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Fe de Erratas

Tesis Doctoral: “El rol de los genes LSM en la regulacion de los ritmos circadianos”

Lic. Ma. Soledad Perez Santangelo

e En la pdagina é1: El valor del periodo reportero CCR2::Luc en la mutante Ism4-1
es:26.14 £ 1.64 vs 24.72 £ 0.81, n0 27.07 £ 1.47 h vs 23.64 + 0.50 h.

e En la pagina 64, Figura 23, los graficos deberian tener 3 colores. Negro=conftrol
negativo, beige=control positivo y gris=LSM si par. Las lineas verdes deberian ser

grises, son las réplicas de cada LSM si par.

e En la pdgina 71, Figura 25, el diagrama de Venn debe decir como el texto: 759

cambiados en comun, no 756.

e Enla pagina 73, Figura 24, el orden de las letras deberia ser A, B, C hacia abajo
en la columna izquierda y D, E, F hacia abajo en la columna derecha, cambiando

el epigrafe correspondientemente.
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El rol de los genes LSM en la regulacion de los ritmos circadianos
RESUMEN

Los relojes circadianos son mecanismos auto-regulatorios enddgenos que
controlan la periodicidad de multiples procesos bioldgicos. Estos proporcionan
a los organismos una ventaja adaptativa que permite sincronizar distintos
eventos fisiolégicos y del desarrollo al momento mds adecuado del dia. La
regulaciéon del reloj circadiano ocurre principalmente mediante circuitos de
retroalimentacion transcripcional. Sin embargo, estudios recientes muestran que
se requiere de mecanismos post-transcripcionales para el correcto
funcionamiento del reloj. Uno de estos mecanismos es el splicing alternativo,
mediante el cual se producen multiples variantes de ARNm a partir de un Unico

gen.

En esta tesis se caracterizd el comportamiento circadiano de mutantes de
factores de splicing cuyos transcriptos estdn regulados por el reloj. Se encontrd
que mutaciones en los genes LSM5 y LSM4, que codifican para componentes
del complejo spliceosomal Ué snRNP, alteran el periodo circadiano. Un andlisis
global del tfranscriptoma de ambas mutantes reveld enriquecimiento en genes
implicados en la regulacion de la transcripcion y respuestas de estrés, asi como
alteraciones en el splicing alternativo de un subconjunto de genes, incluyendo

genes centrales y de vias de salida del reloj.

Los genes LSM también forman parte de ofro complejo involucrado en el
decaimiento del ARNm. Dado que LSM4 y LSM5 son parte de los dos complejos
nos preguntamos si parte del efecto circadiano observado era debido a su rol
sobre el decaimiento de ARNm. Se encontré que mutaciones en varios genes
involucrados en decaimiento de ARNm también generan alteraciones en los

ritmos circadianos.

Estos resultados apoyan la idea de que ciertos genes LSM desempenan un
rol en los ritmos circadianos, mediante la regulacién del splicing alternativo y del
decaimiento de ARNm, lo cual confribuye a la sincronizacion de los ritmos

bioldgicos con cambios ambientales.

Palabras Clave: Arabidopsis, ritmos circadianos, LSM5, LSM4, splicing alternativo,
U6snRNP, decaimiento de ARNm.



Role for LSM genes in the regulation of circadian rhythms

ABTRACT

Circadian clocks are endogenous self-regulatory mechanisms that control
the periodicity of multiple biological processes. These provide organisms with an
adaptive advantage that allows them to synchronize different physiological and
developmental events to the most appropriate time of day. The regulation of the
biological clock occurs mainly through transcriptional feedback loops. However,
recent studies show that post-franscriptional mechanisms are required for proper
functioning of the clock. One of these mechanisms is alternative splicing, a

process through which multiple mRNA variants are produced from a single gene.

In this thesis we characterized the circadian behavior of splicing factors
mutants, affected in genes whose transcripts are regulated by the clock. We
found that mutations in LSM5 and LSM4 genes, encoding Ué snRNP spliceosomal
complex components, change the circadian period. Genome-wide
transcriptome analysis of both mutants revealed enrichment in genes involved in
transcriptional regulation and stress responses, as well as changes in alternative

splicing of a subset of genes, including central and output clock genes.

The LSM genes are also part of another complex involved in mRNA decay.
Since LSM5 and LSM4 are part of both complexes, we wondered if part of the
circadian effect observed in the mutants was due to their role on mRNA decay.
We found that mutations in other genes involved in mRNA decay also generate

changes in circadian rhythmes.
These findings support the idea that some LSM genes play a role in circadian
rhythms through the regulation of alternative splicing and mRNA decay, which

helps synchronize biological rhythms with environmental changes.

Key Words: Arabidopsis, circadian rhythms, LSM, alternative splicing, UésnRNP,
decay of mRNA.
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(ntroducclon Gewneral

Aspectos Generales de los Ritmos Circadianos

Historia de los ritmos circadianos

En el ano 1729, el astronomo francés Jean Jacques d'Ortous de Mairan
inicid, con un informe de una pdgina, el acercamiento experimental al estudio
de los ritmos biolégicos enddgenos (de Mairan 1729) (Fig. 1A). El experimento
consistio en colocar una planta en oscuridad continua en un armario vy
observarla a lo largo del tiempo. Para ello utilizd la planta Mimosa puddica que
ya se sabia que cerraba sus hojas por la noche vy las re-abria durante el dia. Lo
que observo fue que las hojas de la planta continuaban abriéndose durante el
dia subjetivo, aun en ausencia de luz (Fig. 1B). Es asi como este experimento se
convirtié en la primera evidencia de la persistencia de los ritmos enddgenos en
ausencia de senales ambientales externas. Sin embargo, en verdad, este

experimento sélo descartd la participacién de la luz, pero no de otros factores

ambientales (Somers 1999).

A B

DESs SCIENCES 35

OBSERVATION BOTANIQUE.

ON (gait que la Senfitive eft Leliotrope , c'eft-3-dire que
fes rameaux & fes feiiifles fe dirigent tolijours vers le
cbté d'olr vient la plus grande fumiére, & Yon fcait de plus
qua cette propriété qui lui et commune avec d'autres Plan-

tes, elle en joint une qui lui eft plus particuliére, lle cft pon' L}
Senfitive 4 I'égard du Soleil ou du jour, fes feiiilles & leurs

édicules fe replient & fe contractent vers le coucher du | x
Soleil, de la méme maniére dont cela {c fait quand on tou- 4t

che 1a Plante, ou qu'on Fagite. Mais M. de Mairan a obfervé
qu'il n'eft point nécefiaire pour ce phénoméne qu'eile foit au
Soleil ou au grand air, il eft feulement un peu moins mar-
qué lorfqu'on fa tient todjours enfermée dans un lieu obfcur,
elle s'épanoiiit encore trés-fenfibl pendant lc jour, &
fe replic ou fe reflerre réguliérement le foir pour toute la
nuit. L'expérience a été faite fur la fin de TEté, & bien ré-
pétée. La Senfiiive fent donc le. Solei fans le voir en au-
cune mipiéve ;.8 cela paroit avoir  3.0ette malheu-
reufe délicareflé dun grand nombre s, qui.sapper-
goivent dans leurs Lits de Ia différence du jour & de la nuit.

1 feroit curieux d'éprouver fi d'autres Plantes, dont les
feiiilles ou fes fleurss'ouyrent fe jour, & fc ferment la nuit,
conferveroient comme la Senfitive cette propriété dans des
Jieux obfcurs; fi on pourroit faire par art, par des fourneaux
plus ou moins chauds, un jour & une nuit qu'eiles fentiffent ;
{i on pourroit renverfer par fa l'ordre des phénomenes du
vrai jour & de fa vraye nuit, &c. Mais les occupations or=
dinaires de M. Mairan ne lui ont pas permis de pouffer les
expériences jufque-13, & i fe contente d'une fimple invi-
tation aux Botaniftes & aux Phificiens, qui pourront cux-
mémes avoir d'autres chofes A fuivre. La marche de’la véri-
table Phifique, qui eft I'Expérimentale, ne peut étre que
fort lente,

Ejj

Fig. 1. Primer experimento circadiano. A) Reporte del astrénomo De Mairan publicado
en 1729 describiendo el primer experimento circadiano realizado sobre la planta
mimosa pudica. B) Diagrama del diseio experimental. Las plantas fueron estudiadas
bajo condiciones de luz/oscuridad, donde se observd que sus hojas se cerraban
durante la noche y se re-abrian durante el dia. Luego fueron colocadas en un armario,
en condiciones de oscuridad continua, y se observd que las plantas se comportaban
de la misma manera, abriendo sus hojas durante el dia subjetivo y cerrdndolas durante
la noche subjetiva (de Mairan 1729).
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En 1759, 30 anos después de De Mairan, dos autores demostraron la
persistencia de los ritmos diarios del movimiento de hojas en condiciones de
temperatura constante (Zinn 1759; Duhamel Du Monceau 1759). Pero no fue
hasta varias décadas mds tardes que se logré mediante experimentos
fisioldgicos demostrar el cardcter enddgeno del reloj biolégico en plantas (De
Candolle 1832). Luego, tomd casi un siglo encontrar similares evidencias para

animales (Richter 1922) y 55 anos mds para humanos en particular (Wever 1979).

En 1932, Erwin BUnning, un bidlogo alemdn, identificd dos variantes del
poroto comun, que diferian en el largo de su periodo enddgeno por 3 horas.
Cuando las cruzd entre si, la progenie exhibia periodos que oscilaban entre los
valores extremos de los parentales, sugiriendo que esta propiedad de |os ritmos
circadianos era un rasgo heredable determinado genéticamente (BUnning
1932). Es asi que se llegd a la conclusion de que los ritmos no podian ser
atribuidos a ninguna senal ambiental sino que provenian del propio organismo

(Roenneberg and Merrow 2005).

Caracteristicas de los ritmos circadianos

En 1960, Colin Pittendrigh, un bidlogo inglés, enumerd las caracteristicas de
los ritmos circadianos en 16 generalizaciones (Pittendrigh 1960). Entre ellas se
pueden destacar tres principales. La primera es que son enddégenamente
generados y autosuficientes, por lo que persisten bajo condiciones ambientales
constantes, tipicamente luz y temperatura. Bajo estas condiciones contfroladas,
el organismo carece de senales temporales externas y se observa un periodo,
en libre curso, de aproximadamente 24 horas. Esta caracteristica definitoria
inspird a Franz Halberg en 1959 para tomar el término circadiano, de las palabras
en latin "circa" (cerca) y "die" (dia). Una segunda caracteristica de los ritmos
circadianos es que senales ambientales como la luz/oscuridad o ciclos de
temperatura pueden restablecer o “enfrenar” la fase del ritmo para que
coincida con el ciclo ambiental. Pero, aunque el reloj puede ser entrenado por
los cambios de temperatura, una tercera caracteristica es que el periodo
circadiano casi no varia frente a un amplio rango de temperaturas, un

fendmeno conocido como compensacion térmica (McClung 2006).
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Los ritmos circadianos toman forma de ondas sinusoidales, que pueden ser
descriptas por los términos matematicos periodo, fase y amplitud (Fig. 2). El
periodo se define como el tiempo para completar un ciclo. La fase se enfiende
como el momento del dia en el que la respuesta en estudio presenta su valor
maximo. La fase a menudo se define en tiempo de zeitgeber (ZT) (del alemdan,
dador de tiempo). Cualquier estimulo que da informacion del tiempo al reloj es
un zeitgeber. Por Ultimo, la amplitud del ritmo se define como la mitad de la
distancia entre el valor mdximo y el valor minimo que presenta dicha respuesta

(McClung 2006).

Periodo

Fase (Max)

Amplitud

Respuesta en estudio

Tiempo

Fig. 2. Términos utilizados para describir un ritmo circadiano. Los ritmos circadianos
pueden ser descriptos por los términos matemdaticos periodo, fase y amplitud.
El periodo es el tiempo que toma completar un ciclo, la fase se entiende como el
momento del dia en el que la respuesta en estudio presenta su valor méximo vy la
amplitud es la mitad de la distancia entre el valor méximo y el valor minimo que
presenta dicha respuesta. Figura adaptada de (McClung, 2006).

Mecanismos de los Ritmos Circadianos

Modelo cldsico del reloj circadiano

El reloj circadiano es un mecanismo celular generalizado que controla
diversas funciones ritmicas en casi todos los organismos. El modelo conceptual
clasico del reloj, que da lugar a estos ritmos circadianos, estd conformado por
tres componentes bdsicos, las vias de entrada, el oscilador vy las vias de salida
(Fig. 3). El oscilador es el marcapasos del sistema y es responsable de generar el
ritmo circadiano. Sin embargo, para ser bioldgicamente significativo, la fase del
ritmo debe estar sincronizada con el mundo exterior. Asi, las vias de entrada

traducen senales del tiempo del ambiente al oscilador. Estas senales se
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presentan mds comUnmente en las fransiciones de luz/oscuridad o cambios de
temperatura. Para completar el modelo del reloj circadiano se encuentran las
vias de salida, que constituyen un vinculo enfre el oscilador y los distinfos

procesos bioldgicos cuyos ritmos controla (Barak et al. 2000).

Luz Fig. 3. Componentes de un sistema
Temperatura circadiano generadlizado.
Este modelo simple incluye una via
l Vias de entrada de entrada (luz o temperatura) a un
oscilador circadiano. El oscilador
<< genera senales que son fraducidas
por medio de vias de salida para
V A Oscilador producir ritmos circadianos. Las vias
de salida se representan como dos
= ritmos idealizados (linea continua y
lvias de salida punteada) con diferentes fases.
En condiciones de luz/oscuridad, el
periodo del oscilador coincide con
Periodo = 24h Periodo ~ 24h el periodo de los ciclos de
—t entrenamiento (Ritmos entrenados).
r I Bajo condiciones constantes, el reloj
' \ ! \ ; oscila con un periodo endégeno

] (] \
' ,' “ A ’ éle " cercano pero no exactamente 24h
X | A X | X ) st v X (Ritmos en libre curso). Figura
. = = adaptada de (Barak et al., 2000
Ritmos entrenados Ritmos en libre curso P ( )

Trends in Plant Science

En plantas, el reloj circadiano controla diversos procesos bioldgicos, desde
la apertura de estomas y movimiento de hojas hasta la expresion génica y
fosforilacion de proteinas. Por ejemplo, el aumento antes del amanecer del gen
CAB (gen asociado con la fotosintesis), indica un papel para el reloj en la
coordinacién del metabolismo para maximizar el rendimiento fotosintético.
También, se ha demostrado que las concentraciones citosdlicas de calcio libre
oscilan con un ritmo circadiano. Teniendo en cuenta la importancia del calcio
como segundo mensajero y cofactor para muchas enzimas, este podria ser un
medio por el cual el relojregula una variedad de procesos celulares. En la planta
Kalanchoe fedtschenkoi se observd actividad circadiana de una quinasa que
fosforila la fosfoenol-piruvato carboxilasa. En un nivel superior de organizacion,
el reloj controla el movimiento de los cloroplastos, la apertura estomdtica, la
elongacion del hipocdtilo, el movimiento de cotiledones y hojas, la apertura de

pétalos y el tiempo de floracién (Fig. 4) (Barak et al. 2000).
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Fig. 4. Procesos bioldgicos controlados por el reloj circadiano de plantas. (a) Expresidon
de genes; (b) Niveles citosdlicos de calcio; (c) Fosforilacién de algunas proteinas. En un
nivel superior de organizacién, (d) Movimiento de cloroplastos, (€) Apertura estomdtica,
(f) Elongacion del hipocétilo, (g) Movimientos de cotiledones y hojas, (h) Apertura de
pétalos y (i) El iempo de floracién. Adaptado de (Barak et al. 2000)

Circuitos de retroalimentacidon transcripcional

En Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, los estudios genéticos y biogquimicos
fueron fundamentales para comprender la arquitectura molecular del reloj en
un modelo vegetal. En la actualidad, se identificaron mds de 20 componentes
del o relacionados al reloj (Hsu and Harmer 2014). En las plantas, como en otros
eucariotas, el modelo original del reloj estaba compuesto de circuitos de retro-
alimentacion positivos y negativos entre tres componentes centrales, dos
factores de transcripcion con dominio MYB, CIRCADIAN ASSOCIATED 1 (CCAT)
y LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY), y un miembro de la familia de
PSEUDORESPONSE REGULATORS (PRR): TIMING OF CAB2 EXPRESSION 1 (TOC1)
(Alabadi et al. 2001). Estos tres componentes fueron considerados el centro del
oscilador ya que la pérdida de funcion de cualquiera de estos tres genes resulta
en un reloj de periodo corto y la sobreexpresién confiere arritmicidad en

multiples vias de salida.
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El circuito comienza cuando CCA y LHY reprimen la expresion directa de
TOCT1, uniéndose especificamente a un elemento en cis (en la secuencia de
ADN) dentro de su promotor. Esta secuencia es conocida como el elemento de
la noche (EE, delinglés Evening Element), un motivo que se encuentra a menudo
en promotores de genes regulados por el reloj que se expresan por la hoche
(Harmer and Kay 2005). A su vez, se habia propuesto que TOC]| inducia la
expresion de CCAT y LHY a través de un mecanismo desconocido. Este se
presentd como un modelo franscripcional simple, basado en datos genéticos y
de modelado (Locke et al. 2005). Sin embargo, con la falta de actividad
bioquimica para TOCT, el mecanismo transcripcional que controla al oscilador

central era desconocido.

Fue en el ano 2012 que finalmente se pudo caracterizar la funcidn
bioguimica y molecular de TOCI. Se demostré que TOCI es un represor
transcripcional de CCAT y LHY, que se une directamente al ADN de estos dos
genes y reprime su expresion (Gendron et al. 2012; Huang et al. 2012; Pokhilko et
al. 2012). De esta manera el modelo central CCAT/LHY-TOC se actualizd a un
modelo basado exclusivamente en la represion transcripcional (Pokhilko et al.
2012).

El circuito central CCAIT/LHY-TOC] estd interconectado, a su vez, con un
circuito que esta preferencialmente activo por la manana y con ofro circuito
que estd preferencialmente activo por la noche. A través del circuito de la
manana, LHY y CCA1 activan la expresion de los genes de la familia de
PSEUDORESPONSE REGULATORS, PRR9 y PRR7 (Farré et al. 2005) quienes a su vez
reprimen la expresion de CCAT y LHY. La expresion de PRR7 y PRR9 se apaga
durante la noche a través del complejo de la noche (EC del inglés, Evening
Complex) que consiste del factor de transcripcién tipo MYB, LUX ARRHYTHMO
(LUX) y las proteinas EARLY FLOWERING 3 (EFL3) y ELF4 (Nusinow et al. 2011).

