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RESUMEN

PRMTS5, un nexo entre el Reloj Circadiano y

el Splicing Alternativo

Resumen

Los cambios producidos diariamente eramibiente donde se desarrollan los seres
vivos proveen sefales que modulan su mela y crecimiento. En particular, los
relojes circadianos les permiten a los organismos adaptarse y anticiparse a esas
fluctuaciones, optimizando su éxito reproductivo. En las plantas, las principales fuentes
de sincronizacién estan consiitas por los ciclos de luascuridad y las oscilaciones
diarias de la temperatura.

El objetivo de este trabaps identificar nuevos componeastregulatods del reloj
circadiano. Para ello, sealiz6 una busqueda a grescala de mutantes éeabidopsis
thaliana Como resultado de la misma se aisl6 una mutante para ER)MM5 Este
locus codifica para una enzima capaz de transferir grupos metilos al aminoacido
arginina de otras preinas. Aqui, se demostré que PR3/Farticipa en la regulacion de
la transcripcion, modula eplicing alternativo, y forma paet del oscilador central,
mediando parte del control que éste ejerteesel procesamiento del ARNm prematuro
en esa especie vegetal. Luego, se cobipmue el homologo de PRMT5S presente en
Drosophila melanogasteparticipa en el control de la actividad locomotora, una
respuesta modulada por el reloj circadiaBm embargo, su vinculo con el oscilador
central mostré ser mas difuso que el obseneadplantas. Por otro lado, la actividad de
esta proteina en la regulacion dglicing alternativo parece sesimilar en ambos
organismos estudiados, y estaria relacioramael reconocimiento de las secuencias
dadoras dedplicing

En conjunto, este trabajo constituye ungdmaienta potencial para el mejoramiento
de especies cultivables, ya que incremegitabnnocimiento sobre el funcionamiento del
reloj circadiano y los mecanismos celularea tms que éste interactla nos permitird
manipular el tiempo que tardan las plantas en florecer y aumentar su rendimiento. Por
otro lado, muchas enfermedades hursas®han asociado a defectos espéting y se
ha vinculado a PRMT5 con procesos caiganos, por lo cual, mejorar nuestro
entendimiento sobre el rol @sta proteina a nileelular en modelos de estudio simples
como lo sorArabidopsis thalianay Drosophila melanogastepodria facilitar la labor
que se realiza en ongi@mos mas complejos.

Palabras Clave: Arabidopsis thaliana reloj circadiano, PRTS5, arginin metil-
transferasa, regulacion transcripcional, epigenésgdicing alternativo, Drosophila
melanogaster



ABSTRACT

PRMT5, a link between the circadian network and

alternative splicing

Abstract

Circadian clocks allow organisms to adjust multiple physiological and
developmental processes in anticipatioh daily and seasohachanges in the
environment. In plants, the most impottaignals synchronizing the clock are the day-
night cycles and associated temperature changes.

To identify new regulatory component$ the circadian clock, a high throughput
screening of mutants iArabidopsis thalianavas performed. As a salt, we isolated a
mutant allele forPRMT5 gene, which codifies for an enzime that transfers methyl
groups to arginine residuesegent in other proteins. Hexge show that PRMTS is part
of a feedback loop strongly associated wtthle central oscillator, which couples the
clock to the control of transption and alternative splicg. Afterwards, we assayed a
mutant affected in th®rosophila melanogastePRMT5homolog, and we found that
circadian rhythms in locomotor activity aglésrupted in this miant, although the clock
connection is more elusive than in plan¥e also found evidence indicating that
PRMTS5 has a role in the regutat of alternative splicing in flies, which seems to be
quite similar to that observed Arabidopsis thalianabeing related to the donor splice
sequence recognition.

Together, these data coulet a useful tool in crofmprovement, since a better
understanding of the circadian clock andlutar and molecular mechanisms under its
control, could allow us to delop novel varieties that flosv at the most appropriate
time of the year, maximizing crop yield. Oretbther hand, splicing defects have been
linked to human diseases, and PRMT5 hasnbassociated with cancer development.
Therefore, understanding the cellular and molecular roles of this protein in simple
organisms, could facilitate similar work in more complex ones.

Key Words: Arabidopsis thaliana circadian clock, PRMT5, arginine
methyltransferase, trangational regulation, epigeastic, alternative splicing,
Drosophila melanogaster



AGRADECIMIENTOS

Agradecimientos

A Marcelo, gracias por haberme elegido paaadjar con €l hace casi 6 afios. Por haber
insistido en los momentos que haciadalpor ser lo suficientemente positivo o
cauteloso segun la oportunidad lo requiriera. Gracias g&afianme, por incentivarme,
por confiar en mi y por dejar que pieqs® mi misma y que me equivoque. Ha sido un
placer trabajar con una persona tarldmte, y tan grande humanamente.

Al IFEVA, por todo lo buenog/ todo lo malo, que en camto lo hacen un lugar tan
especial y tan unico, tan querido como sagundo hogar. Claro que el IFEVA es su
gente:

A Jorge, gracias por su optimismo constaypor mostrar siempre una vision objetiva
de los hechos.

A las chicas del labo dd.V., en particular a Mer por @s largas charlas que rozaron en
terapia de grupo porque la Real Time daba horrible. A Miriam por el carifio.

A quienes se fueron del IFEVA antes que pero siguen en mi memoria. A Vero.
Arana, por ponerle a su profésitanta garra y espiritu, yrsgna fuente de inspiracion
para los que recién entrabamos.

A la gente del labo, a Andr&au (Coluccio), Silvia, Ghtos, Yami y Gustavo. Por
estar, escuchar, compartir y parte del labortario grande.

A Tesito (Martin), Santi, Gaby, Pipa (JuaRgulita (aunque hace rato que no esta en el
lab, pero es como si lo estuviese) yrMa. Gracias por las cenas, las carcajadas,
hacerme pensar, contenerme, soportarme y sobre todo, por quererme.

A Steve, por escucharme, por ayudarme, gmmpartir la tarea mas aburrida de mi
doctorado: el clonado posicional, y por las miles de veces que me regaste durante mis
ausencias, ya sea por vacaciones, enfermedad o escribir esta tesis.

A Leito, por robarme los tips, por no sabemgoar nada después de afios de laburar en
el lab, pero por sobre todpor hacerse querer tanto tanAunque hace unos meses que
no estas en el lab, se te sigue extrafiando Leo!!!.

A Mery y a Lu, por los “after lab” y loSsuper-after lab”. Por reirnos, alegrarnos,
angustiarnos, indignarnos y enojarnos jurfeas.la paciencia y los consejos. Gracias.

A la gente del lab de Petry, a los que adéareg a los que siguieron su camino, que me
dieron la bienvenida, me ayudaron y emtucharon. Gracias. A Alberto, por darme
lugar en su lab y recibirmeesnpre con los brazos abiertos.



AGRADECIMIENTOS

A Eze, por ensefiarme tanto, por la pacienmis,compartir conmigo tantas cosas, por
lo bueno y por lo malo, por seguir siendoegues, por haber laburado codo a codo y no
matarnos en el intento. Gracaasr el carifio y el respeto mutuo.

A Viole, mi profe de la secundaria, quielefinitivamente es la responsable de mi
profesién. Por haberme mostrado la biolag@ecular y celular, por haberme obligado
a pensar hace tantos afios atras “¢ Por gdéesencian unas células de otras si todas
tienen la misma informacién genética?”.aGrs también, por ponertanto amor a su
profesién de docente. Todo un ejemplo.

Mis amigas de la facu, Ceci, Carli, VickyBelén, por estar siempre. Por el esfuerzo
compartido que lo hizo mas Wadero, por las salidas noagtas post-quimica organica,
por las charlas eternas en el camino a la,fpor las corridas patkegar a horario, por
los cafés batidos a mano para mantenernepigi@as mientras estudiabamos para los
finales y mil recuerdos mas. Gracias pdeesy por seguir estando. Gracias a Patricio,
alias Patito, por los consejgsel apoyo. Gracias por decigtiSabri, ya vas a encontrar
un lugar que te guste para haekedoctorado”...tenia razon!.

A Carli, mi hermana del alma. Gracias potaesghi durante tantos afios, por compartir
los mejores y los peores momentos de raviPor crecer y adaptarnos a los cambios,
por aprender juntas tantas cosas, papelyo constante ya seaesente o no, gracias
por hacerme saber que puedo contar con vos.

A mi abue, por darle luz a mi vida. Por $&maaanto tanto para mi. Por apoyarme, por
quererme y hacerme sentir tan querida, por malcriarme un poco, por cocinarme las
cosas que mas me gustan, por ser tal cual es.

A mi papa, por respetarme y apoyarme sapa&le no entenderme. Por amarme tanto.
Por ensefiarme a pelear por lo que uno quiere y a disfrutar del camino.

A Ruben y a Marta, por tanto. Gracias Rulpen estar, escuchar, escuchar aun mas,
aportar sabios consejos, confiar en mipajarme cuando es necesario y contenerme.
Gracias Marta por estar, apoyarme, darBmimo y preocuparte siempre. Muchas
muchas gracias a ambos, su gusa garifio han sido invalorables.

A Mati, gracias por todo lo que me das. Por entenderme y acompafnarme en el camino.
Por respetarme y amarme. Por reirnos juntos de lo bueno y de lo malo de la vida.
Gracias por haber estado a mi lado tode &empo y por los proyectos compartidos.
Gracias por darme la posibiliddé compartir un futuro juntos.

A mi mama, a quien le debo todo lo qug.sGracias mama por haberme ensefiado a dar
lo mejor, a esforzarme, a confiar en quesede, a aspirar a mas; gracias por haberme
contagiado esa pasion por la ciencia, egsams de preguntarse por qué suceden hasta
las cosas mas cotidianas de la vida. Grgmasaber confiado en rgidarme la energia
suficiente para seguir. Pero sobre todasctasas, gracias por haberme amado tanto. Te
extrafio mucho y lamento no haber podido compartir todo esto con vos.



Introduccion




INTRODUCCION

Introduccion

La adaptacion de las plantas al medio amte depende de su capacidad de regular
distintos procesos fisioldgicos y de desarrallto largo del dia y frente al cambio de
estaciones durante el afio.aEgegulacién es posible agias a un oscilador interno
conocido como reloj circadiano, el cual ascsbnizado principalmente por los ciclos de

luz-oscuridad y de temperatura.

Por otro lado, debido al caster sésil de las plantas y su incapacidad de migrar
frente a la presencia de cotidnes adversas, estal la pacepcion de las sefiales
provenientes del ambiente que modulerplasticidad fenotipica que presenta cada
organismo. Esto ha conducido al desarrollo de una compleja red de transduccion de las
sefales percibidas y la interaccidn entrasvile sefalizacion taadas por distintos
estimulos. Debido al alto costo energético y a la irreversibilidad de algunos procesos
fisiologicos, por ejemplo, el pasaje dedtado vegetativo al estado reproductivo, los

sistemas de percepcion deben ajustardsguestas al ambiente con exactitud.

Medicion bioldgica del tiempo

La rotacion de la tierra alreder de su eje, y su movimiende traslacion alrededor
del sol, expone a toddss seres vivos a cambios diarjosstacionales en la cantidad de
luz, temperatura y humedad del ambieerte el que habitan. La mayoria de los
organismos poseen mecanismos que les permaitgciparse a esos cambios recurrentes
y ajustar distintos procesdisioldgicos y del desarrollo dmodo que estos ocurran en
ciertos momentos del dia y del afio (Yanovsky, M.J. & Kay, S.A., 2003). Estos
mecanismos son conocidos como relojes y calendarios biologicos. La habilidad de
coordinar ciertos procesos desarrollo a momentos particulares del afio, cuando las
condiciones ambientales tienden a ser mas falemabonfiere diversas ventajas que se

detallaran mas adelante (Jackson, S.D., 2009).

Los relojes biolégicos regulan multiplesocesos bioquimicos vy fisiolégicos, que
incluyen la fotosintesis y el momento ehque florecen muchas especies vegetales
(Harmer, S.L., 2009), asi como los ciclosslefio y vigilia, el apetito y los niveles

hormonales en humanos (Reiter, RtJal, 2010). Alteraciones en el funcionamiento de
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los relojes endogenos han sido asociadadivarsas enfermedades, por ejemplo,

enfermedades metabolicas y cardiovasculares (Mausgt,dt, 2010).

Los ritmos diarios regulados por estmsciladores persisten adn cuando los
organismos son transferidos de ami®encon ciclos de luz y/o temperatura
(condiciones de entrenamiento) hacia antes cuyas condiciones son constantes,
conocidas experimentalmente como “cammhies de libre curso’{McClung, 2008
#1854}. Estas observaciones indican que ltgee bioldgicos constituyen mecanismos
de control de origen enddégeno. En ausenciasgéaciones diarias de luz y temperatura,
la periodicidad de estos ritmos es ceesapero no exactamente igual a 24 horas
(McClung, C.R., 2008), por ello se los denoanritmos “circadianos”, del latin las
palabras circa (cerca) y dies (dia). Otra caracteristica de los mismos es la
“compensacion térmica”, es decir la partaridad de que el periodo sea relativamente
estable dentro de un rango de temperatfisEddgicamente relevante. Esto Ultimo pone
en evidencia la existencia de intrincadoecanismos de regulacién, ya que si fuera
simplemente la suma de diversas reaws bioquimicas, la longitud del periodo
deberia acortarse a medida que auemdat temperatura (McClung, C.R., 2008).
Finalmente, el momento enggle un ritmo se inicia pueder restaurado por las sefales

ambientales apropiadas, como ser caméiok luz o en la temperatura.

Los ritmos circadianos comunmente presentaa forma sinusoidal al graficarlos en
funcion del tiempo. Esas ondas pueden ser geasrpor términos matematicos como el
periodo, la fase y la amplitud (Fig. 1). En el caso de los relojes biolégicos, se entiende
como fase el momento del dil@ora) en el que la respuesta estudiada obtiene el valor
maximo; por ejemplo, si se estudia el paie expresion de un gen, el momento de
méaxima expresion. La amplitud, por su paste,estima como la mitad de la distancia
entre el maximo y el minimo para determinada respuesta, y el periodo representa la

distancia, en tiempo, entre maximosmimos sucesivos (McClung, C.R., 2006).

El reloj circadiano en Arabidopsis thaliana

Desde un punto de vista molecular, se propone que gtmeadiano en las plantas
esta compuesto por varios circuitos deoretiimentacion negativa, que se encuentran

acoplados entre si y poseen complejos mecanismos de regulacion. En la Ultima década,
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A .
Periodo B Diferencia

I I de Fase

Argiplitud

0 12 0 12 Tiempo

Fig. 1. Representacion grafica de la osBacion presente en un ritmo circadiano. AModelo

de una respuesta circadiana en condiciones de entrenamiento (ciclos de luz-oscuridad) en
funcion del tiempo (horas). Se indican la amplitud (la mitad de la distancia entre el maximo y
el minimo) y el periodo (distancia entre maximos o minimos) que es de exactamente de 24 hs
por el entrenamiento del reloj por los ciclos de luz- oscuridad. Los rectangulos debajo del eje
X, representan las horas de luz (blancos) y de oscuridad (neBroSe representan dos
outputsde igual amplitud y periodo, siendo la Unica diferencia entre ellos la fase que poseen.

se han descubierto gran cantidad de compesetel reloj y se ha determinado que la
regulacion de ellos se da a distintos nivetemnscripcional, post-transcripcional, post-
traduccional y, mas recientemente, se hard@énado, que también a nivel epigenético y
de procesamiento del pre-ARNm (ARNensajero prematuro) (Matsushika, &.al,
2000; Alabadi, Det al, 2001; Farré, E.Met al, 2005; Nakamichi, Net al, 2005;
Perales, M. & Mas, P2007; Filichkin, S.Aet al, 2010; Sanchez, S.Et al, 2010).

Afios atrés, el reloj circého era dividido mecanisticamente en tres partes que se
creia, se sucedian progresivameiriput o sefiales de entradaglque sincronizan al
reloj), oscilador central gutputo sefiales de salida (respasstontroladas por el reloj).
Sin embargo, se ha determinado que epeesentacion resulta una simplificacion, ya
que el correcto funcionamiento del rebiplégico es mucho nsacomplicado que eso,
siendo practicamente imposible separaswtputdel input Se ha encontrado evidencia
gue demuestra la existencia de una inata red de sefalizacion donde, por ejemplo,
genes que pertenecencaltputson capaces de modular el propiput Actualmente se
hace referencia a esas subdivisiones, petoralepto es mucho mas amplio y se plantea
que todas las piezas del reloj se conectdre esi en mayor o menor medida (Fig. 2)
(Harmer, S.L., 2009).
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A
bz /ﬁ / /\_/
\‘\’\ Oscilador
Central —

Temperatura

B
Circuitos de Retro-
alimentacion Conectados
j
/\/\: E o

Temperatura . "*._ 3

Fig. 2. Modelos de funcionamiento del reloj biolégico. AModelo de reloj estructurado

como un mecanismo lineal, formador tres componentes discret8s.Modelo de reloj méas
complejo, donde los distintos actores del migorman una red intercectada entre si. Aqui,

el oscilador central sigue existiendo pero como una serie de circuitos de retro-alimentacion
conectados entre si. Con flechas rayadas setraugse respuestas controladas por el reloj,
pueden a su vez, modular el efecto de la luz y/o la temperatura sobre el entrenamiento del
oscilador. Esas sefiales ambientales, puedeenantel reloj y/o tener consecuencias directas
sobre respuestas reguladas por el oscilador central (flechas negras). Figura adaptada de
Harmer, S.L., Annu. Rev. Plant Biol. (2009).

En el afio 2001 el grupo del DBteve Kay propuso el prenmodelo molecular para
explicar el funcionamiento del oscilador endégendebidopsis thaliangAlabadi, D.
et al., 2001). Ese modelo estaba basadoaemegulacién transipcional de tres
componentes. Uno de ellos es el g&T1(del inglés,TIMING OF CAB EXPRESSION
1), también conocido comBRR1(del inglés,PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 1

cuya expresion es de fase nocturna (oesgaesion maxima durante la noche) y cuya
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funcidbn molecular es desconocida. Laotpina TOC1, de talizacion nuclear,
promueve la expresion de dos faets de transcripcion de tipdyb homdlogos entre si,
LHY (del inglés LATE ELONGATED HYPOCOTYl CCA1(del inglés,CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATED)1 Las proteinas LHY y CCA1, se unen directamente al
promotor del gemOC1], reprimiendo su transcripcioncpmpletando el primer circuito
de retro-alimentacion negativiaig. 3 y Fig. 4 (Alabadi, Det al, 2001).

jotros iotros CAB
genes ; genes
nocturnos? Dia [EirY

Fig. 3. Primer modelo del reloj biolégico enA. thaliana: Al amanecer, la luz induce la
transcripcion deCCAly deLHY. Estos factores de transcripcidn activan la expresién del gen
CAB vy, probablemente, de otros genes de fase matutina. Simultaneamente, reprimen la
expresion deTOCY y potencialmente la de otros genes de expresién nocturna. Con la
disminucién progresiva a lo largo del dia de CCA1 y LHY, los niveles de ARNIOaxL
aumentan, alcanzando el maximo al final del gradcipios de la nochesuando la expresion

de CCAly LHY es minima. Luego, TOC1 induce la transcripcionCf#Aly LHY, dando
comienzo al ciclo nuevamenteigura adaptada de Alabadi &.al, Science (2001).

Si bien las interacciones propuestasese primer modelo siguen siendo validas,
poco después de su aparicion fue clar@ qw era suficiente para explicar el
comportamiento complejo del reloj biologiy las respuestas guéste modula. Asi,
mediante el empleo de analisis matematicos y algoritmos computacionales, en el afio
2005 el grupo del Dr. Andrew Millar propusm nuevo modelo descilador central,
conformado por los componentes conocigopostulando la exisncia de actores
adicionales que permitieran explicar laesspuestas observadas experimentalmente

(Locke, J.C.Wet al, 2005), el cual fue mejorado y ampliado por su mismo grupo y por
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otros (Locke, J.C.Wet al, 2006; Zeilinger, M.N.et al, 2006). Luego, numerosos
trabajos confirmaron este modelo y pa& poco, fueron identificando algunos de los
factores desconocidos y mostrando que Hokles de regulaciémexceden el nivel
tanscripcional, e incluyenlos niveles post-transcrignal, post-traduccional y
epigenético (McClung, C.R., 2006; Harmer, S.L., 2009; KojimaetSal, 2011). A
pesar de estos adelantos, aun no es positieq@r con exactitud el comportamiento del
reloj bajo determinadas circunstanciasdicando que aun quedan elementos y/o

mecanismos de regulacién por descubrir.

Actualmente, se modela el mecanismo t@ndel reloj circadiano como tres
circuitos de retro-alimentacion negativa ccta€los entre si, denominados, circuito (o
loop) central, matutino y nocturno (Fig. 4). Ellos participan distintos miembros de la
familia protéica PRR (del ingléBSEUDO RESPONSE REGULATORa misma, esta
compuesta por cinco integrantes: PRRintién conocido como TOC1), PRR3, PRR5,
PRR7 y PRR9. Todos ellos comparten dominios homologos (PRR y CCT -cuyo nombre
se debe a las proteinas en las que se io@npbr primera vez-), sefial de localizacién
nuclear, son regulados por elajebioldgico y a su vez, pacipan en la regulacion del
mismo. Estudios genéticos han permitiddedminar la existecia de redundancia
funcional parcial entre PRR3, 5, 7 y 9, lo csalevidencia a partitel fenotipo débil de
las mutantes simples para cada uno de esos genes, y el fenotipo severo que presentan las
mutantes multiples, que combinan mutaciones para distintos PRR’s (Harmer, S.L.,
2009).

