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RESUMEN

Las señales ambientales como la luz y la temperatura modulan la expresión génica de la planta,

afectando el transcriptoma. El splicing alternativo (SA) modula significativamente el transcriptoma,

y   hasta cierto punto el proteoma, durante el desarrollo y en respuesta a señales ambientales. La

regulación del SA depende del nivel de expresión y la modificación postraduccional de proteínas

ricas en serina/arginina (SR) y otros factores de splicing. Nuestro grupo de trabajo demostró que,

cuando las semillas de Arabidopsis thaliana reciben un pulso de luz roja (Rp), se altera el patrón de

SA de 226 genes asociados con el procesamiento del ARNm, el splicing del ARN y procesos

metabólicos del ARNm. Entre los genes cuya expresión (y en particular su SA) es modulada por luz

se encuentra el factor de splicing At-RS31. Interesantemente, la regulación de los eventos de SA no

correlaciona con la intensidad de la respuesta de germinación, sino con la luz de manera más

directa, lo que implica que el SA es regulado "río arriba" de la respuesta fisiológica. Esto nos

permite hipotetizar que los cambios en SA podrían preceder a, y ser la base de, las respuestas

fisiológicas de las semillas (i.e.: germinación). En esta tesis demostramos que la sobre-expresión

de la isoforma codificante de At-RS31 (mRNA1) promueve la germinación incluso en condiciones

subóptimas de luz y en respuesta al ácido abscísico (ABA). Por otro lado, encontramos que

cumple roles tanto en la dormición primaria como en la dormición secundaria. . También fuimos

capaces de demostrar que cumple funciones durante otros estadios del ciclo de vida de la planta,

como son el establecimiento temprano de las plántulas en condiciones de estrés abiótico y la

floración. Tanto la apertura de cotiledones como la aparición de hojas verdaderas en plántulas son

reguladas negativamente por la sobreexpresión de mRNA1. Además, tienen un tiempo a floración

retrasado respecto al genotipo salvaje Col-0. Destacamos especialmente que durante la

germinación, las semillas mRNA1OX son insensibles a la luz, más precisamente, a respuestas de

reversibilidad al R/RL, tanto a nivel fisiológico como molecular. A nivel del SA, observamos que

esta isoforma anula los cambios en los patrones de splicing de algunos genes aquí evaluados

(At-RS31, At-S30, At-U2AF65A y At-HAB1 ) en respuesta a un Rp y un RLp. Globalmente, concluimos

que la modificación de los patrones de SA de genes SR como At-RS31 tiene un impacto relevante

en la vida de Arabidopsis thaliana. Estas evidencias experimentales sugieren que modular

/manipular el splicing alternativo podría alterar caracteres fisiológicos clave del desarrollo de una

planta.

Palabras clave: semillas, germinación, dormición, luz, temperatura, splicing alternativo, Arabidopsis

thaliana, post-maduración.
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Physiological and molecular characterization of alternative splicing factors and

their role in Arabidopsis thaliana seed germination.

Carla M. Cartagena

ABSTRACT
Environmental signals such as light and temperature modulate the gene expression of plants,

affecting the transcriptome. Alternative splicing (AS) significantly modulates the transcriptome,

and to some extent the proteome, during development and in response to environmental signals.

The regulation of AS depends on the expression level and post-translational modification of

serine/arginine-rich (SR) proteins and other splicing factors. Our research group demonstrated that

when Arabidopsis thaliana seeds receive a pulse of red light (Rp), the AS pattern of 226 genes

associated with mRNA processing, RNA splicing, and mRNA metabolic processes is altered.

Among the genes whose expression (particularly their AS) is modulated by light is the splicing

factor At-RS31. Interestingly, the regulation of AS events does not correlate with the intensity of the

germination response but rather with light in a more direct manner, implying that AS is regulated

upstream of the physiological response. This allows us to hypothesize that changes in AS could

precede and form the basis for seed physiological responses (i.e., germination). In this thesis, we

demonstrate that the overexpression of the coding isoform of At-RS31 (mRNA1) promotes

germination even under suboptimal light conditions and in response to abscisic acid (ABA). On the

other hand, we found that it plays roles in both primary and secondary dormancy. We were also

able to show that it functions during other stages of the plant's life cycle, such as early

establishment of seedlings under abiotic stress conditions and flowering. Both cotyledon opening

and true leaf emergence in seedlings are negatively regulated by mRNA1 overexpression.

Additionally, they exhibit a delayed flowering time compared to the wild-type Col-0 genotype. It is

noteworthy that during germination, mRNA1OX seeds are insensitive to light, specifically to

reversibility responses to R/RL, both at the physiological and molecular levels. Regarding AS, we

observed that this isoform cancels out changes in the splicing patterns of some genes evaluated

here (At-RS31, At-S30, At-U2AF65A and At-HAB1) in response to Rp and RLp. Overall, we conclude

that modifying the AS patterns of SR genes such as At-RS31 has a significant impact on the life of

Arabidopsis thaliana. These experimental findings suggest that modulating/manipulating

alternative splicing could alter key physiological traits in plant development.

Keywords: seeds, germination, dormancy, light, temperature, alternative splicing, Arabidopsis

thaliana, after-ripening.
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ABA: ácido abscísico
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ADN: Ácido desoxirribonucleico
ADNc: ADN copia
ARN: Ácido ribonucleico
ARNm: ácido ribonucleico mensajero
ARNsn: ARN pequeños nucleares
Col-0: ecotipo Columbia 0
ESE: potenciador exónico de splicing
ESS: silenciador exónico de splicing
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NMD: degradación mediada por codones de terminación prematuros
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa
Pfr: Forma activa de los fitocromos que absorbe eficientemente luz rojo lejano
Pfr/P: relación entre la forma activa de los fitocromos y la cantidad total de cromoproteína
phy: PHY: Fitocromo
PIF/PIL: factor que interactúa con los fitocromos
Pr: Forma inactiva de los fitocromos que absorbe eficientemente luz roja
qPCR: PCR cuantitativa
RL: luz rojo lejano
RLp: Pulso de Rojo Lejano
R: luz roja
RI: retención de intrón
Rp: Pulso de Rojo
RNPhn: ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares
RNPsn: ribonucleoproteínas pequeñas nucleares
RT: Retrotranscripción
SA: Splicing Alternativo
SR/RS: Proteínas ricas en serina y arginina
UTR: región no traducida
5’SS: sitio 5’ de splicing con secuencia AG (donor)
3’SS: sitio 3’ de splicing con secuencia GU (aceptor)
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INTRODUCCIÓN

La planta modelo

Arabidopsis thaliana es una pequeña planta herbácea utilizada ampliamente como organismo
modelo en el estudio de biología molecular. Descripta como Pilosella siliquosa en 1577 por
Johannes Tal, fue luego renombrada en 1753 por Linnaeus “Arabidopsis” (del griego “parecida a
Arabis”, la primera planta que él describió) “thaliana” (en honor a su descubridor). Pertenece a la
familia Brasicaceae que incluye también especies de interés agroeconómico como la lechuga, el
rabanito, el berro y la mostaza (Al-Shehbaz and O’Kane, 2002). A. thaliana no es de importancia
agronómica, pero es de fundamental relevancia en la mayoría de las investigaciones científicas
relativas a plantas debido a lo simple que es su cultivo, a su tamaño, a su corto ciclo de vida (3
meses aproximadamente), a la facilidad con que se la puede transformar, a la gran capacidad de
proliferación (cada planta tiene la capacidad de producir por autofecundación hasta 10.000
semillas (Meyerowitz, 1989)), y a que su genoma, de unas 125 Megabases (Mb), fue totalmente
secuenciado en el año 2000 (AGI, Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Bevan & Walsh, 2005).
Gracias a todo esto hoy contamos con un extenso conocimiento sobre sus 5 cromosomas. Posee
más de 25000 genes, con un 35% de los mismos que son únicos (exclusivos) del género. Su uso
como organismo modelo es tan extenso que ha permitido la generación de un vasto repertorio de
mutantes y líneas transgénicas de acceso público (NAASC; ABRC, sin fecha). Esta información se
encuentra bien desarrollada, curada y depositada junto con herramientas bioinformáticas que
permiten su análisis en sitios web como TAIR (www.arabidopsis.org) o ARAPORT
(www.araport.org). Más importante aún, A.thaliana se encuentra muy emparentada con las
especies a las cuales modela, ya que todas las angiospermas comparten rasgos, haciendo de A.
thaliana un excelente organismo modelo. Debido a todas estas características y ventajas, elegimos
utilizar a A. thaliana como sistema de estudio para esta tesis en particular.

A. thaliana posee una inflorescencia racimosa con 4 sépalos verdes libres y 4 pétalos blancos,
cada flor posee un pedicelo que puede alcanzar 1 cm de longitud sobre el cual se desarrolla su
fruto dehiscente, la silicua. La silicua de A. thaliana posee un replum (tabique que separa dos
lóculos dentro de la silicua) con tabicación completa y contiene 15-80 semillas distribuidas en
ambos compartimentos. La semilla presenta un alto contenido oleoso, con hasta un 40 % de su
peso seco siendo proteínas y lípidos. Posee una testa, o cubierta seminal, que le brinda protección,
así como la mantiene deshidratada. Durante el desarrollo de la semilla podemos identificar 3
claros estadios: embriogénesis, maduración y maduración tardía (desecación). Luego de la doble
fertilización comienza la morfogénesis temprana. Mediante una serie de divisiones celulares el
embrión (2n) adquiere la estructura básica de la planta y el endosperma se desarrolla, para ser
luego reabsorbido en la maduración, este proceso es llamado embriogénesis. En la segunda etapa,
las células embrionarias entran en un período de expansión en conjunto con la acumulación de
sustancias de reserva. Este paso incluye la síntesis de compuestos carbonados y nitrogenados.
Finalmente, en la última etapa, el embrión se vuelve metabólicamente quiescente y tolerante a la
desecación (Baud et al., 2002).
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La semilla

La importancia de las semillas

Las semillas representan la fase inicial en el ciclo de vida de las plantas. Son estructuras
biológicas formadas por una cubierta protectora, un embrión y reservas de nutrientes. La aparición
de semillas durante la evolución de las plantas dio lugar a la estrategia más compleja y exitosa de
reproducción sexual en plantas vasculares. La primera planta con semillas surgió en el Devónico,
hace 370 millones de años, de un grupo parafilético denominado progimnospermas (Longo et al.,
2021). Estas estructuras son de gran relevancia a nivel biológico, ecológico y agronómico,
principalmente por cuatro razones:

● En primer lugar, las semillas permiten la supervivencia en el período comprendido entre la
maduración de la semilla y el establecimiento de la plántula. Tienen la capacidad de sensar
el ambiente e inhibir la germinación en condiciones desfavorables a través del mecanismo
de dormición. De esta forma, la dormición garantiza que la germinación ocurra en el
momento y lugar adecuados, evitando que las plántulas se desarrollen en condiciones
adversas que podrían perjudicar su supervivencia. Esto las vuelve fundamentales para
asegurar el desarrollo de la próxima generación.

● En segundo lugar, las semillas son esenciales para colonizar el ambiente circundante
(Longo et al., 2021). También habilita a las plantas a extenderse más allá de la planta
madre. Esto es especialmente relevante luego de disturbios naturales o antropogénicos,
como incendios, tala de árboles o eventos climáticos extremos. En este sentido, las
semillas pueden germinar y dar lugar a nuevas plantas, iniciando así el proceso de
recuperación del ecosistema. De esta forma, cumplen un rol primordial en la regeneración
de las comunidades vegetales y la sucesión ecológica.

● En tercer lugar, son elementos vitales para preservar y promover la biodiversidad. Cada
semilla alberga una combinación única de genes que determina las características de la
planta que crecerá a partir de ella. La conservación de diferentes variedades de semillas
contribuye a mantener la diversidad genética de los cultivos, lo que resulta crucial en la
adaptación de las plantas a los cambios ambientales, como el calentamiento global y la
evolución de nuevas plagas y enfermedades. La biodiversidad de semillas también
desempeña un papel vital en la seguridad alimentaria, ya que proporciona recursos
genéticos valiosos para la mejora de cultivos y la creación de variedades más resistentes y
productivas.

● En cuarto lugar, representan una de las principales fuentes de alimento para diversos
animales, incluso para los humanos (Longo et al., 2021). Son el punto de partida para la
producción de alimentos. Los agricultores dependen de semillas de calidad para obtener
cosechas abundantes y nutritivas. La elección de las semillas adecuadas puede marcar la
diferencia en términos de rendimiento, resistencia a enfermedades y plagas, adaptabilidad
a diferentes condiciones climáticas y calidad nutricional de los cultivos. La disponibilidad
de semillas de alta calidad y variedades adaptadas a diferentes regiones y sistemas
agrícolas es esencial para garantizar la seguridad alimentaria a nivel local y global.

Las semillas se pueden clasificar en ortodoxas y recalcitrantes, según su capacidad de
supervivencia ante condiciones adversas de almacenamiento y resistencia a la desecación. Las
semillas recalcitrantes tienen una baja tolerancia a la desecación y no pueden sobrevivir a
períodos prolongados de sequía, como por ejemplo las de árboles tropicales y algunas especies
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frutales. Las semillas ortodoxas tienen una alta capacidad de tolerancia a la desecación y pueden
sobrevivir en condiciones de almacenamiento a largo plazo. Son capaces de perder la mayor parte
de su contenido de agua y entrar en un estado de dormición reversible, lo que les permite resistir
temperaturas frías y permanecer viables durante largos períodos. Son comunes en muchas
especies, entre las que se encuentra A. thaliana.

La germinación

La germinación de semillas es un paso crítico en el ciclo de vida de las plantas. Las semillas están
relativamente bien protegidas contra condiciones ambientales adversas, mientras que las
plántulas que emergen son mucho más vulnerables (Bewley et al., 2012). Por lo tanto, el momento
adecuado para inducir la germinación es un rasgo importante en los cultivos y crucial para la
supervivencia de las plantas en entornos naturales. Sensu stricto, la germinación incorpora todos
aquellos eventos que comienzan con la imbibición de la semilla y terminan con la emergencia de la
radícula y la elongación del eje embrionario (Rajjou et al., 2004). La germinación se define como la
aparición de la radícula a través de las estructuras circundantes de la semilla iniciándose con la
incorporación de agua (Bewley, 1997; Baskin & Baskin, 2004; Finch-Savage & Leubner-Metzger,
2006). La testa puede presentar distintas texturas y apariencias: generalmente es dura y con una
capa externa y otra interna de cutícula fácilmente diferenciables además de varias láminas
gruesas que ofrecen protección. Estas características le confieren a la testa cierto grado de
impermeabilidad al agua y algunos gases, permitiéndole influir sobre la regulación metabólica de
la semilla.
La germinación sucede luego de la incorporación de agua. Este fenómeno responde a una curva
trifásica (Bewley & Black, 1994) en la cual, durante la primera fase, el ingreso de agua es vigoroso
para luego detenerse formando un plateau y culminando con una nueva incorporación de agua
(Bentsink & Koornneef, 2008). El proceso de germinación se divide en tres fases (revisado en
Bewley et al., 2013). Durante la fase I, la rápida absorción de agua (imbibición) conduce a la
rehidratación celular asociada a la expresión de genes implicados en la maduración de la semilla y
la tolerancia a la desecación, como las Late Embyogenesis Abundant (LEA), las pequeñas proteínas
de choque térmico (sm Heat Shock Proteins) y las oxidorreductasas. Durante la fase II, la
absorción de agua se estabiliza y la semilla experimenta procesos esenciales, como la reparación
del ADN, el inicio de la transcripción y la traducción, la reparación mitocondrial, la respiración, el
inicio de la movilización de nutrientes almacenados, la síntesis de ADN y la expansión celular. La
fase III comienza con el evento germinativo (germinación per se), definido por la emergencia de la
raíz embrionaria. Esta fase también incluye eventos post-germinativos como la finalización de la
movilización de nutrientes, la división celular y el crecimiento de las plántulas. En A. thaliana, desde
el punto de vista físico, la germinación puede describirse como un proceso compuesto por dos
etapas: en la primera tiene lugar la ruptura de la testa y endosperma y en la segunda, la ruptura del
endosperma micropilar que permite la salida de la raíz. Los niveles de germinación pueden
vincularse directamente con el potencial de crecimiento del embrión. En semillas donde la
dormición es impuesta por la cubierta, los embriones desnudos son capaces de crecer aún ante la
ausencia de estímulos exógenos.

Para germinar en el momento adecuado, las semillas necesitan percibir e integrar diversas señales
ambientales para predecir con precisión la información estacional (Bewley, 1997). La luz, la
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temperatura y el nitrato son los factores ambientales más importantes que influyen en el potencial
de germinación. Estas señales ambientales actúan como inputs percibidos por las plantas y se
convierten en señales internas que activan la interacción entre las fitohormonas, que a su vez
regulan los procesos fisiológicos en las semillas (Seo et al., 2009). Para más detalle, dirigirse a las
secciones “El control hormonal de la dormición y la germinación” y “Integración de señales:
hormonas y luz”.

La dormición

La dormición de las semillas desempeñó un papel crucial en la evolución de las plantas con flor
(Longo et al., 2021) y permite cronometrar el momento de la germinación en el entorno adecuado
(estacional). Se define como la incapacidad (temporal) de una semilla viable para germinar aún en
condiciones favorables para la germinación (Benech-Arnold et al., 2000). La dormición, por lo
tanto, no es simplemente una inhibición de la germinación, sino que además les permite a las
semillas retener su viabilidad durante largos períodos de tiempo, resistiendo a condiciones
adversas en un estado quiescente (Baskin & Baskin, 1998). Otro rol de la dormición sería el de
extender el período en que ocurre la germinación en una población de semillas, de modo que no
todos los descendientes de una planta germinen al mismo tiempo y/o espacio, evitando la
competencia entre sí (Bewley et al., 2013, Postma et al., 2016). Además, impide la viviparidad,
mecanismo por el cual ocurre la germinación de las semillas mientras están aún adheridas a la
fruta, independientemente de si la fruta está unida o no a la planta (Longo et. al, 2021)

La dormición se ve afectada por diversas señales del entorno, entre los factores ambientales que
la pueden regular se pueden mencionar a la luz, tanto su calidad como su intensidad y duración
(fotoperíodo), la temperatura, la humedad (agua), los nutrientes, las condiciones de crecimiento de
la planta madre y, sobre todo en el laboratorio, la duración del almacenamiento en seco de la
semilla (Bewley, 1997, Bewley et al., 2013). Para más detalle, dirigirse a las secciones “La luz y la
salida de la dormición”, “La temperatura y la salida de la dormición” y “La post-maduración y la
salida de la dormición”.

Desde el punto de vista de los mecanismos que la determinan, existen diferentes tipos de
dormición, incluidas la dormición física, la dormición morfológica, la dormición fisiológica y la
dormición combinada (Baskin & Baskin, 2004; Bewley et al., 2013; Finch-Savage &
Leubner-Metzger; 2006, Nikolaeva, 1977). En ciertos tipos de dormición física, las semillas tienen
una cubierta dura e impermeable que debe debilitarse primero (por ejemplo, por los ácidos que se
encuentran en el tracto digestivo de un animal) antes de que puedan absorber el agua e iniciar la
germinación. La dormición morfológica se origina en un embrión subdesarrollado, y el embrión
requiere tiempo o un desencadenante para completar el desarrollo, después del cual puede ocurrir
la germinación. En la llamada dormición fisiológica, la represión de la germinación de la semilla
sobre la imbibición de la semilla es mantenida por tejidos vivos, es decir, el embrión y el tejido
circundante, el endosperma. También puede ocurrir una combinación de estos diferentes tipos de
dormición, por ejemplo, dormición morfofisiológica.

Nuestra planta modelo, A. thaliana, presenta dormición fisiológica (K. P. Lee et al., 2010), que
puede ser primaria o secundaria. La dormición primaria se establece durante el desarrollo y
maduración de la semilla en la planta madre e implica la producción de ABA por el endosperma y
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el embrión tras la imbibición de la semilla, mientras que el catabolismo del ABA se reduce y la
sensibilidad a esta hormona aumenta, en comparación con las semillas dormidas (Ali-Rachedi
et al., 2004; Chahtane et al., 2017; K. P. Lee et al., 2010; Millar et al., 2006; Nonogaki, 2019). El nivel
de dormición primaria está determinado en gran medida por los antecedentes genéticos de la
planta (Alonso-Blanco et al., 2003; Clerkx et al., 2004). También influyen aspectos metabólicos
(estado hormonal de la semilla, flujo de hormonas desde la planta madre) y factores ambientales
(factores edáficos, temperatura y luz; Bewley & Black, 1994). Estos dos últimos merecen sus
propias secciones que se encuentran más adelante: “La luz y la salida de la dormición”y “La
temperatura y la salida de la dormición”

La salida de la dormición depende de la interacción de factores endógenos (morfológicos,
hormonales o metabólicos) y factores exógenos o ambientales (humedad, luz, temperatura, entre
otros). La dormición puede ser culminada por factores promotores de la germinación como son la
“post-maduración”, que se define como el almacenamiento en seco de las semillas (este concepto
se detalla en la siguiente sección “La post-maduración y la salida de la dormición”), la luz y los
tratamientos de frío (estratificación) (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006; Bewley et al., 2013;
Baskin & Baskin, 2014). El tratamiento con ciertos compuestos, como nitrato o karrikinas
(presentes en el humo), también pueden disminuir la dormición. Estos tratamientos tienen en
común que actúan sobre los niveles hormonales de giberelinas (GA, promueven la germinación) o
ABA (impone dormición) o sus vías de señalización (Chahtane et al., 2017). Para más detalle, ir a la
sección “El control hormonal de la dormición y la germinación”.

La dormición secundaria se define como la pérdida de la capacidad para germinar de una semilla
viable cuya dormición primaria ha sido eliminada previamente. Se desarrolla en semillas maduras
una vez dispersadas por una pérdida de la sensibilidad a los factores que rompen la dormición o
que inducen la germinación (Footitt et al., 2011). Se caracteriza por una incapacidad de germinar
debido a un entorno adverso, como puede suceder en ambientes deficientes en oxígeno (Côme &
Thevenot, 1982), con temperaturas elevadas (Cone & Spruit, 1983; Derkx et al., 1993; Hilhorst,
1990), o bien como respuesta a diferentes situaciones de estrés (Bewley, 1997). Además, se sabe
que los antecedentes genéticos de las semillas controlan la inducción de dormición secundaria
(Penfield & Springthorpe, 2012; Postma et al., 2016). Los genotipos que desarrollan altos niveles
de dormición primaria durante la maduración también desarrollan niveles de dormición secundaria
más altos tras la reinducción de la dormición (Buijs et al., 2020). La represión de la germinación en
semillas en estado de dormición secundaria es poco conocida, pero lo más probable es que
implique la síntesis de ABA de novo en A. thaliana (Footitt et al., 2011). Sin embargo, podrían estar
involucrados otros mecanismos específicos de detención de la germinación, ya que los procesos
subyacentes a la dormición secundaria siguen sin estar claros.

La post-maduración y la salida de la dormición.