Como resultado se re-activa la transcripcion de CCAT y LHY (Fig. 5).

Asi como CCAI y LHY, hay un grupo de factores de transcripcién con
dominio MYB que muestran regulacion circadiana de su expresion; estos son los
genes REVEILLE (RVE) (Rawat et al. 2011). Tres de ellos RVEI, RVE2 (también
llamado CIRCADIAN 1/CIR1) y RVE7 (también llamado EARLY-PHYTOCHROME-

RESPONSIVE1/EPR1), principalmente desempenan funciones en las vias de salida
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del reloj (Kuno et al. 2003; Zhang et al. 2007; Rawat et al. 2009). Sin embargo,
RVE8 (también llamado LHY-CCAI-LIKES / LCLS) parece tener una funcion mds
central en el oscilador del reloj. RVE8 se une al promotor de TOC1 y al EE del
promotor de PRRS para activar su transcripcién (Farinas and Mas 201 1; Rawat et
al. 2011; Hsu et al. 2013). Los cuatro RVE restantes (RVES, 4, 5, y 6) también se
unen al EE de PRR5 (Gong et al. 2008), aumentando la posibilidad de

redundancia funcional entre ellos (McClung 2014).

—R e gulacion transcripcional

_Eeenes
OProfel’na
= [Prs)

clon
@ Complejo de la noche %Z‘;?goco“\o

oD
FT # poracione”

Fig. 5. Modelo molecular del reloj circadiano de Arabidopsis thaliana. El nicleo del
oscilador consiste en CCAI, LHY y TOCI. Otros componentes expresados durante el dia
estdn interconectados con este nlcleo formando mdltiples circuitos de
refroalimentacion.  Para  simplificar, algunos componentes que afectan el
funcionamiento del reloj fueron omifidos en esta figura. Adicionalmente, se muestran
algunas conexiones mecanisticas directas entre componentes del reloj y moduladores
de algunos procesos fisioldgicos, como el crecimiento del hipocotilo y la floracion
fotoperiddica. Las flechas representan activacién transcripcional y las lineas horizontales
representan represion transcripcional. Las lineas de puntos vinculan a la proteina con su
gen. LD= luz/oscuridad. Figura adaptada de (Nagel and Kay, 2012).
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Para la identificacion de componentes del reloj se han utilizado enfoques
de genética directa y reversa. En este tipo de enfoques se utilizan comUnmente
ciclos de 12 horas luz/12 horas oscuridad para entrenar al reloj, y luego se
colocan las plantas en libre curso en luz continua para observar la funcién del
reloj enddgeno. Se utilizan promotores de genes del reloj fusionados al gen de
la luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis (Luc), se monitorean ritmos por
varios dias, y se observa el fenotipo basado en los ritmos de bioluminiscencia
observada (principalmente el periodo de estos ritmos analizados). En la Figura 6
se observan las distintas alteraciones en la periodicidad del reloj, periodo largo,
corto o arritmico, para perdida de funcién o sobre expresion de diferentes genes

candidatos del reloj central.

A m
2 g
SN 0o
Fusion 3 as
) . . promotorde £ Q
Diurno Circadiano gendelreloj 5 g‘ 2
2 ]

(T el — (o IO —ies S>3 5
0 24 o
Tiempo (h) o

. ) Perdida de funcién Sobreexpresion

A Periodo corto o — —~ ~
FAYE det1  Iwd1/ sl JMJIDS o
ABA - wd2  tic PRRY 2
A & Jmid5  nox toct RVES =
4 N prr3 >, -g
4 Periodo largo N
iy [ fio1 ELF3 PRR5) o
AV = pre7 NOX PRR7 | O
7 NI/ prr9 PRR3 5
-—-) \_ ves g, §
A s ™ 0,
4 Aritmico elf3 CCA1  LUX o
N = elfs CHE roct | 3
lux LHY L]

> X B/

Fig. 6 Enfoques de genética directa y reversa en la busqueda de genes del oscilador y de
vias de salida. A) Se utiliza el gen de la luciferasa Photinus pyralis (Luc) rio abajo de
promotores de genes delreloj. Se entrena en luz-oscuridad y luego se monitorea el periodo
en luz continua por varios dias. B) Efecto de pérdida de funcidn o sobre expresion de genes
candidatos involucrados en la regulacion del reloj circadiano. Posibles alteraciones en la
periodicidad del reloj son periodo corto, periodo largo o arritmicidad. Las lineas negras
representan las oscilaciones circadianas normales, las lineas punteadas representan las
posibles alteraciones. Ademds, las alteraciones en el reloj pueden reflejarse como
cambios en la fase y la amplitud. Figura adaptada de (Nagel and Kay, 2012).

La regulacién transcripcional es considerada el mecanismo primordial en la
expresion ritmica de genes, tanto de los genes centrales del reloj, asi como de
los genes de vias de salida, pero no es el Unico nivel de regulacion. Mecanismos
post-franscripcionales estdn tomando protagonismo en la regulacién de los

ritmos circadianos (Nolte and Staiger 2015; Romanowski and Yanovsky 2015).
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Mecanismos post-transcripcionales: El splicing

Al comienzo de la franscripcién, se recluta a la enzima ARN polimerasa all
promotor del gen por factores de transcripcion. Una vez que este proceso inicia,
el ARNm precursor (pre-ARNm) entra en una serie de pasos hasta su maduracion
(ARNm). Las moléculas de pre-ARNm estdn compuestas de una serie de
segmentos continuos, conocidos como intrones y exones. Los infrones deben ser
removidos del pre-ARNm para producir un ARNm funcional a través de un
proceso conocido como splicing. En particular, los exones pueden unirse de
distintas maneras y los intrones retenerse selectivamente a través del splicing

alternativo (Fig. 7).

A Fig. 7. Tipos de eventos de splicing

representan los exones alternativos; las
lineas negras representan los intrones. Las
lineas continuas marcan los eventos de
splicing constitutivos. Las lineas
puntuadas marcan los eventos de
splicing alternativo. Figura de (Nolte and
Staiger 2015)

-/—:l\—- = alternativo. (A) Exclusién de exén (EE), (B)

She e T seleccion alternativa  del sitio  de

reconocimiento de splicing 5' (5'alt),

B (C) seleccién alternativa del sitio de

ﬁ- e reconocimiento de splicing 3’ (3'alt),

5= s (D) retencién de intrén (RI). Las cajas

azules representan los exones

c constitutivos; las cajas verdes
o ”

D

~.

3

Es asi como, diferentes usos de los sitios de splicing pueden dar lugar a
multiples isoformas de ARNm a partir de un Unico pre-ARNm, lo cual aumenta
enormemente la capacidad de codificacion del genoma (Graveley 2001). El
splicing alternativo regula diversos procesos bioldgicos mediante el control de
los niveles de transcripcion y/o la funcién de proteinas. Por ejemplo, el splicing
alternativo puede generar isoformas de ARNm que contienen codones de
terminacion prematuros (PTC), que puede conducir a la degradacion del ARNm
a través de la via de decaimiento NMD (Kalyna et al. 2012).También, el splicing
alternativo en el 5' o 3' UTR pueden afectar la estabilidad del ARN a través de la
inclusién o exclusion de sitio de unidn a micro ARNs (Salomonis et al. 2010). Por
Ultimo, dada la variacion en los patrones de splicing, las proteinas
correspondientes pueden estar compuestas de distintos dominios y por lo tanto

tener diferentes funciones (Nilsen and Graveley 2010).
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El splicing es llevado a cabo por un complejo conocido como spliceosoma,
el cual estd compuesto por pequenos dcidos ribonucleicos nucleares (SNARNS)
ricos en uridina, llamados, U1, U2, U4, U5 y Ué snARN, que forman pequenas
particulas ribonucleoproteicas nucleares (snRNPs) con un conjunto de proteinas
especificas (Wahl et al. 2009). En plantas no ha sido posible realizar ensayos de
splicing in vifro, generando una limitacion en el estudio de los mecanismos
involucrados en el reconocimiento de infrones y ensamblado del spliceosoma.
Sin embargo, con la llegada de la era gendmica y la posibilidad de
secuenciacion de todo el genoma, permitidé la identificacion de proteinas
ortélogas y snARNs centrales del spliceosoma, sugiriendo que los principios
fundamentales del procesamiento de intrones son aplicables también en
plantas (Wang and Brendel 2004; Barta et al. 2012; Koncz et al. 2012).

Dos tipos de spliceosomas coexisten en la mayoria de los eucariotas: el
spliceosoma dependiente de U2, que cataliza la remocion de infrones fipo U2 y
el spliceosoma dependiente de U12, menos abundante, que estd presente en
algunos eucariotas y estd involucrado en la remocion de intrones poco

comunes del fipo U12.

La informacién proveniente del pre-ARNm que contribuye a la definicion de
un intrén es limitada. Esta consta de una secuencia conservada en el sitio dador
de splicing 5" (5'ss), en el sitio aceptor de splicing 3" (3'ss) y en el punto de
ramificacién. El punto de ramificacion estd tfipicamente ubicado a 18-40
nucledtidos rio arriba del 3'ss y es seguido por un tracto de polipirimidinas (PPT).
Existen también otros elementos en cis en el pre-ARNmM, que se conocen como
activadores (ESE e ISE, del inglés Exonic / Infronic Splicing Enhancers) y
silenciadores (ESS e ISS, del inglés Exonic / Intronic Splicing Silencers) del splicing.
Estas secuencias son tipicamente cortas y modulan tanto el splicing constitutivo
como alternativo, reclutando proteinas regulatorias que activan o reprimen el

ensamblado del complejo spliceosomal (Will and Lohrmann 2011).

El ensamblado del spliceosoma se produce por la interaccién ordenada de
los complejos SNnRNPs spliceosomales y numerosos factores de splicing. El primer
complejo spliceosomal, U1 snRNP, es reclutado al 5'ss y ofros factores no snRNPs
como SF1 y U2AF interactUan con el punto de ramificacién y el tracto de

polipirimidinas, respectivamente. En el siguiente paso, el complejo U2 snRNP se

22



(ntroducclon Gewneral

asocia establemente con el punto de ramificacion, formando el complejo A
(también llamado pre-spliceosoma). El complejo U4/U6.U5 tri-snRNP, es
reclutado generando el complejo pre catalitico B. El spliceosoma se activa
(complejo Bect) luego de la desestabilizacion de U1 y U4 snRNPs, dado por
cambios en interacciones ARN-ARN y ARN-proteina. La subsiguiente activacion
catalizada por la DEAH-box ARN helicasa Prp2, genera el complejo B+, que
cataliza los dos primeros pasos de splicing. Esto produce el complejo C, que a
su vez cataliza el segundo paso. El spliceosoma luego se disocia y, después de
una remodelacion adicional, los complejos sNRNP liberados toman parte en

rondas adicionales de splicing (Fig. 8) (Will and Lihrmann 2011).
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Fig. 8. Representacion esquematica del ensamblado del spliceosoma y ciclo catalitico.
Las cajas vy lineas solidas representan los exones (E1 y E2) y los intrones respectivamente.
El punto de ramificacién estd indicado con la letra A También estdn indicados los sitios
5'ss 'y 3'ss. Figura adaptada de (Will and LGhrmann, 2011)
La decision de la eleccidn del sitio de splicing a usar, estd influenciado por
proteinas adicionales de unidn a ARN que interaccionan con distintos motivos
en el pre-ARNm para favorecer o inhibir el reclutamiento del spliceosoma a la

cercania a los sitios de splicing alternativo (Reddy et al. 2013). Las proteinas
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reguladoras son principalmente proteinas ricas en serina/arginina (SR) o
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs). Las proteinas SR
contienen uno o dos dominios RRM (motivos de reconocimiento del ARN, del
inglés RNA Recognition Motif), asi como dominios con una alta proporciéon de
repeticiones arginina/serina (Barta et al. 2010). Las proteinas hnRNPs son una

clase diversa de proteinas de unién a RNA con uno o multiples RRM.

El splicing alternativo y el reloj circadiano.

En los Ultimos 15 anos se han encontrado numerosos eventos de splicing
alternativo en genes del reloj circadiano. En 1998 en Drosophila melanogaster,
se enconfraron dos isoformas de ARNm para el gen del reloj central PER, las
cuales codifican proteinas idénticas, pero que difieren en la presencia o
ausencia de un intrén corto en la region de 3'UTR (Cheng et al. 1998). En
Neurospora crassa, se observd que el gen del reloj FRQ daba lugar a dos
isoformas de proteinas diferentes que difieren en longitud por 99 aminodcidos.
La proporcion de isoformas cambia en funcidn de la temperatura, lo cual
contribuia a la robusta ritmicidad a través de un amplio rango de temperaturas
(Colot et al. 2005; Diernfellner et al. 2005).

En Arabidopsis thaliana mediante técnicas de secuenciacion masiva, se ha
podido estimar que del 42% a 61% de los transcriptos sufren splicing alternativo,
siendo el evento mds abundante la retencidén de intron. (Filichkin et al. 2010;
Marquez et al. 2012). Cuando un intron es retenido por splicing alternativo, en el
transcripto puede aparecer un codén de terminacion prematuro (PTC). Este tipo
de coddn es reconocido por un mecanismo que elimina transcriptos aberrantes,
llamado la via de decaimiento NMD (del inglés, Nonsense-Mediated Decay)
(Isken and Maquat 2008). Un tercio de los eventos de splicing alternativo
encontrados por técnicas de secuenciacion masiva en Arabidopsis thaliana
resulfaron en aparentes tfranscriptos aberrantes. Mediante el mecanismo de
NMD se puede regular la expresion temporal de genes. Por ejemplo, tanto el
estrés abidtico y bidtico pueden alterar los perfiles de oscilacidn mediante el
cambio reversible de proporciones de la isoforma funcional y la isoforma
conteniendo un PTC (Filichkin et al. 2010; Filichkin et al. 2014; Filichkin et al. 2015).

El evento de splicing alternativo mdas estudiado del reloj en Arabidopsis

thaliana hasta el momento, estd asociado al gen CCAI. Este evento es la
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retencion del Intrén 4, un intréon largo que se encuentra luego del exdn que
codifica el dominio MYB y da lugar a una proteina trunca debido a un PTC
(Filichkin et al. 2010). Mediante el andlisis de la secuencia se predijo que la
retencion del intron 4 generaba otra proteina, que posee el dominio de
dimerizacién C —terminal, sin el dominio MYB de unién al ADN, a esta version se
la llamé CCAIR (Seo et al. 2012). Cuando se sobre expresd en plantas
transgénicas, la version CCAI1p regulaba negativamente la actividad de la
version mads frecuente CCAla y a LHY mediante la formacién de homo y
heterodimeros no funcionales. (Seo et al. 2012). Este evento disminuia frente a

condiciones de baja temperatura. (Filichkin et al. 2010).

Un estudio reciente analizé sistemdticamente eventos de splicing alternativo
de un grupo de genes centrales del reloj (CCAI, LHY, TOCI1/PRRI1, PRR3, PRRS,
PRR7 ,y PRR9, ZTL, y CHE) mediante un sistema de RT-PCR de alta resolucion (HR
RT-PCR) (James et al. 2012). El andlisis se realizd para diferentes temperaturas y
distintos momentos del dia, y permitié identificar 63 eventos de splicing
alternativo para diez genes del reloj. Para 26 de estos eventos observaron una
abundancia significativa, sugiriendo que son fisioldgicamente relevantes y no
simplemente un resultado de procesamiento incompleto. En este trabajo se
confirmaron importantes eventos de splicing alternativo que ya habian sido
descriptos, como la retencién del intron 1 de LHY vy la retencién del intron 4 de
CCAI1, yseidentificaron nuevos eventos no anotados para los genes LHY, CCAI,
PRR3, PRRS, PRR7, PRR9 y TOC1, como la inserciéon del exdn alternativo 5a en LHY,
la retencion del infron 3 de PRR9, el uso alternativo de un 5'ss del intron 2 de

PRR9, entre ofros, los cuales en su mayoria generan PTC (Fig. 9).

Por ofro lado, al menos 13 de estos eventos alternativos, que estdn
asociados a siete genes del reloj, se vieron afectados por la exposicion a bajas
temperaturas, entre ellos el evento ya reportado regulado por temperatura, la
retencion de intrén 4 de CCAI. El splicing alternativo es claramente sensible a
cambios en temperatura y juega un rol importante en la respuesta a la transiciéon

de temperatura (James et al. 2012).

La regulacioén por splicing alternativo ocurre también en componentes de
vias de salida del reloj central. GLYCINE RICH RNA BINDING PROTEIN7 (GRP7;
también conocida como COLD CIRCADIAN RHYTHM AND RNA BINDING2
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[CCR2]) y GRP8 son proteinas de unidn al ARN ricas en glicinas, con un pico de
expresion al final del dia. Tanto GRP7 como GRP8 tienen una autorregulacion
negativa mediante splicing alternativo, dada por la utilizacién de un sitio de
splicing 5’ (5'ss) criptico en el medio del Unico intréon (Staiger et al. 2003), lo cual
genera un PTC y rdpido decaimiento por la via de NMD (Schéning et al. 2008).
Este es un ejemplo de interconexion entre la via de splicing alternativo y NMD, y
uno de los primeros ejemplos de circuitos de retroalimentacion basados en
regulacion post-transcripcional en el sistema circadiano (Nolte and Staiger 2015;

Romanowski and Yanovsky 2015).

CCAI
VAR
CCAla Péptido truncado CCAIB
B LHY
9
c

Exon Retencion Solicin o
Il UTR Bl alternativo - Intrén _'COﬁsﬂfuT%\]/o —— Sphc:ng
- Bk - 5 o alternativo
on irizen R FIC > Splicing
alternativo

Fig. 9. Eventos de Splicing alternativo para los genes del reloj circadiano en Arabidopsis
thaliana. Se muestran los esquemas de cada gen en la parte superior de cada panel, la
forma completamente procesada debajo a la izquierda y la isoformas alternativas
debajo ala derecha. (A) CCAIl, se muestra el evento alternativo reteniendo el intrén 4.
(B) LHY, se muestra el evento alternativo que incluye al exdn 5a. (C) PRRY, se muestra el
evento alternativo reteniendo el intrén 3 y uso alternativo de 5’ ss, el cual genera el
agregado de ocho nucledtidos en el exédn 2. Adaptado de (Nolte and Staiger, 2015).