El loop central esta formado pdiOC1, CCA1l y LHY. Originalmente, cuando este
loop fue descripto, se planteaba que TO@fulaba la expresion de los otros dos
componentes, pero no se sabia stala o indirectamente (Alabadi, Bt al, 2001).
Hasta el momento, no se ha podido caraae un dominio de union al ADN en la
proteina TOC1, lo cual sugiere que lagukacion de ésta sobre los factores de
transcripcion CCA1 y LHY debexiser indirecta. Existe evidencia que sustenta esta
hipotesis: CHE (del inglésCCA HIKING EXPEDITION, un factor detranscripcion
perteneciente a la clase 1 de la familia TCP, se une especificamente al promotor de
CCALly regula negativamente su expoes A su vez, la expresion @&HE es reprimida
durante el amanecer por CCAl y aumentalggémente a lo largo del dia, llevando a

CCAlal minimo de expresion durante la nochAkfinal del dia, TQC1 interactta con
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Fig. 4. Simplificacion del modelo molecular del reloj bioldgicoEl “circuito central” oLoop A,

fue el primero en ser identificado y esta compuesto por CCA1 y LHY, que se unen directamente al
promotor deTOC], regulando negtivamente supresion. TOC1 inducéjrecta o indirectamente

(a través de “X") la expresién de Ides primeros. Por otro lado figuralelop B, que se desarrolla
mayormente durante la porcién nocturna del dia. Este ultimo incluye a TOC1 y otros componentes
de expresion vespertina, pero aun no esta cladites y cuantos son (en la figura: “Y”). El géh

seria uno de los de “tipg, por lo que TOC1 reprimiria su expresion y la de otros componentes de
ese circuito, que a su vez, son losagados de inducir la expresionWeCL Interconectado con

este circuito funciona éloopD, que a diferencia de los anteriores la regulacién se da a nivel post-
traduccional. Aqui, ZTL induce ldegradacion via proteasoma™eCl. ZTL seria estabilizado en
presencia de luz por Gl. Tanto la union de Gl a ZTL, como la de PRR3 a TOC1, podria impedir la
interaccién entre ZTL y TOC1, nieendo esto un efecto negativo sobre la degradacion de TOC1.
Finalmente, eloop C o “loop matutino”, estd compuesto por genes cuyo pico de expresion se da
durante la mafiana. Entre ellos est@CAl, LHY, PRRA PRR9 CCAl y LHY regulan
positivamente la expresion deRR7 y PRR9 PRR7 y PRR9 modulan negativamente la
transcripcion de los dos primeros mediante la union a su promotor. Por claridad, se han omitido
otros genes implicados en el funcionamiento del reloj. Figura adaptada de Harmer S.L., Annu. Rev.
Plant Biol. (2009) y McClung C.R. & Gutiérrez R.A., Curr. Opin. Genet. Dev. (2010).

12



INTRODUCCION

CHE, reprimiendo su actividad, y permitiendo que los niveles de CCA1l aumenten al
llegar la mafana y que el ciclo vuelva a comenzar (Pruneda-Paet all..2009). En
resumen, el rol de TOC4obre la expresion dECAIL podria darse a través de la
represion de un inhibidor. Pesto, CHE podria ser uno s componentes hipotéticos,
responsable de “cerrar” lEop central, representado enHa. 4 como el “componente

X”. Sin embargo, es probable que existéimos mecanismos de regulacion que modulen
la expresion dé&HY, y que colaboren en el complejo y robusto accialeroscilador
central (McClung, C.R. & Gutiérrez, R.A., 2010).

Estrechamente relacionadolabp central, funciona eloop matutino (Fig. 4). En
éste, CCAl y LHY activan la expresion BERR7y PRR9(Farré, E.Met al, 2005), dos
factores de transcripcién pertenecientes a la familia PRR, cuyo pico de expresién tiene
lugar durante el dia, aunque de manera secueR&&9en la mafiana temprana, y unas
horas despué®RR7 Luego, durante la tarde, presenta maxima expré&iRs Estos
tres genes, reprimen en fantonjunta la transcripcion deéCAly LHY, los que
alcanzan niveles minimos durante el comietizda noche. Asi, la ausencia de CCAly
LHY, provocaria la disminucién en los nivelde PRR7 y 9, lo cual permitiria que el

ciclo comience nuevamente.

Como puede observarse, erfFlg. 4 no se ha incluido en lelop matutino a PRR5.
Esto se debe, en primer lugar, a qua &gura es una simplificacion grafica del
mecanismo del reloj. En segundo lugar, PRR5 no es un actor exclusivoopel
matutino, ya que esta vinculado al conpokt-traduccional de TOCL1. Esto es posible
ya que su maxima expresion, traduccioroumulacion protéica, se da antes de la
llegada de la noche, lo cula permite actuar con integrantes de distintos circuitos de
control. En particular, PRR5 interactia co@C1 a través de su dominio n-terminal en
el citoplasma. Esa interaccion, promudee acumulacion de TOC1 en el nucleo,
posiblemente por un aumento en la impodacdhacia ese compartimento subcelular
(Wang, L.et al, 2010). Por otro lado, se sabe que TOC1 y PRR5 interactian con ZTL
(del inglés,ZEITLUPE), una proteina con dominio del tipo F-box que forma parte del
complejo E3-Ubiquitin ligasa, e inducedagradacion via proteasoma de sus proteinas
blanco (Mas, Pet al, 2003; Kiba, T.et al, 2007). Asi, la oligomerizacion de PRR5 y
TOC1, favorece el transporte de estas gosteinas al nucleo, lo que impide su

interaccién con la ZTL citoplasmatica, pratamdolas de la degradacion via proteasoma
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y convirtiendo este paso en un nuevo nivelelpulacion. Sin embargo, la interaccion
PRR5/TOCL1 en citoplasma induce la fosfaiden de TOC1, lo cual a su vez promueve

su interaccién con ZTL (Wang, Let al, 2010). En resumen, existe un delicado
equilibrio en la regulacién post-traduccional de estas proteinas, que contribuye al
funcionamiento robusto y precisoejpresenta el k& bioldgico.

Finalmente, como parte del osdita central, puede describirse lebp nocturno
compuesto por losoops B y D de la Fig. 4. Segun los modelos mateméticos y el
esquema propuesto de tres circuitos deo+alimentacién interconectados (Locke,
J.C.W. et al, 2006; Zeilinger, M.N.et al, 2006), existiria un componente “Y” cuya
accion seria la de inducir la expresion W@C1l Asimismo, se predice que TOC1,
CCAly LHY reprimirian la expresion d&™. Algunos datos experimentales, sefialan a
Gl (del inglés, GIGANTEA) como posible caddto para cumplir el rol de “Y” (Locke,
J.C.W.et al, 2006). Gl también participa entegulacion post-traduccional de TOC1:
Gl interactua fisicamente con ZTL. ZTL d¢mme un dominio de tipo LOV (del inglés,
LIGHT, OXYGEN OR VOLTAGEresponsable de la uni@flavina, que actia como
fotorreceptor de luz azul. Asi, la luz azesgtimula la interaccion ZTL-Gl, lo cual
estabiliza ambas proteinas e impediria glie dimerice con otros blancos de accién,
como ser TOC1 y PRR5 (Kim, W.¥t al, 2007; Harmer, S.L., 2009). En conclusion,
en oscuridad se produciria udegradacién mas rapida déasscuatro proteinas, PRR5,

TOCL1, ZTL y GlI, que en presencia de luz.

TOC1 es blanco de una regulacién adicipmaeméas de las descriptas hasta el
momento (transcripcional via CCA1, LHYGI y componentes hipotéticos; y post-
traduccional por PRR5, Gl ¥TL). En esta participa PRR3, un componente vinculado
hasta el presente sélo con ésta pieza dgl yataya fase de expriés se da durante el
atardecer (Matsushika, &t al, 2000), por lo que se lo ubica erl@p nocturno, Fig.4
(Harmer, S.L., 2009; McClung, C.R. & Gutiém, R.A., 2010). Se ha demostrado que
PRR3 se une directamente a TOC1, de mameeainterfiere con la interaccion TOC1-
ZTL, lo cual previene que TOC1 sea rgado al complejo SCF y su consecuente
degradacion via proteasoma (Para,ef\.al, 2007). Entonces, el rol de PRR3 seria
estabilizar a TOC1, Fig.4 (Harmer, S.12009; McClung, C.R& Gutiérrez, R.A.,
2010).
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La sincronizacién del reloj circadiano

Dado que el periodo de los osciladores enddgenos no es exactamente de 24 hsy, a la
vez, el momento del dia en el cual se poedia salida y la puesti®l sol varia durante
el afo en regiones alejadas del ecuadar,rédojes circadianos son sincronizados, 6
“puestos en hora”, diariamentEn efecto, los cambios d@s en los ciclos de luz-
oscuridad y de temperaturaisijan el funcionamiento de los relojes enddégenos de modo
que distintos procesos mantengan una relag@fase apropiada con el amanecer y el
atardecer (Harmer, S.L., 2009).

El mecanismo por el cual las plantas serdaaemperatura no se ha descripto hasta
el momento. Sin embargo, se conocen algualeakas piezas involucradas en la cadena
de sefalizacion que ese factor abidtico demdga. Se sabe que la transcripcion de
CCAl, LHY, TOC1Y GI, es sensible a la temperatura (Harmer, S.L., 2009). Por otro
lado, plantulas mutantger7;prr9 han demostrado ser incapaces de sincronizarse en
ciclos de temperatura, al menos en algusqeerimentos, lo cuaugiere que esas dos
proteinas tendrian un rol en la respuesia temperatura (Salome, P.A. & McClung,
C.R., 2005a).

La luz parece ser una de las sefiales fuéges en cuanto a su papel en la
sincronizacion del reloj enddgeno. En losmtis afios se ha proporcionado evidencia
genética y fotobiolégica que indica que distintos fotorreceptores, entre ellos fitocromos
y criptocromos, tienen un rol importante en elség diario de los ritmos circadianos en
las plantas (Somers, D.Et al, 1998; Yanovsky, M.Jet al, 2000a; Yanovsky, M.kt
al., 2000b). Cabe destacar que los cripto@snambién han sido implicados en la
sincronizacion de los relojes biolégicos en animales (CashmoreeaR.1999). A su
vez, genes con cierta similitud a las fodpinas, otro grupo de fotorreceptores de
plantas, regulan los ritmos en el hongeurospora crass#Crosthwaite, S.Ket al,

1997). EnArabidopsis thalianae ha demostrado que la luz es percibida por fitocromos

y criptocromos, y mas recientemente se ha determinado que otros fotorreceptores
participan en la percepcion de la luz, toleando a mantener al reloj “en hora”. Estos,
pertenecen a la familia de ZTL y al igual que ésta, poseen un dominio LOV de
percepcion de luz azul. Estaof@inas son LKP2 (del inglésQV KELCH PROTEIN

2) y FKF1 (del inglés,FLAVIN-BINDING KELCH F-BOX 1 (Salomé, P.A. &
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McClung, C.R., 2005b; Demarsy, E. & Fankbay C., 2009). Asi también, se ha
corroborado que la luz regula éstabilidad de distintas qgieinas centrales del reloj,
como se ha explicado anteriormentg, que ademas modula la expresién de
componentes fundamentales del reloj cdd@Al LHY, PRR9y PRR7 sugiriendo que
éste podria ser parte del mecanismo dershizacion del relogn plantas (McClung,
C.R., 2008). Sin embargo, no se ha descrgia la manera a travées de la cual,

fitocromos y criptocromos adulan el oscilador central.

Finalmente, es importante menciongue existen otras sefiales capaces de
sincronizar el reloj que no provienen @ghbiente. Entre ellas podemos mencionar los
niveles de metabolitos enddgenos, por ejenmuiermediarios del nitrégeno organico,
niveles hormonales, o citoquininas, brasstiemides y acido abscisico (McClung, C.R.
& Gutiérrez, R.A., 2010). Por otro lado, sa propuesto que los niveles enddégenos de

sacarosa, podrian funcionar como sefial de sincronizacion (Jamest A.82008).

El reloj circadiano, mucho mas que un mecanismo

Como se ha mencionado anteriormenteyseilador endégeno es el mecanismo por
el cual las plantas anticipan la llegada a@elanecer y el atardecéo, cual representa
una ventaja adaptativa para los organismos (Dodd, &.al, 2005). Esto se debe a que
el reloj circadiano regula nunmeos procesos fisioldgicos y desarrollo, entre ellos el
ritmo del movimiento de las hojas, laofhcion, el alargamien del hipocotilo, los
niveles hormonales, la apertura estomaticatras actividades metabdlicas como el
intercambio de nitrégeno garbono (Yanovsky, M.J& Kay, S.A., 2002; McClung,
C.R., 2006; Nozue, Ket al, 2007; McClung, C.R., 2008; Harmer, S.L., 2009). Por
ejemplo, en plantas cuyo reloj circadiam® funciona correctamente se ha medido un
40% de disminucién en lada de fijacion neta de dmmo en comparacion con las
plantas salvajes, asi como también un 4f&aisminucion en la biomasa (Dodd, A.N.
et al, 2005).

La posibilidad de que el reloj circadianmodule tantas y tan diversas respuestas,
podria explicarse ya que gran parte del genesta bajo el control de este mecanismo.

Se ha detectado, que haete®0% de los genes deabidopsis thalianaoscila a nivel
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transcripcional en condicioaeambientales ciclicas, dondke luz y/o la temperatura
cambian entre el dia y la noche (Michael, TeP.al, 2008b). En conjunto, estas
observaciones reflejan la importancia ddbjreircadiano en el control de procesos

celulares béasicos y también a nivel organismico.

La luz, una sefal importante

La luz es uno de los componentes abi&tidel ambiente mas importantes para las
plantas, ya que provee la energia necesaria ngalizar la fotosintesis y actia como
fuente de informacion. Los cambios moéigicos y fisioldgicos que se producen en

respuesta al ambiente luminicodanominan procesos fotomorfogénicos.

La luz provee distinto tipo de sefales informativas para las plantas. Entre ellas se
encuentran: 1) la irradiancia, que representa la cantidad de luz por unidad de tiempo y
de superficie; 2) la calidadspectral, que varia principalmente por la presencia de
plantas vecinas y, aunque en menor gradajias nublados, en el amanecer y en el
atardecer; 3) la direccion de incidenctpye depende del momento del dia, de las
estaciones, y de los claros en el canopeetet 4) el fotoperiodajue se define como
la cantidad de horas de luz que posee um del 24 horas, y que en regiones alejadas

del ecuador varia segun la estacion del @ankhauser, C. & Casal, J., 2004).

Estudios genéticos y fotallbgicos realizados erArabidopsis thaliana han
demostrado que las moléculas responsablesedsar la luz median gran cantidad de
respuestas adaptativas, por ejemplo eltfopismo y el escape a plantas vecinas, y
también controlan algunas de las transiciahesdesarrollo, como la germinacion y la
floracién (Kami, Cet al, 2010).

La luz y el desarrollo vegetal

Una vez que las semillas son expuestas luz, se induce la germinacién. En
primera instancia, el desarmwltle las plantulas dependelde reservas presentes en la
semilla. Si se desarrollan en oscuridad, el crecimiento de esas plantulas se caracteriza
por presentar un fenotipo etiolado, es debipocotilos largos y con gravitropismo

negativo, raiz corta, gancho apical bipronunciado, cotiledosecerrados y poco
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expandidos, maquinaria fotos#tica rudimentaria y escasa presencia de pigmentos
(Casal, J.J., 2002). Este patron desalmllo en oscuridad se denomina
escotomorfogénesis. El alargamiento observado en el hipocotilo, se debe a un proceso
de elongacion celular, y represemna ventaja para la supervivencia del organismo, ya
que le permite a la plantula alcanzar la superficie del suelo y comenzar a percibir las
sefales luminicas, lo cual dasadena una serie de cambaosel desarrollo, conocidos

en su conjunto como des-etiolacion. Epteceso incluye la rapida inhibicion del
alargamiento del hipocotilo (inhibicibn da elongacién celular), la inhibicion del
gravitropismo negativo del hipotilo, la elongacion de la raiz, la apertura del gancho
apical, la expansion y apertuila cotiledones, @esarrollo de cloroplastos y el aumento

de la sintesis de pigmentos (antocianinas, clorofilas y carotenoides). Durante la
inhibicién del alargamiento del hipocotil@| reloj circadiano cumple una funcién
importante, ya que modula la percepcioniatesefales luminicas y las respuestas que
éstas promueven (Nozue, &t al, 2007). En conjunto, la desadacion permite que la
plantula alcance la fotoautotrofia, estaidéndose un nuevo patrén de desarrollo, la
fotomorfogénesis. Estos cambios morfoldgigo fisiolégicos de adaptacion al nuevo
ambiente son el resultado de la transduccion de la sefial luminica desde los
fotorreceptores correspondientes hasta sestaks, lo cual provoca un cambio en el

programa transcripcional de las células (Magtlal, 2001; Tepperman, ét al, 2001).

Las respuestas de dewmktcion y fotomorfogénesi han sido ampliamente
estudiadas a lo largo desl@fios, ya que su analigisovee informacion fundamental
para comprender cOmo ocurreplarcepcion luminica en lasapitas, las sefiales que esto

dispara, y los mecanismos que se utilizan cdime&le controlar las distintas respuestas.

La percepcion de la luz

Las plantas superiores poseen varias familias de fotorreceptores que pueden
monitorear un amplio rango del espeduiminico, desde la luz UV-B (280-320 nm)
hasta el rojo lejano (700-800 nm), Fig. 5. Estas moléculas les permiten sensar y
responder a las fluctuaciones constantesladéuz, lo cual rpresenta una ventaja

adaptativa crucial, ya que como se égplicado anteriormente, las plantas son

18



INTRODUCCION

300 400 500 600 700 800 (nm) Fig. 5. Espectro luminico.
Longitud de onda (nm) de la luz

y el nombre que recibe cada

UV-B  UV-A ; Azul Varda : Rojo 'Rujui fraccion. En general, el nombre
Lejano coincide con el color percibido

por el ojo humano.

organismos sésiles y fotoautotréficos, siefaléuz un factor determinante en su ciclo
de vida (Kami, Cet al, 2010).

Algunas respuestas fisiolog&aon disparadas especifiete por un fotorreceptor.
Sin embargo, en muchos casos, la particgpade integrantes de distintas familias de
fotorreceptores asegura una respuesta coordinada. También se ha visto que existe
interaccién entre las vias defalizacion enddgena disparadas en respuesta a distintos
factores ambientales, en pamtar a la percepcion de la luz, la temperatura y los
patogenos (Kami, Get al, 2010).

En particular, la luz UV-B es capaz dehibir la elongacién del hipocotilo en
Arabidopsis thalianay regular la transcripciorde un gran numero de genes
(Boccalandro, H.E.et al, 2001), sin embargo, aun nee han identificado
fotorreceptores especificos para estas longitudes de onda (KahigalC2010). La luz
roja y roja lejana, es sensada por los fiawos, mientras que existen tres familias de
fotorreceptores de la luz UV-A y azul: los criptocromos, las fototropinas y los
miembros de la familia ZEITLUPE.

En la especieArabidopsis thaliana se han descripto hasta el momento, cinco
fitocromos (phyA-phyE). Andlisis companatis entre especies, madentificado loci
cuyas secuencias presentan alto gradadeetidad a esos genes en organismos muy
diversos, desde algas hasta angiospernemsju@ los estudios realizados sugieren una
divergencia temprana durante la evolucitinlas plantas con semilla para algunos de
ellos (Quail, P.Het al, 1995; Kami, Cet al, 2010). En relacién a su funcién biolégica,
phyA y phyB son los fitocromos mejoaracterizados hasta el momentcfernthaliana
Estos controlan la germinacion, el dmeiento del hipocotilo, la orientacion

gravitropica del hipocotilo, la expansion apertura de cotiledones, la apertura del
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gancho apical, la elongacion tkeraiz principal, y la firacion, entre otros procesos
(Quail, P.H., 2010). A pesar de que lmecanismos moleculares subyacentes a las
respuestas fisioldgicas promovidas por lascfomos, no se conocen en profundidad, se

ha demostrado que éstos interactian a nivel celular con diversos componentes, entre
ellos factores de transcripcion, lo cual deselena en primera iasicia la regulacion

de la expresion geénica, y luego, via la tdutgion de las sefales, el fenotipo observado
(Kami, C.et al, 2010).

