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Identificacion y caracterizacidon de eventos de splicing
alternativo en Arabidopsis thaliana utilizando herramientas de
transcriptomica de alto rendimiento

Resumen

El mecanismo de splicing alternativo es un mecanismo de regulacién post-transcipcional presen-
te en los organismos eucariotas que amplia las capacidades regulatorias y funcionales de los genes
mediante la generacién de miltiples isoformas. Las consecuencias de este proceso son proteinas
funcional y estructuralmente diferentes como asi también productos no traducibles con funciones
regulatorias en si mismos. El advenimiento de las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva,
incluyendo las que se utilizan para ARN (RNA-Seq) permiten estudiar cambios transcripcionales
incluyendo splicing alternativo de una manera inusitada. Sin embargo, la descripcién de los cambios
en los patrones de splicing bajo diferentes condiciones no es trivial y ha dado lugar durante los
altimos afos al desarrollo de mdltiples herramientas bioinformaticas.

En este trabajo de tesis, se describe ASpli, un paquete de R integrativo y facil de usar que
facilita el analisis de los cambios en el splicing alternativo tanto en eventos anotados como nuevos
a partir de datos de RNA-Seq. Nuestra propuesta es combinar la informacién estadistica del uso
diferencial de exones, intrones y junturas junto con las métricas de inclusién (PSI) y retencién de
intrén (PIR) que se obtienen por el anélisis de las junturas sobre cada region gendmica en estudio.
La utilizacion de este abordaje integral intenta cuantificar de manera mas exacta la ocurrencia
de eventos de splicing alternativo. El desarrollo del paquete fue fundamental para el analisis de
la remodelacién del transcriptoma ante numerosos tratamientos en la planta modelo Arabidopsis
thaliana asi como en otros organismos. Como parte de los resultados, se describen los anélisis del
efecto de un pulso de luz en plantas y sus consecuencias globales en la regulacién del splicing
alternativo.

Palabras clave: splicing alternativo, RNA-seq, bioinformatica, Arabidopsis thaliana, genémica







Identification and characterization of alternative splicing
events in Arabidopsis thaliana using high throughput
sequencing

Abstract

Alternative splicing (AS) is a common mechanism of post-transcriptional gene regulation in
eukaryotic organisms that expands the functional and regulatory diversity of a single gene by ge-
nerating multiple mRNA isoforms that encode structurally and functionally distinct proteins. The
development of novel high-throughput sequencing methods for RNA (RNA-Seq) has provided a
powerful means of studying AS under multiple conditions and in a genome-wide manner. Despite
the fact that a plethora of bioinformatic tools have been developed in the last few years, using

RNA-Seq to study changes in AS under different experimental conditions is not trivial.

In this thesis, we describe ASpli, an integrative and user-friendly R package that facilitates
the analysis of changes in both annotated and novel AS events. Our method combines statistical
information from exon, intron, and splice junction differential usage, with information from splice
junction reads to calculate differences in the percentage of exon inclusion (PSI) and intron reten-
tion (PIR), which reliably reflect the magnitude of changes in the relative abundance of different
annotated and novel AS events. This approach is intended to improve the analysis of RNA-Seq
data for the quantification and discovery of AS events. The package has been intensively used
for the analysis of alternative splicing in a genome-wide manner in Arabidopsis thaliana as well as
other organisms. As part of the results, we present the analysis of the accute effects of light on

alternative splicing in light-grown plants.

Key words: alternative splicing, RNA-Seq, bioinformatics, Arabidopsis thaliana, genomics
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Abreviaturas mas frecuentes

= ADN: 4cido desoxiribonucleico

» ARN: &cido ribonucleico
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= pre ARNm: acido ribonucleico inmaduro
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= snRNPs: del inglés small nuclear ribonucleoproteins
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» BAM: del inglés Binary Alignment Map

» FDR: del inglés false discovery rate

= p-valor: valor de probabilidad

= GO: del inglés Gene onthology

= hnRNPs: del inglés heterogeneous nuclear ribonucleoproteins

» SREs: del inglés splicing regulatory elements
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Dedicatoria

¢ Por qué el splicing?

Desde el momento en que tomé contacto con el laboratorio del Dr. Marcelo Yanovsky me
senti atraida por el mundo del splicing, ese mecanismo de regulacién génica postranscripcional que
estaba ahi, subyacente y que pocos se detenian a mirarlo. Venia de afos intensos en el mundo
de la secuenciacién masiva donde ya habia tomado contacto con datos de experimentos de ARN,
pero nunca se me habia ocurrido pensar que en esos datos habia oculta tanta informacién sobre
la naturaleza y que luego, una de nuestras misiones fue intentar revelarla.

Con el correr de los afios fuimos aprendiendo muchisimo sobre este mecanismo, conservado,
regulado y que sigue escondiendo una magia que ain hoy me sigue conmoviendo. La maquinaria
del splicing es fascinante, es precisa, es deliberada en sus elecciones y se ha sostenido a través de
los afios.

Lo que mas entusiasma, es saber que detras de todo experimento de RNA-Seq hay algo més
que podemos ver y que fuimos de los primeros en verlo. Y ahi estd la magia de la ciencia, la
que encandila y enciende la llama de la pasion de saber por saber nomas. Esa sensacion que
pocos se permiten experimentar, que implica tiempo, constancia, obstinacién, agudeza, cansancio,
equivocaciones y convencimiento que la natureleza tiene mucho para ofrecernos si nos detenemos
a mirar bien.

Por todo eso y por lo que viene, le dedico esta tesis a todos los que se maravillan con la

naturaleza, con /a vida, ese milagro.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Maduracioén del pre-ARNm y splicing alternativo

La produccién de la cantidad correcta de proteina en la célula adecuada en el momento preciso
es crucial para el crecimiento y el desarrollo de los eucariotas multicelulares y su respuesta al
entorno. La regulacion de la expresién génica es un componente central de este proceso. Esta
regulacién ocurre a mdltiples niveles, incluyendo la exportacién de transcriptos, el control de la
estabilidad del ARNm, la traduccién, las modificaciones post-traducionales de las proteinas y la
degradacién, que es lo que finalmente regula la cantidad de proteina en la célula [1]. Sin embargo
en los Gltimos tiempos se ha revelado que la regulacién de procesos co/post-transcripcionales,
tales como el splicing y la poliadenilaciéon también contribuyen a incrementar la complejidad de los
mecanismos de control de la expresién génica.

La mayoria de los genes eucariotas que codifican para proteinas se transcriben en precursores
del ARN mensajero (pre-ARNm) donde los exones, fragmentos de ADN que forman parte del
transcripto maduro, son interrumpidos por segmentos que no estaran presentes en el transcripto
maduro denominados intrones. Por lo tanto, estos pre-ARNm deben sufrir una etapa de maduracion
denominada splicing donde se remueven los intrones y se produce un transcripto traducible en
la mayoria de los casos. El splicing alternativo ocurre cuando se seleccionan sitios de splicing
alternativos, dando lugar a la aparicién de mas de un ARNm a partir de un mismo precursor
(pre-ARNm). El fenémeno de splicing alternativo inicialmente se pensé como una forma poco

comin de regulacién de la expresidén génica [2,3], pero con la aparicién de las tecnologias de



biologia molecular mas modernas se fue demostrando que la mayorias de los genes eucariotas eran
procesados de manera alternativa y de una manera controlada a lo largo de diferentes tejidos o
estados de desarrollo. Esto indica que el splicing alternativo tienen un rol muy importante en el
incremento de la complejidad funcional de un organismo y que es mas la regla que la excepcién [4].

El procesamiento del pre-ARNm se lleva a cabo en el espliceosoma, un complejo ribonucleopro-
teico dindmico con un ciclo funcional altamente regulado, que cataliza dos reacciones de transeste-
rificacion entre los sitios dador (sitio de splicing 5') y aceptor (sitio de splicing 3'). La maquinaria
estd compuesta por pequefias ribonucleoproteinas nucleares (del inglés small nuclear ribonucleopro-
teins, snRNPs) y proteinas auxiliares. Los snRNPs son complejos ribonucleoproteicos espliceoso-
males compuestos por moléculas de ARN pequefias nucleares (snRNA) ricas en uridinas, proteinas
Sm y proteinas especificas de cada snRNP. De acuerdo a la composicién proteinas y snRNPs, se

presentan 2 tipos de espliceosomas:

1. Espliceosoma mayor: consiste en 5 snRNPs (U1, U2, U4, U5 y U6) y aproximadamente

250 proteinas. Procesa la mayoria de los pre-ARNm con sitios de splicing GT-AG.

2. Espliceosoma menor: se forma a partir de diferentes snRNPs: U11, U12, U4atac/Ubatac
con funciones analogas a los snRNPs U1, U2, U4 y U6 del complejo U2. Procesa transcriptos

minoritarios que contienen los denominados intrones U12.

El snRNP U5 es comin a ambos complejos.

El ensamblado del complejo espliceosomal se produce de manera secuencial, por unién de sus
componentes sobre el intron a remover. El primer paso en el reconocimiento de los sitios de splicing
comprende la unién del snRNP U1 al sitio de splicing 5" y el factor auxiliar U2 (U2AF) al sitio de
splicing 3'. La subunidad pequena del U2AF se une a la regién frontera exén-intrén y la subunidad
grande se une a la regidn rica en pirimidinas (tracto de polipirimidina). A continuacién, el snRNP U2
se une el punto de ramificacién y el complejo preformado de los tri-snRNPs, U4 /U6-U5 se recluta
al intrén para formar el complejo espliceosomal. Durante el proceso de activacion, el espliceosoma
atraviesa severos rearreglos que conducen a la pérdida de los snRNPs Ul y U4 y la formacién del

complejo catalitico central a partir de los snRNAs U2, U5 y U6 y la proteina Prp8 [5,6] (Ver Figura

11).
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Figura 1.1: El ensamblado del espliceosoma. El ensamblado del esplicecosoma ocurre en los sitios de
transcripcion. (a) Los snRNPs Ul y U2 se ensamblan en el pre-ARNm de una manera cotranscripcional,
usando los sitios de splicing 5’ (ss 5') y 3' (ss 3'), mediados por el dominio C-terminal (CTD) de la
ARN-polimerasa Il. Los snRNPs Ul y U2 interactdan entre si para formar el pre-spliceosma (complejo
A). Este proceso es dependiente de las helicasas DExD/H, Prp5 y Sub2. En una reaccién subsecuence,
en la reaccién catalizada por Prp28, el complejo tri-snRNP preensamblado U4/U6.U5 es reclutado para
formar el complejo B. El complejo B resultante sufre una serie de rearreglos para dar lugar al complejo
catalitico activo complejo B*, que requiere de miiltiples helicasas (Brr2, Snull4 y Prp2) y resultan en
la liberacién de los snRNPs U4 y Ul. El Complejo B* lleva a cabo el primer paso catalitico del splicing,
dando lugar a un complejo C, que contiene los exones libres 1 y el exén-intron 2 intermedio. El complejo
C sufre rearreglos adicionales y lleva a cabo el segundo paso catalitico, que resultara en el complejo post-
espliceosomal que contiene el intrén a remover y los exones unidos. Finalmente, se liberan los snRNPs
U2, U5 y U6 de la molécula mRNP y se reciclan para los ciclos subsecuentes de splicing. Adaptado de [5]

Tipos de eventos de splicing alternativo

A pesar de que no hay un consenso en la clasificacién de todos los tipos de eventos de splicing
alternativo, la mayoria de los eventos resultan del uso de uno o mas de cuatro moédulos basicos
(Figura . La forma de splicing alternativo mas antigua reportada es la de salteo o exclusién del
exén (SE), que consiste en la eleccién de uno o méas exones de manera alternativa. Ademas, los
exones pueden ser acortados o elongados a través del uso de sitios dadores (5') alternativos (5’
Alt) y aceptores (3') alternativos (3’ Alt). Cuando se suprime la excisién del intrén se denomina
retencion de intrén (RI). Este es uno de los eventos més dificiles de estudiar debido a la dificultad de
distinguir de artefactos experimentales, que se pueden derivar por ejemplo, de analizar precursores
de ARNs en vias de procesamiento. Los animales y las plantas difieren en el tipo de evento mas
frecuente. En humanos se ha reportado que el salteo de exdn es el evento més frecuente (40 %),
mientras que en plantas se reporté que ocurre en un 5% [7] (Cuadro [L.1]). Por otro lado, la

retencién de intrén se ha reportado en plantas como un evento muy frecuente (40 %) y mucho

3



menos en humanos . Esta diferencia podria sugerir que las plantas y animales podrian estar

reconociendo los exones e intrones en una manera diferente.

a 5' Alternativo (5'Alt)
I «— —

b 3' Alternativo (3'Alt)
I «— | —> 1 N

€ Salteo de Exén (SE)

B @ N — I

d Retencién de Intrén (RI)

N @ | — EEEE

Figura 1.2: Clasificacion de los eventos de splicing alternativo. Hay cuatro tipos de eventos de splicing
alternativo: dador (a)(5'Alt)/aceptor (3'Alt) (b) alternativo, salteo de exén (SE)(c) y retencién de intrén
(RN)(d). Los rectangulos centrales representan los pre-ARNm. Para cada pre-ARNm, las lineas negras
sefialan las combinaciones entre los exones. Hacia la izquierda y derecha, se muestran los posibles
productos finales. Adaptado de .

Clase Humanos Plantas
Salteo de exé6n >40% 8 %s
Sitio de splicing 5' alternativo 19% 15.5%
Sitio de splicing 3' alternativo 7.9% 7.5%
Retencién de intrén <5% 40 %

Cuadro 1.1: Frecuencia de los eventos de splicing alternativo en humanos y plantas. Adaptado de [|§||

1.2. Elementos regulatorios

El complejo del espliceosoma presenta una plasticidad destacada en el reconocimiento de sus-
trato y puede incorporar diferentes partes de pre-ARNm en maduros ARNs bajo la influencia de un
gran nimero de proteinas regulatorias, muchas de las cuales tienen capacidad de unirse al ARN.
La mecanica esta finamente regulada por interacciones entre elementos cis (secuencias), presen-
tes en los exones e intrones y factores trans (proteinas) que reconocen estos elementos y que se

constituyen como los elementos regulatorios principales.
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Elementos cis

Son secuencias especificas en las regiones frontera exén-intrén y dentro de los mismos, presentes

en el pre-ARNm, esenciales para el splicing constitutivo y alternativo. Se divididen en 2 clases:

= Seiales de splicing: sitios reactivos del ARN que comprenden el sitio dador 5, el sitio acep-
tor 3' precedido por la zona de ramificacién (branch point) y el tracto de polipirimidinas,
cada uno de los cuales es estrictamente requerido por el esplicecosoma para el reconocimiento
del sustrato y la catélisis. Los pre-ARNm de metazoos poseen dos tipos de intrones que se
distinguen por su sitio de splicing caracteristico y su excisién por complejos de espliceosoma
diferentes. La mayoria de los intrones de metazoos son del tipo U2, que contienen las secuen-
cias candnicas GT-AG en las posiciones de la juntura y son procesados por el espliceosoma
mayor. El segundo tipo de intrones se denomina U12, y es catalizado por la maquinaria menor
y contienen la secuencia no canénica AT-AC. Estos dltimos, no son muy frecuentes. Se han
descripto unos 800 en mamiferos (humano y ratén) y unos 300 en plantas [10]. Normalmen-
te, no encontramos mas de un intrén de este tipo en los transcriptos y son removidos en su

mayoria de modo co-transcripcional con una dindmica mas lenta [9).

= Sefiales regulatorias (del inglés Splicing Regulatory Elements (SREs) ). Son motivod]
presentes en el pre-ARNm que tienen funciones regulatorias en la seleccion del sitio de

splicing. Normalmente son sitios blancos de las proteinas que se unen al ARN.
Se clasifican en:
e ESEs (exdnic splicing enhancers): localizados en exones. Favorecen el splicing y la
remocion del intrén.
e ESSs (exénic splicing silencers): localizados en exones. Inhiben el splicing.

e ISEs (intronic splicing enhancers): localizados en intrones. Favorecen el splicing, o sea

la remocién del intrén.

e ISSs (intronic splicing silencers): localizados en intrones. Inhiben su remocién.

1Un motivo es un elemento conservado en la secuencia de aminoacidos o nucleétidos, que habitualmente se
asocia con una funcién concreta. Los motivos se generan a partir de alineamientos mdltiples de secuencias con
elementos funcionales o estructurales conocidos [11]




En un principio, las secuencias regulatorias podrian estar en cualquier ubicacién en el pre-ARNm
pero la mayoria de los estudios se han concentrado en los 200-300 nucleétidos adyacentes a los
sitios de splicing observados, que parecerian contener mayor informacién en las secuencias [12].
Durante las Ultimas décadas, la bioinformatica se ha convertido en una herramienta fundamental
para el estudio del splicing alternativo y las sefales regulatorias. Los abordajes desde el lado de
la computacién se han vuelto poderosos y sofisticados con cada genoma que se ha secuenciado
completamente y con cada avance asociado a las tecnologias para los analisis gendémicos. Los
métodos de andlisis de enriquecimiento de motivos utilizados para la identificacién de sitios de
pegados de factores de transcripcién pueden ser usados en teoria para analizar posibles sitios de
regulacién de splicing. A diferencia de los sitios de pegado de los factores de transcripcion, los SREs
suelen ser mas cortos y degenerados y poseen menor contenido de informacion. Presentan desafios
adicionales en cuanto a que mdltiples copias de un mismo sitio, incrementan las capacidades
regulatorias [13-16]. Uno de los objetivos subyacentes a cada experimento que se realiza es detectar
este tipo de elementos regulatorios y la manera en que acttan en conjunto para lograr responder

de manera coordinada [4].

Elementos trans

Son proteinas que interactian con los elementos regulatorios en cis. Los reguladores de splicing

més estudiados son los miembros de la familia de proteinas SR y hnRNP (Ver Cuadro[1.2)).

La familia de proteinas SR, llamadas asi por la presencia de repeticiones de Serinas (S) y
Argininas (R) en sus secuencias, son proteinas de unién al ARN que suelen ser activadoras del
splicing o también llamadas reguladoras positivas, uniéndose a secuencias correspondientes a
exones y reclutando componentes centrales de la maquinaria de splicing, como el snRNP U1 al
sitio 5 y el factor auxiliar U2 (U2AF) al sitio 3" a través de interacciones proteina-proteina. Se han
descripto como proteinas de alta afinidad de unién a secuencias exénicas ricas en purinas [17519).
La familia de proteinas hnRNP, llamadas asi por ser ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
(del inglés heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), también son proteinas de unién al ARN y se
describen como represoras o reguladoras negativas del splicing, dado que se unen a regiones

correspondientes a exones o intones interfiriendo con la capacidad de la maquinaria de pegarse a
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los sitios de splicing. Los mecanismos por los cuales las proteinas hnRNP inhiben el splicing

estan poco estudiados.

Clase Funcidn Ejemplos

Familia de | Tipicamente activadoras, por | nSR100 (SRRM4), SC35, SF2 (ASF), SRM160

Proteinas SR | reclutamiento de los compo- | (SRRM1), SRp30c, SRp38, SRp40, SRp55, SRp75,

nentes del esplicecosoma TRA2alpha, TRA2beta

hnRNPs Tipicamente represoras, por | hnRNP Al, hnRNP A2/B1, hnRNP C, hnRNP F,

mecanismos pobremente es- | hnRNP G (RBMX), hnRNP H, hnRNP L, nPTB
tudiados (PTBP2), PTB (PTB1)

Otras Activadoras y represoras CELF4 (BRUNOL4), CUGBP, ESRP1, ESRP2,
FOX1 (A2BP1), FOX2 (A2BP2), HuD, MBNLL,
NOVA1l, NOVA2, PSF (SPFQ), quaking, SAM68
(KHDRBS1), SLM2 (KHDRBS3), SPF45 (RBM17),

TIAL, TIAR(TIAL1)

Cuadro 1.2: Tipos y ejemplos de proteinas regulatorias. Entre paréntesis los nombres sinénimos. Adap-
tado de [4]

Es interesante mencionar que muchos de los estudios recientes sobre los efectos del ambiente
sobre en el splicing alternativo han reparado que este tipo de proteinas suelen ser blancos de
regulacién. En el capitulo [4] se detalla un trabajo donde se analiza el efecto de la luz sobre el
splicing, donde varias de los ARNm de los genes que codifican para proteinas regulatorias del tipo
SRy hnRNPs han sufrido cambios en el splicing alternativo.

Los mecanismos bioquimicos que controlan el uso de sitios de splicing y en consecuencia el
splicing alternativo son complejos y en gran parte desconocidos. Es claro que no pueden existir
factores especificos de splicing para los mas de 100000 eventos que se han reportado en células
humanas. No es sorpendente que sea un nimero bajo de proteinas las que se hayan encontra-
do responsables al menos en parte de la regulacién de un gran nimero de eventos de splicing
alternativo [4].