El nivel de dormición de las semillas aumenta durante la maduración de las mismas y alcanza un
máximo en las semillas maduras cosechadas (Karssen et al., 1983; Ooms et al., 1993). La
dormición fisiológica es abundante en el banco de semillas del suelo, y su salida se rige
principalmente por la post-maduración. Este proceso ocurre cuando una semilla pierde
gradualmente la dormición a través de un período de almacenamiento en seco. Por lo tanto, la
post-maduración determina el grado de dormición y, en consecuencia, afecta el rendimiento del
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cultivo en el campo (Buijs et al., 2020; Chahtane et al., 2017; Iglesias-Fernández & Matilla, 2009). La
post-maduración también se puede considerar como una ampliación de la ventana de
germinación, lo que permite que las semillas germinen en condiciones que inhiben la germinación
de las semillas recién cosechadas (Finch-Savage & Leubner-Metzger 2006; Soppe & Bentsink,
2020). Está influenciada por las condiciones ambientales experimentadas por la planta madre
durante el desarrollo de la semilla (Donohue et al., 2005). El tiempo de almacenamiento en seco
requerido para la salida de la dormición es específica para cada especie e incluso para distintas
accesiones. Para A. thaliana, en los ecotipos Col-0 y Cvi, varía de uno a seis meses,
respectivamente (Schmuths et al., 2006).

Durante el desarrollo de la semilla de A. thaliana, los ARNm se acumulan progresivamente y
algunos de ellos permanecen en el estado de semilla seca (ver sección “El transcriptoma de las
semillas”), donde se traducen específicamente en respuesta a las condiciones ambientales
(Finch-Savage et al., 2007; Galland et al., 2014; Sano et al., 2012). Los mecanismos moleculares
que controlan la longevidad del ARNm almacenado y su traducción específica durante la
imbibición de la semilla son desconocidos.

La luz y la salida de la dormición.

La luz es un factor ambiental clave que afecta múltiples aspectos de la vida de las plantas. Ellas
pueden responder a la luz utilizando un conjunto único de proteínas llamadas fotorreceptores. A.
thaliana posee los siguientes fotorreceptores: (1) el locus 8 de resistencia UV (UVR8) absorbe el
ultravioleta B (Jenkins, 2014); (2) las fototropinas (Christie, 2007), los criptocromos (Yu et al.,
2010) y los receptores tipo ZEITLUPE (Kim et al., 2007) son responsables de la percepción del
azul/UV-A; y (3) los fitocromos (phy) absorben luz roja (R) y roja lejana (RL) (Bae & Choi, 2008;
Franklin & Quail, 2010).

En esta planta modelo, la terminación de la dormición por luz es mediada por los fitocromos. Estos
fotorreceptores son proteínas fotorreversibles que tienen la capacidad de interconvertirse en dos
isómeros estables: la forma que absorbe eficientemente luz roja (R) Pr = λmáx 660 nm y la que
absorbe eficientemente luz roja lejana (RL) Pfr = λmáx 730 nm (Fankhauser & Chory, 1997; Quail
et al., 1995). Sin embargo, es importante notar que existe un solapamiento entre los espectros de
absorción de ambas formas (Fig. 1). Esto implica que cuando un tejido vegetal es expuesto a la
luz, se establece un fotoequilibrio dinámico entre Pfr y Pr. De esta forma, dependiendo de las
condiciones de luz, se establece una determinada relación de Pfr/P (P = cantidad total de
fitocromo). Entonces, en luz R la relación Pfr/R es alta, y en luz RL es baja. Los fitocromos son
sintetizados en su forma Pr, mediante una reacción autocatalítica que se produce al unirse, en el
citoplasma, la apoproteína y el grupo cromóforo (Lagarias & Lagarias, 1989). La forma Pr posee
localización citoplásmica, y cuando absorbe luz y se convierte a la forma Pfr se transloca al núcleo
(Nagy et al., 2001) donde interviene en la señalización por luz al interactuar con muchos factores
de transcripción (Li et al., 2011). Incluso, pueden localizarse en estructuras específicas
subnucleares llamadas photobodies (PBs) o speckles inducidos por luz (Kircher et al., 2002; Klose
et al., 2015; Yamaguchi et al., 1999). El Pfr puede destruirse (Marmé et al., 1971) o convertirse en
Pr mediante una reacción independiente de la luz (Kendrick et al., 1971), conocida como reversión
en oscuridad o reversión térmica (Mancinelli, 1994; Rockwell and Lagarias, 2006). Además, Pfr se
convierte rápidamente en Pr por la luz RL por medio del proceso de fotorreversión.
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Figura 1: Espectro de absorción relativa de las formas Pr y Pfr del fitocromo para longitudes de onda
comprendidas entre 300 a 800 nm. A pesar de que Pr tiene un λmax = 660 nm y Pfr λmax = 730 nm, hay un
solapamiento significativo en los espectros relativos de absorbancia de ambos. Como resultado de las
diferencias relativas en absorción y el subsecuente cambio conformacional entre Pr y Pfr, ambas formas
están presentes en la planta. Adaptado de Stutte, 2009.

En A. thaliana existen 5 fitocromos, llamados phyA-phyE. phyB es el principal fotorreceptor que
media las respuestas del tipo R/RL reversibles durante la germinación (Shinomura et al., 1994;
Botto et al., 1995), mientras que phyE contribuye en esta regulación en semillas doble mutantes
phyAphyB (Hennig et al., 2002) sugiriendo la existencia de una redundancia en las funciones de los
fitocromos durante el control de la germinación por luz R. En algunas condiciones, el phyA es el
principal fotorreceptor involucrado en la promoción de la germinación por luz RL (Botto et al., 1996;
Shinomura et al., 1996), y phyE y phyD pueden contribuir a esta respuesta en ausencia de phyA
(Arana et al., 2014; Hennig et al., 2002). Los distintos fitocromos pueden tener funciones discretas
o solapadas en las semillas. Las respuestas a la luz de las semillas son mediadas por diferentes
fitocromos. La acción de los fitocromos puede ser distinguida sobre la base de la cantidad, calidad
y duración del tratamiento lumínico necesario para inducir la respuesta. La cantidad de luz puede
ser referida como flujo de luz, el cual es definido como el número de fotones incidentes por unidad
de superficie, usualmente cuantificado como micromoles de fotones por metro cuadrado
(μmol.m-2). En términos fotobiológicos, se han identificado tres modos de acción para los
fitocromos. Las respuestas de baja fluencia (LFR, del inglés “Low Fluence Response”) son
respuestas reversibles R/RL típicas mediadas casi exclusivamente por phyB-E. Las respuestas de
muy baja fluencia (VLFR, del inglés “Very Low Fluence Response”) son provocadas por cantidades
extremadamente bajas de luz, mediadas por phyA y no fotorreversibles, mientras que las
respuestas de alta irradiancia (HIR, del inglés “High Irradiance Response”) producidas por una
exposición prolongada a luz de alta intensidad pueden ser mediadas por phyA o phyB (Casal &
Sánchez, 1998; Nagy et al., 2001). Altas irradiancias disparan la HIR en semillas de varias especies
pero no en A. thaliana. La respuesta al Rp moderado puede ser invertida con un pulso de rojo
lejano (RLp) (Mancinelli, 1994). Esta es una respuesta R/RL reversible por lo que la magnitud de la
reversión de respuesta del efecto del R disminuye a medida que aumenta el intervalo de tiempo
entre el pulso de luz R y RL (Casal et al., 1998). Esta propiedad de interconversión de los
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fitocromos permite que estos fotorreceptores funcionen como interruptores moleculares
dependientes de R/RL.

La temperatura y la salida de la dormición.

Entre los factores ambientales que controlan la salida de la dormición, la temperatura tiene un rol
muy importante (Probert, 1992). Las semillas son capaces de percibir las señales ambientales
vinculadas a cambios estacionales lentos (principalmente la temperatura; Probert, 2000) lo que les
permite determinar el tiempo del año y la profundidad del suelo a la que se encuentran (W.
Finch-Savage & Footitt, 2017). Para comprender la influencia de la temperatura en la dormición y
germinación de las semillas, primero es importante entender el ciclo de vida de A. thaliana.
Generalmente presenta un ciclo de vida anual de invierno, germinando en otoño y floreciendo en
primavera. Sin embargo, también se observaron germinaciones en primavera, incluso en
poblaciones que parecen estar dominadas por plantas anuales de invierno (Donohue, 2009; Griffith
et al., 2004). La floración que ocurre en otoño (Donohue, 2009; Thompson, 1994) puede contribuir
a una historia de vida de ciclos rápidos. Por lo tanto, la floración puede ocurrir durante las
condiciones frescas de finales de otoño o principios de primavera. O también durante las cálidas
condiciones entre mediados y finales de primavera o principio de otoño. En muchos lugares a lo
largo de su rango natural e introducido, A. thaliana experimenta sequías de verano y temperaturas
altas. De todas formas, esto tiene efectos fuertemente deletéreos sobre la supervivencia (Donohue
et al., 2005). Por lo tanto, si bien puede adaptarse a estas situaciones adversas, no se puede
asegurar que la descendencia pueda perpetuarse en el tiempo con semillas de calidad.

Las condiciones de maduración de las semillas, determinadas por la época de floración y
fructificación, influyen en el nivel de dormición primaria que se induce en las semillas (revisado en
Gutterman, 1992; Donohue y Schmitt, 1998; Donohue, 2009). En A. thaliana, las bajas temperaturas
durante la maduración de la semilla inducen una dormición primaria fuerte (Chiang et al., 2011;
Donohue et al., 2007; Kendall & Penfield, 2012; Penfield & Springthorpe, 2012) y se pierde
gradualmente durante la post-maduración. Como resultado, sus semillas no pueden germinar en
condiciones efímeramente frías de primavera cuando las semillas se desprenden por primera vez,
ni en temperaturas más cálidas. Para cuando llega el otoño, la post-maduración permite la
germinación en temperaturas más frescas. Durante ese tiempo, la dormición impidió la
germinación hasta después del riesgo de sequía estival. Esto es determinante para su fitness, ya
que se demostró que el tiempo de germinación está bajo una selección natural extremadamente
fuerte (revisado en Donohue et al., 2010). Como tal, la temperatura de maduración de la semilla
brinda información sobre el momento estacional; las semillas maduradas en condiciones frías
pueden experimentar temperaturas frías antes del verano, mientras que las semillas que maduran
bajo temperaturas más cálidas experimentarán temperaturas frías solo después de que haya
pasado el verano (Auge et al., 2015).

Experimentalmente, la dormición primaria se puede romper mediante varios tratamientos en
semillas embebidas. Un método común es la estratificación de semillas, donde las semillas
embebidas se exponen a bajas temperaturas durante un período de tiempo antes de la incubación
a temperaturas normales (por ejemplo, Buijs et al., 2018). No obstante, las semillas pueden ser
inducidas a una dormición secundaria si experimentan condiciones o señales de condiciones
desfavorables en el futuro, luego de que se rompe la dormición primaria. La dormición secundaria
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puede ser inducida por factores ambientales específicos, como la humedad y la temperatura, que
varían según la estación. En A. thaliana, la exposición a incubación húmeda a diferentes
temperaturas en oscuridad puede inducir una dormición secundaria de sus semillas: puede ser
inducida por imbibición a alta temperatura (Auge et al., 2015; Donohue et al., 2007; W.
Finch-Savage & Footitt, 2017; Ibarra et al., 2016; Penfield & Springthorpe, 2012) o imbibición
prolongada a bajas temperaturas (de Casas et al., 2012; Debieu et al., 2013; Penfield &
Springthorpe, 2012). También se puede estudiar en experimentos a campo que imitan el ciclo
natural de la dormición (Buijs et al., 2020; Footitt et al., 2011; Postma et al., 2016). Luego de la
post-maduración, cuando las semillas pierden la dormición, se entierran en el campo, la dormición
secundaria se induce durante el otoño y el invierno, y se rompe en primavera (Buijs et al., 2020;
Footitt et al., 2011).

El control hormonal de la dormición y la germinación.

La germinación es uno de los eventos de desarrollo que se encuentra fuertemente regulado por la
luz incidente. Durante este proceso fisiológico, la semilla experimenta cambios sustanciales
modulados y coordinados por hormonas. En este marco, el estado endógeno de las semillas
reflejado por su escenario hormonal, afecta sustancialmente el tipo de respuesta disparada por
acción de la luz (Neff et al., 2006). Se han reportado varias hormonas capaces de regular la
división y expansión celular que acompaña el crecimiento. Las hormonas son producidas por las
células y ejercen sus funciones a muy bajas concentraciones. Hasta el momento se identificaron
nueve tipos de fitohormonas, entre las cuales se encuentran las auxinas, las primeras descubiertas
(Darwin and Darwin, 1880), el ácido salicílico (AS), el etileno (ET), las citoquininas (CKs), las
giberelinas (GAs), los brasinoesteroides (BRs), el ácido jasmónico (JA), el ácido abscísico (ABA), y
las estrigolactonas (SLs), las últimas fitohormonas descubiertas (Gomez-Roldan et al., 2008).

La dormición y la germinación de las semillas son dos procesos finamente regulados por varias
fitohormonas. De hecho, aunque el ABA y las GAs desempeñan el papel principal, se ha
demostrado que las siete restantes también contribuyen a estos procesos (Carrera-Castaño et al.,
2020; Linkies & Leubner-Metzger, 2012; Liu et al., 2007; Longo et al., 2021; Miransari & Smith, 2014;
Riefler et al., 2006; Shu et al., 2016) e interaccionan de manera compleja (Fig. 2).
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Figura 2. Red de interacciones entre las vías de las fitohormonas, en la dormición y la germinación de las
semillas. Las líneas completas indican interacciones reportadas y las líneas punteadas indican sugerencias
a partir de bibliografía. Las flechas indican regulación positiva y las barras indican regulación negativa. En
este trabajo se hará énfasis en los componentes recuadrados. Modificado de Shu et al., 2016.

Las principales reguladoras

Se reconoce ampliamente que el ABA y las GA son las principales hormonas que regulan de forma
antagónica la dormición y la germinación de las semillas (Finkelstein et al., 2008; Graeber et al.,
2012; Gubler et al., 2005; H. G. Lee et al., 2015). Una alta concentración de ABA se asocia a la
dormición y una alta concentración de GAs se asocia con la germinación, mientras que la
transición entre los estadios se regula con el cambio de concentración para ambas hormonas
(Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006). El correcto balance entre ambas es clave para que
semillas como las de A. thaliana puedan germinar (Fig. 3).

(A) Ácido Abscísico.

Los niveles de ABA aumentan progresivamente desde la embriogénesis hasta la maduración del
embrión (Karssen et al., 1983). Esta hormona vegetal restringe el potencial de crecimiento del
embrión al inhibir la absorción de agua (imbibición) y, por lo tanto, el ablandamiento de la pared
celular, que es un paso clave para iniciar la germinación (Gimeno-Gilles et al., 2009; Schopfer &
Plachy, 1985). En contraste, antes del inicio del proceso de germinación, el nivel del ABA endógeno
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en la semilla disminuye, mientras que el contenido de GAs se incrementa con los tratamientos de
imbibición y estratificación (Shu et al., 2016).

El primer precursor de ABA es la zeaxantina, a partir de la cual se genera anteraxantina y
trans-violaxantina, estos últimos son convertidos a su vez en compuestos de 40 carbonos que una
vez cortados forman compuestos de 15 carbonos y 25 carbonos. Se ha establecido que la síntesis
de 9-cis-xantosina a partir de 9-cis-neoxantina o 9-cis-violaxantina se encuentra modulada por la
acción de 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED) formándose el primer precursor citosólico
del ABA. La expresión de NCED responde a estrés ambiental y la actividad de esta enzima es quien
determina la velocidad de la biosíntesis de ABA. Normalmente el ABA es convertido en un
compuesto hormonalmente inactivo e inestable mediante la intervención de ABA 8’-Hidroxilasa.
Esta enzima pertenece a una familia de cuatro miembros, Las monooxigenasas CYP707A1-4
(Finkelstein, 2013; Nambara & Marion-Poll, 2005). Los genes NCED6 y NCED9 son esenciales para
la síntesis de ABA tanto en el embrión como en el endosperma de las semillas de A. thaliana. La
pérdida de función de ambos resulta en la reducción de la dormición (Lefebvre et al., 2006),
mientras que la mutación del gen CYP707A2 disminuye el potencial de germinación (Kushiro et al.,
2004; Millar et al., 2006; Okamoto et al., 2006).

En la percepción y señalización temprana del ABA, hay involucrados tres componentes clave: los
receptores del ABA denominados PYRABACTIN RESISTANCE (PYR)/PYR-LIKE (PYL)/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR (RCAR), las proteínas kinasas SnRK2 (SNF1(SUCROSE
NON-FERMENTING 1)-RELATED PROTEIN KINASE 2) que son reguladores positivos de la vía y las
fosfatasas PP2Cs (TYPE 2C PROTEIN PHOSPHATASES) como reguladores negativos. Los
receptores unidos al ABA pueden unirse e inhibir las PP2C que, a su vez, permiten la fosforilación y
activación de las SnRK2 (Cutler et al., 2010; Finkelstein, 2013; Hubbard et al., 2010; Raghavendra
et al., 2010). Los SnRK2 activados fosforilan blancos que se encuentran río abajo en la vía de
señalización, como ABA INSENSITIVE 5 (ABI5), para activar la respuesta ABA en las plantas
(Finkelstein, 2013). Los factores de transcripción ABI3 (ABA INSENSITIVE 3) y ABI5 son altamente
inducidos por ABA y modulan positivamente las respuestas de ABA para reprimir la germinación
de semillas (Finkelstein, 1994; Lopez-Molina et al., 2001; Brocard et al., 2002; Finkelstein et al.,
2005), sugiriendo que existen distintos mecanismos de promoción de la dormición e inhibición de
la germinación mediada por ABA. Río arriba de ABI5 se encuentra ABI3, que es el principal
regulador de la germinación y dormición en la vía del ABA (Bentsink & Koornneef, 2008) y es un
regulador positivo de la expresión de ABI5 durante la germinación, lo que inhibe esta respuesta
fisiológica (Bossi et al., 2009; Lopez-Molina et al., 2002). ABI3 y/o ABI5 interactúan físicamente
con varios reguladores clave para integrar múltiples vías de señalización durante la germinación de
semillas.

(B) Giberelinas.

GA es otra fitohormona clave que controla la germinación de las semillas, y es el antagonismo
entre GA y ABA el factor decisivo en la regulación de la germinación de las semillas. La aplicación
exógena de GAs puede ayudar a las semillas a romper la dormición, mientras que la aplicación del
inhibidor de la síntesis de GA paclobutrazol (PAC) puede inhibir la germinación de las semillas (Shu
et al., 2016). Las giberelinas estimulan la germinación mediante la inducción de enzimas
hidrolíticas que actúan en la región micropilar y atenúan las barreras que impiden el crecimiento
del embrión (Bewley & Black, 1994; Holdsworth et al., 2008). Las semillas de líneas mutantes
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deficientes en GAs, como ga1 y ga2, muestran altos niveles de dormición y no son capaces de
germinar sin agregado exógeno de GAs (S. Lee et al., 2002a; Shu et al., 2016).

La biosíntesis de giberelinas se inicia con la modificación enzimática del precursor Geranilgeranil
difosfato hasta conseguir GA4 (forma biológicamente activa) (Hedden & Phillips, 2000), mediante
reacciones catalizadas por oxidasas (Claeys et al., 2014; Vishal & Kumar, 2018). En particular,
durante la germinación se destacan las oxidasas GA3ox1 y GA3ox2 en la biosíntesis y GA2ox2 en
el catabolismo de GAs (Mitchum et al., 2006; Yamauchi et al., 2004, 2007). Los niveles endógenos
de GA dependen de una auto-regulación transcripcional donde altos niveles de GA inhiben la
expresión de genes que codifican para GA20OX y GA3OX y promueven, a su vez, la expresión de
GA2OX (Weiss et al., 2007). Las semillas de líneas mutantes deficientes en GA2ox’s muestran
bajos niveles de dormición (Yamauchi et al., 2007).

Dentro de las vías de transducción de señales de giberelinas, existen tres componentes principales
involucrados: las proteínas GID1 (GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1), GID2 (GIBBERELLIN
INSENSITIVE DWARF2) y DELLA (aspartic acid (D)–glutamic acid(E)–leucine (L)–leucine
(L)–alanine(A)). Los receptores de GAs GID1 y las proteínas F-box que participan en degradación
por proteasoma, GID2, actúan como reguladores positivos de la vía de las GAs (Fu et al., 2004;
McGinnis et al., 2003; Strader et al., 2004). En cambio, las DELLA son reguladores negativos debido
a su interacción con varios reguladores transcripcionales (Davière & Achard, 2016; la Rosa et al.,
2014; Locascio et al., 2013; Peng et al., 1997; Sarnowska et al., 2013; Silverstone et al., 1998;
Yoshida & Ueguchi-Tanaka, 2014). La presencia de GAs gatilla la interacción de su receptor GID1
con las DELLAs mediante su dominio N-terminal (dominio DELLA) y la formación de un complejo
de ubiquitinación vía interacción con GID2. Esta interacción induce la degradación mediada por
proteasoma de las DELLAS (Davière & Achard, 2013, 2016; Nelson & Steber, 2016; Vera-Sirera et al.,
2016). En A. thaliana hay 5 DELLAs, de las cuales RGL2 (REPRESSOR OF GA1-3 (RGA)-LIKE2) tiene
presencia preponderante en la regulación de la germinación, dado que la mutación en RGL2 puede
rescatar el fenotipo de no-germinación de ga1 (S. Lee et al., 2002b; Tyler et al., 2004).
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Figura 3: Modelo para la regulación de la dormición y la germinación mediante el ácido abscísico (ABA) y
las giberelinas (GAs) en respuesta al entorno. Según este modelo, los factores ambientales circundantes
(por ejemplo, la temperatura) afectan al equilibrio ABA/GAs y a la sensibilidad a estas hormonas. La síntesis
y señalización del ABA (y el catabolismo de GAs) predominan en el estado de dormición, mientras que la
síntesis y señalización de GAs (y el catabolismo de ABA) predominan en la transición a la germinación. La
compleja interacción entre la síntesis, degradación y sensibilidad de las hormonas en respuesta a las
condiciones ambientales puede dar lugar a ciclos de dormición. Los cambios en el nivel de dormición
alteran los requisitos para la germinación (sensibilidad al entorno de germinación); cuando estos se
superponen con cambios en las condiciones ambientales, la germinación se llevará a cabo por completo.
Modificado de W. E. Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006

Integración de señales: hormonas y luz.