Como se ha mencionado anteriormentéster distintos grupos de fotorreceptores
de la luz UV-A y azul erA. thaliana La familia de las fototropinas, constituida por
PHOT1 y PHOT2 (del ingléesPHOTOTROPIN 1y PHOTOTROPIN 2 participan
principalmente en procesos de fototromsraunque también han sido involucradas en
otras respuestas, como por ejemplo Xpamsion de cotiledones y de hojas, y el
desarrollo estomatico (Kami, CGet al, 2010). Por otro lado, se encuentran los
fotorreceptores pertenecientes a la fandEdATLUPE (ZTL, LKP2y FKF1), que como
se ha explicado previamente, participan la sincronizaciordel reloj circadiano,
proporcionandole robustez, y también se hasvinculado a la induccién de la via
fotoperiodica de la flacion (Demarsy, E. & Fkhauser, C., 2009; Baudry, At al,
2010). Finalmente, podemos mencionar laif@ de los criptocromos. Estos se
encuentran no solo en plastaino también en animajes incluso en el ser humano,
siendo fotorreceptores ubicuos en todosdosariotas superiores (Lin, C., 2002). Asi
también, estudios en cianobacterias, lterminado su presencia en procariotas
(Hitomi, K. et al, 2000). La mayoria de las plantas estudiadas contienen multiples
criptocromos. EnArabidopsis thalianase han descripto k& el momento, tres
componentes pertenecientes a esa famiiRYl CRY2 y CRY3 del inglés,
CRYPTOCHROME ,JCRYPTOCHROME % CRYPTOCHROME ,3respectivamente
(Ahmad, M. & Cashmore, A.R., 1993; Hoffman, Pdd.al, 1996; Lin, C.et al, 1996;
Kleine, T.et al, 2003). CRY1 y CRY2, participan durargeproceso de des-etiolacion
bajo luz azul (Lin, C., 2002). El rol de @R aun no ha sido claramente establecido
(Kleine, T.et al, 2003).
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El control del tiempo a floracién

Ademas de poseer mecanismos que coordinan procesos bioldgicos de modo que
éstos ocurran en un momenparticular del dia, mbhos organismos ajustan su
desarrollo de modo que ciertas transiciones oougralas épocas mas favorables del
afo gracias a su reloj o “calendario” ldigico (Yanovsky, M.J. & Kay, S.A., 2003). En
efecto, esa adaptacion, confiere variasitaj@s. Por ejemplo, en las plantas, la
reproduccion ajustada a la primavera, profora a la siguiente generacion el mayor
tiempo posible para establecerse antes tledada del invierno, cuando las condiciones
suelen ser desfavorables. Esto conduce al aumento en la tasa de supervivencia y una
clara ventaja para aquellos organismos lugre desarrollado un sistema que les permite
sensar diferencias estacionales, a travda deteccion y respuesta a los cambios en las

condiciones ambientales (Jackson, S.D., 2009).

Una de las sefiales que permite a plantas y animales anticipar el advenimiento de
estaciones favorables o desfatdes son los cambios en fektoperiodo, es decir la
cantidad de horas de luz que posee un del@4 horas, o sea uradiComo ya se ha
explicado, ese parametro cambia a lo largtadeestaciones debido a la inclinacién del
eje del planeta Tierra. Entonces, la rotaciomehde la Tierra alrededor del Sol provoca
que los fotoperiodos para determinadatudtise repitan exactamente en el mismo
momento del afio, todos los afios. Por eat@n, el fotopeodo resulta una sefial
sumamente precisa y “confiable” como indioade la época del afio, mucho mas que
los cambios en la temperatura, que si biantflan en relacion a las estaciones anuales,

esas variaciones son mucho mepegiecibles (Jackson, S.D., 2009).

Desde hace casi 90 afios se sabe que la floracion de numerosas especies vegetales se
ve afectada por el fotoperiodo, y se ha mheiteado que las especies vegetales pueden
responder de distinta manera al largo del dia: algunas plantas florecen solamente, o mas
rapidamente, cuando los dias tienen utoderiodo mayor que cierto valor critico
(plantas de dia largo), ofracuando el fotoperiodo es menor que cierto valor critico
(plantas de dia corto) y urr¢er grupo de plantas es insensible a esa sefal (Thomas, B.

& Vince-Prue, D., 1997).

El modelo mas ampliamente aceptado para explicar el mecanismo de medicion del

fotoperiodo se conoce como mamde coincidencia externBe acuerdo a este modelo,
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un organismo reconoce un dia como larganto detecta la presencia de una sefial
externa, la luz, en un momento del did¢ed®inado por su reloj biologico (Yanovsky,
M.J. & Kay, S.A., 2003). Teniendo esto en cuenta, resulta evidente la importancia del
correcto funcionamiento del oscilador enddgeaobre la floracién fotoperiodica de las
plantas, y permite entender por qué muamasantes para genes del reloj circadiano
poseen alterado el tiempofloracion (Fowler, Set al, 1999; Sato, Eet al, 2002;
Yamamoto, Y et al, 2003; Somers, D.Eet al, 2004).

La utilizacion de la especiArabidopsis thalianacomo sistema modelo para el
estudio del control fotoperiodico de la #aién ha permitido en los ultimos afios dar
fuerte sustento experimental al modelo de coincidencia externa y, a su vez, ha permitido
dilucidar en gran medida los mecanismos moleculares subyacentes al modelo. Asi
también, debido a que el tiempofloracion es una respuesianple de medir, resulta
atil como herramienta en el estudio de la percepcidén luminica, el funcionamiento del
reloj circadiano, el sistema de medicién tlebo del dia y la interaccion entre esos
mecanismos (Guo, Ht al, 1998; Yanovsky, M.J. & Kay, S.A., 2003).

Epigenética: otro nivel de regulacion

Las distintas regulaciones epigenéticas han cobrado importancia en los ultimos afios
ya que no solo intervienen en una “memoria” a largo plazo, sino que participan en
procesos fundamentales para el desarrolllmsi®@rganismos como lo son la replicacién
del ADN, la compactacion cromosomica, rigparacion del ADN, la trascripcion, el
splicing alternativo y el funcionaranto del reloj circadiano. Estos procesos celulares,
también tienen implicancia directa sobre el comportamiento de los individuos, ya que
por ejemplo, aseguran el éxito reproductineediante la floraciébn en el caso de
Arabidopsis thaliana (Kouzarides, T., 2007; Fem M. & Mas, P., 2007; Schmitz, R.
et al., 2008; Schor, I.E. et.aR009; Luco, R.F. et al., 2010)

Desde un punto de vista molecular, lEBnémenos epigenéticos pueden ser
consecuencia de la modificacion directa ABIN, o estar ligados a las histonas y a las
modificaciones post-traduccionalde las que estas proteirsmn blanco. Normalmente,

el ADN se empaqueta formando nucleosoreaty significa que se “enrosca” sobre un
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octamero de histonas en el cual quedan estpados extremos amino-terminal de las
mismas y son éstos los que sufren las distintas modificaciones. Actualmente, se sabe
que las histonas pueden sufrir alguna oagde las siguientes modificaciones post-
traduccionales: acetilam, fosforilacion, sumoilacion, ubiquitinacion, metilacién, ADP
ribosilacién, deiminacion e isomerizaciéon delpras. En particular, las mas estudiadas
son la acetilacion y la metilacion. La acetifec se da sobre el aminoacido lisina;
mientras que la metilacion puede encasgasobre lisina como mono-, di-, 0
trimetilacién, y/o sobre la arginina, comwno-, o dimetilacion. Esta Ultima, puede ser
simétrica o asimétrica. Tanto la acetilacidomo la metilacién de histonas, han sido
estudiadas principalmente en relacién a sgabre el control d& transcripcion génica
(Kouzarides, T., 2007). La actiad transcripcional de un igelepende del conjunto de
marcas que se encuentran sobre un mismo nucleosoma, y del estado de los nucleosomas
“vecinos”. Las modificaciones existentes en los extremos de las histonas tienen efecto
sobre las nuevas marcas que pueden demusijgueden ser excluyentes, o favorecerse
entre si. En funcion de todo esto, se heado la expresion “cogib de histonas” para
definir determinada combinacién de modificaws, y la capacidad de la célula para
interpretar esa sefal, dando como resultdeterminada respuestdale recordar, que
aguellas enzimas capaces de “eliminara unodificacion, restdéciendo el estado
original de la histona, también poseen uhdeterminante en el establecimiento del
“cadigo de histonas”. Ejemplos de estas e@& son las desacetilasas y las demetilasas
(Liu, C. et al, 2010).

La epigenética y el desarrollo erabidopsisthaliana

Como se ha explicado en la seccidrgadente, en los ultimos afios ha mejorado
nuestro entendimiento del rol que cumplepégenética en el furmnamiento celular y
la cantidad de procesos que modulaeBa seccion, mencionaremos algunos ejemplos
donde este novedoso mecanismo de contieie consecuencias directas sobre

respuestas fisiologicas, que afectan el desarrolfraleidopsis thaliana

Una de las respuestas fundanaéeg durante el desarrollo Aeabidopsis thaliana
inicialmente vinculada a la regulacién epigenética es la floracion (Wet &, 2000;

He, Y. et al, 2003). Originalmente, se encomtma pruebas que sugerian que la
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transicion del desarrollo getativo al reproductivo podr estar afectada por la
acetilacion de histonas (Wu, Ket al, 2000), y luego se demostr6 mediante
herramientas genéticas, que la ausenciar@gedesacetilasa déstonas conduce a la
hiper-acetilacion de las histaasociadas al promotor &:C, un regulador negativo
de la floracion. Eso, a su vez, promuevea@mento en la expresion del mismo vy el
consecuente retraso en dicha respuesta (Het a1, 2003). Desde ese momento hasta
el presente, se han reportado distintas acasilgsdesacetilasas de histonas, vinculadas
al control epigenético del tiempo a #aién (He, Y. & Amasino, R.M., 2005; Deng, W.
et al, 2007; Farinas, B. & Mas, P., en prenddo obstante, existe otra marca post-
traduccional importante enasgegulacion: la metilacion. @w en otras modificaciones
epigenéticas, la respuesta desencadenada depende del equilibrio establecido por la
presencia y ausencia de la marca, lo exglica la importancia tanto de las enzimas
capaces de introducir los grupos metilognoode aquellas cuya actividad catalitica
reside en eliminarlos. En primer luga® encuentran las proteinas que metilan el
aminodcido lisina. Andlisis comparativos,shdos en las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas de distintos gamismos, han identificado ek thaliang 10 posibles
genes cuyas proteinas podrian tener activideadnetilasa sobre lisinas de histonas
(Avramova, Z., 2009). Hasta el momento, seréportado que trede ellas (ATX1,
ATX2 y ATXR7, del inglés ARABIDOPSIS TRITHORAX1ARABIDOPSIS
TRITHORAX2y ARABIDOPSIS TRITHORAX-RELATED/&spectivamente) estarian
relacionadas con la reguléai epigenética del tiempo afacion (Alvarez-Venegas, R.
et al, 2003; Pien, Set al, 2008; Tamada, Yet al, 2009).

Por otro lado, existen las PRMTs (PRMTs, del ingf&2OTEIN ARGININE
METHYL TRANSFERAS$Hue catalizan la adicién de grupos metilos al aminoacido
arginina presente tanto en histonas, coero otras proteinas. Estas enzimas se
encuentran presentes desde eucariatagelulares hasta humanos, incluyendo a
Drosophila melanogastey Arabidopsis thaliangBachand, F., 2007) y componen una
familia muy conservada formada por dos grandes grupos, las metil-transferasas
simétricas y las asimétricas, dependiendo de la ubicacion que adoptan los grupos
metilos sobre la arginina metilada, Fig. 6 (Liu,e€al, 2010). EnArabidopsis thaliana
se encuentran presentes ambos tipoE#Ts y se ha determinado que PRMTS5,
PRMT1b, PRMT4a, PRMT4b, y PRMT10 participan el control de la floracion (Niu,
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L. et al, 2007; Pei, Yet al, 2007; Scebba, Fet al, 2007; Wang, Xet al, 2007; Niu,
L. et al, 2008).
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Fig. 6. Metilacién de argininas por PRMTs.Estructuras derivadas de la metilacion de la
arginina por arginin metil-transferasas gmtl o tipo Il. Figura adapatada de Liu&t.al,
Annu. Rev. Plant Biol(2010.

El funcionamiento del reloj circadianontaién ha sido identificado como blanco
del control epigenético. Durante las etapasidtes de esta tesis, surgieron evidencias
bioquimicas que postulaban que el oslmlaenddgeno seria dsico de regulacion
epigenética, en particular a través deatztilacion de la histona 3. Eso, alteraria la
expresion del gemOC], una de las piezas claves del oscilador central (Perales, M. &
Mas, P., 2007). Sin embargo, hasta ese mamer diferencia de los conocimientos
que se tenian sobre el controll dempo a floracion, no existian efsrabidopsis
thaliana pruebas genéticas que vinculardns mecanismos epigenéticos al

funcionamiento del reloj enddgeno.
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OBJETIVOS

Debido a la importancia que tiene el coroeftincionamiento del reloj circadiano en
los seres vivos, y lo util que seria pataser humano poder maniarlo en especies
vegetales con el fin de incrementar sus rendimientos, hemos determinado como objetivo
general para esta tesis doctoral, mejorastmaeconocimiento sobre el funcionamiento
del reloj biolégico. Para ello, nos hemasanteado como objetivo particular la
identificacién y caracterizacion de nuevosmponentes regutaios del oscilador

enddgeno en la especie modalabidopsis thaliana

HIPOTESIS

La hipétesis principal de &stesis es que existen gergue forman parte del reloj
circadiano y/o mecanismos regulatorios que aun no han sido descriptos. Por lo cual,
predecimos que la d@htificacion de esosiuevos componentes rpatira mejorar el
entendendimiento sobre el funcionamiedi® dicho mecanismo, y su capacidad de

regular distintos procesosiblogicos y de desarrollo.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La genética directa ha demostrado en los Ultimos afios ser una herramienta
sumamente Util para identificar genes invadlos en distintos procesos fisioldgicos y
morfologicos. Asi mismo, la utilizacion d&rabidopsis thalianacomo organismo de
estudio provee grandes ventajas debido grda disponibilidad de material, tanto de
individuos transgénicos y mutantes, cobioinformatico. Es por esto que decidimos
iniciar nuestro trabajo realizando ur@isqueda a gran escala de mutantes de

Arabidopsis thalianauyo reloj circadiano esté alterado.

26



Materiales y Métodos



MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

Busqueda a gran escala de mutantes én thaliana

La busqueda de mutantes cuwdoj circadiano €é alterado, seealizdé sobre una
coleccién de semillas mutagenizadas al azar mediante la insercién de ADN foraneo: T-
DNA. Esta, generada utilizando el ecotifmlumbia, cuenta aproximadamente con
20.000 lineas de mutantes independientese yencuentra disponible en el ABRC
(Arabidopsis Biological Resource Cent&@hio State University, Columbia, USA). La
coleccion es enviada al usuario fraccionada, es deciubes que incluyen, cada uno,

100 lineas independientes de mutantes y Iillss de cada linea. Esto facilita la

basqueda, ya que sembrando un tubo, se evaltan 1.000 plantulas simultaneamente.

El T-DNA mencionado, ha sido nstruido con una serie é@mhancersiel virus del
mosaico del coliflor,35S Ademas, posee los elementos genéticos necesarios para
insertarse en el genoma de la plangaun minigen (region promotora — region
codificante — terminador de la transcripcidgle le confiere resistencia al herbicida
glufosinato de amonio (BASTA). La pres#n de dicho minigen, permite seleccionar
facilmente las plantas transgénicas. El T-DNA es transferido a la célula vegetal e

introducido aleatoriamente genoma de la misma pAgrobacterium tumefacien

Las semillas fueron sembradas en cajas plasticas transparentes, sobre papel de filtro
dispuesto por encima de un soporte de-agaa al 0,8%. Las cajas fueron mantenidas
durante 4-5 dias en oscurii@ 4°C para reducir la doicion. Con el objetivo de
inducir y sincronizar la germinacion, lasnskas fueron expuestas a 2 horas de luz
blanca a 22°C, seguidas deltffas en oscuridad a 22°C.sRgiormente, las plantulas
fueron cultivadas por 3 dias en una cantgraultivo emitiendo luz blanca provista por
tubos fluorescentes Philips TLD 36W/54 a 22€@n un fotoperiodo de 8 hs de luz, 16
hs de oscuridad, e irradiancia @proximadamente 80 micromol.metrsegundd
(umol.m?s%). Una vez finalizado el tratamientominico se seleccionaron, a simple
vista, las plantulas que presentaban hiplmsoalargados en comparacion con la media

poblacional.
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Material vegetal y condigones de crecimiento

Las lineas dérabidopsis thalianaitilizadas en esta tesis son del ecotipo Columbia.
Excepto que se indique lo contrario, las semillas se sembraron en cajas plasticas
transparentes (40 x 33 mm, 15 mm altura) eoieindo 4 ml de agagaa al 0,8% (p/v),

y se incubaron por 3-4 dias a 4°C en oscdrfmia disminuir la dormicion. Para inducir
y sincronizar la germinacion, las semillas se expusieron a luz blanca (2 horas) y luego
se incubaron en oscuridad por 24 homs22°C antes de ser transferidas al

correspondiente tratamiento.

Las plantas se cultivaron en macetas plasticas de 11@armteniendo una mezcla
de perlita, vermiculita y turba (1:1:0,5), et riego se realizdé con solucidon nutritiva
(Hakaphos Rojo, Compo) dutanel periodo de crecimiemtlLa temperatura en las
camaras fue mantenida entre 22°C y 24°% condiciones luminicas en término de
fotoperiodo e irradiancia, varia para cadpegimento, por lo cual se detallara segun

corresponda.

Las mutantes empleadas fuerophyA-211 phyB (SALK _069700), cryl
(SALK _069292),cry2-1, atprmt5-1 (SALK _065814),atprmt5-2 (SALK_095085),flc
(SALK_092716), prr7-3 (SALK_030430), prr9-1 (SALK_07551). Las semillas
transgénicas que portan las construccicdbA82::LUC, TOC1::LUC o CCR2::.LUC

fueron gentilmente donadas por S. Harmer.

Las lineas “SALK” presentadas esste trabajo, provienen d&ALK Institute
Genomic Analysis Laboratogyson mutantes por inseroi@le T-DNA. La homocigosis
de esa insercion fue verificada por PCR. rAbdlizar cruzamientos, se busco en la

progenie las plantas homocigetpara la mutacion.

Experimentos fotomorfogénicos

Fuentes de luz y tratamientos luminicos

La luz blanca fue provista por tubos flascentes Philips. El azul continuo fue
suministrado por tubos fluoresdes de luz blancaltrada por un filtroacrilico azul de
2 mm de espesor (Paolini 2031, La Casa delad&ogeBuenos Aires, Argentina). El rojo

lejano continuo fue generado por cuatrmparas incandescentde 150 W (Philips
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R95), en combinacién con un filtro de agua (aislante térmico), un acetato rojo y seis
filtros de acrilico azul (Paolini 2031). El rojo continuo fue provisto por diodos que
emiten luz en el rango de 635-650 nm. Paraalotgs distintas intensidades de azul,

rojo lejano y rojo, se dispusieron hojas dpgddlanco y liso sobre las cajas plasticas.

Mediciéon del largo del hipocotilo

En este experimento, luego del pulsdudeque induce y sinoniza la germinacion,
se colocaron las cajas con las semillas en los tratamientos luminicos por el lapso de tres
dias. Posteriormente, se midio el largo lipbcotilo con regla (precision de 0,5 mm).
Se realizaron 10 mediciones, a partir de ladesuse obtiene el promedio y se considera
como una unidad experimental. Cada tratatoi€uenta con dos rigas bioldgicas, y a
su vez, se realizaron tres experimentodependientes (Fankhauser, C. & Casal, J.,
2004).

Inhibicién del gravitropismo negativdel hipocotilo modulado por la luz

Luego del pulso de luz que induce y simiza la germinacion (igual al aplicado en
los experimentos anteriorege colocan las cajas en @rrespondiente tratamiento
luminico, donde fueron dispuestas de mode gl agar quede emosicion vertical.
Pasados tres dias de incubacion en esagicdones, se midié el angulo del hipocotilo
respecto del vector vecal con un transportador (mision de 5 grados). Cada
tratamiento consta de tres réplicas y @ trepeticiones independientes. El promedio
calculado a partir de cada caja, fue considerado como una réplica (Fankhauser, C. &
Casal, J., 2004).

Medicion del porcentaje de germinacion

Se sembraron 40 semillas por caja y fuezgpuestas a un pulso de 10 minutos de
rojo lejano para disminuir la forma activdel fitocromo, Pfr (formada durante el
periodo que la semilla se encuentra en latalaradre) y transformarla en Pr. Luego, se
transfirieron a 4°C por 3 dias, se incubapon dos horas en el tratamiento apropiado
(rojo o rojo lejano) y finalmente, fueron tsdaridas a oscuridad. Bgués de 3 dias, se

conté el nimero de semillas germinadas de cada caja, considerando como germinadas
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aguellas que presentan radicula. Se le restd el niumero de semillas germinadas del
control de oscuridad. Cada caja fue considaruna réplica y cada tratamiento cuenta

con 3 réplicas por genotipo. El expeento se repitié al menos, 3 veces.

