadecuada en el suelo, la plantula encontraria enormes dificultades para
capturar los recursos necesarios para crecer y sus posibilidades de éxito seran limitadas.
También seria incierto el futuro de una planta sensible tefageraturas bajas si la
germinacion se produjera antes de que termine la estacion fria. En la medida que la
dormicion va disminuyendo, aumenta la sensibilidad de las semillas a factores del
ambiente como son la luz y las temperaturas alternadas.

La dormcion puede ser primaria 0 secundaria. La dormicion primaria se adquiere
durante el desarrollo y maduracion de la semilla en la planta madre. Se presenta en el
momentoen que el embrién deja de crecer y estaduladagenéticamente, aunque
también influyen spectos metabdlicos (estado hormonal de la semilla, flujo de
hormonas desde la planta madre) y factores ambientales (factores edaficos, temperatura
y luz) (Bewley & Black, 1994). La dormicion secundaria se define como la pérdida de
la capacidad para germain de una semilla viable cuya dormicién primaria ha sido
eliminada previamente. Se desarrolla en semillas maduras una vez dispersadas debido a
una disminucion en la sensibilidad a los factores que rompen la dormicion o que
inducen la germinacion. Se camita por una incapacidad de germinar debido a un
entorno adverso, como puede suceder en ambientes deficientes en oxigeno (Céme &
Thevenot, 1982), con temperaturas elevadas (Cone & Spruit, 1983; Hilhorst, 1990a y b;
Derkx & Karssen, 1993), o bien como raepta a diferentes situaciones de estrés
(Bewley, 1997).

1.21. Significado ecoldgico de la dormicion.

En general, los diferentes mecanismos de dormicion tienen como principal
finalidad retrasar la germinacion y prevenir asi que ésta tenga lugar eciaoesli
ambientales desfavorables para el establecimiento de las plantulas. Que los diferentes
mecanismos de dormicién de semillas hayan sido mantenidos a través de la evolucién
hasta nuestros dias es, sin duda, una prueba del gran valor adaptativosysiepésten



para las especies que los presentan. La dispersion temporal de la especie se logra con el
mantenimiento de la dormicién de las semillas, que puede durarpEstedias hasta

varias décadaslanto el tipo de dormicién que presenta una semiltlaoctms factores
naturales que eliminan progresivamente esta dormicién, estan estrechamente ligados
con el habitat en el que se desarrolla la especie.

En numerosas especies de plantas existe un imporséotk de semillas que
permanecen enterradas en eklsu a diferentes profundidades, constituyendo el
denominado banco de semillas del suelo. Con este banco las distintas especies aseguran
la existencia de una cierta cantidad de semillas viables enterradas en el suelo que
presentan distintos niveles de daridn para que vayan germinando de forma gradual.

De esta manera, aumenta considerablemente la probabilidad de supervivencia de las
poblaciones vegetales. Las semillas de especies colonizadoras constituyen un porcentaje
muy importante de la composicion delnco de semillas del suelo. En general, pueden
permanecerviables, enterradaan el suelo, durante largos patds. Como es logico, la
composicion del banco de semillas del suelo esta estrechamente relacionada con los
ciclos biologicos de las especiegeqse desarrollan en los diferentes habitats. En la
medida en que las semillas presenten dormicion, la germinacion no ocurrira al menos en
lo inmediato posterior al ingreso al banco de semillas. La ocurrencia de la dormicion es
una condicion necesaria pagae una poblacion de semillas pueda formar un banco
persistente. La posibilidad de que las semillas entren en dormicion secundaria
contribuye a la formacion de un banco persistente por parte de la poblacion. En efecto,
las semillas que pueden ser indasich dormicion secundaria frecuentemente presentan
un patr-n de dormici-n c2clico que | es i
periodos a lo largo del afio y sélo estarlo cuando las condiciones ambientales favorecen
el establecimiento exitoso degdéanta a la que daran origen.

1.3 DOG1 (DELAY OF GERMINATION 1) COMO REGULADOR DE LA
DORMICION DE LAS SEMILLAS.

Utilizando la variacion genética natural entre dos accesioneéralidopsis
thalianacontrastantes en su nivel de dormicion (Ler y GQVihediante aproximaciones
de genética cuantitativa de mapeos genéticos en una poblacion de lineas recombinantes
y endocriadas, el grupo de Koornneef identificO por primera vez alAie@©G1
(DELAY OF GERMINATION )1como un QTL (del ingléQuantitative Tra& Locug
involucrado en la dormicion de las semillas. La posterior caracterizacion del QTL
permitié clonar al geDOG1ly observar que se expresa especificamente en semillas y
gue codifica para una proteina con funcién aun desconocida. Los nivelessdeptas
y proteinas en semillas frescas recién cosechadas concuerdan con los niveles de
dormicion presentes en las semillas, tanto en condiciones de laboratorio como en
condiciones naturales (Bentsink et al., 2006; Nakabayashi et al., 2012). Mas aun, la
percepcion de bajas temperaturas durante la maduracion de las semillas aumenta los
niveles de dormicion, y esto estd asociado con un aumento en los niveles de transcriptos
de DOGL1 (Chiang et al., 2011; Kendall et al., 2011; Nakabayashi et al., 2012). Burant
la postmaduracion de las semillas, la proteina DOG1 se mantiene estable, pero pierde
su actividad debido a modificaciones ptrsduccionalessplicing alternativo).



Se han identificado varios homologosA®OG1 cuyas funciones estan altamente
conservdas y que aumentan la dormicion de las semillas. Especies lcepdium
originarias de ambientes diversos en todos los continentes presentan niveles de
dormicion variados debido a la presencieodélogos del gel\tDOG1 (Graeber et al.,

2010, 2013). TambBin se han identificado gene©G1-like en monocotiledoneas como

los cereales (Sugimoto et al., 2010; Ashikawa et al., 2010,2013). La expresion ectopica
de dichos gene®OGIlike en semillas salvajes d&rabidopsis thalianaretrasa la
germinacion de las seifas.

En Arabidopsis, el geBOG1 (At5g45830) es miembro de una familia génica con
funciones moleculares aun desconocidas, que presepliging, se expresa
tempranamente durante el desarrollo de la semilla y sus efectos van disminuyendo con
la postmaduacion (Bentsinket al, 2006).Chiang et al. (2011) demostraron que la
plasticidad de expresion del gBOG1 depende de efectos maternos asociados con la
localizacion geogréafica de maduraciéon de las semillas, siendo las accesiones
provenientes del suas que expresan niveles més altoseG1ly consecuentemente
las semillas presentan un mayor nivel de dormicion. La ausenBi®@d disminuye el
nivel de dormicion y la sensibilidad atido abscisicoABA), sugiriendo que es una
proteina involucrada en esda de sefializacion (Bentsirdt al, 2006). Mas aun, su
abundancia en semillas frescas recién cosechadas determina el nivel de dormicion que
presentaran las mismas (Graeber et al., 2014). Asi, bajos niveles de dormicion estan
relacionados con la inactiwi@n de la proteina DOG1, cuya expresion varia a lo largo
del afio en semillas de Arabidopsis enterradas en el suelo, acompafnando variaciones de
los ciclos de dormicién (Footitt et al., 2013). La expresionDdeG1 correlaciona
negativamente con la tempenatudel suelo y los niveles de expresion de genes
vinculados a las vias del ABA y las giberelinas (GAs) también cambian en consonancia
con dichas variaciones (Footitt et al., 2011).

Por otra parte, nuestro laboratorio demostré que el mutkgiktiene unamayor
respuesta a la luz cuando la germinacion es inducida con muy bajos niveles de Pfr
(forma biolégicamente activa del fitocromo)sugiriendo que puede afectar
diferencialmente la via de accion del phyA (Laseebhaal, 2008). Estas evidencias
experimendles sugieren que DOG1 podria ser un actor importante en el control de la
germinacion por luz. Si bien se sabe q@G1 es necesario para imponer dormicion
primaria, nuestro grupo de trabajo demostré que puede también condicionar la entrada
en dormicion seundaria de las semillas de Arabidopsis (Ibarra et al.,, 20I8sis
Doctoral).

14. LA FU,NCIC')N DE LAS HORMONAS EN LA DORMICION Y
GERMINACION DE LAS SEMILLAS.

La promocioén de la germinacién de las semillas depende principalmente de factores
internos asoiados al balance hormonal entre GAs y ABA. Las giberelinas actian en la
salida de la dormicion de las semillas y estimulan la germinacion (Bewley & Black,
1994). Por el contrario, la sintesis y acumulacion de ABA son necesarias tanto para la
induccion coro para el mantenimiento de la dormicién (Wang et al., 1995; Debeaujon
et al., 2000; Grappin et al., 2000; Holdsworth, et al., 2008). Otras hormonas también



pueden contribuir secundariamente en la germinacion de las semillas. Se han reportado
varias hormons capaces de regular la division y expansion celular que acompana el
crecimiento. Entre ellas, giberelinas, auxinas y brasinoesteroides se consideran
hormonas estimulantes del mismo, mientras que el etileno y las citoquininas fueron
originariamente caraategadas como hormonas que lo inhiben (Neff et al., 2006).

1.41. Acido Abscisico.

El ABA es un derivado de los carotenoides y se lo vincula con la induccién de
genes que intervienen en respuesta al estrés, cierre estomético y desarrollo de las
semillas Nambara & MariorPoll, 2005). Por otro lado, el ABA reprime la germinacion
y estabiliza el estado de dormicion de las semillas (F8=lage et al., 2006 primer
precursor de ABA es la zeaxantina, a partir de la cual se genera anteraxantina y trans
violaxantina, estos ultimos son convertidos a su vez en compuestos de 40 carbonos que
una vez cortados forman compuestos de 15 carbonos y 25 carbonos. Se ha establecido
gue la sintesis de-@s-xantosina a partir de-@is-neoxantina o €is-violaxantina se
ercuentra modulada por la accion deci§epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED)
formandose el primer precursor citosolico del ABA. La expresion de NCED responde a
estrés ambiental y la actividad de esta enzima es quien determina la velocidad de la
biosintesigle ABA.

Con respecto a las reacciones de las vias catabdlicas, es posible categorizarlas en
dos tipos: de hidroxilacion y conjugacion. Normalmente el ABA es convertido en un
compuesto hormonal mente inactivo e -inest
Hidroxilasa. En Arabidopsis, esta enzima pertenece a una familia formada por cuatro
miembros (AtCYP707AH ) . -lidroxi 8BA isomeriza espontaneamente a acido
faseico (PA) para luego catabolizar a aciddwygtirofaseico (DPA). La disminucion de
los niveles de ABA durante la imbibicion de las semillas correlaciona con un
incremento en PA. Por otro lado, se ha propuesto que la hidroxilacion del ABA
modularia los niveles de dormicion de las semillas (Rodrigaaezo et al., 2009).

El ABA impone dormicién pmaria en la semilla (Koornneet al, 2002; Gubleet
al., 2005), ya que la deficiencia de ABA durante el desarrollo de la semilla esta asociado
con la ausencia de dormicién primaria en semillas maduras, mientras que la sobre
expresion de genes de la bidssis de ABA incrementa la dormicién de las semillas o
retrasa su germinacion (Finkelsteinal, 2002; Nambara & Mario®oll, 2003; Kushiro
et al, 2004). Mediante analisis genéticos, de expresion y metabdlicos se demostré que
miembros de genes de laniilia NECD (NECD6y NECD9 son esenciales para la
sintesis de ABA tanto en el embrion como en el endosperma de las semillas de
Arabidopsis (Lefebvreet al, 2006). Ademas de estos genes relacionados con el
mantenimiento de la dormicion, también se hamtifleado genes relacionados con la
salida de la dormicion a través de la via del catabolismo del ABA, €YiRv¥07A2
(Millar et al, 2006; Cadmast al, 2006).

La mayoria de los mutantes de sefalizacién de ABA fueron seleccionados, aislados
y caracterizads por sus diferentes comportamientos en la germinacion o en el
desarrollo de la plantula en presencia de ABA exdgeno (Koorretead, 1984;



Finkelstein, 1994; Culteet al, 1996). Por ejemplo, los mutantes insensibles a ABA
abil, abi2, abi3, abi4, abi5 y abi8 fueron aislados por su capacidad de germinar en
concentraciones de ABA que inhibia la germinacion de las semillas salvajes. Los genes
ABIly ABI2 codifican para proteinas fosfatasas del tipo 2C (Letraj, 1994; Meyer

et al, 1994; Leuncet al, 1997) y diversos estudios indicaron que éstos son reguladores
negativos de la sefalizacion del ABA (Sheen, 1996; Latra), 1997; Sheen, 1998).

Por otro lado,ABI3, ABI4 y ABI5 codifican para diferentes tipos de factores de
transcripcion que regulan desarrollo del embrion, la maduracion de la semilla y su
respuesta al ABA (Giraudat al, 1992; Finkelsteiret al, 1998; Finkelstein & Lynch,
2000; LopezMolina & Chua, 2000). Estudios genéticos y bioquimicos sugieren que
ABI5 es regulado positivamenf®r ABI3, aparentemente a través de una interaccion
directa entre estos dos factores (Loptdina et al, 2001).ABI8 estaria involucrado en

la interaccién entre ABA y azUcares (Bocce&ifford et al, 2004).

1.42. Giberelinas.

Las giberelinas regulararios procesos del desarrollo a lo largo del ciclo de vida de
una planta, desde la germinacion, pasando por la expansion de las hojas, la induccion de
la floracion, hasta el control del desarrollo de la semilla (Sun & Gubler, 208&tjutas
biosintétias de las giberelinas se han dilucidado con la asistencia de herramientas
bioquimicas y aproximaciones genéticas. Sélo los pasos iniciales de biosintesis se
encuentran conservados de forma interespecifica, siendo los dltimos pasos aquellos en
donde se obsean diferencias segun la espedie. biosintesis de giberelinas se inicia
con la modificacidon enzimatica del precursor geranilgeranil difosfato hasta conseguir
GA; (forma biologicamente activa) (Hedden & Phillips, 2000). En la mayoria de los
casos se redgre de la actividad de enzimas del tipo 20 Oxidasa{GX) y 3 Oxidasa
(GA30X) para mantener los niveles de GA. La enzima 2 Oxidasa@&Aes la
encargada de catabolizar GA. Los niveles enddgenos de GA dependen de una
autoregulacion transcripcional dandltos niveles de GA inhiben la expresion de genes
gue codifican par&A0OXy GAsOX y promueven, a su vez, la expresion@&,0X
(Weiss et al., 2007).

Dentro de las vias de transduccion de sefiales de las giberelinas, se han identificado
proteinas DELLAs pertenecientes a la familia GRAS (factores de transcripcion
especificos de plantas) caracterizadas como reguladores negativos de las vias de accién
de las giberelinas. ErArabidopsis esta familia comprende a los gen€l
(GIBBERELLIC ACID INSENSITIERGA (REPRESSOR OF GARGL1(RGALIKE
1), RGL2 (RGALIKE 2) y RGL3 (RGALIKE PROTEIN 3 (Penget al, 1999; Dill &

Sun, 2001; Richardet al, 2001; Leeet al, 2002; Wen & Chang, 2002). Se ha
comprobado que los gen€Al y RGAparticipan como represores ldeelongacion del

tallo, cuya accion es anulada por las giberelinas (Silvergbaé 1998; Pencet al,

1999; Richard=t al, 2001). En la germinacion, se comprob6 que dentro de la familia
DELLA, el genRGL2es el principal regulador negativo de krminacion, ya que la
germinacion de mutantegl2 es resistente a la presencia de inhibidores de la biosintesis
de giberelinas en el medio (Les al, 2002). Recientemente, estudios bioquimicos
comprobaron que las giberelinas promueven la elongacidalitelel desarrollo floral

y la germinacién a través de la degradacion de las proteinas RGA, GAl y RGL2 por la



via del proteasoma 26S (Silverstaateal, 2001; Fuet al, 2004), y este efecto requiere
de la accion de SLY (SLEEPY 1) (McGinnés al, 2003 Dill et al, 2004; Fuet al,
2004).