Como se mencionó previamente, la luz es un factor ambiental que modula diversos procesos del
desarrollo y crecimiento de las plantas. En dichos procesos, múltiples vías hormonales se ven
afectadas por acción de la luz, siendo las intermediarias de estos cambios en el sistema. A su vez,
los niveles hormonales de las plantas representan señales endógenas que influyen sobre las
respuestas a la luz. Es por ello que la interacción entre las hormonas y la luz se ha estudiado
intensamente y se han identificado los factores que conectan ambas vías. Estos integradores se
han definido como PIFs (Phytochrome Interacting Factors). Los PIFs representan componentes
centrales que regulan la respuesta a la luz mediante la acción de los fitocromos. La germinación
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está regulada por PIF1/PIL5 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 1). En oscuridad, PIF1/PIL5 y
una plétora de factores de transcripción reprimen la germinación de la semilla al reducir el
contenido de GAs y promover la acumulación del ABA en semillas embebidas (Oh et al., 2006,
2007). En luz, las formas activas Pfr de phyA y phyB se translocan al núcleo y degradan la proteína
PIF1 a través del sistema ubiquitina-proteosoma (Oh et al., 2004), iniciando una gran alteración en
el patrón de expresión génica y, directa o indirectamente, afectando la respuesta al ABA y las GAs.
Los bajos niveles de PIF1/PIL5 reducen los niveles de GAI y RGA y aumentan los niveles de GA y
disminuyen los de ABA. Como resultado se inician varios procesos fisiológicos, entre ellos, la
movilización de moléculas de almacenamiento y la hidrólisis de la pared celular, por lo que las
semillas eventualmente germinarán (Xu et al., 2020)

Figura 4. Modelo de los eventos que conducen a la germinación en semillas de A. thaliana. En oscuridad,
PIF1/PIL5 activa la expresión de varios genes, entre ellos GAI y RGA, uniéndose directamente a sus
promotores por medio de los G-box. Esto resulta en niveles elevados de sus proteínas. La disminución de los
niveles de GA estabiliza a las DELLAs, lo que suprime las respuestas de las GAs. A la luz, los fitocromos
inducen la degradación de PIF1/PIL5, resultando en niveles proteicos reducidos de GAI, RGA y ABA. Como
resultado se inician varios procesos fisiológicos, entre ellos, la movilización de moléculas de
almacenamiento y la hidrólisis de la pared celular, por lo que las semillas eventualmente germinarán.
Modificado de Tesis Doctoral de Rocío Tognacca, 2018.

El transcriptoma de las semillas.

Semillas en estado de dormición

La semilla es una estructura autónoma en la que un embrión completamente desarrollado se
dispersa en el ambiente, permitiendo el establecimiento de un organismo autótrofo, la nueva
planta. En A. thaliana, el desarrollo de la semilla se divide en dos fases principales: el desarrollo del
embrión y del endosperma (o morfogénesis), y la maduración (West & Harada, 1993). Una vez que
se completa la embriogénesis, las semillas entran en la fase de maduración. Los ARNm se
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acumulan progresivamente y algunos de ellos permanecen en el estado de semilla seca, donde se
traducen específicamente según las condiciones ambientales (Finch-Savage et al., 2007; Galland
et al., 2014). Un estudio de Cadman et al., 2006 comparó los cambios del transcriptoma durante la
dormición primaria, la ruptura de la dormición primaria y la inducción de la dormición secundaria, y
encontró que los estados de dormición primaria y secundaria tenían una sobrerrepresentación de
genes sensibles al ABA. Esto es coherente con el hecho de que el ABA promueve la dormición e
inhibe la germinación.

Semillas maduras secas

Luego de que se acumulan los compuestos de almacenamiento y los ARNm, las semillas se
vuelven tolerantes a la desecación (Maia et al., 2011, 2014). La presencia de ARNm almacenados
en semillas secas se descubrió hace 50 años (Dure & Waters, 1965), y hasta el momento se han
detectado en un gran número de especies de semillas, entre las cuales se encuentra A. thaliana
(Bazin et al. ., 2011; Kimura & Nambara, 2010; Nakabayashi et al., 2005). En las semillas secas de
A. thaliana, los ARNm almacenados se transcriben durante la maduración de la semilla y se
traducen en la germinación temprana, asociados a un único ribosoma (monosomas) (Buijs et al.,
2020). Un análisis de perfiles de expresión génica usando Affymetrix mostró que las semillas
secas maduras de A. thaliana contienen más de 12.000 ARNm diferentes almacenados
(Nakabayashi et al., 2005) [98,101] y se estima que no todos estos ARNm almacenados son
necesarios para la germinación de semillas y que un gran número de éstos podrían ser genes de
expresión ubicua (de mantenimiento o house-keeping genes). Dado que el ABA y las GAs controlan
la dormición y la germinación de manera antagónica no es de extrañar que, entre los ARNm
almacenados en semillas secas más representados, se encuentren transcriptos de genes
relacionados con ABA, que tienen motivos regulados por ABA o elementos de respuesta a ABA
(ABRE, del inglés “ABA-responsive elements”) (Nakabayashi et al., 2005). Entre los transcriptos
requeridos específicamente para la germinación de semillas, se encuentran ARNm relacionados
con la maquinaria de traducción, así como con el sistema de ubiquitina y proteasoma, lo que
corrobora la importancia de la síntesis de proteínas y sugiere que debe haber una regulación
dinámica y una proteólisis selectiva durante la germinación temprana de semillas (Nakabayashi et
al., 2005). Un estudio más reciente de Bai et al., 2020 estableció que la mitad de los ARNm
almacenados (50 %) en semillas secas están asociados con complejos de proteínas ribonucleicas,
lo que garantiza la supervivencia de los ARNm durante el almacenamiento de la semilla (Bai et al.,
2020). Una parte de estos transcriptos se asocia con monosomas y se transcribe activamente.
Otra parte se incluye en la fracción asociada a polisomas y contiene transcriptos clasificados por
ontología de genes en las categorías "desarrollo embrionario que termina en la dormición de
semillas", "desarrollo de polen", "desarrollo floral" y "germinación de polen", lo cual nuevamente
sugiere que no todos los ARNm acumulados son esenciales para la germinación de las semillas
como en Nakabayashi et al., 2005. De hecho, un gran número de estos ARNm presentan una
disminución en su expresión durante la fase de hidratación.

Semillas embebidas

Las semillas embebidas presentan un patrón de expresión génica específico (Carrera et al., 2008;
Dekkers et al., 2016; Nakabayashi et al., 2005). Tanto en semillas dormidas como en período de
post-maduración, una gran proporción de los transcriptos cambian de forma similar. Sin embargo,
la expresión diferencial comienza en las etapas tempranas del comienzo de la imbibición, por lo
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que la post-maduración induce cambios génicos relacionados con la rápida detección y respuesta
a la rehidratación. Y, por su parte, el endosperma de las semillas dormidas, presenta una alta
expresión de genes asociados a estrés. Esto sugiere un rol protector para el endosperma contra el
estrés biótico y abiótico, promoviendo la persistencia de la semilla dormida en su entorno (Dekkers
et al., 2016)

Semillas en proceso de germinación

Una vez que se rompe la dormición y las condiciones ambientales son permisivas, las semillas
pueden germinar. Este paso representa una transición programada de un estado inactivo a un
estado metabólicamente activo. La germinación puede desencadenarse aún en presencia del
inhibidor de la transcripción α-amanitina, pero no en presencia de cicloheximida, un inhibidor de la
síntesis proteica. Esto indica que la germinación de las semillas no depende estrictamente de la
transcripción de ARNm recién sintetizados, aunque sí requiere la síntesis de proteínas de novo (He
et al., 2011; Jendrisak, 1980; Liu et al., 2016; Rajjou et al., 2004; Sano et al., 2012, 2019; Schultz &
Small, 1991). Un análisis sobre perfilado de polisomas de semillas de A. thaliana transicionando
de estado seco a germinadas identificó claramente dos pasos en los que la proporción de ARNm
asociados con polisomas con respecto al total cambió y donde ocurrieron los cambios de
traducción más significativos: las fases de hidratación y germinación, denominadas HTS y GTS
(del inglés, “Hydration Translational Shift” y “Germination Translational Shift”). A su vez, se pueden
correlacionar con las fases fisiológicas de imbibición temprana y protrusión radicular,
respectivamente (Bai et al., 2017). Grupos de transcriptos distintos y no superpuestos se
asociaron con estos cambios de traducción y se identificaron secuencias asociadas con diferentes
cambios de traducción como el número de μORF, la longitud del ARNm, el contenido de GC y la
estructura secundaria que se correlacionan principalmente con una regulación positiva de la
traducción. Curiosamente, los μORF en el 5′ UTR estaban significativamente sobrerrepresentados
en el grupo de genes de la HTS con expresión disminuída, mientras que estaban significativamente
poco representados en el conjunto de genes de la GTS con expresión disminuida (Bai et al., 2017),
lo que sugiere que el control de la traducción de la transición de semilla a plántula involucra
múltiples factores y diferentes mecanismos moleculares.

El splicing

Si bien la iniciación de la transcripción es una de las etapas regulatorias más estudiadas en la
expresión de los genes (Core et al., 2012; Leff et al., 1986); el procesamiento de los transcriptos y
su estabilidad son también mecanismos capaces de modular la cantidad y, más aún, la calidad de
producto(s) de un gen. El proceso de splicing es una parte esencial de la expresión de los genes en
eucariotas. Brevemente, este proceso llevado a cabo por el spliceosoma en los núcleos de las
células, consiste en eliminar ciertas regiones (intrones) en los ARNs que fueron -o están siendo-
transcriptos y unir las partes restantes (exones) para formar los mensajeros maduros (ARNm).
Éstos saldrán posteriormente del núcleo para ser traducidos a proteínas en el citoplasma.
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El mecanismo de splicing

El proceso de splicing ocurre en el núcleo durante la transcripción y es catalizado por el
spliceosoma. Hasta el momento, se han descrito dos tipos de spliceosomas (A. Reddy et al., 2012;
Simpson & Brown, 2008; Will & Lührmann, 2011). Los spliceosomas U2 que están compuestos por
cinco ribonucleoproteínas nucleares pequeñas (RNPsn;U1, U2, U4, U5 y U6) representan el tipo
principal (A. Reddy et al., 2012; Simpson & Brown, 2008; Will & Lührmann, 2011). Estas RNPsn
funcionan individualmente (U1 y U2), en heterodímeros (U4/U6) y en heterotrímeros (U4/U6.U5)
(Gehring & Roignant, 2021). El tipo de spliceosoma menos frecuente, spliceosoma U12, también
consta de cinco RNPsn incluyendo U11, U12, U4atac, U5 y U6atac (Simpson & Brown, 2008). Para
el ensamblado de ambos tipos de spliceosoma se requiere: un sitio 5' de splicing (dador) con una
secuencia conservada GT al principio del intrón, un sitio 3' de splicing (aceptor) con una secuencia
AG conservada al final del intrón, un nucleótido de adenina (A) (sitio de branch) ubicado entre 18 y
40 nucleótidos río arriba del sitio 3’ de splicing y el tracto de polipirimidinas luego del sitio de
branch (A. S. N. Reddy et al., 2013). Específicamente en el caso del spliceosoma U2, en la primera
etapa del splicing, el complejo E se ensambla (Fig. 5 A). El factor de splicing U1 se pega al sitio 5’
de splicing. A la vez, SPLICING FACTOR 1 (SF1) reconoce la secuencia del sitio de branch y el
factor auxiliar U2 (U2AF) en el tracto de polipirimidinas. En la siguiente etapa, se forma el complejo
A (pre-spliceosomal), cuando U2 desplaza a SF1 y ocupa su lugar. Luego, el heterotrímero
U4/U6.U5 se combina con el complejo A para formar un complejo B inactivo. El spliceosoma
cambia de conformación con gasto de ATP. Esto genera que U1 y U4 pierdan afinidad y se
despeguen, promoviendo la activación catalítica del spliceosoma y la activación del complejo B
(B* o Bact). La escisión del intrón es catalizada en dos transesterificaciones consecutivas. La
primera ocurre en el complejo C y la segunda en el complejo C*. En el complejo C* los exones se
unen y como resultado, se forma un complejo post-spliceosomal (complejo P) con exones unidos.
El proceso de splicing se completa cuando el intrón queda como un lazo y se escinde; los exones
se unen para formar el ARNm maduro, mientras que las RNPsn son recicladas (Gehring &
Roignant, 2021; Sybilska & Daszkowska-Golec, 2023).

Además de las RNPsn, también existen reguladores en cis y trans que regulan la actividad del
spliceosoma para un splicing eficiente (Fig. 5 B). Las secuencias regulatorias en cis incluyen
potenciadores de splicing intrónico (ISEs, del inglés “intronic splice enhancers”) y silenciadores
(ISSs, del inglés “intronic splice silencers”), potenciadores de splicing exónico (ESEs, del inglés
“exonic splice enhancers”) y silenciadores (ESSs, del inglés “exonic splice silencers”). A estas
secuencias se unen proteínas con dominio de unión a ARN (RBPs, del inglés “RNA binding
proteins”) que actúan en trans, promoviendo o inhibiendo el ensamblado de la maquinaria del
spliceosoma. Las proteínas ricas en serina y arginina (SR) son activadores en trans del splicing que
se unen a ISEs/ESEs y promueven la unión de exones a través del reclutamiento de U1 al sitio 5’ de
splicing y de U2 al sitio de branch. Por el contrario, las ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares
(RNPhn’s) actúan como inhibidores de splicing, uniéndose a ISSs/ESSs y reprimen el
reconocimiento de los sitios de splicing (Konarska et al., 2006; Gehring & Roignant, 2021; Sybilska
& Daszkowska-Golec, 2023).
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Figura 5. Esquema representando el proceso de splicing y su regulación. (A) Mecanismo molecular del
procesamiento durante el splicing del pre-ARNm hasta obtener un ARNm maduro. (B) Rol de secuencias
regulatorias en cis y reguladores de splicing que actúan en trans en la actividad del spliceosoma. 3′SS, sitio
3’ de splicing con secuencia GU (aceptor). 5′SS, sitio 5’ de splicing con secuencia AG. Py, tracto de
polipirimidinas. A, sitio de branch. RNPsn, ribonucleoproteínas pequeñas nucleares (U1-U6). SF1, SPLICING
FACTOR 1. U2AF, factor auxiliar RNPsn U2. ISE, potenciadores de splicing intrónico. ISS, silenciadores de
splicing intrónico. ESE, potenciadores de splicing exónico. ESS, silenciadores de splicing exónico. SR,
proteínas ricas en serina y arginina. RNPhn, ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares. Modificado de
Sybilska & Daszkowska-Golec, 2023.
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Si bien es un mecanismo altamente conservado en organismos eucariotas (Ling et al., 2019;
McGuire et al., 2008; A. S. N. Reddy, 2007), existen algunas diferencias respecto a las plantas. Los
genes de las plantas tienen intrones de tamaño promedio menor que los animales (Chang et al.,
2017). Incluso, este número varía entre diferentes especies vegetales. Otra característica distintiva
de los intrones de las plantas es su alta composición en secuencias UA (Syed et al., 2012).
Además, la secuencia blanco de SF1 al sitio de branch en plantas no está conservada comparada
con otros eucariotas (Lorković et al., 2000). Consistentemente, SF1 podría tener un mecanismo
diferente de reconocimiento del sitio 3’ de splicing dado que sus homólogos contienen un motivo
de reconocimiento de ARN diferente (Park et al., 2019; Worden et al., 2009).

El splicing alternativo

El splicing alternativo (SA) se descubrió al mismo tiempo que el splicing y contribuye a generar
diversidad del transcriptoma. Es un proceso que genera múltiples ARNm maduros, llamados
isoformas, a partir del mismo precursor de ARNm por medio de la selección variable de sitios de
splicing (Kornblihtt et al., 2013; Shang et al., 2017). Además de generar diferentes isoformas que
pueden ser traducidas en diferentes proteínas, este proceso puede dar lugar también a variantes
no codificantes, modulando así los niveles de proteína que se generará (Kalyna et al., 2012; Brown
et al., 2015; Cyrek et al., 2016). El mecanismo más habitual que regula la abundancia de transcritos
es el NMD (nonsense-mediated mRNA decay), un sistema citoplasmático de degradación del ARN.
Por estas razones, el SA es capaz de regular de manera significativa y precisa la expresión de los
genes respecto de los estadios del desarrollo, en diferentes tejidos y en respuesta a diversas
señales ambientales (James et al., 2012; Staiger et al., 2013).

El proceso requiere una regulación precisa para poder garantizar plasticidad mientras muestra
especificidad y fidelidad. Por un lado, las interacciones entre RBPs son parte de los factores que lo
regulan. Dado que la mayoría de las decisiones de splicing ocurren simultáneamente con la
transcripción, la interacción de las RBP con los pre-ARNm puede verse afectada por la estructura
de la cromatina, los factores de transcripción y las modificaciones del ARN (Fu & Ares, 2014; Lee &
Rio, 2015). Por otro lado, las diferentes secuencias regulatorias en los intrones, como el sitio 5'SS ,
el sitio de branch, el tracto de polipirimidinas y el sitio 3'SS deben ser reconocidas por RNPsn y
proteínas accesorias, en un mecanismo altamente regulado que lleva al ensamblado del
spliceosoma activo. Se ha acumulado evidencia que muestra los efectos de secuencias
regulatorias en cis y su reconocimiento por factores de splicing como son las proteínas SR (ver
subsección “Las proteínas SR”) y las RNPhns (ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares), en la
habilidad del spliceosoma de reconocer ciertos sitios de splicing (Busch & Hertel, 2012). Otros
mecanismos regulatorios tienen que ver con la actividad/concentración de factores centrales de
splicing, o de reguladores del ensamblado del spliceosoma, que pueden afectar la cinética de las
reacciones modulando los patrones de SA (Saltzman et al., 2011).

Existen diferentes tipos de SA (Fig. 6) y los más comunes son:

I. salteado de exón: un exón se omite alternativamente y da como resultado un ARNm
maduro más corto,

II. sitios alternativos 5’ de splicing, 5’SS: el spliceosoma puede reconocer un 5ʹ ss alternativo,
para producir una variante más corta o más larga,
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III. sitios alternativos 3’ de splicing, 3ʹSS: el spliceosoma reconoce un 3ʹ ss dando una variante
más larga o más corta de ARNm maduro,

IV. a) retención de intrón, RI (el spliceosoma retiene un intrón completo en el ARNm maduro),

b) splicing de exitrón (intrones codificantes que en la isoforma de referencia se retienen),
los transcriptos con exitrones retenidos salen del núcleo y pueden ser traducidos para dar
lugar a diferentes proteínas (Marquez et al., 2015), y

V. exones mutuamente excluyentes: una omisión de exón- mecanismo derivado donde se
incluye un exón y se excluye otro exón, por lo que los ARNm maduros nunca contienen
ambos exones.

Figura 6: Representación esquemática de los principales tipos de eventos de splicing alternativo. UTR,
untranslated region. Modificado de Tognacca et al., 2023.

El splicing alternativo en A. thaliana

En la actualidad sabemos que alrededor del 60% de los genes multi-exónicos se regulan mediante
splicing alternativo en A. thaliana (Marquez et al., 2012; Zhang et al., 2017). Según uno de los
transcriptomas más abarcativos y curados para A. thaliana, el AtRTD2, la RI es el evento más
común (40%), seguido de 3ʹSS alternativos, 5ʹSS alternativos, salteado de exón y exones
mutuamente excluyentes (Zhang et al., 2017). En contraste, el tipo de evento más común en
animales es el salteado de exón (Chaudhary et al., 2019). Dado el tamaño pequeño de los intrones
de las plantas, comparado con el de animales, no es casual que la RI sea el evento de SA más
frecuente. Además, aproximadamente entre un 10 al 15 % de las variantes de splicing son
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reguladas por NMD (Kalyna et al., 2012), lo que respalda la idea de que el SA media la proporción
de isoformas de un gen. Sin embargo, en varias publicaciones se postula que estas isoformas
también pueden pasar por alto esta vía y codificar proteínas truncadas, que regulan funciones
clave bajo estrés y/o controlan la abundancia de sus contrapartes de largo completo (Drechsel et
al., 2013; Filichkin et al., 2015; Filichkin & Mockler, 2012; Kalyna et al., 2012).

Las proteínas SR

Las proteínas SR son una familia de importantes proteínas de unión a ARN, que se conservan en
eucariotas superiores y funcionan como factores esenciales para el splicing constitutivo y
alternativo. Contienen uno o dos dominios de unión al ARN en su N-terminal (RRMs, del inglés
“RNA recognition motifs”) y un dominio rico en arginina/serina (RS) en el C-terminal para la
interacción con otras proteínas (Day et al., 2012; Graveley et al., 2001; Manley & Tacke, 1996;
Reddy, 2004; Wu & Maniatis, 1993). Los genes SR de las plantas se agrupan en seis subfamilias
(SR, SC, RSZ, SCL, RS2Z y RS), y tres de estas subfamilias (SR, SC y RSZ) son específicas de las
plantas (Barta et al., 2010; Fig. 7). Aunque hay controversia, también consideramos a la subfamilia
SR45 en la que se incluyen SR45 y SR45.a. SR45 es una proteína altamente conservada en el reino
vegetal y que parece haber aparecido más tarde en la evolución en las plantas con flores (Ali et al.,
2007). Aún debe dilucidarse si la arquitectura de los intrones/exones y elementos cis específicos
de plantas involucrados en el splicing sean la razón de esta diferencia entre plantas y animales, o
si es debido a las duplicaciones segmentarias y del genoma completo, que es una característica
común en las plantas (Gu et al., 2020). Un análisis comparativo de genes SR reveló que el número
de genes SR difiere de organismo a organismo, incluso dentro de las plantas. A. thaliana, Oryza
sativa, Zea mays, Glycine max y Sorghum bicolor tienen 18, 22, 21, 18 y 25 genes SR,
respectivamente (Barta et al., 2010). En A. thaliana, el peso molecular de las 18 proteínas SR ronda
entre los 21 y los 45 kDa (Lorković & Barta, 2002). Los miembros de las diferentes subfamilias se
localizan en distintas poblaciones de speckles nucleares, sin necesariamente co-localizar entre
ellas (Reddy & Shad Ali, 2011). Esta distribución sugiere que existe un reclutamiento más
específico a los sitios de splicing, dependiendo del tipo celular y la etapa de desarrollo (Lorković
et al., 2008).

Las proteínas SR juegan un rol importante en la regulación de la selección del sitio de splicing. Son
importantes para reconocer los sitios de splicing o los potenciadores exónicos de splicing (ESEs) y
facilitan el ensamblaje del spliceosoma (Kalyna et al., 2006). En consecuencia, las proteínas SR
son uno de los determinantes del patrón de empalme presente en diferentes células y en etapas de
desarrollo o condiciones específicas. La actividad o las isoformas de algunas proteínas SR pueden
estar reguladas por miembros de la familia A/B de las RNPhn y por otras SR, o inclusive por ellas
mismas. También se unen a proteínas específicas de etapas de desarrollo o en respuesta a estrés
(de la Fuente van Bentem et al., 2008; Lorković et al., 2004; van Bentem et al., 2006; Yan et al.,
2017). Su actividad o localización puede ser afectada por fosforilación (Stamm, 2002, 2008;
Stamm et al., 2005) y se identificaron proteínas kinasa que fosforilan SRs (Savaldi-Goldstein et al.,
2003; van Bentem et al., 2006). A su vez, la regulación de proteínas SR es dependiente de la
concentración. Por lo tanto, no es sorprendente que la sobre-expresión de proteínas SR y líneas
knock-out muestren fenotipos en el crecimiento y desarrollo, demostrando su relevancia biológica
(Barta et al., 2008). Además, la expresión de proteínas SR cambia el splicing de sus propios
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pre-ARNm y otros genes SR (Barta et al., 2008; Gao et al., 2004; Isshiki et al., 2006; Kalyna et al.,
2003, 2006; Kalyna & Barta, 2004; Lopato et al., 1999; Palusa et al., 2007). El SA de muchos genes
SR en A. thaliana es regulado por la temperatura, luz, salinidad, hormonas, etc. (Duque, 2011; Jiang
et al., 2017; Ling et al., 2021; Palusa et al., 2007; Tanabe et al., 2007; Tognacca et al., 2019), entre
los que podemos destacar a At-SR30 y At-RS31. Este último merece su propia subsección
“Factores de splicing que presentan splicing alternativo: el caso At-RS31”.