Con respecto a las regiones dadoras y aceptoras de splicing, se han reportado grandes diferencias
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en cuanto a la conservacién de las bases de las regiones flanqueantes a los exones alternativos y
constitutivos. Los exones alternativos tienen mucha mas conservacién de bases en los intrones
flanqueantes comparado a los constitutivos, que proveen buenos candidatos para la busqueda de
secuencias regulatorias. Las secuencias de los exones también estan involucradas en la regulacién.
Los estudios de genémica comparativa de los exones son mas complicados, dado que hay mayor
presion de seleccion sobre las regiones codificantes a fin de conservar la secuencia de la proteina. Se
ha demostrado que la tasa de evolucién es menor en las regiones cercanas a la juntura exén-intrén
que en el medio del exén, por estimacién de las sustituciones sinébnimas y no sindmimas realizadas
a partir de alineamientos de secuencias de humano y ratén [20]. La densidad de polimorfismos de
tipo “nucleétido simple "(del inglés single nucleotide polimorphism, SNP) también es menor cerca
del sitio de splicing, lo cual también indica que son regiones con alta presién de seleccién [21].

Los mecanismos de splicing han sido elucidados principalmente por ensayos in vitro y estudios
genéticos en mamiferos y levaduras, y en mucha menor medida en plantas. El advenimiento de
la era gendmica permitié la identificacion de ortélogos de proteinas y pequenos ARNs del ndcleo
del espliceosoma, sugiriendo que los principios de procesamiento de intrones en mamiferos son
también aplicables a las plantas. Sin embargo, el hecho que los intrones de animales no puedan ser
procesados en plantas, conduce a pensar que hay alguna especificidad en la maquinaria de splicing
y en las secuencias intrénicas de las plantas [9,/12]. Por ejemplo, se ha reportado que hay una
clara diferencia en la longitud de los intrones de animales y plantas. Mientras que los primeros
son pequeios, con una longitud promedio de unos 160 pares de bases, en animales encontramos
intrones con una longitud media de 5 kilopares de bases, sugiriendo que el reconocimiento de
intrones y exones puede diferir entre ambos. En cambio, se ha encontrado que las secuencias
consenso dadora (5'), aceptora (3') y de la rama de bifurcacién son comparables, sugiriendo que
los componentes centrales de la maquinaria actuarian de manera similar. Tanto en plantas como en
animales, la presencia de secuencias ricas en uridinas hacia el 3', pareceria tener un rol importante
sobre la eficiencia del splicing, y existe una diferencia clara entre el contenido de adenina-uridina
(AU) y guanina-citosina (GC) entre exones e intrones. Estas diferencias podrian estar relacionadas
al posicionamiento de los nuclesomas sobre exones e intrones, lo cual podria influenciar sobre la
velocidad de elongacién de la ARN polimerasa Il, afectando tambien el splicing [22].

Ademas de los elementos regulatorios descriptos, existen cada vez mas evidencias de elementos
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regulatorios comunes a eventos de splicing alternativos tales como por ejemplo: la longitud de los
intrones y exones implicados, el estado de compactacién de la cromatina, la comunicacién con la

maquinaria de procesamiento de microARNs, el contenido GC de las secuencia y otros. [9,23].

icis
B

Figura 1.3: Regulacién del splicing alternativo. La eleccién del sitio de splicing esta regulada a través de
elementos que actdan en cis, denominados SREs (ver texto principal) y de factores que actiian en trans.
Basandonos en su ubicacion relativa y sus actividades, los elementos reguladores pueden ser clasificados
como activadores e inhibidores (ESEs, ISEs, ESSs or ISSs). Estos SREs reclutan especificamente los
factores de splicing para promover o inhibir el reconocimiento de los sitios de reaccién. Los factores de
splicing comunes incluyen a las proteinas SR que reconocen los ESEs y promueven el splicing, asi como
varios hnRNPs que tipicamente reconocen ESSs para inhibir el splicing. Ambos elementos, suelen afectar
la funcién de los snRNPs U1 y U2 durante el proceso de ensamblado de espliceosoma. Adapatado de [5].

La regulacién en este contexto, significa que encontraremos diferentes patrones de splicing en
diferentes ambientes celulares, condiciones, tratamientos, etcétera, abonando la idea que el splicing
alternativo se constituye como una capa regulatoria cuya importancia es cada vez mas reconocida.
Es interesante notar que muchos genes que se reportan regulados por splicing alternativo suelen ser
diferentes de aquellos que responden a nivel de expresién génica, implicando diferentes procesos
biolégicos y vias regulatorias, complementando de algiin modo con la regulacién por expresion
diferencial [24-26]. En el trabajo que se describe en el capitulo 4 daremos cuenta también de las
diferencias encontradas en los procesos biolégicos asociados a los genes que respondieron a la luz
por expresion y por splicing.

Cuando se aborda el tema de la regulacién es importante entender cémo se activan y regulan
los factores de splicing. Tanto en plantas como en animales, muchos de los factores de splicing
junto con proteinas de unién a ARN, sufren cambios en sus patrones de splicing como respuesta
a sefiales, que provoca que se autorregulen [27-29]. Ademas estas proteinas pueden ser reguladas
post-traduccionalmente como respuesta a cambios en su ambiente [30]. Cambios sutiles en la
concentracién de los factores de splicing pueden modificar ligera o pronunciadamente los patrones
de splicing de sus genes blancos. Hay algunas evidencias que sugieren que en animales y plantas

la regulacion ocurriria de diferente manera.




1.3. Consecuencias del splicing alternativo

El splicing alternativo tiene consecuencais importantes en la célula, principalmente a nivel de
ARN o proteina. Una de las implicancias que mas se ha descripto tiene que ver con la regulacién de
los niveles de transcripto a partir de la inclusién de codones de terminacién prematuros (sin sentido)
que derivaran a la degradacién de los mismos por mecanismos de degradacién mediado por codones
sin sentido (del inglés non sense mediated decay, NMD). Sin embargo, esto no significa que todos
los transcriptos que sufren retencion de intrén y poseen codones de terminacién prematuros, sean

blancos de este mecanismo de degradacién [31].

Otra de las consecuencias mas estudiadas es la diferencia en la proteina final resultante luego
de la traduccién, que puede presentar regiones alternativas que impactaran, por ejemplo, en su
localizacién subcelular, estabilidad o funcién. Por ejemplo, se ha reportado que muchos exones que
son alternativamente incluidos codifican para regiones intrinsecamente desordenadas que general-
mente residen en la superficie de la proteina y participan en las interacciones proteina-proteina.
Esta implicancia funcional podria reconfigurar las redes de interaccion y las vias de sefializacién.
Ademas, las proteinas que se originan por maduraciones alternativas, suelen ganar o perder sitios de
fosforilaciéon, impactando de esta manera en las vias de senalizacién de quinasas. Existen proteinas
o polipéptidos que son truncadas como consecuencia del splicing alternativo y que pueden actuar
como inhibidores dominantes negativos de su misma proteina (debido a una interaccién improduc-
tiva o impedimento de la dimerizacién) y se han denominado micropéptidos o pequefios péptidos
de interferencia. En menor medida se han reportado que los mecanismos de splicing tendrian im-
pacto sobre la poliadenilacién alternativa y la maquinaria de procesamiento de ARNs pequefios (
miARNSs) [9].

En humanos la importancia del splicing se manifiesta en enfermedades genéticas hereditarias
causadas por defectos en el splicing, por ejemplo, por mutaciones en genes que codifican en factores
de splicing o en secuencias consenso de sitios de splicing. En plantas, si bien el splicing no tiene
el impacto de causar enfermedades como en humanos, las variaciones naturales son la base de la
evolucién y el mejoramiento de cultivos. El splicing alternativo comenzé a llamar la atencion de
los investigadores en plantas dado que muchos procesos del desarrollo y la respuesta al ambiente

parecerian estar regulados via splicing alternativo. La primera evidencia de la importancia de la
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regulaciéon por splicing alternativo en el desarrollo en plantas fue la descripcion de un patrén
de expresién diferencial de los factores de splicing de proteinas ricas en serina (SR) expresadas
en diferentes érganos y durante el desarrollo indicando regulacién 6rgano especifica del splicing
alternativo. Se ha reportado que el splicing alternativo tiene un rol critico durante la respuesta de
las plantas al estrés abidtico, bidtico, desarrollo, floracién, reloj circadiano, luz y temperatura [9].
El estudio de estos mecanismos puede aportar conocimiento para el entendimiento de la relacién

genotipo-fenotipo en las plantas.

El splicing alternativo se presenta entonces como un proceso a partir del cual los pre-ARNm
pueden ser procesados de forma diferente para producir isoformas de ARNm con diferente estabi-
lidad o capacidad codificante, permitiendo un control cuantitativo de la produccién de proteinas y

de sintesis de proteinas relacionadas con funciones cualitativamente diferentes.

1.4. Tecnologias para estudiar splicing alternativo

Durante los afios 90, momento en el cual se produce el auge de la biologia molecular en el mun-
do, el principal método para anotar un transcriptoma requeria del lento y costoso proceso de clonar
bibliotecas de fragmentos de ADNc de usualmente 300-400 pares de bases (del inglés expressed
sequenced tags, ESTs) seguido de secuenciacién capilar. Usando los alineamientos de los ESTs y
las secuencias gendmicas que estaban disponibles, se podian localizar los exones e intrones. Debido
a los altos costos y a la limitada cantidad de datos disponibles sélo se podia tener una ligera idea
del transcriptoma bajo estudio. El analisis de estos datos requeria herramientas computacionales
sofisticadas, muchas de las cuales proveyeron las bases de los softwares que actualmente se utilizan.
Aunque fue una estrategia muy utilizada para la anotacién de eventos de splicing, estaba limitada
para resolver la deteccién de junturas no candnicas, exones pequeios, errores de secuenciacién,
etcétera. Estas técnicas proveyeron una mirada cualitativa de la ocurrencia de splicing ya que daban

cuenta de la ocurrencia del evento pero no brindaban informacién cuantitativa sobre la regulacion.
Con el auge de los microarreglos, originalmente pensados para cuantificar la expresién génica, se
propusieron estrategias alternativas al clonado de ESTs. Estos métodos basados en hibridaciones,

tipicamente implican incubar sondas de ADN con marcadores fluorescentes en placas con oligo-

11



nucIeétidosE] previamente fijados en una placa. Se disefiaron algunos microarreglos especializados
tales como microarreglos con oligonucleoétidos que sélo hibridan a las junturas exén-exén (micro-
arreglos de junturas) que sirven para detectar y cuantificar isoformas conocidas. Estas tecnologias
aunque representaron una mejora por sobre el clonado y secuenciacién de los ESTs son costosas
y experimentalmente muy laboriosas, ademds que no permiten avanzar sobre el descubrimiento de
isoformas.

Los grandes avances durante la dltima década en las tecnologias de secuenciacion del ADN
han hecho posible secuenciar ADNc a partir del ARN que se extrae de las células, denominado
secuenciaciéon masiva del ARN, abreviadamente RNA-Seq [32]. La misma puede utilizarse para
definir un mapa preciso de todas las isoformas alternativas que se presentan en los diferentes tipos
celulares asi como analizar perturbaciones y diferentes estados transcripcionales. Dentro de sus
caracteristicas sobresalientes, podemos mencionar la resolucién a nivel de bases y el rango dindmico
en los niveles de expresion que puede trabajar, ademas del bajo costo de secuenciacidon por base
y la baja complejidad en la preparacidon de las muestras para secuenciar. Esta tecnologia permite
secuenciar desde ambos extremos los fragmentos y también de una manera hebra especifica. Un

protocolo tipico de secuenciacén por sintesis de ARN implica (ver Figura :
1. Extraccién del ARN: poliA o total seglin el experimento que se quiera realizar
2. Sintesis del ADNc, fragmentacién y ligacién de adaptadores
3. Amplificacién en la placa de secuenciacién, formacién de clusters
4. Secuenciacion de los fragmentos amplificados

5. Andlisis de los resultados

La informacién proveniente de un experimenrto de secuenciacién es enorme y compleja. En los
ultimos afios se han desarrollado mdltiples herramientas bioinformaticas para intentar responder a
las diferentes preguntas bioldgicas que surgen a partir de un experimeto de RNA-Seq. Para poner en

contexto el trabajo que hemos realizado durante la tesis doctoral, vamos a resefiar brevemente las

2Pequefios fragmentos de ADN simple hebra, complementarios a las regiones bajo estudio
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Figura 1.4: Protocolo de secuenciacién masiva de ARNm. Las moléculas de ARNm son convertidas en
una biblioteca de ADNc. En el momento de su fragmentacién, se agregan los adaptadores (en azul y rojo).
A partir de esta biblioteca, se obtienen millones de lecturas cortas usando la técnica de secuenciacion,
que son alineadas contra el genoma y/o transcriptoma de referencia. Las lecturas son clasificadas en

exdnicas o junturas (contienen gaps). A partir del alineamiento se contruye un perfil de cobertura para
cada gen. Adaptado de

diferentes preguntas y los procedimientos que se proponen una vez que se han obtenido las lecturas
del secuenciador. De acuerdo a [32], los desafios computacionales se presentan en 3 categorias que

describiremos a continuacioén:

1. Alineamiento de las lecturas al genoma o transcriptoma de referencia. Una de las
tareas esenciales para cualquier analisis de RNA-Seq consiste en asignar las lecturas obtenidas
a su probable gen de origen. Los algoritmos para hacer los alineamientos se pueden clasificar
seglin permiten o no alinear lecturas con la introduccion de espacios vacios o gaps. Es
importante tener en cuenta esta distincién porque la eleccion del algoritmo dependera en

primer término de qué tipo de referencia tenemos disponible. Los algoritmos que permiten
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la insercién de gaps en su alineamiento se podran usar para alinear lecturas tanto contra un
genoma como con un transcriptoma de referencia. En el caso de usar el genoma, aquellas
lecturas que presentan gaps, seran precisamente las que provengan de regiones de junturas
exon-exdén, cuya importancia serd remarcada a lo largo de esta tesis. Los algoritmos que no
permiten gaps en cambio se podran utilizar cuando tenemos como referencia secuencias de
ADNCc por ejemplo, pero estaran limitados en cuanto al descubrimiento de nuevos exones
o junturas. En general, por cuestiones de eficiencia y tiempo, los métodos que permiten la
insercion de gaps suelen realizar una primera fase de alineamiento utilizando un algoritmo
que no permite gaps y luego, alinean las lecturas remanentes. Para detectar los nuevos
sitios de splicing, la mayoria de los algoritmos que trabajan sin transcriptoma de referencia
buscan la ocurrencia de los patrones de dinucleétidos candnicos para los sitios dador /aceptor:
GT-AG, GC-AG, AT-AC. Ademas de la informaciéon de la blsqueda de los dinucledtidos,
otras informaciones tales como las islas de cobertura que surgen a partir del alineamiento
de las lecturas completas y la longitud minima y maxima estimada de los intrones son de
utilidad para estimar los sitios de las junturas. Los algoritmos que utilizan transcriptoma de
referencia, directamente alinean contra las junturas conocidas pero son incapaces de descubrir

la ocurrencia de nuevos eventos (Figura [1.5]).

Reconstrucciéon del transcriptoma: Cuando no existe transcriptoma anotado, se intenta
reconstruir las isoformas secuenciadas. Es una tarea computacional muy compleja, basica-

mente por las siguientes razones:
a) La expresion de los genes ocurre en rangos de magnitudes muy variables, con algunos
genes muy expresados y otros muy poco,

b) Es posible que las lecturas se originen de transcriptos maduros e inmaduros a la vez,

dependiendo del protocolo de preparacion de las bibliotecas,
c) Las lecturas son cortas y los genes pueden generar miltiples isoformas, haciendo dificil

saber de que isoforma proviene cada lectura.

En este punto los métodos pueden clasificarse segiin utilicen o no genoma de referencia.

La eleccién del algoritmo mas apropiado dependerad de la pregunta biolégica a responder y
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Figura 1.5: Esquema de cémo funciona un algoritmo de alineamiento de lecturas contra el genoma de
referencia que permite insercién de gaps (TopHat). Las lecturas son alineadas sin gaps, usando Bowtie
contra el genoma de referencia completo, separando aquellas que no se pueden alinear. A partir de las
regiones que tienen lecturas se genera un consenso, sobre las cuales se intentarad alinear las lecturas
remanentes, ahora con inclusidon de gaps que seran las que se identificaran como las junturas exdn-exén.
Adaptado de [34].

de las disponibilidades de genoma en la que nos encontremos. En el caso de no contar con
genoma de referencia, no tendremos opcién. En el caso de contar con el genoma, muchas
veces se sugieren ensamblados mixtos, con y sin el genoma de referencia para capturar mayor

informacién.

3. Cuantificacién de la expresion y el splicing alternativo.

= Expresion génica: Algunos métodos, estiman la expresion por gen, calculando la suma
de la expresidn de todas sus isoformas. Dado que calcular la expresion de las isoformas es
computacionalmente muy costoso, podemos simplificar resumiendo la expresién a nivel
de exones, usando un metédo de unidn (todos los exones que estdn anotados para
ese gen) o interseccion (sélo los comunes a todas las isoformas, similar a la manera

de cuantificar expresién en micro arreglos). En nuestro trabajo, la cuantificacién de la

15



dador alt (5' alt)

'
4
E

[ N N .
e M
aceptor alt (3" alt) ' I
jExc o I ' ')
Jinc A

salteo de exon (SE)

ey (I
S el N

11

retencién intron (RI) .
_ JE1E2
_y VNN
CEEERY . A kA

[ region constitutiva
[l region alternativa

Figura 1.6: Ejemplos de coémo se visualiza el resultado del alineamiento con un navegador genémico,
resaltando como se ven las regiones alternativas

expresion génica se realiza por el método de unién. Para estimar la expresion de un
gen en una muestra hay que normalizar las lecturas obtenidas por la longitud del gen,
dado que la fragmentacién del ARN durante la construccién de la biblioteca provoca
que los transcriptos mas largos generen mas lecturas comparado a los fragmentos mas
cortos. Si vamos a comparar la expresion de un gen entre dos o mas condiciones,
hay que normalizar debido a la variabilidad en el nimero de lecturas producida en
cada biblioteca, que produce fluctuaciones en el nimero de fragmentos secuenciados
en cada muestra. Los softwares que hacen estimacion de las cantidades y de expresion

diferencial, toman en cuenta estas fuentes de variablidad a la hora de cuantificar.

= Splicing alternativo: De acuerdo a [7], los métodos para detectar splicing alternativo

pueden ser divididos en 2 esquemas de cuantificacién (ver Figura [L.7)):

a) Modelos basado en conteos: estan basados en métodos usados para cuanti-
ficar transcriptos con una sola isoforma. Transforman la pregunta sobre splicing
alternativo en una pregunta sobre uso diferencial de unidades de conteo subgé-
nicas. En esta estrategia, la estructura del gen suele quedar configurada por una

representacion sencilla de unidades de conteo. Estos modelos claramente no in-
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tentan reconstruir las isoformas, aunque se ha postulado que podrian usarse como
una buena aproximacién ya que no existiria isoforma que resultara de la combina-
cién de todas las unidades de conteo [35]. Estos modelos pueden verse como una
evaluacién entre dos posibles resultados de splicing: inclusién-exclusién de cada
unidad de conteo y son altamente dependientes de la anotacion existente. Algunos
trabajos se han referido a estos modelos como modelos basados en eventos

(evento-céntricos) [36].

b) Modelos basados en resolucién de isoformas: Intentan estimar la ocurrencia de
splicing alternativo a partir de la estimacion de la abundancia de las diferentes iso-
formas en las diferentes muestras o condiciones. En general, estiman la proporcién
de cada isoforma g a partir de la maximizacién de una funcién de versosimilitud.
Maximizar esta funcién es equivalente a maximizar la probabilidad de seleccionar
una lectura o un fragmento a partir de cada transcripto. Estos modelos de reso-
lucién de isoformas intentan asignar las lecturas a los transcriptos que han dado
origen introduciendo un alto grado de incertidumbre en la asignacién debido a que

las isoformas se superponen.

Como conclusién, podemos decir que los métodos que se utilicen son altamente dependientes
del protocolo de secuenciacén que se haya utilizado y ademas son dependientes entre si. Hasta
la fecha se han publicado numerosas y diversas herramientas, la mayoria evaluada en humanos,
ratones y otros mamiferos. En plantas todavia no existen herramientas establecidas y de referencia

unanime [7].

Métricas para cuantificar eventos de splicing alternativo

Los primeros reportes que usaron RNA-Seq para cuantificar splicing alternativo, seguian un
enfoque anélogo al que se usaba en los microarreglos de junturas a partir de las anotaciones de los
genes. En este caso, las lecturas que alinean al exén candidato se denominan lecturas de inclusién,
mientras que las lecturas que mapean a los exones flanqueantes y a las junturas que lo saltean,
se denominan lecturas de exclusién. Esta métrica mostré buena concordancia con la manera de

evaluar los microarreglos de junturas. La métrica mas utilizada actualmente se denomina PSI:
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Figura 1.7: Esquemas de cuantificacién. Un modelo simplificado de un gen con 2 isoformas. Los exones
se colorean de acuerdo a la isoforma de origen. Se proponen 2 modelos de cuantificacién. El modelo
basado en conteos (a la izquierda), las lecturas se asignan a unidades de conteos (indicadas con lineas
intermitentes) sin ambigiiedad. Para cada unidad de conteo, el modelo puede ser entendido como 2
posibles situaciones, la de incluir-excluir una unidad de conteo. En el modelo de resolucién de isoformas
(a la derecha), las 2 lecturas apareadas (cajas negras conectadas por linea intermitente negra), alinean
corriente arriba y corriente abajo de un sitio dador de splicing. Si la distribucion de tamafios de fragmentos
es conocida, es posible inferir de que isoforma hay mas probabilidad de que provengan las lecturas
apareadas. En este caso, la longitud efectiva del transcripto asi como otros parametros (dependiendo
del modelo que se use) podrian afectar la probabilidad de asignar las lecturas a las diferentes isoformas.
Adaptado de [7].