Durante la postaduracion y la estratificacion de las semillas se incrementa la
sensibilidad a las Gg\(Derkx et al, 1993; Yamauchet al, 2004). Desde un punto de
vista molecular, existen evidencias que muestranlgs tratamientos que provocan la
salida de la dormicion producen un incremento en los niveles de expresion de genes
relacionados con la sintesis de GA activas, como GA3oxidasa 0 GA20oxidasa, mientras
gue disminuyen los transcriptos relacionados coratabolismo, como la GA2oxidasa
(Yamauchiet al, 2004; FinchkSavageet al, 2007).

Las giberelinas actdan en la salida de la dormicién de las semillas y estimulan la
germinacion mediante la induccién de enzimas hidroliticas que actian en la regién
micropiar y atendan las barreras que impiden el crecimiento del embrion (Bewley &
Black, 1994).En semillas deéArabidopsis thalianala formacién de Pfr promueve la
expresion de los gengSA3ox1ly GA3ox2 los cuales también codifican para dos
enzimas GA3fhidroxilasas (Yamaguchet al, 1998; Yamauchiet al, 2004). En
semillas de otras especies como pimiento (Watkins et al., 1985), tomate (Groot &
Karssen, 1987) yDatura ferox (Sanchez & de Miguel, 1997), la acumulacion de
mensajeros de GA3Ridroxilasa esta fueemente promovida por luz roja. En dichas
especies las giberelinas juegan un rol central en el ablandamiento del endosperma
micropilar, un proceso indispensable para la germinacion. Por ejemplo, el endosperma
micropilar de las semillas d®. ferox es unabarrera mecéanica que impide el
crecimiento del embridon y consecuentemente la germinacion de la semilla. La dureza
del endosperma micropilar esta relacionada con el contenido de polimeros de manosa,
un (3(1-4) manano. La imbibicion de las semillas en tempeas alternadas e
irradiadas con un pulso de luz roja incrementa la proporcion dey Rfeduce
significativamente el contenido de mananos de las paredes del endosperma micropilar
(Sanchezt al, 1990). Esta disminucion de mananos esta vinculada a wen&uen la
actividad de dos enzimas que degradan mananos comof3endpanasa y -3
manosidasa (Sanchez & de Miguel, 1997). La luz roja también estimula la acumulacion
de transcriptos de endbmananasa OfMan) y de expansinasDfExpal) en el
endosperma miopilar (Mellaet al, 2004; Sanchez & Mella, 2004).

La promocioén de la germinacién de las semillas depende principalmente de factores
internos asociados al balance hormonal entre GAs y ABA. Sin embargo, otras hormonas
también pueden contribuir secundarente en la germinaciérgcomo las auxinas,
aungue suol en la dormicién y germinacion de semillas no ha sido del todo explorado.

Si bien los estudios transcriptomicos en semillagu@didopsis thalianajue germinan

a la luz demuestran que las auxinasransportadores son necesarios, aun no hay
estudios funcionales que conecten la actividad de los transportadores de auxinas en el
fotocontrol de la germinacion.



1.5.LA TEMPERATURA Y LA SALIDA DE LA DORMICION.

Los factores que regulan el nivel dem@ion son los que determinan los patrones
estacionales de emergencia en el campo. Estos factores modifican el nivel de dormicion
de los bancos de semillas produciendo cambios estacionales en el comportamiento
germinativo de las mismas, a través de laraétion de la sensibilidad de las semillas a
las sefales ambientales (FifBavage & LeubneMetzger, 2006). Las semillas son
capaces de percibir las sefiales ambientales vinculadas a cambios estacionales lentos
(principalmente la temperatura; Probert, 20l@0que les permite determinar el tiempo
del afo y la profundidad del suelo a la que se encuentran {Eaxd@ge & Footitt,

2017). Las respuestas a la temperatura difieren entre las especies, lo que conlleva a que
cada especie presente tiempos de gerndinazaracteristicos (Battla & Beneétinold,

2015). Estos tipos de respuestas modifican los niveles de dormicién y la sensibilidad de
las semillas a sefales relacionadas a su entorno fisico, entre ellas, luz, nitratos y
potencial osmatico. Estas sefalesni@ican a las semillas cuando las condiciones para

la ocurrencia de la germinacion son las correctas, y de esta forma se induce la ruptura de
la dormicion (FinchSavage & LeubneMetzger, 2006).

La temperatura del suelo ha sido sefialada como el prifaigtak modulador de
los niveles de dormicion en semillas de muchas especies (Baskin & Baskin, 1985; Batlla
& BenechArnold, 2010). En el caso de especies anuales de emergencia primavero
estival, se considera que las bajas temperaturas invernales actiaalitadoras de la
dormicion determinando un minimo de dormicion hacia la entrada de la primavera,
mientras que las altas temperaturas que se registran a finales de la primavera y
principios del verano, inducirian aumentos en los niveles de dormiciemueando la
entrada en dormicion secundaria. Este tipo de comportamiento ha sido observado en
varias especies maleza de emergencia primaasreal (Baskin & Baskin, 1980;
Bouwmeester, 1990; Kruk & Benedrnold, 1998). Por el contrario, en especies
otofo-invernales, las temperaturas altas del verano actuarian como aliviadoras de la
dormicion, mientras que las bajas temperaturas invernales inducirian la entrada en
dormicion secundaria de la poblacion de semillas (Karssen, 1BB&)tras que el
proceso dedisminucion del nivel de dormicién por bajas temperaturas en especies
primavergeestivales generalmente requiere que las semillas se encuentran parcialmente
embebidas, el proceso de disminucion del nivel de dormicion por altas temperaturas en
especies otadtinvernales requiere que las semillas tengan un bajo nivel de humedad
(conocido como postaduracion en seco). Asi, el nivel de humedad de las semillas
actia como un factor modulador del efecto de la temperatura sobre el nivel de
dormicion.

1.6.LALUZ Y LA SALIDA DE LA DORMICION.

La salida de la dormicion en semillas de muchas especies puede ser causada por la
luz (Bewley & Black, 1982). Dependiendo de la genética de cada especie, la
germinacion puede ser promovida, inhibida o independiente de laduwag}B& Black,

1982; Frankland & Taylorson, 1983; Casal & Sanchez, 1998).
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Existen diferentes grupos de fotorreceptores capaces de percibir las sefiales
luminicas (Fig.16.):

(1) Fitocromos (PHY): absorben luz correspondiente a las longitudes de onda del
rojo (590-710 nm) y del rojo lejano (71050nm).

(2) Criptocromos (CRY) vy Fototropinas (PHOT): absorben la Iluz
correspondiente a las longitudes de onda del azul\AWX00-495 nm).

(3) UVR-8: absorbe la luz correspondiente a la longitud de onda deB UV
(menos de 400 nm).

Luz Solar

" T

Rayos Gamma | Rayos X ‘ uv ” Infrarojo Ondas de Radio

— T T

300 nm 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

! !

Fig.1.6. Espectro de luz solar y principales fotorreceptores en
plantas. CRY: criptocromos; PHY: fitocromos; PHOT: fototropinas;
UV: ultravioleta; UVRS8: fotorreceptor de UB. Modificado de
Zoratti et al., 2014.

1.61. Caractefsticas fotobiolégicasgenéticas y molecularege los fitocromos.

En Arabidopsis thalianala terminacion de la dormicion por luz es mediada por los
fitocromos. Estos fotorreceptores son proteinas fotorreversibles que tienen la capacidad
de interconvertse en dos isbmeros estables: la forma que absorbe eficientemente luz
roja (R, Pr = &am8§x 660 nm) y |l a que abso
am8x 730 nm) (Quai l et al ., 11%659.8),; SinFank
embargo, es importéeé notar que existe un solapamiento entre los espectros de
absorcion de ambas formas (Hig.1.1.). Esto implica que cuando un tejido vegetal es
expuesto a la luz, la fotoconversion entre las formas Pr y Pfr ocurre en ambos sentidos,
estableciéndose asinai determinada relacion de Pfr/fitocromo total (Pfr/P). Por
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ejemplo, un pulso saturante de luz R establece una relacibn méaxima Pfr/P de 0.87,
mientras que la exposicion de los tejidos a luz saturante de RL=730 nm no sera capaz de
transformar todo el fitoomo activo a la forma Pr, sino que establecerd una relacion
minima de Pfr/P de 0.03 (Casal et al., 1998).

Los fitocromos son sintetizados en su forma Pr, mediante una reaccion
autocatalitica que se produce al unirse, en el citoplasma, la apoproteinaupel g
croméforo (Lagarias & Lagarias, 1989). La forma Pr posee localizacién citoplasmica, y
cuando absorbe luz y se convierte a la forma Pfr se transloca al nucleo (Nagy et al.,
2001). El Pfr también puede destruirse (Marme et al.,, 1971) o convertirse en Pr
mediante una reaccion independiente de la luz (reversion) (Kendrick et al., 1971),
conocida como reversion en oscuridad.

La molécula del fitocromo puede ser dividida en dos regiones funcionales
principales: (1) la regiébn amifA@rminal, que es el sensoe da sefial y posee un
croméforo unido covalententemente; y (2) la region carbenminal o de transduccion
de la sefial, que contiene dos dominios relacionados a los Per/Arnt/Sim (PAS) y un
dominio relacionado a los de histidina kinasa de bacterias. Ehioi-terminal es
responsable de la unidon al cromoforo, de la absorcion de la luz y de la
fotorreversibilidad (~70 kDa). El dominio -@rminal (~55 kDa) contiene varios
subdominios/motivos conservados, incluyendo la secuencia reguladora core (Qualil
box), dos motivos de dimerizacion y el dominio HKRD (Histidine Kin&sdated

Doman) (Fig.1.61.1).
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Fig.1.6.1.1 Caracteristicas de los fitocromos(A) Esquema de la estructura del fitocromo.

Los fitocromos absorben la luz con el croméforo (un tetrapimehl abierto) que esta unido
covalentemente en la cisteina 320 (PHYA) o 322 (PHYB) del dominio aminonal de la
apoproteina. En las posiciones 7 y 538 se muestran las serinas que intervienen en los cambios
conformacionales y en la sefalizacién poifdatacion. EI dominio carboxilderminal de la
apoproteina contiene dos repeticiones PAS, que inician la cascada de sefializaciéon a través de
la interaccion con el factor PIF3 y presenta un dominio histikiimasa (HKRD) involucrado

en la fosforilacién dela proteina sustratkinasa del fitocromo 1 (SK1). SK1 regula
negativamente la sefializacién del fitocromo. Tomado y modificado de Yanovsky et al., 2002.
(B) Espectro de absorcién de los fitocromos y cambio de conformacion que sufren de acuerdo
a la calida de la luz que reciben. Adaptado de Shafer y Bowler, 2002.
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Dependiendo de la especie, existen variados numeros de genes que codifican para
los fitocromos. ErArabidopsis thalianae conocen 5 genes distintos, los cuales fueron
llamados fitocromos A, B, D y E (PHYAE) (Casal, 2002). Son proteinas solubles de
aproximadamente 125 KDa. Su estructura es homodimérica en la que cada subunidad
esta unida covalentemente a un cromoforo constituido por un tetrapirrol lineal abierto
denominado fitocromobilina (Fi.6.1.1). La excitaciéon del croméforo modifica la
configuraciéon de la proteina, alterando su capacidad de accién biolégica.

En gramineas solo estan presentes los PHYA, PHYB y PHYC (Mathews et al.,
1995; Mathews & Sharrock, 1996; Childs et al., 1997 uBstsal., 2000). En maiz, una
duplicaciéon del genoma (Gaut & Doebley, 1997) trajo como consecuencia un aumento
en el nimero de componentes de la familia PHY, aumentando asi el nimero a 6
miembros llamados PHYA1, PHYA2, PHYB1, PHYB2, PHYC1 y PHYC2 (Sheehan
al., 2004). En otras especies como tomate, existen 5 Behesuatro de ellosRHYA
PHYB1 PHYB2y PHYE codifican para apoproteinas que comparten cerca del 88%
98% de similaridad de la secuencia aminoacidica de un dominio conservado con
Arabidopsis(Hauser et al., 1995). El quinto gERlY, llamadoPHYF, codifica para una
apoproteina que comparte solo un 74% de similaridad en la secuencia aminoacidica con
el PHYC de Arabidopsis (Hauser et al., 1995; Pratt et al., 1997).

1.62. Sintesis de los fitoomos en las semillas.

Los fitocromos pueden ser sintetizados en las semillas durante dos momentos
distintos. Uno de ellos es durante su formacién en la planta madre, como fue observado
enAmaranthugKendrick et al., 1969; Kendrick & Spruit, 1977), y enskemilla madura
seca pueden encontrarse tanto en la forma Pr como Pfr, dependiendo de las propiedades
opticas de las cubiertas seminales y del fruto, o si el fruto fue sombreado por hojas
verdes. Esto significa que el requerimiento de luz para la gergrndependera del
ambiente materno donde se formaron las semillas. En el caso que se establezca una alta
proporcion de Pfr/P durante la maduracion, el Pfr formado durante el desarrollo de la
semilla podria estimular la germinacion de ésta una vez enle| sii® en completa
oscuridad. Erabidopsis thalianael PHYB comprende, al menos en partegaal de
los fitocromos formados durante el desarrollo de la semilla (Shinomura et al., 1996). El
segundo momento de sintesis de fitocromos en la semilla meeder luego de la
imbibicién, como fue observado en semillasAtearanthus caudatu@endrick et al.,

1969). Los estudios inmunoldgicos indican que la abundancia de PHYA aumenta
significativamente unas horas después del comienzo de la imbibicion eidadcem
semillas de Arabidopsis (Shinomura et al., 1996). Se ha demostrado ademas que el
PHYB y el PHYC también son sintetizados durante la imbibicién en oscuridad, aunque
en cantidades relativamente menores al PHYA (Sharrock & Clack, 2002).
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1.6.3 Modo de accién de los fitocromos.

Los distintos fitocromos pueden tener funciones discretas o solapadas en las
semillas. Las respuestas a la luz de las semillas son mediadas por fitocromos distintos.
La accion de los fitocromos puede ser distinguida soldvada de la cantidad, calidad y
duracion del tratamiento luminico necesario para inducir la respuesta. La cantidad de
luz puede ser referida como flujo de luz, el cual es definido como el numero de fotones
incidentes por unidad de superficie, usualmentangficado como micromoles de
fotones por metro cuadrado (umof)nSe han descripto tres modos de accién de los
fitocromos: (1) la respuesta a muy bajos flujos de luz, llamada VLFR (del Mgi§s
Low Fluence Respons€?2) la respuesta a bajos flujasL.LFR (del ingléd.ow Fluence
Responsey (3) la respuesta a altos flujos de luz o HIR (del inglésh Irradiance
Response(Casal et al., 1998).

(1) VLFR: cuando las semillas poseen una alta sensibilidad a la luz, la germinacién
puede ser inducida poruy pocos fotones de luz solar y saturarse con un Rltravés
de una VLFR mediada exclusivamente por el phyA (Botto et al., 1996). Comomun RL
convierte aproximadamente el 97% del Pfr a Pr, solo el 3% Pfr remanente satura este
tipo de respuesta que no peeser revertida por el RL (Taiz & Zeiger, 1998)
(Fig.1.63.1). La magnitud de esta respuesta es evaluada en el laboratorio como la
diferencia en el porcentaje de semillas germinadas con pry B&curidad.

(2) LFR: si se establecen niveles mas altoPfieen las semillas, por ejemplo con
un Rp, la germinacion es promovida por una LFR a través de la accion del phyB y otros
fitocromos estables (Fi§.6.3.1, Botto et al., 1995; Hennig et al., 2002; Arana et al
2014). Las proporciones de Pfr que inducera WFR son establecidas por pulsos
moderados de luz R, siendo esta respuesta revertida conp(iVRRhcinelli, 1994).
Esta es una respuesta R/RL reversible por lo que la magnitud de la reversion de
respuesta del efecto del R disminuye a medida que aumldntarvalo de tiempo entre
el pulso de luz R y RL (Casal et al., 1998).