Medicion del tiempo a floracion

Para los experimentos de tiempo a flabac se indujo la germinacion de las
semillas como se indicé previamente, ycedocaron en el fotoperiodo apropiado. Una
vez establecidas las plantulas, éstas futemsplantadas a las macetas mencionadas y
crecidas segun las condiciones descripitas.fotoperiodos empldas fueron: dia corto
(8 horas -H- de luz y 16H de oscuridad), ldigo (16H de luz - 8H de oscuridad), y luz
continua (24H de luz). La irradiancia fagustada en los distios fotoperiodos para
equiparar el total de micromoles de luz geeiben las plantas; asi, independientemente
de la cantidad de horas de luz, todasse#iben la misma cantidad de micromoles por
dia: 2mol.metré®.dia’. EI nimero de hojas de la roséia determinado para cada planta,
cuando el tallo principal alcanza 1 cm d®.aEn cada experimento se cuantificaron las
hojas de 10-15 plantas (como minimo) paada genotipo. Se realizaron, como minimo,
dos experimentos independientEs. los casos donde aparedeandlisis emdistico, se
realizo un analisis de la varianza de wiea (One way- ANOVA), seguido del test de

Tukey para comparaciones mdltiples.

Andlisis del reloj circadiano enA. thaliana

Medicidon del angulo entre hojas

Con el objetivo de realizar este experimento, las semillas se sembraron directamente
en macetas plasticas con forma de tubafdiéo: 13mm, alto: 35mm) que contienen el
sustrato ya especificado, y se colocarodaeocondicion de entrenamiento: fotoperiodo
de dia largo (16H de luz-8H de oscudjlaDespués de aproximadamente 10-15 dias,
una vez que se detecto la ap@ncdel primer par de hojas, las plantulas se transfirieron
a condiciones de luz y temperatura continua, y se las fotografié una vez por hora. Luego
de terminado el experimento (alrededor de una semana de toma de imagenes), se

procedié al analisis de los datos. Para,ede midié el angulo fmmado entre el primer
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par de hojas, considerando como veérticelidbo angulo, el apice foliar que dio origen

a las dos hojas. Esto se realiz6 empleandofedarelmageJ

Estimacién del periodo

La estimacion del periodo se realiz6 empleandsdadtware Brass 3.0Este
programa calcula dicho parametro aplicarelatest de transformacion no lineal de
cuadrados minimo$ast Fourier del inglésfast Fourier transform—nonlinear least
squares(FFT-NLLS). Luego, se calcula el errorr(er estandar, representado en las
figuras de esta tesis) y otparametro, denominado error ldeamplitud relativa, que da
idea de la confiabilidad de la oscilacion derta respuesta, es decir, si realmente sigue

un patrén circadiano. Estos célculos puederiziagake para cualquier respuesta medida.

Para comparar estadisticamente las diferencias observadas entre los distintos
genotipos se realizd un analisis de laarsza de una via (One way- ANOVA), seguido

del test de Tukey para comparaciones multiples.

Medicidon de la bioluminiscencia

En este experimento las plantulas se cultivan directamente en medio Murashige &
Skoog (Murashige, T. & Skoog, F., 1962), y glacas apropiadas para el uso en el
luminémetro. Se siembra una semilla por pog¢ifle coloca la placa en la condicién de
entrenamiento (en nuestros experimentos: fotoperiodo 12:12, 12H de luz-12H de
oscuridad), y se permite que las plantulas emerjan. Después de aproximadamente 7 dias,
cuando se registra la aparicion de los cdtitees, la placa compée se transfiere a
condiciones de temperatura y luz (presencia o0 ausencia) continua, y se programa el
lumindbmetro para que mida la bioluminiscenemitida por cada plantula una vez por
hora. Una vez terminado el experimento (aldedale 5 a 6 dias), ggocede al analisis
de los datos. Para ello, se empleadatwareMikrowin 2000(version 4.29) (Mikrotek
laborsysteme, Overath, Alemania). HEimindmetro empleado es el modelo de

microplacas, LB-960 (Berthold Technologies, Wildbad, Alemania).
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Identificacion de la mutacionprmt5-5: Clonado posicional

El clonado posicional se realizé a partir ABN extraido de plantas adultas, las
cuales se cultivan tal como se describié anteriormente. La mutacion que se deseaba
identificar estaba en el ecotipo Columbia (C&ll fenotipo con etual se buscoé la co-
segregacion de los marcadores moleculares fue la floracién tardia, evaluada en dias
largos. Ya que se conoce gran cantidbd marcadores moleculares que permiten
distinguir Col de Landsbergrecta(Ler), se eligio este otro ecotipo para realizar el
mapeo. Los primers empleados para determinar los marcadores moleculares
correspondientes a Col y/e@t, fueron disefiados a partir de la informacion disponible

en elTAIR(The Arabidopsis Information Resouyce

Para el mapeo grueso que permite identificar groseramente la ubicacion de la
mutacion (por ejemplo, numero de cromosogyrbrazo izquierdo o derecho del mismo),
se emplearon alrededor de 22 plantas famotipo, es decir, homocigotas para la
mutacion, ya que por datos genéticos, se galeela misma es recesiva. En relacion a
los marcadores moleculares, se utilizarong@ estuvieran distrilidos a lo largo de
todo el genoma dA. thaliana Para el mapeo fino se disefiaron, y emplearon 18 pares
de primers. El nUmero de plantas rorela las 830, provenientes todas ellas de la
poblacion segregante (F®ptenida de lacruza deprmt5-5 (ecotipo Col) y ler. En
algunos casos, para lograr que los slatooleculares de esas plantas fueran
informativos, hubo que estudiar la segre@adiel fenotipo en laiguiente generacion
(F3). El intervalo que contenia la magién fue acotado a 430 kilobases. Segun un
analisisin silico a partir de la informacion disponible enTAIR se determind que esa

region contiene aproximadamente 160 loci.

Luego de identificar el gen candidat4g31120, se procedio a saenciarlo con el
fin de determinar si el mismo posee efamtiente alguna mutacion, y de ser asi, su
ubicacion y a qué clase pertenece. Para sdladisefiaron 13 pares de primers, que
cubren el gen en cuestién, incluyendo 1700 pares de bases rio arriba de su sitio de

iniciaciéon de la traduccién y 650 parestieses rio abajo del codon de terminacion.
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Lineas de moscas y ensayos comportamentales

La linea mutantelart5, fue amablemente donada por el Dr. Greg Matera, mientras
que la linea mutant€suf™° fue provista por el Dr. Joél Anne. Antes de realizar los
experimentos moleculares (QPCR, PCR radiactivéing-arrays), la lineadart5, fue
retrocruzada 5 veces por el genotipo salwaje® siendo éste Gltimo el empleado como
control en tales experimentos. Las mosgds®fueron solicitadas d@loomington Stock
Center Las mutanteper’ y jrk estaban disponibles en klboratorio de la Dra.
Fernanda Ceriani. Como esas mutantes se encuentrabarkgtoundgenético dew,

fue ésta la linea utilizada como control.

Las moscas fueron crecidas y mantenideb°C, bajo un régimen luz-oscuridad,
con ciclos de 12:12. La actividad locomotdug monitoreada bajo estas condiciones
ciclicas por 4 dias y luego, p8rdias en condiciones de oscuridad continua. Los datos
fueron registrados por un monitor de actividad d@gosophila disponible
comercialmente (TriKinetics, Waltham, MA)A partir de ellos, se construyeron
actogramas de “trazado doble”, donde losultados de cada dia se grafican por
duplicado: una vez a continuacién, y otra, @ebajo de los datos del dia previo. Esto
facilita la lectura e interpretacion de los mismos. La ritmicidad y el an&ksis(del
inglés, fast Fouriertransforn) se calcularon con edoftware ClockLab (Actimetrics,
Evanston, IL), a partir de los datos colelcts en condiciones dascuridad continua.
Aquellas moscas, cuya actividad locomatopresenta un pico simple sobre la
significancia lineal en un test @hi cuadradoy?), fueron consideradas como ritmicas.
Sin embargo, esto fue confirmado por irspén visual de los actogramas (Rezaval, C.
et al, 2007). Se realizaron, al menos, tregperimentos independientes. La

comparacion estadistica de los datos, se realiz6 mediatitesin

Andlisis de la expresion por PCR en tiempo real (QPCR)

Para el estudio de la expresion génicafAenhalianamediante gPCR, el material
biolégico utilizado proviene de plantulae aproximadamente 20 dias, crecidas en

macetas y segun el tratamiento luraingque se indica en cada caso.

Las muestras dB. melanogasterfueron obtenidas a partir de moscas crecidas a

25°C en viales con alimento, entrenadasuanfotoperiodo de 12:12, y transferidas
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luego a oscuridad constante. Durante peimer dia en oscuridad continua, se

recolectaron y homogeneizaron labezas de moscas, cada tres horas.

Con el fin de estudiar la expresion génielaprimer paso es purificar el ARN total
del tejido de interés. Para ello, selibdi RNeasy Miniprep kit (Quiagen) y TRIzol
(Invitrogen) para las muestras provenierdesplantas y moscas, respectivamente. En
ambos casos, se siguieron las instrucciomesistas por los fabricantes. EI ARN
purificado se sometié a un tratamientmdNAsa, empleando la enzima RQ1 RNase-
Free Dnase (Promega). A partir deud de ese ARN, se sintetiz6 cADN utilizando la

enzimaSuperScript Il (Invitrogen) pligo-dT primer.

La expresion de dimtos genes fue medida, por PCRtempo real, la cual es una
técnica semi-cuantitativa (del inglésuantitative PCR; gPCR) y muy sensible. Para
llevarla a cabo el cADN sintieado previamente, fue afifcado utilizando SYBR
Green Master (Roche) y el equipo 7500 Reale PCR System (Applied Biosystems).
Los genesACT (ACTINg y PP2A (Protein Phosphatase 2A Subuni) Aueron
empleados como control en la espegiethaliang para relativizar la expresion e
independizarse de diferenciaslareficiencia de la reaccidate retro-transcripcion. En el
caso deD. melanogasterse usé como control el geibosomal protein 49rp49). El

calculo de la expresion seatiz6 utilizando una curva patréon.

Andlisis global: Microarreglos de expresion erA. thaliana

Para realizar microarreglos de expresiés necesario obtener el ARN total de las
muestras vegetales a estudiar. En este caso, se utilizaron plantas cultivadas como se
indic6 anteriormente, pero en condiciones de luz y temperatura constante, sin la
posibilidad de que el reloj circadiano secsonice. Una vez que la roseta alcanzoé las 8-

9 hojas, antes de que florezcan, se cdseeh parte aéreaCada réplica estuvo
compuesta por 3-4 plantas crecidas en macdittiatas, y se obtuvieron 3 réplicas. Para
obtener el ARN se procedié de la mismangra que para realizar gPCR. 5 pg de ARN
correspondiente a cada muestra de geoosplvaje o mutantefue procesado e
hibridado contra los microarreg de expresion (AffymetrixGeneChip Arabidopsis

ATH1 Genome Arrayssegun las instruccionesopistas por el fabricante.
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Fue posible comparar la sefial de logroarreglos, después dermalizarla al
promedio de la intensidad de la sefal general de todas las sondas. Los datos se
analizaron utilizando el algoritm/dASS5 Fueron sujeto de analisis, aquellos genes cuya
sefal resulté detectable en las 3 gdi de al menos uno de los genotipos. La
significancia estadistica atribuébl la diferencia de sefgJdéue calculada empleando el
software SAMTusher, V.Get al, 2001). Se realizaron dos clased-tiest no pareados
sobre los valores de las sefalg para estimar la tasa de falsos descubrimientos, se

utilizaron 100 permutaciones.

La distribucién de fases de genes asimsaal reloj fue evaluada utilizando el
software Phaserdisponible en la pagina web teUniversidad del Estado de Oregon
(http://phaser.cgrb.oregoast.edu) (Michael, T.Ret al, 2008a).

La categorizacion funcional dgenes se realiz6 mediargeherramienta disponible
en la pagina de internet da universidad de Toronto,The Bio-Array Resource for
Arabidopsis Functional Genomits Esta provee el valor absoluto de genes
pertenecientes a cada categoria funcionalc@so también la relacion existente entre

ese valor y el total de genes pertenecieatesa categoria, presentes en el genoma.

Inmunoprecipitacion secuencial de la cromatina (Re-ChlP)

Este experimento se realizd sobre plfas de aproximadamente 20 dias de
desarrollo. Para ello, las semillas se sembraron en placas de Petry conteniendo medio
Murashige and Skoog (Murashige, T. & Skpég, 1962), se estiicaron (4°C por 5
dias), se dio un pulso de luz para indugcisincronizar la germinacion, y luego se
incubaron en la condicion de crecimientiz blanca y fotoperiodo 12:12. Pasados los
20 dias, se cosecho cada ggrwy cada réplica por sepamdse realizaron al menos 2
réplicas bioldgicas por experimento, y raenos 2 experimentos independientes. El
protocolo de la técnica de RhIP fue adaptado a partir de trabajos previos (Métivier,
R. et al, 2003; Perales, M. & Mas, P., 200¥)ya ha sido publicado (Sanchez, <E.
al., 2010). La primera inmunoprecipitacion salizé con un anticupo anti-histona H4
y la segunda, con un anticuerpo anti-dimetil arginina simétrica (SYM10), ambos de la
empresa Upstate Biotechnology. EI ADN forificado usando “GFX PCR DNA and

Gel Band Purification kit” (General Eleat)i segun el protocolo del fabricante. La
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porcion de ADN amplificada paflLC, corresponde a la region promotora (:5233),

y se ha demostrado previamie que esta sujeta a canitepigenético (Bastow, Rt al,

2004). Para evaluar el g&RR9 se amplificaron dos regiones promotoras, >6243 y
-61>83. Los productos de amplificacién se corrieron electroforéticamente en un gel de
agarosa, y fueron detectados por laiincon SYBR green (Sigma-Aldrich) segun las
instrucciones del fabricante. Las imagenes fueron tomadas con el d{stdataDigital
Science y cuantificadas mediante losoftwares ImageQuant softwar@lolecular
Dynamics) yScion ImageVale mencionar que dentroldango de ADN utizado, esta
técnica resulta semi-cuantitativa, pudie hacer una estimacién de los productos

amplificados.

Deteccion de distintas isoformas dsplicing por PCR radiactiva

Para detectar las distintas isoformds un mismo mensajero mediante PCR
radiactiva, se procedio a realizar una reatcie PCR que contiene 1,5 unidades de Taq
polimerasa (Invitrogen), buffer 1X (suminiatio por el proveedate la Taq), 2 mM
MgCl2, 200uM dNTPs, 2UCi §-*P]dCTP y 200uM de primers en un volumen final
de 50ul. Como templado se utiliza cADN obtelni de la misma forma que para gPCR.

El producto de amplificacion obtenido semabra en geles de aenhida 8%, se realiza

la corrida electroforética y se detecta partoradiografia. Las cuentas radiactivas
emitidas por cada banda se miden en un contador de centelleo (método de Cerenkov).
Los primers empleados para difipar los mensajeros del ggrer, son los descriptos

por John Majercak (Majercak, &t al, 2004).

Construccion de lineas sobre-expresanteBRR9_B OX)

El primer paso para obtener las lineas sobre-expresantes es clonar la secuencia de
interés en el vector adecuado, para luegostfiormar la planta heped, donde el vector
se integrara al genoma y producira la sobaresion. El clonado se realizo utilizando
la tecnologia Gatewaynvitrogen). Esta, se basa en el sistema de recombinacion sitio-
especifica del faga, la cual permite trasladar ungseento de ADN entre diferentes
vectores, y mantener la orientacion y el matedectura correcto,rsiel uso de ligasas y
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endonucleasas de restriccionglae aumenta la eficienctel clonado. La construccion

de PRR9_B OXse generé mediante la sinteaisificial del fragmento de ADN doble
cadena de interés, esto es, desde el cdddniciacion hasta el codén STOP prematuro
de la traduccion que se forma tanto en la isofdPR&9_B como en [&PRR9_D Ese
fragmento contiene también, los sitios @Eombinacién especifica necesarios para
emplear la tecnologia Gateway. Este, sealdccon el vector delonado pDON/Zeo en
presencia de la enzimBP Clonase Ll El plasmido resultante de la reaccion de
recombinacién se utilizé para transformacterias electrocompetentes de la cepa DH-
50 de Escherichia coliLos clones positivos fueron seleccionados en placas con medio
LB y el antibidtico zeocina (50 pg/ml). Después de confirmar la presencia del inserto, el
plasmido se purificd utilizand@/izard miniprep DNA purification systefRromega) y

se incubd con el vector de solepresion pEarlyGatel00 (Earley, K.\at al, 2006)

en presencia de la enzima& Clonase Il El plasmido resultante fue clonado en
bacterias DH-&. Los clones positivos fueron selemtados en placas con medio LB y

el antibidtico espectinomicina100 pg/ml), confirmados porcolony PCR vy
secuenciados para confirmar su identidaplg no se han introducido mutaciones. Este
vector binario fue purificado e introducido por electroporaciétaerepa GV3101 de
Agrobacterium tumefaciensuego, se transformaron plantas salvajesAdsbidopsis
(ecotipo Columbia) siguiendo el método dioral dip” (Clough, S.J., Bent, A.F.,
1998). Las plantas transformadas fueroncegdmadas en medio Murashige and Skoog
(Murashige, T. & Skoog, F., 1962) ceniendo 15 mg/litro del herbicida PPT
(phosphinothricino glufosinato de amonio). Se obtuvieron alrededor de 30 lineas
transgénicas independientes (T1), a las cudes evalud el funcionamiento del reloj
circadiano y se cuantificé eivel de sobre-expresion pgPCR. Vale aclarar que en los
experimentos realizados para estimapetiodo del ritmo circadiano de las plantas
PRR9_B OXse utilizaron como control plantéaansgénicas que también presentan
resistencia a PPT, pero que llevan ot@nstruccion, la cual no afecta al reloj

circadiano, ni la expresion dRRR9comparado con plantas salvajes.
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Andlisis global: tiling-arrays

Para realizar losling-arrays es necesario obtener ARN total de las muestras. Para
ello, enA. thalianase procedio igual que para los microarreglos de expresion, tanto a
las condiciones de crecimiento de las plantammo a la extracmm de ARN. 5 ug de
ARN correspondientes a cada muestra de gemetijvaje o mutante, fueron procesados
e hibridados contra lading-arrays (Affymetrix: GeneChi@® Arabidopsis Tiling 1.0R

Array), segun las instruccionesopistas por el fabricante.

Para realizar losling-arrays enD. melanogasterse utilizé el ARN purificado para
los experimentos de gPCR. Sin embargo, una porcién de cada una de las muestras
provenientes de distintos momentos de curva de tiempo, fue combinada,
constituyendo una nueva muestra “combinada’”. Cada una de esas muestras, fue
hibridada contra logiling-arrays (Affymetrix: GeneChi@® Drosophila Tiling 1.0R
Array) segun el procedimientodicado por el vendedor.

La hibridacion de las muestras arroja enarme cantidad de datos, que requiere de
un procesamiento complejo mediastdtwaresespecificos, capaces de manipular toda
la informacion obtenida simultaneamente, andepoder concluir a partir de ellos. Por
esto, el andlisis de los datos obtenidos panhos organismos, fuealizado por el Dr.

Justin Borevitz y la Dra. Xu Zhang, ambasn experiencia previa en este area.

Asi, el primer paso fue transformar logaritmicamente la intensidad de la sefial de
cada sonda. Luego se ajustd a un modelolliirgansidad = genqgtio + error, donde el
término genotipo contrasta sajg y mutante. El arregloThe Arabidopsis tiling 1.0R
array”, contra el cual fueron hidridadas las muestrasAdehaliang ya habia sido
anotado previamente (Zhang, &.al, 2008). Por otro lado, lanatacion para el arreglo
de D. melanogaster(Drosophila tiling 1.0R array, fue “megablasteada” contra la
version 5 del genoma drosophila Asi, y restringiendo el numero de oligonucleétidos
segun su nivel de apareamiento, seaj@lzon un total d@.930.433 sondas. Estas se
mapearon sobre los ARNm anotados yasetaron como exones, intrones, regiones
intergénicas, o como sondas que excedsrliinites de anotacién de esa version del
genoma. Este Ultimo tipo de sondas, asi como las que corresponden a regiones
intergénicas, o aquellas que hibridan contiplés transcriptos, fueron eliminadas del

analisis del transcriptoma @e melanogaster
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Para el analisis ddplicing de exones, se empleoé ilstensidad de sefal de las
sondas, corregida por la media de la expregénica. La tasa de falsos descubrimientos

fue determinada mediante 20 permutaciones (Zhanef, &, 2008).

Andlisis bioinformatico delas secuencias dadoras dsplicing

La frecuencia gendémica de cada nucledtido para cada posicion en la secuencia
dadora desplicing 5’SS, fue obtenida del sitio w&pliceRacKSheth, Net al, 2006).
La sub o sobre —representacion de un nucledaiticular, con respecto a la frecuencia
gendémica y el valoP, fueron calculados utilizando el test hipergeométrico. La
frecuencia de los nucleétidos fue representdorma de pictogramas, los cuales se

construyeron mediante el uso deftwareWebLogo(Crooks, G.Eet al, 2004).
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Blusqueda de mutantes cuyo relggircadiano se encuentre alterado

Con el objetivo de identificar nuevosmponentes que participen o modulen el
funcionamiento del reloj circadiano, se degidealizar una basqueda a gran escala de
mutantes en la especie modéli@abidopsis thalianaPara ello, se ilizd una coleccion
de semillas mutagenizadas al azar medikntaesercion de ADN foraneo (T-DNA), el
cual ha sido construido con una serieeddancersdel virus del mosaico del coliflor,
35S. Esta coleccion, generada utilizando el ecotipo Columbia, cuenta aproximadamente
con 30.000 lineas de mutantes independientses encuentra dienible en el ABRC
(Arabidopsis Biological Resource CenteAsi, la inserciordel T-DNA en el genoma,
puede generar en la planta transgénica naotiigo aberrante por stintas razones. En
primer lugar, elenhancer35S podria inducir la sobexpresién de un gen enddgeno;
esto tiene dos ventajas comparado con lguEda de mutantes por pérdida de funcion:
1) existen genes que codifican para proteinas con redundancianal, por lo que su
ausencia no necesariamente conduce a urtipenalterado, impidiendo asi vincular
es0s genes a los procesos que regulan ntediautantes nulas; la sobre-expresion, en
cambio, suele conducir a fenotipos aberrar2gda ausencia de algunos genes resulta
letal para la planta, ponde, sélo se los podra vincular a los mecanismos que regulan,
mediante su sobre-expresion. Por otdblda integracién del T-DNA puede interrumpir
la secuencia de un gen, provocando emsneina mutante del tipo de pérdida de
funcién o de dominancia negativa, en el cds@xpresar una peiha truncada. Luego
de aislar las mutantes queepenten el fenotipo buscado, sdeiinterés conocer el gen

afectado y el tipo de mutaiei responsable del mismo.