Figura 7: Arquitectura del dominio de las subfamilias de proteínas SR de A. thaliana. RRM: dominio de unión
al ARN; RS/SR: dominio rico en serina/arginina; SP: dominio rico en serina/prolina; ZnK: motivo dedos de
zinc. Modificado de Barta et al., 2010. Actualmente la subfamilia SR45 es considerada como “SR-like”.
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Factores de splicing que presentan splicing alternativo: el caso At-RS31

At-RS31 es una proteína SR y como tal es importante en la selección de sitios de splicing, el
ensamblado de los ARNsn (del inglés “small nuclear RNA”, ARN pequeños nucleares) y la
estabilización de los mismos (Lopato et al., 1996). Los eventos de splicing alternativo de este gen
dan lugar a tres isoformas, llamadas mRNA1, mRNA2 y mRNA3 (Fig. 8). mRNA1 es la única
isoforma que codifica la proteína y que no contiene el exón alternativo. mRNA2 es la isoforma que
surge del reconocimiento de un 3’SS y 5’SS alternativo a ambos lados del exón alternativo, sería la
isoforma de inclusión, y se degrada por NMD (Petrillo et al., 2014; Riegler et al., 2021). mRNA3 es la
isoforma que surge del reconocimiento del 3’SS alternativo, y tenemos evidencia de que tiene
localización nuclear (Petrillo et al., 2014). Nuestro grupo en conjunto con colaboradores, encontró
que la luz puede regular el patrón de SA de At-RS31 a través de señales retrógradas que emergen
de los cloroplastos, y probó que en raíces está regulado por azúcares pero no directamente por la
luz (Petrillo et al., 2014; Riegler et al., 2021).

Figura 8: Esquema del gen At-RS31 y sus isoformas. Los exones se muestran como cajas (blanco
codificante, gris no codificante), los intrones se muestran como líneas. Se indican los sitios de splicing (ss)
5´ o 3´ y el exón naranja que actúa como alternativo para algunas de las isoformas mostradas. PTC, codón
STOP prematuro. NMD, nonsense mediated mRNA decay.

El splicing alternativo en las semillas de A. thaliana.

Si bien el conocimiento que tenemos sobre la regulación de la germinación inducida por la luz a
nivel de inicio de transcripción es muy abundante (Penfield et al., 2005; Oh et al., 2006, 2007, 2009;
Park et al., 2012; Ibarra et al., 2013), todavía se desconoce cómo influye esta señal sobre el
splicing alternativo en las semillas. Narsai et al. (2017) analizaron las dinámicas de la expresión
génica durante la germinación inducida en condiciones de luz blanca/oscuridad, generando la
primera red de transcripción dinámica durante la germinación de semillas. Encontraron que 620
genes se ven afectados por SA y que su expresión es temporal- y tejido-específica.
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Algunos de ellos se describen a continuación.

● Componentes de la vía de señalización del ABA.

HYPERSENSITIVE TO ABA1 (HAB1) es un gen que codifica para una PP2C ampliamente expresada
en varios tejidos y órganos en presencia de ABA (Saez et al., 2004). Existen dos isoformas
(At-HAB1.1 y At-HAB1.2). Por un lado, At-HAB1.1 es la isoforma de largo completo, que contiene en
total seis exones, cuatro de los cuales se mantienen en el ARNm maduro y da lugar a una proteína
que interactúa con SnRK2.6, inhibiendo su actividad y apagando la señalización del ABA. Por otro
lado, At-HAB1.2 retiene el cuarto intrón y codifica una proteína más pequeña debido a un codón
prematuro de terminación, que resulta en una traducción detenida de forma prematura y pérdida
de la actividad fosfatasa (Wang et al., 2015; Xue et al., 2018). Las proteínas codificadas por las dos
isoformas, cumplen roles antagonistas en la regulación de la germinación. Mientras que At-HAB1.1
promueve la germinación de la semilla, At-HAB1.2 es un regulador positivo de la señalización por
ABA, reprimiendo este proceso (Wang et al., 2015).

ABA INSENSITIVE 3 (ABI3) es un factor de transcripción central en la germinación y dormición en la
vía del ABA. At-ABI3 presenta dos variantes de splicing diferentes: At-ABI3-α (presenta secuencia
codificante completa y por tanto codifica para la proteína completa) y At-ABI3-ß (contiene un intrón
críptico en el primer exón que causa un cambio en el marco de lectura y por tanto codifica para
una proteína truncada) (Sugliani et al., 2010). El splicing de At-ABI3 es regulado durante el
desarrollo, con una acumulación de At-ABI3-ß solo durante la etapa final de maduración de la
semilla. Esto probablemente contribuya a una rápida regulación negativa de la proteína ABI3 en
semillas maduras, lo cual es necesario para inhibir el programa de maduración de las semillas
mientras están germinando (Sugliani et al., 2010).

● Componentes involucrados en la dormición.

At-DRM1 (DORMANCY-ASSOCIATED PROTEIN 1) es un gen relacionado con la dormición y
respuestas al estrés. Presenta varias isoformas, entre las cuales se destaca At-DRM1.6 por regular
su expresión en respuesta al estrés salino (Rae et al., 2014)

● Componentes de la vía de señalización por luz.

El factor de transcripción PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 2 (PIL2/PIF6) se expresa
durante el desarrollo de la semilla. Existen cuatro isoformas, entre ellas, At-PIF6-α presenta todos
sus exones en el ARNm maduro mientras que At-PIF6-β saltea un exón dando lugar a un codón
stop prematuro; por ende, codifica una proteína trunca caracterizada por la ausencia del dominio
de unión al ADN (Narsai et al., 2017; Penfield et al., 2010). At-PIF6-α predomina antes de la
imbibición de la semilla y At-PIF6-β es dominante frente a estratificación en oscuridad entre 12 a
48 horas (Narsai et al., 2017). A pesar de que la isoforma At-PIF6-α no presenta una función
evidente durante la germinación, la sobre-expresión de la isoforma At-PIF6-β reduce la dormición
de las semillas comparada con el genotipo salvaje. Esto implicaría que tiene un rol activo en este
proceso (Penfield et al., 2010).

● Factores relacionados al proceso de splicing.

Nuestro grupo de trabajo demostró mediante una secuenciación masiva de ARNs (RNA-seq) que
226 genes muestran cambios en sus patrones de SA en semillas salvajes Col-0 frente a
tratamientos de Rp vs. RLp. Al clasificarlos por su función, la mayoría de estos genes codifican
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factores relacionados con el procesamiento de los ARNs, en particular, con el proceso de splicing
(i.e. At-SR30, At-RS31a, At-RS31, y At-U2AF65A) y genes asociados a la señalización por luz y
dormición (i.e. At-PIF6 y At-DRM1) (Tognacca et al., 2019). Además, phyB es responsable de los
cambios en los patrones de SA de At-U2AF65A y At-PIF6, mientras que los otros eventos de
splicing son independientes de dicho fitocromo (Tognacca et al., 2019).

También obtuvimos datos preliminares que sugieren que At-RS31 es un regulador positivo de la
germinación mediada por la luz, ya que las semillas que sobre-expresan la isoforma codificante
(mRNA1OX) presentan mayores niveles de germinación, incluso en condiciones subóptimas de luz,
comparado con el genotipo salvaje Col-0 (Tesis de licenciatura de L. Servi, 2019).

Por lo tanto, el punto de partida de la presente Tesis de licenciatura es ampliar el conocimiento
que tenemos acerca del rol de At-RS31 en la regulación de la salida de la dormición y promoción
de la germinación por luz en semillas de A. thaliana.
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OBJETIVOS

● Llevar a cabo una breve investigación sobre un tema específico realizando técnicas de
biología molecular y fisiología vegetal.

● Conocer los mecanismos básicos del splicing alternativo y familiarizarme con las técnicas
y herramientas que permiten su estudio.

● Caracterizar el rol del factor de splicing At-RS31 durante la salida de la dormición y
promoción de la germinación por luz en semillas de A. thaliana.

● Evaluar la función de At-RS31 en otros estadíos del ciclo de vida como son la floración y el
desarrollo temprano de la plántula.

● Analizar los cambios en los patrones de splicing alternativo de genes asociados al
metabolismo del ARNm como así también de genes involucrados en las vías de
señalización por luz o en la regulación de la germinación.

HIPÓTESIS
El splicing alternativo es un mecanismo fisiológicamente relevante en las semillas que confiere
una fina regulación de la expresión génica permitiéndoles responder y adaptarse a los cambios en
las condiciones de su entorno, como es la luz incidente, lo que determina decisiones
fisiológicamente relevantes como la salida de la dormición y la germinación. Más específicamente,
el factor de splicing At-RS31, tiene un rol relevante en la inducción de la germinación por luz en
semillas de A. thaliana, por medio de la modulación de su patrón de splicing.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Material genético utilizado.
Se utilizaron semillas del genotipo salvaje Col-0, como así también mutantes (rs31, mutante por
inserción de ADN-T en el exón 5 de At-RS31, Salk_021332) y diferentes líneas transgénicas
(mRNA1OX y RS31genOX) del gen At-RS31. La línea transgénica mRNA1OX sobre-expresa el cDNA
de la isoforma mRNA1, la única codificante, bajo el promotor 35S del virus del mosaico del coliflor
(CaMV). La línea transgénica RS31genOX sobre-expresa el gen completo, exones e intrones sin el
3’UTR, para dar una proteína de fusión a la proteína fluorescente verde (GFP) bajo el promotor
endógeno (3 kb río arriba del sitio de inicio de la transcripción).

Condiciones de crecimiento de las plantas.
Las semillas de A. thaliana se sembraron en macetas con sustrato (Growmix® Multipro™,
Terrafertil) en condiciones de día largo [16 hs. luz/8 hs. oscuridad, PAR= 117 µmol·m−2·s−1] con
una temperatura promedio de 21±2°C hasta el momento de la cosecha. Las plantas se cultivaron
en simultáneo y sus semillas se cosecharon cuando al menos dos tercios de los frutos se
encontraban maduros y secos. Las semillas de cada genotipo se cosecharon pooleando al menos
cinco plantas. Luego se almacenaron en tubos con pequeños orificios dentro de una caja cerrada
con sílica gel a temperatura ambiente y oscuridad por 48 hs. Posteriormente se mantuvieron en
oscuridad a -80°C (para mantener el estado de dormición primaria) hasta que se realizaron los
experimentos.
Para los ensayos de germinación se trabajó con semillas que se encontraban en estados
fisiológicos idénticos. Es importante trabajar con semillas que hayan sido reproducidas de plantas
madre cultivadas en idénticas condiciones, para evitar así efectos interferentes producto de la
influencia del ambiente materno sobre la germinación (Donohue et al., 2005).

Ensayos de germinación.
Se sembraron tres réplicas biológicas de 20-30 semillas, cada una en cajas de plástico
transparente (40 x 33 x 15 mm) conteniendo 5 mL de agar al 0,8% (p/V) en agua destilada (Fig. 9).

Figura 9: caja plástica transparente conteniendo agar al 0,8% (p/V) con las semillas ya sembradas de los
genotipos Col-0, mRNA1OX, RS31genOX y rs31.
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Para evitar efectos indeseados de proporciones relativamente altas de Pfr presentes en las
semillas secas, las semillas se embebieron durante 2 horas en oscuridad y luego se irradiaron con
un pulso saturante de RL (RLp, 20 minutos) para establecer un mínimo fotoequilibrio en orden de
reducir la germinación en la oscuridad lo más posible. Luego, las cajas se envolvieron con bolsas
plásticas negras y se incubaron en oscuridad en dos condiciones de temperatura durante uno y
tres días (d): 1) estratificación a 5°C. A estos tratamientos los denominamos 1dx5°C y 3dx5°C, y 2)
incubación a 21°C. A estos tratamientos los denominamos 1dx21°C y 3dx21°C.
Luego de este período se irradiaron las semillas con un pulso saturante R (Rp) o RL durante 20
minutos, manteniendo un control en oscuridad. Después de los tratamientos de luz, las cajas se
envolvieron nuevamente con bolsas de plástico negras y se incubaron a 21°C durante 3 días antes
de determinar la germinación. El criterio de germinación fue la emergencia de la radícula a simple
vista (Fig. 10).

Figura 10: protocolo experimental utilizado para los experimentos de germinación.

Ensayos de post-maduración.
Los experimentos de post-maduración se realizaron a los 0, 8, 14, 21, 28 y 35 días posteriores a la
cosecha. Para el día 0 se utilizaron semillas frescas recién cosechadas y para el resto de los días
se utilizaron las semillas de la misma cosecha que fueron almacenadas con sílica gel a
temperatura ambiente en oscuridad durante el tiempo que duró el experimento (post-maduración
en seco). Se siguió el protocolo de germinación descripto en “Ensayos de germinación”.

Ensayos de reversibilidad R/RL.
Se estratificaron las semillas durante 3 días a 5°C en oscuridad y luego se irradiaron durante 20
minutos de la siguiente forma: Rp, RLp, Rp+RLp, RLp+Rp. Luego se incubaron las semillas durante
3 días a 21°C, momento en el que se contó la germinación (Fig. 11).
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Figura 11: protocolo experimental para el conteo de germinación en ensayos de reversibilidad R/RL.

Ensayos de dormición secundaria.

Se evaluó la germinación de las semillas en respuesta a la incubación en oscuridad a 21°C. Una
vez sembradas, todas las semillas fueron expuestas a un pulso de 20 minutos de RL con el
propósito de establecer niveles de Pfr mínimos e idénticos entre las semillas de los distintos
genotipos. Luego del período variable de imbibición en oscuridad (uno, tres y siete días a 21°C) se
irradiaron las semillas con un pulso de R y RL, manteniendo un control en oscuridad. Finalmente,
se evaluaron los porcentajes de germinación 72 hs luego de finalizados los tratamientos
lumínicos.

Establecimiento temprano de la plántula en condiciones de estrés
por ABA.
Se sembraron tres réplicas biológicas de 25 semillas en placas de Petri conteniendo 30 mL de
medio MS o medio MS suplementado con ABA 1uM y se estratificaron a 5°C durante 3 días en
oscuridad. Luego se transfirieron a luz blanca continua y se evaluó la germinación a las 48 hs
posteriores a la irradiación, tomando como criterio la emergencia de la radícula. A los 7 días se
contaron cotiledones completamente abiertos y verdes, tomando como criterio los estadíos 0.5 y 1
de acuerdo a Boyes et al. (2001). A los 9 días se evaluó la aparición de hojas verdaderas en las
plántulas.
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Ensayo de floración.
El tiempo a floración se evaluó tanto en condiciones de día largo (16 hs. luz/8 hs. oscuridad) como
de día corto (8 hs. luz/16 hs. oscuridad, PAR = 117 µmol·m−2·s−1) y temperatura promedio de
21±2°C. A cada planta se le contó el número total de hojas principales en la roseta hasta el
momento de aparición del botón floral, es decir, el momento en el que se produce la transición de
desarrollo vegetativo a desarrollo reproductivo, como indicador de la duración de la fase vegetativa
(Poethig, 1990), sin incluir los cotiledones.

Extracción y cuantificación del ARN.
Se realizó la extracción del ARN de 2-3 muestras biológicas de semillas (5 mg cada una) para cada
tratamiento evaluado. Las semillas se sembraron sobre papel de filtro embebido en agar-agua al
0,8 % (p/V). El protocolo experimental fue igual al mencionado en el punto “Ensayos de
reversibilidad R/RL” , pero luego de los pulsos saturantes de luz (Rp, RLp, Rp+RLp y RLp+Rp), las
semillas se incubaron a 21°C en oscuridad durante 12 hs, momento en el que se procedió a la
cosecha de las muestras (Fig. 12). Estas muestras se almacenaron a -80°C hasta que se realizó la
extracción del ARN.

Figura 12: protocolo experimental para la cosecha de semillas irradiadas destinada a extracción de RNA

Como paso inicial se realizó el procesamiento de las muestras en nitrógeno líquido para evitar la
degradación del ARN. Se repitió este paso hasta obtener un fino polvo, utilizando mortero y pilón.
El ARN total de las semillas se extrajo utilizando el kit Spectrum™ Plant Total RNA (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se comenzó con el lisado de
tejidos de la muestra. Se sacó del nitrógeno líquido a cada tubo conteniendo el polvo de semillas, y
rápidamente se le agregaron 500 uL de lysis solution con β-Mercaptoetanol. Se vortexeó
inmediatamente por 30 segundos. Se incubó la muestra por 3-5 minutos a temperatura ambiente.
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Para descartar los restos celulares, se centrifugó a máxima velocidad por 3 minutos para que
queden depositados en el pellet. Se pipeteó el sobrenadante en una columna de filtración (con
anillo azul) colocada sobre un tubo de recolección de 2mL. Antes de pipetear, se posicionó el tip
por debajo de la capa flotante y lejos del pellet. No era tan importante si se llevan partículas de la
capa flotante, pero si había que evitar tocar el pellet. Se centrifugó por 1 minuto a velocidad
máxima. Se reservó el líquido que quedaba en el tubo de recolección. Si todo el líquido no pasó por
la columna, se re-centrifugaba por 3-5 minutos. Para la adhesión del RNA a la columna, en este
caso utilizamos el “protocolo A” de la guía de usuarios de la empresa, ya que se consideró que las
semillas tienen bajos niveles de RNA. Se pipetearon 750uL de Binding solution en el tubo que
contenía el líquido y se mezcló inmediatamente resuspendiendo con la pipeta o mediante un
vortex corto. No se centrifugó en este paso. A continuación, se pipetearon 700uL de la mezcla
anterior en la columna de adhesión (con anillo rojo). Se centrifugó 1 minuto a velocidad máxima
para adherir el RNA. Se descartó el líquido remanente volteando el tubo de recolección, y
limpiando en papel absorbente. Se devolvió la columna al tubo de recolección. Se repitió con lo
que quedaba de mezcla. Después se realizó el primer lavado. Se pipetearon 500 uL de wash
solution 1 en la columna. Se descartó el líquido remanente volteando el tubo de recolección, y
limpiando en papel absorbente. Se devolvió la columna al tubo de recolección. Para el segundo
lavado, se pipetearon 500ul de wash solution 2 (que ya estaba preparada con etanol) a la columna.
Se centrifugó a máxima velocidad por 30 segundos. Se descartó el líquido remanente volteando el
tubo de recolección, y limpiando en papel absorbente. Se devolvió la columna al tubo de
recolección. Para el tercer lavado, se pipetearon otros 500ul de wash solution 2 a la columna. Se
centrifugó a máxima velocidad por 30 segundos. Se descartó el líquido remanente volteando el
tubo de recolección, y limpiando en papel absorbente. Se devolvió la columna al tubo de
recolección. Posteriormente, se secó la columna centrifugando 1 minuto a velocidad máxima. Al
retirar de la centrífuga, había que tomar cuidado de que el líquido no toque la columna. Pero, si lo
tocaba accidentalmente, se volvía a centrifugar por 30 segundos a máxima velocidad. A
continuación, para la primera elución, se transfirió la columna a un nuevo tubo recolector de 2ml.
Se pipetearon 50ul de H2Od. Se usó H2Od en vez de elution solution para evitar las sales y otros
componentes que pueden interferir posteriormente de forma negativa en las RTs y PCRs. Se
pipeteó directamente al centro de la columna (sin tocarla). Se dejó asentar durante 1 minuto. Se
centrifugó 1 minuto a velocidad máxima. De esta forma, quedó el ARN purificado en el eluído. Se
guardó a -80°C hasta su uso.

El ARN se cuantificó utilizando el equipo Nanodrop. Teniendo en cuenta que los ácidos nucleicos
presentan su máximo de absorción a 260 nm y que las proteínas lo hacen a 280 nm, se evaluó la
relación de absorbancias en estas dos longitudes de onda para determinar la pureza del material
genético (relación 260/280). Una relación óptima de trabajo ronda el valor de 2. Se procedió luego
a la determinación de la calidad del ARN mediante la corrida en un gel de agarosa 1,5% con
Bromuro de Etidio y 0,5 % de hipoclorito de sodio (comercial) con el fin de descartar la posible
presencia de ADN en la muestra o de ARN degradado. El hipoclorito de sodio es capaz de inhibir la
acción de las enzimas que degradan ARN (Aranda et al., 2012).

Síntesis del ADN copia (ADNc) a partir del ARN obtenido.
Una vez obtenido el ARN, se sintetizó el ADNc realizando una retrotranscripción (RT) con la enzima
M-MLV Reverse transcriptase (Sigma). Para esto, se utilizó un volumen equivalente a 1000 ng de
ADNc + H2O hasta un volumen final de 14 μL. Se incubó durante 5 minutos a 65 °C y luego se
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mantuvo esta solución en hielo durante 1 minuto. Se adicionaron 6 μL de la mix de RT [1 μL de
M-MLV Reverse Transcriptase Enzyme (200 U/μl) + 2 μL First Strand Buffer 10X + 1 μL de dNTPs
mix 10 mM + 1 μL de oligodT 0,5 ug/uL + 1 μL de H2O], obteniendo un volumen final de reacción de
20 μL. Esta solución se incubó durante 1 hora a 37 °C, 5 minutos a 95 °C y luego se mantuvo en
hielo o -20 °C para posterior uso.

Análisis de eventos de splicing alternativo y cuantificación de
abundancia relativa de isoformas mediante PCR semi-cuantitativa.