(3) HIR: en ciertas especies, la luz RL continua puede inhibir la germinacion de las
semillas a través una fotorespuesta del tipo HIR (Shichijo et al., 2001; Auge et al.,
2009). Lasrespuestas de tipo HIR requieren de exposiciones prolongadas a la luz RL
(Taiz & Zeiger, 1998). Estas respuestas no cumplen la ley de reciprocidad entre tiempo
y cantidad de fotones y consecuentemente exposiciones continuas a la luz RL son mas
eficientes pra inducir la respuesta HIR en comparacion con lgg, Bue suministran
igual flujo total. El fotorreceptor que media las respuestas HIR es el PHYA (Shichijo et
al., 2001; Casal et al., 2003).
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Fig.1.63.1. Modos de accion de los fitocromosRepresentacion
esquematica de los modos de accién de los fitocromos en funcién del
fotoequilibrio calculado (Pfr/P). VLFR: respuestas a muy bajos flujos
de luz, LFR: respuestas a bajos flujos de luz. Adaptado de Casal et al.,
1998.

1.64. Importancia ecdéogica de las respuestas a la luz en las semillas.

Durante la permanencia en el suelo, las semillas sufren alteraciones en su estado de
dormicion asociadas a cambios en la sensibilidad a determinados factores ambientales.
Algunos de esos factores han sfgmpuestos como sefiales que perciben las semillas
para inducir la germinacion. Las evidencias experimentales de campo indican que las
semillas de ciertas especies son capaces de responder a cambios en el ambiente
luminico percibidos por los fitocromostravés de la accion des diferentes modos de
respuesta (VLFR, LFR y HIRPor ejemplo, las semillas de las malezas manifiestan
cambios de sensibilidad a la luz durante la permanencia en el suelo (Taylorson, 1972;
FroudWilliams et al., 1984; Bouwmeest&rKarssen, 1989; Botto et al., 1998). Scopel
et al.(1991) demostraron que la sensibilidad de las semilldXatiera feroxa la luz se
incrementa cuatro 6rdenes de magnitud cuando permanecen enterradas en el suelo
durante dos meses, comparadas a aqudili@scanadas en seco. La exposicion de las
semillas a la luz durante las labores agricolas previas a la implantacion de un cultivo es
suficiente para promover la germinacion, siendo este mecanismo de percepcion del
disturbio esencial para promover la germiba de las semillas que necesitan luz. La
induccion de la germinacién en respuesta a exposiciones cortas de luz (VLFR) durante
las labranzas favorecen la aparicion de plantulas de malezas cuando el suelo esta
descubierto (Scopel et al., 1991). En condie®de campo, estas respuestas de muy alta
sensibilidad a la luz son adquiridas por semillas de malezas enterradas en los bancos
agricolas. Durante el desarrollo de los cultivos, los suelos quedan descubiertos o
cubiertos con broza entre cultivo y cultivBrevio a la implantacién de un nuevo
cultivo, es comun desarrollar labranzas para preparar la cama de siembra. Se ha
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demostrado en ensayos a campo bajo condiciones controladas de luz, que una
proporcion significativa de las semillas de malezas de loobagricolas es capaz de
germinar a través de una VLFR inducida por la exposicion de las mismas a
milisegundos de luz solar al remover la gleba del suelo con los implementos de labranza
(Scopel et al., 1991, Scopel et al., 1994; Botto et al., 1998). Laitudgde esta
respuesta depende de las condiciones previas de entierro (profundidad, cobertura del
suelo, historia agricola del potrero, tiempo de entierro, etc.) y de la disponibilidad de
agua en el suelo luego de las labranzas (Botto et al., 1998a;eBattp1998b; Botto et

al., 2000).

Las semillas de malezas que permanecen en la superficie del suelo cuando caen de
la planta madre, muchas veces no pueden germinar si estan cubiertas por un canopeo, a
pesar que las temperaturas sean favorables. &stdes porque la luz natural es filtrada
por la clorofila de las hojas, que absorbe diferencialmente &) elodificando la
intensidad y la composicion espectral de la luz que llega al suelo. Dependiendo de la
densidad del canopeo y las caracteristicascaptde los tegumentos, distintos
fotoequilibrios pueden establecerse en las semillas. En ciertas especies, la inhibicion de
la germinacion por relaciones bajas de luz R:RL asegura el establecimiento de nuevas
plantas, s6lo en ausencia de competenciatonos i ndi vi duos cuandc
de suelo descubierto. En las pasturas, las semilléslden multiflorumgerminan en
los espacios raleados por el pastoreo del ganado vacuno, en respuesta a cambios en la
composicion espectral de la luz. Deregibtial.(1994) demostraron que la germinacion
de las semillas de esa especie esta mediada por una LFR. Por otra parte,-Ya#égsaez
& OrozcoSegovia (1990) encontraron que las semillas de algunas especies de los
ambientes boscosos tropicales, cor@ecropia obtusifolia y Piper umbellatum
germinan cuando se incrementa la relacion R:RL como consecuencia de la destruccion
del canopeo.

En los ambientes agricolas, las semillas pueden encontrarse expuestas a la luz
cuando permanecen sobre suelos desnudos ortasbipor el rastrojo. En esas
condiciones, la inhibicion de la germinacidon puede resultar favorable para la
supervivencia de la especie, debido a los efectos negativos de la desecacion o a la
desequilibrada competencia con los individuos mas grandes. Segheado que las
HIRs operan inhibiendo la germinacion de las semillas en alguna de esas circunstancias
(Gorski et al.,, 1978). En semillas de tomate, que no tienen dormicion, la germinacion
también esta modulada por los fitocromos (Macinelli et al., 196&hijo et al., 2001).

Estas pueden germinar en oscuridad debido a la presencia de Pfr formado durante la
maduracion que se encuentra presente en la semilla seca (Mancinelli et al., 1967;
Bewley et al., 1997). La remocion de la forma activa de los fitnos mediante un

RLp puede inhibir la germinaciéon si es aplicado al poco tiempo del comienzo de la
imbibicién. Sin embargo, luego de 20 horas o0 mas del comienzo de la imbibicion, un
s6lo RLp no es suficiente para revertir la promocion. Por el contraria,exposicion
prolongada &RL tiene efecto inhibitorio a través de una HIR independientemente del
momento en que comienza (Shichijo et al., 2001). Semillas de tomate sin phyA
funcional (mutantedril-1, farred insensitive 41) son menos inhibidas por &L
continuo (RLc), indicando la importancia de este fitocromo en este proceso (Shichijo et
al., 2001). Considerando que la accién inhibitoria del RLc a través del phyA no ha sido
encontrado en semillas deabidopsis thalianalas semillas de tomate resultam muy

buen sistema para estudiar un proceso que influye en la germinacion de muchas
especies y que es de considerable importancia bioldégica (Casal & Sanchez, 1998). La
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via de sefializacion iniciada por el phyA en respuesta al RLc no regula la expresion de
todas las actividades necesarias para la germinacién que estan controladas por el Pfr de
los fitocromos estables, y s6lo un pequefio nUmero de genes participan en la inhibicién
de la germinacion. Esto puede favorecer la rapida reactivacion de la germinacio
cuando los cambios en el ambiente luminico establecen una relaciéon Pfr/P
suficientemente alta que llega a las semillas y suprime el efecto inhibitorio del RLc
(Auge et al., 2009). Los diferentes componentes del sistema de degradacion de la pared
celularestan controlados independientemente por los diferentes fitocromos al nivel de
expresion génica y sugieren que la germinacion puede ser modulada por la interaccion
de una variedad de factores ambientales hasta el Ultimo momento antes de la
emergencia de laadicula. Mediante analisis de microarreglos en semillas de tomate
salvajes (Money Maker) y mutantiel-1, Auge et al (2009) demostraron que un grupo

de genes que forman parte de redes de sefializacion relacionadas con la accion de la luz
y las hormonagn otros procesos fisiologicos, estan influenciados por los tratamientos
luminicos que controlan la germinacion. De estos genes, se demosGIGANRTEAyY

ELIP estan involucrados en la respuesta de tipo HIR mediada por el phyA, mientras que
CSN6 RBPy S(O52estarian involucrados en la promociéon de la germinacion mediada
por el Pfr de los fitocromos estables.

Semillas de muchos cultivares modernosTdécum aestivun(trigo) y Hordeum
vulgare (cebada) presentan bajos niveles de dormicion cuando el grenonaguro
debido a una seleccion positiva ejercida durante la domesticacion, cuyo objetivo es
lograr una germinacion rapida y uniforme de los grafasler et al., 2005Veyer &
Purugganan, 20)3Sin embargo, existen diferentes estudios que demuestran que la luz
blanca puede inhibir la germinacion de semillas en numerosas especies, incluyendo
cereales y gramineas (Eliest ., 1886 Corbineawe t ., 1892 Goggine t ., 2808. Por
ejemplo, en cebada, lahibicion de la germinacién por luz blanca se debe a los fotones
de luz azul; mientras que la lezy RL no tienen efecto sobre la germinacion (Chaussat
& Zoppolo,1983 Gublere t .,2608. En Hordeum vulgareesta inhibicion esta
mediada por CRY1 (CRYPTOCHROME 1) y coincide con un aumento ermpfasdn
de un gen de biosintesis de acido abscisico (ABA), principal hormona involucrada en la
imposicion de la dormicién (Barrero et al., 2014), como asi también con un aumento en
los niveles de ABA en respuesta a exposicion a la luz azul (Gubler2aG8).

1.7. MECANISMOS MOLECULARES ASOCIADOS A LA INDUCCION DE LA
GERMINACION POR LUZ.

En semillas de Arabidopsis embebidas oscuridad, PIER/(PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3LIKE 5) reprime la germinacion mediante la disminucién
de la respuesta@As y la regulacién de los niveles de GA y ABA. Como paso inicial,
PIF1/PIL5 activa directamente la transcripcion de dos DELLASI y RGA,
reguladores negativos d& via de sefalizacidode GA. Asi,se reprimen los genes de
biosintesis de GA y catabolismde ABA y activan los genes catabdlicos de GA y de
biosintesis de ABA, lo que resulta en bajos niveles de GA y altos niveles de ABA. Esta
disminucion en los niveles de GA activas ayuda a estabilizar a las proteinas GAIl y
RGA. Por otra parte, el aumento les niveles de ABA aumenta los nivelesAlBI3 y


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4001371/#bib16
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4001371/#bib34
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4001371/#bib34
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pce.12239/full#pce12239-bib-0028
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pce.12239/full#pce12239-bib-0021
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pce.12239/full#pce12239-bib-0036
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pce.12239/full#pce12239-bib-0014
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/pce.12239/full#pce12239-bib-0040
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ABI5, dos genes de la via de sefializacion del ABA, activando en consecuencia las
respestas mediadas por el ABA (Fig.1.3.1

A la luz, las formas Pfr de PHYA y de PHYB entran en el nucleo, se unen a
PIF1/RL5 y activan su degradacion por el proteasoma 26S @tad, 2004; Ohet al,
2004, 2006). Los bajos niveles eé#F1PIL5 reducen los niveles de GAl y RGA y
aumentan los niveles de GA y disminuye los de ABA. Asi, las GA bioactivas
promueven la germinam activando la degradién de GAl y RGA (Fig.1.7.). Méas
aun, PIF1/PIL5 regula directamente varios genes de sefializacién hormonal tales como
aquellos involucrados en las vias del ABRB(3 y ABI5), auxinas lAA16y ARF18,
brasinoesteroidesB(M2), citoquininas CRF1 CRF2 y CRF3, GA (GAl, RGA vy
GID1A) y &cido jasmoénicoJAZ]). Varios genes del metabolismo hormonal también
son regulados indirectamente por PHALS, quien ademas inhibe la expresion de genes
gue codifican para enzimas de pared celularforma directaEXP8 EXP10y XTH28
o indirecta (4 genesXPy 6 genesXTH) (Oh et al., 2009)
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Fig.1.7.1 Modelo molecular de los eventos que conducen a la germinacion en semillas

de Arabidopsis thaliana En oscuridad, PIF1/PIL5 activa la expresi@warios genes, entre

ellos GAl y RGA uniéndose directamente a sus promotores por medio debos.@&sto

resulta en niveles elevados de sus proteinas. La disminucion de los niveles de GA estabiliza
a las DELLAs, lo que suprime las respuestas de las SA#sluz, los fitocromos inducen la
degradacién de PIF1/PIL5, resultando en niveles proteicos reducidos de GAIl, RGA y ABA.
Como resultado se inician varios procesos fisiologicos, entre ellos, la movilizacion de
moléculas de almacenamiento y la hidrdlides la pared celular, por lo que las semillas
eventualmente germinaran.

Ibarra et al. (2013) hademostrado que la germinacién promovida por el phyA a
través de una respuesta del tipo VLFR ocasiona cambios en los niveles de expresion del
11% del genoma tal de Arabidopsis thalianaEl 90% de los genes que modifican su
expresion en respuesta aRbp lo hacen de forma tardia (5 horas posteriores al pulso)

e incrementado sus niveles, mientras que el resto modula negativamente su expresion
tempranamente (0.Boras posteriores al pulso). Del mismo modo que para el caso en
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gue la respuesta a la luz es accionada por phyB, la lista de genes dependientes de phyA
incluye varios que codifican para proteinas propias a las vias de sefializacion de
hormonas durante leegminacion de las semillas. El analisis del transcriptoma asociado

a la accion de phyA sugiere que semillas irradiadas coRLUuncrementan los niveles

de phyAPfr en el ndcleo interaccionando con factores del tipo PIL/PIF (Leivar &
Quail.,, 2010). Estanteraccion promoveria la expresiéon de genes asociados a la
sefalizacibn hormonal, junto con la regulacion indirecta sobre genes metabdlicos,
permitiendo la promocion de la germinacién en forma armonica.

Mas aun, comparando los transcriptomas phgfendiete (Ibarra et al., 2013) y
PIF1/PIL5dependiente (Oh et al., 2009), Ibarra et(2013) observaron que algunos
genes controlados por phyA se ven también influenciados por PIF1/PIL5. Sin embargo,
el 55% de los genes regulados por phyA no son modulado®IparPIL5. Se ha
demostrado también que a nivel transcripcional los mecanismos de la salida de
dormicién primaria que involucran a las vias de accién del phyB en respuesta al R, son
parcialmente distintos a los que ocurren cuando la germinacién es pranpavice!
phyA. Esto implica que, si bien la germinacion en semillaf\ddidopsis thaliana
puede inducirse por accion del phyA o phyB, los mecanismos que desencadenan ambos
fitocromos son, al menos en parte, especificos a cada uno de ellos. En el nestos de
hallazgos es posible pensar que de este modo, las semillas germinan en respuesta a un
determinado ambiente luminico por vias especificas que articularan con mecanismos y
procesos necesarios para que las plantulas emergentes resulten aptas fmeatel am
gue se encontraran expuestas.

1.8. REGULACION DE LA EXPRESION GENICA A NIVEL DE SPLICING
DEL ARN MENSAJERO.

Cuando las semillas son expuestas a la luz, la forma activa de los fitocromos se
transloca al ndcleo e interacciona con PIF1/PIL5jandose cambios irreversibles de
la transcripcion génica en los tejidos de las semillas que promueven la germinacién (Oh
et al., 2004; Ibarra et al., 2013). Si bien la iniciacion de la transcripcion es una de las
etapas regulatorias mas estudiadas enpaesion de los genes (Leff et al., 1986; Core
et al., 2012), elprocesamiento de los transcriptgssu estabilidad son también
mecanismos capaces de modulazdatidady, mas aun, lgalidadde producto(s) de un
gen. Si bien tenemos un conocimiento bastamompleto del transcriptoma promovido
por luz en las semillas (Oh et al., 2009; Ibarra et al., 2013, entre otros), aun se
desconoce la importancia deblicing alternativo (SA) en la promocion de la
germinacion por luz. En este sentido, el SA producetipidd ARN mensajeros
(isoformas) a partir de un solo gen a través de la eleccidén variable y regulada de
diferentes sitios deplicing (Kornblihtt et al., 2013; Shang et al., 201Ademas de
generar diferentes isoformas que pueden ser traducidas emtdifepgoteinas, este
proceso puede dar lugar también a variantes no codificantes, modulando asi los niveles
de proteina que se generara (Kalyna et al., 2012; Brown et al., 2015; Cyrek et al., 2016).
Por estas razones, gilicing alternativo es capaz degudar de manera significativa y
precisa la expresion de los genes respecto de los estadios del desarrollo, en diferentes



19

tejidos y en respuesta a diversas sefales ambientales (James et al., 2012; Staiger et al.,
2013).