En nuestro laboratorio en el ano 2010, se identificd un rol para PROTEIN
METHYLTRANSFERASE 5 (PRMTS5), una metil tfransferasa de argininas simétrica, en
la red circadiana de Arabidopsis thaliana (Sanchez et al. 2010). PRMT5 metila

histonas y numerosas proteinas implicadas en procesamiento de ARN,
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incluyendo las proteinas AtSmDI1, AtSmD3 y LSM4, que son componentes
centrales del spliceosoma (Deng et al. 2010; Zhang et al. 2011). La mutante
prmt5 mostraba un periodo circadiano alargado y el transcripto del
componente central del reloj PRR9 presentaba una acumulacion incrementada
de la isoforma alternativa que utiliza el sitio 5'ss en el infron 2, la cual genera un
PTC. Esto sugeria que el fenotipo de periodo largo de la mutante prmt5 podria
ser parcialmente atribuido a alteraciones en el splicing alternativo del gen PRR9.
Ademdas, el reloj circadiano regula la expresion de PRMT5 en plantas y esto
contribuye a modular cambios diarios en la expresidon de genes y en el splicing

alternativo de un subgrupo de genes.

Unos anos después dos grupos de investigacion describieron que
mutaciones en los factores de splicing SNW/Ski-interacting protein (SKIP) y
SPLICEOSOMAL TIMEKEEPER LOCUS 1 (STIPL1), generaban alteraciones en el
periodo circadiano (Jones et al. 2012; Wang et al. 2012). SKIP, homologo a SKIP
en mamiferos, interactUa fisicamente con el factor de splicing SR45, se asocia
con pre-ARNm de genes del reloj como PRR7 y PRRY y es necesario para la
regulacion de su splicing alternativo y maduracion de ARNm (Wang et al. 2012).
STIPLT, homologo a la proteina spliciosomal TFP11 de humanos y Ntrlp de
levadura, estd involucrada en el desensamblado del spliceosoma. Un andlisis
global utilizando RT-PCR de alta resolucion reveld que la mutante genera
splicing menos eficiente para casi fodos los infrones analizados. Se cree que la
expresion alterada de los genes CCAT, LHY, PRR9, Gl y TOC1 causada por
splicing aberrante, podria ser el causante del defecto circadiano encontrado

en la mutante stipl1 (Jones et al. 2012).
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Basados en los resultados de nuestro laboratorio para la proteina PRMTS y
en los datos de la bibliografia sobre la conexion entre splicing alternativo y el

reloj circadiano nos propusimos:
OBJETIVO

Dado que se desconocen la mayor parte de los factores que vinculan al
splicing alternativo con la regulacion de ritmos circadianos, se ha determinado
como objetivo general para esta tesis profundizar el conocimiento de la
conexiéon entre estos dos procesos. Para ello, se ha planteado como objetivo
particular identificar y caracterizar el rol en el control de ritmos circadianos de
factores de splicing con regulaciéon circadiana de sus mensajeros, mediante el

andlisis de mutantes en la planta modelo Arabidopsis thaliana.
HIPOTESIS

La hipdtesis principal de esta tesis es que la regulacion del splicing
alternativo, tanto en respuesta a senales enddgenas como en respuesta a
senales ambientales, contribuye fuertemente al ajuste de los ritmos circadianos.
Suponemos que esta regulaciéon seria clave no solo para el confrol del reloj
circadiano, sino también de los ritmos que este genera, permitiendo que el
crecimiento y el desarrollo de la planta estén mejor sincronizados con los

cambios diarios y estacionales en diversos condiciones ambientales.
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Material Vegetal y Condiciones de Crecimiento

Las lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas en esta tesis son del ecotipo
Columbia y C-24. Las plantas se cultivaron en macetas pldsticas de 110 cms3
conteniendo una mezcla de perlita, vermiculita y turba (1:1:0,5), y el riego se
realizd con soluciéon nutritiva (Hakaphos Rojo, Compo) durante el periodo de
crecimiento. La temperatura en las cdmaras fue mantenida entre 22°C y 24°C.
Las condiciones luminicas en término de fotoperiodo varion para cada
experimento. Se utilizaron fotoperiodos de dia largo (16h luz/ 8nh oscuridad), de
dia corto (8h luz/16h oscuridad), de 12:12 (12h luz/12h oscuridad) y de luz

continua.

Las mutantes empleadas fueron: sadl/IlsmS (CS24935), Ism4-1 (SALK_063398),
grp7  (SALK_039556), grple (SALK_038244), scl30 (SALK_012838), sr30
(SALK_116747), Ismia  (SALK_106536), Ismib  (SAIL_898_D06), dcps-I
(SALK_008881), xrn4-3 (SALK_014209) y xrn4-5 (SAIL_681_EQ1). La mutante doble

IsmTa/lsml1b se obtuvo mediante cruzas de las mutantes simples.

Las mutantes que expresan 10s reporteros bioluminiscentes se obtuvieron
mediante transformaciones con Agrobacterium tumefaciens o cruza con

plantas transgénicas que ya portaban las construcciones correspondientes.

La linea CS24935 sadl/lsm5 es una mutante puntual la cual se obfuvo
mediante mutagenesis con etil metanosulfonato, en una busqueda a gran
escala de mutantes con respuesta alterada al estrés (Xiong et al. 2001). Las
lineas “SALK” y “SAIL" presentadas en este trabajo provienen del SALK (Institute
Genomic Analysis Laboratory) y de Syngenta, respectivamente, y son mutantes

por insercion de T-DNA.
Andlisis del Reloj Circadiano en Arabidopsis thaliana

Medicion del dngulo entre hojas

Las semillas se sembraron directamente en macetas pldsticas cilindricas
(didmetro: 13mm, alto: 35mm) que contienen el sustrato ya especificado, y se
colocaron en la condicién de entrenamiento, en un fotoperiodo de dia largo.
Después de aproximadamente 10 dias, una vez que se detectd la aparicion del
primer par de hojas, las pldntulas se transfiieron a condiciones de luz vy

temperatura continua, y se las fotografio una vez por hora durante
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aproximadamente una semana. Luego se procedid al andlisis de los datos. Para
ello, se midi¢ el dngulo formado entre el primer par de hojas, considerando
como veértice de dicho angulo, el apice foliar que dio origen a las dos hojas.

Dicha medicién se realizé empleando el software ImageJ (Schneider et al. 2012).

Medicién de la bioluminiscencia

Las pldntulas se cultivaron directamente en medio Murashige & Skoog
(Murashige and Skoog 1962) 0.8% agar suplementado con 1% de sacarosa en
placas de 96 pocillos apropiadas para el uso en el lumindmetro de microplacas
modelo LB-960 (Berthold Technologies, Wildbad, Alemania), que funciona con
el software Mikrowin 2000 (version 4.29) (Mikrotek laborsysteme, Overath,
Alemania). Se sembrd una semilla por pocillo y se dejé a la placa en oscuridad
a 4°C por 3 dias. Luego se la colocd en la condicion de entrenamiento, en un
fotoperiodo de dia largo. Después de aproximadamente 7 dias cuando se
registra la aparicion de los cotiledones, se agregd el sustrato luciferina a cada
pocillo y la placa completa se transfirid a condiciones de temperatura y luz
constantes. Se programo el lumindmetro para medir la bioluminiscencia emitida
por cada pldntula una vez cada 2 horas. Una vez terminado el experimento (5

a 7 dias), se procede al andlisis de los datos.

Estimacion del periodo

La estimacion del periodo se realizd empleando el software Brass 3.0, del
inglés Biological rhythms analysis software system (Millar et al. 1995). Este
programa calcula dicho pardmetro aplicando el test de transformaciéon no
lineal de cuadrados minimos fast Fourier, del inglés fast Fourier transform-
nonlinear least squares (FFT-NLLS). Estos cdilculos se realizaron para las
mediciones de movimiento de hojas y bioluminiscencia. Para comparar
estadisticamente las diferencias observadas entre los distintos genotipos se

realizaron pruebas de t de Student (a=0.05).
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Generacion de Lineas Transgénicas

Lineas transgénicas pLSM5::LSM5 sadl/lsm5

El clonado se realizé utilizando la tecnologia Gateway (Invitrogen), ésta se
basa en el sistema de recombinacion sitio-especifica del fago A, la cual permite
trasladar un segmento de ADN entre diferentes vectores, y mantener la
orientacion y el marco de lectura correcto, sin el uso de ligasas y endonucleasas
de restriccion. La construccion de pLSM5::LSM5 se generd levantando por PCR
el ADN gendmico del gen LSM5y 1.6Kb de la regidon no codificante rio arriba del
sitio de comienzo de la franscripcién. Los sitios de recombinacion especifica
necesarios para emplear la tecnologia Gateway se le colocaron mediante los
primers que se Uutilizaron para levantar el fragmento. Luego se incubd el
fragmento con el vector de clonado pDONR/Zeo en presencia de la enzima BP
Clonase Il (Invitrogen). El pldsmido resultante de la reaccién de recombinacion
se utilizd para transformar bacterias electrocompetentes de la cepa DH5a de
Escherichia coli. Los clones positivos fueron seleccionados en placas con medio
LB y el antibidtico zeocina (50 ug/ml). Después de confirmar la presencia del
inserto, el plasmido se purificd utilizando Wizard miniprep DNA purification system
(Promega) y se incubd con el vector de expresion en plantas pEarlyGate301
(Earley et al. 2006) en presencia de la enzima LR Clonase Il (Invitrogen).
El pladsmido resultante fue clonado en bacterias DH5a. Los clones positivos fueron
seleccionados en placas con medio LB y el antibidtico kanamicina (100 ug/ml),
confirmados por colony PCR. Luego se secuenciaron para confirmar su
identidad y que no se hayan infroducido mutaciones. Este vector binario fue
purificado e introducido por electroporacién en la cepa GV3101 de
Agrobacterium tumefaciens. Luego, se transformaron plantas mutantes
sadl/lsm5 siguiendo el método de “floral dip”(Clough and Bent 1998). Las
plantas fransformadas fueron seleccionadas en medio Murashige and Skoog
(Murashige and Skoog 1962) conteniendo 15 ug/ml del herbicida PPT
(phosphinothricin o glufosinato de amonio). Se obtuvieron alrededor de 10 lineas
transgénicas independientes (T1). Para algunas de ellas se obtuvieron semillas
homocigotas de la tercera generacién (T3). Tres lineas se utilizaron para evaluar

la complementacion de la mutante sad1/lsm5.
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Lineas transgénicas con reporteros bioluminiscentes

Para las mutantes Ism4-1 y Ismila/lsmib se utilizaron plantas segregantes
debido a que las plantas homocigotas no dan semillas. Las plantas fueron
crecidas en macetas conteniendo el sustrato ya especificado. Al desarrollar
entre 6-8 hojas se tomd una muestra de tejido foliar y se realizé una extraccion
de ADN (Murray and Thompson 1980). Luego se genofipificaron (ver
genotipificaciéon de mutantes mds adelante) para seleccionar sélo las plantas
heterocigotas para Ism4-1 y heterocigotas Ismib (lsmla no segrega, ya se
encuentra en homocigosis en la doble mutante). Una vez que comenzaron a
florecer, se las transformé con la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens
conteniendo el vector CCAl::Luc o CCR2::Luc mediante el método floral dip
(Clough and Bent 1998). Las plantas transformadas con CCAl::Luc fueron
seleccionadas en medio Murashige and Skoog (Murashige and Skoog 1962)
conteniendo 15 ug/ml del herbicida PPT (phosphinothricin o glufosinato de
amonio) y las plantas transformadas con CCR2::Luc fueron seleccionadas con
gentamicina (125 pg/ml). Tres lineas independientes de cada reportero se

utilizaron para los ensayos de bioluminiscencia.
Andlisis Fisiologicos

Medicion del largo del hipocotilo

Las semillas se sembraron en cajas pldsticas tfransparentes (40 x 33 mm, 15
mm altura) conteniendo 5 ml de agar-agua al 0,8% (p/v), y se incubaron por 3-
4 dias a 4°C en oscuridad para disminuir la dormicién. Para inducir y sincronizar
la germinacién, las semillas se expusieron a luz blanca (2 horas) y luego se
incubaron en oscuridad por 24 horas a 22°C antes de ser transferidas al
fotoperiodo de dia largo o dia corto por 3 dias. Posteriormente, se midié el largo
del hipocotilo traspasando cada pldntula a una caja con agar agua en forma
vertical para su posterior escaneo. Se utilizd el programa ImageJ (Schneider et
al. 2012) y se midi¢ el largo del hipocotilo de cada pldntula. Se realizaron 10
mediciones por fratamiento de cada mutante, a partir de las cuales se obtuvo
el promedio, el cual se considerd6 como la unidad experimental. Cada
tratamiento  cuenta con dos réplicas biolégicas. Para comparar
estadisticamente las diferencias observadas entre los distintos genotipos se

realizé una prueba de t de Student (a=0.05).
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Mediciéon del tiempo a floraciéon

El tiempo de floracién se determind contando el nUmero de hojas en la
roseta de plantas donde la floracion ya estaba inducida, cuando el escapo
floral tenia aproximadamente 1cm. El nUmero de hojas de la roseta fue
determinado para cada planta como indicador de la duraciéon de la fase
vegetativa del desarrollo, de este modo uno estima el tiempo biolégico que
tarda en florecer independizdndose de la velocidad de crecimiento de la
planta (Koornneef 1991). Se realizaron tres experimentos independientes y en
cada experimento se cuantificaron las hojas de 10-15 plantas para cada
genotipo. Para comparar estadisticamente las diferencias observadas entre los

distintos genotipos se realizé una prueba de t de Student (0=0.05).
Andlisis Moleculares

Genotipifcacidon de mutantes

Para verificar que las poblaciones de semillas mutantes adquiridas poseian
la insercidon de T-DNA en ambos alelos del loci de interés se procedid a su
genofipificacion mediante reacciones de PCR. Se cultivaron las plantas y
cuando poseian enfre 6-8 hojas se tomd una muestra de tejido foliar y se realizé
una extraccién de ADN (Murray and Thompson 1980). Para el diseno de primers
se empled el software Beacon Designer 5.0 (Premier Biosoft International) y se
siguid el protocolo de diseno de primers del SIGnAL (Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory [http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress]), donde un set
de primers especificos (LP y RP) amplifica el alelo salvaje, mientras que ofro set
(RP y LBFGH o LB3) amplifica el alelo que contiene la insercion de T-DNA. Los
primers LBFGH y LB3 hibridan en la insercion de T-DNA de las lineas SALK y SAIL
respectivamente. Para las reacciones de PCR se empled la enzima Tag DNA
Polymerase Recombinant (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.
El producto de las reacciones de PCR se analizé mediante electroforesis en gel

de agarosa 1% revelado con bromuro de etidio (concentracion final: 0,5ug/ml).
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Verificacion de la expresion nula

Para verificar la expresion nula de los genes de interés en las plantas
mutantes utilizadas, se analizé la presencia de ARNm de dichos genes. Para ello
se realizaron extracciones de ARN total de tejido foliar empleando Trizol Reagent
(Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante. Las muestras de ARN fueron
tratadas con enzima DNAasa empleando la enzima RQI RNase-Free Dnase
(Promega) vy se realizd una retro-transcripcién empleando la enzima MMLV
(Invitrogen) en ambos casos siguiendo el protocolo del fabricante. EI ADNc
sintetizado se empled como templado en reacciones de PCR con primers
especificos para cada ARNm evaluado. El diseno de primers y las reacciones de
PCR se readlizaron con la misma metodologia de la genofipificacion de
mutantes. Se amplificé el gen ACTINA, el cual fue empleado como confrol de
carga para independizarse de diferencias en la eficiencia de la reaccién de
retro-transcripcion. El andlisis de los productos de PCR se realizd mediante
electroforesis en gel de agarosa 2% revelado con bromuro de efidio

(concentracion final: 0,5ug/mil).

Andlisis de la expresidon por PCR en tiempo real (gPCR)

Para el estudio de la expresion génica mediante gPCR (del inglés
quantitative PCR), el material bioldgico utilizado proviene de pldntulas crecidas
segun el tratamiento luminico que se indica en cada caso. Se purifico el ARN
total de tejido foliar utilizando RNeasy Miniprep kit (Quiagen) o TRIzol (Invitrogen).
En ambos casos, se siguieron las instrucciones provistas por los fabricantes. El ARN
purificado se sometié a un fratamiento con DNAsa, empleando la enzima RQ1
RNase-Free Dnase (Promega). A partir de 1 ug de ese ARN se sintetizd ADNc
utilizando la enzima MMLV-RT o SuperScript Il (Invitrogen) y oligo-dT. La
amplificacién del ADNc fue realizada utilizando Fast Start Universal SYBR Green
Master (ROX) (Roche) en un equipo Real Time Mx3000p gPCR System (Agilent
fechnologies). El gen PP2A (Protein Phosphatase 2A Subunit A) fue empleado
como control para relativizar la expresion e independizarse de diferencias en la
eficiencia de la reaccidon de retro-transcripcion. La cuantificacion de la
expresion de genes se realizé mediante el método de CT (Schmittgen and Livak
2008).
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Deteccion de isoformas de splicing por RT-PCR

La reaccion de PCR fue realizada de acuerdo al protocolo convencional,
utilizando de acuerdo al caso entre 25-30 ciclos de amplificacion. Como
templado se utilizdé ADNc que se obtuvo mediante retfro-franscripcion
empleando la enzima MMLV (Invitrogen). Al producto de amplificacion de PCR
obtenido se le agrego SYBR Green | (Invitrogen) en una diluciéon 1:10000 y se
sembrd en gel de agarosa 2%. Luego de la corrida electroforética se detectd

por trans-iluminacion con luz UV.