(del inglés percent spliced in) y clasicamente refiere a la proporcion de la isoforma que incluye el
exon por sobre todas las isoformas presentes en esa muestra . En el caso de la retencion de
intrén, se utiliza una métrica que se denomina PIR (del ingles percent intron retention) [37}38].
Sin embargo, tal como se detalla en el capitulo [3] puede tener otras acepciones.

Los métodos para cuantificar los eventos en una sola condicién reportan la ocurrencia del
evento utilizando el PSI, o los conteos de la regién normalizando por millones de lecturas alineadas
(del inglés Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) o Reads Per
Kilobase of transcript per Million mapped reads (RPKM)). La cuantificacién de isoformas puede
ser expresada de un modo global, que en general se expresa como RPKM o FPKM vy luego las
proporciones entre ellas se expresan a nivel de PSI.

La comparacion de eventos e isoformas a lo largo de dos o mas condiciones provee informacién
para el entendimiento de la regulacién del splicing alternativo. Es importante distinguir entre
la abundancia relativa entre isoformas de la expresion diferencial de isoformas. Cambios en la
abundancia relativa de isoformas en lugar de cambios a nivel de expresién de la isoforma, nos

hablaran de un mecanismo de probablemente relacionado al splicing y/o la estabilidad diferencial
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de las mismas. Por otro lado puede haber cambios detectables en la expresién de las isoformas a
largo de las condiciones que no representen alteraciones en las proporciones entre ellas y que nos

hablaran de un mecanismo relacionado a la regulaciéon de la transcripcion.

La mayoria de los métodos que se enfocan en la cuantificaciéon de eventos, en general utilizan
un conjunto de eventos precalculados a partir de la anotacién, particularmente Gtiles para estudiar
organismos bien anotados. Para cuantificar los eventos se usan las lecturas que alinean en esa
regioén o las métricas calculadas como PSI o PIR. Luego se estiman las abundancias relativas de
los eventos en cada condicién, y seglin el modelo estadistico de método, se le asigna un valor
estadistico (p-valor) a la diferencia entre las condiciones. El p-valor puede ser reportado a nivel

evento o a nivel gen, dependiendo la aproximacién que se haya elegido.

La descripcion de splicing alternativo en términos de eventos facilita la validacién experimental,
su caracterizacion en términos mecanisticos y también estd motivada por las limitaciones actuales
de la reconstruccién de isoformas a partir de lecturas cortas, normalmente entre 100-300 pares
de bases. En general, estos métodos que reportan cambios en splicing alternativo a nivel evento
suelen presentar una tasa de validacién mas alta [39]. Los métodos que trabajan con cuantificacién
a nivel isoformas, suelen reportar los cambios en los niveles de isoformas entre muestras pero no
en sus proporciones. En el cuadro [1.3] se resumen las herramientas bioinforméticas disponibles
mas populares para cuantificar splicing alternativo, de acuerdo a criterios presentados en trabajos

recientes del area [36,/40,41].

Los ultimos avances van en el sentido de la secuenciaciéon de moléculas completas sin el proceso
de fragmentacién y de amplificacién clonal y de la secuenciacién de celulas individuales [42]. A
medida que avanza la tecnologia también crece la demanda de nuevos desarrollos bioinforméaticos

que acompaiien la interpretacion de los datos que las mismas producen.
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Nombre Modelo Finalidad

Cuffdiff 2 [43] | Isoformas Abundancia relativa de las isoformas. Comparaciones
complejas, descubrimiento de isoformas, en RPKM

MISO [44] Isoformas Abundancia relativa de las isoformas. Sélo para com-
paraciones de a pares, sblo eventos anotaods

DEXSeq [45] | exdn Inclusién/Exlusién exones anotados. Usa el nimero de
lectuas por unidad de conteo. Comparacién de a pa-
res. Puede predecir nuevos SE a partir de los exones
constitutivos

MATS [46] Junturas + exén Reporta PSI y p-valor por exén, disefios complejos.
Extrae los eventos alternativos de la anotacién. No
detecta nuevos eventos ni complejos

DiffSplice Junturas + exén Reporta Médulos de Splicing Alternativo (ASM) donde
hay cambios entre los transcriptos

Cuadro 1.3: Ejemplos de herramientas bioinformaticas disponibles para cuantificar splicing alternativo
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Capitulo 2

Objetivos

El objetivo general del doctorado esta orientado al desarrollo de una herramienta bioinformatica
que permita el descubrimiento, caracterizacion, cuantificacién y evaluacion de eventos de splicing
alternativo de una manera global, a partir de los resultados de la secuenciacién de alto rendimiento

del ARNm (RNA-Seq).

Objetivos especificos

= Disenar un protocolo de trabajo bioinformatico para identificar qué eventos de splicing alter-

nativo se producen durante la maduraciéon del ARNm.

= Adaptar el protocolo a disefios experimentales complejos, tales como analisis de experimentos

en el tiempo y la interaccién de genotipos y tratamientos.

= Poner a disposicion de la comunidad cientifica el protocolo de una manera ordenada y facil

de utilizar.

= Aplicar el protocolo para estudiar mecanismos de regulacién del proceso de splicing alter-
nativo, caracterizando el transcriptoma de organismos con niveles alterados de factores de

splicing.

= Aplicar el protocolo en experimentos de RNA-Seq hechos en la planta modelo Arabidopsis
thaliana para identificar qué relacién existe entre los eventos de splicing alternativo y la

regulacién de procesos fisiolégicos puntuales, como las respuestas a la luz y a la temperatura.
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Capitulo 3

Diseno de un protocolo de trabajo
bioinformatico para identificar eventos de

splicing alternativo

3.1. Introduccion

El advenimineto de las tecnologias de secuenciacién masiva, dié lugar al disefio de estrategias
para el estudio del transcriptoma a un nivel inimaginable. La secuenciaciéon masiva del ARN (RNA-
Seq), ya sea total o poliadenilado, permite recrear un mapa de todas las isoformas que estan en una
muestra en un dado momento y su cuantificacién. Sin embargo, las herramientas bioinformaticas
que acompanan estos increibles desarrollos de nanotecnologias no siempre son capaces de resolver
todas las preguntas que surgen a partir de estos estudios. En el caso del splicing alternativo, los
interrogantes mas importantes, refieren a la descripcion de las isoformas que estan presentes en
una muestra asi como su cambio cuantitativo a lo largo de diferentes condiciones, tal como se
describe en el capitulo[I

El origen del trabajo que describiremos a lo largo del capitulo y que es la columna vertebral de
esta tesis, se remonta al ano 2012 cuando comencé el trabajo de doctorado. Para ese entonces, el
laboratorio del Dr. Yanovsky disponia de multiples experimentos de RNA-Seq de la planta modelo
Arabidopsis thaliana, uno de los cuales, habfia sido hecha sobre una mutante de una proteina arginin-

metil transferasa (Ver Capitulo . Utilizando tecnologias anteriores a la secuenciacién masiva,
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se habia descubierto que el principal efecto a nivel de splicing que se observaba en las plantas
mutantes, era la incapacidad de remover eficientemente intrones cuya secuencia nucleotidica en
el sitio dador (5') se alejaba del consenso de los sitios considerados como fuertes [48]. De esta
manera, se inici6 la blisqueda de herramientas bioinformaticas dispobibles hasta ese momento con
el objetivo puesto en encontrar alguna que rapidamente permita analizar la retencién de intrones
globalmente en datos de RNA-Seq. Este tipo de evento, habia sido reportado de ocurrir de forma
frecuente en plantas y no asi en mamiferos (ver Tabla , para los cuales suelen desarrollarse en
primer lugar la mayoria de las herramientas bioinformaticas. Dado que no encontramos herramientas
adecuadas ya desarrolladas para describir este tipo de resultados, comenzamos a desarrollar nuestro
propio protocolo de andlisis. En un principio, el foco estuvo puesto en cuantificar las lecturas que
alineaban a las regiones de los intrones y de alguna manera, descubrir aquellos que cambiaban su
nivel de retencién a lo largo de las condiciones. Luego, a medida que fuimos resolviendo desafios,
incorporamos cada vez mas detalles a nuestros resultados y el cédigo se volvié sofisticado y extenso,
razoén por la cual surgié la necesidad de convertirlo en un paquete con sus respectivos manuales
de ayuda que lo acompania, para poder compartirlo con colegas y que sea simple de usar.

Tal como se describird a lo largo del capitulo y en los capitulos posteriores, el desarrollo del
protocolo nos habilité a extraer enorme cantidad de informacion de cada experimento de RNA-Seq
que llegd a nuestras manos y que nos ha permitido incrementar nuestro conocimiento, no sélo de
los mecanismos de regulacién del splicing alternativo sino también de gendémica y bioinformatica

en general.

3.2. Materiales y métodos

Alineamientos de lecturas contra el genoma de referencia: archivos BAM

Las lecturas resultantes de cada experimento de secuenciacion de ARN deben ser alineadas
contra el genoma de referencia con un algoritmo que permite la insercién de gaps (ver Capitulo
[1] Figura [1.5]). El resultado del alineamiento de cada muestra contra el genoma de referencia se
guarda en archivos de formato BAM (del inglés Binary of sequence Alignment Map). Estos archivos

contienen informacién de las posiciones en el genoma de referencia donde han sido alineadas
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las lecturas y el modo en que han sido alineadas, por ejemplo, si tienen algiin gap o diferencia

(missmatch) con respecto a la referencia.

Anotacion de genomas

La anotacién del genoma se provee en formato GFF3 o GTF (del inglés General Feature
Format). Este formato, muy popular en bioinformatica, fue establecido por el consorcio GMOD [49]
y contiene la informacion genémica tabulada en 9 campos obligatorios para cada una de las regiones
gendémicas que queremos describir. Entre ellos:

= nombre de la secuencia sobre la que se establecen las posiciones. Ejemplo: cromo-

soma, cloroplasto, mitocondria, contig, scaffold.

= Fuente de la informacién. Ejemplo: TAIR10, Ensembl, NCBI

= Tipo de regién a describir. Ejemplo: gen, exon, intrén.

» Posicién inicio. (con respecto a la primer columna).

= Posicion de finalizacion. (con respecto a la primer columna).

s Score. Si hubiera sigo asignada la anotacién por algin algoritmo con puntajes.

» hebra Definida como + (directa) o - (reversa).

= marco de lectura Puede ser '0’, '1’ 0 '2".

= Atributos: Es un campo opcional. Se puede dejar vacio o agregar descripciones separadas

por ;.

Lenguaje de programacion R

El protocolo desarrollado fue escrito en el lenguaje de programacién R. El mismo, es un lenguaje
que originalmente se utiliz6 en el area de estadistica y matematica, por lo que ha heredado mucha
popularidad en el ambito cientifico. Es un lenguaje gratuito, multiplataforma (puede usarse en los
3 sistemas operativos mas populares Windows, Linux, MacOS) y es de cédigo abierto (el cédigo de
las funciones estd disponible para usarse y editarse). La instalacién del lenguaje se hace en un modo
basey luego se va aumentando su capacidad con la instalacién de paquetes, que son conjuntos de
funciones (pequeiios algoritmos) y documentacién que estan compilados y son faciles de

compartir. En general, los paquetes en R se escriben utilizando un paradigma de programacién que

25



se denomina orientada a objetos. Los objetos tienen una clase definida y métodos especificos que
se aplican sobre ellos. En este paradigma, los objetos son variables donde se alojan los resultados
de un método (funciones). Los paquetes suelen hacerse piblicos en repositorios especializados
donde se favorece la visibilidad y la calidad de los mismos. En el caso de paquetes genéricos de R,
los paquetes de extensiones y las diferentes distribuciones del lenguaje se encuentran en el sitio del

proyecto R [50] y de la red de repositorios CRAN [51].

En el caso de los paquetes orientados a problemas biol6gicos esencialmente de genémica, en el
afo 2001 se cred un consorcio denominado Bioconductor [52,53]. El proyecto comenzé albergando
paquetes de estadistica y andlisis de datos relacionados a la tecnologia de microarreglos, pero a
medida que avanzaron las tecnologias de secuenciaciéon y los genomas secuenciados, comenzé a
crecer el nimero de paquetes dedicados a este tipo de experimentos. Actualmente en el repositorio

hay 1288 paquetes de software, 934 paquetes de anotacién y 304 de experimentos [54].

3.3. Resultados

De acuerdo a los objetivos planteados, nuestro mayor desafio fue disefiar una estrategia bioinfor-
matica para caracterizar el descubrimiento, caracterizacién y cuantificacién de eventos de splicing
alternativo de una manera global. Para alcanzar este objetivo, uno de los resultados mas destaca-
dos del trabajo de tesis y donde mas tiempo hemos invertido es en el desarrollo de un paquete de
R/Bioconductor al que denominamos ASpli. En el mismo, hemos materializado el protocolo de
trabajo desarrollado junto con toda la experiencia adquirida en el area durante el transcurso del

doctoroado.

ASpli es un paquete modular, escrito dentro del paradigma de programacion orientada a objetos
y esté disponible a la comunidad de forma gratuita desde julio de 2016 en el sitio de Bioconductor

[54].

A lo largo de esta seccién se describiran sus principales caracteristicas, subrayando fortalezas,
dificultades y ejemplos de su utilizacién para estudiar el splicing alternativo a partir de experimentos

de RNA-Seq.
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Maédulos de ASpli

ASpli esta dividido en 4 médulos que pueden ser utilizados independientemente y cuya funcio-
nalidad seré descripta en detalle a lo largo de este capitulo (Figura . Brevemente, cada médulo
consiste en:

» Extraccién de coordenadas gendémicas (método binGenome())

= Superposicién de coordenadas gendémicas y lecturas que fueron alineadas (método readCounts () )

= Andlisis de splicing alternativo usando junturas (método AsDiscover())

= Estimacién de expresion diferencial de genes y de uso diferencial de bins (método DUreport ())

En cada médulo es posible exportar los resultados a archivos en formato tabular para los subse-

cuentes analisis.

. anotacion
archivos
BAM gtf/gff

)

loadBAM() binGenome()

featuresg()

BAM ASpli-features featuresb()

featuresij()

readCounts()
countsg(); countsb()

ASpli-counts countsj();rdsg();rdsb()
writeCounts()
writeRds()

irPIR() AsDiscover() DUreport()

altPSI();esPSI() . ) gfenesDE()
junctionsPIR() ASpli-AS ASpli-DU  binsDUO
junctionsPSI() jun_ctlonsDUj()
writeAS() writeDU()

Figura 3.1: Estructura de ASpli. Usando la anotacién (en formato GTF/GFF) y la informacién de las
lecturas alineadas contenida en los archivos BAMs podemos llevar a cabo el anélisis del experimento de
RNA-Seq usando ASpli. Los objetos que resultan del uso de cada método (en azul), se representan en
cuadrados rosa. Los métodos para exportar resultados se detallan en rojo.

3.3.1. Disecciéon de la anotaciéon del transcriptoma en bins. Método:

binGenome () .

Uno de los primeros desafids que se nos presenté al momento de trabajar en splicing alternativo

en plantas, tal como se menciona en la introduccion, es que la mayoria de las herramientas que
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estan disponibles estan orientadas al evento de salteo de exén y en el caso de descubrimiento de
nuevos eventos, también lo reportaban sobre exones anotados (Ver Tabla . El primer médulo de
ASpli refleja exactamente ese resultado: el desarrollo de un método de extracciéon de coordenadas
gendmicas que permite extraer a partir de la anotacién del transcriptoma, las coordenadas de los
genes asi como también de todos los elementos subgénicos: exones, intrones y junturas.

Para utiilizar este médulo necesitamos contar con la anotaciéon del organismo en estudio en
formato GTF/GFF, que debe ser convertida en un objeto de clase TxDb. De este modo, la
anotacion queda convertida en una base de datos de tipo relacional que permite extraer informacién
de la anotaciéon de una manera muy eficiente. Este paso es obligaotrio y debe hacerse usando un
método propio de otro paquete de R/Bioconductor denominado GenomicFeatures [55].

La regiones subgénicas tales como exones e intrones se analizan usando las anotaciones de los
genes, utilizando la idea que introdujo el trabajo de [45], donde se proponia desarmar la anotacién
del transcriptoma en nuevas unidades subgénicas no superponibles llamadas bins. Esta estrategia,
colapsa todas las isoformas de un dado gen en una estructura final, que resulta de la proyeccién de
los extremos de todos los exones de un gen sobre una linea horizontal imaginaria. De esta manera,
en algunos casos se conservan las coordenadas de los exones e intrones originales, pero en otros,

cuando en la regién se superponen diferentes exones, se originan nuevos rangos.

J1 J2
Isoforma 1
13 ...
Isoforma 2 PPTTELL Lt I Rb b TP
Isoforma 3 L LN
bins exones [E1l E2 E3 E4
bins intrones 11 12 13

Figura 3.2: Diseccion de la anotacién del transcritpoma. Esquema de los bins resultantes para un dado

gen con 3 isoformas hipotéticas. En cuadros celestes, los bins exénicos, en cuadros rosa los intrénicos.
Aquellos bins que son exdnicos e intrénicos a la vez se denominaran bins alternativos (en naranja). En
lineas rojas comunicando los diferentes exones se representa el repertorio de junturas J1,J2,J3.
En ASpli, siguiendo esta idea, extraemos las coordenadas de los exones e intrones de todos los

genes multiexdnicos. Si existe mas de una isoforma en un dado gen, habra exones que se super-

pongan y por el procedimiento explicado antes, al realizar la proyeccién sobre una linea imaginaria,
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algunos exones e intrones se superpondran. Cuando realizamos esta diseccién, obtendremos como

resultado un conjunto de bins para cada gen. Los mismos seran clasificados en exclusivamente

exdnicos, exclusivamente intrénicos o alternativos, que seran los de nuestro principal interés (en la

Figura , son aquellos que estan coloreados en naranja). Estos bins alternativos se clasificaran

de acuerdo al evento alternativo que asumimos le ha dado origen:

» SE: Salteo de exén

s RIl: Retencién de intron

s 5’Alt: Uso de dador 5’ alternativo

= 3’Alt: Uso de aceptor 3" alternativo

» "KU(SE*, RI*, 5'/3'Alt*) El uso de * significa que esta regi6n esta involucrada en mas de un

evento posible. La clasificacion putativa resulta de la comparacién con los intrones originales.

= external: Externos. Son los primeros y dltimos bins de los transcriptos. Se puede obviar

analizarlos si sélo quisiéramos analizar splicing alternativo. Su uso diferencial estaria asociado

a inicios y/o terminacién alternativa de la transcripcién.

Reglas de decisién para asignar el evento a un bin alternativo, en la posicion i:

bin alternativo[i] | bin anterior[i-1] bin posterior[i+1] | comentarios

SE intrén intrén

5Alt exoén intrén tiene en cuenta la hebra

J’Alt intrén exén tiene en cuenta la hebra

RI exdén exdén

external coinciden con el comienzo o fin de alguno
de los transcriptos

multiple (*) alt alt antes y después del bin en estudio hay otro
bin alternativo

Cuadro 3.1: Reglas de clasificacion de los bins resultantes luego de la particiéon de la anotacién del
transcriptoma. En primer lugar se identifican los bins alternativos. Luego se analiza la clasificacion de
los bins en la posicién inmediata anterior y posterior. De esta manera, deducimos el evento putativo de
splicing alternativo que le dio origen. Los bins externos son aquellos que coinciden con el inicio o fin de

cada transcripto anotado para ese gen.
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bins finales E1l E2 11 E3/|2 |3 E4

clasificacion externol externo - altcmativ:{ - externo

bin[i-1] bin[il bin[i+1]

clasificacion

. externo - SE - externo
alternativos

externo

Figura 3.3: Esquema simplificado de la clasificacién de los bins. Siguiendo con el esquema del gen de
la Figura [3.2)y las reglas de clasificacién de la Tabla [3.1} se ilustra la estrategia para clasificar los bins
luego de la diseccién del transcriptoma

Para extraer todas las coordenadas gendmicas a los niveles gen, exdn, intrén y juntura se debe
utilizar el método binGenome (). Los resultados se guardan en un objeto de clase ASpli-features,
que contiene toda la informacién que es posible de extraer a partir de la anotacién.

En el momento que se ejecuta este médulo, se imprimirad un archivo ASpli__binFeatures.log
con los detalles del transcriptoma en estudio. Esta resultado en si mismo es informativo como

punto de partida del experimento bajo estudio (Figura [3.4).