Durante los ultimos afios algunostiafos han documentado un aumento progresivo
en el porcentaje de genes que sufren SA y su importancia en diferentes procesos tales
como la fotosintesis, respuestas a estrés, regulacion del reloj circadiano, sefializacion
hormonal, floracion y metabolismo {tisado en Reddy, 2007). Sin embargo, hay muy
poca informacion sobre la relevancia del SA en las semillas y en particular es nulo el
conocimiento de como la luz puede afectar el SA en la germinacion.

1.81. El dogma central de la biologia.

La informaciéngenética presente en la molécula replicable es el ADN, el cual se
hereda de generacion en generacion. Durante el ciclo de vida de una célula, esta
informacion contenida en el ADN da lugar a una molécula de ARN que tiene la misma
informacion, mediante unrpceso denominado transcripcion. Mientras que el ADN es
una molécula quimicamente estable, el ARN es mas reactivo y por tanto inestable. Es
asi que el ARN no almacena la informacion genética, sino que, por medio de la
traduccion, actia como intermediariatre el ADN vy la sintesis de proteinas.

La transcripcion es llevada a cabo por enzimas con actividad ARN polimerasa
(pol). Todos los eucariotas poseen tres ARdI nucleares dependientes de ADN
(Archambault & Friesen, 1993). La ARN pol | transcribe el ARddsomal (ARNTr), la
ARN pol Il transcribe la mayoria de los genes (incluyendo los que codifican proteinas)
y la ARN pol lll transcribe ARN de transferencia y ARNr (5S). En el 2005 se descubri6
gue las plantas tienen una cuarta polimerasa nuclear (ARN)pglie es necesaria para
la sintesis de un ARN pequefio de interferencia (de 24 bases) y la formacion de
heterocromatina (Onodera et al., 2005).

1.82. Procesamiento del poairsor deARNm.

El procesamiento de los precursores del ARN mensajero-AfRkem) fue
descubierto en el afio 1970, cuando se demostrd que los genes de organismos eucariotas
contenian secuencias que no estaban presentes en el ARNm maduro: los intrones
(Berget et al., 1977; Chow et al., 1977). Estudios posteriores demostraron que los
intrones son removidos mediante un complejo macromolecular denominado
spliceosomakEl spliceosomaes una estructura dindmica y se han identificado méas de
300 proteinas en complejos activossgécing (Rappsilber et al., 2002; Juri@&Moore,

2003; Bessonov etl., 2008).

A medida que los prARNmM son generados por medio del proceso de
transcripcién, los mismos van siendo procesados dando lugar a los ARNm maduros. La
maduracion del mensajero requiere una serie de pasos de procesamientdAB:pre
elagregadode un nucle-tido GTP modificado en
extremo 306 del transcripto y | a adici-n
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extremo 36 definido (corte y poliadenil a
empalme desegmentos internossiflicing) y, en algunos casos, la modificacion de
ciertos nucledtidos. En segundo lugar, mientras que la transcripcion y el procesamiento
tienen lugar en el nucleo, la traduccién ocurre en el citoplasma, por lo que se hace
necesaria unmaquinaria de exportacion de mensajeros.

Uno de los eventos de procesamiento delAR&Im mas importantes es el
splicing Este es un proceso nuclear que se lleva a cabo en todos los eucariotas, por
medio del cual se eliminan los intrones y se unen cotatente los exones (Collins et
al., 2005). Este proceso involucra el reconocimiento de las junturasrgs@my una
reaccion de transesterificacion de dos pasos para remover el intron. Todo esto es posible
gracias alspliceosomaun complejo dindmico dproteinas y ARN. Ebkpliceosoma
consiste de (a) 5 proteinas del tipo snRNPs (del ingBmsall Nuclear
RiboNucleoprotein Particlgs U1, U2, U4, U5 y U6 y (b) un gran nimero de
componentes proteicos (Kramer et al.,, 1996; Will et al., 2001). El ensamble del
spliceosomease inicia mediante el reconocimiento de los sitiosplecing 5’y 3° por
parte de la snRNP Ul y del factor auxiliar U2AF (del indl&s snRNP Auxiliary
Factor), respectivamente, formando el complejo E. Luego el factor U2 es reclutado y se
une mediante apareamiento especifico de bases al BPS (del iBogiésh Point
Sequenceen una reaccion dependiente de ATP, mientras que en simultaneo la proteina
SF1/BBP es eliminada, dando como resultado el denominado complejo A del
spliceosomatambién llamado prespliceosoma. Posteriormente, los ShRNPs U4/U6 y
U5 son reclutados como un complejo presamblado U4/U&5 formando el
denominado complejo B. Si bien en este complejo se encuentran todos los snRNPs
centrales despliceosomala primera reaccion dgansesterificacion no se lleva a cabo
hasta que no se active el complejo. Esto ocurre tras un cambio conformacional que tiene
lugar luego de la liberacién de los complejos Ul y U4. De esta mansmicebsoma
es cataliticamente activo (denominado ahooenplejo C) y la primera reaccion de
transesterificacion es llevada a cabo. Seguido de algunos cambios conformacionales en
algunas RNPs, se produce la segunda reaccion de transesterificacion y, finalmente, el
spliceosomase disocia eliminando el intronrgciclando los complejos U2, U5 y U6
para nuevos ciclos dplicing (Konarska et al., 2006).

Se pueden clasificar dos tipos de procesamiento deARNM, el splicing
constitutivo (SC) y ebplicing alternativo. En el SC s6lo un set de sitiossgkcing es
utilizado en todos los prARNm sintetizados para un determinado gen. Esto implica
gue sean siempre los mismos exones los que componen el ARNm. En el SA se utilizan
diferentes combinaciones de sitios gj@icing resultando en la produccién de pre
ARNmM diferentes para un mismo gen, dando como resultado dos o0 mas ARNm maduros
diferentes (Smith & Valcarcel, 2000). Asi, el SA se constituye como un proceso que
aumenta la diversidad del transcriptoma y proteoma de un organismo. El SA permite
también regular ds niveles de los transcriptos produciendo isoformas de ARNmM
inestables, las cuales pueden ser degradadas mediante un proceso denominado
Adegradaci-n mediada por codones de ter
NonsenséMediated Decay(McGlincy et al.,2008; Kalyna et al., 2012). Las proteinas
generadas por variantes dplicing pueden exhibir funciones alteradas como asi
también cambios en su estabilidad y/o en la localizaciércsluttar (Chen & Manley,
2009).
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1.8.3 Las plantas y el splicing alternato.

Hace varios afogrs el SA en plantas era solm&imado dado que existian pocos
ESTs (del inglé&xpressed Sequence Tadsponibles publicamente para Arabidopsis,
en comparacion con los que se encontraban disponibles para ratones y humanos.
Durante los ultimos afios ha ido incrementando el interés en el estudgplaehg
alternativo en plantas (Filichkin et al., 2010). De forma similar a lo que ocurre en
mamiferos, el SA se ha vuelto mas prevalente de lo que se pensaba originalmente,
aumentandade un 3% a mas de un 35% en tan sélo tres afios, a medida que las
secuenciaciones se fueron tornando mas disponiblesl.@3jl.) (Filichkin et al.,
2010). Estas evidencias junto con numerosos ejemplos de eventos de SA con funciones
importantes, ponen deanifiesto al SA como un proceso crucial en el desarrollo de las
plantas y vital en las respuestas a las sefales ambientales percibidas por las mismas.

El 60% de los genes multiexénicosA&rabidopsis thalianaufre SA, sugiriendo un
rol importante de ¢s mecanismo en los procesos biologicoscdtiocimiento acerca
del nUmero de genes que sufren de SA en plantas ha ido aumentando en la ultima
década (Brett et al., 2002; Haas et al., 2003; Kikuchi et al., 2003; lida et al., 2004; Ner
Gaon et al., 2004; Ngsaki et al., 2005; Campbell et al., 2006; Wang & Brendel, 2006;
Filichkin et al., 2010; Marquez et al., 2012), en parte gracias las nuevas tecnologias de
secuenciacion del ARN (NGS, del ingldext Generation Sequencjn@rig.1.8.3.1)).

754

GENES QUE SUFREN SA (%)
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Fig.1.83.1. Aumento en la frecuencia de ocurrencia delsplicing
alternativo en Arabidopsis thalianaa lo largo del tiempo.En el afio 2003 se
estimaba que sélo un 1.2% de los genes sufria de SA (Zhu et al., 2003). En
afios posteriores (20@D06), los incrementos edesarrollos de nuevas
tecnologias (como el desarrollo de librerias de ESTs o cDNAs) permitio el
avance en el descubrimiento de nuevos eventos de SA (Wang & Brendel,
2006; Lidia et al.,, 2004; Xiao et al., 2005; Campbell et al., 2006). El
advenimiento de oas tecnologias de alto rendimiento (Filichkin et al., 2010;
Marquez et al., 2012) permiti6 seguir avanzando en la identificacion de
nuevos eventos de SA, en casi 60 veces que en los Ultimos 10 afios. Tomado
de Syed et al, 2012.
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Los eventos de SA se puedagrupar en cuatro categorias que, en conjunto,
abarcan todas las posibles combinaciones de las variangggiadeg salteo de exdn
(del inglésExon skipping retencion de intrén (del ingléstron retentior) y uso de un
sitio desplicing5 6 SS o0 aliemaivd (5Bu8m et al., 2005) (Fig.132.).

(A) Tipos de Splicing Alternativo (B) Productos Generados
ES —
—@— I s E—
[
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Fig.1.83.2. Tipos de eventos daplicing alternativo en Arabidopsis thaliana (A)
Esquema de los principales tipos sf#icing alternativo. Los exones y los intrones
estan representados por cuads y lineas horizontales, respectivamente. (B)
Productos generados del SA (ARNm). Las lineas diagonales indican los eventos de
splicing alternativo. ES: salteado exOnicoALT5’SS: sitios dadores dseplicing,
ALT3’SS: sitios aceptores dplicing, IR: retencion de intronAdaptado de Carvalho

et al., 2012.

Aproximadamente entre un H%5% de los genes de Arabidopsis que sufren SA
presentan retencion de intrén (Neaon et al., 2004; Campbell et al., 2006; Wang et al.,
2006; Barbazuk et al.,, 2008), que sdemkncia mecanisticamente de las otras
posibilidades en que no involucra una competencia entre distintos sitios dadores y
aceptores dsplicing Por otra parte, sélo un 8% de los eventos de SA que ocurren en
plantas involucran el salteado exdnico (indugexclusion de un exoén). Alt3’SS y
Alt5"SS conforman entre un 22% y 10% de los eventos, respectivamente. En plantas, la
ocurrencia de mutaciones que afecten el sitisgiing o cualquier error que pueda
ocurrir durante ekplicing en si, son mas propgrs a provocar que un intrén sea
retenido.

La mayor parte de los genes que sufre SAAmbidopsiscodifica proteinas con
funciones regulatorias. Mas aun, los genes asociados a respuestas frente a estrés son
particularmente propensos a posselicing alternativo, tanto en plantas como en
animales (Kazan, 2003). Sin embargo, se han investigado pocos eventos de SA en
términos de profundizar su impacto sobre el desarrollo de las plantas, el mecanismo
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molecular por el cual es regulado o la funcionalidad de déierentes proteinas
generadas.

1.84. Ejemplos de genes asi@ados a la dormidn y germinacon de las smillas que
hacen splicing alternativo

En las semillas existen ejemplos muy atractivos de genes que presgitsy
alternativo. Por ejempJoDOGL1 (Bentsink et al., 2006; Nakabayashi et al., 2015).
Frecuentemente, los genes que spliceadosalternativamente también son sujetos de
corte y poliadenilacion alternativos (Di Giammartino et al., 2011; Cyrek et al.,,2016)
cambiando asi las regian&' de los ARNm como lo hace DOG1 (Cyrek et al., 2016) y
su expresion también seria controlada por un transcripteemtido que actla easis
(Fedak et al., 2016)DOG1 presenta 5 variantes diferentes (Bentsink et al., 2010;
Nakabayashi et al., 2015)e$ha demostrado ademas que es necesario el componente
NTR1 delspliceososmaara una correcta transcripciorsplicing de DOG1 (Dolata et
al., 2015). Este SA es necesario para que se acumulen altos niveles de proteina, ya que
si se expresan las isoformas thrma individual, éstas no son capaces de acumular
eficientemente los niveles de proteina (Nakabayashi et al.,, 2015). HY@&1 de
Arabidopsis consta de tres exones. El intron 2 es alternativas@iteadoy presenta
sitios desplicing 3’y 5°, lo queda origen a 4 de las 5 variant&OG1-U DOGI-

b, DOG1-9, andDOGI-u (Bentsink et al., 2006). La quinta varian2QGl-g carece
comdetamente del tercer exén (Fig.148.) (Nakabayashi et al., 2015je sabe que

DOG1 presenta un pico de expresion dueaf# fase media de la maduracion de las
semillas y que se reduce completamente en semillas secas maduras (Bentsink et al.,
2006; Nakabayashi et al., 2012). Los niveles del transcB@QG 1- erepresentan cerca

del 9095% durante el periodo de maduracion pmndido entre 10 y 20 dias
posteriores a la polinizacion (Nakabayashi et al., 201#&g.tres isoformas dBOG1

tienen localizacion nuclear, lo que sugiere que son capaces de reconocerse
(Nakabayashi et al., 2012, 2015). Sin embargo, se desconocen ldadoegs
especificos dgirocesamientde este gen y menos aun se sabe de su regulacion por luz.
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Fig.1.84.1. Variantes desplicing alternativo de DOG1 en Arbidopsis.(A)
Estructura genémica deOGL (B) Estructuras del ARNm. (C) Estructara
proteicas. Los rectangulos representan los exones y el asterisco el codon de
stop. Adaptado de Nakabayashi et al., 2015.

Como se ha mencionado previamente, el ABA regula la maduracion y dormicion de
las semillas. La via de sefializacion del ABA involyaatre otros, la expresion de 4
genes centrales que modulan la maduracion y cuyas funciones son parcialmente
redundanted:EC1 (LEAFY COTYLEDON)1LEC2 FUS3(FUSCA3) y ABI3 (Kroj et
al., 2003 To et al., 200h ABI3 es el componente principal de la via de sefializacion del
ABA y es altamente conservado en varias especies de plantas. La proteina ABI3
contienecuatro dominios funcionalesG{raudat et al., 1995uzuki et al., 1997En
Arabidopsis thalianaSolanum ycopersicumPisum sativumOryza sativay Triticum
aestivumse ha identificado que los genaBl3/VP1son regulados mediansplicing
alternativo (McKibbin et al., 2002; Fan et al., 2007; Gagete et al., 2009; Sugliani et al.,
2010; Gao et al., 2013), loug genera multiples transcriptos mal empalmados que
usualmente codifican proteinas truncadas. En arroz y trigo esto estd asociado a una
reduccion en la calidad de los granos (McKibbin et al., 2002; Fan et al., 2007). En
Arabidopsis, ABI3 presenta dos varias de splicing diferenteABI3-a (presenta
secuencia codificante completa y por tanto codifica para la proteina compi@i3-$
(contiene un intrén criptico en el primer exon que causa un cambio en el marco de
lectura y por tanto codifica para unaof@ina truncada) (Sugliani et al., 2010). EIl
splicingde ABI3 es regulado durante el desarrollo, con una acumulacidBti b solo
durante la etapa final de maduracion de la semilla. Esto probablemente contribuya a una
rapida regulacion negativa de la f@ima ABI3 en semillas madurds,cual es necesario
para inhibir el programa de maduracion de las semillas en semillas que estan
germinando (Sugliani et al., 2010).