Preparacion de la biblioteca del ADNc para la secuenciacion del transcriptoma
(RNA-seq)

Para el ecotipo C-24 y la mutante sadl/lsm5 las plantas se crecieron en

macetas pldsticas con el sustrato ya especificado anteriormente. Las semillas
fueron colocadas por 4 dias en oscuridad a 4°C y luego fransferidas a luz
continua. Las plantulas crecieron durante 30 dias y luego fueron cosechadas. El
material vegetal fue utilizado para la extraccién de ARN mediante el uso de
TRIzol (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para el ecoftipo
Columbia y la mutante Ism4-1, se trabajé con plantas segregantes Ism4-1
(heterocigotas), dado que las plantas Ism4-1 homocigotas son estériles. Las
pldntulas se crecieron en medio MS (Murashige and Skoog) conteniendo 0.8%
de agar. Las semillas fueron colocadas por 4 dias en oscuridad a 4°C y luego
transferidas a luz continua. Las pldntulas crecieron durante 10 dias, y el dia de la
cosecha se seleccionaron las plantulas homocigotas Ism4-1 por su crecimiento
lento y pequeno tamano de roseta (ver recuadro Fig. 20B). El material vegetal
fue utilizado para la extraccidon de ARN mediante el uso de RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para ambos ecotipos, se
determind la concentraciéon y calidad del ARN obtenido con NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific) y mediante corrida en gel de agarosa. Una vez obtenido el
ARN en las condiciones necesarias se procedid a construir las bibliotecas
utilizando el kit TruSeg™ RNA Sample Preparation Guide (lllumina). Para ello se
usaron 3 ug de ARN total, a partir del cual se purificéd y fragmentd el ARN con
poli-A. Se sintetizdO ADNc con la enzima transcriptasa reversa SuperScript Il
(Invitrogen) y hexdmeros al azar. A continuacion se degradd el ARN y se sintetizd

ADN doble cadena. Lareparaciéon de los extremos y la adicidon de un nucledtido
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de Adenina al extremo 3’ posibilitaron la ligacidén de secuencias adaptadoras
que luego permitieron identificar a qué muestra corresponde cada secuencia
generada. Finalmente las muestras fueron amplificadas con 12 ciclos de
reaccion de PCR. Las bibliotecas fueron validadas mediante la determinacion
de su pureza y el tamano de los fragmentos con Agilent 2100 Bioanalyzer y
Agilent DNAT000 kit (Agilent Technologies). Para su andlisis, se ufilizd el servicio
de secuenciacion del instituto INDEAR en Rosario, Argentina. Las muestras fueron
secuenciadas por el método de paired-end con el kit correspondiente,
compatible con la plataforma lllumina HiSeq 1500. Se obtuvieron alrededor de
16 millones de lecturas de 100pb para cada muestra. Se secuenciaron tres
réplicas por genotipo y los datos obtenidos fueron alojados en la base de datos

Gene Expression Omnibus bajo el nUmero de accesion GSE60387.
Anadlisis Bioinformdaticos

Procesamiento de las lecturas de la secuenciacion de ARN

Las lecturas obtenidas fueron mapeadas al genoma de Arabidopsis
thaliana TAIR10 (Lamesch et al. 2012) usando TopHat v2.0.9 (Trapnell et al. 2009)
con los pardmetros preestablecidos, a excepcion del largo mdximo del infréon
que fue establecido en 5000pb. A partir de los archivos de alineacion (archivos
bam) generados y empleando scripts de R (lIhaka and Gentleman 1996) creados
en el laboratorio, se obtuvieron las tablas de cuentas (counts) que permiten
analizar expresion diferencial y procesamiento alternativo de pre-ARNm, en

base al transcriptoma del TAIR10.

Expresion diferencial de genes

Previo al andlisis de la expresion diferencial, se decidid descartar los genes
con menos de 10 lecturas en promedio por condicidn. La expresidon diferencial
de genes se estimd usando el paquete edgeR versidon 3.4.2 (Robinson et al. 2010)
y los p-valores resultantes fueron ajustados usando el criterio de tasa de falso
descubrimiento, del inglés false discovery rate (fdr) (Benjamini and Hochberg
1995). Se considerd genes diferencialmente expresados a genes con valores de
fdr menores a 0.15 y una tasa de cambio del logz absoluto mayor a 0.58, que
corresponde a una diferencias de 1.5 veces. Los andlisis de superposicion fueron

realizados con la herramienta Venny (Oliveros 2007).
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Categorias funcionales enriguecidas

Para identificar las categorias funcionales asociadas a grupos especificos
de genes se usd la herramienta BioMaps del software Virtual Plant
(http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-bin/vpweb). A su vez, esta herramienta nos
permite determinar que categorias funcionales estan estadisticamente
sobrerrepresentadas en una lista de genes particulares, en comparacion con
todo el genoma (Katari et al. 2010). Se analizaron 16 categorias funcionales de
nuestro interés, determinando para cada una los genes en comun con nuestros
conjuntos de datos, asi como un factor de representacion (FR) y la probabilidad
de que estas superposiciones sean por azar. Se define como factor de
representacion al nUmero de genes en comun observado, dividido por el
numero de genes en comun esperado de la superposicion de dos grupos
independientes de genes. Un factor de representacion mayor a 1 indica mayor
solapamiento de lo esperado por azar en dos grupos independientes de genes
o eventos de splicing mientras que un factor de representacion menor que 1
indica un menor solapamiento que lo esperado. La probabilidad de cada

solapamiento se determiné usando el test exacto de Fisher (a=0.05).

Andlisis del Splicing alternativo.

Para el andlisis del splicing alternativo, el transcriptoma fue particionado en
regiones sub-génicas llamadas "bin", como se propuso en Dexseq (Anders et al.
2012). Dado nuestro especial interés en el descubrimiento de nuevos eventos de
retencion de intrones, no solo los exones sino también los infrones fueron
considerados en nuestro andlisis. Se separaron en 3 tipos de bins, exon-bin,
infron-bin o splicing alternativo(AS)-bin. Ademas, los AS-bins se sub-clasificaron
en bins de exclusidon de exdn (EE), de seleccion alternativa del sitio de splicing 5
o 3’ (5'alt, 3'alt), de retencidn de intréon (RI) o multiple (esto incluye tres o mds
eventos de splicing alternativo diferentes en la misma region sub-génica). Para
nuestro andlisis se descartaron los bins de genes mono-exdnicos y con lecturas
con valores promedio menores que 5 lecturas por condicidén. Para evaluar
niveles diferenciales de bins entre genotipos, se realizd el mismo andlisis que para
la expresion diferencial de genes pero tomando como unidad de estudio el bin.
Para diferenciar los casos en los cuales la expresion diferencial del bin

corresponde a un evento de splicing alternativo y no a la expresion diferencial
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del gen, se utilizo el “indice de splicing”. Este se define como (RD bin/RD gen),
donde RD es la densidad de lecturas, es decir, el nUmero de lecturas de un dado
intervalo dividido la longitud del intervalo, ya sea bin o gen; en el caso de los
genes, la longitud se entiende como la suma de la longitud de los exones que
lo constituyen. Para el andlisis se utilizé genes con RD mayor a 0.05 en todos los
genotipos e bins con RD mayores a 0.05 en al menos un genotipo. Para la
comparacion entre genotipos se utilizd el cociente de los indices de splicing. Este
se define como (RD bin/RD gen)mutante /(RD bin/RD gen)savaje. S€ consideraron
eventos con splicing alternativo diferencial cuando el log2 absoluto de la tasa
de cambio absoluto (RD bin mutante/RD bin savaie) €ra mayor a 0.58, con valores de
fdrmenores a 0.1. EL valor de log2 absoluto del cociente de los indices de splicing
mayor a 0.58 corresponde a una diferencias de 1.5 veces. Los andlisis de

superposicion fueron realizados con la herramienta Venny (Oliveros 2007).

Andlisis del Reloj Circadiano en Células Humanas U20S

El andlisis del reloj circadiano en células humanas fue realizado mediante
una colaboracién con el laboratorio de Dr. Hogenesch en la Universidad de
Pennsylvania Perelman School of Medicine, USA. La estudiante de doctorado
Lauren J Francey, realizé los experimentos y analizé los datos. A contfinuacion se

describe los métodos experimentales.

Cultivo celular v transfecciones reversas

Las células humanas osteosarcoma U20S fueron mantenidas en DMEM
(Glbco) suplementado con 10% FBS (HyClone) y 1x penicilina-estreptomicina-
glutamina (PSG, Invitrogen) e incubada a 37°C. Para la tfransfecciéon, un mix de
SIARN (pequenos ARN de interferencia) (n=4/gen, Quiagen) se diluyé a una
concentracién final de 24mM en medio de transfeccion (Opti-MEM | Reduced
Serum Medium [Gibco]) suplementado con 2% lipofectamina RNAIi MAX (Life
Technologies). Luego de 20 minutos de incubacion en medio de transfeccion,
los mix de siARN fueron agregados a las células en una densidad de 2x105
células/ml en DMEM suplementado con 20% FBS (HyClone), con 2x-glutamina
(Invitrogen) pero sin antibidticos. Las células fueron colocadas en placas de 96
pocillos a una concentfracion final de 30.000 células/pocillo y a una
concentraciéon final de siARN de 9,6mM. Las células transfectadas fueron

incubadas por 24h a 37°C previo al experimento de bioluminiscencia.
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Ensayo de bioluminiscencia en células U20S y andlisis de datos.

El medio transfectado con el mix siARN se aspird luego de 24h de la
transfeccion y fue reemplaozado por medio para la medicidon de
bioluminiscencia, DMEM libre de rojo fenol (Sigma D-2902), bicarbonato de sodio
(Invitrogen), D-(+)-glucosa (Sigma), 10mM HEPES (Invitrogen), penicilina-
estreptomicina-glutamina (PSG, Invitrogen), luciferina 0,TmM (Promega) vy
suplementado con 0,TuM dexametasona (Sigma-Aldrich), la cual sincroniza las
células previo al experimento. Las células U20S se crecieron en placas de 96
pocillos por 6 dias a 32°C. Se usé un lector de microplaca Synergy (BioTek) para
el ensayo de bioluminiscencia. Las transfecciones de siARN para cada gen se
realizaron por triplicado. La cuantificacion del periodo se realizé usando el

paqguete Waveclock implementado en R (Price et al. 2008).
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Factores de splicing con regulacion

cLreadiana.
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Infroduccion

El transcriptoma circadiano de Arabidopsis thaliana

Los ritmos circadianos son importantes para la anticipacion a distintas
condiciones ambientales, para asi poder coordinar distintas funciones
fisiologicas al momento apropiado del dia. Esto es especialmente importante
para organismos sésiles, como las plantas. Es por eso que muchos grupos de
investigacion en plantas estdn interesados en la regulacién de estos ritmos,

particularmente, a nivel de expresion de genes.

En los Ultimos 15 anos, tres grupos de investigacion realizaron trabajos a gran
escala utilizando micro-arreglos en Arabidopsis thaliana que han dado diversas
estimaciones de la fraccién del tfranscriptoma que se encuentra controlada por
el reloj circadiano, estas variaban entre 5.5% y 15.4% (Harmer et al. 2000; Edwards
et al. 2006; Covington and Harmer 2007). Dada la variacion encontrada en el
porcentaje entre los distintos laboratorios, en 2008 el grupo investigacion de la
Dra. Harmer integrd la informacion de los multiples micro-arreglos circadianos
realizados hasta el momento en la planta Arabidopsis thaliana, para poder
estimar de mejor manera la fraccion del tfranscripfoma regulada
circadianamente (Covington et al. 2008). En este trabajo se compararon 9
conjuntos de datos de micro-arreglos de tres trabajos, los cuales se llamaron
segun su primer autor (Edwards et al. 2006; Covington and Harmer 2007; Michael
et al. 2008).

Dado que los procedimientos experimentales en los trabajos de Edwards y
Covington fueron muy similares, decidieron analizarlos como una sola serie de
tiempo. Luego de normalizar los valores de expresidon a la mediana de cada
conjunto de datos, combinaron los dos experimentos en fres formas distintas:
intercalando los dos conjuntos de datos para generar una resolucion de dos dias
cada 2 horas (“CECE™ dataset); colocando la serie de Edwards después de la
serie de Covington generando un resolucidn de cuatro dias cada 4 horas
("CCEE"” dataset); y colocando la serie de Covington luego de la serie de

Edwards para generar ofra serie de cuatro dias cada 4 horas (“EECC” dataset).
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Las tres series de tiempo fueron analizadas en concordancia con los
pardmetros utilizados originalmente por Edwards, y encontraron en cada caso
que del 35-37% de los transcriptos expresados eran regulados circadianamente
(Covington et al. 2008). La interseccidon de las 3 listas de genes con regulacion
circadiana predicha, poseian una superposicion del 76% (*C+E” dataset). Para
mejorar la prediccion de genes regulados por el reloj, agregaron dos conjuntos
de datos mds que habian sido generados recientemente por Michael et. al
(Michael et al. 2008). Estos poseian condiciones experimentales distintas a las
analizadas hasta el momento, pero la comparacion de las listas de genes
considerados circadianos entre estos dos nuevos grupos de datos y la
interseccion C+E compartian mds del 65%. De este andlisis global de multiples
micro-arreglos concluyeron que entre el 30% y 40% de los genes expresados son
regulados por el reloj. Ademds, entre los genes regulados por el reloj encontraron
una sobre representacion en vias de respuesta a hormonas y a distintas vias de
estrés, sugiriendo que estas vias estan influenciadas por el reloj circadiano.
También encontraron cuatro elementos en promotores de genes con 4 fases
discretas, que podrian contribuir a cambios en la abundancia de genes

especificos segun el momento del dia (Covington et al. 2008).

Factores y reguladores del splicing en Arabidopsis thaliana

Para facilitar los estudios de splicing de pre-ARNm a nivel global en plantas,
los Dres. Wang y Brendel (Wang and Brendel 2004) realizaron una exhaustiva
comparacion computacional de secuencias, utilizando proteinas relacionadas
con el splicing ya conocidas de plantas y animales. De esta manera
identificaron 74 genes que codifican snARN y 395 genes que codifican proteinas
relacionadas al splicing en el genoma de Arabidopsis thaliana.
Aproximadamente la mitad de los genes poseian multiples copias y parecian
haber derivado de eventos de duplicacion cromosdmica y de duplicacion de
genes individuales. Todos los genes fueron nombrados, anotados y clasificados,
tomando en cuenta la estructura génica inferida, los dominios proteicos
predichos y la probable funcién. Las clasificaciones y el andlisis de los resultados
se integraron en la base de datos digital ASRG, del inglés, Arabidopsis Splicing
Related Genes (Wang and Brendel 2004).
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De esta manera se dividieron a las proteinas spliceosomales de Arabidopsis
thaliana en 5 categorias. Categoria I: proteinas snRNPs (21 genes), que incluye
a las proteinas Sm y LSM, y proteinas especificas de los distintos U snRNPs;
categoria ll: factores de splicing (109 genes), que incluyen a proteinas de
seleccion de sitio de splicing y proteinas SR, entre otras; categoria lll: reguladores
del splicing (60 genes), como quinasas de proteinas SR y proteinas de la familia
hnRNPs; categoria IV: nuevas proteinas del spliceosoma (84 genes), como
proteinas de unidn ala cola poli A, helicasas DEAD/H box, entre otras y por Ultimo

la categoria V: proteinas posiblemente relacionadas con el splicing (51 genes).

Un estudio mds reciente generd una compilacion de factores de splicing de
Arabidopsis thaliana, mediante una andlisis comparativo de datos de
espectrometria de masa de 27 complejos spliceosomales tipo-U2, purificados de
levadura, mosca y humanos (Koncz et al. 2012). Este andlisis, a diferencia del
realizado por Wang y Brendel, contenia la informacion de proteinas
involucradas en el complejo NTC (del inglés, Nine Teen Complex), el cual se
asocia con el spliceosoma y es esencial para la eliminacion de intrones (Hogg
et al. 2010). Este andlisis mostré que alrededor de 430 factores spliceosomales

estaban conservados en Arabidopsis thaliana (Koncz et al. 2012).
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Resultados

Identificacidon de genes relacionados al splicing con regulaciéon circadianag.

Para alcanzar el objetivo particular de esta tesis, se generd una lista de
factores y reguladores de splicing candidatos, mediante la busqueda de la
intfersecciéon entre dos listas de genes: Una conteniendo los datos de C+E (“C+E”
dataset) y Michael et. al, que comprende 5230 genes expresados
circadianamente y otra conteniendo los datos de Wang y Brendel, y Koncz que

comprende 426 genes relacionados al splicing en Arabidopsis thaliana.

La comparacién de estas listas did como resultado 83 genes candidatos
(Fig. 10A y Tabla 1 del apéndice). Si bien este niUmero no indica un
enriguecimiento de genes regulados por el reloj entre las distintas categorias de
factores y reguladores de splicing (Fig. 10B), el subconjunto de 83 genes
identificado podria permitir revelar vinculos entre la maqguinaria de control del
splicing alternativo y el reloj circadiano. La interseccién no sélo incluye proteinas
SR y hnRNPs, sino también proteinas spliceosomales centrales, reguladores del
ensamblado del spliceosoma, componentes de snRNPs especificos, asi como
algunas quinasas reguladoras de la funcién de proteinas SR (Tabla 1 del

apéndice).
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Fig. 10. Factores y reguladores del splicing de Arabidopsis thaliana con regulacién circadiana
de sus ARNm. (A) Superposicidn entre genes regulados por el reloj y genes relacionados al
splicing representados en un diagrama de Venn. (B) Grafico del niUmero de genes
pertenecientes a cada grupo de componentes del spliceosoma y, factores y reguladores del
splicing que son regulados (gris claro) o no (gris oscuro) por el reloj circadiano.
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Para validar la expresion circadiana de los genes candidatos, se evaluaron
los niveles de ARN de cinco genes seleccionados por pertenecer a tres grandes
familias de proteinas spliceosomales. Estos fueron UBA2c y GRP7 de la familia de
proteinas hNRNPs, SR45a y SR30 de la familia de proteinas SR, y LSM5 de la familia
de proteinas snRNPs. Para ello se utilizd ADNc de plantas salvajes crecidas en
fotoperiodo de dia corto y se midieron por gPCR los niveles de ARNm (Fig. 11).
También se midio la expresion del gen del oscilador central CCAT como control
inferno de oscilacion circadiana de las muestras. Todos los genes analizados
mostraron oscilacién en su expresion, confirmando el control circadiano de sus
transcriptos. También se observé el pico caracteristico del gen CCAIl al
comienzo de la manana, corroborando la correcta toma de muestras y la

validez de las mismas para estudios temporales de expresion génica.
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Fig. 11. Confirmacion de la expresién circadiana de genes seleccionados relacionados
al splicing. Expresién génica medida por gPCR en plantulas del genotipo salvaje,
entrenadas en fotoperiodo de dia corto previo a ser transferidas a luz constante.
(A.B) Genes hnRNP; (C) LSM5 (D,E) Genes SR; (F) CCAIl, un gen del oscilador central
utilizado como control interno de oscilacién. Los datos son el promedio de 3 réplicas
bioldgicas expresados relativo al gen PP2A y normalizados al méximo valor. Las cajas
blancas representan el dia y las cajas grises ralladas representan la noche subjetiva. Las
barras de error representan el desvio estdndar (DE). Hs: Horas.
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Caracterizacion circadiana de mutantes para genes relacionados al splicing

Para determinar si alguno/s de estos factores de splicing influenciaban la
funcion del reloj, se pidieron mutantes para 13 de los 83 genes candidatos (Tabla
2 del apéndice). Los 13 genes fueron seleccionados por pertenecer a las tres
principales familias de proteinas del spliceosoma, las proteinas SR, hnRNPs y
SNRNP, y por la disponibilidad de mutantes en el ABRC (Arabidopsis Biological
Resource Center). La mayoria de las mutantes pedidas habian sido generadas
por insercion de transposones al azar en el genoma (lineas SALK y SAIL). Pero otro
grupo de mutantes habian sido generadas mediante mutagénesis, 1o que

genera mutaciones puntuales.