El ADNc obtenido mediante la RT se utilizó para realizar las reacciones de PCR semi-cuantitativa
con el fin de obtener los patrones de splicing de los diferentes genes evaluados. Los primers
fueron diseñados para cada gen de forma tal que fueran capaces de amplificar las diferentes
isoformas derivadas del gen, estableciéndose así una competencia de los moldes con los primers,
resultando en una mayor abundancia del producto de PCR específico de una isoforma en particular
cuanto más abundante sea ésta como molde en la muestra. Las secuencias de los primers
utilizados se encuentran en la Tabla 1. Para cada reacción de PCR, se incubaron 2 μL del ADNc
resultante de la RT (diluido en ½ hasta tener una masa de 500 ng de cDNA) con 18 μL de la mix de
PCR [0,4 μL primer forward + 0,4 μL primer reverse + 0,2 μL de T-Plus Free ADN polimerasa 500 U
(5.000 U/ml) Inbio Highway + 2 μL buffer de reacción TAS 10 X + 2 μL PVP 10x + 2,4 μL cloruro de
magnesio 25 mM + 0,4 μL dNTPs mix 10 mM + 10,2 μL H2Od]. El ciclado térmico varió para cada
gen evaluado. Los productos de la PCR se separaron en gel de agarosa y la abundancia relativa de
las isoformas (bandas en el gel) se cuantificó utilizando el software ImageJ
(https://imagej.net/Welcome). Con los datos de densitometría se calcularon los valores de los
índices de splicing (IS) como la abundancia de la isoforma más larga relativa a los niveles de todas
las isoformas posibles para cada gen evaluado. Se estudiaron las respuestas de At-RS31 y otros
genes que participan en procesos relacionados con el metabolismo del ARN como así también
genes involucrados en los procesos de dormición y germinación (At-ABI3, At-ABI5 y At-PIF6, entre
otros).
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Gen Locus Nombre Secuencia

At-U2AF65A AT4G36690 U2AF65-E10-Fw TGCACAGCAGCAAATAGCTT

pp198-Rv GGCCTGCCACTGGCTGACCATTGG

At-RS31 AT3G61860 RS31n-Spl-Fw TCGGATCTGGAACGGTTG

RS31n-Spl-Rv CAGTGTCTTTGTAGGCTTCAG

RS31-endo-Fw GTTTTTCGTTTCTTCTCCGATTG

RS31-endo-R GAACCAAGTAACAGATCGTG

At-SR30 AT1G09140 SR30-E6-Fw CATGCGCAAAGCTGGAGATG

SR30-Rv TTTCATTTTCAACCAGATATCAC

At-DRM1 AT1G28330 DRM1spl-Fw CTCCAACATCTTTGATAAACC

DRM1spl-Rv TTGAGTCACCGCTGTACAAC

At-PIF6/At-PIL2 AT3G62090 PIF6Fsplice AAAACGAAATGCAGAAGCGTATAA

PIF6Rsplice TGTCATATAATTGATTGCTTCATCCA

At-ABI3 AT3G24650 ABI3spl-Fw TTCCTTTACTTGAATCTCCACC

ABI3spl-Rv2 CTCGGTTGTCTTACTTTAACC

At-ABI5 AT2G36270 ABI5-F TGGAGAGAAGACAGAGGAG

ABI5-R CCCTTGACTTCAAACTCTC

At-ANAC060 AT3G44290 ANAC0601 GATTTCTACTTATCAAGTGAG

ANAC0602 ATAGAAATCTTCTTCACTAGG

At-HAB1 AT1G72770 HAB1-F1 TGAAGGAAAAATTGGTAGAGCC

HAB1-R1 TCAGGTTCTGGTCTTGAACTTTC

At-SnRK2.2 AT3G50500 SnRK2.2-F TCACCAAGGAGCTTGTTGCTG

SnRK2.2-R GTTGGGAATGAAGAACAGAAG

At-SnRK2.3 AT5G66880 SnRK2.3-F TTCTGGTAATTTCGGTGTTG

SnRK2.3-R CATTATGATAGCCAGATGAG

Tabla 1: Primers utilizados en las reacciones de RT- PCR.
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Análisis estadístico.
Para evaluar diferencias significativas en la respuesta de germinación de las semillas, la apertura
de cotiledones, la aparición de hojas verdaderas, el número de hojas a floración y el índice de
splicing, se utilizó un modelo de comparación de medias (ANOVA) de dos factores (genotipo y
tratamiento / día de post-maduración) con Infostat versión 2020. Los valores de porcentaje de
germinación de cada tratamiento lumínico fueron transformados mediante la transformación
angular para la evaluación estadística. En caso de presentar diferencias significativas (p<0,05), se
procedió a realizar contrastes por el método de Tukey, manteniendo el otro factor constante.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Rol de At-RS31 durante la salida de la dormición y promoción de la
germinación por luz.

(A) Respuestas de reversibilidad al R/RL.

En A. thaliana la promoción de la germinación por luz es mediada por los fitocromos. Cuando las
semillas reciben un pulso de luz Roja (Rp), se establecen niveles altos de Pfr en las mismas, y la
germinación es promovida a través de la acción del phyB y otros fitocromos estables (Botto et al.,
1995; Hennig et al., 2002; Arana et al 2014). Una característica fundamental de este tipo de
respuesta es su reversibilidad: es posible inactivar el estímulo disparado mediante la acción de un
pulso de RL (RLp). Es importante destacar que esta reversibilidad tiene lugar en un período de
tiempo finito (Mancinelli, 1994).
Decidimos evaluar las respuestas R/RL reversibles en semillas que fueron embebidas en
agar/agua y mantenidas en oscuridad por 3 días a 5°C. Luego recibieron un Rp, RLp o
combinaciones de ambos (Rp+RLp y RLp+Rp) durante 20 minutos. Finalizados los pulsos, las
semillas se mantuvieron en oscuridad durante tres días a 21°C, momento en que se contó la
germinación.
Se encontraron diferencias significativas tanto dentro del factor luz (p<0,0001) como del factor
genotipo (p<0,0001). La interacción entre ambos factores también resultó significativa (p<0,0001).
Las semillas salvajes Col-0 germinan un 98% en respuesta al Rp y un 42% en respuesta al RLp,
indicando que el 56% de la población de semillas germina mediante la acción del phyB. Cuando las
semillas Col-0 reciben un RLp y luego un Rp, la germinación se incrementa al 100% y no difiere de
la respuesta frente a Rp pero sí de la del RLp. En el caso inverso, cuando reciben un Rp y luego un
RLp, la respuesta disminuye al 70% (Fig. 12).
Las semillas que sobre-expresan la isoforma codificante de At-RS31 (mRNA1OX) germinan al
100% independientemente del tratamiento lumínico recibido. Las semillas RS31genOX
(sobre-expresan el gen completo, exones e intrones) germinan un 100% en respuesta al Rp y un
57% en respuesta al RLp, siendo la fotorrespuesta del 43%. Cuando son irradiadas primero con RLp
y luego con Rp, la germinación es del 98% (igual al tratamiento de R). En el caso inverso, cuando el
último pulso es un RLp, la germinación es del 47% (igual al tratamiento de RLp) (Fig. 12).
Las semillas mutantes rs31 germinaron en un 100% independientemente del tratamiento lumínico
recibido (Fig. 12).
Estos datos nos permiten concluir que las semillas que sobre-expresan la isoforma codificante de
At-RS31 (mRNA1OX) son insensibles a la luz. Paradójicamente, algo similar ocurre con las semillas
mutantes rs31 en este experimento particular.
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Figura 12: Las semillas que sobre-expresan la isoforma codificante de At-RS31 (mRNA1OX) son
insensibles a la luz. Las semillas se estratifican durante tres días previo a los tratamientos lumínicos. Cada
barra representa la media ± desvío estándar (n=3). Las diferencias se detectaron mediante ANOVA de dos
factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p >
0,05). Rp: pulso de luz rojo; RLp: pulso de luz rojo lejano.

(B) Post-maduración en seco y salida de la dormición por luz y frío.
Sabiendo que factores como la post-maduración en seco y la estratificación disminuyen la
dormición de las semillas (Benech-Arnold et al., 2000; Yamauchi et al., 2004; Penfield et al., 2005,
Oh et al., 2005), diseñamos diferentes experimentos que nos permitieran evaluar cómo afectan el
desempeño germinativo en semillas mutantes y líneas transgénicas de At-RS31.
Las semillas cosechadas de plantas cultivadas a 21°C en fotoperíodo de día largo fueron
almacenadas en un ambiente seco y en oscuridad a una temperatura constante de 20°C. A
distintos tiempos de post-maduración de las semillas (0, 8, 14, 21, 28 y 35 días) se realizaron los
ensayos de germinación. Para esto, las semillas fueron embebidas en agar/agua y mantenidas en
oscuridad por 1 día a 5°C. Luego recibieron un Rp, un RLp o se mantuvieron durante 72hs en
oscuridad a 21°C, momento en el que se contó la germinación.
A los cero días de post-maduración, las semillas salvajes Col-0 germinan más del 90% en
respuesta al Rp. En estas mismas condiciones, las semillas mRNA1OX, RS31genOX y rs31
germinan 100%. Tanto con el RLp como en oscuridad, la germinación de las semillas mRNA1OX es
entre un 40% y 20% mayor que Col-0, respectivamente (Fig. 13).
A los ocho días de post-maduración, las semillas salvajes Col-0 germinan un 20%, mientras que las
semillas mRNA1OX germinan un 80% en respuesta al Rp. La germinación disminuye drásticamente
para ambos genotipos, con menos de un 10% de respuesta en RLp y 0% en oscuridad (Fig. 13).
A los 14 días, el 90% de las semillas Col-0 que reciben el Rp germinan y, por su parte, el 100% de
las mRNA1OX. El RLp no promueve la germinación de las semillas salvajes Col-0 (menos del 10%)
pero sí es suficiente para promover la germinación de las semillas mRNA1OX (∼60%). En
oscuridad, los niveles de germinación son despreciables para las semillas salvajes Col-0 (0%) y
bajos para las semillas mRNA1OX (∼20%) (Fig. 13).
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A los 21 días de post-maduración, las semillas salvajes Col-0 germinan un ∼90% en respuesta al Rp
mientras que las mRNA1OX germinan 100%. Las semillas salvajes Col-0 germinaron 40% en
respuesta al RLp mientras que las semillas mRNA1OX germinan un 90%. De manera similar, en
oscuridad, la germinación de las semillas mRNA1OX es un 50% mayor que la de Col-0 (Fig. 13).
A los 28 días, la germinación de las semillas salvajes Col-0 es de un 60% y la de las mRNA1OX
mayor al 80% cuando son irradiadas con un Rp. En respuesta al RLp y en oscuridad, las semillas
salvajes Col-0 no germinan mientras que las mRNA1OX germinan entre un 20% y un 10 %,
respectivamente (Fig. 13).
Las semillas salvajes Col-0 y las mRNA1OX irradiadas con Rp muestran el 100% de respuesta de
germinación a los 35 días. En oscuridad y con el RLp, las semillas mRNA1OX germinan entre un
30% y 50% más que las semillas salvajes Col-0, respectivamente (Fig. 13).
Como tendencia se observa que las semillas RS31genOX y rs31 se comportan como Col-0 en su
respuesta de germinación en las condiciones evaluadas, independientemente de los días de
post-maduración o tratamiento lumínico evaluados (Fig. 13).

Estos datos sugieren que la sobre-expresión de mRNA1 altera la sensibilidad a la luz de las
semillas, específicamente, las semillas mRNA1OX son hipersensibles a la luz.

Figura 13: La isoforma mRNA1 de At-RS31 es hipersensible a la luz en semillas de A. thaliana. Respuesta
de la germinación (%) en función de los días de post-maduración en semillas estratificadas en oscuridad
durante un día e irradiadas con un (A) Rp, (B) RLp, y (C) su control en oscuridad. Los valores representan la
media ± desvío estándar (n=3).

Adicionalmente, evaluamos las respuestas de germinación cuando las semillas se estratifican
durante un período mayor, de tres días. En semillas frescas recién cosechadas (0 días de
post-maduración), el Rp indujo un 100% de germinación de las semillas salvajes Col-0 y de las
mRNA1OX. Tanto en respuesta al RLp como en oscuridad, las semillas mRNA1OX germinan un
30% y 50% más que Col-0, respectivamente (Fig. 14).
Entre los ocho y 21 días de post-maduración inclusive, las semillas Col-0 y mRNA1OX mantienen
los mismos niveles de germinación en respuesta al Rp (100%). A los ocho días, las semillas
mRNA1OX irradiadas con un RLP o mantenidas en oscuridad germinan un 60% y un 30% más que
las semillas salvajes Col-0, respectivamente (Fig. 14).
A los 14 días de post-maduración, cuando se irradian las semillas con un RLp, Col-0 germina un
15% mientras que las semillas mRNA1OX germinan un 80%. En oscuridad, las semillas mRNA1OX
germinan un 60% más que Col-0 (Fig. 14).
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A los 21 días de post-maduración, las semillas mRNA1OX germinan un 50% y un 70% más que
Col-0 al ser irradiadas con un RLp o mantenidas en oscuridad, respectivamente (Fig. 14).
Tanto en semillas Col-0 como en mRNA1OX, los niveles de germinación son del 90% a los 28 días
en respuesta al Rp. La germinación de mRNA1OX es un 60% y 70% mayor que mRNA1OX con un
RLp y en oscuridad, respectivamente (Fig. 14).
A los 35 días de post-maduración, tanto las semillas salvajes Col-0 como las mRNA1OX germinan
un 100% en respuesta al RLp. Las semillas mRNA1OX germinan un 70% y un 60% más que las
semillas salvajes Col-0 cuando se irradian con un RLp o se mantienen en oscuridad,
respectivamente (Fig. 14).
En líneas generales, las semillas transgénicas RS31genOX y mutantes rs31 se comportan de forma
similar a Col-0 en su respuesta de germinación en las condiciones evaluadas, independientemente
de los días de post-maduración o tratamiento lumínico evaluados (Fig. 14).

Estos datos sugieren que las semillas mRNA1OX germinan independientemente de la luz y que el
resto de los genotipos evaluados aún presentan dormición primaria y necesitan el estímulo de luz
R para germinar.

Figura 14: Las semillas mRNA1OX germinan independientemente de la luz. Respuesta de la germinación
(%) en función de los días de post-maduración en semillas estratificadas en oscuridad durante tres días e
irradiadas con un (A) Rp, (B) RLp, y (C) su control en oscuridad. Los valores representan la media ± desvío
estándar (n=3).

Estos datos sugieren que sobre-expresar la isoforma mRNA1 del factor de splicing At-RS31 afecta
la respuesta de germinación de las semillas, y que la isoforma mRNA1 es hipersensible al estímulo
lumínico recibido. Al mismo tiempo se podría pensar que la isoforma mRNA1 de At-RS31 es un
regulador positivo de la germinación.

(C) Post-maduración en seco y salida de la dormición por luz a 21°C.

Teniendo en cuenta que los niveles de dormición primaria que traen las semillas analizadas son
relativamente bajos y que la estratificación por uno o tres días fue suficiente para romper con la
misma, decidimos evaluar las respuestas de germinación a 21°C. Adicionalmente, en respuesta al
pulso de luz R, las semillas de todos los genotipos germinan en porcentajes cercanos al 100%.
Para ello, se utilizó otro pool semillas del mismo lote que en el apartado anterior (Post-maduración
en seco y salida de la dormición por luz y frío) y se evaluó la germinación a los 0, 8, 14 y 28 días de
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post-maduración. La única diferencia entre ambos tratamientos es la temperatura de incubación
previa a los tratamientos lumínicos.
A los 0 días de post-maduración, la imbibición a 21°C en oscuridad por 24 horas y el Rp es
suficiente para que germine más del 80% de las semillas salvajes Col-0 y el 100% de las semillas
mRNA1OX. En respuesta al RLp, las semillas mRNA1OX germinan un 70% más que las Col-0. En
oscuridad, esta diferencia es del 10% (Fig. 15).
A los 8 días de post-maduración, tanto las semillas salvajes Col-0 como las mRNA1OX germinan al
100% en respuesta al Rp. Con un RLp, la germinación de Col-0 es del 20% y la de mRNA1OX
alcanza el 90%. Las semillas mRNA1OX germinan un 50% más que las semillas salvajes Col-0
cuando son mantenidas en oscuridad (Fig. 15).
A los 14 días de post-maduración, el Rp promueve la germinación de las semillas salvajes Col-0 en
un 90% y la de mRNA1OX se mantiene al 100%. La germinación de las semillas salvajes Col-0 es
nula en respuesta al RLp mientras que las mRNA1OX germinan un 80%. En oscuridad, las semillas
mRNA1OX germinan un 70% más que las Col-0 (Fig. 15).
A los 28 días de post-maduración, todas las semillas germinaron un 100% en respuesta al Rp.
Tanto en respuesta a un RLp como en oscuridad, la germinación de las semillas mRNA1OX es un
60% mayor que Col-0 (Fig. 15).

Figura 15: Las semillas mRNA1OX germinan independientemente de la luz en semillas de A. thaliana.
Respuesta de la germinación (%) en función de los días de post-maduración en semillas incubadas en
oscuridad a 21°C durante un día e irradiadas con un (A) Rp, (B) RLp, y (C) su control en oscuridad. Los
valores representan la media ± desvío estándar (n = 3).

De manera similar a lo observado cuando las semillas se estratifican a bajas temperaturas, estos
datos sugieren que las semillas mRNA1OX germinan independientemente de la luz y que el resto
de los genotipos evaluados aún muestran dormición primaria y necesitan el estímulo de luz R para
germinar.

Adicionalmente, evaluamos las respuestas de germinación cuando las semillas se incubaron
durante tres días a 21°C. En semillas frescas recién cosechadas, el Rp promueve la germinación de
las semillas salvajes Col-0 en un 30% y un 100% en las semillas mRNA1OX. La germinación de las
semillas Col-0 fue nula tanto al ser irradiadas con un RLp, como en oscuridad. En contraste, las
semillas mRNA1OX germinaron un 50% y 10% en las respectivas condiciones (Fig. 16).
A los 8 días de post-maduración, la germinación de las semillas salvajes Col-0 es de un 60%
mientras que las mRNA1OX germinan un 100% en respuesta al Rp. Cuando se irradian con un RLp
o se mantienen en oscuridad, las semillas salvajes Col-0 germinan ∼10%. En esas condiciones las
semillas mRNA1OX germinan un 50% y un 70% más que Col-0, respectivamente (Fig. 16).
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El Rp es suficiente para que germine el 90% de las semillas salvajes Col-0 a los 14 días de
post-maduración, y el 100% de las mRNA1OX . En respuesta al RLp, la germinación de las semillas
salvajes Col-0 es nula y la de mRNA1OX es del 60%. La germinación en oscuridad disminuye al
10% en Col-0 y cercana al 80% en las mRNA1OX (Fig. 16).
Por último, el Rp promueve el 100% de germinación tanto en semillas salvajes Col-0 como en
mRNA1OX a los 28 días de post-maduración. Las semillas salvajes Col-0 germinan un 50% con un
RLp y un 30% en oscuridad. Las semillas mRNA1OX germinan más del 90% en ambas condiciones.
La respuesta de germinación de las semillas RS31genOX y rs31 mayormente no muestra un patrón
alejado del de Col-0 en las diferentes condiciones analizadas (Fig. 16).

Figura 16: Las semillas mRNA1OX germinan independientemente de la luz en semillas embebidas de A.
thaliana. Respuesta de la germinación (%) en función de los días de post-maduración en semillas incubadas
en oscuridad a 21°C durante tres días e irradiadas con un (A) Rp, (B) RLp, y (C) su control en oscuridad.
Tratamiento 3dx21°C. Los valores representan la media ± desvío estándar (n = 3).

Estos datos en conjunto nos permiten concluir que mRNA1 tiene un rol clave en la dormición
primaria (Figs. 13-16). Esto lo podemos observar al comparar los controles de luz RL y oscuridad
vs la luz R. Las semillas salvajes Col-0, RS31OX y rs31 tienen dormición primaria, reflejado en los
bajos niveles de germinación en RLp y oscuridad, necesitando del estímulo lumínico de luz R para
poder germinar. De forma interesante, esto no ocurre en semillas mRNA1OX, que son capaces de
germinar en valores cercanos al 100% independientemente del tratamiento lumínico.

Rol de At-RS31 en la entrada en dormición secundaria por
incubación en oscuridad a temperatura constante.
Analizamos la respuesta de las semillas a un pre-tratamiento a temperatura templada cuyo efecto
es inducir la dormición. Para ello, se incubaron las semillas en oscuridad durante uno, tres y siete
días a temperatura de 21°C. Luego del período de imbibición se expuso a las semillas a distintos
tratamientos de luz (Rp y RLp) y se mantuvo un control en oscuridad.
Se observaron diferencias en los perfiles de respuesta según el tipo de luz utilizado. La imbibición
en oscuridad por 1 día a 21°C y el Rp es suficiente para que germine más del 80% de las semillas
salvajes Col-0 y el 100% de las semillas mRNA1OX (Fig. 17, A).
Cuando las semillas se incuban durante 3 días se observa una disminución significativa de la
respuesta del 50% respecto al tratamiento de un día en las semillas salvajes Col-0 mientras que las
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semillas mRNA1OX mantienen la germinación al 100%, indicando que la incubación prolongada en
oscuridad a temperatura constante de 21°C indujo la entrada en dormición secundaria en las
semillas salvajes Col-0 pero no en las mRNA1OX en respuesta al Rp (Fig. 17, A). Estos niveles de
germinación se mantuvieron iguales para ambos genotipos cuando las semillas se incubaron
durante siete días (Fig. 17, A).
Los porcentajes correspondientes a la inducción por luz RL fueron casi nulos en semillas salvajes
Col-0 en las tres condiciones de pre-tratamiento evaluadas mientras que las semillas mRNA1OX
germinan un 81%, 52% y 23% a los uno, tres y siete días a 21°C, respectivamente (Fig. 17, B). Esto
evidencia que la dormición secundaria sí puede establecerse en las semillas mRNA1OX.
Las semillas incubadas en oscuridad no germinaron en ninguno de los pre-tratamientos evaluados
(Fig. 17, C).
Las semillas RS31genOX disminuyeron significativamente los niveles de germinación en un 30%
en respuesta al Rp tanto en tres vs un día como en siete vs tres días, sugiriendo que entraron en
dormición secundaria (Fig. 17, A). Las semillas mutantes rs31 se comportan igual que las
semillas salvajes Col-0 en todas las condiciones evaluadas (pre-tratamiento y luz) (Fig. 17, A-C).
Cuando las semillas Col-0, RS31genOX y rs31 reciben un Rp, se observa una inducción de la
dormición secundaria, reflejada en la disminución de la germinación, a medida que las semillas
son incubadas más tiempo en oscuridad a 21°C (Fig. 17, A). En oposición, las semillas mRNA1OX
no entran en dormición secundaria en las condiciones evaluadas en esta tesis. (Fig. 17, A). En
oscuridad, los niveles de germinación de todos los genotipos evaluados se mantienen nulos hasta
los 7 días (Fig. 17).

Figura 17: La isoforma mRNA1 de At-RS31 y su efecto sobre la dormición secundaria de las semillas
embebidas de A. thaliana. Respuesta de la germinación (%) en función de los días de incubación en
oscuridad a 21°C en semillas embebidas e irradiadas con un (A) Rp o (B) RLp, y (C) su control en oscuridad.
Los datos representan la media ± desvío estándar (n=3). Las diferencias se detectaron mediante ANOVA de
dos factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son significativamente diferentes
(p>0,05)

En conclusión, los datos sugieren que la isoforma mRNA1 también cumple un rol durante la
entrada en dormición secundaria en estas condiciones. De forma interesante, esto solo ocurre
cuando las semillas son irradiadas con un RLp y no con un Rp, pudiendo deberse al nivel de
sensibilidad a la luz de las semillas.
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Rol de At-RS31 en otros estadios del ciclo de vida.

● Establecimiento temprano de la plántula en condiciones de estrés por
ABA.