El factor de transcripcion PIF6/PIL2 modula el control de la dormicion en semillas
de Arabdopsis (Penfield et el., 2010RIF6 se expresa durante el desarrollo de la
semilla y su expresion disminuye severamente durante la imbibicion.-BRNen de
PIF6 produce dos transcriptos alternativos que resultan de un evento de salteado
exonico, sienddPIF6-a la isoforma que codifica la proteina completaRI§#6-6 (que


http://www.plantcell.org/content/22/6/1936.long#ref-27
http://www.plantcell.org/content/22/6/1936.long#ref-27
http://www.plantcell.org/content/22/6/1936.long#ref-53
http://www.plantcell.org/content/22/6/1936.long#ref-20
http://www.plantcell.org/content/22/6/1936.long#ref-50
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carece del exon 3) la isoforma que codifica una proteina truncada que carece del
dominio bHLH. A pesar que la proteina truncada no interactda con el DNA o con otros
factores de transcripin del tipo bHLH, ambas isoformas retienen la habilidad de unién

al fitocromo (Penfield et al., 2010). Esta diferencia estructural entre ambas isoformas
lleva a la expresion de diferentes fenotipos (E84.2). Mientras altos niveles de
PIF6-a no tienen efectos ena germinacion, lineas que sofegpresan la isoforma
PIF6-b muestran mayores niveles de germinacion comparadas al genotipo salvaje,
indicando un rol de esta isoforma en la promocion de la germinacion. Sin embargo,
ambas isoformas son capadesinhibir la elongacién del hipocotilo de igual forma bajo

la luz R (Penfield et al., 2010). Estos resultados sugieren que las varianspsotieg

del factor de transcripcion PIF pueden tener funciones biolégicas diferenciadas segun el
proceso biolégico

(A) Estructura del ARNm (B) Estructura proteica
% APB bHLH
e\ \e N\ e i PIFE-cc
. €

e N N/ \e—) P55 - P68

Fig.1.84.2. Variantes de splicing alternativo de PIF6 en Arbidopsis. (A)
Estructura del ARNm de las dos variantes qpdicing de PIF6 detectadas en
semillas. (B) Dominios presentes en las proteinas codificadaBlpéra y PIF6-

b. Adaptado de Penfield et al., 2010.

Estos ejemplos sugieren que &&millas son un excelente sistema de estudio para
estudiar elsplicing alternativo. Sin embargo, mas alla de ejemplos puntuales, no hay
hasta la fecha trabajos publicados sobnalisis globales y funcionales de SA en
semillas inducidas a germinar por luz.

1.9.EL RELOJ CIRCADIANO DE LAS PLANTAS COMO INTEGRADOR DE
LAS SENALES LUMINICAS Y TERMICAS EN LA GERMINACION DE LAS
SEMILLAS.

La capacidad de las plantas de regularird@$ procesos fisiologicos y del
desarrollo a lo largo del dia y frente al cambio de estaciones durante el afio, es posible
gracias a un oscilador interno conocido como reloj circadiano. Este reloj es a su vez
sincronizado por los ciclos de luz/oscuridadrgibidos por los fitocromos y los
criptocromos, lo que permite que el reloj mantenga una relacion de fase estable con el
amanecer y/o atardecer, a pesar de los cambios estacionales en la duracion del dia. El
reloj circadiano esta compuesto por genes @umdn circuitos de retroalimentaciéon
positiva y negativa de 24 horas de duracion. Estos circuitos estan regulados a diferentes
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niveles: epigenético, transcripcional, ptsinscripcional, y posraduccional. El
funcionamiento de los relojes circadianos meede describir mediante un modelo
sencillo (Figl1.9.1) , donde un e stifpmoul 61 veznt y a nctaemb
temperatura, entre otros) interacciona con el oscilador central, del cual se obtiene como
resul teuthud wn riespuest a rgsibnade henes,smovemientd de e X
hojas, apertura estomatica y germinacion, entre otArsbidopsis thalianaexhibe

i Nnnumeoudpbt®eslefi r el o] circadiano: el al ar
de las hojas y la tolerancia a distintos tipos de2gsbidticos, entre otros. Asi también

a nivel molecular, el reloj circadiano regula la expresion de miles de genes (Yanovsky
& Kay., 2001; Yanovsky et al., 2002; McClung, 2006; Nazue & Maloof., 2006).

INPUT OUTPUT
OSCILADOR
CENTRAL

Fig.1.9.1. Modelo generalizado del oscilador a&ral. Los ciclos diarios y estacionales

de luz y temperatura son percibidos a través del reloj circadiano. Este sistema circadiano
esta compuesto por un oscilador central autbnomo el cual es ajustado por variables
ambientales como la luz y la temperatUgatas sefiales seran las que sincronicen los
ciclos del oscilador central con el medio externo. El oscilador central genera ritmicidad
circadiana en varios procesos fisioldgicosutputs Estosoutputsdel reloj se dan a
distintos niveles de organizacidrpor ejemplo, pueden consistir en respuestas
fisiologicas (apertura y cierre de estomas, entre otras) 0 moleculares (expresién ciclica
de genes). Sol: representa la luz; TermOmetro: representa la tempehaputa;
estimulo entranté)utput respuesta.

En Arabidopsis thalianeel oscilador central estd compuesto por los g€&@©al
(CIRCADIAN CLOCKASSOCIATED 11 LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYly
TOC1(TIMING OF CAB EXPRESSION.ICCAL y LHY son proteinas estrechamente
relacionadas y cada una posee un woti i MeYagd DNAbi ndi ng mot i f
niveles de ARNm transcriptos a partir de estos genes oscilan con un patrén similar,
exhibiendo su pico de expresion justo después del amanecer. TOC1 pertenece a una
familia de prote2nas desnmpam snea dResg PIRERt oprosr
motivo caracteristico y especifico de plantas llam@@ad. El nivel de ARNm daOC1
oscila exhibiendo su pico de expresion en el ocaso (Hayama & Couplan., POC3).
actta como represor @@CALly LHY, y estos Ultimos a su xeeprimen la expresion de
TOC], formando un mecanismo de represion transcripcional (Pokhilko et al., 2012).
Con el tiempo se han descubierto mas componentes del reloj que conforman otros
circuitos que interactian con el oscilador central. A estos comisnea los clasifica
de acuerdo al momento del dia donde alcanzan su pico maximo de expresion,
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definiendo de esta forma dos grupos de genes: (1) los que se expresan por la mafiana
(morning expressgdy (2) los que se expresan por la tardwefing expressgd
(PrunedaPaz & Kay., 2010). De esta forma en un circuito de genes que se expresan por
la mafianaCCA y LHY promueven la expresion de dos miembros de la familia de
TOCL PRR9y PRR7 uniéndose directamente a sus promotores (Farre et al., 2005;
Nakamichi ¢ al., 2010). A su vez, PRR9, PRR7 y PRR5 funcionan como represores
transcripcionales corregulando la expresiolc@Aly LHY (Fig.1.9.2).

CCA1

Y
JMJDS

LHY

Fig.1.9.2 Modelo del reloj circadiano deArabidopsis thaliana Este modelo se basa

en la informacion del cordl transcripcional de sus componentEsening complex
complejo de proteinas que se expresan por la tarde. Tomado y modificado de Nagel &
Kay, 2012.

En semillas de numerosas especies vegetales, la germinacion puede estar
influenciada por la duraciéreddia (Baskin & Baskin., 1976; Black & Wareing., 1954;
Black & Wareing., 1955; Densmore., 1997) y sugiere que el sistema circadiano podria
estar activo en las semillas. Por otra parte, se ha documentado que la imbibicion de
semillas deArabidopsissincrornza la expresion génica modulada por el reloj (Zhong et
al., 1998) y quanas del 40% de la expresion génica regulada por las hormonas ABA y
GA esta bajo el control del reloj circadiano (Covington et al., 2008). En este trabajo se
observdé que, hacia el arwxer, los genes de la via del ABA son regulados
negativamente y los genes de la via de las giberelinas son regulados positivamente. Por
otra partegl reloj circadiano puede ser entrenado o modulado por luz, temperatura y
nitratos (McClung, 2006; Gutierzeet al., 2008) sefiales ambientales que también
pueden terminar la dormicibn en semillas de muchas especies. Por ejdanplo,
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promocion de la germinacién por la exposicion a un biRkp mediada por phyA
fluctia aproximadamente en periodos de 24 horasieudp que el reloj circadiano
podria estar involucrado en la germinacién por luz de las semillas (Oliverio et al.,
2007).

Penfield & Hall (2009) demostraron que el reloj circadiano puede actuar como un
integrador de sefales ambientales que regulsalida de la dormicion y la promocién
de la germinacion de las semillas. Mediante aproximaciones con mutantes de genes del
reloj, demostraron que semillas que no expresan genes del reloLeEBMECAL Gl,
ZTLy LUX tienen fenotipos mas dormidos quegehotipo salvaje sugiriendo que son
genes que promueven la germinacién en ciertas condiciones de imbibicion.
Adicionalmente observaron que los genes del reloj son esenciales en la regulacién de la
transcripcion de las enzimas asociadas al metabolismé@Bely las GAs como
CYP707A2% NCED.

1.10.PERSPECTIVAS GENERALES DE LA TESIS.

La luz es una fuente de informacion importante para las semillas. Si bien existen
muchos niveles de regulaciéon génica modulados por los fotorreceptores, no hay
informacion dsponible sobre la regulacion a nivel sigicing del ARN mensajero por
luz en semillas. Sin embargo, existen evidencias que demuestran que este proceso es
importante en la regulacion de varios procesos fisiolégicos (McKibbin et al., 2002;
Balasubramaniaet al., 2006; Fan et al., 2007; Penfield et al., 2010). Hay evidencias
experimentales que demuestran que los fitocromos regulan el SA en plantulas de
Arabidopsis (Shikata et al.,, 2014; Hatmann et al 2016; Wu et al., 2014). Mas
recientemente, Srinivasanat (2016) demostraron que el SA cambia en semillas secas
y embebidas durante la maduracion de las semHakta tesis se propone continuar
avanzando en el estudio s procesos dsplicingalternativo asociados a la induccién
de la germinacion por luen semillas deArabidopsis thaliana Nuestra hipétesis de
trabajo es que la regulacion por luZ dplicing alternativo actia como un mecanismo
molecular que confiere un nivel adicional de regulacion génica para el ajuste de la salida
de la dormicién de &semillas por luz.

Como se ha mencionado en las secciones previas, las temperaturas alternadas y la
luz son dos sefales que promueven la salida de la dormicién en las semillas de muchas
especies. Sin embargo, los mecanismos moleculares de su interaicdiéls semillas
aun estan poco esclarecidos. En esta tesis proponemos que algunos componentes del
reloj circadiano podrian ser relevantes para la integracion de sefiales asociadas a los
ciclos diarios de temperaturas alternadas en oscuridad previosndutzion de la
germinacion por luz en semillas de Arabidopsis. La sincronizaciéon de ambas sefiales
ambientales podria tener consecuencias ecoldgicas y adaptativas para el ajuste de la
germinacion de las semillas en el campo.

La dormicion de las semillas asma caracteristica indeseable en los cultivos
agricolas, en donde se requieren una rapida germinacion y crecimiento de los mismos.
Sin embargo, un cierto nivel de dormicion es conveniente, por lo menos durante el
desarrollo de la semilla en la planta n&adPor ejemplo, en los cultivos de cereales, las
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semillas de ciertos genotipos pueden germinar en la planta madre, proceso que se
conoce como brotado pomwsecha que puede causar graves perjuicios econémicos (Del
Fueyoet al, 2003). La ausencia de dorimic provoca viviparismo en algunas especies
agricolas provocando grandes pérdidas econémicas, como sucede en el trigo, al producir
una baja calidad del grano. Pero una dormicibn muy profunda también tiene
consecuencias econdmicas negativas, como suceda garminacion desigual de
campos de cebada que impide la correcta formacién de malta, o como ocurre en muchas
especies forestales utilizadas en repoblaciones forestales y en la industria maderera. Por
ello existe un gran interés cientifico y econdémico @mocer los mecanismos
bioquimicos y moleculares implicados en el control de la terminacién de la dormicion.
Esta tesis pretende contribuir generando conocimiento en algunos aspectos importantes
del control de la dormicién por luz y temperatura utilizarelolas semillas de
Arabidopsis thalian@omo modelo de estudio.
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CAPITULO 2.

IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE EVENTOS DE
SPLICING ALTERNATIVO ASOCIADOS A LA PERCEPCION
POR LUZ ROJA EN SEMILLAS DE Arabidopsis thaliana
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2.1.INTRODUCCION.

En Arabidopsis, tanto la salida de la dormicion como la promocion de la
germinacion mediada por la luz se encuentran reguladas por accion de los fitocromos
(Bae & Choi, 2008). Si bieambos procesgsueden mediarse tanto por el phyA como
por el phyB, losmecanismos moleculares involucrados no son idénticos. Mientras que
la informacién acerca de las vias de accién del phyB duresties procesos es
abundante (Penfield et al., 2005; Oh et al., 2006; Oh et al., 2007; Kim et al., 2008; Oh et
al., 2009; Gabrie et al., 2010, Park et al., 2011), poco se conoce acerca del modo en
que el phyA media dicho fendmeno (Ibarra et al., 2013). Un elemento central de las vias
de accion del phyB es PIF1/PIL5, que reprime la germinacion de forma directa o
indirecta a travésde las proteinas RGA, GAl y SOMNUS, entre otras (Oh et al., 2007;
Kim et al., 2008; Gabriele et al.,, 2010; Park et al., 2011). La promocién de la
germinacion por luz R mediada por el Pfr de phyB tiene lugar a traves~déIL5
(Oh et al., 2009). BbhyA también puede unirse a PIF1/PIL5 e inducir su degradacion.
Estos datos sugieren que PIF1/PIL5 también participa en la promocion de la
germinacion mediada por el phyA (Seo et al., 2009). Sin embargo, se han reportado
evidencias experimentales sugiriendce dactores independientes a PIF1/PIL5 serian
necesarios para inducir la germinacion por phyA. Penfield et al. (2010) observaron que
semillaspil5 con bajos niveles de dormicion responden de forma diferente cuando son
expuestas a IlURL vs cuando son mantielas en oscuridad, sugiriendo que la
germinacion mediada por phyA es parcialmente independiente de PIF1/PIL5.

Algunos datos de este capitdileeron obtenidos en colaboracion con el grupo del Dr. Marcelo Yanovsky
y el grupo deDr. Ezequiel Petrillo.
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El andlisis del transcriptoma indica que 55% de los genes regulados por phyA en
semillas irradiadas con luz RL son distintos a los que estan asociados PIF1/PIL5 cuando
la germinacion es promovida por luz R (Ibarra et al., 2013).

Sibien el conocimiento que tenemos acerca del transcriptoma promovido por luz en
semillas de Arabidopsis es bastante completo (Oh et al., 2009; Ibarra et al., 2013), aln
desconocemos la importancia de la regulacién-frasscripcional en la promocién de
la germinacion por luz en semillas. En este sentidaggulacion postranscripcional
representa un nivel regulatorio adicional que ocurre en las cglglees puede afectar la
respuesta fisiolégica. Durante los Gltimos af@s;onocimiento generado acea la
regulacion de la expresion génica a nivel gomtscripcional fue incrementandogd.