Una vez recibidas las semillas y corroborada la homocigosis de la mutacion
(ver Materiales y Métodos), se llevd a cabo el estudio del efecto de mutaciones
en genes relacionados al splicing sobre los ritmos circadianos. Este se realizé
mediante el andlisis de uno de los procesos fisioldgicos mds robustos controlado
por el reloj circadiano, el movimiento de hojas. Para esto se crecieron a las
plantas en condiciones de dia largo, lo que se conoce como periodo de
entrenamiento. Luego de 9 dias, cuando el primer par de hojas se pudo
observar, se las colocd en condiciones de libre curso, es decir luz y temperatura
constantes, donde se realizaron las mediciones. En la Fig. 12 se puede observar
que, el ritmo del movimiento de hojas para 4 mutantes representativas
analizadas es igual que el ritmo de las plantas salvajes medidas. Se obtuvieron

los mismos resultados para 12 de las 13 plantas mutantes medidas.

Sélo una de las plantas mutantes analizadas mostrd un cambio significativo
en el ritmo del movimiento de hojas bajo condiciones de libre curso. El periodo
circadiano observado para ésta mutante fue 3 horas mayor que el de la plantas
salvajes (29.09 + 1.83 hy 24.20 + 0.32 h, respectivamente, p < 0.001) (Fig. 13). Esta
era una planta con una mutacion puntual en el gen LSM5, que codifica para un
componente del complejo spliceosomal Ué snRNP. La mutante habia sido
originalmente identificada en una buUsqueda de genes que confrolaran la
respuesta a estrés abidtico y fue nombrada sUper sensible al dcido abscisico y
sequia (supersensitive to abscisic acid and drought, sadl) (Xiong et al. 2001). La
proteina LSM5 posee dominios caracteristicos de esta familia, dominio Sm |y

dominio Sm Il los cuales median la interaccion proteina-proteina y proteina-ARN.
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La mutante, de ahora en adelante llamada sadl/lsm5, posee una mutacion
puntual en un dominio alfa hélice por fuera del dominio Sm I. Esta genera un
cambio de un aminodcido glutédmico altamente conservado de carga

negativa por un aminodcido lisina de carga positiva.
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Fig. 12. Ritmo del movimiento de hojas de mutantes insercionales de T-DNA afectadas en
genes relacionados al splicing. Se midid el dngulo del primer par de hojas en plantas
entrenadas en fotoperiodo largo y luego transferidas a condiciones de luz continua. Los datos
fueron normalizados al valor méximo de las plantas salvajes. Los datos corresponden a las
siguiente mutantes insercionales de T-DNA: (A) grp7; (B) grple; (C) scl30; (D) sr30 (n=6).
Genotipo salvaje, WT (Col); linea negra. Mutantes insercionales de T-DNA, linea gris. La barra
de error representa el desvio estdndar (DE). Hs: Horas.

Para corroborar que el periodo circadiano observado era debido a la
mutacion puntual en el gen LSM5, se complementd la mutante sadl/lsm5 con
el gen LSM5 salvaje controlado por su propio promotor. Para esto se
transformaron plantas sad1/lsm5 con 1.6kb del promotory el gen entero de LSM5
y luego de dos generaciones se usaron para analizar el ritmo del movimiento de
hoja. Como se puede observar en la Fig. 13, las plantas sadl/lsm5

complementadas con LSM5 recuperan el ritmo de movimiento de hoja salvaje.
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Fig. 13. Andlisis del ritmo del movimiento de hojas en la mutante sad1/Ism5.
(A) Ritmo del movimiento de hojas. Se midié el dngulo del primer par de hojas en
plantas enfrenadas en fotoperiodo largo y luego transferidas a condiciones de
luz continua. Los datos fueron normalizados al valor mdximo de las plantas
salvajes. WT (C24): genotipo salvaje ecotipo C24 (circulos negros; n=6). Mutante
sadl/lsm5 (circulos grises; n=10). pLSM5-LSM5 sadl/lsm5: Plantas mutantes
sadl/lsm5 transformadas con la versién salvaje del gen LSMS (tridingulo gris; n=9).
(B) Periodo del ritmo del movimiento de hojas estimado por FFT-NLLS. Las barras
de error representan el desvié estdndar (DE). Hs: horas. **p < 0.001 (prueba t de
Student).
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Conclusiones

Se encontraron 83 genes spliceosomales cuyos ARNm son confrolados por
el reloj circadiano. El andlisis del movimiento de hojas, un robusto proceso
biol6égico controlado por el reloj, para mutantes de 13 genes de los 83 mostrd
que 12 de ellos no tenian afectada la funcidn del reloj. Esto sugiere dos
posibilidades: que los componentes spliceosomales analizados regulan el
splicing de genes de vias de salida del reloj y no el propio reloj, o que actuan de
forma redundante con ofros genes para confrolar la funcion de reloj, dado que

la mayoria de los genes spliceosomales se encuentran duplicados.

Se encontro diferencias en el periodo del movimiento de hojas sélo para la
mutante de uno de los 13 genes analizados. Esta era una mutacion en el gen
LSMS5, de la familia de proteinas asociadas a UésnRNP. Este gen es de copia
Unica y la mutante no es nula, sino que posee una mutacidon puntual que
posiblemente genere un cambio conformacional en la proteina afectando su
funcionalidad. No fue posible estudiar una mutante nula para el gen LSM5
debido a que no se encontraron plantas viables. Probablemente una mutante

nula para el gen LSM5 sea letal embrionaria.
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Introduccion

La familia de proteinas Sm y Sm-Like (LSM)

La familia de proteinas Sm fueron originalmente identificadas como blancos
de los anticuerpos de una paciente con un tipo de lupus eritematoso sistémico,
una enfermedad crénica, autoinmune vy sistémica. Fueron nombradas Sm en
honor a esta paciente Stephanie Smith (Reeves et al. 2003). Los anticuerpos anti-
Sm reconocen a las proteinas Sm asociados a los U1, U2, U4 y U5 snARN.
Asociadas a Ué snARN se encuentran otras proteinas que fueron enconfradas
también utilizando el anticuerpo anti-Sm dado que el U6 snARN forma los
complejos U4/Ué y U4/U6-U5 snRNPs, los cuales contienen a proteinas Sm. Las
proteinas asociadas especificamente al Ué snARN no son reconocidas por el

anti-Sm y se las llamo similares a Sm (Sm-Like, LSM) (Séraphin 1995).

Los miembros de ésta familia de proteinas son ubicuos y se encuentran
presentes no sélo en todos los eucariotas sino también en procariotas. Estos
comparten al menos 4 caracteristicas importantes. Primero, a nivel de estructura
primaria, todas las proteinas conservan el dominio Sm (Séraphin 1995; Salgado-
Garrido et al. 1999). Este dominio es bipartito y consiste del motivo Sm |y Sm . El
motivo Sm | posee 32 residuos, y es mas largo y mds cercano al exiremo N-
terminal que el motivo Sm Il que posee 14 residuos (Hermann et al. 1995). Los dos
dominios estan separados por una regidén conectora no conservada de tamano
variable, que va de 8 a 22 residuos. Tipicamente, son proteinas pequenas (10-
25kDa) donde el dominio Sm ocupa prdacticamente todo el largo de la proteina.
Segundo, la estructura terciara estd alfamente conservada. Esta consiste de un
extremo N-terminal con alfa hélice seguido de cinco hojas plegadas beta. Esta
estructura se conoce como “sm fold” (Kambach et al. 1999). Muchas veces la
homologia entre la estructura terciara de estas proteinas es mds fuerte que la
estructura primaria. Tercero, existen tipicamente como complejos en forma de
anillos heptameéricos. Cuarto, en general, los complejos de las proteinas son
complejos de unidn a ARN, que participan en funciones relacionadas con ARN
como, decaimiento de ARNm, pre-ARNm splicing, procesamiento de ARN,

regulacion génica mediante ARN anti-sentido, entre otros (Tharun 2009).
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Las proteinas Sm fundadoras de esta familia son siete y se las nombrd en
forma consecutiva segun su tamano B/B’, D1, D2, D3, E, F, y G. Las proteinas LSM,
homologas a cada una de seis proteinas Sm D1, D2, D3, E, F, y G se las llamo
secuencialmente LSM2, LSM3, LSM4, LSM5, LSMé, y LSM7, respectivamente. Hay
dos proteinas mds, LSM1 y LSM8 que se relacionan débilmente con la proteina
Sm-B (Séraphin 1995; Achsel et al. 1999; Salgado-Garrido et al. 1999).

Mediante andlisis de estructuras cristalinas de sub-complejos de proteinas
Sm y el conocimiento de la interaccién entre proteinas Sm (Camasses and
Bragado-Nilsson 1998), se generd un modelo en el cual las siete proteinas Sm
forman un anillo mediante la interaccién de sus [dminas beta (Kambach et al.
1999). Varios ensayos de co-inmunoprecipitacion sugieren que las proteinas LSM
también forman un anillo de siete miembros (Mayes et al. 1999; Salgado-Garrido
et al. 1999). Por un lado se encontrd que siete proteinas LSM (LSM2 a LSM8) co-
inmunoprecipitan con Ué (Achsel et al. 1999; Stevens and Abelson 1999). Del
mismo modo, se encontrd que ofras siete proteinas LSM ( LSM1 a LSM7 ) co-
inmunoprecipitan con factores de decaimiento de ARNm (Tharun et al. 2000).
Por ultimo, estudios de microscopia electronica de las profeina LSM2 a LSM8
purificadas de células humanas mostraron que forman una estructura de anillo
de siete miembros, que a diferencia de las proteinas Sm se mantiene aun en
ausencia de ARN (Achsel et al. 1999) (Fig. 14).

A) Complejo Sm

Ut, uz, U4, Us
sNARN

B) Complejo LSM2 a LSM8 C) Complejo LSM1 a LSM7

_@m? Lsm4
G) (D3}
Lsmb
ARNm (E)

Currant Opinion in Call Bickogy

Fig. 14. Estructura de los complejos heptaméricos Sm y LSM. Las proteinas Smy LSM
forman complejos en forma de anillos heptaméricos que interactian con distintos
ARNs. A) Complejo de proteinas Sm unido a U1, U2, U4, U5 snARNs. B) Complejo de
proteinas LSM2 a LSM8 unido a Ué snARN. C) Complejo de proteinas LSM1 a LSM7
unido a ARNm. Adaptado de (He and Parker, 2000)
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Las proteinas LSM en Arabidopsis thaliana

En el genoma de Arabidopsis thaliana se identificaron 11 genes que
codifican para las ocho proteinas LSM altamente conservadas en eucariotas.
Los genes que codifican a las posibles LSM1, LSM3 y LSMé se encuentran
duplicados (Wang and Brendel 2004).

Recientemente dos trabagjos realizaron una caracterizacion molecular vy
funcional de la familia de genes LSM en Arabidopsis thaliana. Encontraron que,
asi como en ofros organismos eucariotas, las proteinas LSM de plantas estdn
organizadas en dos complejos heptaméricos localizados en el citoplasma y en
el nucleo (Perea-Resa et al. 2012; Golisz et al. 2013). El complejo citoplasmatico,
que involucra las profeinas LSM1 a LSM7, se encuenfra involucrado en
decaimiento de ARNm. El complejo nuclear, que involucra las proteinas LSM2 a
LSM8, estd involucrado en el splicing de pre-ARNm. Las proteinas LSM1 y LSM8
definen y confieren especificidad a cada complejo, mientras que las demds

proteinas (LSM2 a LSM7) participan de ambos complejos.

La funcién del complejo LSM en splicing estaria relacionada principalmente
con la funcién y estabilizaciéon del UésnRNP. Las mutantes Ism2 y Ism8 en
levaduras muestran defectos que correlacionan con un nivel reducido de
U6snARN (Mayes et al. 1999). Esta reduccidon también se observd en plantas
mutantes para sadl/lsm5 y Ism8 pero no Ismla/lsmib. La expresion de las
proteinas LSM5 y LSM8 en las respectivas mutantes restituye la expresion de
U6snARN a niveles normales (Golisz et al. 2013). Por ofra parte, la sobreexpresion
de U6snARN puede compensar parcialmente la perdida de las proteinas LSM2
a LSM8, suprimiendo el defecto en el crecimiento de las mutantes Ism2 alsm8 en
levaduras (Mayes et al. 1999). Se cree que el complejo LSM2 a LSM8 afecta la
funcion de UésnRNP facilitfando varios re arreglos conformacionales que ocurren
durante el ciclo de splicing. Se ha demostrado en células humanas que puede
facilitar la formaciéon del complejo U4-U6 y que se une mediante interaccion
directa al extremo 3' del U6 snARN in vitro (Achsel et al. 1999; He and Parker
2000). En plantas, inmunoprecipitacion de ARNm mediante el uso de extractos
de plantas que expresan a la proteina LSM8 con un tag, mostrd interaccion
especifica del complejo LSM2 a LSM8 con Ué snARN (Perea-Resa et al. 2012;

Golisz et al. 2013). Estos datos sugieren fuertemente que el complejo nuclear
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LSM2 a LSM8 de plantas también tiene un papel en el splicing de pre-ARNm,
como componente central Ué snRNP y en la estabilizacion del U6snARN. Se ha
demostrado que los complejos U2 y Ué snARN libre de proteinas tfienen la
capacidad de funcionar como el dominio catalitico del spliceosoma, siendo

esenciales para el correcto splicing de pre-ARNm (Valadkhan and Manley 2001).

Mecanismos de los ritmos circadianos en mamiferos.

En los mamiferos, el nUcleo supraquiasmatico (NSQ) en el hipotdlamo es el
reloj circadiano maestro de todo el cuerpo. EI NSQ sincroniza las células
individuales del cuerpo a un tiempo interno uniforme. El NSQ es entrenado por
ciclos de luz del ambiente mediante foto-receptores exclusivos de los ojos (Buhr
and Takahashi 2013).

El mecanismo molecular del reloj de mamiferos, asi como en plantas,
consiste de un circuito de retroalimentacién transcripcional que involucra al
menos 10 genes. El circuito comienza durante el dia cuando dos factores de
transcripcion bHLH-PAS, CLOCK y BMALI, heterodimerizan, se translocan al
nucleo, e inician la transcripcidn de genes que confienen los elementos
regulatorios en cis denominados E-box (5-CACGTG-3') o E-box (5'-CACGTT-3),
que incluyen a los genes PER y CRY (King et al. 1997; Gekakis et al. 1998; Kume
et al. 1999; Zheng et al. 1999; Bunger et al. 2000; Yoo et al. 2005). Las proteinas
PER y CRY heterodimerizan vy, junto con otras proteinas como CKle (Casein
Kinase 1) forman un complejo en el citoplasma que fransloca al nucleo, donde
se acumulan y subsecuentemente reprimen la transcripcidon de sus propios y
otros genes mediante la inhibicién directa de CLOCK:BMALI. Es asi como, el
heterodimero CLOCK:BMALI forma el componente positivo en el circuito,
mientras que el complejo PER:CRY forma el componente negativo. Luego de
varios pasos post-tfranscripcionales y post-fraduccionales, el complejo PER:CRY
es marcado para degradacién via proteasoma (Fig. 15). (Lowrey and Takahashi
2011).
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Fig. 15. Esquema del reloj molecular de mamiferos. El heterodimero CLOCK:BMAL]I
(6valos verdes y azules) se unen al ADN de genes target del reloj e inician la
transcripcién de genes que contienen los elementos denominados E-box o E'-box,
que incluyen a los genes PER y CRY. Como resultado las proteinas PER y CRY (évalos
rojos y amairillos) dimerizan en el citoplasma y translocan al ndcleo donde inhiben
que el dimero CLOCK: BMALT inicie la transcripcidon de nuevos genes. Adaptado de
(Buhr and Takahashi, 2013).
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Resultados

Caracterizacion de procesos bioldgicos controlados por el reloj circadiano enla

mutante sadl/lsma.