El momento de la germinación de la semilla determina en qué entorno crecerá la plántula y, por lo
tanto, define si el establecimiento de la plántula será exitoso. Visto y considerando que la
sobre-expresión de la isoforma codificante de At-RS31 provoca un aumento en los porcentajes de
germinación de las semillas embebidas de A. thaliana en diversas condiciones, incluso bajo
tratamientos que no promueven la germinación efectivamente o que, muy por el contrario, inducen
dormición secundaria, nos preguntamos cuál sería el comportamiento de las plántulas de los
cuatro genotipos en las etapas tempranas de desarrollo. En particular, si las semillas mRNA1OX
germinan indiscriminadamente ¿realmente se favorece el posterior establecimiento de la plántula
en tales situaciones ambientales? ¿afecta positivamente también el crecimiento y desarrollo de la
plántula?

Para responder estas preguntas, las semillas se estratificaron durante tres días en oscuridad en
placas de Petri conteniendo MS (control) o MS+ABA 1µM, y luego se transfirieron a luz blanca
continua.

Al evaluar la germinación a las 48 horas, las comparaciones de medias entre los tratamientos ABA
y MS mostraron diferencias significativas (p=0,0001). El factor genotipo también muestra
diferencias significativas (p<0,0001). Además, la interacción entre genotipo y tratamiento es
significativa (p=0,003). En ausencia de ABA (MS), la germinación de las semillas salvajes Col-0 es
del 100% y las semillas mRNA1OX y rs31 responden de manera similar a las semillas salvajes
(99% y 92% respectivamente, Fig. 18, B). En cambio, la germinación de las semillas RS31genOX fue
significativamente menor que las de semillas salvajes Col-0 (85%)(Fig. 18, B).

En presencia de ABA, todas las semillas disminuyen significativamente su nivel de germinación.
Las semillas salvajes Col-0 tienen una media del 3% de germinación mientras que las mRNA1OX
germinan un 40% más respecto a Col-0 (Fig. 18, B). No se encontraron diferencias significativas en
la respuesta de las semillas RS31genOX y rs31 respecto al genotipo salvaje (Fig. 18, B). Como es
esperable, la presencia de ABA en el medio de incubación inhibe la germinación de semillas,
siendo esta inhibición menor en las semillas mRNA1OX (Fig. 18).

Estos resultados sugieren que la isoforma codificante de At-RS31 afecta la sensibilidad de las
semillas al ABA.
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Figura 18: La isoforma mRNA1 de At-RS31 es un regulador positivo de la germinación bajo condiciones de
estrés abiótico (ABA 1µM) en las semillas embebidas de A. thaliana. Germinación de las semillas a los 2
días de haber sido irradiadas con luz blanca continua, en ausencia del ABA (MS) o en su presencia (MS+ABA
1µM). (A) Placas de Petri con plántulas de los diferentes genotipos analizados. (B) Germinación (%). Cada
barra representa la media ± desvío estándar (n=3). Las diferencias se detectaron mediante ANOVA de dos
factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son significativamente diferentes
(p>0,05).

Respecto a la apertura de los cotiledones a los 7 días, este parámetro difiere significativamente
entre el tratamiento que contiene ABA 1µM y medio MS control (p<0,0001), y entre genotipos
(p=0,0002) (Fig. 19, B). Por su parte, la interacción entre genotipo y tratamiento también es
significativa (p=0,002). En condiciones control (sin ABA), no hay diferencias significativas en la
apertura de cotiledones entre plántulas salvajes Col-0 y mRNA1OX (p>0,05; Fig. 19, B). La apertura
de cotiledones de plántulas RS31genOX es un 10% menor respecto al genotipo salvaje Col-0 (Fig.
19, B). En el caso de rs31, la apertura de cotiledones ronda el 88%, difiriendo significativamente de
las plántulas salvajes Col-0, pero no de los genotipos restantes (Fig. 19, B).

El ABA redujo significativamente la apertura de cotiledones en todos los genotipos evaluados. La
media de apertura en plántulas salvajes Col-0 es del 51%, mientras que en plántulas mRNA1OX es
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significativamente menor (24%; Fig. 19, B). La apertura de cotiledones en plántulas mutantes rs31
es significativamente menor respecto al genotipo salvaje (p>0,05) y mayor respecto a plántulas
mRNA1OX (Fig. 19, B). La apertura de cotiledones de plántulas RS31genOX no difirió del resto de
los genotipos evaluados (Fig. 19, B).

En concordancia con lo reportado en bibliografía, la apertura de los cotiledones se ve afectada
negativamente por la suplementación del ABA 1µM (p<0,0001). Nuestra evidencia experimental
sugiere que la apertura de los cotiledones disminuye tanto con la sobre-expresión de la
construcción completa de At-RS31 como con la de su isoforma mRNA1 (Fig. 19). Nuestros datos
sugieren que At-RS31 juega un rol negativo en este proceso en las plántulas de A. thaliana.

Figura 19: La isoforma mRNA1 de At-RS31 es un regulador negativo de la apertura de los cotiledones en
las plántulas de A. thaliana bajo condiciones de estrés abiótico (ABA 1µM). Apertura de cotiledones de
plántulas de 7 días crecidas bajo luz blanca continua, en ausencia de ABA (MS) o en su presencia (MS+ABA
1µM). (A) Placas de Petri con plántulas de los diferentes genotipos analizados. (B) Apertura de los
cotiledones (%). Cada barra representa la media ± desvío estándar (n=3). Las diferencias se detectaron
mediante ANOVA de dos factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son
significativamente diferentes (p>0,05).

52



La aparición de hojas verdaderas a los 9 días presenta diferencias significativas entre el
tratamiento con ABA 1µM y el control MS (p<0,0001), y también entre los genotipos (p<0,0001; Fig.
20, B). La interacción entre ambos factores es significativa (p=0,0002). En MS, el 100% de las
plántulas salvajes Col-0 desarrolla hojas verdaderas mientras que este valor es significativamente
menor en plántulas mRNA1OX respecto a Col-0 (91%, Fig. 20, B). El desarrollo de hojas verdaderas
es del 87% en plántulas mutantes rs31 y del 85% en plántulas RS31genOX y difieren
significativamente de plántulas Col-0 (Fig. 20, B).
Al suplementar con ABA, solo el 29% de las plántulas salvajes Col-0 es capaz de desarrollar hojas
verdaderas, y menos del 10% en las plántulas mRNA1OX (Fig. 20, B). En plántulas RS31genOX,
solo el 16% desarrolla hojas verdaderas y tal respuesta no se diferencia ni de Col-0 ni de
mRNA1OX (Fig. 20, B). El 32% de las plántulas mutantes rs31 desarrolla hojas verdaderas y no se
diferencia respecto del genotipo salvaje Col-0 pero sí respecto de genotipos mRNA1OX y
RS31genOX (Fig. 20, B).

La aparición de las hojas verdaderas se ve afectada negativamente por la suplementación del ABA
1µM (Fig. 20). Sin embargo, la sobre-expresión de la isoforma mRNA1 de At-RS31 no permite que
las plántulas desarrollen hojas verdaderas (Fig. 20, B), sugiriendo que la isoforma mRNA1 de
At-RS31 juega un rol negativo en este proceso en las plántulas de A. thaliana.
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Figura 20: La isoformamRNA1 de At-RS31 es un regulador negativo de la aparición de las hojas verdaderas
en las plántulas de A. thaliana bajo condiciones de estrés abiótico (ABA 1µM). Aparición de hojas
verdaderas en plántulas de 9 días crecidas bajo luz blanca continua, en ausencia de ABA (MS) o en su
presencia (MS+ABA 1µM). (A) Placas de Petri con plántulas de los diferentes genotipos analizados. (B)
Aparición de hojas verdaderas (%). Cada barra representa la media ± desvío estándar (n=3). Las diferencias
se detectaron mediante ANOVA de dos factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no
son significativamente diferentes (p>0,05).

El conjunto de estos resultados, nos sugiere que la isoforma codificante de At-RS31 afecta
negativamente el establecimiento temprano de las plántulas de A. thaliana bajo condiciones de
estrés abiótico (ABA 1µM) (Fig. 19 y 20).

● Tiempo a floración.
El proceso de floración es relevante porque refleja el éxito reproductivo de la planta y asegura la
supervivencia de la siguiente generación mediante la producción de semillas. Considerando que
mRNA1OX muestra fenotipos en germinación y desarrollo/establecimiento temprano de plántulas,
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nos preguntamos qué sucede en etapas más tardías, en particular, qué ocurre con la floración.
Para esto, se realizó un conteo del número total de hojas principales (sin cotiledones) en la roseta
hasta el desarrollo del botón floral de las plantas de los diferentes genotipos, tanto en fotoperíodo
de día largo como en día corto.

El fotoperíodo en el cual crecen las plantas de los diferentes genotipos influye significativamente
en la respuesta de las hojas a floración (p<0,0001; Fig. 21, A). En el fotoperíodo de día corto, las
plantas desarrollan más hojas que en día largo, independientemente del genotipo evaluado (Fig.
21, A). Asimismo, también hay diferencias entre algunos genotipos dentro de cada condición de
fotoperíodo (p<0,0001). Existe además una interacción significativa entre genotipo y fotoperíodo
(p=0,003). Por un lado, en el fotoperíodo de día corto, la media para Col-0 es de 32 hojas a
floración mientras que las plantas mRNA1OX presentan un valor significativamente mayor (64
hojas; Fig. 21, A). El número de hojas a floración de las plantas RS31genOX (39 hojas) no difiere
del genotipo salvaje Col-0 y es significativamente menor que el de plantas mRNA1OX (Fig. 21, A).
La media de rs31 es de 19 hojas a floración, valor significativamente menor que el resto de los
genotipos evaluados.
Por otro lado, en el fotoperíodo de día largo, la media para las plantas salvajes Col-0 es de 15 hojas
a floración mientras que las mRNA1OX presentan un valor significativamente mayor, de 42 hojas
(Fig. 21, A). Las plantas RS31genOX y mutantes rs31 tienen 15 y 16 hojas a floración en promedio,
respectivamente (Fig. 21, A). Tales valores no difieren de plantas salvajes Col-0 pero sí de de
mRNA1OX.

Estos datos sugieren que la sobre-expresión de mRNA1 retrasa el tiempo a floración (medido en
número de hojas), independientemente del fotoperíodo evaluado en contraste con Col-0 (Fig. 21,
A). En la fotografía de la Fig. 21, B se puede apreciar la floración más temprana de plantas salvajes
Col-0, RS31genOX y rs31 respecto de las plantas mRNA1OX, representado en un mayor número de
hojas en la roseta de ésta última y que todavía no presenta botón floral en el momento en que se
tomó la foto. En conclusión, la isoforma mRNA1 de At-RS31 es un regulador negativo de la
floración de A. thaliana.

Figura 21: La isoforma mRNA1 de At-RS31 es un regulador negativo de la floración de A. thaliana. (A)
Medias del número de hojas a floración en fotoperíodo de día corto (8hs L/16hs O) y largo (16hs L/8hs O).
(B) Fenotipo de plantas crecidas en día largo a 21°C. Cada barra representa la media ± desvío estándar
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(n=7). Las diferencias se detectaron mediante ANOVA de dos factores seguido de test de Tukey. Medias con
una letra común no son significativamente diferentes (p>0,05).

Como conclusiones de los resultados hasta aquí expuestos, podemos decir que las líneas
transgénicas mRNA1OX presentan fenotipo diferente que Col-0 en todos los estadios del ciclo de
vida aquí evaluados, desde su germinación y desarrollo temprano hasta la floración. Es un
regulador positivo de la germinación aún en condiciones subóptimas de luz (RLp, oscuridad) y
afecta la sensibilidad de las semillas al ABA. Interesantemente, en las fases subsiguientes del
desarrollo (establecimiento de plántulas) y crecimiento (floración), se desempeña como un
regulador negativo.

Rol de At-RS31 en el SA frente a respuestas de reversibilidad R/RL
durante la germinación.

Teniendo en cuenta que en algunos de los genotipos con los que trabajamos (Col-0) se modula la
respuesta fisiológica de la germinación según el último pulso de luz que reciben las semillas y en
otros no (mRNA1OX, Fig. 12), quisimos evaluar qué ocurría a nivel molecular. Considerando
además que At-RS31 codifica un regulador de splicing alternativo y que esto podría repercutir en la
respuesta de germinación per se, decidimos evaluar si los patrones de SA de genes de interés se
modulan según las respuestas de reversibilidad R/RL. Con tal fin, se cosecharon semillas Col-0 y
mRNA1OX que fueron irradiadas con un Rp, RLp, Rp+RLp y RLp+Rp, y posteriormente se extrajo su
ARN total. Luego se realizó RT-PCR de los genes de interés, para evaluar la abundancia de
isoformas y calcular el índice de splicing (IS) como la abundancia de la isoforma más larga relativa
a los niveles de todas las isoformas posibles para cada gen evaluado. Se realizó un ANOVA de dos
factores (luz y genotipo) para el IS. En caso de diferencias significativas (p<0,05), se realizaron los
contrastes a posteriori correspondientes con el método de Tukey, manteniendo el otro factor fijo.

En primer lugar, analizamos si los patrones de SA de genes involucrados en el proceso de splicing
presentan alteraciones y si tales alteraciones son producto de la reversibilidad R/RL.

● At-RS31
Los primers de splicing fueron diseñados de manera tal de distinguir los eventos de splicing
alternativo, el 3’SS alternativo que da lugar a la isoforma mRNA3 y el 5’SS alternativo (flechas
negras en Fig 22, A), que junto al 3’SS mencionado antes, da lugar al mRNA2 (o la inclusión del
exón alternativo). Los primers para identificar los transcriptos del gen At-RS31 endógeno, y
distinguirlos de la construcción sobre-expresante que llevan las mRNA1OX, fueron diseñados
considerando que la región no traducida 3’ (3’UTR) de At-RS31 no está presente en la construcción
(flechas rosas en Fig. 22, A). Se presentan imágenes de los geles crudos ya que la cuantificación
mostró mucha dispersión y no evidencia los cambios sustanciales que sí se ven en la
electroforesis. En las condiciones evaluadas, se identificaron las isoformas principales, mRNA3 y
mRNA1 (Fig. 22, D y E).

Al utilizar los primers para evaluar splicing, en las tres réplicas biológicas de semillas Col-0
irradiadas con un Rp, se observan bandas correspondientes a las isoformas mRNA1 y mRNA3,
siendo la primera la que más abundancia presenta (Fig. 22, D). En respuesta al RLp, se incrementa
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la abundancia (intensidad) de las bandas atribuibles a mRNA3 (Fig. 22, D). En los tratamientos
lumínicos para evaluar reversibilidad, los cambios son muy leves. Cuando el último pulso que
perciben las semillas es el R, hay una mayor proporción de mRNA3, y, contrariamente, cuando el
último pulso percibido es el RL, ésta disminuye y predomina más mRNA1 (Fig. 22, D). Es decir, se
perciben cambios que responden a la reversibilidad R/RL. Estos resultados sugieren que en
semillas Col-0 la luz R promueve el uso del 3’SS que deriva en el mRNA1 y, en RL, se estimula el
uso del 3’SS alternativo más proximal, que da lugar al mRNA3.
Entre las dos réplicas biológicas de semillas mRNA1OX, se pueden encontrar disparidades en sus
respectivos patrones de splicing. En general, solo una de las réplicas difiere marcadamente de
Col-0. Tanto con un Rp como con un RLp, la réplica de la derecha (en el gel) presenta únicamente
mRNA1 (Fig. 22, D). En cambio, la de la izquierda presenta un patrón de splicing intermedio, similar
al de las semillas salvajes Col-0. En esta línea que sobre-expresa el mRNA1, como es de esperar,
ante un Rp como último (o único) pulso, predomina la isoforma mRNA1. Cuando el último (o único)
pulso es un RLp, si bien predomina principalmente mRNA1, en la réplica de la derecha también se
observa mRNA3. Brevemente, las semillas Col-0 muestran cambios en el patrón de SA de At-RS31
según el último pulso de luz recibido. Si nos enfocamos en las mRNA1OX más extremas, en
contraste, no se observan cambios en los patrones de SA.

Con los primers para evaluar el patrón de SA del gen endógeno, en las tres réplicas biológicas de
semillas Col-0 irradiadascon un Rp o con RLp, se observan principalmente bandas (productos de
RT-PCR) correspondientes a mRNA1 (Fig. 22, E). Al irradiar primero con un Rp y luego con un RLp,
también abunda mRNA1 (Fig. 22, E). Pero cuando el último pulso es el R, si bien predomina
mRNA1, en alguna réplica se aprecian bandas leves correspondientes a mRNA3 (Fig. 22, E).
Evidentemente, por lo observado en Col-0 (sólo gen endógeno) con este par de primers no
tenemos suficiente sensibilidad para observar cambios causados por la luz en estas condiciones.
Entre las dos réplicas biológicas de semillas mRNA1OX, en algunos casos hay incongruencias en
sus respectivos patrones de SA. Sin embargo, en todos los tratamientos lumínicos, hay bandas
que corresponden tanto a mRNA3 como a mRNA1, siendo esta última isoforma más abundante
(Fig. 22, E). Esto sugiere que la sobre-expresión de mRNA1, promueve el uso del 3’SS alternativo
proximal de At-RS31. Es decir, la proteína RS31 regula el splicing de su propio gen (auto-regulación)
en semillas de A. thaliana.

● At-SR30
Los primers fueron diseñados para discriminar los eventos de splicing alternativo de 3’SS
alternativo en el intrón 10 (Fig. 22, B). El uso del 3’SS alternativo más proximal da lugar a la
isoforma P2. El uso del 3’SS más distal, río abajo del anterior, da lugar a la isoforma P1. En estas
condiciones, la corrida electroforética en geles de agarosa permitió identificar ambas isoformas
(no se muestra) obteniendo los respectivos índices de splicing, IS (Fig. 22, F).
Para At-SR30 existen diferencias entre algunas de las medias del IS de los genotipos (p=0,0001)
(Fig. 22, F). Algunas medias de los tratamientos lumínicos difieren entre sí (p<0,0001) y además la
interacción entre ambos factores es significativa (p=0,03)
En las semillas salvajes Col-0 que reciben un Rp, la media del IS de At-SR30 (0,11) se reduce
significativamente en un 40% en comparación con un RLp (0,50) (Fig. 22, F). Al irradiarlas primero
con un Rp y después con un RLp, el IS se mantiene elevado en promedio (0,43) y es comparable a
haber recibido solo un RLp, pero difiere de Rp (Fig. 22, F). La media del IS disminuye cuando recibe
a lo último un Rp (0,12), siendo este valor semejante a un único pulso R, pero difiriendo
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significativamente de RLp y de Rp+RLp (Fig. 22, F). La evidencia sugiere que en Col-0 el patrón de
SA de At-SR30 responde a la reversibilidad R/RL. La tendencia es que frente a la luz R el IS
disminuye, y frente a luz RL aumenta. En términos moleculares, en el primer caso se estimula el
uso del 3’SS distal de At-SR30 cuya isoforma generada es más “liviana” (P1). En el segundo, se
impulsa el evento 3’SS alternativo que da lugar a la isoforma más “pesada” (P2).
En las semillas mRNA1OX, la media del IS de At-SR30 es de 0,06 cuando son irradiadas con Rp
(Fig. 22, F). En cambio, el IS aumenta cuando reciben un RLp en promedio en un 20% (0,28) y
difiere significativamente de Rp (Fig. 22, F). La media del IS nuevamente disminuye cuando el
último pulso es de luz R (0,04) pero es comparable a un Rp y no a un RLp (Fig. 22, F). Cuando el
último pulso es de luz RL el IS aumenta en promedio (0,16) pero la respuesta es semejante a todos
los tratamientos lumínicos (Fig. 22, F). En otras palabras, cuando se involucra a la luz R como
último o único pulso, se promueve la generación de la isoforma P1. Con un único RLp, cambian los
patrones de SA y se favorece el evento 3’SS alternativo que produce la isoforma P2. Esto último no
se mantiene con Rp+RLp, dado que muestra una respuesta intermedia entre Rp y RLp. Los
resultados indican que en semillas mRNA1OX los cambios en el patrón de SA de At-SR30
responden parcialmente a la reversibilidad R/RL durante la germinación.

En síntesis, en las semillas Col-0 se regulan los patrones de SA de At-SR30 según el último pulso
lumínico recibido y mRNA1OX sólo responde parcialmente. La sobre-expresión de mRNA1
correlaciona con una mayor abundancia relativa de P1 en At-SR30, es decir, regularía su splicing y
la respuesta a la luz de este gen.

● At-U2AF65A
Los primers fueron diseñados para discriminar los eventos de splicing alternativo en el intrón 11.
La retención de todo el intrón 11 da lugar a la isoforma P2, y el uso de unos 3’SS alternativos dan
lugar a las isoformas P1, el proximal, y P3, el distal (Fig. 22, C). En este caso, el IS se calculó como
la abundancia de la isoforma P3 relativa a los niveles de todas las isoformas visualizadas.
Estrictamente, no es un índice de splicing.
No existen diferencias significativas entre las medias del IS de los genotipos salvaje y mRNA1OX
(p>0,05). Sin embargo, sí existen diferencias entre algunos de los tratamientos lumínicos
(p<0,0001). La interacción entre ambos factores no es significativa (p>0,05).

● En las semillas Col-0 irradiadas con un Rp, la media del IS de At-U2AF65A es de 0,45 y
aumenta significativamente al irradiarlas con un RLp hasta alcanzar 0,75 (Fig. 22, G). El IS
continua siendo elevado en promedio (0,79) cuando primero reciben un Rp y luego un RLp,
comparable a la respuesta frente a un único RLp, pero no a un Rp (Fig. 22, G). Cuando el
último pulso es un Rp, la media del IS es de 0,64 y no presenta diferencias comparado con
ningún tratamiento lumínico (Fig. 22, G). En los geles (no se muestran) se observa que el
aumento en el IS está dado por la generación mayoritaria de la isoforma P3. También se
observa que en respuesta a un Rp, se favorece la abundancia de la isoforma P1 y eso
disminuye el IS. Por lo cual, se promueve el uso del 3’SS alternativo distal en estas
condiciones. Por su parte, RLp+Rp muestra un patrón de SA intermedio, con mayor
abundancia de P3 y menor abundancia de P1. Los datos sugieren que los cambios en el SA
de At-U2AF65A en semillas salvajes Col-0 se modulan parcialmente según la reversibilidad
R/RL durante la germinación.

La media del IS de At-U2AF65A para mRNA1OX frente al Rp es de 0,42 (Fig. 22, G). Tal valor es
significativamente menor comparando el IS en respuesta a un RLp (0,72) (Fig. 22, G). Cuando el
tratamiento es Rp+RLp el IS (0,73) se mantiene comparable al RLp y distinto al Rp (Fig. 22, G). Al
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irradiar primero con un RLp y luego con un Rp, el IS es de 0,56 y no se diferencia de ningún
tratamiento lumínico (Fig. 22, G). En pocas palabras, el IS en el tratamiento con luz R difiere de
aquellos que tienen como único o último pulso un RLp. En los geles (no se muestran) se observa
un favorecimiento de la producción de P3 y eso aumenta en promedio el IS. En cambio, en
respuesta a un Rp aumenta la generación de P1 por medio del uso del 3’SS alternativo distal,
disminuyendo el IS en promedio. No obstante, el tratamiento RLp+Rp muestra un patrón de SA
intermedio entre Rp y RLp, reflejado en el IS. Los resultados sugieren que el patrón de SA de
At-U2AF65A en semillas mRNA1OX cambian de forma limitada a la reversibilidad R/RL durante la
germinación.