SA es un proceso de regulacién pwanscripcional que contribuye a generar diversidad

en el transcriptoma y proteoma mediante la produccién de multiples ARNotginas

a partir de un unico gen (Barbazuk et al., 2008; Marden, 2008). El SA es un proceso
nuclear que se lleva a cabo en todos los eucariotas, por medio del cual se eliminan los
intrones y se unen covalentemente los exones. Un mismARNen puede gemar
diferentes isoformas de ARNm, abarcando todas las posibles combinaciones de las
variantes desplicing salteo de exdn, retencion de intron, y uso de un sitisptieing
56SS o0 un 3 d&Isofmrhas genenadas & padir. de un mismo gen puede
contener o no secuencias especificas, que incluyen dominios funcionales, regulatorios y
de interaccion. Asi, el ARNm y las proteinas producidas pueden variar en términos de
estabilidad, localizacion sedelular, estructura, interacciones proteimalécubs,
regulacion y funcion (Severing et al., 2012; Syed et al., 2012). En las plantas, el SA
regula la expresion de numerosos genes involucrados en varios aspectos del crecimiento
y desarrollo (Lightfoot et al., 2008; Matsumura et al., 2009; Sanchez €104D;
Martin-Trillo et al., 2011; James et al., 2012; Jones et al., 2012; Rosloski et al., 2013).
También hay evidencias quemuestran qui®s eventos de SA son importantes en las
respuestas de las plantas al estrés biotico y abidtico (He et al., 20uddielli et al.,

2008; Hirayama et al., 2010; Matsukura et al., 2010; Mastrangelo et al., 2012; Jia et al.,
2013; Staiger et al., 2013). Mas aun, el SA es funcional en muchos aspectos del
metabolismo celular (DeRidder et al., 2012), la actividad enziméitiasse et al., 2009;
Brummell et al., 2011) y la localizacién sablular de las enzimas (Puyaubert et al.,
2008; Dixon et al., 2009; Lamberto et al., 2010; Kriechbaume et al., 2012; Wiszniewski
et al., 2012 Se ha propuesto que la presencia de SA eedulacion de los procesos de
floracion mediada por temperatura, modulacion de los componentes del reloj circadiano
y maduracién, dormicion y germinacion de las semillas contribuye a la adaptacion de
las poblaciones a distintos ambien{dcKibbin et al, 2002; Balasubramanian et al.,
2006; Fan et al., 2007; Penfield et al., 20(Fy.2.1.1.).
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- Floracién mediada por T°: FLM

- Reloj Circadiano: CCA1, PRR7, PRRS Fitness de la plantas

- Maduracién/germinacién/dormicién de
semillas: ABI3, PIF6, DOG1

Fig.2.1.1. Regulacion del SA y su impacto durante el desarrollo de las plantaBurante

la transcripcion génica se inicia el procesamiento delAREmM. A medida que los pre

ARNm son generados por medio del proceso de transcripcion, los mismos van siendo
procesados dando lugar a los ARNm maduros. Uno de los eventos de procesamiento del pre
ARNmM mas importantes es gblicing Este es un proceso nuateque se lleva a cabo en

todos los eucariotas, por medio del cual se eliminan los intrones y se unen covalentemente
los exones. Un mismo p#8RNmM puede generar diferentes isoformas de ARNm mediante el
splicingalternativo, abarcando todas las posibleshioationes de las variantes gfdicing

salteo de exdn, retencion de intron, y uso de un siteplieing5 6 SS o un 306SS alt
Dada la naturaleza sésil de las plantas, éstas deben adaptarse de forma rapida a los cambios
producidos en el ambienteug las rodea para asegurar la supervivencia. Asi, el SA se
constituye como un proceso importante del controffitteéssde las plantas. SGplicing
constitutivo,ES: salteado exonico, IR: retencion de intrBbT5’SS: sitios 5 alternativos de

splicing ALT3'SS: sitios 3 alternativos dsplicing T°: temperatura., Pol Il: ARN
polimerasa Il. Adaptado de Shang et al., 2017.

Durante la desecacion de las semillas, se inician una serie de respuestas fisiolégicas
y moleculares asociadas con la imposicion deldamicion y la adquisicion de la
tolerancia a sequia, asegurandose asi la viabilidad y una germinacion exitosa (Blochl et
al., 2005; Gutierrez et al., 2007; Finkelstein et al., 2008; Angelovici et al., 2010). Los
procesos que ocurren durante el desardsloembrion y la maduracion de la semilla se
encuentran regulados en multiples niveles. En las semillas, el SA también es relevante
durante las etapas tempranas (Fouquet et al., 2011) y tardias (Sugliani et al., 2010) del
desarrollo del embriorEn especie de interés comercial como el arr@ryza sativa,
la reduccion en el procesamiento de los transcripto©seP1 (VIVIPAROUS )
contribuye a una germinacion temprana de los granos en variedades susceptibles al
brotado produciendo el fendmeno conocido @obrotado precosecha (Fan et al.,
2007). En el caso del trigd@ fiticum aestivurjy variaciones en los productos génicos de
VP1 causado por procesamientos diferenciales delAREmM contribuyen a una
reducciéon en los niveles de dormicion del embrién y edtdulo precosecha
(McKibbin et al, 2002;Wilkinsonet al.,2005). Muy recientemente Srinivasan et al.
(2016) evaluaron la expresion génica y el SA a nivel transcriptdmico en semillas que
estan madurando en las silicuas de la planta madre a 14 y 2Ceddss mblinizacion
(DAP). Alli identificaron que 34% de los genes expresados durante la maduracion de las
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semillas tienen SA, muchos de los cuales se expresan de forma especifica en los tejidos
de las semillas. Del 34% de los genes que hacen SA, un 8866 @edntos de SA
identificados no habian sido descriptos anteriormente y un 6% de los transcriptos sufren
modificacion postranscripcional por SA y no estan sujetos a regulacién transcripcional
durante la desecacion. Se ha demostrado también que el @Aex&nto importante
durante la germinacién en otras especies como la cebada (Zhang et al., 2016). Mediante
el analisis del transcriptoma de embriones de cebada embebidos durante 24 o 48 horas a
21°C en oscuridad, se identificaron entre 552 y 669 trangsrgpmunes en embriones

de cuatro variedades de cebada. Dichos transcriptos son en su mayoria componentes de
los ribosomas, componentes de la maquinaria de transporte del ARplicebsoma
transduccion de sefiales hormonales, glicélisis y metabolismpitares y carbonos.

A pesar de que la luz es una sefal relevante para la induccién de la germinacién en
semillas de muchas especies expuestas a distintas condiciones ecoldgicas, hay una falta
absoluta de informaciésobre la regulacion a nivel deplicing del ARNm en el
fotocontrol de este proceso. En este capitulo, se analiza el SA a nivel global de
expresion en semillas de Arabidopsis que germinan con luz R.
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2.2.0BJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO.

Obijetivos particulares:

1. Analizar el perfil de expresion global de ARNm e identificar transcriptos que se
expresen diferencialmente en semillas inducidas a germinar con un pulso de luz R o RL,
mediante la técnica RNAseq.

2. ldentificar y estudiar genes y variantessgbicing alternativv que se expresan en
semillas inducidas a germinar por luz R.

Hipotesis general:

El splicing alternativo es un mecanismo relevante en las semillas inducidas a
germinar por luz y confiere un nivel adicional de regulacién génica para un grupo de
genes sigificativos.

Hipotesis asociadas:

1. Una fraccion significativa de genes promovidos por luz presespéning
alternativo.

2. El fitocromo B es el fotorreceptor responsable de promovespéting
alternativo de los genes inducidos diferencialmente por luz.
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2.3.MATERIALES Y METODOS.

2.3.A. Condiciones de cultivo de las plantas.

Las semillas dé\rabidopsis thalianaecotipo Col0 fueron sembradas en cajas de
plastico (40 x 33 x 15 mm) transparentes conteniendo 5mL de 0,8 % (p/V) de agar en
agua detflada y se incubaron a 5 °C en durante 7 dias. Transcurrido ese periodo, se les
dio un pulso saturante de rojo (Rp) de 2 horas, volviendo luego a oscuridad por 24
horas a 25 °C. Finalmente, se expusieron a luz blanca para promover su crecimiento y
ser luego trasplantadas en recipientes plasticos de 110 com una mezcla de
vermiculita, perlita y turba (proporcion 2:2:1). Las plantas fueron regadas durante su
ciclo de vida con una solucién nutritiva de Hakaphos4@33+MgO+M.E). Las
plantas fueron ctivadas en condiciones de dia largt6lf luz/8h oscuridad, 100
umol.mZ2.s*, tubos fluorescentes Philips TLD 15W)5bn temperaturas que oscilaron
entre 18 °C y 23 °C, hasta el momento de la cosecha. Las semillas fueron cosechadas
en el momento en quedas las silicuas estuvieran completamente secas y luego fueron
almacenadasn tubos abiertos dentro de un recipiente hermético provisto con silica gel
a temperatura constante de 20 °C y oscuridad.

2.3B. Diseiio experimental vy ensayos fisioldogicos de gerraion de las muestras
experimentales.

Muestras de 20 semillas se sembraron en cajas de plastico (40 x 33 x 15 mm) cada
una conteniendo 5mL de 0,8 % (p/V) de agar en agua destilada. Para evitar efectos no
deseados por niveles altos de Pfr/P presentes ®rsdmillas secas, las semillas
embebidas por 2 horas en oscuridad se irradiaron con un pulso saturante de rojo lejano
(RLp, 20 minutos) para reducir la germinaciéon en el tratamiento control de luz RL. Las
cajas con las semillas se envolvieron con bolsastiphs de color negro y se incubaron
a 5°C por 3 dias. Luego se irradiaron por 20 minutos con un pulso saturante de rojo (Rp,
estableciendo una relacién Pfr/P de 0,87, 35 punfo§M) o un pulso saturante de RL
(estableciendo una relacién de Pfr/P d8042 umol.nf.s) (Casal et al., 1991). Luego
de los tratamientos de luz, las cajas de plastico con las semillas se incubaron en
oscuridad a 25°C por 72 horas antes de determinar la germinacion. El criterio de
germinacion fue la observacion de la radi@utample vista.

2.3.C. Secuenciacion global del ARN.

2.3.C.1. Disefio experimental y extraccidon de las muestras utilizadas para la
secuenciacionse sembraron 3 muestras biolégicas de semilla® @®Imgs cada una)
para cada tratamiento luminico (Rp y Rlgobre papel de filtro embebido en aggua
0,8 % (p/V). El protocolo experimental fue igual al mencionado en el punto 1.B., pero
luego de los pulsos saturantes de luz, las semillas se incubaron a 25°C en oscuridad
durante 14 hs, momento en el que seced® a la cosecha de las muestras. Estas
muestras se almacenarorB@°C hasta que se realiz6 la extraccion del ARN.

2.3.C.2. Extraccion y cuantificacion del ARNse realizé la extraccion y
secuenciaciéon del ARN de 3 muestras biologicas para cada ulus detamientos
luminicos. EI ARN total de semillas fue extraido utilizando el kit Spectrum Plant Total
RNA Kit (SigmaAldrich, Steinheim, Germany) siguiendo las indicaciones del
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fabricante. EI RNA fue eluido en un volumen final de elucion de>hk0 Se
determinaron la calidad y concentracion ARN mediante espectrofotometria y gel de
agarosa. Para cuantificar el ARN mediante espectrofotometria se utilizarbrd@

muestra diluida en 398L de H2Q,, Teniendo en cuenta que los acidos nucleicos
presentan smaximo de absorcion a 260 nm y que las proteinas lo hacen a 280 nm, se
evalud la relacion de absorbancias en estas dos longitudes de onda para determinar la
pureza del material genético (relacion 260/280). Una relacién 6ptima de trabajo ronda el
valor de 18. Se procedi6 luego a la determinacion de la calidad del ARN mediante la
corrida en un gel de agarosa 2% con Bromuro de Etidio con el fin de descartar la
posible presencia de ADN en la muestra o bien de ARN degradado.

2.3.C.3. Protocolo utilizado paréa generacion de las bibliotecas de ADN copia y
la secuenciacién masiva del transcriptonfaego de la extraccion de ARN total, las
muestras se mandaron para el procesamiento al Instituto de Agrobiotecnologia de
Rosario (INDEAR, Rosario). Para la secueaidia de las bibliotecas se procedi6é a
utilizar la tecnologia deair-end sequencingn un secuenciador lllumina HiSeq1500.
Se secuenciaron tres réplicas bioldgicas para cada tratamiento luminico.

2.3.C.4. Mapeo de las lecturatas lecturas de las secuaxifueron mapeadas al
genoma deArabidopsis thalianaTAIR10 (Lamesch et al., 2012) utilizando TopHat
v2.0.9 (Trapnell et al., 2009), con los parametros por defecto, a excepcion del maximo
de longitud de intron, seteado a 5000 pares de bases. Finalmestir, de los archivos
de alineacion (archivos bam) generados y empleando scripts de R (Team RDC., 2008)
creados en el laboratorio del Dr. Marcelo Yanovsky, se obtuvieron las tablas de cuentas
(counts) que permitieron analizar expresion diferencial y geoo@nto alternativo de
preARNm, en base al transcriptoma del TAIR10.

2.3.C.5. Analisis de expresion diferencid normalizacion y analisis estadistico
de cada lectura se realizo utilizando el paquete edgeR v3.4.2 (Robinson et al., 2010) y
los pvalores resultantes se ajustaron utilizando el criteridaleé discovery ratéFDR,
Benjamini et al.,, 1995). En esta tesis se procedié a utilizar como genes expresados
diferencialmente a aquellos genes con valores de FDR<0.05 y valor de logFC (Fold
Change)>h 1 b .

2.3.C.6. Andlisis bioinformaticos del perfil transcripciongbara identificar las
categorias funcionales asociadas a grupos especificos de genes se usé la herramienta
Classification SuperVieweiTool, del Bar Toronto Ifttp://bar.utoronto.ca/ntools/cgi
bin/ntools_classification_superviewer.xgiSe representan los valores de P de la
distribucién @ las categorias sobrepresentadas, utilizando como valor de toe p O
0.05. Se calculdo el factor de representacion (FR) y la probabilidad que las
superposiciones entre grupos de genes sean por azar utilizando la pagina web
http://nemates.org/MA/progs/ovaf_stats.html Se define como factor de
representacion al nimero de genes en comun observado dividido por el nimero de
genes en comun esperado de la superposicion de dos grupos independientes de genes.
Un factor de representacion mayor a 1 indica maytapamiento de lo esperado por
azar en dos grupos independientes de genes mientras que un factor de representacion
menor que 1 indica un menor solapamiento que lo esperado. La probabilidad de cada
solapamiento se determind usando la formula de probabitigeaigeométrica con un
valor de P O 0,05.


http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools_classification_superviewer.cgi
http://bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/ntools_classification_superviewer.cgi
http://nemates.org/MA/progs/overlap_stats.html
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2.3.D. Analisis de eventos dsplicing alternativo.

2.3D.1. Andlisis de eventos de splicing alternatiV@: normalizacion y analisis
estadistico de cada lectura se realizo utilizando el paquete edgeR v3.4r&s9RadHi
al,, 2010) y los valores de P resultantes se ajustaron utilizando el criterfialsdel
discovery rat§d FDR, Benjamini et al., 1995). En esta tesis se procedid a utilizar valores
de FDR < 0.15. Luego se filtr6 por udéerencia de PIR (del ingl&ercent Intron
Retention o PSI (del inglé$ercent Splicedn) entre tratamientos con valor absoluto
(es decir, tanto valores positivos como negativos) mayores a 0,1 (10 %) y menores a
0,95 (95 %).

2.3.E. Andlisis y validacion de eventos dsplicing alternativo. Cuantificacion de
abundancia relativa de isoformas.

2.3.E.1. Extraccion y cuantificacion del ARNara la extraccion de ARN se
procedi6 en lineas generales como esté explicado en la seccion 2.C.2.

2.3.E.2. Sintesis del ADN copia a partir del ARNtenido:una vez obtenido el
ARN, se procedié a realizar el tratamiento de las muestras con DNAsa (para evitar la
posible interferencia de ADN contaminante en el ARN obtenido), empleando la enzima
RQ1 RNas#ree Dnase (Promega, Madison, USA). Se utiliz6 como material de partida
1 pg de ese ARN vy se sintetizdO el ADNc utilizando la enzimaMMW Reverse
transcriptase (Promega, Madi son, USA) . E
ARN totalconunamixd e 2¢ L d e nmDdslR@LdDNase 10X Reaction Buffer
(Promega, Madison, USA). Esta solucion fue incubada durante de 30 minutos a 37°C.
Luego se afiadié con il de Stop Solution (Promega, Madison, USA) y se incubo
durante 10 minutos a 65°C para inactivan D Na s a . A continuaci
de oligodT 100 mM y se incubd durante 2 minutos a 65°C para luego incubar esta
solucion durante 1 minuto en hielo. Finalmente se adicionaromi6¢e la mix de RT
(2 eL de MMLV HP RT 10XeR®dadt il®dm Buwf f+terl
dNTPs mix 10 mM g V. D. SiMeVdRevdrge2T@nscriptase
Enzyme (200 U/ e€l), obteniendo un vol umen
incubd durante 1 hora a 37 °C, 5 minutos a 85 °C y 1 minuto en hielo.