Al momento de realizar la busquedap se contaba en el laboratorio con
herramientas que permitieran realizar un aisalidpido y eficiente a gran escala del
funcionamiento del reloj circadiano, paillo, decidimos emplear una estrategia
alternativa. Como se sabe, la inhibicion @largamiento del hipadilo durante la des-
etiolacion es una respuesta controlada taotola percepcién dias sefales luminicas
como por el reloj circadiano, y por la irdecion entre esos dosecanismos (Dowson-

Day, M.J. & Millar, A.J., 1999). De esta foanaislar plantulas que posean hipocotilo
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de distinta longitud comparado con el red¢ola poblacion, sugiere que esos individuos
poseen una mutacion en un gen que particigecidi o indirectamente en los procesos
citados anteriormente. Por otro lado, langlacion del hipocotil@s una respuesta de
simple y rapida determinacién. Asi, d#iohos que nuestra busqlge consistiria en
encontrar plantulas cuyos hipocotilos fuetaltos” (al menos, mas altos que la media),
en condiciones de crecimiento donde normalmsatmaximizan las diferencias, esto es
en ciclos de luz/oscuridad, en particularfetoperiodos de dia corto (DC: 8 hs de luz

blanca y 16 de oscuridad).

Aproximadamente 5.000 lineas de T-DNA fueron sembradas, sometidas al
tratamiento descripto y evaluadas. De cadealise siembran 10 individuos, por lo cual
el numero total de semillas analizadss de alrededor de 50.000 (para mas detalles
referirse a “Materiales y Métodos”). Alredier de 100 plantulas émon seleccionadas
por presentar hipocotilo alargado. Laysente generacion fue sometida al mismo
analisis, para corroborar su fenotigai aislamos, entre otras, la mutaptent5-5 (del
inglés, PROTEIN ARGININE MEHYL TRANSFERASE),5cuya caracterizacion

fisiologica y molecular, se psenta en esta tesis.

Caracterizacion inicial de la mutante

Con el objetivo de corroborar el fermmti de la mutante aislada y obtener una
caracterizacion inicial de la sma, se decidié evaluar la inhibicién del alargamiento del
hipocotilo durante la desielacion, debido a que éstas una de las respuestas

controladas tanto por el reloj circadiamomo por la percepcién de las sefales
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Fig. 7. La mutante prmt5-5 es hiposensible a distintas longitudes de ondaongitud del
hipocaotilo relativizado al valor obtenido en oscuridad para cada genotipo bajo distintas
calidades de luz: luz roj@\}, luz roja lejanaB) y luz azul C). Los valores (n=6) representan

la media y la barra de error, + el error estandar.
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luminicas. En particular, se estudiédapacidad de respuesta de la mutgmiet5-5
frente a distintas longitudes de onda y baferdintes flujos luminicos, en condiciones
de luz continua. Como control del tratani® se midieron mutantes conocidas que son
insensibles o hiposensibles a las respectivagitiodes de onda, esto es: la mutante para
el genPHYTOCHROME B(phyB para rojo,PHYTOCHROME A(phyA para rojo
lejano y finalmente, para los gen@ERYPTOCHROME ¥ CRYPTOCHROME Zryl

y cry2 respectivamente) para azul. Por d@do y como control de crecimiento, se
cultivaron plantas en oscuridad y esos da®stilizaron para relatizar las mediciones.

En la Fig. 7 puede obsarse que la mutantprmt5-5 es hiposensible a las tres

longitudes de onda probadas, al menos bajo determinadas irradiancias.

Para mejorar la caracterizacion de laspueestas fotomorfogénicas en la mutante
prmt5-5 se evaluaron otros dos procesos fisimdg relacionados con la percepciéon de
la luz: la disrupcién del gravitropismo néiga que presenta dlipocotilo durante la
escotomorfogénesis y la germinacion (Fig. 8). El experimento que permitié evaluar la
respuesta gravitropica se realizé de forma analoga al dg.l& Fiempleando en este
caso luz roja continua (R) y rojo lejana agooa (RL). Es interesante aclarar que este
experimento no se realizé en luz azul, @& en ese caso, no podria estudiarse la
inhibicion del gravitropismo negativo ldénipocotilo, debido a la induccién del
fototropismo positivo mediado por las fotopinas (fotorreceptores de luz azul). Por
otro lado, con el objetivo de medir el pentaje de germinacion, se utilizaron dos
condiciones: un pulso de R o de RL de 2 Eemo se observa en la Fig. 8A y 8B la

mutanteprmt5-5también resulta hiposensible a la luz comparado con plantas salvajes,
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en la respuesta de inhibicion del grapfiismo negativo mediado por luz. Esto se
concluye a partir de la onéacion que adoptan los hipocotilasser expuestos a rojo o
rojo lejano, ya que si biepresentan un desvio de la &N vertical observada en
oscuridad, no presenta el mismo gradoatsatorizacion que presentan las plantulas
salvajes. Por otro lado, Fg. 8C sugiere que el gétRMT5no participa en el proceso
de germinacion, ya que no se observanreifeias significativas entre las plantas

salvajes y las mutantes en ninguno de los tratamientos efectuados.

A continuacién se decidié estudiatros fenotipos de la mutanpgmt5-5 Como
puede observarse en la Fig. 9A la mutgmeit5b presenta a simple vista algunas
diferencias en relacién a la planta salvajdjVEntre ellas pueden destacarse el color y

la morfologia de sus hojas, asi como también el momento en el que florecen.

Controlar el momento en gle las plantas florecen, emflamental para asegurar el
éxito reproductivo de la especie. Como @mencia, el tiempo quardan en florecer
esta regulado por distintas sefales, entess,ela vernalizacion y el fotoperiodo. Para
medir el efecto de la mutacigormt5-5 sobre el tiempo a flaciéon, se us6 como
estimador de éste la cantidad de hojasemtes en la roseta elomento que el tallo
principal alcanza 1 cm de ajtya que de esa forma, se puede conocer el tiempo
bioldgico que tarda en florecer independizanddsdos defectos en el desarrollo (en
particular la mutant@rmt5-5 crece lento). Para ello seecieron plantas del genotipo
salvaje (WT) yprmt5-5 en tres fotoperiodos: dia cortoadérgo (DL: 16 Hs. de luz - 8
Hs. de oscuridad), y luz continua. Talnom se ve en la Fig. 9B la mutargemt5-5
presenta floracion tardia con respecto glnta salvaje en cualquiera de los tres

fotoperiodos puestos a prueba.

Con el fin de evaluar el fenotipo circad@ade la mutante aislada, se realiz6 un
experimento en el cual se mide el angidomado por el primer par de hojas de las
plantulas y como éste va cambiando a lo latglodia. Para esto, se cultivan las plantas
en determinado fotoperiodo, lo cual se conoce como periodo de entrenamiento (en
nuestro caso fueron entrenadas en diaodardJna vez que alnaan el estado de
desarrollo apropiado (aproximi@mente 10 dias), se ubican en condiciones de “libre

curso”, es decir luz y tempewaa continua, donde se realila medicion. Tal como se
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ve en la Fig. 9C la mutanFrmt5-5presenta un periodo circadiano mas largo que el de

las plantas salvajes. Esto se deduce ya que durante las primeras horas del experimento
ambas curvas parecen tener el mismo pédofitual indica que no habria diferencias en

la fase del oscilador enddgeno. No obstantepalparar lo que sucede luego, se ve que

las curvas se desfasan debido a que la mutante presenta un periodo mas largo y se va

“atrasando” en relacién al comportamio de las plantas salvajes.
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Fig. 9. El tiempo a floracién y el ritmo del movimiento de hojas, se encuentran alterados

en la mutante. A: Arabidopsis thalianasalvaje (WT, izquierda) y mutantermt5-5
(derecha) crecidas en dia largo por dos mékebledicion de las hojas de la roseta en tres
fotoperiodos distintos (n=22-243. Medicion del angulo formado por el primer par de hojas

(en grados) cuando las plantulas son entrereddé& largo y sometidas luego, a condiciones

de libre curso (H: horas; n=6). Los valores representan la media y la barra de error, el error
estandar.

Identificacion del gen afectado

Tal como se explicé anteriormente, la duisda de plantas con fenotipo aberrante se
realiz6 sobre una coleccién dautantes disponible en érabidopsis Biological

Resource Centergeneradas por insercion alm@ de ADN foraneo (T-DNA).
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Entonces, para identificar el gen alteragh probaron técnicas clasicas tales como
TAIL-PCR (Liu, Y.G. et al, 1995) y PCR invertida (Zhou, Aet al, 2004), que
permiten determinar la ubicacion engdnoma del T-DNA. Sin embargo, luego de
localizar el T-DNA, se determind que elismo no era el responsable del fenotipo
observado debido a la falta de co-segrége inserto-fenopfo. A continuacion, se
realizd el cruzamiento con la plantalvaje del mismo ecotipo (Columbia), se
obtuvieron plantas con el fenotipo caraiz®do y sin la insercion de T-DNA
identificada anteriormente. Sobre esos irdlias, se determiné lausencia de otras
inserciones de T-DNA que pudieran ser oesables del fenotipo. Debido a nuestro
interés por la mutanggrmt5-5 cuyo fenotipo estaria dado por la alteracion en un anico
locus segun los datos obtenid®s experimentos de geneticlasica, que coinciden con
una segregacion de tipo mendeliande caracter recesivo, se decidio utilizar la técnica
de clonado posicional para determinar leal@zacion y el tipo de mutacion asociada al
fenotipo observado. Las alteranes genéticas que podrian @micarse sondeleciones,
mutaciones puntuales, o tal v&z re-arreglo o insercién de fragmento de T-DNA, el

cual podria no haberse detectado por las técnicas empleadas.

La técnica de clonado posicional se basaekandlisis de la co-segregacion del
fenotipo de interés con marcadores mdie®s conocidos. Para llevarla a cabo es
necesario obtener una poblacion de plantas segregante que lleve marcadores
moleculares distinguibles, ademas de laanidn a identificar. Paraso se realizo la
cruza de la mutangermt5-5(ecotipo Col) con una plantalvaje del ecotipo Landsberg
erecta(Ler). Para ubicar en qué cromosoma yge region se encuentra la mutacion,
se realizd un “mapeo grueso” en el e emplearon alrededde 22 plantas y 20
marcadores moleculares distribuid@do largo de todo el genoma de thaliana A
partir de ese analisis, se determin6 qualagacion se localizaba entre las bases numero
12 y 18 millones del cromosoma cuatro. E@aiguiente se basé en un mapeo mas
“fino”, para lo cual se disefiaron madcaies aprovechando deleciones presentesen L
y ausentes en Col ya descriptas en bases de datos pubtieasrgbidopsis Information
Resourcg Para ello se pcedié con la siguiente metodgia: se eligio el par de
marcadores mas cercanos a la mutacion, pe la “encierran”’es decir, que se
encuentran uno hacia el 5’ y otro haela3’ de la mutacién. Se disefid un nuevo

marcador ubicado entre los dos anterioreterdenando luego, si la mutacion estaba rio
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arriba o rio abajo del nuevo marcador. Este@dimiento se repitide manera iterativa,
hasta disefiar 18 marcadores, acotando asiteivalo de ADN dentro del cual se
localiza la mutacién causante del fenotiftara la realizacion de este mapeo se
utilizaron aproximadamente 830antas. Dado el caractercesivo de la mutacion, para
que algunos de los individuos utilizadoserfan “informativos”, hubo que evaluar a
partir de la segregacion feifica de la siguiente generénisi ambos alelos del locus a
mapear eran salvajes, o se encontrabaheterocigosis. Cuando teniamos acotado el
intervalo en el cual podia ubicarse latawion aproximadamente a 430 kilobases, que
comprenden alrededor de 160 locigntificamos un gen candidato, At4g31120
gracias a que la descripcibibliografica del fenotipo dan mutante nulo para este gen
era similar al fenotipo de la mutantemt5-5 Sin embargo, el grupo de investigacion
del Dr. Chon K. (Wang, Xet al, 2007), quien la describsge centra en aspectos
bioguimicos de la proteina codificada pme gen, mas que en daracterizacion de

procesos fisiologicos afectades las plantas mutantes.

A continuacion, se secuencio el gen cdathh completo: desde 1700 pares de bases
rio arriba de su sitio de iniciacion de laduccion hasta 650 parés bases rio abajo del
codon de terminacion de la traduccién. €se modo, se determiné que la mutante
prmt5-5posee una mutacion puntual, la cuabdgen a un codén de terminacion de la
traduccién prematuro en el transcripto del §6tg31120el cual interrumpe el dominio
funcional de la proteina ig= 10A y 10B). El locus mutado codifica para PRMT5 (del
inglés,PROTEIN ARGININE METHYL TRANSFERASEURma enzima que cataliza la
adicion de grupos metilos al nitrégeno ubmaeh el aminoacido arginina de otras
proteinas y es la Unica metil transferasaésiica descripta hasta el momento en
Arabidopsis thaliana (lu, C. et al., 2010)

Con el objetivo de demostrar que el gamdidato es el responsable del fenotipo
alterado de floracidon, se evalls respuesta de otros doglak mutantes para el gen
PRMT5que llevan una insercion deDNA (Fig. 10A), los cuas estan disponibles en
el ABRC prtm5-1y prtm5-2 ambos descriptos anteriormie como alelos nulos (Pei,
Y. et al, 2007). Como puede observarse en la Fif-, los tres alelos mutantes para el
gen PRMT5 presentan diferencias significativagncrespecto a plantas salvajes en el
tiempo que tardan en florecgrero no presentanfdrencias significativas entre ellos.

Por otro lado, como se indicd anteriormestsabe que la mutacidén responsable de los
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fenotipos es recesiva. Entonces, solo si amabeles del gen estan afectados, se vera un
fenotipo mutante. Empleando esteamamiento, si se cruza la mutapnt5-5por la

mutanteprmt5-1, la descendencia inmediata (F1), presentara los mismos fenotipos que

orrfs-1
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Fig. 10.PRMTS es el locus responsable del fenotipo de floracion tardia. Estructura del

gen PRMT5S Los intrones estan representados por lineas y los exones por rectangulos; las
porciones grises indican regiones codificantes y las negras, no codificantes. Se muestran las
distintas mutantes utilizadas en esta tgsimt5-1y prmt5-2 mutantes por insercion de T-
DNA; y prmt5-5 mutante por una mutacion sin sentido, cuyo cambio de base se representa en
rojo. B: Esquema de la proteif®RMT5 (642 aa): el 6valo contorneado en verde representa el
dominio funcional. La linea roja sefiala la posicién del Stop prematuro codificado por la
mutanteprmt5-5 C: Medicién de las hojas de la roseta para distintos genotipos. Los valores
representan la media y la barra de error, el error estandalP€%7001, n=20)D: Arabidopsis
thaliana salvaje (WT), mutantgormt5-5 F1: [prmt5-5 x prmt5-] y mutante prmt5-1 (de
izquierda a derecha) crecidas en dia largo por 45 dias.
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ambos parentales, solo si ambos poseenadlieel mismo locus. Asi, para confirmar

por genética clasica que el fenotipo de floracion se debe a la alteracion del gen
At4931120 se realizo la cruza entre esos dosogipos y se analizd la descendencia
(Fig. 10D). Tal como era de esperar, se obtuvo un fenotipo similar al de ambos
parentales, confirmando al gRMT5como responsable de la diferencia en el tiempo

a floracion, y blanco de nuestclonado posicional.

No obstante, debido a que para realigaclonado posicional el fenotipo que se
emple6 fue el de floracién tardia, fue necesario evaluar si las alteraciones
fotomorfogénicas y circadianas observadataemutante en estudio, estaban asociadas
también a la mutacion en el gen identificaBara eso, se trabajo en paralelo con los
tres alelos mutantes dRMT5 prtm5-1 prtm5-2y prtm5-5 Con ellos se evalud la
inhibicién del alargamiento del hipocotilo dmte la des-etiolagh y el periodo de
movimiento de las hojas. En la Fig. 11 (A-€2 muestra el resultado del alargamiento
del hipocaotilo, relativizado al control cultivado en oscuridad. Este experimento se hizo

de forma analoga al de la Fig. 7, pero s@analizo un flujo de luz para cada longitud
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o
3
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(Unid. Relativas)

WT  prmts5 prmt5-1 prmt5-2  phyB wT prmt5-5  prmt5-1 prmt5-2  phyA ’ WT  prmt5-5 prmt5-1 prmt5-2  cryl
Rojo Rojo Lejano Azul
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3
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N
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T T T T T T
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Fig. 11. PRMTS5 es el locus responsable de los faipms aberrantes de inhibicién de la
elongacion del hipocotiloy el periodo circadiano.Medicién del hipocotilo relativizado al
valor obtenido en oscuridad, en luz roja (¥foles.nt.seg") (A), roja lejana (15imoles.m
2segd") (B) y azul (10umoles.n¥.sed") (C). D: Medicién del angulo formado por el primer par
de hojas cuando las plantulas son entrenadal$aelargo y sometidas luego, a condiciones de
luz continua (H: horask: Estimacién del periodo del relojrcadiano calculado a partir del
ritmo del movimiento de hojas (**<0,001; **p<0,01). Los valores representan la media y la
barra de error, el error estamda=6).
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de onda. Tal como puede observarse, el fenotipo hiposensilgent®-5 a las tres
calidades de luz empleadas es similar al oueestran los otros alelos mutantes de
PRMTS En la Fig. 11 (D y E) smuestra el angulo formado pekr primer par de hojas
en condiciones de luz continua (plantulasemadas en dias largos) y la estimacion del
periodo, tanto para plantas salvajes, cgau@ los distintos alelos mutantesRRMTS

Tal como puede observarse, no hdiferencias significativas entrprmt5-5y los

mutanteprmt5-1y prmt5-2

Estos resultados, en canjo, sugieren que el gdPtRMT5 estaria involucrado no
sélo en la floracion, sino también en entol del reloj circadiao y en la respuesta

fotomorfogénica.

Caracterizacion del reloj circadiano de la mutante

A continuacion, con el objetivo de evalusi el efecto observado en el reloj
circadiano es general o si se restringelwsivamente al movimiento de hojas, se
analizaron otras respuestas. A nivel mol@cihay un grupo de genes muy estudiados
cuya expresion oscila durante el dia y dmesgue esa regulacion esta dada por el reloj
circadiano. Entre ellos figuraBAB2 CCR2y TOC1 como genes controlados por el
reloj, de los cuale$OC1 también forma parte del oscilador central. Una herramienta
muy utilizada para medir la expresion de estos genes se basa en clonar el promotor de
cada uno de ellos rio arriba de un reportero. En los ultimos afios, la luciferasa ha sido
uno de los genes reporteros mas empleagibsjue cuando esta enzima cataliza la
oxidacion de un sustrato agregado exégenam@untiferina), emite fotones que pueden
ser cuantificados como indicador del niveladg@resion del genuyo promotor se esta
estudiando. Esta es una técnica simple yislengjue cuenta con unentaja adicional,
la posibilidad de medir un mismo organ@spor periodos largos de tiempo, por ejemplo
a lo largo de una semana, sin la necesidad de destruirlo para detectar la
bioluminiscencia emitida. Por lo anterigr,con el objetivo de evaluar el perfil de
expresion de los genes mencionad@® obtuvieron plantas que portan las
construcciones necesarias, es degigromotor de cada uno los gen€&aB2 CCR2 y
TOCY)) rio arriba de la luciferasa. Lueg® realizaron cruzamntre la mutantprmt5-5y

plantas transgénicas para cada una dedastmicciones. Finalmes se seleccionaron
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en la segunda generacion, aquellas plantambigutas tanto para lautacion en el gen
PRMTS como para el transgen. Las plansutiescendientes fueron entrenadas en un
fotoperiodo de 12:12 (12 Hs. de luz y 12 Hs.oscuridad) y sometidas a condiciones
de libre curso. Como puede obseseaen la Fig. 12A-C, la mutarpemt5-5muestra un
periodo circadiano mas largo que la plantaaga en condiciones de luz continua para
los tres genes estudiados. Esto sugiereRRMTS afecta el oscitior central y no solo
los “caminos de salida”, ya que se ven alteradas respuestas fisioldgicas (el movimiento
de las hojas) y moleculares (la expresidrgderes), e incluso se encuentra alterada la
expresion de un gen central del reloj como I@@<1 Por otro lado, se puede notar
que el efecto dgrmt5-5 sobre el periodo dECR2 un gen cuya oscilacion de la
expresion en plantas salvajes se mantitarl@o en condiciones de luz como de
oscuridad continua, es similar en ambas aoades (Fig. 12C-D). Estos datos sugieren,
que la mutante tendria afectado el oscilagemtral tanto en ki como en oscuridad,

1.2 oWt 1.2 —owr
@ prmt5-5 --@-- prmt5-5
T <
92 93
28 28
&2 52
m = Q=
35 °5
2 i=]
a a
0.0 Tea] ] ]
24 48 72 96 24 . 48 72 96 120
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Fig. 12. El ritmo circadiano de la expresion dgenes vinculados con el oscilador central,

se ve afectado en la mutant®ledicién de bioluminiscencia emitida por plantulas que llevan

la construccionCAB2::LUC (A), TOC1::LUC (B) o CCR2::LUC (C-D), cuando éstas son
entrenadas en fotoperiodo de 12:12 y sometidas luego, a condiciones de libre cuksoCluz (

u oscuridad@) continua; el tiempo se considera Cardo comienzan las condiciones de libre
curso (H: horas). La bioluminiscencia se calculé como el valor detectado dividido el maximo.
Los valores representan la media y la barra de error, el error estandar (n=6-10). Las barras
blancas y rayadas, indican el dia y la nodhigjetiva, respectivamente. Las barras negras y
grises, indican la noche y el dia subjetivo, respectivamente.
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siendo el gefPRMT5necesario para el correcto funcionamiento del mismo, aunque no

indispensable para manteneritaicidad del organismo.