Number of extracted Genes =33602

Number of extracted Exon Bins =160604

Number of extracted intron bins =134251

Number of extracted trascripts =41671

Number of extracted junctions =127896

Number of AS bins (not include external) = 7973

Number of AS bins (include external) = 7983

Classified as:
ES bins = 913
IR bins = 2230
Alt5'ss bins = 1456 18
Alt3'ss bins = 2298 29
multiple AS bins = 1076 ( 13 %)

classified as:

* Ok Ok ok Ok ¥ X F

11

(
( 28
(
(

o @ @ of

ES bins = 133 (12
IR bins = 284 ( 26
Alt5'ss bins = 329 ( 31
Alt3'ss bins = 295 ( 27

o o® of of
—_—— o —

Figura 3.4: Se muestra el resultado del uso del médulo binGenome () sobre la anotacién del transcrip-
toma de Arabidopsis thaliana versién TAIR10
Las coordenadas sugbenémicas se nombran de la siguiente manera (Ejemplo gen de Arabidospsis
thaliana CASEIN KINASA Il BETA CHAIN 3 (CKB3, AT3G60150):
s CKB3:EO001: define el primer bin exdnico
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s CKB3:1001: define el primer bin intrénico
» CKB3:J001: define la primer juntura. Las junturas se definen como la tltima posicién del
ex6n dador y la primera posicién del exén aceptor. Con nuestro médulo de extraccion de
coordenadas gendmicas es posible extraer las coordenadas de todas las junturas anotadas,
que se corresponderian con todos los intrones anotados.
Los bins y las junturas se nombran siempre en el sentido 5" ->3". Esta nomenclatura es inde-
pendiente de la hebra en que esté codificado el gen e implica que el bin o la juntura de mas bajo
orden estarad siempre hacia el 5'.

Podemos resumir el método binGenome () en el siguiente pseudocédigdﬂ:

INPUT: anotacién en formato TxDb
1.- Obtener coordenadas gendémicas de genes a partir de todos los
exones constituyentes

2.- Obtener coordenadas gendémicas de transcriptos

3.- Obtener coordenadas gendémicas de todos los exones

4.- Obtener coordenadas gendémicas de todos los intrones

5.- Obtener coordenadas gendémicas de las junturas anotadas a partir de los intrones
6.- Obtener bins: superponer coordenadas genémicas de exones e intrones

para cada gen

7.- Clasificar bins en exénicos, intrdémicos, alternativos

8.- Clasificar bins alternativos

OUTPUT: Objeto clase "Aspli-features"

3.3.2. Superposicion de las lecturas alineadas con las coordenadas genoémi-

cas. Método readCounts().

En este paso contamos cudantas lecturas se superponen a cada regiéon gendmica usando el

método readCounts(). Los resultados se guardan en un objeto del tipo ASpli-counts, que

1Se denomina asi a la descripcién en términos coloquiales de las acciones que deben ejecutarse en un programa
o algoritmo para obtener un resultado
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contiene los resultados de los conteos a los siguientes niveles:

1. Genes: el nimero de lecturas para un gen es la suma de las lecturas de los bins exénicos que
lo constituyen. Por esta razén utilizamos el término de longitud efectiva (effective length)
para definir la longitud del gen como la suma de las longitudes de los bins exénicos que lo

constituyen.

2. Bins: se informa el niimero de lecturas que se superpone a cada bin, tanto exénicos como
intronicos. En este punto ASpli se destaca de los métodos similares ya que reporta el nimero

de lecturas para todos los intrones, no solo aquellos anotados como alternativos.

3. Regiones E1l y IE2: Para calcular la métrica de retencién de intrén (PIR), se considera
cada intrén como posible a ser retenido. Se definen 2 regiones de retencién E1l (la que
implica al exén 1y el intrén en cuestién) e IE2 (la que conecta el intrén al exén 2) y una
juntura de exclusién E1E2 [38,56]. En este punto también incorporamos la informacién de
la longitud de la lectura de la biblioteca secuenciada (1). El propésito de este pardmetro

es asegurar que al menos el 10% de la lectura atraviese la regiones que separan exones de

intrones (E1l, 1E2) (ver Figura [3.7).

4. Junturas: Se extraen de los alineamientos. Las junturas se definen como aquellas lecturas
que fueron alineadas contra la referencia de forma interrumpida (con gaps). Las junturas
son esenciales para el descubrimiento y la cuantificacién de eventos de splicing alternativos
anotados y nuevos. Para cada juntura experimental identificada reportamos si es nueva
o conocida y que bins atraviesa. Ademas, informamos si estd completamente incluida en
un bin exdnico, lo que nos podria dar informaciéon de posibles exintrones recientemente

descriptos [57].

En el caso de genes y bins, se calcula el cociente entre el nimero de lecturas en una dada

regién y la longitud de la regién, lo que se denomina cominmente densidad de lecturas.

Resultados en este paso. Método writeCounts()

Las tablas con los conteos de las lecturas a todos los niveles (gen, exdn, intrén y junturas)

pueden ser exportadas usando el método writeCounts (). A continuacion detallamos el contenido
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de las tablas.

Genes

symbol locus_overlap gene_coordinates start end length | effective_length counts
DX11L1 DX1111 - 1:11874-14409 11874 14409 2536 1652 ‘ | ‘
Exones
feature | event locus locus_overlap | symbol | gene_coordinates start end length counts
DX11L1:E001 E - DDX11L1 - DDX1111| 1:11874-14409 11874 12227 354 | ‘ |
Intrones
feature | event locus locus_overlap | symbol | gene coordinates start end length counts
DDX11L1:1001 1 - DDX11L1 - DDX1111| 1:11874-14409 12228 12612 385 | ‘ |
Repgién E11
event locus locus_overlap symbol gene_coordinates start end length counts
DDX111.1:1001 - DDX11L1 - DDX11L1 1:11874-14409 12138 12318 181 ‘ | |
Region IE2
event locus locus_overlap symbol gene_coordinates start end length counts
DDX111.1:1001 - DDX11L1 - DDX11L1 1:11874-14409 12522 12702 181 ‘ | |
Junturas
junction gene strand multipleHit symbol gene_coordinates bin_spanned j_within_bin counts
|L.11844.12010 noHit | noHit * } } } DDX11L1:E001 NA Il

Figura 3.5: Tablas de conteos. Se ilustran los encabezados de las columnas y la primera fila de todas
las tablas que se exportan en este paso usando el método writeCounts().

Informacion genémica (usando como referencia las tablas de la Figura (3.5])

Columnas comunes a todas las tablas:

= locus_overlap: Si existe superposicion entre cualquier parte del rango genémico con otros
genes, esta columna indica el nombre del gen con el que se superpone. Si el gen tiene exac-

tamente las mismas coordendas que otro gen, se conservara el primero en orden alfabético.
= symbol: Indica el nombre del gen (DX11L1)

= gene_coordinates: Indica las coordenadas gendmicas del gen en formato abreviado. En
este caso: 1:11874-14409, indica el locus del gen que esta en el cromosoma 1, en la regién

1:11874-144009.

= start, end y length: Indica las coordenadas gendmicas y longitud de la regiéon en cuestion

counts: Informa la cantidad de lecturas por muestra para cada rango genémico en estudio.

Informacién exclusiva en la tabla de genes:
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» effective_length: Indica las la suma de las longitudes de los bins exdnicos que constituyen

ese gen.

Informacién exclusiva en la tabla de bins (exones, intrones, regiones E1l e IE2):

» feature: Indica la clasificacién del bin en estudio. Los niveles son E (exén) 6 | (intrén).

= event: Si el bin es clasificado como alternativo, en esta columna se informa la etiqueta
asignada de acuerdo a nuestra clasificacion. De esta manera, los bins se clasifican en salteo
de exén (SE), retencién de intrén (RI), dadores/aceptores alternativos (5’Alt, 3’Alt) y
terminales (external). Ademas, agregamos la etiqueta * para marcar aquellos involucrados

en mas de 1 evento. Si el bin no ha sido clasificado como alternativo tendrd un “- "
= locus: Indica las coordenadas genémica del gen

Informacién exclusiva en la tabla de junturas

= junction: En esta columna se indica si existe una juntura anotada que coincida con la
experimental bajo estudio. En la mayoria de los casos existen y se informa el nombre de la

misma.
= gene: Indica el nombre del gen donde estd completamente contenida la juntura bajo estudio.
» strand: Indica el sentido (hebra) del gen donde esta contenida la juntura bajo estudio.

= multipleHit: Indica si la juntura estd contenida en mas de un gen. En el caso que asi
sea, se utilizard esta informacién para descartar posibles junturas espureas, probablemente

resultantes de errores en el alineamiento.

» bin_spanned: Indica los bins con los que tiene contacto la juntura. Esta informacién es
relevante para analizar los posibles casos de splicing alternativo. Por defecto, una juntura

debe tener contacto con 2 bins exénicos.

» j_within_bin: Indica si la juntura estd incluida completamente en un bin. Es una situacion
inusual, pero en el caso que suceda, podria contribuir al descubrimiento de nuevos exones,

intrones o los denominados exintrones [57].
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Podemos resumir este método en el siguiente pseudocddigo:

INPUT 1: Objeto clase "Aspli-features"

INPUT 2: Alineamientos en formato BAM

1.- Superponer coordenadas genémicas de bins y

lecturas alineadas

OUTPUT: conteos a nivel bin

2.- Sumar lecturas de bins de exones para cada gen

OUTPUT: conteos a nivel gen

3.- Extraer coordenadas de intrones y

crear los rangos artificiales E1I, IE2, usando el pardmetro 1
OUTPUT: conteos a nivel E1I, IE2

4.- Obtener coordenadas gendmicas de

todas las junturas presentes en los archivos BAM

5.- Contar la ocurrencia de cada una de las junturas obtenidas
OUTPUT: conteos a nivel junturas

OUTPUT FINAL: Objeto clase "ASpli-counts"

3.3.3. Estimacidn de la expresion diferencial de genes y el uso diferencial

de bins y junturas. Método DUreport() .

Utilizando las tablas de conteos para genes, bins y junturas se estima su uso diferencial. Para
ello se utiliza la funcién DUreport (). Los resultados se guardan en un objeto de tipo ASpli-DU.

Para estimar los cambios en expresién entre condiciones, usaremos el paquete de R edgeR [58].
En el mismo se propone en primer lugar, aplicar un factor de normalizacidén para corregir posibles
desbalances entre la profundidad de secuenciacién de cada muestra y también la composicién
de ARN de cada muestra. En edgeR se propone realizar este ajuste calculando un factor de
normalizacién, usando el método TMM (trimmed mean of Mvalues) [59] para cada par de muestras.
En este tipo de experimentos, los datos se ajustan a un modelo binomial negativo.

Antes de realizar un analisis sobre la expresion diferencial, se debe estimar la dispersion. En este
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modelo binomial negativo, se estima el coeficiente de variacién biolégica (BCV), que comprende
la variabilidad debido a la técnica en si misma y a la variabilidad biolégica. Una vez estimada la
dispersién y normalizadas las bibliotecas, se aplica un test estadistico (similar al test de Fisher)
para evaluar si la diferencia entre las medias de cada condicién es significativa. Como resultado,
se informa la tasa de cambio (cociente entre las medias de una condicién y otra), informado como
logaritmo en base 2 y el p-valor correspondiente a la estimacién de diferencias entre medias (p-
value), corregido para mitliple testeo con el método FDR (false discovery rate) [60]. EI método
de edgeR para evaluar la expresién diferencial de genes y el uso diferencial de binsy junturas fue

elegido por ser uno de los mas sélidos y recomendados para este tipo de anilisis [61,62].

Expresion diferencial de genes

Usando las tablas de conteos de genes, la expresion diferencial se estima usando el paquete de
R edgeR [58]. Las tablas de conteos de los genes deben ser filtradas antes de ser analizadas con
el objetivo de descartar genes que no hayan recibido suficiente cantidad de lecturas. En nuestro
protocolo, se propone considerar aquellos que hayan recibido en promedio un minimo de 10 lecturas
y una densidad de lecturas mayor a 0.05 en cualquiera de las condiciones bajo estudio. Todos

estos umbrales pueden ser ajustados por el usuario para ser mas o menos restrictivos.

Uso diferencial de junturas y bins

A partir de las tablas de junturas, se estima su uso diferencial usando el modelo propuesto por

edgeR [58], del mismo modo que para genes. En el caso de las junturas, se analizan aquellas que:

= Pertenecen a los genes que se consideraron para el analisis de genes y que hayan recibido
un nimero minimo de lecturas en una de las condiciones. Se puede modificar este umbral

usando el parametro threshold, por defecto usamos 5 lecturas.
= El rango de sus coordenadas gendmicas esté comprendido dentro de un solo gen.

Bins: Del mismo modo, que genes y junturas, en el caso de los bins, analizaremos aquellos
que hayan recibido un minimo de lecturas. En nuestro protocolo, por defecto, se aplican filtros a

2 niveles:
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» Se utilizan los bins de los genes multiexénicos que hayan recibido como minimo 10 lecturas
en promedio en todas las condiciones y cuya densidad de lectura en promedio por condicién
sea como minimo 0.05 en todas las condiciones. Se remarca la necesidad de evaluar genes
expresados en todas las condiciones porque si en alguna condicién el gen no se expresara, en-
contrariamos uso diferencial de bins debido a la diferencias en la expresion y no a diferencias

en el splicing.

» Seleccionados los bins que pertenecen a esos genes, se analizan si han recibido en prome-
dio, como minimo, 5 lecturas en cualquier condicién y si su relacion densidad de lectura

bin /densidad de lectura gen, sea como minimo 0.05 en cualquier condicién.

= El anilisis de los bins que se hayan definido como externos sera opcional (se excluyen por

defecto).

El uso diferencial de junturas y bins se analiza en primer lugar con el método estadistico
propuesto en edgeR [58]. Dado que estos elementos subgénicos estan asociados directamente a
la expresion del gen que los contiene, hemos implementado un criterio de normalizacién de los
conteos, que permite cuantificar el uso diferencial especificamente, distinguiendo de los cambios
en los conteos producidos simplemente por la expresién del gen.

Dado un Bin;, que pertenece a un Geny en la condicion 1, los conteos del Bin; (Ga:B;) se
dividen por los conteos del Geny en la condicién 1 y se multiplican por los conteos promedio de

ese gen a lo largo de todas las condiciones G 4:

o G4 B ~
Conteo por Bin ajustado = (——"1), « G4
Ga
Esta manera de estimar el uso diferencial de bins y junturas seria del modo evento céntrico

tal como se describié en la introduccion. A continuacién describiremos un modo complementario,

analizando el bin desde el lado de las junturas con las que se relaciona.

Resultados que se pueden exportar en esta etapa. Método writeDU().

Tablas de expresién y uso diferencial:

La informacién gendémica detallada para las tablas de conteos se repetird en las tablas de los
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symbol | locus_overlap | gene_coordinates start end length effective_length logFC pvalue gen. fdr
AlBG | AlBG - 19:58858172- 58858172 58864865 6694 1766 -0.164 0.424 0.50
58864865

(a) Tablas de expresién diferencial de genes.

Exones

feature | event locus locus_overlap| symbel gene_coordinates start end |length| logFC | pvalue | binfdr
LINC01137:E003 E ES |LINC01137 - LINC01137 | 1:37920480-37940044 | 783034 | 783186 | 153 -0.65 0.19 0.82
Intrones
feature | event locus locus_overlap| symbol gene_coordinates start end | length | logFC | pvalue | bin.fdr
LINC01128:1003 I - | LINCD1128 - LINCO01128| 1:762971-794826 | 764485| 776579 | 12095 | 0.31 0.23 0.86

(b) Tablas de uso diferencial de bins exdnicos e intrénicos.

Junturas

junction gene | strand | multipleHit| symbol |gene_coordinates bin_spanned j_within_bi | counts | logFC | pvalue | {dr
n
1.14829.14970 | WASH7P:J001 | WASH7P - - WASHT7P| 1:14362-29370 WASH7P:E001; NA 010 | 050 | 1
WASH7P:E002

junction_start_hit | Jsnum start | PSI c1 | PSI ¢2 | junction_end_hit | jsum | PSI c1 | PSI c2
0 1 1 - 0 1 1

(c) Tablas de uso diferencial de junturas

Figura 3.6: Resultados que se exportan con el método writeDU()

pasos posteriores. En el caso de las tablas de expresién diferencial (genes) y uso diferencial (bins

y junturas analizados por el enfoque clasico) se agregan:

» logFC (logaritmo fold change): Indica el logaritmo en base 2 de la tasa de cambio estimada

entre las condiciones por el método propuesto en el paquete estadistico edgeR [58].
» pvalue: Indica el p-valor asociado al test efectuado sobre las diferencias de las condiciones

= fdr: Indica el p-valor corregido por mdltiple testeo.

La tabla de junturas contiene columnas adicionales que brindan informacién sobre la relacién
de la juntura en estudio con otras junturas. En el caso que hubiera junturas que comparten el
comienzo o el final con la juntura en estudio, se informa la métrica PSI para cada condicién, tanto

para las que comparten el comienzo como las que comparten final. Entonces tenemos:

= junction_start_hit, junction_end_hit: Si existiera, indica el nombre de las junturas que

comparten el inicio o el final con la juntura bajo estudio.

= Jsum_start,Jsum_end: Indica la suma de lecturas asignadas a las junturas que comparten

el inicio o el final con la juntura bajo estudio.
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= PSI C1, C2: Indican la proporcién de la juntura en estudio con respecto a todas las junturas
que comparten el inicio o el final con la juntura en estudio en dos condiciones (C1,C2). Si la
juntura en estudio no comparte inicio ni final con ninguna juntura, tendra un PSI = 1. Esta
es una manera rapida de buscar aquellas junturas que podrian estar cambiando su proporcién

a lo largo de las condiciones.

Podemos resumir este método en el siguiente pseudocddigo:

INPUT 1: Objeto clase "Aspli-counts"

Parametros: uso de bins externos,

nimero de lecturas minimo para gen, bin y juntura.

1.- Filtrar genes por numero de lecturas y densidad de lecturas
1.- Estimar uso diferencial de genes

OUTPUT: Todos los genes con su correspondiente p-valor
corregido por miltiple testeo

2.- Filtrar genes para splicing

3.- Extraer junturas y bins de esos genes

4.

Filtrar junturas y bins

5.- Corregir conteos de junturas y bins

6.- Estimar uso diferencial de bins

OUTPUT: Todos los bins y sus junturas con su correspondiente p-valor
corregido por miltiple testeo

OUTPUT FINAL: genes, bins y junturas con sus correspondientes

p-valores ajustados en un objeto ASpli-DU

3.3.4. Cuantificacion y descubrimiento de eventos de splicing usando

junturas. Método AsDiscover ().

A partir de las tablas de conteos, podemos obtener una mirada integradora de los eventos de

splicing bajo estudio. Es importante y necesario mencionar que junto con la funcién de extraccién
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de coordenadas gendémicas de los bins, esta es |la parte mas importante del paquete dado que brinda
informacién acerca de la relacién entre bins y junturas (Figura [3.7)).

En nuestro protocolo, las junturas se consideran para el anélisis si:

= Estan completamente incluidas en un solo gen. No se analizan aquellas que estan contenidas
parcialmente en mas de un locus. Tal como detallamos anteriormente, es posible que se

originen por errores en el alineamiento.

= Tienen un minino de lecturas que las soportan (por defecto 5).

Analisis de splicing alternativo a partir de la informacion de la relacién

entre junturas y bins.

La informacién de las junturas se utiliza para obtener las métricas de PSI (porcentaje de
inclusién) y PIR (porcentaje de retencién de intrén). Estas métricas han sido usadas intensamente
durante los Gltimos afios [37] para cuantificar los eventos de splicing.

Para realizar estos cémputos los bins son separados de acuerdo a la anotacién que les fue
asignada en el primer médulo. Luego, se computan las métricas de acuerdo al tipo de evento, tal
como se detalla en la Figura [3.7] En el caso de los bins exénicos (excluyendo los anotados como
RI), los valores de PSI se calculan usando las junturas que comparten la posicién de comienzo (J1)
o fin (J2) con el bin asi como aquella que lo excluye completamente (J3). En el caso de los bins
exénicos anotados como Rl y los bins intrénicos no anotados como alternativos, la métrica PIR se
calcula utilizando las lecturas contenidas en las regiones E1l e IE2 y |a juntura de exclusién E1E2
(J3). Estas métricas otorgan confianza a la caracterizacién del evento en cuestién y complementan
el andlisis conteo céntrico dandole soporte a la estimacién del uso diferencial.

Esta informacién se reporta en sus correspondientes tablas (ver Figura y las columnas
respectivas contienen las siguiente informacién original:

En el caso de los bins anotados como SE y todos los bins exdnicos que no fueron identificados

como alternativos):

= Counts J1 (inicio), J2 (final), J3 (exclusion): En el caso que sea posible, indican las

sumas de las junturas por condicioén.
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5'Alt

3'Alt

) exclusion
)3

j

Inclusion

Ji

JI,2

) exclusion
J3

nclusion
112

’ ETA

PSI(AItSS)=

#]1,2

#]1,2 + #)3

(a) Estimacién del PSI para sitios de splicing alternativos (AItSS) y su relacién con
las junturas

SE

) exclusion

)3
J inclusion inclusio
JI 72

PSI(SE)=

#]1 + #)2

#)1 + #)2 + 2#)3

(b) Estimacién del PSI para los eventos de tipo salteo de exén (SE) y de todos los
bins de exones no anotados como alternativos y su relacién con las junturas.