Dado que la mutante sadl/lsmb afecta el ritmo del movimiento de hojas,
nos decidimos a analizar el efecto de esta mutacion sobre otfros procesos
biol6égicos controlados por el reloj circadiano (ver Fig. 4 en infroduccion
general). Uno de los eventos mds importantes en el desarrollo de las plantas es
el pasaje del estado vegetativo al reproductivo, la fransicion a la floracion. Para
evaluar el efecto de la mutacidon sadl/lsm5 sobre el tiempo de floracion se
crecieron plantas de los genotipos salvajes y mutantes en fotoperiodo de dia
largo y dia corto. Las plantas mutantes sadl/lsm5 tienen un retraso en el
crecimiento, son aproximadamente 60% mds pequenas, con hojas verde oscuro
y redondeas (Xiong et al. 2001). Se encontré que la mutante florecia antes que
la planta salvaje (expresado en tiempo bioldgico), en las dos condiciones
probadas (Fig. 16A). Luego estudiamos ofro de los procesos bioldgicos
controlados por el reloj circadiano, la inhibicidn del alargamiento del hipocotilo
durante la des-etiolacion. Se estudié la capacidad de respuesta de la mutante
frente a condiciones de dia largo y dia corto. Se encontrd que la mutante poseia
un hipocotilo mds largo respecto al largo del hipocotilo en la oscuridad en

ambos fotoperiodos respecto a las plantas salvajes (Fig. 16B).
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Fig. 16. Andlisis de procesos fisiolédgicos en la mutante sad1/Ism5 (A) La floracién se
evalué como el nimero de hojas de la roseta al momento de florecer en condiciones
de dia largo y de dia corto. (B) Longitud del hipocotilo relativizado al largo del hipocotilo
en oscuridad en condiciones de dia largo y de dia corto. WT (C24), genotipo salvaje.
Ism5/sad ] mutante para el gen LSM5. **p < 0.001; *p < 0.05 (prueba de t de Student).
Las barras de error representan el DE.
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Nos propusimos luego a andalizar el efecto de la mutacion sadl/lsm5 sobre
la expresion de los componentes centrales del reloj circadiano. Para ello se
emplearon pldntulas del genofipo mutante y salvaje, en distintas condiciones
de entrenamiento. Por un lado, se crecieron plantas en condiciones de dia largo
y a las dos semanas se cosecharon cada 4 horas a lo largo de un dia (Fig. 17).
Por otro lado, y con el objetivo de analizar el funcionamiento del reloj endégeno
en condiciones de libre curso, se realizé el mismo experimento pero las plantulas
fueron entrenadas en condiciones de dia largo y luego colocadas en
condiciones de libre curso, donde los perfiles de expresion de los genes
dependen exclusivamente del reloj enddgeno (Fig. 18). Este experimento
permite visuadlizar efectos que pasan desapercibidos en condiciones de
entrenamiento, en las que los estimulos ambientales, la luz en este caso, re-
sincronizan diariamente al reloj. Para ambos experimentos, se extrajo ARN total
y se realizé una RT-gPCR utilizando primers especificos para los genes del
oscilador central CCAT, LHY, PRR9, PRR7, PRR5 y TOC1 de Arabidopsis thaliana.
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Fig. 17. Andlisis de la expresion de genes del oscilador central en condiciones de luz/oscuridad
en la mutante sad1/Ism5. Expresion de los genes (A) CCAI, (B) LHY, (C) PRR9, (D) PRR7, (E) PRRS
y (F) TOC1, medida por gPCR en pldntulas entrenadas en dia largo y cosechadas cada 4h. WT
(C24) (linea negra), mutante sadl/lsm5 (linea gris punteada). Los datos fueron relativizados a
los valores registrados para el gen de PP2A y normalizaron al valor méximo de las plantas
salvajes de cada gen. Los datos representan el promedio de fres réplicas bioldgicas. Barras de
error representan el DE. *p<0.05 (prueba de t de Student). Las cajas blancas y negras, indican
el dia y la noche, respectivamente.
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En condiciones de entrenamiento en dia lago se encontrd un retraso de
fase en la mutante para los genes CCAT, PRR7 y PRRS (Fig. 17 A, D, E), lo cual es
consistente con el fenotipo periodo largo observado en su movimiento de hojas.
Se observd también una reduccion en los niveles generales de ARNm en LHY y
TOC1 (Fig. 17 B, F), aunque es incierto como vy si esta reduccion provoca el

fenotipo de periodo largo en la mutante.

En condiciones de libre curso, se encontraron alternaciones en los patrones
de expresion en la mutante para todos los genes analizados. Particularmente,
los niveles de los genes de la manana CCAT y LHY se vieron significativamente
reducidos (Fig. 18 A, B). A su vez, la expresion de los genes de mediodia PRR? y
PRR7 mostraron un atraso en sus picos de expresion de aproximadamente 8
horas (Fig. 18 C, D), mientras que los picos de expresion de los genes de la noche
PRR5 y TOCI se vieron atrasados 4 horas (Fig. 18 E, F), sin cambios significativos

en 1os niveles globales de mensajeros.
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Fig. 18. Andlisis de la expresidon de genes del oscilador central en condiciones de libre curso
en la mutante sad1/Ism5. Expresion de los genes A) CCAT, (B) LHY, (C) PRR9, (D) PRR7, (E) PRRS
y (F) TOCI, medida por gPCR en pldntulas entrenadas en dia largo, luego transferidas a
condiciones de luz continua y cosechadas el 3er dia cada 4h. WT (C24) (linea negra), mutante
sadl/Ism5 (linea gris punteada). Los datos fueron relativizados a los valores registrados para el
gen de PP2A y normalizaron al valor méximo de las plantas salvajes de cada gen. Los datos
representan el promedio de tres réplicas bioldgicas. Barras de error representan el DE. Las cajas
blancas y rayadas grises, indican el dia y la noche subjetiva, respectivamente.
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Andlisis de los ritmos circadianos en la mutante Ism4-1 de Arabidopsis thaliana.

Dado que la proteina LSM5 estd formando un anillo con otras 6 LSM, nos
preguntamos si mutaciones en estos genes también afectaban al reloj
circadiano. Observando la lista inicial de genes relacionados al splicing
regulados por el reloj, se encontrdé que los ARNm de los genes LSMI1a, LSMI1b 'y
LSM3b también oscilaban. En la Fig. 19 se puede observar los perfiles de los
cuatro genes LSM cuyos ARNm oscilan en Arabidopsis thaliana segun los datos

de (Edwards et al. 2006) que se recopilaron en (Covingtfon et al. 2008).
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Fig. 19. Expresion circadiana de los genes LSM de Arabidopsis thaliana.
Expresion circadiana de (A) LSMIa, (B) LSM1b, (C) LSM3b, (D) LSM5 segun
los datos de (Edwards et al. 2006), los cuales corresponden a los 4 genes
LSM que se encontraron en la superposicion de los 83 genes candidatos.
Los datos se obtuvieron de muestras de ARN de plantas salvajes crecida
en ciclos de 12h luz, 12h oscuridad y luego transferidas a luz continda. Se
colectaron muestras cada 4h, comenzando a las 26hs luego de la Ultima
transicién de oscuridad a luz. La expresion fue normalizada a la expresion
promedio de todos los puntos para cada gen.

Luego nos dispusimos a buscar mutantes para estos genes, aunque la
mayoria de las inserciones de T-DNA en mutantes Ism causan letalidad. Sélo una
mutante por insercion de T-DNA para el gen LSM4 (Fig. 20 A), que habia sido

previamente caracterizada por Zhang et al. (Zhang et al. 2011), era viable,

aungque mostraba un severo retraso en el desarrollo comparado a plantas
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salvajes y era infértil (Fig. 20 B). Dado que la planta homocigota Ism4-1 no da
semillas, se tuvo que trabajar con plantas heterocigotas segregantes. Primero
verificamos que las plantas Ism4-1 homocigotas eran mutantes nulas. Para esto
se crecieron plantas heterocigotas en luz continua y al cabo de 10 dias se
cosecharon plantas salvajes y plantas homocigotas seleccionadas por su
fenotipo, como se observa en el recuadro de la Fig. 20 B. Se observd que las
plantas homocigotas Ism4-1 no poseian ARNm para LSM4. Se puede decir

entonces que Ism4-1 es una mutante nula por insercion de T-DNA (Fig. 20 C).

A SALK_063398
ATG (Ism4-1) TGA WT (Col) Ism4-1
200pb
C
WT (Col) Ism4-1

. LSM4
500pb

=t

—— cmm— — — — —
500pb

- ACTINA

Fig. 20. Caracterizacién de la mutante Ism4-1. (A) Estructura del gen LSM4. Los intrones estdn
representados por lineas y los exones por rectdngulos; las porciones blancas indican regiones
codificantes y las grises, no codificantes. El tridngulo invertido marca el lugar de insercién del
T-DNA (B) Arabidopsis thaliana salvaje WT (Col) y la mutante Ism4-1, crecidas en dia largo por
35 dias. (C) Expresidn de LSM4 medida por RT-PCR para plantas salvaje WT (Col) y para el
alelo nulo Ism4-1. El gen de ACTINA fue utilizado como control de carga. Se muestra la banda
de 500 bp en el marcador de peso molecular.

Para analizar el efecto de la mutacién Ism4-1 sobre los ritmos circadiano se
transformaron plantas heterocigotas con reporteros bioluminiscentes para medir
las oscilaciones en la expresidon de la proteina luminiscente luciferasa, guiados
por los promotores del gen CCAI, uno de los genes centrales del oscilador y
CCR2, un conocido gen controlado por el reloj. No se pudo realizar estudios de
ritmicidad mediante la medicién del movimiento de hojas dado el pequeno
tamano de la planta mutante. Como puede observarse en la Fig. 21, la mutante
Ism4-1 muestra un periodo circadiano mds largo que las plantas salvajes en
condiciones de libre curso para los dos genes estudiados, 26.24 £ 0.70 h vs 23.91
+ 0.73 h para el reportero CCAl::Luc y 27.07 £ 1.47 h (p<0.001) vs 23.64 + 0.50 h
(p<0.05)para el reportero CCR2::Luc. El fenotipo co-segrega totalmente con la

insercion de T-DNA en gen LSM4.
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Fig 21. Andlisis de los ritmos circadianos en la mutante Ism4-1. Mediciéon de bioluminiscencia
emitida por pldntulas que llevan la construccién (A) CCAl::Luc y (B) CCR2::Luc, entrenadas
en fotoperiodo de dia largo y luego transferidas a luz continua. Las mediciones se tomaron
cada 2h por 5dias. La bioluminiscencia normalizada se calculd como el valor detectado
dividido el md&ximo registrado. Plantas salvajes WT (Col) (circulos negros); mutante Ism4-1
(circulos grises). (C y D) Estimacién del periodo circadiano calculado a partir del ritmo en la
bioluminiscencia. Los valores representan la media y la barra de error, el desvio esténdar (n=3-
14). ** p<0,001, * p<0,05 (Prueba de t-Student).

Andlisis de los ritmos circadianos en genes LSM de mamifero.

Dada la importancia del complejo U6 snRNP en la regulacion del splicing en
organismos eucariotas, se evalud la regulacion circadiana de genes LSM de
mamifero usando la base de datos CircaDB (Pizarro et al. 2013), que contiene
perfiles transcripcionales de células humanas (Hughes et al. 2009) y varios
organos de ratén (Panda et al. 2002; Rudic et al. 2004; Miller et al. 2007; Andrews
et al. 2010). Para ello se buscd en el NSQ de ratones si los ARNm de genes LSM
mostraban perfiles circadianos. Se encontrd fuertes oscilaciones circadianas de

los ARNm para los genes LSM3, LSM4, y LSM7 en el NSQ de Mus musculus (Fig. 22).
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Fig. 22. Expresion circadiana de los genes LSM en Mus musculus. Expresion circadiana de
ARNmM de los genes (A) LSM3, (B), LSM4, (C) LSM7 en NSQ de ratén seguin los datos de
(Panda et al. 2002). Los ratones C57BL/6J se entrenaron en ciclos de 12h luz/12h oscuridad
por dos semanas y luego fueron tfransferidos a oscuridad constante. Se colectaron
muestras cada 4h, comenzando 18h después de ser transferidos a oscuridad constante.
Para establecer si estos genes influencian la funcion del reloj en células
humanas, se ufilizd el portal BioGPS (Wu et al. 2009). Este contiene la informacion
de estudios mediante ARN de interferencia pequenos (siARN), donde se redujo
la expresidon de alrededor de 1000 genes en células humanas U20S vy se
analizaron los ritmos circadianos mediante el reportero bioluminiscente
confrolado por el promotor de uno de los genes centrales del oscilador en

humanos, Bmalil-dLuc, (Zhang et al. 2009) (Fig. 23).

Se observd que la utilizacion de dos siARN diferentes sobre el gen LSM7
generaba un fenotipo de periodo largo similar al generado por siARN que
afectan la expresion de CRY2, otro gen central del oscilador de humanos (Fig.
23 G, H). También se observd un fenotipo de periodo largo sélo para uno de los
pares de siARN sobre los genes LSM3 y LSM5. (Fig. 23 A, F). Para un segundo par
de SsiARN, las oscilaciones circadianas se vieron fuertemente reducidas,
probablemente a causa de la nocividad de afectar la expresion de estos genes
(Fig. 23 B, E). Este fenotipo se observd también luego de disminuir la expresidon de
LSM4 con ambos pares de siARN (Fig. 23 C, D).

Para verificar el fenotipo observado para los genes LSM3 y LSMS sobre os
ritmos circadianos, se generé una colaboracién con el laboratorio del Dr
Hogenesch en la Universidad de Pennsylvania, los cuales habian realizado los
experimentos que se encuentran disponibles en el portal BioGPS. Se decidid
repetir el experimento con el reportero biolumiscente Bmall-dLuc pero utilizando

una combinacién de cuatro siARN confra los genes LSM3 y LSMS5.
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expresion de genes LSM en células humanas. Perfiles observados en las células
humanas U20S con el reportero Bmall-dLuc luego de la diminucion de la expresidon
mediada por siARN de (A,B) LSM3, (C,D) LSM4, (E,F) LSM5 y (G,H) LSM7, segun datos de
(Zhang et al. 2009). Se muestran los datos para dos pares de siARN distintos.
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Primero se confiimd que los siARN generaran una disminucion de la
expresion del ARNm de LSM3 y LSMS5 utilizando la técnica de gPCR. Como se
observa enla Fig. 24 A y B, ambos siARN generaron una notable disminucion de
la expresion. Entonces se prosiguid a realizar el experimento con este grupo de
SIARN sobre células humanas con el reportero Bmall-dLuc. Se observd que la
disminucion de la expresion de LSM3 y LSM5 en células humanas generaba un
fenotipo de periodo circadiano alargado (Fig. 24 C y D). Para siLSM3 se encontrd
un periodo de 26.30 £ 0.13h comparado con el control 24.41 £ 0.11h (p<0.001).
Por ofro lado, para siLSM5 se encontrd un periodo de 25.78 + 0.25h comparado
con el control 24.41 £0.11h (p<0.05).
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Fig. 24. Andlisis del efecto de la disminuciéon de la expresién de genes LSM sobre los ritmos
circadianos en células humanas. (A, B) Validaciéon de la disminucion de la expresion de los genes
LSM3 y LSM5 en células humanas U20S. (C, D) Actividad del reportero Bmall-dLuc en células
humanas U20S medido cada 1 hora por 5 dias. NS, Control negativo siRNA (negro); LSMsi,
disminucidén de la expresion mediante siARN de los genes LSM (gris). (E, F) Estimacion del periodo
del reloj circadiano calculado a partir del ritmo en la bioluminiscencia. Los datos representan el
promedio de bioluminiscencia de tres replicas. Hs: Horas. *p<0,05; **p<0,001 ( Prueba t de Student).
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Conclusiones

En este capitulo se estudié el efecto de la mutaciéon sadl/lsm5 sobre la
funcién del reloj analizando distintos procesos bioldgicos controlados por el reloj
circadiano. Se observd que el tiempo de floracidn de plantas mutantes
sadl/lsm5 era mds corto, expresado en nimero de hojas, en comparacion a la
planta salvaje. El tiempo de floracion corto no concuerda con el fenotipo de
periodo largo observado para el movimiento de hojas en sadl/lsm5. Sin
embrago LSM5 podria estar afectando la expresion o el procesamiento de
genes vinculados al control de momento de floraciéon independiente del reloj

circadiano.

También se observé un hipocotilo mds largo relativo a oscuridad para las
plantas sadl/lsm5 en comparacion a las plantas salvajes. Se puede decir

entonces que las mutantes sadl/lsm5 son hiposensibles a senales luminicas

Luego se analizd otro proceso controlado por el reloj, la expresion de genes
del oscilador central en la mutante sadl/lsm5. Lo que se observd fue un retraso
en el pico de expresion para algunos de los genes del reloj analizados en
condiciones de entrenamiento en dia largo. En condiciones de libre curso se
observaron retrasos en los picos de expresion para todo los genes analizados.
Esto es consecuente con el fenotipo de periodo largo observado en el

movimiento de hojas para esta mutante.

Estos experimentos permiten concluir que la mutacion sadl/lsm5 afecta al
reloj circadiano, ya que se encontraron alterados varios procesos bioldgicos
confrolados por él. Entonces, el gen LSM5 podria regular de alguna manera el
oscilador central, y como su propia expresion se encuentra controlada por el
reloj circadiano, éste formaria parte de un circuito regulatorio del oscilador

central desconocido hasta el momento.

Para analizar mas en profundidad el posible rol de los genes LSM en la
regulacion de los ritmos circadianos, analizamos el efecto que tenian la
mutacion de otros genes LSM sobre el reloj circadiano en Arabidopsis thaliana.
La Unica mutante viable para genes LSM que se encontrd fue para el gen LSMA4.
La mutante Ism4-1 carece de ARNm funcional y el gen es de copia Unica. Esto

nos permitid el estudio del efecto de una mutacion fuerte sobre los ritmos
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circadianos. Lo que se observo fue un periodo alargado de la expresion del gen
del oscilador central CCA1T y del gen controlado por el reloj CCR2 en plantas
mutantes Ism4-1. A diferencia de LSM5, el ARNm de LSM4 no se encuentra
controlado por el reloj. Sin embargo, dado que LSM4 y LSMS son parte del mismo
complejo, la actividad de LSM4 estaria indirectamente controlada por el reloj a
través del efecto de este sobre LSM5. También es posible que la alteracion de
cualquiera de los genes LSM que forman parte del complejo LSM2-8 afecten la

regulacion del reloj.

El complejo Ué snRNP es de suma importancia en la regulacion del splicing
en todos los organismos eucariotas, y por eso que se decidié evaluar si genes
LSM también se encontraban regulados por el reloj en mamiferos. Se observo,
mediante la utilizacion de la base de datos CircaDB, que los ARNm de LSM3,
LSM4 y LSM7 oscilaban en el NSQ de raton. También se observd en células
humanas que tenian disminuida la expresion de los genes LSM3, LSM5 y LSM7, un
alargamiento en el periodo de expresion del reportero Luc controlado por el

promotor del gen central del reloj Bmall.

Tomando en conjunto estos resultados, los mismos proveen una fuerte
evidencia de que los genes LSM regulan los ritmos circadianos en plantas y

mamiferos, mediante el control del oscilador central.
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Introduccion

LSM5 v el splicing alternativo

En uno de los trabajos recientes que caracterizd a las LSM de Arabidopsis
thaliana, observaron que en las mutantes sadl/lsm5 la expresion de UésnARN
estaba reducida y habia acumulacion de precursores de ARN (Golisz et al.
2013). Por ofro lado, el grupo de investigacion que habia descripto por primera
vez a la mutante sadl/Ism5, investigd el posible rol regulatorio de la proteina
LSM5 sobre el splicing. Para ello utilizo la técnica de secuenciacion masiva de
ARN (RNA-Seq) para estudiar la mutante sad/Ism5 y una sobre-expresante para
el gen LSMS5 (Cui et al. 2014). Lo que encontraron fue que LSM5 controla la
eficiencia del splicing y el reconocimiento del sitio de splicing de varios eventos,
pero es particularmente requerida para la regulaciéon de la eficiencia de splicing
de genes de respuesta a estrés. El splicing de pocos infrones se vio afectado, lo
que podria deberse a un rol especifico de LSM5 en el splicing de genes de estrés,

o podria ser el reflejo de la naturaleza débil de la mutacion sadl/IsmS5.