En siguiente lugar, se decidié evaluarelgpresion de genes que forman parte del
oscilador central mediante el uso R en tiempo real (QPCR), una técnica
cuantitativa y de alta sendidad. Los genes medidos fuer@CAL LHY, y la familia
de gene$’RR(pseudo-response regulajoTOC1/PRR1PRR3 PRR5 PRR7y PRR9
cuyos transcriptos oscilan alternadameatetrolando su propia expresion (Matsushika,

A. et al, 2000; Farré, E.Met al, 2005; Farré, EM. & Kg S.A., 2007) (ver
introduccién y Fig. 4). Para ello, se empteaplantulas del genotipo mutante y salvaje,

en distintas condiciones de entrenamieRtr. un lado, se emplearon plantulas crecidas

y muestreadas en dias largos (Fig. 13). Par lado, y con el objetivo de analizar el
funcionamiento del reloj enddgeno en cei@hes de libre curso, se realizé el
experimento cuyos resultados se muestana Fig. 14. En este caso, se midio la
expresion de los genes de la misma formaequéa Fig. 13, con la diferencia que las
plantulas fueron entrenadas en condicionetudescuridad (12 hs de luz y 12 hs de
oscuridad) y luego situadas en condicioneslte curso, donde el perfil de expresiéon

de los genes depende exclusivamente del reloj enddégeno. Este experimento permite
visualizar efectos que pasan desapercib@tosondiciones de eetramiento, en las que

los estimulos re-sincronizan diariamentaedbj. Como muestréa Fig. 13, todos los

genes estudiados paradener su pico de presion retrasado garmt5-5en relacion a

lo observado en la planta salvaje. Eirig. 14 se observa que todos estos genes oscilan
en la mutante con un periodo mas largo que el de la planta salvaje. Con respecto a los
niveles de expresion, la Fig. 1sugiere que los mensajeros @€Aly LHY se
encontrarian en menor abundancia. Sin egthaeso no se observa en condiciones de
libre curso (Fig. 14A-B). Esto Ultimo, sud@ a reportes previos que indican que la
ausencia de alguno de estos genes conduce a plantas de periodo corto (Green, R.M. &
Tobin, E.M., 1999; Alabadi, Det al, 2002), es poco probable que la diferencia
observada tenga algun sigoddo fisioldgico. Por otro ¢, en las dos condiciones
estudiadasPRR9presenta emprmt5-5 niveles elevados dexgresion. A partir de los

datos hasta aqui presentados, no es posiblardete, si el aumento en la expresion de

este gen es causa o consecuencia del fenoiicadiano observado. A pesar de esto, se

sabe que la sobre-expresion constanteéRIB9provoca plantas de periodo corto
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Fig. 13. PRMTS5 afecta el momento de expresién dgnes del oscilador central en condiciones de luz-
oscuridad. Expresion deCCA1 (A), LHY (B), TOC1 (C), PRR3(D), PRR5(E), PRR7(F) y PRR9(G)
medida por la técnica de PCR en tiempo real émtplas crecidas en dias largos. Los datos fueron
relativizados a los valores registrados para el/g&hIN8y normalizados al maximo de cada gen. Los datos
representan la media y la barra de error, el error estandar (n=5). El tiempo en dia largodeeacdnsi
cuando comienza el periode luz (H: horas).

54



RESULTADOS

CCA1/ACT

1.4+
1.2+
1.0-
0.8
0.6
0.4
0.2-

TOC1 (PRR1)IACT

‘

O-

Tiempo en Luz Cont. (H)

—O—WT
--®-- oymi5-5

N

24 28 32

2 36 40 44
Tiempo en Luz Cont. (H)

PRR5IACT

~O—WT
--®-- pmit5-5

LHY/ACT

PRR3IACT

PRR7IACT

1.2+

32

40 48

——WT
- ot5-5

56 64
Tiempo en Luz Cont. (H)

__ —O—WT
‘ - pmt5-5

32 36 40 44
Tiempo en Luz Cont. (H)

PRR9Y/ACT

24 28
Tiempo en Luz Cont. (H)

36

40

—O—WT
@ ptS-5

Fig. 14. PRMT5 afecta el mmento de expresion de genes del oscilador central en
condiciones de libre cursoExpresién deCCA1(A), LHY (B), TOC1(C), PRR3(D), PRR5(E),

PRR7(F) y PRR9(G) medida por gPCR en plantulas entrenadas en ciclos de luz-oscuridad y
luego sometidas a condiciones de luz continua. Los datos fueron relativizados a los valores

registrados para el gen d&CTIN8 y normalizados al maximo de cada gen. Los datos

representan la media y la barra de error, el error estandar (n=4). El tiempo se considera 0,

cuando comienza el periodo de luz continuahétas. Las barras blancas y rayadas, indican el

dia y la noche subjga, respectivamente.
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(Matsushika, A.et al, 2002), mientras que la mutante plent5-5 posee un periodo
circadiano mas largo. Esto peofundizara en la seccid®RMT5 y su relacion con
PRROY.

En sintesis, los datos de las Fig. 13 g. Ri4, coinciden con lo observado para los
otros fenotipos circadianos (Fig. 9 y Fig. 1@% decir, que la mutante posee un periodo
largo (alrededor de 27,5 horas). Asi també&sips experimentos permiten concluir, que
en la mutant@rmt5-5el oscilador central esta afectagla,que se encuta alterada la
expresion de genes centralesrédoj, de los cuales depende el correcto funcionamiento

del mismo.

Dado que PRMT5 parece regular de akuforma el oscilador central, nos
preguntamos si la propia expresion del g@RMTS5 estaria controlada por el reloj
circadiano. La estrategia empleada paesponder esta pregant fue medir la
abundancia de ARNm deRMT5mediante la técnica de qPCR, en distintos momentos
del dia. Para ello, se realizaron dos cud@siempo: una eroadiciones de libre curso,

y otra en ciclos de luz-osgdad, bajo fotoperiodos deadtorto, donde se sabe que
PRMT5muestra mayor expresion (Michael, TeRal, 2008b). Como puede apreciarse

en la Fig. 15, los niveles de expresionRRMT50scilan en ambasadiciones, lo cual

A B
D= WT —O—WT
1.2 ) 1.24
[ 1 [ 4 O
5 1.0 5 1.0 .
< 08 < o8-
2 / 2
s 06 / = 06
o /! *4 -
o 044 o 0.4 /
0.2+ 0.2+
0.0 I 0.0gz—— S—
0 4 8 12 16 20 24 28 32 38 40 44 48
Tiempo en Dia Corto (H) Tiempo en Luz Cont. (H)

Fig. 15. PRMT5 presenta un perfil circadiano de expresionExpresion dePRMT5

medida por qPCR en plantulas crecidas en ciclos de luz-oscuridad (Dia Aodo;
cuando éstas son entrenadas en fotoped@d®? y sometidas luego, a condiciones de

luz continua B); el tiempo se considera 0, cuando comienza el Ultimo periodo de luz.
H: horas. Los datos fueron relativizados a los valores registrados parafél GiNBY
normalizados al maximo; éstos representan la media y la barra de error, el error estandar
(n=4). Las barras blancas y rayadasdidan el dia y la noche subjetiva,
respectivamente. La barra negra indica el periodo de oscuridad.
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sugiere que podria formaarte de un circuito (op) regulatorio del reloj circadiano

desconocido hasta el momento.

Andlisis a gran escala: cambios dexpresion globales en la mutante

La funcion bioquimica de PRMT5, es deda, capacidad de transferir grupos
metilos a las argininas presentes potencialmente en cualquier proteina celular, tanto en
nacleo como en citoplasma, convierte a esta enzima en un poderoso factor de
regulacion. De hecho, se sabe que es cdpametilar histonas, gyue esto controla
epigenéticamente la expresion del g&rC (Wang, X. et al., 2007; Schmitz, R. et al.,
2008) Esto nos hace suponer, que la diversidad de fenotipos observados podria deberse,
al menos en parte, a que existe una gaartidad de genes regulados por PRMT5, ya
sea a través de la metilacion de las hist@sasiadas a sus promotores, 0 a través de
algun mecanismo indirecto. Entonces, corintencion de identificar cuéles son los
genes cuya expresion es controlada por PRMilrecta o indirectamente, y a su vez,
gue eso nos permita mejorar nuestro enteiglito sobre el rol de PRMT5 a nivel
celular y los fenotipos asociados, decidsmanalizar los cambs globales en la
expresion de miles de genes en la mutgmtet5-5y compararlos con el nivel de
expresion de la planta salvaje. Para ello llevamos a cabo un experimento de
microarreglos. Debido a que la mutaptent5-5posee un periodo circadiano mas largo
gue el de las plantas salvajes, muestreamgounto particular del dia podria llevarnos a
conclusiones erradas, ya qles perfiles de expresiéan un genotipoy otro seran
distintos, no necesariamente porque esesga regulado por PRMT5, sino porque esta
bajo el control del reloj otadiano. Para evitar esiaconveniente se realizé el
experimento utilizando plargacrecidas en luz continugan previo entrenamiento, es
decir, que no hubieran recibido estimulosaz@s de sincronizau reloj circadiano,
independizando asi los nivelds expresion génica del funcionamiento del oscilador
central. Después del analigistadistico, se establecierorsdpupos de genes: aquellos
cuya expresion se encuentra aumentada al menos 1,5 vegentB+b respecto de la
planta salvaje (355 genes — Tabla 1 Aeéndice), y aquellos cuya expresion se
encuentra disminuida al menos 1,5 veces (s — Tabla 2 del Apéndice). Luego, se

decidi6 realizar una categorizacion funciodal ambos grupos de genes. Para ello se
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utilizé la herramienta disponiblen la pagina de internet ¢k universidad de Toronto,
“The Bio-Array Resource for Abbidopsis Functional Genomigsjue permite calcular:

1) el numero de genes pertenecientes a caggaréa funcional; 2) si la cantidad de
genes dentro de cierta categoria se encuentb o sobre-represedéaen relacion al
namero total de genes pemecientes a ese rubro, prdesnen todo el genoma de
Arabidopsis thalianaEsto permitiria vincular a la mutante con determinado grupo de
genes blanco y asi entender en qué procestiasinvolucrada. Compuede verse en la

Fig. 16A, donde se analizan los germg/a expresion estd aumentada pgmt5-5
comparado con plantas salvajes, las categidgdUnion a Acidos Nucléicos” y “Unién

a ADN o ARN”, entre otras, se encuentran sobre-representadas. En el analisis de los
genes disminuidos eprmt5-5 Fig. 16B, puede notarse quantre otras, la categoria
“Metabolismo de ADN o ARN” se encuentra sub-representada. Estos datos, coinciden
con lo esperado, ya que existe bibliografiee vincula a PRMT5 con el procesamiento

de ARN (Friesen, Wet al, 2001) y, como ya se hasdutido, con la metilacion de
histonas. Por otro lado, genes involucradoprecesos vitales para la supervivencia de

la planta, como lo son los procesos deadllo, la respuestadistintos estimulos y

_- o

mmuu!!!!’
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Union a Acidos Nuclei oos——:
Procesos de Desamollo _ |
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Fig. 16. Categorizacién funcional de gersecuya expresion es regulada por PRMT5.

Genes cuya expresion aumentd) (0 disminuye B) en prmt5-5 Se encuentran
representadas las categorias funcionales que estarian sub o sobre-presentadas en
relacién al genoma dArabidopsis thaliana Este valor se calcula normalizando el
porcentaje de genes afectadospemt5-5 pertenecientes a una categoria funcional al
porcentaje de genes de todo el genoma pertenecientes a esa misma categoria funcional.
El error se calcula aplicando el métodolimtstrapy se representa * la desviacion
estandar.
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regulacion de diversos procesos.
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funciones bioquimicas esenciales, se encueaitarados. Esto sugiere, al igual que los

datos fisioldgicos obtenidos hasta ahora, BRMTS5 es una enzima involucrada en la

A continuacién, se decidié analizar si existe alguakacion entre los genes
regulados por PRMT5 y aquellasiya expresion se encuentrajo el control del reloj
circadiano. Para esto se eligie aquellos genes cuya expéesse ve alterada al menos
1,5 veces en la mutanpemt5-5y aquellos ya identificados como regulados por el reloj
(Edwards, K.Det al, 2006). La fase de cada uno de estos genes se encuentra disponible
(Michael, T.P.et al, 2008a), y fue estimada a partir ditos obtenidos en condiciones

de libre curso (segundo y tercer dia en loiztinua). El calculo deobre-representacion

B
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Fig. 17. Distribucion de fase de aquellogenes regulados por efeloj circadiano y

cuya expresién se ve alteradeen plantas mutantes paraprmt5-5. Nivel de
enriquecimiento para distintas fases de genes cuya expresion oscila de manera
circadiana y su expresion se encuentra aumenfgda disminuidaB) enprmt5-5(H,

horas). Valor Z calculado para el enriquecimiento en cada fase de aquellos genes
aumentados®) o disminuidos@) enprmt5-5 El andlisis se realiz6 con aquellos genes
cuya expresion cambia al menos 1,5 vecasrent5-5respecto de las plantas salvajes y
posee regulacién circadiana. El valor Z es un parametro que permite determinar el valor
estadistico del enriquecimiento. Valores de Z cercanos o superiores a 3 indican un
enriguecimiento significativo de los datos ehsdos en relacion a la media esperada

por azar.
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para cada fase se realizo cors@ftware Phaserdisponible en la pagina de internet de
la UniversidadOregon StateTal como puede observarse en la Fig. 17, dentro de los
genes cuya expresion aumenta en la metaexiste un enriquecimiento en aquellos
cuyo pico de expresion se daaiie el dia subjetivo de fdanta. De manera opuesta, el
grupo de genes cuyo nivel de expresiésniiluye en la mutante, presenta un
enriqguecimiento en aquellos cuya fase gpresion se da durante la noche subijetiva.
Esto sugiere, que PRMT5 podria contribaimodular el perfil sinscripcional de los
genes bajo el control del reloj circadiarf®or ello, seria de acial importancia el
control que ejerce el relopbre la propia expresion (RRMTS

Por otro lado, se analiz6 aiguno de los genes asocia@bseloj cicadiano, ya sea
aquellos que componen el osdiba central, o los que formaarte de los circuitos de
regulacion secundarios, presentifierencias significativas esu expresion al comparar
plantas salvajes y mutantesnt5 Los Unicos 2 genes afectados resultarorPRR7y
PRR9 presentando ambos aumento de expresion en la mptant® La implicancia

de este resultado se profundizardaeseccion “PRMT5 y su relacién c®RRY.

Finalmente, tal como se habia reportado anteriormente (Pet,af, 2007; Wang,
X. et al, 2007; Schmitz, Ret al, 2008), se detect6 en la mutarmgant5-5 un
incremento en la expresion del gelnC de alrededor de cinco vec&4.C codifica para
una proteina del tipo MADS bogue retrasa la floracion al estar incrementados sus
niveles y ha sido previamente asociadauaktionamiento del reloj circadiano en altas
temperaturas (Edwards, K.Bt al, 2006). Por esto, decidimobtener la doble mutante
flc; prmt5-5 con el fin de determinar si algunotodos los fenotipos observados estan
asociados al aumento en la expresion FleC. Como puede observarse en el
experimento de tiempo a floraciénigF18A), introducir la mutaciéfic en el genotipo
prmt5-5 es decir, la doble mutantie; prmt5-5 rescata parte del fenotipo salvaje, sin
embargo, no lo hace completamente. Esto indica que parte del fenotipo aberrante se
debe al aumento de la expresion EEC, pero que también habria algun otro
mecanismo involucrado en el retraso defltaacion. Posteriormente, evaluamos el
funcionamiento del reloj madiano, dejando en evidencia que el alargamiento del

periodo circadiao observado eprmt5-5 es independiente deLC, ya que la doble

60



RESULTADOS

mutanteflc; prmt5-5también presenta un periodo cireeb mas largo que el de plantas

salvajes y no presenta diémcias significativas caqormt5-5(Fig. 18B-C).
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Fig. 18. FLC es parcialmente responsable Héenotipo de floracién, pero no del
alargamiento del ritmo circadiano en la mutanteprmt5-5. A: Medicion de las hojas

de la roseta presentes en el momento de aparicibn de los primeros pimpollos;
fotoperiodo: dia largo (n=22-243: Medicion del angulo formado por el primer par de

hojas (en grados) cuando las plantulas son entrenadas en dia largo y sometidas luego, a
condiciones de luz continua (H: horas, n€®).Periodo del reloj circadiano calculado

a partir del ritmo del movimiento de hojas (P*0,001; **P <0,01; n=6). Los valores
representan la media y la barra de error, el error estandar.

PRMTS5 y su relacion conPRR9

Al evaluar la lista de genes cuya expresion se ve aumentada en la rputabt®

en el experimento de microarreglos, @mtamos que aquel que muestra mayor cambio
es PRR9 aumentando 6,5 veces elvali de su expresion (@i 19). Esto coincide
cualitativamente con los datos obtenigms qPCR (Fig. 13 y Fig. 14). Por ello, y
sabiendo que PRMT5 regula epigenéticamdateranscripcion génica, decidimos
evaluar si el promotor d®RR9 presenta dimetilacion simétrica (sDMA) en la/las
arginina/s de la histona 4 (H4). Paragémpleamos la técnica de inmunoprecipitacion
de la cromatina (del inglé§hromatine Immunoprecipitation ChlP), la cual consta de
dos etapas: la inmunoprecipitacion de la abna asociada a una proteina y luego, la
determinacion de presencia o ausenciauda secuencia dADN candidata en ese
precipitado. En nuestro casse realizaron dos inmunopreitgziones (Re-ChlP). En
primer lugar, una dirigidaantra la histona 4, y en gendo lugar, una precipitacion
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'E 22_ Fig. 19. Expresién dePRR9. Niveles de

u% 40 exprgsmn obte’nld'os para. el gePRR9

2 mediante la técnica de microarreglos para
S 301 plantas salvajes y mutant@smt5-5 Los

Z 201 datos representan la media y la barra de
g 10 error, el error estandar (n=3).

o Q-

WT  prmt5-5

contra aquellas moléculas que estuvieran dimetiladas simétricamente. Como sustrato
para las inmunoprecipitaciones se emplearon plantulas del genotipo salvaje y mutantes
prmt5-5 crecidas en condiciones de luz-osdad (fotoperiodo 12:12) y cosechadas en

dos momentos contrapuestos del dia: a8lasa las 20 horas, donde la expresion de
PRMT5en las plantas salvajes, es maxima y méniespectivamente. De esta forma, se
obtuvieron los resultados presentes en tp 0. En ellos se observa que en plantulas
salvajes, hemos sido capaces de inmunoprecipitar la region promotet& de que
sugiere la interaccion de moléculas dstdna 4 dimetilada simétricamente con la
region regulatoria de dicho geSin embargo, no hemos degett la presencia de dicha
marca en histonas asociadas al promotoPE&9 independientemente del momento

del dia. Sorprendentemente, en la mutam&5-5 aunque en menor medida, se detecta
marca de dimetilacién simétrica, lo cual gadexplicarse por daindancia génica, es
decir, que exista erA. thaliang otra PRMT del tipoll capaz de dimetilar
simétricamente la histona 4 iosb en ausencia de PRMTS5. Hbrosophila
melanogastel en células humanas, se ha demostrado que PRMT7 posee esa actividad
bioquimica (Lee, J.Het al, 2005; Gonsalvez, G.Bet al, 2008; Reiter, R.Jet al,

2010), sin embargo, aunque existeAgabidopsis thalianauna proteina homologa a la

WT  prmt5-5 Fig. 20. Dimetilacion simétrica por PRMT5.La
H: 8 20 8 20 - * dimetilacién simétrica en H4 asociadas a regiones
regulatorias dePRR9 y FLC fue evaluada
FLC wen -_— — mediante un ensayo de Re-ChIP, en dos

o momentos del dia: a las 8 y a las 20 horas (H),
siendo 0, el comienzo de la etapa luminica. Se
PRR9 . muestran bandas representativas obtenidas a
partir de PCR convenciond}), control sin ADN.
(+), control donde se emplea como templado la
cromatina aislada sjprecipitar.
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PRMT7 de moscas, no se ha demostrado que ésta posea la misma actividad enzimatica.
Mas alla de lo observado @mt5-5 los datos sugieren que el control que ejerce
PRMT5 sobre los niveles de expresion BBR9 no estaria dado a través de la

metilaciéon de histonas.