RI

inclusion
E1l (J1)

jidiiERld)

\

inclusion
1E2 (J2)

PIR(RI)=

#]1 + #]2

#)1 + #)2 + 2#)3

(c) Estimacién de PIR para los eventos de tipo retencién de intrén (RI) y para todos
los bins de intrones y su relacién con las junturas

Figura 3.7: Estimacién de PSl y PIR y su relacién con las junturas (en rojo)

SE
event | Counts J1 | Counis J2 | Counts J3 | PSI C1 | PSI C2
LINCO01137:E003 ES
AltSS
event | Counts J1 | Counts J2 | Counts J3 | PSI C1 | PSI C2
PLEKHNI1:E007 | Alt3ss
RI
event J1 Counts J1 J2 Counts J2 J3 Counts J3 | PIR C1| PIR C2

DDX1111:1001

DDX1111:1001_E11

DDX1111:1001_IE2

DDX11L1:J001

Figura 3.8: Tablas de PSI/PIR

» PSI C1, PSI C2: Indican el calculo de PSI para 2 condiciones (C1, C2) como se indica en

la Figura[3.7]

PSI(SE) =

#J1 + #J2

> Junturas Inclusién

(#J1+#J2) + 2% #J3 > Junturas Inclusién + 2 * > Junturas Exclusién
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Para los bins exénicos anotados como 5’Alt y 3’Alt:

» Counts J1 (inicio), J2 (final), J3 (exclusion): En el caso que sea posible, indican las
sumas de las junturas por condicién. En este caso, si el evento estd bien anotado, en las
columnas de J1 y J2, sélo encontraremos una de las 2 junturas presentes, porque la otra no

deberia existir.

= PSI C1, PSI C2: Indican el célculo de PSI para 2 condiciones (C1, C2) como se indica en

la Figura |3.7]

B #J1,2 B > Junturas Inclusién
© #J1,J2+#J3 > Junturas Inclusién + > Junturas Exclusién

PSI(AItSS)

PIR: En esta tabla tenemos las siguientes columnas:

» Counts J1, J2, J3: Informan los conteos por condicién en las regiones E1l (J1), IE2 (J2)

y de la juntura de exclusién (J3).

= PIR C1, PIR C2 Indica el célculo de PIR para cada condicion

PIR — H#J1L+ #J2 B > Lecturas Inclusién
O (#JL+#J2) +2x#J3 > Lecturas Inclusién 4 > Junturas Exclusién

Analisis de splicing alternativo a partir de la informacion de la relacién

entre junturas.

Utilizando solamente las junturas derivadas del alineamiento, podemos extraer informacién
sobre la ocurrencia de splicing alternativo (ver Figuras 3.7} [3.9).

Por un lado, cada juntura se analiza de la misma manera que a los intrones. Es decir, se
computan las lecturas que alinean a las regiones flanqueantes E1l, IE2 y la juntura en si misma se
constituye como la juntura de exclusién J3. El propésito de esta tabla es ayudar a corroborar los
casos de retencion de intrén que se hayan analizado desde el lado de los bins, pero ademas aportar
evidencia para el descubrimiento tanto de nuevos intrones como de nuevos eventos de retencién

de intrdn.
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PIR

Figura 3.9: Tablas de junturas

hitIntron | hitIntronEvent | counts juntura | counts E11| counts IE2 | PIR C1| PIR C2
1.14829.14970 | WASH7P:1001
PSI
junction| gene strand | multipleHit| symbol | gene_coordinates bin_spamned j within_bin | counts juntura
1.12697.13221| noHit |DDX11L1| + DDX11L1| 1:11874-14409 |DDX11L1:E002;DDX11L1:E003 NA
StartHit counts Start | jsum Start | PSI C1 Start | PSI C2 Start EndHit sum End | PSI C1 END | PSI C1 END | pAS
1.12697.13225 1.12721.13221 ES

En la tabla que contiene esta informacién (ver Figura [3.9)), tenemos las columnas nuevas:

= counts Juntura: son los conteos de la juntura por cada condicién

= counts E1l: son los conteos de la region E1l por cada condicién

= counts IE2: son los conteos de la regién IE2 por cada condicién

= hitIntron: informa si la juntura bajo analisis coincide con algln intrén anotado

= hitIntronEvent: en el caso de que la juntura coincida con algtn intrén anotado, indica si el

intrén anotado ha sido clasificado como alternativo

Por otro lado, dada una juntura, podemos analizar si comparte el inicio, fin o ambos con

otra juntura. En el caso que esto ocurra, se pueden comparar las proporciones a lo largo de las

condiciones (PSI). Utilizando la informacién del sentido (hebra) es posible de deducir si las junturas

estarian definiendo eventos alternativos putatitvos. En el ejemplo (ver Figura (3.9), la juntura bajo

anilisis (1.12697.13221) no coincide con ninguna conocida (noHit) y comparte inicio y final con

otras junturas. Este podria ser un caso de un putativo SE.

En la tabla que contiene esta informacién, tenemos las columnas originales (ver Figura [3.9):

= junction_start_hit, junction_end_hit: Si existiera, indica el nombre de las junturas que

comparten el inicio o el final con la juntura bajo estudio.

= Jsum_start,Jsum_end: Indica la suma de lecturas asignadas a las junturas que comparten

el inicio o el final con la juntura bajo estudio.
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= PSI C1, C2: Indican la proporcién de la juntura en estudio con respecto a todas las junturas
que comparten el inicio o el final con la juntura en estudio. Si la juntura en estudio no
comparte inicio ni final con ninguna juntura, lo cual implica que tendrd un PSI = 1 indicando
que no estd asociado a un evento de splicing alternativo. Esta es una manera rapida de
buscar aquellas junturas que podrian estar cambiando su proporcién debido a la ocurrencia

de splicing alternativo a lo largo de las condiciones.

Podemos resumir este método en el siguiente pseudocddigo:

INPUT: Objeto clase "Aspli-counts"

1.- Separar bins en SE, AltSS, RI, -

2.- Filtrar junturas

3.- Buscar para bins SE, -: J1, J2, J3. Calcular PSI -> Tabla EsPSI

4.- Buscar para bins A1tSS, -: J1 o J2 y J3. Calcular PSI > Tabla Al1tPSI
5.- Buscar para bins RI, I, -: E1I, IE2 y J3. Calcular PIR -> Tabla IrPIR
6.- Unir todas las tablas -> psi_pir

OUTPUT:

7.- para cada juntura buscar si comparte comienzo/fin con otra juntura.
Calcular PSI. -> Tabla JunctionPSI

8.- considerar cada juntura como intrén putativo. Calcular PIR -> Tabla JunctionPIR

OUTPUT final: ASpli-AS

3.3.5. Descubrimiento de nuevos eventos de splicing alternativo

Utilizando la informacién recopilada desde el lado de las junturas combinada con la estimacién
de uso diferencial del modelo conteo céntrico, podemos identificar cambios en el uso de sitios
de splicing alternativo que no hayan sido reportados previamente como tales.

Para ello, en primer lugar debemos analizar cada bin y su correspondiente clasificacion a nivel de
evento. Aquellos que no hayan sido identificados como eventos alternativo, no tendran anotacion

(tendran un para identificarlos). Luego podemos analizar cémo fue su FDR y cémo fueron sus

métricas PSI/PIR en cuanto se trate de bins exdnicos o intrénicos.
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Desde el punto de vista de las junturas, la identificacion de nuevos eventos de splicing se puede
analizar de 2 maneras. Para nuevos eventos de SE vy sitios de splicing alternativos, identificamos
junturas que comparten su posicién de comienzo o final, o ambas con otras junturas. En ese caso
se estiman las proporciones de la juntura bajo estudio, y se reporta un PSI que es simplemente el
cociente de la juntura dividido todas las junturas que comparten con ella algin extremo.

Para el caso de descubrimiento de nuevos intrones, cada juntura se piensa como un intrén
putativo, y se le calcula el PIR de la misma manera que para los intrones anotados. De esta forma,
podemos inferir nuevos eventos de retencién de intrén cuando se presente un PIR >5% en alguna
de las condiciones.

La informacién que se obtiene desde el lado de las junturas es complementaria a la que se
obtiene desde el lado de los conteos a nivel bin. Esta posibilidad de analizar eventos de splicing
nuevos y anotados de una manera integrada es una de las fortalezas mas destacable de nuestro

método.

3.3.6. Criterios de seleccion de eventos de splicing alternativo

El objetivo del desarrollo fue encontrar una herramienta que permita identificar aquellos eventos
de splicing alternativo cuyo uso se haya modificado debido a un cambio en las condiciones, por
ejemplo por un cambio ambiental, mutacién, etcétera. Para ello, una vez obtenidos todos los analisis
debemos decidir cuéles son los eventos que han cambiado siginificativamente. Nuestro protocolo
deja a libertad del usuario el criterio preciso de seleccién de los eventos diferencialmete usados
(DU). A partir de nuestra experiencia en el analisis de datos, hemos construido el sigiente criterio
para elegir los candidatos, combinando los enfoques evento céntrico con el de las métricas

PSI/PIR.

Para seleccionar bins diferencialmente usados:

= bins anotados como alternativos: que tengan un valor de FDR <0.1 y una APSI 6 APIR

>5% y <95 %.

= bins NO anotados como alternativos: que tengan un valor de FDR <0.1 y un APSI 6 APIR
>10% y <90 %.
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De todas maneras, todo el protocolo esta orientado a brindar la libertad de analizar los datos

y establecer relaciones entre las diferentes tablas de acuerdo a los criterios escogidos.

3.3.7. Impresion de resultados en formato tabular. Métodos writeCounts (),

writeDU(), writeAS(), writeAll()

Como ya se detall6 para cada médulo, los resultados a cada paso se van guardando en objetos
de tipo ASpli-package con informacién accesoria importante. Es posible imprimir las tablas en un
formato delimitado por tabulaciones en cada instancia del anélisis. Los métodos (writeCounts(),
writeDu(), writeAS(), writeAll() para imprimir las tablas, generan un directorio con dife-
rentes niveles (Figura [3.10)).

Podemos identificar en el nombre de los archivos y la ubicacién, la informacién que contienen.
En primer lugar tenemos las diferentes subcarpetas que se corresponden al nivel que estamos
analizando: genes, exones, intrones y junturas. Luego, cada tabla se identificard segiln el
método que les dio origen:

= counts: son las tablas de conteos a todos los niveles,

de: identifica solo a la tabla de expresion diferencial (de) de genes

du: identifica a las tablas de uso diferencial, por lo tanto estaran presentes en los niveles

subgénicos bajo estudio: bins (exones e intrones) y junturas

PIR: esta presente en el subdirectorio de intrones y de junturas,

PSI: esté presente en el subdirectorio de exones (discriminando exones anotados como ES

y exones anotados como 5’ o 3" alternativos ) y junturas

rd: identifica a las tablas que contienen el célculo de densidad de lecturas (read density).
Ademas, se imprimen tablas resumen que contienen informacién para bins, simplemente con-

catenando tablas de los niveles exdn e intrén.

3.3.8. Resultados graficos. Método plotTopTags()

Uno de las formas mas comunes de ver graficamente los resultados de un experimento de
RNA-Seq, es utilizando un tipo de grafico que se denomina de cobertura (en inglés coverage

plots). En este tipo de grafico en el eje X se reprenta cada posicién del genoma de referencia, y
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—
v genes

summary.tab

= gene.counts.tab =l

=i gene.de.tab =] as_discovery.tab

= gene.rd.tab = bins_du_psi_pir.tab

v : introns v D exons v C junctions

eli.counts.tab =i exon.altES.tab junction.counts.tab

=l ie2.counts.tab (] exon.altPSl.tab junction.du.tab

| intron.counts.tab =] exon.counts.tab junction.PIR.tab

intron.du,tab | exon.du.tab junction.PSl.tab
intron.irPIR. tab exon.rd.tab

intron.rd.tab

Figura 3.10: Estructura del directorio donde se imprimen las salidas de ASpli. Se muestran todas las
tablas posibles a exportar en sus respectivos sub-directorios.

en el eje Y, la cantidad de lecturas que han alineado. El analisis grafico de los resultados es un
paso esencial para interpretar los resultados analiticos y para disefiar estrategias de validacién. En
ASpli incluimos una funcién plotTopTags() para graficar de un modo masivo los eventos que

consideramos alternativos (ver Figura [3.11]).

AT1:1001 AT2:E005

Figura 3.11: Ejemplos de la representacion gréfica lograda con ASpli
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3.4. Disponibilidad

ASpli es un paquete gratuito y de cddigo abierto [63] y su versién 1.0.0 estd disponible para
su utilizacién en la plataforma de Bioconductor [54] desde junio 2016.

Para su aceptacion, el paquete fue revisado intensamente y debe pasar miltiples controles en lo
que respecta al cédigo. La pertenencia al consorcio otorga visibilidad en el mundo bioinformatico a la
vez que estandariza numerosos procedimientos relacionados a formatos, instalaciones y manuales
de ayuda. Previamente fue compartido a pedido y también fue utilizado en miltiples trabajos
del laboratorio y de otros laboratorios en caracter de colaboracién [64-68]. Para utilizarlo, se
puede descargar manualmente del sitio de Bioconductor (http://bioconductor.org/packages/
release/bioc/html/ASpli.html), o puede instalarse desde la consola de R con las siguientes

instrucciones:

source ("https://bioconductor.org/biocLite.R")

biocLite("ASpli")

3.5. Conclusiones

A lo largo de este capitulo hemos intentado describir el proceso de construccién de un protocolo
bioinformatico para la caracterizacién de la remodelacién del transcriptoma por medio del proceso
de splicing alternativo de un modo global, a partir de datos de experimentos de RNA-Seq.

Nuestro protocolo fue evolucionando hasta tomar forma de un paquete de R/Bioconductor. El
mismo permite compartir con otros usuarios el codigo de manera prolija y controlada. Ademas la
plataforma de Bioconductor brinda visibildad y un control de calidad sobre lo que se alli se publica.

Una de las fortalezas del método es la integracion de los datos para el andlisis de los eventos de
splicing alternativo. Esto siginifica que el comportamiento de cada bin se caracteriza desde la vision
conteo céntrica estimando su uso diferencial a partir de un estadistico y también de una manera
complementaria, mediante el andlisis de las junturas que lo atraviesan. Este analisis integrado nos
brinda informaciéon mas fidedigna a la hora de elaborar conclusiones sobre el efecto global de un
tratamiento sobre la regulacién del splicing alternativo.

Otra de las fortalezas, es la estructura modular, que habilita al usuario a tomar decisiones a cada
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paso del protocolo. Dado que ASpli esta escrito en un lenguaje popular para el mundo cientifico,
todos los objetos que se van generando son muy faciles de analizar e interconvertir para usar con
multiples herramientas disponibles. Asi, por ejemplo, las tablas de conteos pueden ser analizadas
con otros paquetes de analisis de expresion y splicing diferencial, realizar computos de distancias, de
agrupamientos, correlaciones, etcétera. Cada médulo de ASpli tiene su propio resultado, que puede
ser exportado facilmente a archivos delimitados por tabulaciones. Los mismos, son autocontenidos
y pueden manipularese facilmente en softwares como planillas de calculo convencionales.

Tal como se detallé en la introduccidn, el anélisis de la regulacion del splicing alternativo usando
el enfoque evento céntrico, es mas informativo a la hora de elaborar hipétesis sobre las cuestiones
mecanisticas que estan gobernando los cambios en el transcriptoma.

Toda la informacién genémica que ASpli provee luego de la diseccién de transcriptoma en bins
es de mucha utilidad para los anélisis a posteriori de la eleccién de los eventos diferencialmente
usados. Por ejemplo, el andlisis de secuencias regulatorias en las regiones flanqueantes a las junturas,
el enriquecimiento de motivos, frecuencia de kmeros, la conservacion de los sitios de splicing,
etcétera, se hace de manera muy sencilla simplemente extrayendo la informacién de las posiciones,
como se ejemplifica en los Capitulos [4] y [5

Otra de las caracteristicas que le han dado versatilidad al paquete, es que no esta limitado a un
disefio experimental. Utilizando las tablas de conteos o de calculo de PSI/PIR, se pueden analizar
disefos mas complejos, como por ejemplo de medidas repetidas en el tiempo o interacciéon entre
distintas condiciones ambientales y genotipos, muy comunes en el laboratorio donde se desarrollé

esta tesis.
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Capitulo 4

El efecto de la luz sobre el splicing

alternativo en las plantas.

4.1. Introduccion

Las plantas han evolucionado su capacidad de percibir cambios en la cantidad, calidad, duracién
y direccién de la luz para ajustar su crecimiento y desarrollo en las condiciones ambientales mas
propicias [69). Las plantulas que crecen en oscuridad, dado que no han emergido a la superficie,
tienen hipocotilos elongados, cotiledones cerrados y etioplastos no fotosintéticos. Una vez que las
plantulas se exponen a la luz, sufren una sucesién de modificaciones fisiolégicas que contribuyen a la
transicién entre el crecimiento heterotréfico a autotréfico, tales como la inhibicién del crecimiento
de los hipocotilos, la apertura de los cotiledones y el desarrollo de los cloroplastos [69]. Las plantas
que crecen a la luz, detectan luego cambios en la relacién de luz roja vy roja lejana que les llega
debido a la reflexion de los rayos de luz sobre las hojas de las plantas que las rodean y responden a
estas sefiales con respuestas fisiolégicas para evitar que las alcance el sombreado [70]. Finalmente
las plantas maduras perciben cambios en la longitud del dia y usan esa informacién para ajustar
el momento de la floracién hacia el momento més favorable del afio [71]. Las sefales de la luz se
perciben a través de varias familias de fotoreceptores. Particularmente, en las plantas de Arabidopsis
thaliana, los fotoreceptores sensoriales conocidos incluyen: 5 fitocromos (phys) que mayormente
absorben en la longitud de onda del rojo y rojo lejano, 2 criptocromos (crys), 2 fototropinas y 3

miembros de la familia de proteinas zeitlupe que absorben longitudes de onda azul y ultra violeta

51



A (UV) y los recientemente caracterizados receptores de luz ultra violeta B (UV-B) [72].

Luego de la activacién, la mayoria de estos fotoreceptores controlan miultiple procesos fisiolé-
gicos via regulacién génica [72,|73]. Los fitocromos que han sido activados por la luz, interactiian
directamente con factores de transcripcion de la familia de proteinas bHLH controlando su vida
media (turnover) [74]. Los fitocromos también controlan la expresién de los genes activando la
proteina ubiquitin-ligasa E3, CONSTITUTIVE PHOTOMORFOGENIC 1 (COP1), que marca a mu-
chas proteinas para degradacion, tales como el factor de transcripcién de tipo bZIP ELONGATED
HYPOCOTYL 5 (HY5) [74]. Todos estos factores de transcripcion regulados por los fitocromos
luego contolan la transcripcién de cientos de genes [75].

Existen evidencias crecientes que la luz regula otros aspectos de la red regulatoria de la expresién
génica, tales como la estabilidad del ARN, la traduccién y el splicing alternativo [73}76-85]. Por
ejemplo, una breve exposicién a la luz roja en plantulas etioladas, es decir que nunca se expusieron
a la luz previamente, regula los patrones de splicing alternativo en cientos de genes, incluyendo
los de factores de splicing en si mismos. Estos efectos estan mediados por los fitocromos mas
abundantes phyA y phyB, al menos en las plantulas etioladas [81]. Resultados similares relacionados
a la regulacién del splicing alternativo por el fitocromo fueron obtenidos en un trabajo reciente
sobre Physcomitrella patens [84]. La luz también modula el splicing alternativo en las plantas
desetioladas (es decir ya expuestas a la luz). En este estado de desarrollo, la mayoria de los efectos
de la luz en el splicing aparentan estar mediados a través/via una sefal retrégrada involucrada en
una molécula intermediaria generada en el cloroplasto durante el proceso fotosintético y no por
los fotoreceptores fotosensibles [80]. A pesar de que se han evaluado los efectos de la luz sobre el
splicing alternativo de un modo global en plantulas etioladas, su efecto sobre el splicing alternativo
en plantas desetioladas sélo ha sido investigado en un grupo reducido de genes.

En este capitulo, describiremos los resultados obtenidos utilizando la tecnologia de RNA-Seq
para evaluar el efecto de un breve pulso de luz dado en el medio de la noche, sobre plantulas
de Arabidopsis thaliana crecidas en dia largo (12 horas de luz, 12 horas de oscuridad). El disefio
experimental intent6é simular las sefiales luminicas del amanecer temprano o del atardecer tardio
asociadas con alargamiento del fotoperiodo y podria permitirnos identificar mecanismos posttrans-
cripcionales involucrados en la regulacién del reloj circadiano asi como también de la transicién

floral regulada por luz. Este trabajo fue el mas reciente publicado en el laboratorio utilizando ASpli.
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En el mismo, implementamos la version mas actual del paquete, donde la eleccién de eventos de
splicing alternativo fueron elegidos segin el criterio descripto en el capitulo anterior, combinando

las métricas de las junturas PIR/PSI con el p-valor estimado a partir del anélisis tradicional.