En resumen, los patrones de SA de At-U2AF65A en semillas salvajes Col-0 y mRNA1OX cambian de
la misma forma, principalmente entre un Rp y RLp, siendo la reversibilidad más sutil en la
respuesta observada.

El conjunto de estos resultados sugiere que durante la germinación por luz en semillas, los
patrones de SA de algunos genes que codifican factores de splicing responden a la reversibilidad
R/RL en semillas salvajes Col-0 (Fig. 22). No obstante, la sobre-expresión de mRNA1 parece
cambiar la regulación de los eventos de SA de estos genes, generando de alguna forma que los
patrones de SA no cambien frente a la luz o lo hagan parcialmente (Fig. 22).
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Figura 22: Genes que codifican factores de splicing y su respuesta de reversibilidad R/RL. Representación
esquemática de las isoformas de los genes (A) At-RS31, (B) At-SR30, (C) At-U2AF65A. Las flechas negras
representan la posición de los primers utilizados para la RT-PCR. En el caso de At-RS31, las flechas rosas
indican la posición de los primers para visualizar las isoformas obtenidas a partir del gen endógeno y las
flechas negras son utilizadas para ver todas las isoformas. Los exones se muestran como cajas (verde
codificante, azul no codificante), los intrones se muestran como líneas. Modificado de
https://boxify.boku.ac.at/. Imágenes representativas de geles de los patrones de splicing alternativo de (D)
At-RS31 y (E) At-RS31 endógeno en respuesta a los tratamientos lumínicos. Se marcan las posibles
isoformas visualizadas. Índice de splicing (IS) en función del tratamiento lumínico y los contrastes a
posteriori correspondientes para (D) At-RS31, (E) At-RS31 endógeno, (F) At-SR30, (G) At-U2AF65A. Cada
barra representa la media ± desvío estándar (nCol-0=3; nmRNA1OX=2). Las diferencias se detectaron mediante
ANOVA de dos factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son significativamente
diferentes (p>0,05).
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En segundo lugar, se examinaron los cambios en el SA de genes involucrados en la señalización
por luz y ABA.

● At-DRM1
Los primers fueron diseñados para distinguir la isoforma 1, exclusión del exón 3, de la isoforma
JS1, que lo incluye (Fig. 23, A).
Hay diferencias significativas entre las medias del IS del genotipo salvaje Col-0 y mRNA1OX
(p=0,003). Lo mismo ocurre para algunas de las medias del IS de los tratamientos lumínicos
(p=0,0006). Sin embargo, la interacción entre ambos factores no es significativa (p>0,05).
En las semillas Col-0 irradiadas con un Rp, la media del IS de At-DRM1 es de 0,62 y disminuye al
irradiarlas con un RLp hasta alcanzar 0,45 (Fig. 23, C). El IS es en promedio de 0,53 cuando las
semillas primero reciben un Rp y luego un RLp (Fig. 23, C). Cuando son irradiadas con un RLp y
luego un Rp, la media del IS es de 0,63 (Fig. 23, C). Entre todas estas condiciones, sólo hay
diferencias significativas entre los tratamientos RLp y RLp+Rp (Fig. 23, C). Para todas las demás,
no se encuentran diferencias significativas. En los geles (no se muestran) se observa que se
favorece la producción de JS1 por encima de la generación de 1. Es decir, es más frecuente el
evento en el cual se incluye al exón 3, que el que lo excluye. La evidencia sugiere que el patrón de
SA de At-DRM1 en semillas Col-0 no cambia en respuesta a la reversibilidad R/RL durante la
germinación.
La media del IS de At-DRM1 para mRNA1OX en respuesta a un Rp es de 0,73 y de 0,59 en
respuesta a un RLp(Fig. 23, C). Cuando el tratamiento es Rp+RLp la media del IS es de 0,56 y se
mantiene comparable al RLp (Fig. 23, C). Al irradiar primero con un RLp y luego con un Rp, el IS es
de 0,73 (Fig. 23, C). En todas estas condiciones, no hay diferencias significativas entre los
tratamientos (Fig. 23, C). En los geles (no se muestran) se puede observar un favorecimiento de la
generación de la isoforma JS1 por encima de la producción de 1. Por lo tanto, el evento en el cual
se incluye al exón 3 es más recurrente, que el que lo excluye. Los resultados indican que el patrón
de SA de At-DRM1 en semillas mRNA1OX no cambia en respuesta a la reversibilidad R/RL durante
la germinación.

En resumen, los patrones de SA de At-DRM1 en semillas salvajes Col-0 y mRNA1OX no varían
frente a los distintos tratamientos lumínicos (Fig. 23, C).

● At-PIF6
Los primers fueron diseñados para discriminar la isoforma 3, de exclusión del exón 3 (tomando
como referencia a la isoforma 2), y la isoforma 2, que lo incluye (Fig. 23, B).
No hay diferencias significativas entre las medias del IS del genotipo salvaje Col-0 y mRNA1OX
(p>0,05) ni entre los tratamientos lumínicos (p>0,05). Sin embargo, la interacción entre ambos
factores, es significativa (p=0,03).
En las semillas Col-0 irradiadas con un Rp, la media del IS de At-PIF6 es de 0,88 y de 0,90 cuando
se irradian con un RLp (Fig. 23, D). El IS es en promedio de 0,91 cuando las semillas primero
reciben un Rp y luego un RLp (Fig. 23, D). Cuando son irradiadas con un RLp y luego un Rp, la
media del IS es de 0,87 (Fig. 23, D). No existen diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos evaluados. En los geles (no se muestran) se pueden detectar tanto a la isoforma 2
como 3. La isoforma 2 es la más abundante, razón por la cual los IS son elevados. Es decir, en
promedio es más frecuente la inclusión del exón 3 que su exclusión. Esto nos indica que el patrón
de SA de At-PIF6 en semillas Col-0 no cambia en respuesta a la reversibilidad R/RL durante la
germinación.
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En semillas mRNA1OX irradiadas con Rp, la media del IS es de 0,85 y de 0,89 cuando reciben un
RLp (Fig. 23, D). Si reciben un RLp y después un Rp, el IS es 1 en promedio (Fig. 23, D). Cuando el
último pulso es el RLp, el IS es 0,90 en promedio (Fig. 23, D). Entre todas estas condiciones, sólo
hay diferencias significativas entre los tratamientos Rp y RLp+Rp (Fig. 23, D). Para todas las
demás, no se encuentran diferencias significativas. En los geles (no se muestran) se observa que
están presentes la isoforma 2 y 3. La isoforma 2 que es más pesada, se favorece en todas las
condiciones lumínicas por encima de la 3, lo cual se ve reflejado en el IS elevado. La evidencia
muestra que el patrón de SA de At-PIF6 en semillas mRNA1OX no cambia en respuesta a la
reversibilidad R/RL durante la germinación.
Los tratamientos lumínicos no tienen efecto sobre los patrones de SA de At-PIF6 en semillas
salvajes Col-0 y mRNA1OX.

Esta serie de resultados en conjunto nos sugiere que tanto en semillas salvajes Col-0 como en
semillas mRNA1OX el SA de At-DRM1 y At-PIF6 no se ve afectado por los tratamientos de
reversibilidad R/RL durante la germinación (Fig. 23, D).

Figura 23: El SA de At-DRM1 y At-PIF6 no se ve afectado por los tratamientos de reversibilidad R/RL durante
la germinación de las semillas salvajes Col-0 y mRNA1OX. Genes que codifican componentes involucrados
en (A, C) la dormición (At-DRM1) y (B, D) la señalización por luz (At-PIF6). (A-B) Representación esquemática
de las isoformas. Las flechas negras representan la posición de los primers utilizados para la RT-PCR. Los
exones se muestran como cajas (verde codificante, azul no codificante), los intrones se muestran como
líneas. Modificado de https://boxify.boku.ac.at/. índice de splicing (IS) en función del tratamiento lumínico y
los contrastes a posteriori correspondientes para (C) At-DRM1, (D) At-PIF6. Cada barra representa la media ±
desvío estándar (nCol-0=3; nmRNA1OX=2). Las diferencias se detectaron mediante ANOVA de dos factores
seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p>0,05).
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En tercer lugar, se analizaron genes involucrados en la vía del ABA y la señalización por azúcares, y
su posible respuesta de reversibilidad al R/RL a nivel del SA.

● At-ABI3
En estas condiciones, sólo se identificó la isoforma P1 (Fig.24, A), por lo que no se pudo calcular el
IS (Fig.24, G). Tanto en semillas salvajes Col-0 como en semillas mRNA1OX, At-ABI3 está presente
durante la germinación en todos los tratamientos lumínicos en su isoforma P1.

● At-ANAC060
Resultó interesante analizar este gen, dado que reduce la sensibilidad al ABA, y además, su
expresión es inducida por la cascada de señalización de azúcar-ABA (Li et al., 2014). El diseño de
primers no permite diferenciar las isoformas c1 y c2 por separado dado que los tamaños de los
productos de RT-PCR difieren en 20 pares de bases. Estas isoformas se generan a partir de 3’SS
alternativos en el intrón 3/exón 4 (Fig. 24, B) Se visualiza una única banda que puede corresponder
tanto a c1 como a c2 (Fig. 24, H). Tampoco se pudo calcular el IS por tal razón. At-ANAC060 se
puede encontrar en semillas salvajes Col-0 y mRNA1OX en los diferentes pulsos recibidos como
c1 y/o c2.

● At-SnRK2. 3
El diseño de primers permite distinguir entre la isoforma s1 (no se muestra) que se genera la
retención del intrón 2, y las isoformas P1 y c1 en las cuales tal intrón se escinde en el ARNm
maduro (Fig.24, C). No se visualiza la isoforma s1, pero sí una única banda correspondiente a c1
y/o P1 en todos los tratamientos de luz (Fig.24, I). Por eso, no se pudo calcular el IS para este gen.
Durante la germinación, At-SnRK2.3 está presente en semillas Col-0 y mRNA1OX,
independientemente del pulso recibido, como isoforma c1 y/o P1.

● At-ABI5
El diseño de primers es útil para discriminar entre la isoforma P3 que se produce por retención del
intrón 4 y la isoforma P1 generada por el escisión del mismo (Fig.24, D).
No hay diferencias significativas entre las medias del IS de los genotipos salvaje Col-0 y mRNA1OX
(p>0,05) ni entre las medias del IS de los tratamientos lumínicos (p>0,05). Tampoco existe
interacción entre ambos factores (p>0,05).
Los valores del IS rondan entre 0,09 y 0,14, y por lo mencionado anteriormente, no difieren entre sí
(Fig. 24, J). En los geles (no se muestran) se pueden detectar tanto la isoforma P3 como P1. Esta
última es la más abundante, y por eso el IS en promedio es bajo, dado que es la isoforma más
liviana. En pocas palabras, durante la germinación, el patrón de SA de At-ABI5 en semillas Col-0 y
mRNA1OX no se altera en respuestas de reversibilidad R/RL.

● At-HAB1
El diseño de primers facilita la discriminación entre la isoforma P2 producida por retención del
intrón 4 y la isoforma P1 generada por la escición del mismo (Fig. 24, E).
No hay diferencias significativas entre las medias del IS de los genotipos salvaje Col-0 y mRNA1OX
(p>0,05). Algunas de las medias del IS de los tratamientos lumínicos difieren entre sí (p>0,05). No
existe interacción significativa entre ambos factores (p>0,05).
En las semillas Col-0 irradiadas con un Rp, la media del IS de At-HAB1 es de 0,07 y al irradiarlas
con un RLp sube significativamente hasta alcanzar 0,20 (Fig. 24, K). El IS es en promedio 0,18
cuando las semillas primero reciben un Rp y luego un RLp, lo cual es comparable a un RLp pero no
a un Rp (Fig. 24, K). Cuando son irradiadas con un RLp y luego un Rp, la media del IS es de 0,13 y
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no se diferencia de ningún otro tratamiento lumínico (Fig. 24, K). En otras palabras, el Rp disminuye
el IS de At-HAB1 y se diferencia significativamente de un único o último pulso de luz RL. Sin
embargo, RLp+Rp presenta una respuesta intermedia entre Rp y RLp. En los geles (no se muestran)
se observa que la disminución en el IS está dada por la producción mayoritaria de la isoforma P1 y
muy poca abundancia de P2 en Rp. Es decir, se favorece la eliminación del intrón 4. En cambio,
ante un RLp, se favorece un poco más la retención del intrón 4 dando una mayor abundancia de la
isoforma P2 y aumentando el IS. Por su parte, RLp+Rp muestra un patrón de SA intermedio entre
el de Rp y RLp/Rp+RLp. Molecularmente, la luz RL favorece la retención del intrón 4. Los datos
sugieren que los cambios en el SA de At-HAB1 en semillas salvajes Col-0 se modulan parcialmente
según la reversibilidad R/RL durante la germinación (Fig. 24, K).
En semillas mRNA1OX los IS en promedio toman valores comprendidos entre 0,06 y 0,17, y son
semejantes entre sí. En los geles (no se muestran) están las isoformas P1 y P2, siendo P1 la más
predominante. Es decir, que ante la sobre-expresión de mRNA1, se anulan los cambios en el SA de
At-HAB1 por luz observados en Col-0 (Fig. 24, K).

En resumen, durante la germinación el patrón de SA de At-HAB1 se ve afectado en términos
generales respondiendo a la reversibilidad R/RL en Col-0, pero con la sobre-expresion de mRNA1
estas alteraciones se cancelan, aunque la tendencia general de cambios es similar (Fig. 24, K)

● At-SnRK2.2
El diseño de primers posibilita distinguir la isoforma ID4 generada por la retención de los intrones 3
y 4, y la isoforma 2 en la cual se escinden (Fig. 24, F). No hay diferencias significativas entre las
medias del IS de los genotipos salvaje y mRNA1OX (p>0,05) ni entre las medias del IS de los
tratamientos lumínicos (p>0,05). Tampoco existe interacción entre ambos factores (p>0,05).
Los valores del IS en promedio rondan entre 0 y 0,04, y por lo mencionado anteriormente, no
difieren entre sí (Fig. 24, L). En los geles (no se muestran) se puede observar tanto a la isoforma
ID4 como 2. Esta última es la más abundante, y por eso el IS en promedio es bajo, dado que es la
isoforma más liviana. Con estos resultados se sugiere que es mayoritario el splicing canónico. El
evento de RI de los intrones 3 y 4, si lo hay, es muy poco abundante.
En pocas palabras, durante la germinación, el patrón de SA de At-SnRK2.2 en semillas Col-0 y
mRNA1OX no se altera en respuestas de reversibilidad R/RL.

En lineas generales, este grupo de genes asociados a la vía de transducción de señales del ABA y
de azúcares, no se ve regulado por la reversibilidad R/RL al nivel del SA, tanto en semillas salvajes
Col-0 como mRNA1OX. La excepción viene dada por At-HAB1 que en Col-0 sí altera su patrón de
SA según la luz recibida, pero en mRNA1OX estos cambios se suprimen. Por lo tanto, la
sobre-expresión de mRNA1OX podría estar influyendo de alguna manera la regulación del SA de
At-HAB1.
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Figura 24: Genes que codifican componentes involucrados en la señalización por el ABA y azúcares durante
la germinación y su respuesta de reversibilidad R/RL. Representación esquemática de las isoformas de los
genes (A) At-ABI3, (B) At-ANAC060, (C) At-SnRK2.3, (D) At-ABI5, (E) At-HAB1, (F) At-SnRK2.2. Las flechas
negras representan la posición de los primers utilizados para la RT-PCR. Los exones se muestran como
cajas (verde codificante, azul no codificante), los intrones se muestran como líneas. Modificado de
https://boxify.boku.ac.at/. Imágenes representativas de geles de los patrones de expresión de (G) At-ABI3,
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(H) At-ANAC060 y (I) At-SnRK2.3 en respuesta a los tratamientos lumínicos. Se marcan las posibles
isoformas visualizadas, gen = genómico. Índice de splicing (IS) en función del tratamiento lumínico y los
contrastes a posteriori correspondientes para (J) At-ABI5, (K) At-HAB1 y (L) At-SnRK2.2. Cada barra
representa la media ± desvío estándar (nCol-0=3; nmRNA1OX=2). Las diferencias se detectaron mediante ANOVA
de dos factores seguido de test de Tukey. Medias con una letra común no son significativamente diferentes
(p>0,05).

Es destacable que lo que se observa a nivel fisiológico durante la germinación (Fig. 12), también
ocurre a nivel del SA de algunos de los genes evaluados, respondiendo según el último pulso de
luz recibido (Rp=RLp+Rp y RLp=Rp+RLp). Aquellos genes que responden contundentemente a la
reversibilidad R/RL a nivel molecular durante la germinación en Col-0, alterando sus patrones de
SA (At-RS31, At-SR30) parecen perder esta regulación en las semillas mRNA1OX. Los resultados
sugieren que la sobre-expresión de la isoforma mRNA1 modifica directa o indirectamente el SA de
ciertos genes, haciendo que sus patrones de SA se vean alterados. Por lo tanto, mRNA1 (At-RS31
o la proteína RS31 en sí) parece desempeñar un rol regulatorio directo o indirecto en las
respuestas de reversibilidad R/RL en semillas de A. thaliana.

66



DISCUSIÓN

Rol de At-RS31 durante la salida de la dormición y promoción de la
germinación por luz en semillas de A. thaliana.

Para evaluar el rol de At-RS31 utilizamos diferentes genotipos, uno que sobre-expresa una
construcción con el gen completo (RS31genOX), uno que sobre-expresa sólo la isoforma
codificante (mRNA1OX) y una mutante por inserción de T-DNA en el quinto exón del gen (rs31). El
objetivo principal fue dilucidar el rol del gen, y más particularmente de la proteína SR (codificada
por la isoforma mRNA1) en la semilla. Cabe destacar que no analizamos niveles de proteína
At-RS31 sino que asumimos que una mayor cantidad de mRNA1 implica una mayor cantidad de
proteína. Nos enfocamos en ciertos procesos que nos resultaban de gran interés: la dormición y la
germinación mediada por la luz.

Por eso, en primer lugar analizamos las respuestas germinativas de los diferentes genotipos frente
a la luz. Específicamente, quisimos ver qué ocurría con las respuestas del tipo R/RL reversibles.
Las semillas salvajes Col-0 y RS31genOX responden con una alta germinación al ser irradiadas
con un Rp y esa respuesta disminuye con un RLp (Fig. 12). Por su parte, las semillas mRNA1OX y
mutantes rs31 parecen no responder a la luz, manteniendo elevada su germinación en todas las
condiciones evaluadas (Fig. 12). Sin embargo, el comportamiento de las semillas rs31 en este
experimento en particular no es consistente con los experimentos subsiguientes (Fig. 13-18), en
los cuales observamos que las respuestas se asemejan a las de las semillas salvajes Col-0. Esto
puede deberse a que para el ensayo de la Fig. 12 se utilizaron semillas con mayores tiempos de
post-maduración que en el resto de los experimentos. Cabe aclarar que cada experimento se
realizó con semillas de los cuatro genotipos de la misma cohorte. Es decir, semillas derivadas de
plantas madres cultivadas en condiciones idénticas, cosechadas al mismo tiempo y con
post-maduración uniforme. Por lo tanto, las diferencias no pueden estar dadas por la desigualdad
del contexto ambiental en el que las semillas maduraron. Al momento de largar el ensayo, llevaban
aproximadamente cinco meses de post-maduración y se utilizó por razones de falta de material
vegetal. En tales condiciones, podemos pensar que las semillas mutantes rs31 germinaron igual
que las mRNA1OX, ya que pudieron haber perdido la dormición primaria o su sensibilidad a la luz.

En segundo lugar, analizamos la salida de la dormición primaria de las semillas, evaluando
factores que promueven su ruptura (post-maduración en seco, temperatura y luz). Observamos
que la estratificación a 5°C durante tres días y a 21°C durante 1 y 3 días promueve la germinación
de las semillas mRNA1OX independientemente del estímulo lumínico, es decir, las semillas no
muestran dormición primaria, en oposición a lo que ocurre con el resto de los genotipos, que aún
tienen dormición primaria y necesitan del estímulo de luz R para poder germinar (Fig. 14-16). Esto
sugiere que mRNA1 tiene un rol clave durante este proceso. En este sentido, se puede observar
que las semillas mRNA1OX sí tienen dormición primaria en el inicio de la post-maduración (Fig. 16
RL y Oscuridad), y esta dormición se va perdiendo a medida que avanzan los días, lo que se
traduce en un aumento de las semillas germinadas. En conjunto, estos resultados apoyan la
hipótesis de que la isoform mRNA1 de At-RS31 favorece la salida de la dormición primaria, At-RS31
sería un regulador positivo de la ruptura de la dormición. En el futuro sería interesante evaluar el
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tiempo de post-maduración requerido para que ocurra la salida de la dormición primaria en las
semillas RS31genOX y mutantes rs31.
La bibliografía propone que el mecanismo que subyace al efecto de la post-maduración sobre la
dormición está estrechamente relacionado con el estado redox de la semilla: la cantidad de
especies reactivas de oxígeno (ROS) aumenta durante la post-maduración, hasta que se promueve
la salida de la dormición (Bailly, 2019; Bazin et al., 2011). Las ROS participan en la señalización del
etileno y alteran la relación ABA/GA al promover la expresión de los genes CYP707A involucrados
en la degradación del ABA y al aumentar la biosíntesis de las GAs (Bahin et al., 2011; Y. Liu et al.,
2010; Oracz et al., 2009). Podríamos pensar que las semillas mRNA1OX tienen una cantidad de
ROS mayor al iniciar la post-maduración en comparación a las semillas Col-0, así se llegaría a
niveles más elevados más rápidamente, lo que promovería la salida de la dormición primaria
tempranamente en éstas. En el futuro sería interesante evaluar qué ocurre con las ROS en nuestros
genotipos y en las condiciones evaluadas.
La dormición de las semillas es un mecanismo de control del desarrollo que define el momento y
espacio donde la futura planta va a crecer. Mientras que el establecimiento de la dormición
primaria tiene lugar durante la maduración, la dormición secundaria ocurre en semillas despiertas
que son embebidas en condiciones ambientales desfavorables para la germinación (Finkelstein et
al., 2008). Entre algunos de los factores que regulan la entrada y salida de la dormición
encontramos la temperatura y la luz (Bewley et al., 2013). En este trabajo nos resultó relevante
evaluar cómo At-RS31 podría regular este proceso. Utilizando semillas frescas recién cosechadas
que fueron incubadas durantes días variables en oscuridad, observamos que a medida que
aumenta el tiempo en que las semillas se incuban embebidas a 21°C en oscuridad, se promueve la
entrada en dormición secundaria para tres de los genotipos evaluados (Col-0, RS31OX y rs31), lo
que se evidencia en una reducción en los niveles de germinación al ser irradiadas con luz R (Fig.
17, A). En estas condiciones de luz, las semillas mRNA1OX no evidencian su entrada en dormición
secundaria. Sin embargo, sí lo hacen cuando son irradiadas con un RLp (7 días vs 1 día, Fig. 17B).
Si bien nuestros resultados van en eje con reportes anteriores donde se demuestra que la
imbibición a altas temperaturas en oscuridad induce la entrada en dormición secundaria de las
semillas (Footitt et al. 2017, Donohue et al., 2007, Cone and Spruit 1983; Huang et al. 2015; Ibarra
et al., 2016; Springthorpe and Penfield 2015), el hecho de que las semillas mRNA1OX no hayan
entrado en dormición secundaria en respuesta al Rp puede deberse a que la temperatura de
imbibición utilizada en esta tesis no haya sido lo suficientemente elevada o que los días de
imbibición no sean suficientes. Los resultados en RLp nos sugieren que la isoforma mRNA1, i.e.: la
proteína SR At-RS31, no sería un regulador negativo de la entrada en dormición secundaria.