2.3.E.3. Reacciones de PCRs samantitativas: para obtener los patrones de
splicing de los diferentes genes se utilizo la técnica de PCRagamtitativa segun el
siguiente protocolo generale sembraron 3 réplicas bioldgicas (5 mg de semillas cada
una) de los materiales bajo estudio. Las muestras se cosecharon a las 12 horas
posteriores al estimulo luminico. Una vez cosechadas en nitrégeno liquido, se
almacenaron aé80°C hasta proceder a la extraccion del ARN. Para ello se utilizo el kit
Spectrum PlanfTotal RNA Kit (SigmaAldrich, Steinheim, Germany) siguiendo las
indicaciones del fabricante. EI ARN purificado se sometié a un tratamiento con DNAsa
empleando la enzima RQ1 RN#Zsee Dnase (Promega, Madison, USA). Se utilizd
como material de partida 1 | ese ARN y se sintetiz6 luego el ADN copia utilizando
la enzima MMLV High Performance Reverse Transcriptase (Epicentre, Madison, USA)
y oligo-dT como primer, siguiendo las indicaciones del fabricante. Este ADN copia
sirve como molde para realizar lasaeianes de PCR sernuantitativa. Losprimers
son disefiados para cada gen de forma tal que sean capaces de amplificar las diferentes
isoformas derivadas del gen, estableciéndose asi una competencia de los moldes con los
primers resultando en una mayor atolancia del producto de PCR especifico de una
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isoforma en particular cuanto mas abundante sea como molde en la muestra. Se incubo
el ADNc resultante de la retrotranscripcion con una mezcla de PCR compuesta por
buffer, MgCI2, primers, dNTPs y la TagPolimsaa(Invitrogen, Madison, USA). La
cantidad de magnesio y el ciclado térmico varié para cada gen evaluado. Los productos
de la PCR se separaron en gel de agarosa o policrilamida y la abundancia relativa de las
isoformas (bandas en el gel) se cuantifico ia#tiildo el software ImageJ
(https:/limagej.net/WelcomeCon los datos de densitometria se calcularon los valores

de los indices dsplicing como la abundancia de la isoforma mas larga relativa a los
niveles de todaks isoformas posibles, para cada gen evalulaa® secuencias de los
primers utilizados se encuentran en la Tal{eb2L.

2.3.F. Andlisis de cateqgorias funcionales enriquecidas.

Para identificar las categorias funcionales asociadas a grupos espeeifgpeses
se uso la herramienta BioMaps del software Virtual Plant (Katari et al., 204.QJiliz6
el Test de Fisher como método para calcular el valor de P de las categorias sobre
representadas, ut i I i zand® awalezaon lasatedodas d e
funcionales de nuestro interés, determinando para cada una un factor de representacion
(FR).

2.3.G. Curva de respuesta al Pfr.

Se sembraron 3 réplicas biologicas de 20 semillas cada una en cajas de plastico (40
x 33 x 15 mm) cada una contemi®® 5mL de 0,8 % (p/V) de agar en agua destilada.
Para evitar efectos indeseados de proporciones relativamente altas de Pfr presentes en
las semillas secas, las semillas embebidas por 2 horas en oscuridad se irradiaron con un
pulso saturante deL (20 minuos) para establecer un minimo fotoequilibrio en orden
de reducir la germinacion en la oscuridad lo mas posible. Las cajas se envolvieron con
bolsas platicas negras y se incubaron a 5°C por 3 dias. Luego se irradiaron con un pulso
de 20 minutos estableciém diferentes proporciones de Pfr/P (oscuridad, 3, 10, 20, 33,
61 y 87 %). Luego de los tratamientos de luz, las cajas de plastico se envolvieron
nuevamente con las bolsas y se incubaron a 25°C por 72 horas antes de determinar la
germinacion. El criterio & germinacion fue la aparicion de la radicula a simple vista.


https://imagej.net/Welcome
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2.4.RESULTADOS.

24.1. Perfil transcripcional inducido por luz en semillas de Arabidopsis thaliana.

Con el objetivo de analizar el perfil de expresién global de ARNm e identificar
transcriptos que se expresen diferencialmente en semillas inducidas a germinar con un
Rp o RLp, se realizé un ensayo de expresion global mediante la técnica de RNAseq,
utilizando semillas del ecotipo salvaje €blEIl protocolo experimental utilizado paea |
secuenciacion del transcriptoma fue puesto a punto previamente utilizando diferentes
poblaciones de semillas. Dicho protocolo resulté ser muy estable y nos permitié
identificar luego el transcriptoma de semillas asociado a la germinacion mediada por los
fitocromos estables. Las semillas @ofueron incubadas durante 72 horas a 5°C y
luego irradiadas con un pulso saturante de 20 minutos de luz R o RL para inducir la
germinacion (Fig.2.1.1.A.). La Figura 2.1.1.B muestra los porcentajes de
germinacion d semillas CeD en funcion del estimulo luminico percibido. Los valores
de porcentaje de germinacion de cada tratamiento luminico fueron transformados
mediante transformacién angular para la evaluacion estadistica. La comparacion de
medias se realiz0 meite una prueba de T (p<0.05).

(A)  siemsra PULSO DE LUZ CONTEO

l 2hs 20 mins 72 hs 5°C l 72 hs 25°C l

B)

Germinacién (%)
[e2]
o
L

Rp RLp

Fig. 24.1.1. La germinacién es inducida por un pulso de luz roja en
semillas deArabidopsisthaliana. (A) Protocolo experimental utilizado para
evaluar la promocién de la germinacién por luz. (B) Las semillasofu
irradiadas con un Rp o con un RLp. Se evalué la respuesta a la luz en semillas
salvajes CeD embebidas en oscuridad durante 3 dias a 5°C, previas al pulso
de luz R y RL. Cada barra representa la media + ES (n=3). Las diferencias
entre medias se detacon mediante prueba de T (p<0.05). Osc: oscuridad,;
RLp: pulso de rojo lejano; Rp: pulso de rojo.



41

Se observé que la induccion de la germinacion por luz R fue de un 85% mientras
gue no se observaron niveles significativos de germinacion en respuestévaldrés
cercanos al 3%) (Fig21.1.B.). Estas semillas fueron utilizadas para evaluar el perfil
transcripcional que tiene lugar en respuesta a la induccion de la germinacion por accion
de la luz. Para ello se llevd a cabo una secuenciacion masivaadstriptoma
utilizando la técnica de RNAseq. Se extrajo ARN de semillas del genotipd &tds
12 horas posteriored Rp y RLp.Se tomd como criterio de expresion diferencial por
luz a los genes con valores de FDR < 0.05 y valores de ldg#li@ Changg Ob 1 b .

Los genes que presentan valores de logFC positivos son aquellos cuya expresion es
mayor en RL que en R, como fue el casdPtiel, PIL2 y ATHB2 entre otros. A este

grupo de genes lo clasificamos como genes DG¥ulados en R. Los valores de
logFC regativos son genes clasificados comordgulados en R, como fue el caso de

SPT, GAs y PIN7, entre otros. El total de genes que se expresaron significativa y
diferencialmente fue de 5785 genes. De este total de genes, 3099 se encontraron UP
regulados en i 2686 DOWNregulados en R (Fig21.2.).

Genes diferencialmente expresados

B Genes UfRegulados en Rojc

B Genes DowsRegulados en Rojc

Fig. 24.1.2. Genes diferencialmente expresados en respuesta a la luz roja.

El transcriptoma obtenido es de muy buena calidad porque genes de referencia
previamente documentados se expresan como @ssaniptos en la literatur&¢énfield
et al., 20050h et al., 20062007 Kim et al., 20080h et al, 2009 Gabriele et al.,
201Q Park et al., 20Lllbarra et al., 2013). Se categorizé en grupos funcionales
basados erGene Ontology(GO) a aquellos genes que estaban diferencialmente
expresads por luz R utilizando la herramienta Classification SuperViewer del Bar
Toronto. Seleccionamos seis categorias funcionales de nuestro interés y para cada una
se determin6 un factor de representacion (FR). Este factor es el nUmero de genes en
comun obserado dividido el nimero de genes en comun esperado de la superposicion
de dos grupos independientes de genes. Encontramos enriquecimientos significativos
para las categorias solmepresentadas (FR>fM«0.05) correspondientes a respuesta a
estimulo, transgccion de sefales, respuesta a estrés, transcripcion, transporte y
metabolismo de ADN o ARN (Fig2l1.3.). Vale mencionar que la categoria
metabolismo de ADN o ARN exhibi6 una stdpresentacion estadisticamente
significativa (FR<1p<0,05) en los genes@WN-regulados. (Fig.2.1.3.).
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(A) 20
@ Respuesta a estimulo (biético o abidtico)

- @ Transduccion de sefales

:g [ Respuesta a estrés

g @ Transcripcion

& Hl Transporte

95’_ | = Metabolismo de ADN o ARN
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(B) S DOWN-REGULADOS en R UP-REGULADOS en R
Ontologia Génica
valor de P N° de genes  valorde P N° de genes

Respuesta a estimulo (biético o abiotico) 7,43E-20 1075 2,08E-10 567
Transduccién de sefiales 1,46E-04 1010 4,12E-02 485
Respuesta a estrés 1,71E-09 709 6,64E-02 216
Transcripcion 5,31E+00 416 5,48E+00 132
Transporte 0.026 278 1,75E-06 530
Metabolismo de ADN o ARN 4,66E-01 49 2,37E+00 419

Fig. 24.1.3. Clasificacion Ontolégica (A) Ontologias génicas de interés sobre
representadas en el transcriptoma asociadas a Procesos Bioldgicos cuyo factor de
representacion es superior a 1, en al menos algun set de @tdNumero de los genes
asociados a las ontologias génicas de (A) con sus respectivos valores de P.

Observamos asi mismo cambios en la expresion de un alto nimero de factores de
transcripcion, kinasas de proteinas y componentes de la maquinareygreelation
proteica. Entre algunos de ellos podemos mencionar: (a) modificaciones post
traduccionales ¢IPK2, CIPK6, CIPK12 CIPK14, CIPK15 entre otros), (b)
degradacion proteica (cistein proteasas, serin proteasas, proteosoma, entre otros), (c)
metabolisno hormonal (auxina, ABA, GA, entre otros) y (d) sefalizacién por luz
(PHYA PHYB PHYD, PHYE PHOTZY PIF6/PIL2, entre otros).

Un alto nimero de genes vinculados al metabolismo del ARN también se vieron
enriguecidos en nuestro transcriptoma. Entre algdeodichos genes encontramos (a)
componentes delpliceosomdU2AF35A U2AF35B U2AF65 entre otros) y (b) genes
gue codifican proteinas del tipo SR, una familia conservada de regulads@eciheg
(RSP31 SR33 SRP40( entre otros). Estos genes serancdp®s en las secciones
siguientes de este capitulo.
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2.4.2. Clasificacion de los genes diferencialmente spliceados por luz.

Con el objetivo dedentificar y estudiar genes y variantes de SA gque se expresan en
semillas inducidas a germinar por luz, aaimos la base de datos del transcriptoma
(comentada en la seccion previa) definiendo como criterio de seledeiégenes
diferencialmentespliceadosa aquellos con valores de FDR<0yLfuego filtramos por
una diferencia de PIR (para intrones) o PSI (gx@es) entre tratamientos con valor
absoluto mayores a 0.1 (10%) y menores a 0.95 (9&éhtificamos un total de 226
genes que presentan cambios a nivedgleingalternativo entre los tratamientos de luz
R y RL. Con el fin de evaluar el rol regulatordel SA durante la germinacion de
semillas por luz, se comparé la proporcion de esos genes que también fueron regulados
significativamente en el transcriptoma de expresion global (alli habiamos identificado
un total de 5785 genes diferencialmente explesgor luz R). El 54.87% de los 226
genes que presentan SA (124) no son regulados en su expresion total mientras que el
45.13% de los geng402) si aparecen significativamente expresados por luz R en el
transcriptoma de expresion geénica (Fig221.A.). De esos 102 genes que se vieron
afectados por luz R a nivel de expresion génica como asi también a nivel de SA, 32
genes fueron Ufegulados y 70 genes fueron DOWebulados. Estos resultados
sugieren que elsplicing alternativo es una forma de controlarscripcional
independiente, al menos en parte, de la regulacion de la expresion génica durante la
germinacion de las semillas Amabidopsis thaliana
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@) SUPERPOSICION ENTRE GENES DE Y GENES AS

GENES DE

GENES AS

(B) < 100

83.99%

80+
60+
40

201 10.16%

—

Tipos de eventos de SA (%

N/A RI ES Alt3’'SS  Alt5'SS

Fig. 24.2.1. Patrones cuantitativos de expresion de SA y de expresion géni

en semillas deArabidopsisthaliana inducidas a germinar por luz R. (A) El
esquema representa la superposicién entre genes diferencialmente afectados por
luz R a nivel de expresion génica (5785 genes) y genes regulados por luz R a
nivel desplicingalternativo (226 genes). (Bl grafico representa los porcentajes

de eventos dsplicing alternativo en funcion del tipo de evento asociddié::

eventos no anotados en el TAIR10, RI: retencion de intron, ES: salteado exonico,
Alt3’SS: sitios 3 alternativos edsplicing AIt5'SS: sitios 5’alternativos de

splicing Genes DE: genes diferencialmente expresados; genes AS: genes
alternativamentspliceados

Procedimos luego a realizar una clasificacion de los datos obtenidos segun el tipo
de evento desplicing (Fig.24.2.1.B.). De los 226 genes que presensmticing
alternativo, el 84% de los eventos modulados poRlgbn eventos no anotados (N/A)

y por lo tanto no han sido documentados previamente. Del 16% restante de los genes
cuyos eventos dsplicing si esén anotados: el 10.16% de los genes pertenecen al tipo
retencion de intron (RI), el 4.68% de los genes pertenecen a las categorias salteado
exonico(ES) ysitios 3 alternativos dsplicing (Alt3°SS), y el 1.17% de los genes son

del tipo 5"alternativos deplicing (Alt5"SS) (Fig.24.2.1.B.).

24.3. Clasificacidon Ontologica de los genes que presentan splicing alternativo
inducido por luz.

Para clasificata funcionalidad de los 226 genes que presespéaoing alternativo,
se realizO un analisis de ontgla génica utilizando la herramienta BioMaps del
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software VirtualPlant 1.8Katari et al., 201)) Se utiliz6 el Test de Fisher como método
para calcular el valor de P de las categorias s@presatadas, utilizando como valor

de cort enggrupo de loddendiferencialmente afectados por luz R a nivel

de expresion génica (DE), se observé un enriquecimiento en las categorias de GO
asociadas a respuesta a estimulo por luz, respuestinalegtor ABA y respuesta a
temperatura(Fig.24.3.1. y Anexo Tabla 2.3.1.). Por otra parte, en el grupo de los
genes regulados por luz R a nivel de SA, se observé un enriquecimiento en las
categorias de GO asociadasplicing del ARN, procesamiento HARNmM y procesos
metabdlicos del ARNm. En estas categorias sodpeesentadas aparecen genes cuyos
patrones de SA son afectados por luz pero no diferencialmente expresados en el
transcriptoma global de expresion (124 genes) (H@Z. y Anexo Tabla 2.3.1.).