4.2. Materiales y métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se prepararon tres réplicas bioldgicas a partir de plantulas de Arabidopsis thaliana del ecotipo
Columbia-0. Las semillas se estratificaron por 4 dias en la oscuridad a 4°C y luego se transfirieron a
condiciones luminicas de doce horas luz / doce horas de oscuridad a 22°C en luz blanca. Se utilizé
el medio MS (Murashige and Skoog) conteniendo 0.8 % de agar. Luego de 9 dias, las plantas se
irradiaron en el medio de la noche (ZT18, es decir 6 horas luego del inicio de la noche) con un pulso
de luz blanca o roja durante 2 horas, o fueron dejadas en la oscuridad como control. El pulso de luz
blanca (50 umolm?s—! ) fue realizado con tubos fluorescentes (Sylvania Standard F18WT8154).
El pulso de luz roja (80 umolm?s~! fue realizado con diodos emisores de luz (Kingbrigth Super
Bright Leds, L934-SRC, A = 660 4 20nm). Las muestras tratadas y control fueron cosechadas en
el mismo momento y conservadas en nitrégeno liquido. Se esquematiza el protocolo en la Figura

4.1]

zt0 zt12 zt18 zt12 zt18 zt20

control oscuridad
pulso de luz

Figura 4.1: Disefio experimental

Preparacion de las bibliotecas para secuenciar

Se aisl6 ARN total siguiendo el protocolo de RNaeasy Plant Kit (QIAGEN). Se determiné
la concentracién y la calidad de las muestras con NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) y Agilent
RNA 6000 NanoKit, respectivamente. Las bibliotecas para secuenciacién se prepararon siguiendo el

protocolo TruSeq RNA Sample preparation Guidelines (Illumina), salvo para el paso de amplificacién

53



Nombre de la muestra | Lecturas
control A 12011875
control B 11205481
control C 12741544
pulso A 11494706
pulso B 12281861
pulso C 8983890
promedio 11453226

Cuadro 4.1: Rendimiento de las bibliotecas

Entre muestras (min, max): 0.78 | 0.99
Entre réplicas (min, max): | control | 0.87 | 0.99
Entre réplicas (min, max) pulso | 0.89 | 0.99

Cuadro 4.2: Correlacién entre réplicas y muestras

que se usaron sélo 12 ciclos de amplificacion. El control de la calidad de la biblioteca se realizé
con los kits Agilent 2010 Bioanalyzer y Agilent DNA 1000 Kit (Agilent technologies). Luego se
construyeron 6 bibliotecas, que fueron secuenciadas desde un solo extremo (single end), con la

tecnologia lllumina GAllx. Se obtuvieron en promedio 11.4 millones de lecturas de 100 pares de

bases para cada muestra. Ver Cuadros 4.1y [4.2]

Alineamiento de lecturas contra genoma de referencia

Las lecturas obtenidas fueron alineadas contra el genoma de referencia de Arabidopsis thaliana
usando el software TopHat version 2.0.9 [86,87] con pardmetros por defecto, considerando la
maxima longitud de intrén esperada en 5000 pares de bases, de acuerdo a [88]. Los archivos
resultantes de cada alineamiento en formato BAM fueron luego utilizados para el andlisis con
ASpli. Todos los archivos resultantes de la secuenciacdn fueron depositados en la base de datos

de Gene Expression Omnibus, GEO [89], con el nimero GSE68560 [90].

Seleccion de genes diferencialmente expresados

Utilizando los alineamientos contra las referencias, se procedié al anélisis de genes y eventos
tal como se detallé en el capitulo anterior. Los archivos BAM junto con la anotacién fueron

utilizados para generar las tablas de conteos a los niveles de genes y bins. Para seleccionar los
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genes diferencialmente expresados, seleccionamos aquellos genes que:
= tuvieran en promedio como minimo 10 lecturas en alguna de las condiciones

= tuvieran en promedio como minimo una densidad de lecturas mayor a 0.05 en alguna de las

condiciones

Luego de aplicar estos filtros sobre los 33602 genes anotados en TAIR10 [91], obtuvimos
un total de 15925 genes que se consideraron expresados y que fueron analizados para estimar
expresion diferencial. Los mismos se analizaron utilizando el método estadistico propuesto en el
paquete edgeR [92], para estimar la tasa de cambio (fold change) con su estadistico asociado
(p-valor) que fue corregido por un método de mutiple testeo (FDR) [60]. Luego, para obtener los

genes que consideramos diferencialmente expresados se eligieron aquellos cuyo:

» valor absoluto del logaritmo en base 2 de la tasa cambio sea > 0.59, lo cual significa un

cambio de al menos 1.5 veces entre las condiciones,
= que el valor corregido del p-valor sea < 0.05

Luego de aplicar estos criterios obtuvimos 4341 genes que satisfacian estas condiciones (eti-

quetados como Genes DE).

Seleccion de eventos de splicing alternativo

A partir de los alineamientos guardados en los archivos BAM, se generaron las tablas de conteos
a los niveles de genes, bins de exénes y de intrones y de las junturas. Los bins que se conservaron

para el analisis de uso diferencial son aquellos que satisfacian los siguientes criterios:

= Pertenecer a genes multiexénicos cuya cantidad de lecturas en promedio fuera mayor a 10 y

cuya densidad de lectura fuera como minimo 0.05 en todas las condiciones.

= Tuvieran en promedio mas de 5 lecturas y una densidad de lecturas fuera como minimo 0.05

en alguna de las condiciones

Las junturas que se utilizaron para analizar los bins son aquellas que:
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» Pertenecian a genes cuya cantidad de lecturas en promedio fuera mayor a 10 y cuya densidad

de lectura fuera como minimo 0.05 en todas las condiciones.
= Tuvieran en promedio mas de 5 lecturas en alguna de las condiciones

Utilizando estos datos, y siguiendo los criterios propuestos en ASpli se seleccionaron aquellos
bins que presentaban un valor absoluto de cambio (log 2 Fold Change) mayor a 0.59 y un FDR
inferior a 0.15. A su vez, se seleccionaron los bins utilizando las métrica PSI y PIR, tal como se
detalla en el capitulo anterior y se seleccionaron aquellos cuyo APSI o APIR fuera superior a 5%

0 10% para eventos conocidos o nuevos respectivamente, entre las condiciones en estudio.

Nivel Total Elevados Disminuidos
Genes 4341 2149 2192
bins

3'Alt 99

Anotados 14 9 5
Nuevos 85 47 38
5'Alt 46

Anotados 0

Nuevos 46 25 21
SE 27

Anotados 5 4 1
Nuevos 22 9 13
RI 232

Anotados 16 7 9
Nuevos 216 109 107

Cuadro 4.3: Tabla resumen de genes y eventos

RT-PCR semicuantitativa

Para realizar las validaciones utilizando la técnica de RT-PCR, se obtuvieron 3 réplicas biolégicas

a partir de aproximadamente 50 semillas de Arabidopsis thaliana de ecotipo Columbia-0, asi como
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de mutantes phyA-211,phyB-9 (phyAB), phyA-211;phyB-9;phyC-2;phyD-201; (phyABCDE) (93],
o cryl-304;cry2-1 (cryl:cry2) [56]. Las plantas fueron crecidas en placas MS-agar, estratificadas
en frio 5 dias y crecidas 8 dias en condiciones de 12 horas luz 12 horas oscuridad. En el dia 9,
se aplicd un pulso de luz de 2 horas, en el punto ZT18 sobre las plantulas, tal como se detallé
para el experimento de RNA-Seq. El ARN total se extrajo con Trizol y se realizd la transcripcion
reversa usando la enzima Superscript Il (Life Technologies) de acuerdo al manual de usuario de la
compaiiia. El ADNc resultante se utilizd para la amplificacion con PCR, con 30 ciclos. Luego los
productos de RT-PCR se analizaron en un gel de agarosa 3 % wt/vol y fueron detectados con Sybr

Green como se propone en [94].

Andlisis de enriquecimiento de Ontologias Génicas

Para analizar los grupos de genes y eventos seleccionados como diferencialmente expresados
(DE) y diferencialmente usados (DS) se utilizé la estrategia de Ontologias Génicas (Gene Ontho-
logy, GO) [95]. Para asignar la ontologia que le corresponde a cada gen seleccionado, se utilizé la
herramienta de Virtual Plant [96,97]. La prueba de enriquecimiento usando la prueba de Fisher con
su correspondiente correccién por miultiple testeo [60] se realiz6 en las 3 categorias que describe
GO: Procesos bioldgicos (PB), Funcién Molecular (FM) y componente celular (CC). El factor de
enriquecimiento se calculé tomando las cantidades de genes en el grupo en estudio asignadas a
cada categoria sobre el total de genes analizados y los genes totales anotados en esa categoria con

respecto al total de genes anotados (cominmente denominado universo):

Genes anotados a una categoria GO

Total de genes analizados

Factor enriquecimiento (FE) = >
g (FE) Genes anotados en esa categoria GO

Total de genes anotados con GO

Cuando nos referimos a grupos de genes bajo estudio, referimos a: genes diferencialmente
expresados (DE) o genes con eventos de splicing diferencialmente usados (DS). El universo entonces
serian todos los genes expresados para el primer caso, y todos los genes de los eventos analizados

en el segundo caso.
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4.3. Resultados

Para investigar el efecto de la luz sobre el splicing alternativo de una manera global en las
plantas desetioladas, las plantulas de Arabiopsis thaliana fueron crecidas bajo condiciones de 12
horas de luz/12 horas de oscuridad durante 8 dias. En el noveno dia, en la mitad de la noche
(ZT18) la mitad de las plantas se expusieron a un pulso de luz durante 2 horas y la otra mitad
se mantuvo en condiciones de oscuridad. Luego de las 2 horas, se cosecharon las muestras y se
prepararon las bibliotecas para RNA-Seq. Se secuenciaron bibliotecas de ADNc de 3 replicados
biolégicos para cada condicidn. La lecturas resultantes de la secuenciacién fueron mapeadas al
genoma TAIR10 y se evaluaron los cambios en la expresiéon génica y en los eventos de splicing
alternativos conocidos como nuevos. Se identificaron un total de 4341 genes diferencialmente
expresados (mas de 1.5 veces aumentada/disminuida su expresién) con un de p-valor corregido
inferior a 0.05, en respuesta al pulso de luz. Este grupo estaba enriquecido en genes asociados con
los componentes del cloroplasto, metabolismo primario y secundario, estrés oxidativo y respuestas
abiéticas (ver Figura[4.2). También se encontré enriquecimiento en genes asociados con los ritmos
circadianos, sosteniendo la idea que los efectos de la luz sobre la red circadiana estd mediada

principalmente por los efectos en los niveles de ARNm de varios genes centrales del reloj.

Luego evaluamos los efectos del la luz sobre el splicing alternativo caracterizando sus efectos
tanto en los eventos anotados como en eventos nuevos. Se identificaron un total de 382 genes
que presentaban eventos de splicing alternativo que fueron regulados por el tratamiento del pulso
de luz. Es destacable que sélo la mitad de los genes que tenian afectados los patrones de splicing
fueron afectados también a nivel ARNm sugiriendo que al menos en parte, la luz estaria afectando

el splicing por mecanismos independientes de la regulacién de la transcripcion.

Tal como se habia reportado previamente sobre los efectos de la luz sobre el splicing alternativo
en plantas etioladas [81], o en respuesta a transiciones de luz oscuridad prolongadas [30], también
observamos un fuerte enriquecimiento en categorias GO asociadas con el procesamiento del ARN
y el splicing alternativo entre esos genes cuyos patrones de splicing fueron afectados por el pulso
de luz. Es sorprendente y coherente a la vez que estas categorias no estaban enriquecidas entre
los genes que tenian alterados los niveles de expresién. Esta observacién soporta la idea que la luz

regula los patrones de splicing alternativo en su mayoria afectando el splicing de los factores de
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Figura 4.2: Enriquecimiento de categorias ontoldgicas

splicing en si mismos.

En un estudio global sobre el efecto de la luz en la remodelacién de splicing alternativo en el
musgo Physcomitrella patens [84] los autores encontraron que la luz promueve la retencién del
intrén en la mayoria de los genes. En nuestro andlisis también encontramos que la retencién de
intrén fue el evento que mas se presentd, pero en algunos casos promoviendo la retencién y en otros,
la exclusiéon. Una observacién similar se obtuvo a nivel de exénes donde algunos genes mostraron
que se favorecia la inclusién y en otros la exclusién (ver Figura . Estas observaciones indican
que la luz actda como un modulador de los patrones de splicing y no con un efecto inhibitorio
sobre el proceso de splicing en si mismo.

Luego focalizamos el analisis sobre genes asociados al reloj circadiano. A pesar que la categoria
de ritmos circadianos no estaba enriquecida en nuestros andlisis, encontramos genes del reloj

con patrones de splicing alterados, como REVEILLE 8 ( RVE8/LCL5, AT3G09699), JUMONJI
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Figura 4.3: Ejemplos de retencién de intron (RI) y salteo de exén (SE). Resultados de RNA-Seq de
genes representativos mostrando cambios en splicing alternativo a nivel SE y RIl. Se muestran los graficos
de cobertura con su respectivo modelo génico. (a) Ejemplo de eventos anotados (SE y RI) (b) Ejemplo
de 2 eventos nuevos (SE y RI). (c) Validacién de los resultados de RNA-Seq para eventos nuevos de

SE usando RT-PCR. El grafico representa el promedio de 3 réplicas independientes y su correspondiente
barra de error. Las regiones alternativas se muestran en rojo.

DOMAIN CONTAINING 5 (JMJD5, AT1G01060), TIME FOR COFFEE (TIC, AT3G22380) y
CASEIN KINASA Il BETA CHAIN 3 (CKB3, AT3G60150). Algunos de estos eventos de splicing
habian sido previamente reportados y otros fueron descriptos por primera vez en nuestro anélisis,
como por ejemplo el uso de un aceptor alternativo (3'Alt) en el gen JMD5 . Todo lo que respecta

a la implicancia funcional de estos patrones resta por ser dilucidado.

Entre los resultados muy interersantes de nuestro estudio, encontramos que muchos de los
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Figura 4.4: La luz regula el splicing alternativo del gen del reloj JMJD5. (a) Gréficos de cobertura y
su modelo de gen. (b) Validacién de los resultados de RNA-Seq usando RT-PCR. El gréfico representa
el promedio de 3 muestras biolégicas independientes y su error standard correspondiente. Las regiones
alternativas se destacan en rojo.

genes donde encontramos eventos de splicing alternativo regulados por luz, codificaban proteinas
ricas en serinas (proteinas SR) y ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP) que son
conocidas moduladoras del reclutamiento de los snRNPs a los sitios donores y aceptores [23]. Se
habia demostrado que muchos genes son regulados a nivel de splicing alternativo luego de una
exposicion prolongada a la luz u oscuridad en plantas desetioladas [80] o ante un tratamiento de
agudo de luz roja en plantas etioladas [81]. En nuestro trabajo también mostramos que la luz

induce cambios muy rapidos en el splicing alternativo sobre factores de splicing en si mismo en las
plantas crecidas en luz (ver Figura [4.5]y Tabla[1.2)).

Es interesante destacar que los efectos de la exposicion prolongada a la luz sobre el splicing
alternativo no mostré ser dependiente de fotoreceptores sensoriales clasicos tales como fitocro-
mos o criptocromos y estar mediados principalmente por los efectos de luz sobre los procesos
fotosintéticos [80]. Por lo contrario, la percepcién de 3 horas de luz percibida a través de los fito-
cromos A (phyA) y B (phyB) ha sido recientemente reportada de regular los patrones de splicing
alternativo de varios genes, incluyendo aquellos que codifican factores de splicing en plantas etio-
ladas. [81]. En nuestro trabajo, evaluamos los efectos de la luz blanca sobre el splicing en el factor
de splicing SERINE/ARGININE RICH PROTEIN SPLICING FACTOR30 (SR30, AT1G09140), en
plantas phyAB 'y las mutantes dobles cryptochrome 1,2 (cryl;cry2 (Figura . Encontramos que,

de la misma manera que lo que se habia reportado en el trabajo de los efectos prolongados de
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Figura 4.5: Graficos de cobertura de eventos de splicing alternativo regulados por luz en genes que
codifican factores de splicing.(a) Eventos de splicing asociados con genes que codifican proteinas ricas
en serinas-argininas (SR) (b) Eventos de splicing asociados a genes que hnRNPs. Las regiones alternativas
se destacan en rojo.

la luz , los efectos de un pulso de luz corto también presentaban efecto sobre SR30 en las
mutantes, sugiriendo que la mayor parte de los efectos de la luz estarian siendo modulados por
una molécula generada durante el proceso fotosintético y no por las vias tradicionales de accién de
los fotoreceptores fotosensibles. De todas maneras la persistencia de los efectos de la luz blanca
sobre SR30 en los mutantes phyAB'y cryl;cry2 podrian deberse a fotoreceptores adicionales de la
misma o diferente familia. Entonces evaluamos el efecto de la luz roja sobre el splicing alternativo
de SR30 en el quintuple mutante phyABCDE que es completamente ciego a las sefiales de luz roja
que controlan el desarrollo de las plantas. Llamativamente, encontramos un fuerte efecto sobre el

patrén de splicing alternativo en SR30, de magnitud similar a las plantas salvaje (Figura 4.6]).
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Figura 4.6: Validacién experimental de la regulacién de SR30 por la luz. (a) Gréficos de cobertura
y sus modelos de genes asociados (b) Electroforesis en gel de los productos de splicing amplificados
por RT-PCR de plantas Col-0, phyAphyB y crylcry2 expuestas a 2 horas de pulso de luz blanca (LB)
o mantenidas en la oscuridad como control (O). (c) Electroforesis en gel de los productos de splicing
amplificadds de plantas Col-0 y mutantes phyABCDE expuestas a 2 horas de pulso de luz roja (LR) o
dejadas en la oscuridad como control (O). Los gréficos representan el promedio de 3 replicados biolégicos
independientes y las barras de error representan el error estandard. Las regiones alternativas se muestran
en rojo.

4.4. Discusion

Las evidencias de que la luz modula el desarrollo y crecimiento de las plantas via expresion génica
son contundentes [73]. Hay muchos estudios globales que demuestran cémo la luz regula los niveles
de ARNm de cientos de genes, pero muy pocos que evaltan su efecto a nivel splicing. El primer
estudio sobre los efectos de la luz sobre el splicing alternativo fue realizado en arroz utilizando un
microarreglo de expresién y detecté unos 10 genes con patrones alterados de splicing alternativo
regulados por luz [98]. La mayoria de los efectos implicaban cambios en la regién no traducida
(UTR) y no en las regiones codificantes, sugiriendo que la luz podria estar controlando los niveles
de ARNm a través de la estabilidad. Sin embargo, muy pocos eventos pudieron ser identificados,

debido tal vez a que la tecnologia disponible para ese entonces no era la mas adecuada. Dos
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estudios recientes evaluaron los efectos globales de la luz sobre el splicing en Physcomitrella patens
y pléntulas etioladas de Arabidospsis thaliana usando RNA-Seq [81,84]. Estos estudios reportaron
cientos de genes que presentaban eventos de splicing alternativo regulados por luz, muchos de los
cuales fueron asociados con genes que codifican factores de splicing y componentes de las vias de
sefalizacion. Se encontraron resultados similares en un estudio reciente que caracteriza los patrones
de splicing alternativo en Arabidopsis thaliana utilizando un panel de RT-PCR de alta resolucion,
en transiciones de exposiciones prolongadas de luz oscuridad [80]. Se mostré que aproximadamente

el 50 % de los eventos evaluados se localizaban en genes de factores de splicing.

En nuestro trabajo, aportamos conocimiento sobre los efectos de la luz sobre el splicing alterna-
tivo en las plantas de Arabidopsis thaliana, llevando a cabo una caracterizacién global de los efectos
de un breve pulso de luz dado en el medio de la noche. Este tratamiento simula el alargamiento del
fotoperiodo. De acuerdo con estudios previos, encontramos que aunque el pulso de luz es breve,
tiene un efecto significativo sobre los genes, afectando el splicing en muchos que codifican factores
de splicing en si mismos. Todos estos descubrimientos, revelan que la luz controla el desarrollo
y crecimiento de las plantas de un modo significativo impactando sobre el splicing alternativo en
genes de factores de splicing y componentes de las vias de senalizacién, ademas de los ya bien
estudiados efectos sobre los niveles de ARNm y proteinas. Estos efectos de la luz sobre el splicing
alternativo tienen lugar en especies distantes evolutivamente asi como también en diferentes esta-
dos del desarrollo y en respuesta a exposiciones breves o prolongadas de luz, sugiriendo que existen
mecanismos ancestrales por los que la luz regula los patrones/programas de expresién génica. De
un modo interesante, tanto en plantas etioladas como en Physcomitrella patens, los efectos del
tratamiento con un pulso de luz breve fueron modulados en gran medida aunque no exclusivamente
por miembros de la familia de fotoreceptores [81,[84]. Por otro lado, los efectos de la exposicion
prolongada a las condiciones de luz u oscuridad de las plantas de Arabidopsis thaliana crecidas
en luz parecen operar por mecanismos independientes de la familia de fitocromos y criptocromos
mas abundantes [80]. En cambio, parecerian estar mediados por circuitos de sefiales retrégradas
que conectan la actividad fotosintética del cloroplasto con la regulacién del splicing alternativo
en el nicleo. En nuestro trabajo encontramos que los efectos de un breve pulso de luz sobre el
splicing alternativo en SR30 fue tan fuerte en las dobles mutantes phyAB y cryl;cry2 como en las

plantas salvajes. Ademas observamos que el fuerte efecto sobre el splicing alternativo del pulso de
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2 horas de luz roja no fue diferente sobre la quintuple mutante de fitocromos y la salvaje. Aunque
no podemos decir que los fotoreceptores sensoriales no estén implicados en este efecto, es claro
que al menos en los mutantes evaluados en el trabajo, el efecto no operaria por esta via tradicional
de fotorecepcion. Las diferencias en las principales vias que median la fototrasduccién de luz y la
regulacién de los patrones de splicing en plantas etioladas y desetioladas pueden estar asociadas
a la presencia de cloroplastos completamente desarrollados en las Gltimas, los cuales podrian ser
requeridos para la generacion de una sefal retrégrada que controle el splicing alternativo en el ni-
cleo [80]. Mas alla de los fotoreceptores que median el efecto de la luz sobre el splicing alternativo,
una de las preguntas mas importantes que resta ser contestada es como la luz regula, modula y
controla el splicing alternativo. Tal como se menciona en la introduccién, el splicing es catalizado
por una maquinaria ribonucleoproteica dindmica denominada espliceosoma [23]. Los componentes
centrales interaccionan con factores de splicing auxiliares, tales como las proteinas SR y hnRNPs
para reconocer y seleccionar diferentes elementos cis promoviendo o inhibiendo el reclutamiento
del espliceosoma a diferentes particulas donoras y aceptoras. Entonces, la regulacion del splicing
alternativo por la luz deberia disparar cambios en los niveles de estas proteinas. Un trabajo reciente
reportd que el factor de splicing de Arabidopsis thaliana REGULATOR OF CHROMOSOME CON-
DENSATION 1 (RCC1), que es una proteina de tipo SR, es requerida para el desenlace normal de
la fotomorfogénesis bajo condiciones de luz roja. [99]. Sin embargo, el mecanismo por el cual la
luz dispara los cambios iniciales que resultardn en la alteracion de los patrones de splicing no se
han podido descifrar. Existen evidencias que el splicing alternativo también estaria modulado por
modificaciones epigenéticas que modifican las velocidades de la elongacién transcripcional dando
tiempo a que puedan ser recluctadas mas particulas del esplicecosoma en los sitios débiles. Del
mismo modo se ha reportado que las modificaciones de histonas pueden regular el splicing alter-
nativo potenciando el reclutamiento de factores especificos de splicing [23]. Finalmente, cambios
en la actividad y/o concentracién de los factores de splicing centrales pueden influenciar la regula-
cién del splicing alternativo, alterando probablemente la cinética de los pasos del ensamblado del
espliceosoma [100].