Todos estos datos en conjunto (Figs. 13-17) nos permiten pensar a mRNA1 como un regulador
clave tanto de la dormición primaria como de la dormición secundaria, que puede estar
involucrado en las vías de señalización del phyB (R) y del phyA (RL), y que el rol que cumple en
ambos procesos podría estar vinculado a la acción de DOG1. DOG1 es importante en el
establecimiento de la dormición que puede actuar como parte de un sistema de sensado térmico
que afecta la dormición primaria alterando la sensibilidad al ABA (Finch-Savage & Footitt, 2017).
Más aún, los niveles de expresión de DOG1 se correlacionan con cambios dinámicos en los niveles
de dormición secundaria en semillas de A. thaliana enterradas en el suelo (Seo & Marion-Poll,
2019). En otro estudio también se documentó que participa en la dormición secundaria en
respuesta a la estratificación cálida y fría prolongada experimentada por las semillas durante la
imbibición (Murphey et al., 2015). En el marco de estos antecedentes, podemos pensar que
mRNA1 estaría actuando en conjunto con o regulando a DOG1, por lo que sería interesante generar
nuevos materiales genéticos mediante cruzas con semillas mutantes dog1 y/o líneas marcadas
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con el objetivo de evaluar las respuestas de estos materiales durante la dormición primaria y
secundaria y comprender cómo ambos genes regulan dichos procesos. Este conocimiento podría
ser potencialmente aplicado a cultivos de interés agronómico, com es el caso de B. napus (colza
canola), que tiene bajos niveles de dormición primaria y se demostró que DOG1 tiene un rol en la
inducción de la dormición secundaria (Née et al., 2015)
Por otra parte, si la isoforma mRNA1 de At-RS31, que es la codificante, es tan relevante para la
germinación de las semillas, sería de esperar que las mutantes rs31 muestren también
alteraciones. Paradójicamente, esto no es así, y las semillas mutantes rs31 responden a nivel
germinación como las semillas salvajes Col-0. Sin embargo, esto podría deberse a la redundancia
de función con otras proteínas SR. En particular, la subfamilia de las RS en A. thaliana está
compuesta por 3 proteínas SR más, At-RS31a (con aproximadamente un 80% de identidad de
secuencia con At-RS31), At-RS40 y At-RS41 (Barta et al., 2010), que podrían estar compensando la
falta de At-RS31 en las semillas mutantes rs31 (Fig. 13-17).

Rol de At-RS31 en otros estadios del ciclo de vida de A. thaliana.
El reverdecimiento (greening) de las plántulas etioladas es crucial para su crecimiento y
supervivencia. Tras alcanzar la superficie del suelo y la luz solar, las plántulas etioladas integran
numerosas señales ambientales y señales internas para modular el greening y mejorar así su
supervivencia y adaptación. Sin embargo, aún se desconocen los mecanismos subyacentes por
los que la luz y las fitohormonas, como el ácido abscísico (ABA), regulan de forma coordinada el
greening de las plántulas etioladas.
Una función importante del ABA es detener el crecimiento temprano de las plántulas en entornos
difíciles con el fin de montar una respuesta al estrés y asegurar la supervivencia. Motivados por
esto, decidimos indagar sobre el rol de At-RS31 durante el establecimiento temprano de las
plántulas (analizando la apertura de cotiledones y el desarrollo de hojas verdaderas) con el
objetivo de obtener información sobre cómo At-RS31 podría estar involucrado en la integración de
la luz y la vía de transducción de señales del ABA durante el establecimiento temprano de las
plántulas (Fig. 18-20). En este sentido, At-RS31 pareciera tener roles similares y opuestos al de
otros genes SR. Por ejemplo, se demostró que la aplicación exógena de ABA retrasa la
germinación de las semillas Col-0 y sr45-1 de forma similar y afecta al greening de los cotiledones
en mayor medida en el mutante sr45-1 (Carvalho et al., 2010). Nuestros resultados respecto al
proceso de germinación en semillas mutantes rs31 van en esa misma dirección pero cuando se
sobre-expresa mRNA1 van en dirección opuesta, ya que observamos que, si bien la aplicación de
ABA 1uM disminuye los niveles de germinación de mRNA1OX, estos son significativamente
mayores respecto de las semillas salvajes Col-0 (Fig. 18B). Más aún, únicamente la isoforma
At-SR45.1 regula positivamente la tolerancia al estrés salino (Albaqami et al., 2019). Esto puede
explicar por qué el fenotipo se observa marcadamente en plántulas mRNA1OX y no en RS31genOX
que puede dar lugar a la sobre-expresión de todas las isoformas. At-SR45a, At-RS40 y At-RS41
también están involucrados en las respuestas al estrés salino (T. Chen et al., 2013; Li et al., 2021;
Zhang et al., 2014). En otras especies también se describieron roles de diversos genes SR en
algunos de los procesos aquí evaluados. La sobre-expresión del gen MeRSZ21b de mandioca
(Cassava spp.) en A.thaliana promueve la tolerancia a la sequía modulando la señalización
dependiente del ABA (Chen et al., 2022), lo cual sugiere que los roles de los genes SR pueden
extenderse a otras especies. Todos estos ejemplos nos indican que At-RS31 podría tener roles
similares o antagónicos a otras proteínas SR.
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Debido a que se demostró que existen genes que regulan tanto la germinación como la floración
(Auge et al., 2018; Chiang et al., 2009; Chory et al., 1996; Hughes et al., 2019; Huo et al., 2016),
decidimos evaluar si At-RS31 podría estar regulando también la floración. Si bien no observamos
cambios en el tiempo a floración (medido como número de hojas de la roseta) entre las las plantas
RS31genOX ylas plantas salvajes Col-0 , las plantas mRNA1OX tienen un fenotipo claro de
floración tardía, independientemente del fotoperiodo utilizado (Fig. 21). Coherentemente, las
plantas mutantes rs31 muestran lo contrario, una aceleración de la floración, aunque ésta sólo
ocurre en condiciones no inductoras (día corto). Evidentemente, la sobre-expresión de la isoforma
codificante mRNA1 genera alteraciones en el proceso de floración. Esto podría deberse a cambios
en la expresión de FLC, un regulador central de la floración, como fue reportado en At-SR45 (Ali
et al., 2007). Más aún, se demostró que otros factores de splicing son reguladores clave de la
floración bajo la influencia de la temperatura ambiental en A. thaliana (Hrtyan et al., 2015; Zhu et
al., 2017). De forma interesante, el splicing alternativo de At-U2AF65a en respuesta a cambios de
temperatura está controlada por At-CDKG1. Los altos niveles de niveles de dos de las tres
isoformas de splicing (mRNA1 y mRNA2) a alta temperatura pueden traducidos a proteínas
truncadas que funcionan en el splicing de isoformas no canónicas de FLM, otro gen involucrado en
la floración (Steffen et al., 2019). A futuro sería interesante evaluar si el fenotipo de floración tardía
de At-RS31 reportado en esta tesis se debe a cambios en los niveles de expresión (o de splicing
alternativo) de genes que regulan la floración. Resultados preliminares de nuestra colaboradora
Maria Kalyna indicarían que sí, al menos para FLC y otros reguladores de floración.

Rol de At-RS31 en el SA de genes de interés en respuestas R/RL
durante la germinación.
Dado que At-RS31 codifica para una proteína SR, y que es precisamente la variante codificante
(mRNA1) la que genera los fenotipos más marcados en las condiciones analizadas en esta Tesis,
decidimos evaluar si los efectos observados podrían ser explicados por cambios en en el splicing
alternativo de genes “clave”. Dichos genes serían aquellos que de cambiar pueden repercutir en el
parámetro evaluado, i.e.: At-DRM1 y At-PIF6 en germinación. Si bien evaluamos las respuestas
fisiológicas de todos los genotipos (Fig. 12-18), decidimos hacer foco en las sobre-expresantes
mRNA1OX para la caracterización molecular y en que la germinación es el estadio evaluado que
tenemos mejor caracterizado a nivel molecular (Tognacca et al., 2019).

Los resultados del análisis por RT-PCR y electroforesis en geles de agarosa muestran que los
patrones de SA de At-RS31, At-U2AF65A y At-SR30 cambian en respuesta a un Rp y un RLp en
semillas salvajes Col-0 (Fig. 22, D-G), y esto coincide con lo reportado anteriormente (Tognacca et
al., 2019). At-U2AF65A se encuentra regulado por el fitocromo B, pero At-RS31 y At-SR30 no. Para
estos últimos se sugiere que pueden estar involucrados otros fitocromos estables y/u otras vías
de señalización lumínica (Tognacca et al., 2019). En los experimentos en que evaluamos SA en la
presente Tesis de Licenciatura, At-PIF6 y At-DRM1 no presentaron cambios por luz R y RL , lo que
se contradice con lo reportado anteriormente (Tognacca et al., 2019). Esto podría estar
relacionado con el estado de post-maduración de las semillas. Esta cohorte de semillas es la
misma que la de los experimentos de reversibilidad de la Fig. 12. Por lo tanto, tenían
aproximadamente 5 meses de post-maduración. Y esto difiere de las semillas menos
post-maduradas utilizadas en Tognacca et. al, 2019. Esto podría sugerir que el tiempo de
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post-maduración en seco de las semillas influye en la regulación de los patrones de SA. Por otro
lado, en semillas mRNA1OX no hay cambios marcados en los patrones de SA evaluados en
respuesta a la luz R ni a la luz RL. Por ende, tampoco responden a la reversibilidad. Esto es
consistente con lo observado en la fisiología de la germinación, donde responden germinando
indiferentemente al/a los pulso/s de luz recibidos (Fig. 12). En pocas palabras, las semillas
mRNA1OX son insensibles a la luz durante la germinación, tanto a nivel fisiológico como a nivel
molecular o de modulación del splicing alternativo. Considerando que las proteínas SR pueden
pegarse a su ARNm y regular su propio SA (Kalyna et al., 2003), y que esto ocurriría para el caso
de At-RS31 en plántulas (datos no publicados), no resultaría sorprendente que At-RS31 se
encuentre auto-regulado en semillas. Esto se evidencia al comparar los patrones de SA de At-RS31
“endógeno” en semillas salvajes Col-0 y mRNA1OX (Fig. 22, E). Al sobre-expresar la isoforma
codificante mRNA1, cambia la proporción de las isoformas del gen At-RS31 endógeno (me refiero a
la copia original en el genoma de A. thaliana, no al transgén) entre genotipos (Fig. 22, D y E). Esto
es coherente con lo observado en Petrillo et al., 2014 y a datos de nuestro laboratorio y los de
nuestras colaboradoras (Andrea Barta y Maria Kalyna, Vienna, Austria). Las proteínas SR también
pueden regular el SA de otros genes SR (Kalyna et al., 2003). Teniendo en cuenta lo que se observa
en la Fig. 22 junto con evidencia de grupos con los que colaboramos, At-SR30 se encontraría
regulado por At-RS31. Hay fuertes indicios de que At-SR30 presenta un sitio de unión al cual se une
At-RS31 en plántulas de A. thaliana de dos semanas, y lo mismo se observó en los transcriptos del
gen At-RS31 (Kalyna y Steiger, datos no publicados, manuscrito en preparación). Por lo tanto,
podríamos esperar que esta regulación ocurra también en semillas.

Los patrones de SA de genes asociados a la vía de señalización del ABA y azúcares (At-ABI3,
At-ANAC060, At-SnRK2.3, At-ABI5, At-HAB1 y At-SnRK2.2) no muestran cambios en respuesta a la
luz, tanto en semillas Col-0 como en semillas mRNA1OX. Estos hallazgos implicarían que At-RS31
no está involucrado en la regulación de la expresión de estos genes o en la vía de transducción de
señales que los regula. Interesantemente, algunos datos preliminares de nuestro grupo de trabajo
sugieren que el metabolismo del ABA (y no el de las GAs) se encuentra alterado en las semillas
mRNA1OX, lo que podría explicar su mayor germinación respecto de las semillas salvajes Col-0
(Tognacca et al., datos no publicados). El hecho de que en plantas el SA suele estar asociado a la
degradación activa de algunas isoformas por Non-sense Mediated mRNA Decay (NMD), nos lleva a
pensar que la falta de cambios aquí reportada (Fig. 24) pueda deberse a que las isoformas
generadas se están degradando por este mecanismo (Kalyna et al., 2012; Wachter & Hartmann,
2014). Sin embargo, esto debería repercutir en un cambio global de los transcriptos totales
acumulados del gen analizado.

Globalmente, la primera dificultad a la hora de evaluar los patrones de SA es que los duplicados de
semillas mRNA1OX no generaron respuestas homogéneas. Estos ensayos no se pudieron repetir
debido a la cantidad acotada de semillas con las que contábamos, el elevado número de semillas
requerido para tales experimentos y las dificultades para generar nuevas cohortes parejas
producto de la pandemia y de diversas problemáticas de funcionamiento de los cuartos de cultivo.
Como se detalló anteriormente, las sobre-expresantes mRNA1OX tienen una floración tardía en los
dos fotoperíodos aquí evaluados, por lo que obtener una elevada cantidad de semillas requiere
mucho tiempo. Aún así, decidimos analizar las respuestas de diversos candidatos y evaluar
cuántos eventos pueden ser afectados por la proteína At-RS31. Volviendo a los resultados, se
puede apreciar que una de las réplicas no expresa tanto la construcción del transgén, comparada
con la otra (Fig. 22, D). Esto se deduce por la cantidad relativa de la isoforma mRNA1 en la
electroforesis, es decir, por la intensidad de la banda del producto de RT-PCR correspondiente (Fig.
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22, D y E ). Esto también se corroboró mediante RT-qPCR, donde se observó que la expresión de
mRNA1 era dispar entre ambas réplicas (datos no mostrados). Más aún, teniendo en cuenta lo que
solemos observar en plántulas (Petrillo et al., 2014), se podría pensar que la sobre-expresión de
mRNA1 bajo el promotor CaMV35S no es lo suficientemente elevada en semillas. Una solución
posible a este problema sería desarrollar plantas transgénicas que sobre-expresen la isoforma
mRNA1 con otro promotor de actividad específica en semillas de A. thaliana, como el de
α-globulina (Sunilkumar et al., 2002) o el de la β-glucosidasa 19 (S. Liu et al., 2021).
El segundo obstáculo es que varios patrones de SA en los tratamientos para evaluar reversibilidad
R/RL no presentaban cambios claros, en contraste a lo que ocurre cuando las semillas reciben un
Rp o un RLp como único tratamiento de luz. Puede ser que esto se debe al tiempo transcurrido
entre pulsos, generando que la fotorreversión disminuya. Se sabe que la magnitud de la reversión
de respuesta del efecto del R disminuye a medida que aumenta el intervalo de tiempo entre el
pulso de luz R y RL (Casal et al., 1998). Esto podría evaluarse, simplemente, reduciendo el tiempo
entre pulsos. Es algo que se podría testear en el futuro cercano.

El genotipo mRNA1OX en retrospectiva.
Las semillas mRNA1OX presentan una respuesta de germinación más elevada que las semillas
salvajes Col-0 en todas las condiciones evaluadas (Fig. 12-18). Tal característica es negativa
desde el punto de vista ecológico. Si múltiples semillas brotan en un espacio acotado, el
establecimiento de las plántulas y su desarrollo temprano se puede ver afectado por una
competencia intensa entre las plántulas por los recursos limitados, lo que puede afectar su
crecimiento, desarrollo y supervivencia. También es negativo desde el punto de vista agronómico,
dado que una alta densidad de plantas también demanda mayor cantidad de recursos, y si no son
satisfechos, su crecimiento es deficiente y la producción se reduce. Además, si se tratara de
granos destinados a consumo, no podrían ser comercializados teniendo tal potencial germinativo.
Lo mismo si pensamos en malezas, no sería ventajoso que ganen terreno y le quiten recursos a las
plantas que sí se desean cultivar. Por lo dicho anteriormente, entonces era esperable que un
potencial germinativo excesivo no correlacionara necesariamente con una ventaja en las etapas
tempranas de desarrollo de la plántula. De hecho, si bien la apertura de cotiledones de las
plántulas a los 7 días de vida responde como las plántulas salvajes Col-0 en un contexto
controlado (Fig. 20, condición MS), dos días después el desarrollo adecuado de las hojas
verdaderas ya se ve afectado negativamente (Fig. 20, condición MS). Si a esto le sumamos la
señal de estrés abiótico inducido por la suplementación del ABA, el desempeño de las plántulas
empeora aún más (Fig. 19 y 20, condición MS+ABA 1uM). Esta tendencia continúa al examinar
tiempo a floración. Las plantas mRNA1OX tardan más tiempo en florecer y, por ende, su etapa
vegetativa se extiende más que la de las plantas salvajes Col-0, acumulando más hojas hasta el
desarrollo del botón floral (Fig. 21). Esto implicaría que la señalización molecular que regula el
desarrollo y la floración de la planta se encuentra alterada por la sobre-expresión de la isoforma
mRNA1.

Reflexión final.
Cuando concebimos inicialmente el plan de trabajo para esta Tesis, uno de nuestros objetivos era
encontrar qué factores, con roles conocidos en germinación o salida de la dormición, podían estar
siendo modulados por At-RS31 y, por esta razón, podrían ser la base molecular que explique los
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fenotipos observados en tales eventos fisiológicos. Nuestro diseño experimental incluyó un panel
de genes que testeamos a nivel de splicing alternativo que fueron elegidos a priori por tener
variantes de splicing anotadas y por poseer algún rol en germinación. Lamentablemente, durante el
desarrollo de la Tesis no fuimos capaces de encontrar un candidato claro, con las características
mencionadas, que sea regulado por At-RS31. Sí observamos la regulación sobre sus propios
transcriptos y sobre los transcriptos del gen At-SR30. Esto valida nuestra estrategia inicial de
búsqueda, demostrando que existen eventos regulados por la SR At-RS31 en semillas (en el caso
de la sobre-expresión de mRNA1), y nos permite vislumbrar que, de analizar más factores
candidatos podríamos encontrar eventos regulados por esta SR que sean los causantes de los
cambios fisiológicos. En los próximos meses contaremos con los resultados de un iCLIP para
At-RS31. Dichos ensayos son útiles para determinar, con precisión de 1 base, en qué lugar se
"pega" una proteína. De este modo, conoceremos todos los transcriptos que pueden ser
reconocidos y modulados por At-RS31. Los resultados del iCLIP están siendo cruzados con los
resultados de un análisis de secuenciación masiva del ARN (RNAseq) de la sobre-expresante de
mRNA1 en comparación con las plántulas salvajes Col-0. Claro, en plántulas. Pero esto puede ser
un punto de partida para la búsqueda de eventos regulados en semillas, por un lado porque hay
genes que se expresan en diversos tejidos y estadios; por otro, porque podemos reconocer
motivos específicos de pegado del factor de splicing y basar la búsqueda en éstos. Por ejemplo, ya
sabemos que un motivo reconocido por (al que se pega) At-RS31 es AGACAGA. Podríamos buscar
los genes que tienen este motivo en sus transcriptos primarios y analizar cuáles de esos genes
tienen roles a nivel germinación. Los mismos tienen una probabilidad no nula de ser regulados por
At-RS31 y de, al mismo tiempo, explicar parcial o totalmente, los fenotipos observados. En paralelo,
sería importante determinar los niveles de expresión de los genes testeados, ya que, como discutí
previamente, si bien no encontramos cambios en los patrones de splicing alternativo, puede ser
que los mismos estén eclipsados por la degradación activa de las isoformas que se están
generando. Es decir, quizás no cambia el patrón de splicing pero sí cambia la expresión total del
gen y, en particular, la expresión de la(s) isoforma(s) codificante(s).
Además del avance en el sentido mecanístico que implicó la concreción de esta Tesis, es
necesario destacar que pudimos demostrar que At-RS31 tiene posibles roles fisiológicos a lo largo
de todo el ciclo de vida de A. thaliana. En Petrillo el al. 2014 se demostró que las plántulas que
sobre-expresan el mRNA1 tienen un fenotipo deletéreo en condiciones subóptimas (baja
intensidad de luz, oscuridad prolongada). Aquí demostramos que las semillas mRNA1OX tienen un
fenotipo en dormición primaria y secundaria (Fig.14-20) como así también un fenotipo "más débil"
durante su desarrollo inicial y , o establecimiento (Fig. 19 y 20). De modo similar, plantas adultas
que sobre-expresan mRNA1 tienen una entrada a la floración marcadamente tardía. Estos
fenotipos parecen ir en contra, a nivel de fitness, de la germinación exacerbada. Esto sería si
consideramos que una germinación exacerbada da como resultado un pool de plántulas más
competitivas y que pueden desplazar a otros ecotipos u otras especies presentes en el banco de
semillas del suelo. Sin embargo, todos estos fenotipos podrían ser consistentes. Germinar
tempranamente, o en respuesta a un entorno que no es el apropiado, no es necesariamente una
ventaja, muy por el contrario, puede implicar la pérdida de la capacidad de la plántula en desarrollo
de crecer, de instalarse en ese entorno por no estar las condiciones ambientales dadas, y esto
repercute en mayores chances de perder viabilidad. Evidentemente, la línea transgénica mRNA1OX
tiene respuestas alteradas a la luz. Esto se observa en germinación y es evidente también en
floración. Al mismo tiempo, condiciones subóptimas como baja intensidad de luz, períodos de
oscuridad prolongados, entre otras, provocan fenotipos deletéreos en las plantas
sobre-expresantes (Petrillo et al., 2014). Se deduce entonces que la regulación fina de los niveles
de proteína At-RS31 es de gran relevancia para todo el ciclo de vida de A. thaliana. Cuando
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tengamos en nuestras manos los posibles blancos (targets) de regulación y podamos comprender
el peso específico de cada uno de éstos en las respuestas fisiológicas, tendremos una idea más
acabada de cómo y por qué ocurre esto. ¿Es At-RS31 un regulador central del desarrollo de A.
thaliana, o simplemente es una factor de splicing que tiene efectos pleiotrópicos que modifican las
respuestas de la planta en diversos contextos y en diferentes estadios? Los hallazgos de esta
Tesis contribuirán a enmarcar los resultados de los análisis ómicos y así estaremos más cerca de
tener una respuesta abarcativa sobre el mecanismo de acción de este (querido) factor de splicing
ejerce durante el desarrollo de la generación que está por establecerse.
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