Para estudiar el efecto global de las mutaciones en los genes LSM decidimos
utilizar la técnica de secuenciacion masiva de ARN (RNAseq) sobre la mutante
sadl/lsm5 y sobre la mutante Ism4-1, una mutante fuerte debido a que carece

de ARNm funcional.
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Resultados

Andlisis de la expresion global en las mutantes sadl/lsm5 y Ism4-1.

Para realizar la técnica de secuenciacion masiva de ARN, se prepararon y
secuenciaron bibliotecas de ADNc de tres replicas bioldgicas independientes
de cada una de las mutantes y sus accesiones salvajes correspondientes. Se
mapearon las lecturas resultantes al genoma de Arabidopsis thaliana (version
TAIR10) y se evaluaron cambios en la expresion de genes, en splicing de eventos
alternativos anotados y un andlisis profundo del splicing de todos los intrones

presentes en genes expresados sobre un umbral.

Se identificaron cambios en la expresion de 1845 genes en la mutante
sadl/lsm5, 6578 en la mutantes Ism4-1 y 759 estaban compartidos en ambas
mutantes, de un total de 21.806 genes expresados (Fig. 25 A). Entre estos, se
buscd identificar genes del oscilador central o genes controlados por vias de
salidas del reloj, tales como genes vinculados al control del fiempo de floraciéon
y respuestas al desarrollo reguladas por la luz. Mientras que ningun gen del
oscilador se encontrd afectado de la misma manera en las dos mutantes Ism, se
enconfrd que la expresion de FTy MAF5, dos genes claves del control del fiempo
de floracion estaban aumentados y disminuidos, respectivamente en ambas
mutantes (Fig. 25B). Del mismo modo, se encontraron cambios en comun en la
expresion de RRCI1 y LAF3, dos genes involucrados en la regulacion de las
respuestas fotomorfogénicas en Arabidopsis thaliana, la cual se encontrd
aumentada y disminuida respectivamente en ambas mutantes (Fig. 25B).
Finalmente se encontré en ambas mutantes un aumento en la expresidon de
DREB19, un factor de transcripcion involucrado en la activaciéon de la respuesta
a estrés abidtico, y una disminucion en la expresion de ABA4, un gen que se

requiere para la biosintesis de ABA en condiciones de estrés (Fig.25B).

Luego se realizé un andlisis de las ontologias de genes asociados con genes
alterados comunmente en las mutantes. Este reveld un enriquecimiento en
genes implicados principalmente en regulacion de la transcripcién y respuestas
de estrés (Fig. 25 C) (a=0,05; Test de Fisher).
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Fig. 25. Andlisis de la expresion a nivel global de las mutantes Ism4-1 y sadl/Ism5.
(A) Diagrama de Venn comparando genes con expresion génica alterada en las
mutantes Ism4-1ysadl/lsm5 respecto de las salvajes. (B) Cambio en la expresidon de un
subconjunto de genes representado como el log2 del nivel de cambio para cada
mutante relativo a su accesiéon salvaje. n=3. (C) Proporcidon de genes con expresion
incrementada o disminuida en ambas mutantes para los términos de ontologia de
genes (GO) seleccionados, de acuerdo a la herramienta on-line Virtual-Plant 1.3.
* p<0,05 (Test de Fisher).
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Andlisis del splicing alternativo en las mutantes sadl/lsm5 y Ism4-1

Luego se evalud particularmente las alteraciones en eventos de splicing
alternativo anotados, en ambas mutantes. El andlisis encontrd un total de 6.567
eventos alternativos anotados correspondientes a genes expresados sobre un
umbral minimo en las mutantes y sus correspondientes plantas salvajes. De estos,
363 eventos estaban alterados en la mutante Ism4-1 y 57 en la mutante
sadl/lsm5, con 24 eventos alternativos igualmente cambiados en ambas
mutantes, una superposicion 7,6 veces mayor de lo esperado por azar (p<0.001
test de Fisher) (Fig. 26A). En la Fig. 26B se muestran dos ejemplos representativos
de alteraciones en el splicing alternativo observadas en las mutantes utilizando
el navegador de genoma integrativo (Infegrative Genome Browser, IGB) (Nicol
et al. 2009). En plantas salvajes, el evento de splicing alternativo mds abundante
fue asociado con la seleccion alternativa del sitio de reconocimiento de splicing
3’ (3'SS; 33%), seguido de la retencidon de intron (RI; 32%), seleccidon alternativa
del sitio de reconocimiento de splicing 5’ (5'SS; 22%) y exclusidon de exdén (EE;
13%) (Fig. 26C). Entre los eventos de splicing alternativo afectados en las
mutantes Ism4-1 y sadl/lsm5, se encontrd un aumento en la proporcion de
eventos de retencidn de intrén, lo cual es consistente con lo reportado

previomente para la mutante sadl/lsmS (Golisz et al. 2013; Cui et al. 2014).

Por otro lado, también se evalud el splicing de todos los intrones presentes
en los genes expresados sobre un umbral minimo. Dentro de los 87.241 intrones
analizados se detectaron alteraciones en el splicing de 553 y 4.354 intrones en
sadl/lsmb y Ism4-1 respectivamente, siendo 212 de ellos afectados de la misma
manera en ambos mutantes, una superposicion de 7,7 veces mayor de lo
esperado por azar (p<0.001 test de Fisher) (Fig. 26D). En la Fig. 26E se muestran
ejemplos representativos de alteraciones en el splicing constitutivo de intrones
observadas en las mutantes utilizando el IGB. En un andlisis mdas profundo se
observd que la proporcidn de eventos de retencidn de intrén incrementada
entre las mutantes Ism era el doble para eventos de retencidn de infrén
anotados como alternativos que para infrones considerados constitutivos (o al

menos no anotados como alternativos) (Fig. 26F).
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Fig. 26. Andlisis a nivel global mediante RNAseq del splicing alternativo y constitutivo en
las mutantes sadl/Ism5 y Ism4-1. Diagramas de Venn mostrando alteraciones en el
splicing afectando, (A) eventos alternativos o (B) todos los infrones en las mutantes Ism4 y
sad1/Ism. (C y D) Ejemplos de Rl y EE usando el programa IGB. La flecha negra marca el
evento de interés. (E) Frecuencia relativa de los diferentes tipos de splicing alternativo
para todos los eventos de splicing alternativo detectados. 3'SSy 5'SS, seleccién alternativa
del sitio de reconocimiento de splicing 3' y 5' respectivamente; EE, exclusién de exdn; RI,
retenciéon de intrén (F) Porcentaje de intrones alternativos y constitutivos que se
encuentran retenidos en las mutantes sadl/lsm5 y Ism4-1 relativo a la accesidn salvaje
correspondiente.
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Andlisis de eventos conocidos de splicing alternativo para genes del reloj en las

mutantes sadl/lsmS5 y Ism4-1.

Para analizar las variantes de splicing de genes del reloj en las mutantes
sadl/lsm5 y Ism4-1, se realizaron RT-PCRs semi cuantitativas para varios eventos
reportados de splicing alternativo de genes del reloj. Se comenzd con el andlisis
del evento de splicing alternativo mds descripto en Arabidopsis thaliana para un

gen del reloj, la retencion del intron 4 del gen CCAT.

No se observaron cambios en la retencidon de este intron en la mutante
sadl/lsm5, en cambio se observd una leve retencidn del intron 2, un evento no
reportado como alternativo hasta el momento. Este cambio se observé en todas

las condiciones luminicas analizadas (Fig. 27 A-C).

Utilizando los datos obtenidos mediante RNA-seq se corrobord lo observado
mediante la técnica de RT-PCR para la mutante sadl/lsm5 y se observd que la
mutante Ism4-1 también poseia un aumento en la retencidén del intron 2 de
CCAI (Fig. 28. D). Ademdas, se observé en la mutante Ism4-1 una disminucion de
la retencion del intréon 4 del gen CCAT, que es alternativamente retenido en las
plantas salvajes (Fig. 28 E). En la mutante sadl/lsm5 se observd una pequena
disminucion de la retencién del intrdn 4, la cual no habia sido posible detectar
mediante RT-PCR realizadas (Fig. 28 E). En la Fig. 28 G se observa, mediante el
uso del programa IGB, el splicing de los infrones restantes de CCA, los cuales
no se encontraron afectados en las mutantes, revelando la selectividad de los

defectos en el splicing de ambas mutantes.

Continuamos con el andlisis de la retencion alternativa del 14 del gen del
oscilador central TOC1. Se analizé mediante RT-PCR esta retencién y se observo
para ambas mutantes un aumento marcado en todas las condiciones luminicas
analizadas (Fig. 27. D-Fy Fig. 28 A, F).

Otro evento de splicing alternativo reportado para genes del reloj es la
retencidon de I3 de PPR9, que estaba fuertemente asociada con el defecto
circadiano de la mutante para el gen PRMT5 (Sanchez et al. 2010). Se analizé
entonces si este evenfo fambien estaba cambiado en las mutantes Ism. Como
se puede observar en la Fig. 27 G y Fig. 28 B no se observaron cambios en el

splicing del gen PRR? en ninguna de las dos mutantes Ism, como se observaba
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para la mutantes prmt5-5 (Fig. 28 C). No se observd tampoco cambios en el

splicing de ofros genes del reloj que poseen eventos de splicing alternativo

reportados, como es el caso de la retencion del intron 5 de LHY o el intron 1 del
gen RVES8 (Fig. 27 H, 1).
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Fig.27. Andlisis de los eventos de splicing alternativo conocidos de los genes centrales del
reloj en la mutante sadl/Ilsm5. Patrones de splicing evaluados mediante RT-PCR semi
cuantitativa. Los exones e intrones se muestran como cajas y lineas, respectivamente. Las
lineas grises representan el intrén de interés. La flecha negras indican la posicién del primer,
las flechas punteadas indican el evento de retencidn de intrén (RI), IC= isoforma candnica.
(A'y D) Las muestras de ARN fueron obtenidas de plantas crecidas en 16h luz/8h oscuridad
y el andilisis se realizd en el momento del pico de expresidon de cada gen. (By E) Las muestras
de ARN fueron obtenidas igual que en Ay D, pero se cosecharon muestras cada 4h por un
dia y se juntaron para el andlisis. (C y F) Las muestras de ARN fueron obtenidas de plantas
que fueron crecidas en condiciones de luz y temperatura constantes. (A-C) Alteraciones
en el evento de retencién del intrén 2 de CCAI. (D-F) Alteraciones en el evento de
retencion del intrén 4 de TOCI. (G-l) Eventos de splicing alternativo que no mostraron
diferencias comparado con las plantas salvajes. Se muestran el andlisis de la retencién del
intrédn 3 de PRRY (G), delintrén 5 de LHY (H) y del intrdn 1 de RVES {I).
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Fig. 28. Andlisis de eventos de splicing de genes centrales del reloj en las mutantes Ism4-1
y sadl/Ism5. Datos de RNA-seq y RT-PCR semi cuantitativa mostrando cambios en eventos
alternativos de splicing de genes del reloj. (A-C) Pafrones de splicing alternativo evaluados
por RT-PCR para el evento de retencion del intron 4 de TOC1 (A) y retencién del intrén 3
de PRR? en Ism4-1 (B) o prmt5-1 (C). La retencién del intrén (RI) de interés estd marcada
con una flecha punteada, IC: Isoforma candnica. (D-F) Datos RNA-seq de eventos de
splicing expresados como densidad de lecturas intréon/ densidad de lecturas gen para los
eventos de, refencién del infron 2 de CCA1 (D), retencion del intrén 4 de CCAT (E) y
retencion del intrén 4 de TOCT (F), en las mutantes sadl/lsm5 y Ism4-1. (G) Visualizacion
del gen CCAI tilizando el programa IGB para ambas mutantes y sus respectivas
accesiones salvajes. Los recuadros de lineas punteadas marcan los eventos de splicing
alternativo para los infrones 2 y 4. En todos los casos, las muestras de ARN fueron obtenidas
de plantas crecidas bajo condiciones de luz y temperatura constantes.
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Conclusiones

Estudios previos han mostrado para los genes SmB en humanos y LSM5 en
plantas, un mayor efecto sobre el splicing alternativo que sobre el constitutivo.
Pero esto podria deberse a que en ninguno de los dos casos la expresion del
ARNm fue suprimida completamente (Salfzman et al. 2011; Cui et al. 2014). Es
por eso que nos propusimos evaluar, no sélo el efecto que tiene la mutante
sadl/lsm5 sobre el splicing alternativo, sino también el efecto de la mutante

Ism4-1 que no posee ARNm funcional.

Para ello realizamos una secuenciacion masiva de ARN (RNA-seq) sobre
plantas que desde su germinacidn hasta la cosecha estuvieron bajo
condiciones de luz y temperatura constantes sin exposicion previa a ciclos de
luz o temperatura. Bajo estas condiciones los ritmos circadianos estdn
fuertemente atenuados y las diferencias en expresidon son poco probables
debido al fenotipo de periodo largo de las mutantes el cual podria generar

diferencias en la fase de los transcriptos regulados por el relo.

Un primer andlisis a nivel global de expresion reveld mayores efectos para la
mutante Ism4-1 que para sadl/lsm5. Esto es consecuente con el fenotipo fuerte
de la mutante Ism4-1. El aumento y disminucion de la expresion observados para
los genes FT y MAF5 son consistentes con el fenotipo de floracién temprana
(Fig16A) que se observé para la mutante sadl/Ism5. Por ofro lado el aumento y
disminucion de la expresion observados para los genes RRCI y LAF3 son
consistentes con la hiposensibilidad que se observd en la mutante sadl/lsm5
para la inhibicion de la elongacion del hipocotilo (Fig. 16B). Por Ultimo el
aumento y disminucién observado para los genes de DREBI9 y ABA4, son
consistentes con las alteraciones en las respuestas a estrés abidticos presentes

en ambas mutantes (Xiong et al. 2001; Zhang et al. 2009).

Analizando particularmente eventos de splicing que se vieron afectados de
manera similar en las mutantes sadl/lsmS y Ism4, se observaron cambios en 24
eventos alternativos anotados y 212 eventos de retencidén de infrones no
anotados. Esto resultd en una superposicion 7 veces mayor de lo esperado por

azar en cada situaciéon respecto del total de eventos encontradas, lo cual es
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consistente con el hecho que ambas proteinas, LSM4 y LSM5, actian formando

parte de un mismo complejo.

Por otro lado, el andlisis comparativo de retencidon de intfrones anotados
como alternativos, en relacién a la retencién de intrones no anotados como
alternativos (posiblemente infrones constitutivos), reveld efectos mayores sobre
eventos anotados que sobre eventos no anotados. Esto nos indica que los genes
LSM contribuyen preferencialmente, aunque no exclusivamente, alaregulacion

del splicing alternativo.

Particularmente, en el estudio de eventos splicing de genes del reloj central
se observd que los eventos de retencion del intron 2 de CCAI y retencion del
infron 4 de TOCI se enconfraban aumentados en ambas mutantes. Estos
eventos se observaron tanto en plantas mutantes sadl/lsmb5 cultivadas en
fotoperiodo de dia largo y cosechadas en el momento de pico de expresion de
cada gen, como en muestras tomadas cada 4 h durante un ciclo de 24 hy
luego agrupadas para el andlisis. También se observaron estos eventos en
plantas cultivadas siempre bajo luz y temperatura constante. Esto indica que los
eventos de splicing observados no son simplemente el resultado de los cambios
en la fase de expresidon de ARNm de los diferentes genes centrales por el cambio

en periodo de la mutante sadl/Ism5.

Es md&s, para la mutante Ism4-1 se observd una disminucion del intron 4 de
CCAI, evento que se encuentra presente en plantas salvajes del ecotipo Col.
Esto nos muestra que mutantes para Ism no sélo generan incrementos en la
retencidon de intrones generales, resultante de una menor eficiencia en el
proceso de splicing, sino que preferentemente impactan en la modulacion de
eventos de splicing alternativo. Ademds, para varios genes del reloj circadiano

se observaron retencién de intrones particulares y no a lo largo de todo el gen.

Entonces se puede concluir que los genes LSM4 y LSM5 tienen un efecto
especifico, mdas que global, sobre la regulacion del splicing de genes centrales

del oscilador central de plantas.

b



Biblioteca Digital FCEN-UBA

El capitulo IV fue retirado a pedido del autor

At author’s request chapter IV has been withdrawn



DLSCUSLON 4

CoNCluUsSLones generales

95



DLseuUsLdn Y concluslones oenerales

Discusion y conclusiones generales

Durante mucho tiempo se considerd que la regulacién transcripcional era
el mecanismo central en el mantenimiento de los ritmos circadianos. Sin
embargo, en los Ultimos anos han surgido varios trabajos que muestran que
mecanismos  post-tfranscripcionales son necesarios para el correcto
funcionamiento del reloj circadiano en diversos organismos (Cheng et al. 1998;
Staiger et al. 2003; Colot et al. 2005; Diernfeliner et al. 2005; Sanchez et al. 2010).

Basados en estos trabajos decidimos investigar en mayor profundidad los
mecanismos post-tfranscripcionales que regulan la funcidn del reloj circadiano,

en particular el splicing alternativo.

Esta tesis comenzd con una busqueda in silico de componentes del
spliceosoma que tuvieran regulada la expresion de su ARNm por el reloj
circadiano. Esto quiere decir que su expresion oscilara durante el transcurso de
24 horas en condiciones de luz y temperatura constante, luego de un
entrenamiento luminico. Esta buUsqueda devolvié una lista de 83 genes

candidatos para estudiar la conexidn entre los ritmos circadianos y el splicing.

El andlisis de los ritmos circadianos de mutantes para 13 de los genes
candidatos reveld que, de todas mutantes analizadas, sélo la mutacion en el
gen LSMS5, sadl/lsm5 afectaba la funcién del reloj circadiano. LSMS5 codifica
para una proteina de la familia LSM, la cual es parte de dos complejos
heptameéricos distintos localizados en el nicleo y en el citoplasma. El complejo
nuclear se compone de las proteinas LSM2 a LSM8 y es requerido para la
estabilizacion del Ué snARN vy el correcto splicing del pre-ARN. El complejo
citoplasmdtico consiste de las proteinas LSM1 a LSM7 y es requerido para la
formacion de PBs, decapping del ARNm y correcto decaimiento del ARNm en

el citoplasma (Nicol et al. 2009; Perea-Resa et al. 2012; Golisz et al. 2013).