Entre los genes regulados por luz R a nivesplecing alternativo encontramos algunos
genes que codifican proteinas ricas en arginina y serina (&R)o SR34a
(AT3G49430),RS41(AT5G52040) yRS31(AT3G61860).Estos datos sugieren que la
germinzion inducida por luz R promueve la expresion de genes relacionados al
metabolismo del ARN y a factores dplicing que regulan la maquinaria de Slfos
resultados de estos experimentos demuestran que la luz R regula los patrones de
splicing alternativo erlas semillas inducidas a germinar, mayoritariamente a través de
su efecto sobre gplicingalternativo de los factores dplicingen si.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20007449
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Procesamiento del ARNr . p-valor
Splicing del ARN =01

001
Respuesta a estimulo por T @B p 6001

Respuesta a estrés B 8 w0001
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Fig. 24.3.1. Analisis de enriquecimiento de las GCLa figura compardas ontologhs

entre los genes diferencialmente afectados por luz R a nivel de expresién génica (DE) y
los genes regulados por luz R a nivekghcingalternativo (DS). El enriquecimiento por

GO fue evaluado en tres niveles diferentes: procesos hioldgicos (PB)yroemg celular

(CC) y funcién molecular (FM). El gradiente de colores representa los valores de P
ajustados y letamafio de los circulos representa el factor de enriquecimiento. Se
representan soélo las categorias que muestran un enriquecimiento estashitticam
significativo en al menos un set de datos (DE o DS). El grafico ha sido creado con un
script personalizado en el programa estadistico R (realizado con la colaboracion de Maria
Teresa Saur&anchez). DE: diferencialmente expresado; DS: diferencialrapliteado

24.4. Metaandlisis entre eventos de splicing alternativo inducidos por luz y
transcriptomas asociados a otros procesos fisiolégicos.

Decidimos realizar una comparacion de diferentes transcriptomas con el objetivo de
evaluar si existereventos desplicing alternativo conservados en distintos procesos
fisioldgicos que ocurren en las semillas y plantulas. Para ello seleccionamos dos
transcriptomas recientemente publicados: (a) Srinivasan et al. 2016, en el que evaltan el
SA en semillas edesarrollo durante la etapa final de la maduracién entre los 14 y 20
dias posteriores a la polinizacjon(b) Hartmann et al. 2016, en el que evaltan el SA en
plantulas etioladas crecidas en oscuridad y expuestas a seis horas de luz blanca. La
Tabla 24.4.1. resume la clasificacién por tipo de eventosgkcing alternativo para
cada uno de los transcriptomas evaluados. En el caso de nuestro transcriptoma, usamos
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el criterio de s6lo comparar los eventos anotados (41 eventos totales), y en base a ello
re-cdculamos los porcentajes para cada tipo de evento.

Tipo de Evento Tognacca et al : Srinivasan etal Hartmann et al
(Datos de esta tesis) (2016) (2016)
RI 63.41% 69,27% 36,38%
ES 14.64% 1,33% 18,92%
Alt3'SS 14.64% 11,33% 26,61%
Alt5’SS 7.31% 11,33% 18,09%
N° Total de eventos 41 1809 481

Tabla 2.4.4.1. Distintos procesos fisiolégicos comparten parcialmente eventos sj@icing
alternativo. La tabla representa los porcentajes de eventgpldgng alternativo en funcién del
tipo de evento asociadBl: retencion de intron, ES: salteado exénico, Alt3’SS: sitios aceptores
desplicing Alt5’SS: sitios dadores dplicing

Srinivasan et al. (2016), utilizando semillas Ookn desarrollo 14 o 20 dias
posteriores a la polinizacion, encontraron un toeaB867 eventos en 4723 genes a los
14 dias y 8250 eventos en 4494 genes a los 20 dias. De ellos, un total de 1809 eventos
de SA en 1408 genes se expresaron diferencialmente durante la maduracion de las
semillas (14 vs 20 dias de maduracion), los cualegsseptan un 20% de los genes que
son alternativamentspliceados El tipo de evento mas comun fue el de retencion de
intron, representando un 69,27% del total de eventos de SA. La metodologia
experimental utilizada en este trabajo para evaluar los evdatggicing alternativo
difiere a los usados en mi tesis debido a que utilizaron criterios de clesifica
diferentes (FDR del 5% y @0 . 05) . E I trabajo de Har t
transcriptoma de plantulas etioladas crecidas en oscuridad durante 6 dias y luego
expuestas a luz blanca. El transcriptoma arroj6 un total de 481 eventos de SA
significativamente alterados en 213 genes (FORk El tipo de evento mas comun
encontrado en su transcriptoma fue el de retencion de intron, representando un 36,38%
del total de eventos de SA (Hartmann et al., 2016).

El préximo paso fueralizar cuantos y cuales genes que presentan SA (226, 213y
1408 genes en Tognacca, Hartmann et al. y Srinivasan et al., respectivamente) son
comunes a todos los transcriptomas evaluados, utilizando el software *Venny
(Oliveros, 20072015) para realizar la comparacion de los listados de gemdsgura
24.4.1. mestra el nimero de genes en comun presente en los tres transcriptomas
evaluados. Se observo que los procesos de maduracion de las semillas (Srinivasan et al.,
2016) y la induccion de la germinacién por luz de las semillas (datos de esta tesis)
comparten laxpresion diferencial de 34 genes regulados a nivepliging alternativo.

Entre algunos de estos genes encontran®iR3tb un regulador deplicing Entre los
procesos de germinacién por luz mostrados en esta tesis-gtmldeion de la plantula
(Hartmann et al., 2016), encontramos un grupo de 17 genes comunes regulados a nivel
de splicing alternativo. Entre algunos de estos genes encontramosGREJ) un gen

gue codifica una pequefa proteina de unién a ARN rica en glicina que forma parte de un
circuito de retroalimentacion negativa a través de la GiRIP7regula las oscilaciones
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circadianas de su propia transcripcion y (b) proteinas del tipo SR, $B3way RS31
(Fig.24.4.1.). Al comparar lo que sucede con la regulaciénsgiting alternativoen

los tres procesos fisioldgicos, encontramos 15 genes comunes. Entre estos genes
encontramos algunos miembros de la familia de proteinas del tipo SR SR8y
RS41(Fig.24.4.1. y Tabla 20.4.2.).

META-ANALISIS DE TRANSCRIPTOMAS

TOGNACCAETAL SRINIVASAN ET
Germinacién RJRL AL, 2016
Semillas en desarrollo, 14 y
20 DAP

150

HARTMANN ET
AL., 2016
Plantulas etioladas
expuestas aluz blanca

Fig. 2.44.1. Eventos desplicing alternativo conservados durante distintas
etapas del desarrollo de las plantad.a figura compara el nUmero de genes en
comun entre los genes regulados a nivelsghkcing alternativo en los tres
transcriptomas que se mencionbliota: los datos del transcriptomae ésta tesis
(Tognacca et al.) alin se encuentran en preparacion para ser publicados.
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ATG NOMBRE ANOTACION
At1g09140 SR30 SERINBRGININE PROTEIN 30
At1g28330 DRM1 dormancyassociated proteitike 1
At1g30970 SUF4 zinc finger (C2H2 type) family pratei
At1g63690 SPPL2 SIGNAL PEPTIDE PEPTHKEE2
Atlg70620 cyclinrelated
At2g02570 nucleic acid binding;RNA binding
At3g01100 HYP1 hypothetical protein 1
At3g06550 RWA2 O-acetyltransferase family protein
At3g15351 P53/DNA damageegulated proten
At3g47680 DNA binding
At3g57300 INO80 Encodes the Arabidopsis INO80 ortholog of the SWI/SNF AT
At4g39260 GRPS8 cold, circadian rhythm, and RNA binding 1
At5g07370 IPK2A inositol polyphosphate kinase 2 alpha
At5g10350 RNAbinding (RRM/RBD/RNP fifs) family protein
At5g52040 RSP41 RNAbinding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein

Tabla 2.4.4.2.Genes comunes compartidos en distintos procesos fisiolégidos.tabla muestra
los 15 genes que sufren maodificaciones a nivedpglieing alternativo erlos tres transcriptomas
evaluados.

Con el objeto de clasificar la funcionalidad de los genes que pressptaing
alternativo en los tres transcriptomasalizamos un analisis de ontologia génica
utilizando la herramienta BioMaps del software VirRlaht 1.3(Katari et al., 2010
Se utilizé el Test de Fisher como método para calcular el valor @eld d¢ategorias
sobrerepresentadas, utilizando com v al or de corte p O 0.
enriguecimiento en las categorias de GO asociadadieihgdel ARN, procesamiento
del ARNm y procesos metabolicos del ARNm (Fig.2.2.). Estos datos estan en
concordancia con observaciones previas en las qudes®stré que los genes
relacionados al metabolismo del ARN son los méas afectados por el SA (Syed et al.,
2012b; Reddy et al.,, 2013). Los resultados de estos analisis demuestran que durante
distintas etapas del desarrollo de una planta existe una coméerdgc genes que
sufren modificaciones a nivel dplicing alternativo,mayoritariamente a través de su
efecto sobre aplicingalternativo de los factores dgplicingen si.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20007449
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Fig. 2.44.2. Eventos de splicing alternativo entre senillas en desarrollo, semillas
embebidas y plantulas.La figura compara las ontologias entre los genes regulados a nivel de
splicing alternativo en los tres transcriptomas. El enriquecimiento por GO fue evaluado en tres
niveles diferentes: procesos biolGoic(BP), componente celular (CC) y funcion molecular
(MF). El gradiente de colores representa leglores ajustados y el tamafio de los circulos
representa el factor de enriquecimiento. Se representan solo las categorias que muestran un
enriguecimiento dadisticamente significativo en al menos un set de datos. El grafico ha sido
creado con un script personalizado en el programa estadistico R (realizado con la colaboracion

de Maria Teresa Saufénchez).

24.5. Validacion de algunos eventos de splicingeahativo mediante PCR semi
cuantitativa en semillas salvajes G6ldeArabidopsis thaliana

La siguiente aproximacion experimental fue la de validar algunos de los genes que
salieron como significativos en nuestro transcriptomapdieing alternativo.Para ello
utilizamos como material de partida las mismas muestras de ARN de las semilas Col
usadas para realizar el RNAseq. A partir de este ARN se sintetiz6 el ADN copia
mediante transcripcion reversa, el cual fue utilizado para realizar las PCRs semi
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cuantitativas correspondientes para cada gen a evaluar. Los productos amplificados de
la PCR se separaron mediante una corrida en un gel de poliacril@waigésta manera

se pueden observar las bandas correspondientes a los diferentes productos de PCR que
son generados por la amplificacion del ADN copia de las diferentes isofdrosas
productos se cuantificaron utilizando el software ImageJ. Con dichos datos de
densitometria se calcularon los indicesplicingcomo el cociente entre la abundancia

de laisoforma mas larga relativa a los niveles de todas las isoformas posibles totales,
para cada gen evaluado siguiéndose protocolos establecidos en Petrillo et al. (2014).

Para la validacién experimental seleccionamos un total de 4 genes en base a dos

criterios simultaneos: (a) genes involucrados en el procespliding del ARN y (b)

genes previamente documentados en la literatura (Petrillo et al., 2014; Shikata et al.,
2014). Se seleccionardsAF65(un factor auxiliar deplicing) y tres genes del tipBR

gue participan en el proceso dplicing SR30 RS31y RS31a La Figura 24.5.1.
muestra el indice dsplicing para los tratamientos de luz que recibieron las semillas
Col-0. Se observo que el indice dplicing de todos los genes evaluados disminuy6
ertre 5 a 2 veces en respuesta pld@n respecto al tratamiento control de luz RL. Los
resultados de estos experimentos confirman que el patr§plideg alternativo de los
genesU2AF65 SR30 RS31y RS3laestabajo regulacion de la luz R en semillas
embdidas de Arabidopsis.

indice de Splicing

indice de Splicing

U2AF65

SR30

RS31

0.30
0.25
0.20 b

0.10
0.05 a

0.00

RS31a
0.25

0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05
0.00

Rp RLp

0.20 b

0.15

0.10

0.05

0.00

Rp RLp

PORLLLL IR

Fig. 245.1. Validacion de genes que presentagplicing alternativo mediado por luz.
Validacion por PCR senrtuantitativa de eventos dplicing inducidos por luz en semillas

Col-0. Se muestra la relacion entre las isoformasada gen en funcion del estimulo luminico
percibido por las semillas. Cada barra representa la media + ES (n=3). Las diferencias entre
medias se detectaron mediante ANOVA de un factor (p<0.05). Se adjuntan los geles
correspondientes a los genes evaluadps.pidiso de rojo; RLp: pulso de rojo lejano. (Datos
obtenidos con la colaboracion de Lucas Servi & Ezequiel Petrillo).
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24.6. Rol de los fitocromos en el patron de splicing alternativo en semillas embebidas
de Arabidopsis.

La induccién de la germinaciopor luz en semillas dérabidopsis thalianaes
mediada exclusivamente por los fitocromos. El genoma de Arabidopsis codifica para 5
fitocromos distintosontienen funciones diferentes en la promocion de la germinacion
por luz (Botto et al., 1995; Shinomuea al., 1996; Henning et al., 2002; Arana et al.,
2014). El phyA y el phyB son los fotorreceptores principales que promueven la
germinacion (Botto et al., 1995; Shinomura et al., 1996). En esta tesis evaluamos la
contribucién de estos fotorreceptores @rexpresion de los patrones de SA. Para ello,
diseflamos un nuevo experimento utilizando semillas salvajes y muphytg phyA
phyB Inicialmente evaluamos la germinacion de semillas salvajes y mutantes
estratificadas durante 3 dias a 5°C e irradiadasucoR® o RLp. Se observo que elpgR
indujo la germinacion de semillas @len un 98%, mientras que las mutarbgB
germinaron un 10%. En semillas dobles mutafitgA phyBse observé una promocion
parcial de la germinacion por luz R de aproximadamen®, Zugiriendo que otros
fitocromos promueven la germinacion por luz en ausencia de phyA y phyB. La luz RL
no indujo niveles significativos de germinacion en ninguno de los genotipos evaluados
(Fig.24.6.1.). En todos los casos, la germinacion en luz RLneeor al 20%. Estos
resultados sugieren que el phyB es el principal fitocromo que induce la germinacion en
nuestras condiciones experimentales.

120
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Fig. 24.6.1. La luz R promueve la germinacién de semillas Gdl.
Germinacion de semillas G6ly muantes de fitocromos embebidas
durante 3 dias en oscuridad a 5°C, previ@soRRLp. Cada barra
representa la media + ES (n=3). Las diferencias entre medias se
detectaron mediante ANOVA de dos factores seguido de test de Fisher
(p<0.05). Rp: pulso de luzjm RLp: pulso de luz rojo lejano.



Con las semillas de estos materiales procedimos a realizar las extracciones de ARN
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y posterior sintesis del ADN copia para evaluar, mediante PCRcseamiitativa, los
patrones desplicingalternativo. La Fig.2.6.2. muestra los geles correspondientes a los
genesPIF6, ABI3, DRM], U2AF65 RS31 RS31ay SR30tanto en semillas del genotipo
salvaje como en las mutantpByBYy phyA phyB Para los geneBIF6 y ABI3 no se
detectaron diferencias ni por genotipo ni por luzles geles. Estos datos no se
cuantificaron ya que, adicionalmente, no se pudieron detectar todas las isoformas
presentes, por lo que se descartaron de los analisis posteriores.

PIF6

Rojo Rojo Lejano
Col phyB phyAphyB . Col phyB phyAphyB

ABI3

Rojo Rojo Lejano

Col phyB phyAphyB Col phyB phyAphyB

———————————— —— — ——

Rojo Rojo Lejano
Col phy8 phyAphyB Col phyB phyAphyB

LA

U2AF65

Rojo Rojo Lejano

phyAphyB Col phyB phyAphyB

RS31

Rojo Rojo Lejano
col phy8  phyAphyB cof phy8  phyAphyB

RS31a

Rojo Rojo Lejano
Col phyB phyAphyB Col phyB  phyAphyB

Fig. 24.6.2. Rol de los fitocromos sobre el SA de algunos genkkedicionpor PCR semi
cuantitativa de eventos dmlicing inducidos por luz en semillas Gbly mutantesphyB y
phyAphyB Se muestran las fotos de los geles de 7 genes evaluados. (Datos obtenidos con
colaboracién de Lucas Servi & Ezequiel Petrillo).




























































































































































































































































































































