Independientemente del mecanismo por el cual PRMT5 regula la expresion de
PRR9 resulta llamativo encontrar este aumento en los niveles de mensajero de dicho
gen, ya que, datos previos indican que sobre-expREsRBgenera plantas de periodo
corto tanto en caracteres molecutaoemo fisioldégicos (Matsushika, &t al, 2002),
mientras que la mutanggrmt5-5 posee periodo largo. Emrfcién de esta aparente
incongruencia, y teniendo presente que PBMI) ha sido asociada a la metilacion de
proteinas Sm del spliceosoma (coejpl que cataliza ebplicing) en Drosophila
melanogaster (Gonsalvez, G. et &006; Anne, J. et al., 2007)) en células humanas,
actla junto con el complejo SMNs(jrvival Motor Neuronregulando el ensamblado
del spliceosoma (Chari, A&t al, 2008); y 3) en ratones, mutacionesSMN afectan el
splicing alternativo de manera especifica (Zhanggtzal, 2008), decidimos evaluar las
bases de datos que poseen informasilre los transcriptos presentesAgabidopsis
thaliana Esto, revelé6 quPRR9posee méas de un transcoiphaduro (Fig. 21A). Puede
observarse que existen dos eventos distintaplieing alternativo, que al combinarse,
dan origen a cuatro isoformas posibles: el empleo de un sitio dador 5’ alternativo en el
segundo exon, y la retencion del tercetrén. Entonces, decidimos confirmar la
presencia de esas variantessgicing en nuestras condiciones de crecimiento. Con tal
fin, comenzamos una colaboracion congelipo de investigacion del Dr. Alberto
Kornblihtt, en particular con el Lic. Zequiel Petrillo, quienes cuentan con basta
experiencia en el estudio dsplicing alternativo y las técnicas apropiadas para su
estudio. En la Fig. 21A se representan las isoformaBRR9y los tamafos de las
bandas correspondientes, en funcion de losguemue se utilizaran para su deteccion
durante la reaccion de PCR radiactiva. Commaestra en la Fig. 21B, la existencia de
las cuatro isoformas edichas para el gefPRR9 En la Fig. 21B, y en la
correspondiente cuantificacion (Fig. 21C), pueblservarse que en plantas salvajes, el
transcripto que cuenta con mayor abundancRRR9_Ael cual da origen a la proteina
de largo completo, ya que las otras tres isoformaPRR9 (PRR9 Ba PRR9_D,

codifican proteinas truncadas. Eposicion a esto, la mutantgrmt5-5 muestra
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Fig. 21. PRMT5 afecta elsplicing alternativo de PRR9. A: Esquemas de las distintas
isoformas dPRRO(PRR9_AaPRR9_D y sus respectivos tamafi@s. Medicion de las
variantes de ARNm deRR9por PCR radiactiveC: Cuantificacion deR) y calculo de

la relaciéon entre la isoforma A y el total de las isoformas detectadas®R&@ D:
Medicion de las variantes de ARNm BRR9por PCR radiactiva en plantas salvajes, y
mutanteprmt5-5y prmt5-1, otro alelo mutante d@RMT5S Expresion dé®RR9_AE) y
PRR9_D(F) medida por gqPCR en plantulas ens@as en ciclos de luz-oscuridad
(12:12) y luego sometidas a condiciones de luz continua. Los datos fueron relativizados
a los valores registrados para el g&iTIN8y normalizados al maximo de cada gen. Los

datos representan la media y la barra de error + el error estandar. El tiempo (H: horas), se

considera 0, cuando comienglaperiodo de luz continua. Las barras blancas y rayadas,
indican el dia y la noche saéiva, respectivamente (n=4L,E-F: Los valores
representan la media y la barra de error, el error estaDd* (P<0,0001).
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mayor abundancia dBRR9_D A continuacion, nos preguntamos si la diferencia
observada en el procesamiedtl transcripto primario dBRR9 seria debido al rol de
PRMTS5, o alguna caracteristica partayutlel alelo mutante en estudmmt5-5 Con el

fin de resolver esta duda,atzamos un experimento analogbanterior, en el que se
evalud la presencia deslalistintas isoformas deRR9 en plantas salvajes y en dos
alelos mutantes de PRMTrmt5-5y prmt5-1, todas ellas crecidan luz continua, sin
entrenamiento previo. El resultado obten@pesar de haber empleado un gel de menor
resolucién, que no logra distingwntre el uso alternativo ldgtio dador 5’, permite de
todas formas confirmar, queslaliferencias observadas ensglicing alternativo de
PRR9 son atribuibles a PRMT5, ya que erf-lg. 21D, se evidencia que la proporcion
entre las isoformas es equivaleptga ambos alelos mutantesRRMTS y es a su vez,

distinta de la que presim las plantas salvajes.

Dado que los experimentos anteriores realizaron sobre plantas crecidas en
condiciones de luz continuain previo entrenamiento, skecidio evaluar por gPCR la
expresion de las dosofrmas mayoritariasPRR9_Ay PRR9 D en los genotipos
salvaje yprmt5-5 a lo largo de un dia en condiciones de libre curso, después de haber
sido entrenadas en un fotoperiodo de 12:1Zn&puede observarse en la Fig. 21E y F,
las plantas salvajes, presentan patron de expresion d@RR9_Aequivalente al
observado par®#RR9total (Fig. 14G), mientras quapenas se detecta expresion de
PRR9_D En contraposicion a esto, la mutaptent5-5 presenta menores niveles de
PRR9_Ay un perfil circadiano distinto al deslglantas salvajes, dado que el pico de
expresion se ve desfasado con respecto a éstas ultimas. Asimismo, puede notarse que
los niveles de expresion d@RR9 _Dson mas altos en la mutante, a pesar de estar

regulados de manera circadiana.

A partir de los resultados anterioressgbiendo que hay ejenggl de proteinas que
al expresarse de manera truncada actoamo dominantes negativos (Faigon-Soverna,
A. et al, 2006), decidimos evaluar si el aumento RIBRR9 D puede explicar la
alteracion del reloj circadianabservada en las mutantasnts Para llevar a cabo ese
andlisis, se construyeron a frade plantas salvajes, lineas transgénicas que portan una
construccion que permite sobre-exprdagoroteina truncada codificada f@iRR9_By
por PRR9_D ya que ambos mensajeros poseanitana region codificante debido a un

codén prematuro. En primer lugar, s#btuvieron alrededor de 30 lineas T1
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independientesARR9_B OX A continuacion, se establead periodo del movimiento
de hojas de esas lineas, usando como cquiintas salvajes y smiantifico, mediante
gPCR, el nivel de expresion RRR9(enddgeno mas exdgeno).dgo, se calculd el
valor medio de la expresion para plantasaab; y se emple6 para normalizar el nivel
de expresion dPRR9de todas las muestras. En lg.R22, se grafica este experimento
(en ese caso, n=5). Como puede observargerigddo de las plantasansgénicas no se
ve alterado comparado condd las salvajes, a pesar degieaumentada la expresion de
PRR9_BEsto indica, que la sobreexpresioruda forma truncada de la proteina PRR9
no seria responsable del fenotipo rednete observado en las mutangemts De este
modo, a pesar de los altos niveles de expresiOPRIR9 detectados emprmt5 la
mutante presenta nivelesdreidos del transcripto queodifica para la proteina
funcional (por tener afectado sblicing alternativo), lo cuapodria conducir a menores
niveles de la proteina fuilmmal y contribuir asi, corel fenotipo de periodo largo

observado en la mutante.

A continuacion, nos preguntamos si ee@b de PRMT5 sobre el reloj se da
exclusivamente a través de PRR9. Pasparder ese interrogante, obtuvimos las dobles
mutantegrr9;prmt5, y analizamos el funcionamientiel reloj circadiano calculando el

periodo del movimiento de hojas. Como puetiservarse en Igig. 23, la mutaciéon
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Fig. 22. La sobre-expresion dePRR9 B no afecta el ritmo circadiano del
movimiento de las hgas en plantulas deA. thaliana. Periodo circadiano (H: horas)
calculado a partir del movimientos de lagjas en condiciones de libre curso, en
plantulas salvajes y sobre-expresantesP&R9 B Las plantas que sobreexpresan
PRR9_Bson lineas T1 independientes. El periodo se grafica en funcién del nivel de
expresion dePRR9 tanto de las isoformas enddégenas como exégenas, medido por
gPCR. Los valores fueron relativizado?B2Ay normalizados a la media obtenida

para las plantas salvajes. La linea de puntos, indica el valor de la media del periodo de
plantas salvajes.
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prmt5-5 prolonga el periodo del reloj circadiano, tanto mrd, como en plantas
salvajes. Esto indica que el efecto efbado sobre el osador, no se debe
exclusivamente a la al@rion en la regulacion de@RR9 Puesto que PRR9, presenta
redundancia funcional con PRR&aitlimos evaluar el efecto gemt5 sobre el doble
mutanteprr7;prr9. Tal como indica la . 23, el periodo del avimiento de las hojas
de plantas mutanteprr7;prr9 es significativamente mayoal periodo de plantas
salvajes, pero no presenta diferencias fagiivas con el de la triple mutante
prr7;prr9;prmt5. También puede observarse queesisten diferencias significativas
entreprr7 y prr7;prmt5. En conjunto, los experimentds genética clasa sugieren que
el rol de PRMT5 sobre lostmos circadianos, estaria dado simultaneamente via PRR7 y
PRRO.

3 . Fig. 23. PRMT5 afectael funcionamiento del
i reloj circadiano a través de PRR7 y PRR9.
T 30 : 221 Periodo circadiano (H: hasacalculado a partir
~— * 4
2 E del movimientos de las hojas en condiciones de
~§ 28 E: libre curso, en plantulas salvajes y las distintas
A 264 . :Ei mutantes. Los valores representan la media y la
’_-.-_‘ % @ o0 barra de error, el error estandar. P*0,001,
DO
24 Y. n=6.
< Q&‘@ & & ¢
«99 &
Q Q

En funcién de los datos anteriorescilimos re-evaluar la regulacion BBRR7 Los
datos de expresion obtenidos en loscroarreglos, indicaron un aumento de
aproximadamente dos veces en la mutanet5 con respecto a la planta salvaje. Sin
embargo, los datos de qPCR indican, tante@ardiciones de ciclode luz-oscuridad,
como en luz continua (Fig. 13F y Fig. 14F), qRR7tendria un desfasaje en su pico
de expresion, pero que en condicioneslaanque el reloj haenido oportunidad de
sincronizarse, los niveles de mensajeroestarian necesariamente elevados. Con el
objetivo de determinar si el control transcripcionaPtRR7por PRMT5, se da a traveés
de la dimetilacion simétrica en la histona 4 realizamos la técnica de Re-ChlIP (la misma
empleada para obtener la Fig. 20). Peses adtuerzos realizadaso fuimos capaces de

detectar dimetilacién simétrica en la histona 4, en los nucleosomas ensamblados en la
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region promotora d®RR7 Vale aclarar que si pudimos detectar esa marca epigenética

en otras regiones (region promotoraFd€, ver Fig. 20).

En resumen, los datos de esta s@tcsugieren que PRMT5 afecta los ritmos
circadianos emrabidopsis thaliana través de PRR9 y PRRProbablemente, esto se
dé regulando la expresion y slicing alternativo dePRR9 y modulando el momento

de expresion dBRR7y/o la funcién de PRR7.

PRMTS5 y el splicing alternativo

PRMT5 es capaz de metilar histonas, ashi@mtras proteinas. Por ejemplo, se ha
demostrado que ddrosophila melanogastees capaz de modificar proteinas Sm. Estas
forman parte del spliceosoma, el complejo responsable de -catalizspli@hg
(Gonsalvez, Get al, 2006; Anne, Jet al, 2007). Este descubrimiento sugiere que
PRMT5 podria estar vinculada, al menos®nmelanogasteral procesamiento del
ARNmM prematuro (pre-ARNm). Por otrdado, durante nuest investigacion
demostramos que la mutaremt5-5 posee alterado alplicing alternativo dePRR9
Esto nos llevd a preguntarngs la alteracién sobre ablicing alternativo seria algo
puntual sobre el gen identificadmseria un efecto mas general.

Asi, decidimos utilizar una técnica que nos permitiera analizar globalmente los
transcriptos presentes en plantalvajes y en mutantes p&##&MT5 La misma se
denomina, del inglégjling-arrays y se basa en el misnmarincipio que la técnica
clasica de microarreglos, siendoprincipal diferencia dipo de sondas contra las que
se hibridara la muestra. En esta metodalplgis sondas son dguil longitud a las de
los microarreglos de expresion tradicionds bases), pero regsentan practicamente
todo el genoma, tanto lasgienes codificantes, como las no codificantes (por ej.
intrones, regiones promo#s® y regiones intergénigasa diferencia de loarrays de
expresion que soOlo poseen sondas que faibricon la region 3’ de los genes alli
representados. Finalmente, la distancia egitéerea sobre la que désefia una sonda y
la siguiente, es de s6lo 10 pares de bases. En conjunto, esto permite estudiar no sélo el
splicingalternativo, sino también, la expresionldei aun no identificados como genes,

de secuencias de ARN regulatsr@mo los pequefios ARNS, etc.
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En este experimento, siguiendo la mismgida que para el de microarreglos (ver
seccion “Analisis a gran escala: cambiosedresion globales en la mutante”), se
utilizaron plantas salvajes y mutantes p&RMTS5 crecidas en luz y temperatura
continuas, no permitiendo que el reloj endégeno se sincronice. Luego del procesamiento
estadistico de los datos, se encomue 471 de los 67.791 intrones analizados,
presentan sefales de hibridacion mas altda @fanta mutante que en la salvaje. Ese
aumento en la sefial de hibridaciéon sugiere @uent5-5 retiene los intrones
representados por esas sondas mas gqudatd#a salvaje (Tabl&8 del Apéndice).
Teniendo en cuenta que un grupo acotadinttenes son retenidos, solo 471 de los
67.791 evaluados, y que no todos los intsodentro de un mismo gen presentan
diferencias entre los dos genotipos (Fig. pbdria concluirse que la mutante no posee
alterado el mecanismo dglicing sino elsplicing alternativo. Como puede verse en la
Fig. 24, donde se muestran algunos ejemgéogenes con retencion de introrpemt5-

5, el aumento en la sefal de hibridacion es bmtado, y se da entrones especificos.
Es importante mencionar que este tipo de andlisis también permitiria analizar cambios
en los niveles de expresion génica, ya lpsevalores obtenidos afistintas muestras
pueden ser comparados promediando el \dltenido para losx®nes correspondientes

a cada gen.

El splicing alternativo de pre-ARNm ha desticado ser un proceso fundamental
para el funcionamiento celular, ya quemamta significativamente la diversidad del
proteoma (Nilsen, T.W. & Graveley, B.R., Z)1Por ejemplo, la mayoria de los genes
codificados por el genoma mano dan origen a mas de uanscripto a partir de este
mecanismo. Por otro lado, se ha asocid@ofalla de este proceso a distintas
enfermedades, manifestando la importardgasu especificidad a nivel organismico
(Luco, R.F.et al, 2010). Desde un punto de vista medécosexisten distintos tipos de
splicing alternativo, ellos son: exclusion don, inclusion o retencion de intrén,
seleccidon alternativa deltisi de reconocimiento dseplicing 5’ (5’'SS) y seleccion
alternativa del siti@le reconocimiento dgplicing 3’ (3'SS). Estos se generan mediante
el uso diferencial de los sitios de reconocimientosgéting -sitios dadores- los cuales
son “leidos” por la maquinaria que lleva adelante el cprenpalme de las distintas
secciones del pre-ARNm (Nilsen, T.W. & Graveley, B.R., 2010).
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Fig. 24. La mutante prmt5-5 presenta retencién de intronesA-C: Ejemplo de tres genes

identificados pottiling-arrays que presentan alteraciones en el procesamiento del pre-ARNmM

en las mutantegrmt5-5 Las sefiales de hibridacion de las sondas representan el promedio de

tres réplicas bioldgicas y se grafican en esdadaritmica. Los recuadros grises indican los

intrones que presentan diferecias en la intesde la sefial entre ambos genotipos estudiados.

El esquema ubicado por encima del eje de lasisds muestra los modelos de genes (y sus

distintas isoformas) registrados en la octava versionTé¢R donde los intrones estan

representados por lineas y los exones por rgelds; las porciones negras indican regiones

codificantes y las grises, nodificantes. La posicion de cada cromosoma se indica en pb

(pares de bases).

Llamativamente, mediante el uso tkng-arrays solo encontramos alterada la

retencion de intrones. Algunos de esmgentos fueron confirmados por RT-PCR

convencional, tal como se muestra en la Fig. 25. Sin embargo, hay que tener en cuenta
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Fig. 25. Confirmacién de la retenciérde algunos intrones en la mutante. AEsquema de la
ubicacién de los primers (flechas negras) dacrén al intron a evaluar mediante PCER.
Validacion por RT-PCR convencional de los eventos de retencion de intron identificados por
tiling-arrays. ADNg, ADN gendmico (control); “+RT'indica las reacciones realizadas con
transcriptasa reversa (RT). Como control, se realizaron reacciones sin RT (“-RT"). La banda
superior corresponde a la forma que retiene tebrin(equivalente al ADNg) y la inferior al
mensajero al cual se le ha removido el intrén. Los datos representan uno de tres experimentos
independientes.

una limitacion de la técnica empleada para la evaluacion global del transcriptoma.
Particularmente, los eventos de 5'SS y 3'SS alternativo pueden dar como resultado
modificaciones de unos pocos nucleétidos el mensajero maduro. Por otro lado,
durante el analisis de dodatos obtenidos en Id8ing-arrays, se establecen ciertos
criterios con el fin de evitar resultadopesos, provocados por la imprecision de la
sefal proveniente de la hibaicion de algunas sondas. Asi, se establecid que solo si tres
0 mas sondas contiguas dan diferencias eseffiml de hibridacion, ya sea aumento o
disminucién de la misma, esa region seriasmerada dentro del analisis estadisitco.
Teniendo en cuenta que cada soeslae 25 nucleotidos, y $&paracion entre ellas (en

el genoma) corresponde a 10 pares de,h@e@ que determinada region pueda ser
considerada como diferencialmente expresada, la misma debera tener al menos, 95
bases. En conjunto, esto permite la existetieitalsos negativos, es decir de subestimar

las alteraciones en algunos eventospleing alternativo.

Con la intencion de analizar en mayor detalle los eventapldzng alternativo,

incluyendo alteraciones de pocos nucleotidgbgrupo con el que colaboramos en esta
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parte del trabajo realiz6 una técnica alea resolucion. La misma permite evaluar
diferencias incluso de un nuctefo, y de muchos eventos dglicing a la vez
(Simpson, C.Get al, 2008; Raczynska, K.t al, 2010). De este nalm, se analizaron
288 eventos daplicing alternativo descriptos previamte, y se encontré que 44 de
ellos estaban alterados en la mutgmat5-5en comparacion con plantas salvajes. Si
bien los cambios observados séienden a los cuatro tipos @elicing alternativo, un
analisis estadistico mostré un enriquecirtoeen los eventos 5’SS modificados en las

plantas mutantes (datos no mostrados).

Vale recalcar que defectos en el aeacimiento del sitio 5°SS podrian tener
consecuencias no solo sobre la selecciomnaiteya de ese sitio dador, sino también en
la correcta eliminacién de los intrones. Vis® otra forma, el no reconocer un sitio 5’
del splicing haria que el intron rio abajo peaneciera en el mensajero maduro.
Efectivamente, todos los eventos alteradoprent5-5 detectados mediante ltiing-

arraysfueron retenciones de intrones.

Es importante mencionar que los introneglssifican segun la conformaciéon del
complejo que cataliza su eliminacion del pre-ARNm, es decir, por la composicion del
spliceosoma, dependiendo de si éste esipelU2 o del tipo U12. La mayor parte de
los intronesspliceadogor el tipo U2, tienen ademas el dimero GT como primeras bases
(5’-3"), y un alto porcentaje de ellos tietaanbién el dimero AG como ultimas bases del
exon rio arriba, Fig. 26 (Sharp, P.A. & BergC.B., 1997). La gran mayoria de los
intrones presentes én thalianason del tipo GT_AG_UZ2.

A continuacion, se llevé a cabo un estudiioinformético, con el objetivo de
determinar si existe algun paitr que explique qué eventos sf@icing alternativo estan
alterados en la mutanfmmt5 Esto nos acercaria a comprender el rol funcional de
PRMTS5. Con tal fin, y empleandtos datos obtenidos en lading-arrays, se
compararon los sitios consenso 5'SS de los 115.401 intrones del tipo GT_AG_U2
presentes eA. thaliang con los sitios 5'SS de los 50 intrones que presentan mayor
nivel de cambio (sigficativo) entre plantaprmt5-5y salvajes (Tabla 4 del Apéndice).