Ademas de evaluar el rol de los factores trans, buscamos la presencia de secuencias cis que
pudieran estar cumpliendo algtn rol en la regulacién de los eventos de splicing alternativo regulados

por luz.
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Con el fin de encontrar algiin elemento regulatorio comdn analizamos las regiones flanqueantes
a las junturas de los eventos detectados como diferencialmente usados. En particular, nos concen-
tramos en el anélisis de los 232 intrones que encontramos diferencialmente retenidos en respuesta a
la luz. Llevamos a cabo la bisqueda de motivos enriquecidos en las secuencias flanqueantes y usan-
do como control un nimero similar de intrones no retenidos, utilizando 2 estrategias: el algoritmo
MEME [101] y la comparacién en frecuencia de kmerosE]desde 3 a 7 bases. Utilizamos diferentes
longitudes de ventana para seleccionar las secuencias rio arriba y rio abajo del sitio 5" y 3" del
intrén, asi como también, clasificando los intrones en aquellos que subian o bajaban su porcentaje
de retencién con el pulso de luz. Con ninguna estrategia pudimos encontrar alglin elemento cis
enriquecido en las secuencias bajo analisis.

Finalmente, mientras que es claro que la luz ejerce un fuerte efecto sobre la regulacién del
splicing alternativo en las plantas desetioladas a lo largo de su desarrollo, nuestro conocimiento
sobre estos efectos y sus consecuencias ha sido poco estudiada. En plantas etioladas, se ha de-
mostrado que la luz promueve la acumulacién de una variante de splicing del gen SUPRESSOR
OF PHY A (SPA) que codifica para una proteina truncada, que actda de un modo dominante ne-
gativo promoviendo la desetiolacién y el desarrollo fotomorfogénico [81]. En plantas desetioladas,
en condiciones de baja luz, se promueve la reduccién de los niveles de la isoforma larga de SR31y
esta regulacion es importante para el crecimiento y desarrollo adecuado de las plantas expuestas a
estas condiciones ambientales [80]. En nuestro estudio analizamos el efecto de un breve pulso de
luz dado en el medio de la noche, con el fin de identificar los potenciales mecanismos de regulacién
post-transcripcional que controlan al reloj y a la transicién floral. Un estudio similar del transcrip-
toma realizado con microarreglos permitié identificar una familia de genes nuevos cuya expresion
es fuertemente inducida por la luz y regulan la funcién del reloj y la floracién [102]. En este estudio
encontramos que un pulso de luz dado en el medio de la noche afecté los niveles de splicing alter-
nativo en varios genes del reloj tales como JMJD5, RVE8/LCL5, LHY, CKB3 y TIC. De manera
sorprendente, muchos de estos genes sélo son regulados por luz a niveles post-transcripcionales
y no muestran cambios en los niveles de ARNm. Queda por elucidar como modulan la transicién

floral y el reloj circadiano los eventos regulados por luz.

1En gendémica computacional, el término kmero refiere a todas las posibles susecuencias de longitud k
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Capitulo 5

Otros ejemplos del uso de ASpli

El objetivo principal de este capitulo es brindar ejemplos de como se establecieron estrategias
de anélisis bioinformaticos para elaborar hipétesis y conclusiones a partir de los datos de RNA-Seq.
En cada uno de los trabajos planteamos estrategias diferentes segiin la pregunta que subyacia al
experimento. El enfoque evento céntrico de ASpli y la posibilidad de cuantificar los cambios del
porcentaje de retencién de intrones fueron claves para nuestra estrategia de caracterizacién global

del splicing alternativo.

5.1. Analisis del efecto de mutantes de genes centrales del
espliceosoma sobre el reloj circadiano y el splicing alter-

nativo.

Los relojes circadianos son mecanismos auto-regulatorios endégenos que controlan la periodici-
dad en miltiples procesos biolégicos. Estos proporcionan a los organismos una ventaja adaptativa
que permite sincronizar distintos eventos fisioldgicos y del desarrollo al momento més adecuado del
dia. La regulaciéon del reloj circadiano ocurre principalmente mediante circuitos de retroalimenta-
cién transcripcional [103]. Sin embargo, estudios recientes muestra que se requiere de mecanismos
post-transcripcionales para el correcto funcionamiento del reloj. En plantas, varios de los genes
centrales del reloj sufren splicing alternativo, algunos dependientes de la temperatura [103)].

Cada vez mas evidencias indican que el splicing alternativo esta regulado no solo por factores
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auxiliares sino también por cambios en los niveles o actividades de componentes centrales del

espliceosoma mismo o de las proteinas que modulan su ensamblado.

5.1.1. El rol de los genes LSM en la regulacién de los ritmos circadianos

El primer trabajo publicado del laboratorio donde utilizamos ASpli como protocolo fue en el
analisis del rol de los genes LSM en la regulacién de los ritmos circadianos y el splicing alternativo
[64].

En este trabajo, junto a la Dra. Pérez-Santangelo caracterizamos el comportamiento circadiano
de mutantes de factores de splicing cuyos transcriptos estan regulados por el reloj. Se encontré que
mutaciones en genes de los complejos LSM5 y LSM4, que codifican para el complejo espliceosomal
U6 snRNP, alteran el periodo de los ritmos circadianos [64].

Con el objetivo de caracterizar la respuesta transcripcional en las mutantes, se secuenciaron
muestras de Arabidopsis thaliana salvajes y de las mutantes LSM4 (/sm4-1) y LSMb (sad1/Ismb5). Se
utilizé la plataforma de Illumina HiSeq 1500. Se secuenciaron bibliotecas de ADNc de tres réplicas
bioldgicas independientes cada una de las mutantes y sus accesiones salvajes correspondientes. Se
obtuvieron alrededor de 16 millones de lecturas paired-end de 100 pares de bases de longitud por
muestra. Las lecturas fueron mapeadas al genoma de Arabidopsis thaliana TAIR10 [91] usando
TopHat v2.0.9 [34] con los pardmetros prestablecidos, a excepcién del maximo del intrén que fue
establecido en 5000 pb. A partir de los archivos BAM, ASpli fue utilizado para evaluar los cambios
en la expresién de genes, en eventos de splicing alternativos anotados y un andlisis profundo del

splicing en todos los intrones presentes en genes expresados por sobre un umbral.

Resultados del analisis de la expresion diferencial de genes

Se identificaron cambios en la expresién de 1845 genes en la mutante sadl/Ilsm5y 6578 en la
mutante /sm4-1y, 759 estaban compartidos en ambas mutantes de un total de 21806 genes que se
consideraron expresados, una vez que aplicamos los filtros correspondientes. Entre estos se buscé
identificar genes del oscilador central o genes controlados por vias de salidas del reloj, tales como
genes vinculados al control del tiempo de floracién y respuestas al desarrollo regulados por la luz.

Con respecto al analisis de enriquecimiento ontoldgico de los genes alterados en las mutantes, se
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encontrd un enriquecimiento en genes implicados principalmente en regulacién de la transcripcién

y respuestas de estrés.

Resultados del analisis de splicing en los mutantes sadl/Ism5y Ism4

Luego se evaluaron las alteraciones en eventos de splicing alternativo anotados en ambos
mutantes. Se evaluaron 6567 eventos alternativos anotados correspondientes a genes expresados
sobre un umbral minimo en los mutantes y sus correspondientes plantas salvajes. De estos, 363
eventos estaban alterados en la mutante /sm4-1y 57 en la mutante sadl/Ism5, con 24 eventos
alternativos igualmente cambiados en ambas mutantes, lo que representa una superposiciéon 7,6
veces mayor de lo esperado por azar (p<0.0001, test de Fisher). En la figura se muestran los
graficos de cobertura de dos ejemplos representativos de alteraciones en el splicing alternativo
observados en las mutantes. En plantas salvajes, el evento de splicing alternativo mas abundante
fue asociado con la seleccién alternativa del sitio de reconocimiento de splicing 3' (3'Alt: 33 %),
seguido por la retencién de intrén (RI: 32 %), seleccién alternativa del sitio de reconocimiento de
splicing 5’ (5'Alt: 22 %) y salteo de exén (SE: 13 %) (ver Figura[5.1)). Entre los eventos de splicing
alternativo afectados por las mutantes /sm4-1/Ism5, se encontré un aumento en la proporcion de
eventos de retencién de intrén, lo cual es consistente con lo reportado previamente para la mutante

sadl/Ism5 [104,|105].

Por otro lado también se evalué el splicing de todos los intrones presentes en los genes expresa-
dos sobre un umbral minimo para determinar el impacto sobre el proceso de splicing en si mismo, y
no sblo sobre el splicing alternativo. En los 87241 intrones analizados, se detectaron alteraciones en
el splicing de 553 y 4354 intrones en sadl/Ism5y Ism4-1 respectivamente y 212 en comin, lo que
representa una superposicién 7.7 veces mayor que lo esperado por azar (p<0.001 test de Fisher,
Figura D). En este caso se muestran ejemplos representativos de alteraciones en el splicing en
intrones observados en las mutantes. En un andlisis mas profundo se observé que la proporcion
de eventos de retencién de intrén incrementada entre las mutantes /sm era el doble para eventos
de retencién anotados como alternativos que para intrones considerados constitutivos (o al menos
no anotados como alternativos) Ver Figura F. Esto contribuye a pensar que cambios en los

componentes centrales del espliceosoma podrian jugar un rol regulatorio en el control del splicing
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alternativo asociado a vias de sefalizacién especificas.
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Figura 5.1: Anilisis a nivel global mediante RNA-Seq del splicing alternativo y constutivo en las mutantes
sadl/Ism5y Ism4-1

5.1.2. El rol de GEMIN2, un factor modulador del ensamblado del espli-

ceosoma, los ritmos circadianos y la tolerancia al frio.

En mamiferos, el ensamblado del espliceosoma es regulado por el complejo SMN (del inglés
Survival of Motor Neuron). En este trabajo en colaboracién con el Dr. Gustavo Schlaen, demostra-

mos que las mutantes de Arabidopsis thaliana para el gen GEMIN2, (inico componente del complejo
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SMN conservado desde las levaduras hasta humanos, presenta floracién temprana y periodo mas
corto en multiples ritmos circadianos. Ademas, las mutantes tienen afectado un subgrupo especifico
de eventos de splicing alternativo, incluyendo algunos que involucran genes del reloj. Llamativa-
mente varios de estos eventos de splicing alternativo se observan en plantas salvajes en respuesta a
bajas temperaturas. Cabe destacar, que en dichas condiciones de baja temperatura, la superviven-
cia de los mutantes de GEMIN2 se ve seriamente comprometida. Todo lo anterior, sumado a que
la expresiéon de GEMINZ2 se induce a bajas temperaturas, sugiere que este componente formaria
parte de un mecanismo compensatorio que amortigua el efecto de oscilaciones en la temperatura
sobre el splicing alternativo, asegurando una apropiada adaptacion de los procesos fisioldgicos y de
desarrollo.

En este trabajo, con el objetivo de caracterizar la respuesta transcripcional en las mutantes, se
secuenciaron muestras de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 y de las mutantes gemin2-1.
Los experimentos de secuenciacién se hicieron en 2 etapas. En una primera etapa, las muestras se
secuenciaron con el protocolo single-end en una plataforma lllumina GAllx y en la segunda etapa
se utilizé la plataforma de Illumina HiSeq 1500, con el protocolo paired-end.

En todos los casos, las lecturas fueron mapeadas al genoma de Arabidopsis thaliana TAIR10 [91]
usando TopHat v2.6 [34] con los pardmetros prestablecidos, a excepcion del maximo del intrén
que fue establecido en 5000 pares de bases. A partir de los archivos BAM, ASpli fue utilizado
para evaluar los cambios en la expresion de genes, en eventos de splicing alternativos anotados y
un analisis profundo del splicing en todos los intrones presentes en genes expresados por sobre un

umbral.

GEMINZ2 y el splicing alternativo

El ensamblado del anillo heptamérico de proteinas Sm sobre los snARNSs es estrictamente
dependiente del complejo SMN. Dado que Arabidopsis thaliana cuenta con muy pocos homdlogos
de los componentes del complejo SMN de humanos, se esperaria que la mutante gemin2-1 tuviera
una deficiencia en los niveles de snARNSs, ya que los snARNs que no se ensamblan en snRNPs
son inestables y se degradan. En este trabajo, se demostré ge la mutacién de GEMIN2 causa una
severa alteracion de los snARNs. En particular Ul y U6 se encuentran sustancialmente disminuidos

mientras que los demas snARNSs estan aumentados. Entonces, debido al impacto que tiene GEMIN2
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sobre los niveles de snRNPs, los componentes principales del espliceosoma, es previsible su potencial

impacto sobre el splicing (Figura
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Figura 5.2: La mutaciéon de GEMIN2 causa una severa alteracién en los snRNPs. Los niveles de snRNAs
de los mutantes gemin2-1y gemin2-2 se muestran como % de los valores de plantas salvajes

Tras el procesamiento de los datos se encontraron una gran cantidad de eventos de splicing
alternativo afectados en la mutante gemin2-1, algunos de los cuales fueron confirmados por RT-
PCR. El andlisis estadistico de los resultados obtenidos por RNA-Seq muestra que los eventos
alterados en la mutante se encuentran enriquecidos principalmente en retencién de intrén y salteo de
exén. Por otra parte, llamativamente, el splicing constitutivo permanece mayoritariamente intacto,

evidenciando que aunque estan reducidos los niveles de snRNAs Ul y U6 observados en las plantas

mutantes gemin2-1, los mismos son suficientes para sostener el splicing constitutivo.

GEMIN2 vy la sensibilidad al frio

En Arabidopsis thaliana , multiples genes centrales del reloj sufren splicing alternativo en forma
temperatura dependiente. Por otro lado, se observé que varios de los eventos afectados en gemin2-
1 a temperatura ambiente, son afectados en plantas salvajes por exposicién a bajas temperaturas
no congelantes (10°). Para evaluar cuan extensiva es la semejanza en el patrén de splicing de la
mutante gemin2-1 y plantulas salvajes expuestas al frio, y para estudiar a nivel global el efecto
del frio sobre el splicing en plantas salvajes y la mutante gemin2-1, se realizé6 un experimento
tratando a plantas salvajes y mutantes gemin2-1 a 10°C por 1 o 24 horas y plantas control que
permanecieron a 22°C.

Luego del procesamiento de los datos se obtuvieron los eventos de splicing alternativo anotados

y los intrones que cambian su sefal en la mutante respecto del genotipo salvaje o en plantas
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Figura 5.3: La mutante gemin2-1y las plantulas salvajes expuestas al frio presentan un patrén de splicing
similar en varios genes. A-F) Gréaficos de cobertura de algunos de los genes con splicing alternativo
alterado en forma similar en la mutante gemin2-1 y en plantas salvajes expuestas a bajas temperaturas.
Las lineas punteadas encuadran la region donde ocurre el evento. Debajo de cada figura se muestran
las isoformas anotadas para el gen correspondiente.G) Confirmacién de algunos eventos por RT-PCR
convencional. 10°C indica plantulas tratadas con 12 horas a 10°C, mientras que control corresponde a
plantulas que permanecieron a 22°C. RI, retencién de intrén; 5'SS, sitio de splicing 5" alternativo; SE,
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expuestas a 1 o 24 horas al frio respecto al control. En primer lugar se evalué la superposicién

entre los eventos alterados en la mutante a 22°C y los que cambian con el frio en plantas salvajes.

Se observd una superposicion significativamente mayor que la esperada por azar y ademas, que

los cambios ocurrian en el mismo sentido. Es decir, que la mayoria de los eventos en comdn, la

inclusién de una regioén particular del gen en el ARNm maduro aumenta en ambas condiciones

o disminuye en ambas condiciones, mientras que los eventos que aumentan en una condicién y

disminuyen en la otra son menos que los esperados por azar.

El anélisis global del splicing en plantas salvajes y mutantes expuestas o no al frio demostré qe

esta semejanza es bastante mas amplia y que las plantas mutantes a temperatura control repro-
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ducen en gran medida el fenotipo molecular de plantas salvajes expuestas a bajas temperaturas,

en lo que respecta al splicing alternativo.

A B

AS Intrones
Aumentan Disminuyen Aumentan Disminuyen

Figura 5.4: La deficiencia en GEMIN2 imita parcialmente el patrén de splicing alternativo de plantas
expuestas a bajas temperaturas. Diagramas de Venn indicando aquellos eventos de splicing alternativo
y todos los intrones compartidos entre las plantas mutantes de gemin2-1 y las plantas salvajes a 1h y
2h de frio.

Estudios recientes sugieren que en condiciones ambientales adversas el splicing alternativo es
uno de los mecanismos que regula la expresion de genes involucrados en la respuesta y tolerancia
de la planta al estrés. Resulta llamativo que los mutantes gemin2-1 reproducen al menos en parte,
el splicing alternativo observado en plantas salvajes en respuesta al frio y alin asi presentan una
sensibilidad pronunciada en dicha condicién. Asi mismo, resultd interesante que la expresion de
GEMINZ se indujera por el frio en plantas salvajes.

A partir de alli se planted la hipétesis de que el conjunto de eventos compartidos por ambas
condiciones (frio en plantas salvajes y mutacién en gemin2-1 a temperatura ambiente), se deba
al efecto negativo de bajas temperaturas y/o a la mutacién de gemin2-1 sobre el splicing y no
como parte de una respuesta adaptativa. En ese caso, el rol de la inducciéon de GEMIN2 por bajas
temperaturas seria el de aminorar o amortiguar el efecto negativo de bajas temperaturas sobre el
splicing, restableciendo la homeostasis de un componente sensible al estrés o que se vuelva limitante
al ser requerido en mayor cantidad durante el mismo. Los defectos observados en el splicing serian
entonces la consecuencia de ese desajuste.

Para evaluar esta hipétesis se analizé el efecto del frio sobre el splicing, en plantulas salvajes y
mutantes gemin2-1. Los datos correspondientes a 1 hora en frio reflejarian la respuesta inmediata
de la planta al frio y/o los defectos en el splicing ocasionados por dicho estrés, mientras que a las
24 horas se representaria el estado luego de un dia de adaptacién.

Los eventos luego fueron agrupados en diferentes grupos segtin su perfil temporal en las plantas
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salvajes y mutantes expuestas al frio. Llamativamente, los 144 eventos que aumentan en ambas
condiciones se agruparon mayoritariamente en un grupo que incluye 77 eventos. En plantas salvajes,
los mismos aumentan a la hora y se mantienen a las 24 horas, pero en la mutante aumentan a la

hora y notablemente més a las 24 horas. (Figura [5.5)).
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Figura 5.5: Efecto del frio sobre los eventos de splicing afectados simultidneamente en las plantas
mutantes a temperatura control y en las plantas salvajes expuestas al frio. A partir de las tablas de
densidad de lecturas se aplicd un algoritmo de agrupamiento que reveld la existencia de interesantes
patrones de comportamiento entre los eventos alterados en ambas condiciones a 1h y 24h de aplicar
el tratamiento de frio. Se ejemplifican los eventos que aumentan en ambas condiciones. El nimero de
genes del grupo se indica entre paréntesis.

Estos resultados apoyan la idea de que existe un mecanismo de compensacién, dependiente de
GEMIN2, que impide un aumento exagerado en los niveles de un grupo de alteraciones en el splicing

especialmente sensibles al frio. En las mutantes, que carecen de este sistema de amortiguacion, el

grupo de alteraciones aumenta abruptamente (Figuras [5.5)).