La mutacion sadl/lsmS5 genera un cambio de aminodcido conservado en
el gen LSM5 y afecta varias vias controladas por el reloj a nivel fisioldgico y
molecular, como el movimiento de hojas, el tiempo de floracién, la elongacion
del hipocotilo y la expresidon de genes cenfrales del reloj. En particular, el retraso

en la expresion de los genes PRR es consistente con el alargamiento del periodo
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circadiano observado, aungue es incierto cudl de estos cambios seria el

principal responsable del fenotipo circadiano.

También encontramos que la mutaciéon en el gen LSM4, cuyo ARNm no se
encuentra regulado por el reloj, afectaba el control temporal de la expresidon
del gen central del reloj CCAIT y un gen de via de salida del reloj. Ademds de
LSM5, el ARNm para los genes LSMI1a, LSM1b y LSM3b de plantas también

estaban controlados por el relo;.

Por ofro lado, los ARNm para los genes LSM3, LSM4 y LSM7 de ratén mostraba
regulacioén circadiana y la disminucién en la expresion de los genes LSM3, LSM5
y LSM7 en células humanas generaba cambios en el periodo de expresion del

gen central del reloj de mamiferos, BMALT.

Hay creciente evidencias que sugiere que componentes centrales de los
complejos de multiples subunidades que participan en la transcripcion, o en el
procesamiento de ARN, desempenan roles regulatorios en lugar de roles pasivos
en el control de la expresidon génica. De hecho, los componentes centrales del
complejo de reconocimiento del promotor, que hasta el momento se
consideraba con un rol pasivo, se ha demostrado que regulan programas
transcripcional célula-especificos durante el desarrollo (Goodrich and Tjian
2010). Del mismo modo, la disminucion de la expresion de SmB, un componente
cenfral de U1- U5 snRNPs, en las células humanas, o mutaciones en el gen UIC
de la especie Danio rerio (zebra fish), que codifica un componente de UTsnRNP,
resultan en mayores alteraciones sobre splicing alternativo que sobre el splicing
constitutivo (Park et al. 2004; Résel et al. 2011; Saltzman et al. 2011). En plantas,
la mutacién en LSM5 también reveld alteraciones sélo en subconjuntos de

eventos de splicing (Cui et al. 2014)

Estos hallazgos sugieren que los cambios en los niveles y/o actividades de
las proteinas spliceosomales centrales podrian estar asociados con la regulacion
de vias de sendalizacién especificas. De hecho, las mutantes sad1/lsm5 y Ism4-1
en Arabidopsis thaliana tienen reducida la tolerancia a estrés abidtico, un
fenotipo que es consistente con las alteraciones en la expresion y splicing
alternativo de genes relacionados con el estrés (Zhang et al. 2011; Cui et al.

2014). Sin embargo, si las senales relacionadas con el estrés abidtico controlan
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la expresion y/o actividad de las proteinas de LSM en las plantas no se conoce

aun.

Aunqgue se ha demostrado que los componentes centrales del spliceosoma,
SmB en humanos y LSM5 en plantas, generaban efectos limitados sobre splicing
constitutivo y los mayores efectos observados eran sobre el splicing alternativo,
la falta de efectos fuertes en splicing constitutivo podria deberse alaincompleta
reduccion de la expresion de ARNm de SmB en células humanas o la naturaleza
débil de la mutacion sadl/lsm5 en arabidopsis (Saltzman et al. 2011; Cui et al.
2014).

Mediante la caracterizacion del procesamiento de ARNm de una mutante
nula por insercion de T-DNA como es Ism4-1, la cual carece de ARNm funcional
para LSM4, se observd que el splicing de solo el 5% de todos los intrones
evaluados mediante RNA-seq estaban significativamente afectados en la
mutante, a pesar de ser un gen de copia Unica en Arabidopsis thaliana (Perez-
Santangelo et al. 2014). Dado que LSM4 es metilada por PRMTS, mutaciones en
genes LSM podrian también alterar el reloj afectando el splicing de PRR?, como
ocurria con la mutante para PRMTS (Sanchez et al. 2010). Sin embargo, el splicing
del intron 3 de PRR9 que estaba fuertemente reducido en mutantes prmt5-5 y
estaba asociado al fenotipo circadiano de la mutante, era normalmente
removido en sadl/lsm5 y Ism4-1 sugiriendo que este no es el camino por el cual

los genes LSM controlan el periodo circadiano.

A pesar de que identificamos alteraciones en el splicing alternativo de otros
genes del reloj, como el aumento de la retencion del intrén 4 del gen TOC1 y
del intrén 2 del gen CCAI, estos defectos deberian retrasar en lugar de alargar
el periodo circadiano, lo que sugiere que ellos no son el defecto responsable
del fenotipo circadiano de las mutantes Ism. Los genes LSM podrian afectar
entonces al periodo circadiano mediante la regulacién de splicing alternativo

de genes centrales del reloj todavia no identificados.

Por otro lado, el alargamiento en el periodo de los genes del reloj CCAl y
CCR2 observados para la mutante doble Ismla/lb pertenecientes sélo al
complejo LSM1-7 involucrado en el decaimiento de ARNm, nos da indicio de

que parte de los defectos sobre los ritmos circadianos de las mutantes Ism4-1 y
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sadl/lsm5 podria estar dado por su rol en el decaimiento de ARNm. Es mds,
mutaciones en el gen DCPS5 involucrado en decapping y mutaciones en la
enzima XRN4 responsable de la degradacion de ARNm 5'-3' también
generaban alargamiento en el periodo de expresion de genes del reloj

circadiano.

La regulacion del decaimiento de ARNm de genes del reloj debe ser clave,
dada la importancia de la exactitud del momento de expresion de estos genes.
El control del momento de expresion no puede estar dado solamente por el
prendido o apagado de la franscripcion regulada a fravés del promotor, sino
gue debe haber un eficiente confrol de la degradacién de ARNm de genes del

reloj, para que el pico sea lo mdas preciso posible.

Se mostré en Drosophila melanogaster la relevancia de la region 3’ no
traducible (del inglés, UnTranslated Region; 3'UTR) en el comportamiento
circadiano del gen PER, mediante el cambio del 3' UTR del gen PER por el 3’ UTR
del gen TUBULINA, un gen de expresion ubicua. Este cambio generaba
alteraciones en el perfil de expresion de ARNm de PER (Chen et al. 1998). En
ratéon, analizaron la regiéon 3" UTR del gen PER (mPER), colocdndolo rio abajo del
reportero luciferasa. Esto resultd en una disminucion dramdtica de la estabilidad
del ARNm de la luciferasa. Y una mutaciéon estabilizante en el 3'UTR de mPER
generaba alteraciones en los perfiles de oscilacion del ARNm de la luciferasa
(Kwak et al. 2006). Estos trabajos demostraron que el decaimiento de ARNm
mediado por el 3' UTR juega un rol clave en las oscilaciones circadianas del

ARNmM de gen PER tanto en moscas como en ratones.

Dado estos antecedentes, podria pensarse que el control de los perfiles de
expresion de genes del reloj en Arabidopsis thaliana también podria estar
mediado por las regiones UTR. Un trabajo reciente que buscaba identificar
ARNmM inestables mediante la utilizacidn de microarreglos, mostré que los genes
controlados por el reloj circadiano eran particularmente inestables, es decir sus
ARNM decaian rédpidamente (Gutierrez et al. 2002). Esto da un indicio de que
es necesario que los genes controlados por el reloj circadiano sean inestables
para poder ser degradados radpidamente y asi poder tener perfiles de expresion

robustos, con picos y valles bien definidos.
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En conclusion, los resultados descriptos en esta tesis demuestran que varios
genes LSM desempenan un rol regulatorio en los ritmos circadianos, mediante el
control del splicing alternativo y del decaimiento de ARNm de genes del reloj y
de vias de salida, contribuyendo a la sincronizacion de los ritmos bioldgicos a los

cambios ambientales.
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Apéndice

APENDICE
Tabla 1

Lista de factores v reqguladores del splicing regulados por el reloj circadiano

A continuacion se listan los 83 genes que surgieron de la comparacion
de, genes regulados por el reloj circadiano a nivel de mensajero con genes de

factores y reguladores del splicing.

Codigo Nombre Clasificacion
AT4G20440 | GFSMB-bSmall nuclear Proteinas Sm
ribonucleoprotein
atSmF; small nuclear .
AT4G30220 ribonucleoprotein F RUFX Profeinas Sm
AT2G23930 | @SMG-a. SNRNP-G Small Proteinas Sm
nuclear ribonucleoprotein
ATIGI9120 | GTSMla U6 snRNA-associated | o soin s 1 sm
Sm-like protein
AT3G14080 | STSMID U6 snRNA-associated | oo 1 sm
Sm-like protein
ATIG76860 | OT-SMSP U6 snRNA-associated | o i 1 sm
Sm-like protein
atLSM5, SAD1 SUPERSENSITIVE TO .
AT5G48870 ABA AND DROUGHT 1 Proteinas LSM
AT5G17440 | atluc7b UT snRNPy profeinas
relacionadas
AT5G19350 RNA rgqogmhon rnohf— Ul snRNP y proteinas N
containing protein relacionadas Z
AT4G 12600 atU4/U6-15.5b U4/U6 snRNP C§
AT2G41500 atSAP60 LACHESIS (LIS); EMB2776 | U4/Ué6 SNRNP
AT1G28060 atSAP90-1 Pre-mRNA-splicing U4/U6 SnRNP
factor 3
atU5-102KD, STABILIZED 1 (STAT1);
AT4G03430 EMB2770 U4/Ué snRNP
AT4G24270 PRP24, EMB140 U5 snRNP
AT5G25060 atSR140-1 U2-associated protein | 175 UQ SNRNP y proteinas
SR140 asociadas
AT2G02570 atSPF30 survival of.m.o’ror 178 U.2 SNRNP y proteinas
neuron-related-splicing factor 30 | asociadas
AT3G23325 SF3b10b RDS3 complex subunit 178 UQ SNRNP y proteinas
10 asociadas
atSAP49a splicing factor 3B 17S U2 snRNP y proteinas
AT2G18510 subunit 4, emb2444 asociadas
AT5G64270 atSAP155 putative splicing 17S U.2 SNRNP y proteinas
factor asociadas
DEBRANCHING ENZYME 1; .
’ (o)
AT4G31770 ATDBR1 embryo lethal Proteinas de desensamblado %
pre-mRNA-splicing factor . o
AT1G31870 CWC26 Complejo RES 8
AT2G38770 atAquarius EMB2765 NTC cenfrales y asociadas E
O
AT2G16600 atCypE2a/ROC3 NTC cenfrales y asociadas §
- 0
AT2G21130 oTCypE] .O/CYPQ Peptidyl-prolyl NTC cenfrales y asociadas Y
cis-frans isomerase CYP19-2
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AT3G 12580 HSP70 heat shock protein 70-4 NTC cenfrales y asociadas
AT5G02500 HSC70-1 NTC cenfrales y asociadas
pre-mRNA-splicing factor .
AT1G80930 CWC22 NTC cenftrales y asociadas
AT4G21110 ATBUd.Sl bud site selection NTC cenfrales y asociadas
protein 31
_A- _ i (o)
AT3G51110 oTCRI\!Q'Holf A TPR repeat NTC cenftrales y asociadas T o
containing protein P
AT2G 16860 pre-mRNA-splicing factor SYF2 NTC cenfrales y asociadas § L
MQOS4-associated complex 3A 5 5
AT2G33340 (MAC38), PRP19B NTC cenftrales y asociadas i
AT5G53180 polyp'yr|m|d|ne fract-binding Seleccién delssitio de Splicing
protein 2
atU2AF35a/AUSa splicing factor L o .
AT1G27650 U2af small subunit A Seleccién del sitio de Splicing
AT3G55460 g(T)SCLSO $C35-like splicing factor Proteinas SR y relacionadas
AT1G09140 ATSR30 Proteinas SR y relacionadas
AT3G49430 ATS.R.SA'O putative Pre-mRNA Proteinas SR y relacionadas
splicing factor SF2
atRSZp22a RNA recognifion
AT2G24590 motif and CCHC-type zinc finger | Proteinas SR y relacionadas
domain
RSZ32 RNA recognition motif and . .
AT3G53500 CCHC-type zinc finger domain Proteinas SR y relacionadas
AT4G25500 atRSp40/atRSP35 Proteinas SR y relacionadas
AT5G22840 OTSRP.KQO protein kinase family Proteinas Kinasa de SR
protein
AT3G53030 atSRPK2b SRPK4 Proteinas Kinasa de SR
atGRBP1e glycine-rich RNA- Proteinas de union a RNAricas
ATSG61030 binding protein 3; GR-RBP3 en Glicinas -
ATAG13850 atGRBP1c GLYCINE-RICH RNA- Proteinas de union a RNAricas c
BINDING PROTEIN 2; GR-RBP2 en Glicinas %
AIGRP7/atGRBP3a CCR?, Proteinas de union a RNAricas 2
AT2G21660 GLYCINE-RICH RNA-BINDING en Glicings %
PROTEIN 7; GR-RBP7; GRP7 3
ATAG39260 AtGRP8/atGRBP3b ATGRPS; Pro‘rel.ngs de union a RNAricas 8
CCRI en Glicinas o]
AT2G33410 | AIRNPA/B_2 RNArecognifion Familia hnRNP o)
motif-containing protein 2
ATsG47620 | ARNPA/BS RNArecognifion Familia hnRNP
motif-containing protein
AT3G15010 | UBA2C RNArecognition motif- 1 ¢ iy hnrip
containing profein
AT5G04280 | GFNNRNP-G1 RNArecognition | ¢ i 1 rp
motif-containing protein
AT5G58470 TBP-associated factor 15B Familia hnRNP
hnRNP-R1 LIF2, TFL2 interacting
AT4G00830 RNA recognition mofif- Familia hnRNP
containing protein
ATAGO3110 RBP-DR1; RNA-binding protein- Familia hnRNP
defense related 1
AT1G49600 4A;RABP47O RNA-binding protein | ¢ i hnRNP
AT4G17520 Ath2 Familia hnRNP
AT5G47210 Ath3 Familia hnRNP
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AT1G49760 PAB8 Proteinas de union a ARNm
AT2G23350 PAB4 Proteinas de union a ARNm
AT1G30970 SUF4; suppressor of FRIGIDA4 Asociadas al complejo A
AT4G31120 SKB1 Asociadas al complejo B
AT4G09980 EMBI .69]’ methylfransferase-like Asociadas al complejo B
protein 1
AT3G25840 oTPRPAK-j serine/threonine- Reclutadas antes del complejo
protein kinase PRP4 Bact
AT3G09440 protein heat shock protein 70-3 Abundanes primero en el
complejo C
AT3G07790 | protein DGCR14 Abundantes primero en el
complejo C
AT4G02720 | hypothetical protein Abundantes primero en el
complejo C
AT5G23080 TOUGH '(TGH) G po’rch domain- Abundanes primero en el
containing protein 1 complejo C
ATIG18080 | WD-40 REPEAT PROTEIN ATARCA | APundantes primero en el
complejo C
AT3G18130 receptor for activated C kinase Abundqn‘res primero en el
1C complejo C
RINT; RESISTANCE TO P. Abundantes primero en el
ATSG22330 | s\RINGAE INTERACTOR 1 complejo C
atDDX48/elF4A3-2 DEAD-box
ATIG51380 ATP-dependent RNA helicase 34 EJC/mRNP
AT3G58570 DEAD—box ATP-dependent RNA EJC/MRNP
helicase 52
AT5G59950 OTALY—'] b RNA rec;ogmhon motif- Complejo TREX
containing protein
AT5G42920 THOS5 Complejo TREX
AT5G23880 CPSF100 C.om.plejo de poliadenilaciéon y
clivaje
AT1G61010 CPSF73.] C.om.plejo de poliadenilaciéon y
clivaje
AT1G54440 RRPé-like protein 1 Exosoma
AT5G10810 puTghve enhonce'r of Miscelaneos de complejos
rudimentary protfein ER humanos
AT1G48650 DEA(D/H)—be RNA helicase Miscelaneos de complejos
family protein humanos
AT5G62190 | PRH75; RNA HELICASE Miscelaneos de complejos
humanos
AT3G57290 EIF3E Miscelaneos de complejos
humanos
AT5G52470 EIB1 rR!\IA 2'-O-methyltransferase | Especificos del penta snRNP de
fibrillarin 1 levaduras
ATAG25630 FIB2, rRNA 2'-O- o Especificos del penta snRNP de
methyltransferase fibrillarin 2 levaduras
AT2G20560 | DNAJ heat shock protein Especificos del penta snRNP de
levaduras
AT4G28480 | DNAJ heat shock protein Especificos del penta snRNP de

levaduras

Reguladores del Splicing
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Tabla 2

La lista de los 13 genes seleccionados para pedir mutantes.

A continuacion se listan los 13 genes relacionados al splicing que se encuentran

regulados por el reloj circadiano de los cuales se pidieron mutantes insercionales al

ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center).

Codigo Nombre Clasificacion
ATIGI19120 | atLSMI1a Ué snRNA-associated Sm-like protein Proteinas LSM
AT3G 14080 | atLSM1b Ué snRNA-associated Sm-like protein Proteinas LSM a
pd
atLSM5, SAD1 SUPERSENSITIVE TO ABA AND . o
AT5G48870 DROUGHT 1 Proteinas LSM S
AT2G02570 atSPF30 survival of motor neuron-related-splicing 17§ U? SNRNP y
factor 30 proteinas asociadas
AT3G55460 | atSCL30 SC35-like splicing factor 30 Proteinas SR y
relacionadas
ATIG09140 | ATSR30 Proteinas SR y
relacionadas
P o)
AT3G49430 | AtSR34a putative Pre-mRNA splicing factor SF2 Profeinas SR y <
relacionadas Q
AT5G61030 atGRBPIe glycine-rich RNA-binding protein 3; GR- | Proteinas de union a &
RBP3 RNA ricas en Glicinas ko)
AT2G21660 AtGRP7 /atGRBP3a CCR2, GLYCINE-RICH RNA- Proteinas de union a E
BINDING PROTEIN 7; GR-RBP7; GRP7 RNA ricas en Glicinas g
AT4G39260 | AtGRP8/atGRBP3b ATGRPS; CCRI Proteinas de union a 3
RNA ricas en Glicinas )
)
AT3G 15010 | UBA2c RNA recognition motif-containing protein Familia hnRNP o
ATIG49760 | PABS Proteinas de union a
ARNmM
AT2G23350 | PAB4 Proteinas de union a
ARNmM
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