5.2. Analisis comparativo de los efectos de las
arginin-metiltransferasas PRMT4 y PRMTD)5 sobre el
transcriptoma de Arabidopsis thaliana

La metilacién de argininas (R) es una modificacién post-traduccional muy importante que re-
gula una gran variedad de procesos celulares en todos los eucariotas, tales como la transcripcion,
el procesamiento del ARN, la transduccién de senales y la reparaciéon de ADN, entre otros. Esta
modificaciéon es catalizada por una familia de enzimas llamadas PROTEIN ARGININE METHYL-
TRANSFERASES (PRMTs). Estas se clasifican como PRMTs de tipo | o de tipo Il dependiendo

de la posicién que adopta el metilo en el grupo guanidino de la arginina metilada. En colaboracién
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con el Dr. Esteban Hernando, se realizé una comparacién fisioldgica y molecular de las PRMTs
mejor caracterizadas en plantas, la PRMT de tipo | (PRMT4) conocida como CARM1 en mami-
feros, y la PRMT de tipo Il (PRMT5). Empleando como modelo Arabidopsis thaliana se observ
que mutantes de expresion nula de dichos genes exhibian alteraciones similares en procesos del
desarrollo tales como el tiempo de la floracién, la fotomorfogénesis y la respuesta al estrés salino,

mientras que sélo las mutantes prmt5 presentaron alteraciones en los ritmos circadianos.

Con el objetivo de caracterizar la respuesta transcripcional en las mutantes, se secuenciaron
muestras de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 y de las mutantes prmt5y prmt4a;4b usando
la tecnologia de pair-end de la plataforma Illumina HiSeq 1500. Las lecturas obtenidas fueron
mapeadas en el genoma de Arabidopsis thaliana TAIR10 usando TopHat v2.0.9 con los parametros
preestablecidos, a excepcidn de largo maximo de intrén que fue establecido en 5000 pares de bases.

Los archivos BAM fueron utilizados para el analisis con ASpli.

A partir de los anélisis sobre el RNA-Seq realizados con ASpli se encontrdé que la expresion
y el procesamiento del pre-ARNm de muchos genes estaban igualmente afectados por PRMT4
y PRMT5. Ademas, se demostré que PRMT4 y PRMT5 corregulan la expresion y el splicing de
genes centrales en el control de la transcripcién, el procesamiento del ARN, las respuestas a la luz,
la floracién y la tolerancia a estrés tanto abidtico como bidtico, siendo estos genes los candidatos
a mediar las alteraciones fisiolégicas observadas en las mutantes prmt4a;4b y prmt5. También, en-
contramos que las PRMTs de tipo | y tipo Il mas importantes, PRMT4 y PRMT5 respectivamente,
controlan mayoritariamente los mismos procesos fisiolégicos mediante la regulacién de la expresion

y el splicing de los mismos genes.

Analisis global del impacto de PRMT5 y PRMT4 en la expresion génica

Las mutantes prmt5 exhibieron 2604 genes sobreexpresados y 3075 genes subexpresados, mien-
tras que las mutantes prmt4a;4b presentaron 2959 genes sobreexpresados y 2545 genes subexpresa-
dos, en ambos casos relativo a plantas de genotipo salvaje. Se observé un comportamiento similar
entre los genes diferencialmente expresados en ambas mutantes, observandose 1076 genes sobre-
expresados y 1312 genes subexpresados en comin. Por otro lado, de un total de 5679 y 5504 genes

diferencialmente expresados en prmt5 y prmt4a;4b, respectivamente, solo 64 genes se comportaron
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en forma antagénica. Se categorizd en grupos funcionales basados en ontologias génicas a aquellos
genes que estaban diferencialmente expresados y se comportaban igual en ambas mutantes. Se

seleccionaron quince categorias funcionales de interés y para cada una se determiné un factor de

representacién (FR) (Ver Figura 5.6)).
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Figura 5.6: Anilisis global del impacto de PRMT5 y PRMT4 en la expresién génica. (A) Superposicién
entre los genes diferencialmente expresados en las mutantes prmt5y prmt4a;4b (B) Factor de Represen-
tacién (FR) en las categorias funcionales analizadas de genes corregulados por PRMT5 y PRMT4

Analisis global del impacto de PRMT5 y PRMT4 en el splicing alternativo

Se encontraron 1137 eventos de splicing alternativo alterados significativamente en las mutantes
prmt5y 1290 en las mutantes prmt4a;4b, los cuales representan el 19 % y 21 %, respectivamente,
de todos los eventos de splicing evaluados. Entre los eventos de splicing alterados identificados,
261 exhibieron un incremento en su inclusién y 352 exhibieron una disminucién en su inclusién,
simultdneamente en ambas mutantes y sélo 6 eventos exhibieron un comportamiento antagénico.
Los eventos de splicing alternativo afectados en comun fueron clasificados en categorias ontoldgicas
funcionales y se evaluaron enriquecimientos. Se encontré una sobrerrepresentacion significativa
para las categorias de metabolismo primario, respuestas a la luz, respuestas a hormonas y estrés
abidtico. A su vez, encontramos alteraciones en el procesamiento del pre-ARNm de genes especificos
asociados a la tolerancia al estrés salino, al procesamiento de ARN, al splicing y a la regulacién del

tiempo de la floracién. Es interesante destacar, que en las mutantes no se observaron diferencias
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significativas en la distribucion relativa de las distintas categorias de eventos de splicing alternativo.

Ver Figura|5.7]
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Figura 5.7: Anilisis global del impacto de PRMT5 y PRMT4 en el splicing alternativo (A) Superposicién
entre los eventos de splicing alternativo con inclusién diferencial en las mutantes prmt5y prmt4a;4b (B)

Factor de Representacién (FR) en las categorias funcionales analizadas de eventos de splicing alternativo
corregulados por PRMT5 y PRMT4.

Analisis global de los efectos de PRMT5 y PRMT4 en el splicing consti-

tutivo

Con el fin de estudiar el impacto de PRMT5 y PRMT4 en el splicing constitutivo, se analizé
el impacto de las mutaciones en estos genes sobre el procesamiento de todos los intrones no
anotados como alternativos. Se encontraron 2506 intrones cuya retencién se incrementé en prmt5
y 1143 cuya retencién aumenté en mutantes prmt4a;4b, los cuales representan el 3,1% y el 1,4 %,
respectivamente, de todos los intrones estudiados. Es interesante destacar que las alteraciones
observadas en intrones “constitutivos” fueron menores que las identificadas en los intrones anotados
como alternativos, para los cuales se vieron alterados el 17,7 % en las mutantes prmt5y el 17,8 % en
mutantes prmt4a;4b, encontrando numerosos intrones afectados en ambas mutantes, manteniendo
la tendencia observada en el andlisis global de la expresién de genes y del splicing. Aquellos eventos
de retencién de intrén en comin en ambas mutantes fueron analizados empleando ontologias

génicas. (Figura [5.8)).
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Figura 5.8: Anilisis global de los efectos de PRMT5 y PRMT4 en el splicing constitutivo. (A) Super-
posicidn entre intrones no alternativos con retencién incrementada en ambas mutantes. (B) Factor de
Representacion (FR) en las categorias funcionales analizadas de intrones cuya retencién se vio incremen-
tada simultdneamente en prmt5 y prmt4a;4b.

Analisis de las secuencias donoras 5’ de splicing

Tal como se detalla en la introduccién, en todo anélisis de splicing con datos de RNA-Seq,
se intenta encontrar patrones de regulacién comunes a los eventos que se encuentran alterados.
En este trabajo, podemos mostrar un ejemplo de lo que eso significa. ASpli es un paquete que
permite facilmente integrar la informacion de los eventos seleccionados con otros paquetes de R,
por ejemplo, para extraer las secuencias del genoma de referencia y analizar secuencias consensos o
descubrimiento de motivos sobre ellas. En este caso, para profundizar el analisis del rol de las PRMTs
en el procesamiento de pre-ARNm, se estudiaron las secuencias de los sitios de splicing donores 5’
de aquellos eventos de retencién de intrén alterados en ambas mutantes y la secuencia donora 5’
consenso de todos los intrones presentes en el genoma de Arabidopsis thaliana. Se encontrd que
las secuencias dadoras 5’ de los eventos afectados en simultaneo en ambas mutantes, asi como de
eventos afectados solo en prmt5, exhibian una subrepresentacién de los nucleétidos consenso Ay G
presentes en las posiciones -2 y -1 del sitio dador 5’ consenso. Al contrario, las secuencias del sitio
donor de splicing de los eventos alterados sélo en mutantes prmt4a;4b no presentaron diferencias
significativas respecto de la secuencia consenso. Finalmente, vale mencionar que las secuencias de

los sitios 3" aceptores de splicing no presentaron diferencias significativas respecto de la secuencia
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consenso (Figura5.9).
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Figura 5.9: Anilisis de las secuencias donoras 5" de splicing. Contenido de informacién por posicién en
el sitio de splicing donor 5" de (A) 119.072 intrones GT_AG_U2 de Arabidopsis thaliana, (B) los eventos
de retencién de intrén mas alterados simultdneamente en ambas mutantes, (C) los eventos de retencién
de intrén més alterados sélo en prmt5 y (D) los eventos de retencién de intrén mas alterados sélo en

prmt4a;4b.
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Ejemplo del uso de ASpli para caracterizar cambios en

splicing en células humanas.

La proteina del virus de Dengue Nb55 se asocia al splicesoma y modula el

splicing

Para finalizar, describiremos un breve andlisis que realizamos sobre la remodelacién del trans-
criptoma, en este caso de Homo sapiens, ante la infeccién del virus del Dengue.
La proteina N55 del virus del Dengue lleva a cabo miltiples funciones en el citoplasma de las

células infectadas, permitiendo la replicacién viral y contrarrestando las respuestas antivirales del
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huésped. En colaboracién con la Dra. Andrea Gamarnik, se ha demostrado una nueva funcién de
la proteina N55 en el niicleo, interfieriendo en el mecanismo de splicing. En el trabajo se realizé un
analisis global de protedmica de las células infectadas junto con estudios funcionales. Se encontré
que la proteina se une al complejo del espliceosoma y modula el splicing endégeno asi como también
el splicing de un constructo exégeno. En particular, se mostré que la proteina N55 en el contexto
de la infeccion viral, interactta con los componentes centrales del U5 snRNP, CD2BP2 y DDX23,
alterando las proporciones de inclusién/exclusién de los eventos de splicing alternativo asi como
alterando |la abundancia de isoformas de factores antivirales conocidos. Utilizando nuestro método,
se pudo caracterizar alteraciones globales en el splicing, observando un incremento en la retencién
de intrones luego de la infeccién del virus de Dengue y también un incremento en la replicacién
viral debido al silenciamiento de componentes especificos de U5. Diferentes estudios mecanisticos
indicaron que la unién de N55 al espliceosoma reduce la eficiencia del procesado de pre-ARNm,

independienteme de la actividad enzimatica de N55.

Reduccion de la eficiencia de splicing debido a la infeccion de Dengue

Se secuenciaron bibliotecas de ARN de 3 replicados biolégicas de células control e infectadas
luego de 24 y 36 horas del inicio de la infeccion. Las mismas fueron secuenciadas con la tecnologia
lllumina HiSeq 4000, protocolo paired-end. Las lecturas resultantes fueron alineadas contra el
genoma de referencia de Homo Sapiens (UCSC, HG19 [106]). Se analizaron cerca de 175000 bins
para cada muestra, de los cuales 26 % correspondieron a bins intrénicos y 74 % a bins exdnicos. Los
datos fueron filtrados para definir aquellos bins que habian sido utilizados diferencialmente con los
criterios descriptos anteriormente. De esta manera, se encontraron cambios en 451 y 858 eventos
a 24 y 36 horas luego de la infeccién. De un modo interesante, se observé un enriquecimiento de
retencion de intrén en los ARNs maduros, tanto a 24 como a 36 horas luego de la infeccién (Figura
. Este resultado fue muy interesante para nosotros, porque a pesar que se lo considera poco
frecuente en mamiferos, se ha reportado su ocurrencia en gran cantidad de células humanas [38]. En
las células infectadas, la retencién de intrén incrementé en un 70 % de los eventos que cambiaron
a las 24 y 36 horas, indicando una reduccién de la excision del intrén en cientos de transcriptos,

que podria estar asociado a una perturbacion significativa en la catalisis del splicing.
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Figura 5.10: Disminucién de la eficiencia de splicing en las células infectadas con Dengue. Datos del
anélisis de splicing en las células control e infectadas (DENV). En la tabla superior, se indican los totales
de bins analizados y los eventos de splicing alternativos alterados para cada punto post infeccién (24/36
horas). El % de eventos alterados se muestra en los graficos de tortas. En el panel inferior se detallan los
cambios sélo para retencién de intrén.

5.4. Conclusiones

A lo largo de este capitulo y el anterior, hemos ejemplificado el uso de ASpli para evaluar dife-
rentres hipotesis relacionadas a la regulacién del splicing alternativo y constitutivo. Los fragmentos
de los trabajos elegidos como ejemplos representan diferentes estrategias de andlisis que surgieron
a partir de los resultados obtenidos con ASpli. La ejecucién del protocolo es similar en todos los
trabajos, sin embargo, cada uno merecié un andlisis diferente segiin la pregunta biolégica que se
intentaba responder.

En el primer trabajo, se pretende ilustrar cbmo a partir de un experimento de RNA-Seq se
pudo caracterizar el efecto sobre la regulacién del splicing alternativo y constitutivo de organismos
mutantes de genes que son factores de splicing o reguladores del ensamblado del espliceosoma.
La clave para este andlisis fue el andlisis de la variacién de la proporcién de eventos de splicing

alternativo en las mutante y su comparacién con los efectos sobre el splicing constitutivo.

En el segundo trabajo, se pone de manifiesto la versatilidad de los resultados de nuestro analisis
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ya que permitieron indagar sobre el efecto de la mutante de gemin2-1 en el tiempo y a diferentes
temperaturas, por una estrategia de agrupamiento, donde los datos que se usaron para este analisis
eran los conteos de lecturas a nivel de bins. Esto permitié realizar analisis de co-splicing e identificar
redes de eventos quizas coregulados.

En el trabajo de caracterizacién del efecto de las mutantes de las proteinas PRMTs, se quiere
destactar como a partir de un analisis global de splicing alternativo, se pudo caracterizar la secuencia
dadora 5’ de eventos alterados en los mutantes comparado a la secuencia dadora 5’ consenso de
todos los intrones de Arabidopsis thaliana.

Y finalmente, el trabajo sobre el efecto de la infeccion de Dengue en el splicing alternativo tiene
varios puntos a destacar. En primer lugar, fue uno de los primeros trabajos que hicimos sobre un
organismo diferente de Arabidopsis thaliana, validando nuestro método sin dificultades. En segundo
lugar, gracias a nuestra estrategia de incluir los intrones, hemos contribuido a evidenciar que la
retencion de intrén es un fendmeno que ocurre también en humanos y que pudimos cuantificar
una deficiencia en el procesamiento del ARN de manera global debido a la interferencia del virus

del Dengue con la maquinaria de splicing.
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Capitulo 6

Conclusiones generales

Esta tesis se presenta como el resultado de un intenso trabajo multidisciplinario y colaborativo.
Se ha desarrollado en un marco cientifico invaluable, con la dedicacién y el acompafiamiento de

investigadores de primer nivel tanto profesional como personal.

En primer lugar, se ha presentado la problematica de cuantificar cambios en splicing alternativo
en general, y en particular en plantas. El desafio consistié en revisar las herramientas disponibles
y luego, disenar nuestra propia estrategia de analisis. La principal limitaciéon que encontramos es
que las herramientas disponibles, vigente en gran parte hasta el dia de hoy, estan orientadas a la
cuantificacién de eventos anotados principalmente relacionados a exones y que la estimacién de
los cambios se realizan por una sola estrategia. En nuestro caso, queriamos identificar, cambios a
nivel global en el splicing incorporando conocimiento de nuevos eventos y sobre todo en aquellos
relacionados a la retencion de intrén.

Entonces, para cumplir parte de los objetivos propuestos para la tesis, en la primera etapa del
doctorado establecimos un protocolo de trabajo bioinformatico orientado al estudio del splicing
alternativo en plantas para la tecnologia de RNA-Seq. Una de las primeras tareas a resolver fue
identificar las regiones alternativas dentro de los genes. Para ello, se propone la disecciéon de los
genes en unidades artificiales llamadas bins, cuyas coordenadas gendémicas resultan de la proyeccién
de todas las coordenadas de los exones de un dado gen sobre una linea horizontal imaginaria. En
el caso de que un gen no presente transcriptos alternativos, las coordenadas de sus bins coinciden
con las de sus exones. En cambio, en presencia de isoformas, las entidades tienen coordenadas

nuevas, diferentes a las de los exones. Estos bins luego pueden ser clasificados segiin cémo se
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hayan originado, siendo solo exdnicos o intrénicos o alternativos cuando coinciden con regiones
alternativas. Estos bins alternativos luego se clasifican segtin el evento de splicing que les dio origen
como: dadores 5" o 3 alternativos (5'/3" Alt), salteo de ex6n (SE) o RI (retencién de intrén). La
siguiente tarea fue lograr incorporar los intrones a las tablas de conteos, porque ninguno de los
métodos disponibles hasta el momento lo realizaban de una manera sencilla. En nuestro protocolo,
incorporamos informacién de los intrones, de las regiones adyacentes a los mismos (denominadas
E1l, IE2) y de las junturas. Finalmente, para cuantificar la ocurrencia de eventos de splicing
alternativo, proponemos un método integrador, donde la evaluaciéon de cambios en cada regién
alternativa se evaliia desde un enfoque tradicional conteo céntrico combinado con el enfoque de
cuantificacién usando las junturas.

El protocolo escrito en R, se materializé6 en un paquete de al que denominamos ASpli y que
se hizo publico en el repositorio de Bioconductor en junio de 2016. Esta estrategia permite que
podamos compartir nuestro método de manera ordenada y prolija con el resto de la comunidad.
Podemos decir, que con este desarrollo hemos aportado al mundo del splicing una herramienta de
facil uso y muy flexible para usuarios provenientes de las ciencias biolégicas.

Es importante destacar, que el protocolo no refleja sélamente una nueva estrategia en el ana-
lisis de splicing alternativo, sino también, un conocimiento exhaustivo de las anotaciones de los
organismos. Los resultados que se generan con ASpli son muy faciles de analizar en cuanto a
informacién gendémica. Como ya mencionamos a lo largo de la tesis, uno de los objetivos mas
dificiles de lograr cuando estamos ante un experimento de RNA-Seq es descubrir qué patrones
de regulacién subyacen a los eventos de splicing alternativo que se modifican. En este punto, es
importante destacar que la utilizacién de un enfoque evento céntrico permiten inferir con mas
claridad mecanismos de regulacién compartidos entre eventos alternativos. Utilizando ASpli es
muy senciilo por ejemplo, extraer informacién sobre el largo de los intrones, exones, contenido GC,
enriquecimiento de motivos, andlisis ontoldgicos, etcétera.

La estructura modular de ASpli permite la extension del paquete de manera muy sencilla para,
por ejemplo, incorporar nuevas estrategias de analisis. Uno de los objetivos a corto plazo es facilitar
el andlisis de experimentos de disefios mas complejos, tales como medidas repetidas en el tiempo
o interaccion genotipo-tratamiento. Si bien hemos podido realizar este tipo de anélisis a partir de

la tabla de conteos o de PSI/PIR, tal como se muestra en el Capitulo , por el momento requieren
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de un manejo del lenguaje R mas elevado.

Toda el trabajo de tesis esta atravesado por preguntas acerca de los mecanismos de regulacién
del splicing alternativo, inherentes a cada experimento que se realiza sobre un organismo, tejido,
estadio, etcétera. Es por ello que ASpli fue utilizado en numerosos andlisis de experimentos de
secuenciacion del laboratorio, de otros grupos en calidad de colaboracién y de acceso publico,
obteniendo resultados provechosos para la elaboraciéon de nuevas hipétesis y preguntas sobre la
regulacién del splicing alternativo. Damos cuenta de ello a lo largo de los capitulos [4 y 5] En el
Capitulo , mostramos de una manera minuciosa el anlisis global sobre el impacto del ambiente (en
este caso la luz) sobre la regulacién del splicing alternativo, en plantas. En el Capitulo , detallamos
algunos ejemplos de cémo se vio afectado el splicing alternativo y constitutivo ante la mutacién
de genes que codifican para proteinas directamente relacionadas a la maquinaria de splicing, asi
como también mostramos un ejemplo de un andlisis realizado sobre datos de RNA-Seq, pero en
este caso de lineas celulares humanas infectadas con virus de Dengue. Este para destacar que fue
nuestro primer trabajo publicado con datos en un organismo diferente a Arabidospsis thaliana.
Ademas, porque aportamos evidencia de una disminucién en la eficiencia de splicing, observado
principalmente en la retencién de intrones, fendmeno muy poco descripto en humanos hasta el dia
de hoy. Este tipo de analisis no se podria haber realizado con los paquetes clasicos que no permiten
descrubrimiento de nuevos eventos o que sélo se limitan a analizar exones, como la mayoria de los
softwares actuales, originalmente pensados para mamiferos.

Como conclusién, podemos decir que a lo largo del trabajo de esta tesis, hemos ilustrado cémo
el desarrollo del paquete permitié echar luz sobre multiples mecanismos de regulacién del splicing
alternativo, que escapan claramente al contenido de la tesis, pero que han colocado al laboratorio
como uno de los referentes en el mundo en cuanto al andlisis de datos de RNA-Seq y splicing

alternativo.
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