En la Fig. 26 se muestran los resultados obtenidos, donde los tamafos de las letras en
cada posicion (que simbolizan los nucleotidospresentan la frecuencia de las mismas

en cada conjunto de intrones estudiados. gAkkde observarse qee la posicion -1,
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Fig. 26. Los intrones retenidos emprmt5-5 son aquellos cuyos sitios 5’ de reconocimiento

del splicing son méas débilesPictogramas que muestran la freoaia de distribucion de los
nucleétidos presentes en el 5’'SS (sitio 5’ de reconocimiento del splicing) calculada para los
115.401 intrones de tipo GT_AG_U2 presentedethaliana(panel superior) o para los 50
eventos desplicing alternativo significativamente mas alterados en la mutamnt¢5-5 (panel
inferior). El tamafio de las letras representfitdauencia. El FR (factade representacion) se
calcula como la relacion entre la frecuencibriele6tido mayoritario para cada posicion del
5'SS en el panel superior y la frecuencia de ese mismo nucle6tido en el panel inferior. Los
nameros ubicados arriba del pictograma reprs la posicién de cada base: los valores
negativos corresponden a las bases del exén, siendo el -1 la base méas hacia el 3’ del exon.; los
valores positivos se asignan a los nucleétidos de los intrones, siendo el +1, el que esta ubicado
hacia el 5’ del intron.

hay un descenso en la frecuencia, donde segun el consenso, la “G” es predominante.

También hay cambios en las posicion@s -1 y +5, donde se tiende hacia la

aleatorizacion de los nucledtis, perdiendo el predominio presente en el consenso. Los

sitios 5’SS que mas se acercan al consensaenominados “fuertes”, y a medida que

se alejan de ese arreglo se denominanitel®b Los resultados ponen en evidencia que

los intrones cuyosplicing esta mas alterado en las mutamest5-5son aquellos cuya

secuencia 5’'SS se aleja del consenso, es dee poseen sitio§’ SS débiles. En

conjunto, esto sugiere gUPRMT5 regularia eplicing alternativo, al menos en parte,

modulando el reconocimiento de los sitios 5’SS débiles.
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*g 1.2- f o N Fig. 27. Elsplicing de RCA esté alterado en

% 1.04 distintos alelos mutantes de PRMTS.

g 0.84 Relacion entre las variantes de ARNm de
_E’ 064 _ RCA medidas por gPCR en plantas salvajes,
§ 0.4- mutantes prmt5-5 y prmt5-1 Los datos

g—— 0.2 representan la media y la barra de error, el
%c’ 0.0 error estandar (*® <0,01, n=3).

WT prmt5-5 prmt5-1

Luego, evaluamos si los defectos registrados espliting alternativo, ocurren
también en otro alelo mutante paRRMT5 el mutante prmt5-1 Para ello,
seleccionamos el geRCA (del inglés,RUBISCO ACTIVASE identificado por la
técnica de alta resolucion como alterado en la muamté¢5-5 Asimismo, ya se ha
descripto la existencia de dos isofoampara este gen y se ha demostrado la
funcionalidad bioldgica de las mismas: la @ofia corta, codifica una proteina capaz de
ser regulada por la intensidad luminicapntias que la variantarga de ARNm, da
origen a una proteina de menor peso mole@ue la anterior, incapaz de ser regulada
por luz (Zhang, N.et al, 2002). Asi, confirmamos quk relacion entre ambas
isoformas difiere en la mutanggmt5-5de la observada engpitas salvajes (Fig. 27).
prmt5-1 demostrd tener proporciones de mensajeros equivalerpesitd-5 lo que
confirma el rol de PRMT5 como regulador de este evensplieng alternativo
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Fig. 28. La oscilacién dekplicing de RCA esta alterado en la mutantgrmt5-5. Relacion

entre las variantes de ARNm &CA (ARNm largo y corto) medidas por gPCR en plantulas
crecidas en dia corto. Los datos fueron radizados al maximo detectado para el WT,
representan la media, y la barra de error, el error estandar (n=4). El tiempo se considera 0,
cuando comienza el periodo de;lid: horas. Las barras blancas y negras, indican el dia y la
noche, respectivamente.
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Teniendo en cuenta que la transcripcion RRMT5 esta modulada por el reloj
circadiano, y que la proteina PRMTgarticiparia en la regulacion dealplicing
alternativo, nos preguntamos si esta moléqadria actuar como nexo entre el reloj
circadiano y elsplicing alternativo. Con la inten@n de responder esa pregunta,
evaluamos en primer lugar si la proporcién de isoformas deR@&oscila a lo largo
del dia en plantas salvajes. Palla se cultivaron plantas ehas cortos y se calculo la
relacion entre ambas isoformas que sestma en la Fig. 28, donde puede verse que
efectivamente la proporcion entre ellas oscila a lo largo del dia. Al comparar los
genotipos estudiados ém Fig. 28, queda en evidencia que la mutg@niet5-5no sélo
posee alterado splicingalternativo del geRRCA sino que también pierde la oscilacion
existente en la relacion entre las wates de ARNmM. Estgodria tener un rol
fisiol6gico, ya que durantel dia hay una mayor cantidad de aquella isoforma que

origina la proteina regulabjr la intensidad luminica.
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Fig. 29. El splicing de RCA esta alterado enprmt5, aunque no en otras mutantes del

reloj circadiano. Relacion entre las variantes de ARNmRIEA en plantas salvajed\},
prmt5-5(B), prr7;prr9 (C), y prr7;prr9;prmt5 (D). Ambas isoformas (ARNm largo y corto)
fueron medidas por qPCR en plantulas entrenadas en ciclos de luz-oscuridad y luego
sometidas a condiciones de luz continuas ldatos fueron normalizados al méximo
detectado para el WT, representan la media,hatea de error, el error estandar (n=4). El
tiempo se considera 0, cuando comienza el periodo de luz continua; H: horas. Las barras
blancas y rayadas, indican el dilaynoche subjetiva, respectivamente.
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Mas tarde, evaluamos si los cambiolsservados en la oscilacion dgplicing
alternativo par&RCAse dan en otras mutantes débjreircadiano. Para ellos medimos
dicho parametro en luz continua (luego del@mmiento de las plantas en dia corto) en
distintos genotipos: plantulas salvajes, mutaptests prr7;prr9 y prr7;prr9;prmt5
(Fig. 29). Alli puede observarse que sglicing alternativo deRCA esté alterado y
resulta arritmico tanto germt5 como en la triple mutanfar7;prr9;prmt5. La mutante
prr7;prr9, en cambio, parece mantener la lestdn, aunque con menor amplitud. Vale
aclarar que en condiciones de luz comdi, esta doble mutante tiene un periodo mucho
mas largo que el de plantas salvajes (Farré, EitMal, 2005), por logue existe la
posibilidad de que en el lapsle tiempo estudiado, no se halgectado el pico de la
curva; por otro lado, debidoque el experimento se tz#® durante el segundo dia en

condiciones de libre curso, @sobable que la oscilaciéte distintos fenotipos, por
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Fig. 30. El splicing de RSp31 y la oscilacion del mismo dén alterados en la mutante
prmt5-5. Relacion entre dos de las isoformas (MRNA3 y mRNA1)R&p3len plantas
salvajes A), prmt5-5 (B), prr7;prr9 (C), y prr7;prr9;prmt5 (D). Ambos ARNm fueron
medidos por RT-PCR radiactiva en plantulas entrenadas en ciclos de luz-oscuridgd y lue
sometidas a condiciones de luz continua. Laesdfueron normalizados al méximo detectado
paraprmt5-5 representan la media, y la barra deremberror estdndar (n=4). El tiempo se
considera 0, cuando comienza el periodo decentinua; H: horas. Las barras blancas y
rayadas, indican el dia y la necbubjetiva, respectivamente.
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ejemplo el que estamos estudiando aquivese atenuada. Sin embargo, en conjunto,
estos datos sugieren que PRMT5S tendnfarol directo en el control dedplicing
alternativo, en lugar de upefecto secundario a travéke su regulacién del reloj

circadiano.

Finalmente, analizamos @blicing alternativo de otros dos genes, que también
mostraron estar regulados por PRMT5 erélenica de alta rekecion detallada con
anterioridad. Uno de elloRSp31] presenta mas de dos isoformas, las cuales han sido
descriptas previamente (Kalyna, kt al, 2006). Tal como se muestra en la Fig. 30, la
relacion entre las isoformasRNA3 y mRNAL oscila en plantas salvajes, y ese patron
cambia en las otras tres mutantes estudiguece haber un desfasaje en la mutante
prr7;prr9, y un cambio en la forma de la oscilacidon tant@ent5 como emprr7;prr9;
prmt5. Esto refuerza la conclusiéalcanzada anteriormente: gplicing alternativo

estaria controlado por el reloj circadiano a través de PRMT5.

Por otro lado, el gelt5g57630Q presenta diferencias en las proporciones de sus
isoformas entre el genotipo salvaj@iynt5 pero no muestra un patron circadiano (Fig.
31). Esto puede deberse a digsrsazones, entre ellas adistinta estabilidad de los

mensajeros.
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Fig. 31. Elsplicing del genAt5g57630 esta alterado en la mutantgormt5-5. Relacién entre
la isoforma que emplea el sitio 5’8%tal (mas hacia el 5’ deltimdn), y el total de mensajeros
detectados para el geMt5g57630 Las distintas isoformas fueron medidas por RT-PCR
radiactiva en plantulas entrenadas en ciclobigl@scuridad y luego sometidas a condiciones
de luz continua. Los datos fueron normalizados al maximo detectado para el WT, representan
la media, y la barra de error, el error estandar (n=4). El tiempo se considera 0, cuando
comienza el periodo de luz continua; H: horas. lharras blancas y rayadas, indican el diay la
noche subjetiva, respectivamente.
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PRMTS5S en Drosophila melanogaster

Como se ha mencionado anteriormenteMFPR es una proteina conservada en todo
el reino eucariota, y se ha demodtraque posee la misma funcidon bioquimica en
diferentes organismos. Por otro ¢adlos alelos mutantes para el ggmt5 dart5 y
csulf™® fueron identificadopreviamente e®rosophila melanogasteiGonsalvez, G.
et al, 2006; Anne, Jet al, 2007), aungque en esos estudtd®M TS5 no fue asociada al
funcionamiento del reloj madiano o al control dedplicing alternativo. Por esto,
decidimos realizar un analisis comparativo entre mutantes para ER}m5en A.
thalianay D. melanogastercon el fin de determinar si su rol biolégico se encuentra
conservado para dichas especies. Pdm ebntamos con la ayuda del grupo de
investigacion de la Dra. Feanda Ceriani, quién es esp#ista en el trabajo con la
mosca de la fruta y el relgjrcadiano. Vale mencionar, qu2 melanogastees un

organismo modelo clasico del reino animal.

En primer lugar nos preguntamos si los mtda descriptos poseen alterado su reloj
biolégico, y en particular alguna resp@estontrolada por dicho mecanismo. En la
mosca de la fruta, una de las respues@mportamentales mas estudiadas, es la
actividad locomotora. Para medirla se en@ a cada individuo emn cilindro, el cual
es atravesado por una luz laser que regétraovimiento del mismo. Asi, en moscas
salvajes, lo que se observa es actividad derahdia (o dia subjetivo del organismo)
excepto por la tarde, momento de la “sitskos datos obtenidase representan en un
actograma, donde las barras negras represdémtantividad y la ausencia de dichas
barras, el descanso (ver detalle en “Makesig Métodos”). El primer alelo mutante que
analizamos edarts, y ya que éste es recesivo,cggmpararon moscas heterocigotas y
homocigotas para dicho locus. Como pueldservarse en la Fig. 32A, el mutadsetS
presenta ritmos circadianos débiles en gividad locomotora, incluso en condiciones
ciclicas de luz-oscuridad (primeros tresriglones” -y mitad izqerda del cuarto- del
actograma). Esto se concluye por el asptatatico” que poseen las rayas negras que
representan la actividad de esas moscas 82iA-panel derecho), abmpararlas con el
patron mas claro y definido de los individuesterocigotas para la mutacion (Fig. 32A-
panel izquierdo). Esta caracteristica @8 enas marcada en cooiines de libre curso
(Fig. 32A: nueve “renglones” inferiores dattograma). Finalmente, la arritmicidad

descripta, es respaldada por los paramsetralculados en la Fig. 32B-C, donde se
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Fig. 32. La mutante dart5 presenta alterada la actividad locomotora. A:Actograma
representativo, de trazado doble, para los gemwiipdicados. Las moscas se mantuvieron en

un fotoperiodo de 12:12 por cuatro dias después de la eclosion, y luego se las transfirio a
condiciones de libre curso (oscuridad continl@);ual se indica con una flecha. Las barras
blancas y negras superiores, indican el dia y la noche, respectivamente. Las barras negras y
grises inferiores, indican la noche y el di&jstivo, respectivamente. Porcentaje de moscas
ritmicas B) y FFT promedio, como medida de la robustez de los rit@pscélculados para

ambos genotipos en condiciones de oscuridad continua. Los valores representan la media y la
barra de error, el error estandar; n=70;P*0,001; **P<0,01.

grafica, respectivamente, el porcentaje ndescas ritmicas para cada genotipo y el
promedio del FFT (del inglésast Fouriertransfornj, que da idea de la robustez del

ritmo de la respuesta medida.

Paralelamente, se confirmo el rol de PRV el control circadiano de la actividad
locomotora deD. melanogasteempleando otro alelo mutant€suf™*°. Para ello se
realizd un experimento, analogo al desariph la Fig.32, empleando para el mismo
moscas cuyo genotipo fue@suff™>° en heterocigosis (Fi@3A-panel izquierdo) y en

homocigosis (Fig. 33A-panel derecho). Lasiadasiones de éste son similares a las
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Fig. 33. PRMT5 regula los ritmos circadanos de la actividad locomotora enD.
melanogaster. A: Actograma representativo, de trazado doble, para los genotipos indicados.
Las moscas se mantuvieron en un fotoperiodo de 12:12 por cuatro dias después de la eclosion,
y luego se las transfirié a condiciones de libnesgoscuridad continualp cual se indica con

una flecha. Las barras blancas y negras superiores, indican el dia y la noche, respectivamente.
Las barras negras y grises inferiores, indican la noche y el dia subjetivo, respectivamente.
Porcentaje de moscas ritmic& ¢ FFT promedio, como medida de la robustez de los ritmos

(C), calculados para ambos genotipos en condiciones de oscuridad continua. Los valores
representan la media y la barra de error, el error estandar; n=5378),%1; *P<0,05.

obtenidas previamente: 1) en esta mutdatatmicidad también se ve comprometida
tanto en condiciones ciclicas de luz-osgad, como de oscuridad constante (Fig. 33A);
2) el porcentaje de moscas ritmicas eondiciones de oscuridad constante es
significativamente menor al determinado patagenotipo control (Fig. 33B); 3) la
robustez de los ritmos en la actividad lowdora (en términos del parametro FFT), es
menor para las moscas homocigotas mutantes (Fig. 33C).

A continuacion, decidimos estudiar la ritidiad de otras respsi&s. En particular,

nos interesamos en el patrén de expresié algunos de los genes que componen el
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oscilador central errosophila melanogasterEn este organismo, al igual que en
Arabidopsis thalianael reloj biolégico esta compuesto por multiplesps de retro-
alimentacion negativa, organizados en un diocoéntral y otros periféricos. Estos a su
vez, son blanco de regulaciones traipeionales, post-aduccionales, y de
procesamiento del ARNm. Eop central del oscilador esta formado por los geegs
tim, clk y cyc del inglésperiod timelessclocky cycle respectivamente. Por otro lado,
los genexwo (del inglés,clockwork orangg Pdpl(del inglés,par domain protein )}l

y vri (del inglésyvrille), junto con sus respectivos prothede expresion, conforman un
circuito secundario, dire@iente conectado con lelop central, el cual es necesario
para el correcto funcionamiendel reloj circadiano en esta especie (Allada, R. &
Chung, B.Y., 2010). Finalmente, el funcionamiento del reloj biolégico Den
melanogasterposee diferencias con el de thaliang especialmente a nivel de su
organizacion tisular y la forma de dhdar las respuestas fisiologicas y
comportamentales de este organismo. Encpgait, se sabe que ekcilador central en
Drosophila melanogasteresta localizado y restgido a aproximadamente 150
neuronas del cerebro de estas moscasd®ealli, sincroniza otros osciladores
periféricos, que se consideran engranagsesarios, pero depdientes del oscilador
central (Allada, R. & ChungB.Y., 2010). Si bien los ddtas del funcionamiento de
este complejo sistema exceden al interépaEsente trabajo, es importante tener este
hecho presente, ya que en determinadosremestos, por ejemplo la determinacion de
los patrones de expresion de genes pertenecientes al oscilador central, no se emplea
todo el organismo, sino soélo la cabeza derfosmos. Idealmente, deberia medirse la
expresion a partir de los mensajeros preeseen las células en las que funciona el
oscilador central. Sin emlmay, experimentalmente eso esnsumente dificil de llevar a
cabo, y por ello se emplea como estratejernativa la utilzacion de las cabezas.

Teniendo presente todo lo explicado amtenente, decidimos evaluar el perfil de
expresion circadiana de los gempes, tim, clk y Pdplen moscas salvajes y en mutantes
dart5. Para ello, se entrenaron individuos déasigenotipos en cus de luz-oscuridad
(fotoperiodo 12:12), y luego se los sometié a condiciones de litse (femperatura y
oscuridad constantes). El resultado obtesiglgrafica en la Fig. 34, donde se evidencia
un leve desfasaje en el perfil de expresidtodecuatro genes analizados al comparar la

mutantedart5 con moscas salvajes. Sin embargo, los niveles de expresion y la amplitud
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Fig. 34. Las mutantegdart5 presentan diferencias en el gadon de expresi circadiana de

genes centrales del reloj bioldgicdxpresion deer (A), clk (B), tim (C), y Pdp1(D) medida

por qPCR en cabezas de moscas entrenadasickErs de luz-oscuridad (12:12) y luego
sometidas a condiciones de oscuridad continua. Los datos fueron relativizados a los valores
registrados para el gep49y normalizados al maximo de cada gen. Los datos representan la
media y la barra de error, + el error estanda#)nEl tiempo se considera 0, cuando comienza

el periodo de oscuridad.

de la oscilacion se mantienen equivalentegul® sugiere que largmicidad observada
en la actividad locomotora en mutantisst5, no seria atribuible a falta de ritmicidad

del oscilador central. En cambio, podifaicar que PRMT5 regula la actividad
locomotora, modulando la conexion entre aslcilador central yel control de las
respuestas comportamentales. En funciélosl€@ambios observados en la expresion de
los genes estudiados (Fig. 34), es dift@terminar la funcibn de PRMT5 sobre el
oscilador central: el desfasajetectado podria sugerir quelt proteina cumple cierto
rol sobre el oscilador centraegulando su fase, o bien ese desfasaje podria ser la
consecuencia de un periodo circadiano maplan las moscas mutantes que en las
salvajes, pero que soélo se observa en afguespuestas (oscilacion de la expresion de
ciertos genes), mientras que otras resudtaitmicas (respuestas comportamentales).

Para determinar si efectivante la oscilacion de los genpresenta un periodo alterado
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en los distintos genotipos, seria necesastudiar dicha respa@ en condiciones de

“libre curso”, pero por intervalos masopwngados de tiempo, idealmente por dos o tres
dias, y mas distantes de las condiciones de entrenamiento, con lo cual se pone en
evidencia el funcionamiento del oscilador end6geno.

Luego, nos preguntamos cual seeiaperfil de expresion del geprmt5 en D.
melanogaster Para responder esta incognita, pEgamos un disefio experimental
idéntico al anterior y medimos por gPCRelpresion del gen deterés. En la Fig. 35
puede observarse que, al menoslaancondiciones estudiadggmt5 no presenta un
patron circadiano de oscilacion. Esto sugiere queéDemelanogaster PRMT5 no
participaria de utoop asociado al oscilador r&#Eal como sucede ek thaliang ya que
su control sobre los genes centrales del reloj es mas difusa, y su transcripcion, tampoco
parece estar bajo el control de este mecanismo.

1.2+ —O—WrT
1.0
0.8+
0.6+
0.4+
0.2
0.0-— | l T T - T .

2 5 8 11 14 17 20 23
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prmt5/rp49

Fig. 35.prmt5 no presenta un perfil de expresién circadianoExpresion dgprmt5 medida

por qPCR en cabezas de moscas entrenadasickErs de luz-oscuridad (12:12) y luego
sometidas a condiciones de oscuridad continua. Los datos fueron relativizados a los valores
registrados para el gep49 y normalizados al maximo. Los datos representan la media y la
barra de error, el error estandar (n=4). El fierae considera 0, cuando comienza el periodo de
oscuridad continua.

Siguiendo la I6gica de nuestra comparacion, resultd de interés evaluar si las moscas
mutantes para el geprmt5 presentan alteraciones en pbcesamiento de su pre-
ARNmM. Para ello, elegimos como un gen candidagg, cuyosplicing alternativo ya se
ha descripto y sigue un patr circadiano. Ademas, el pesamiento de su pre-ARNm

estaria vinculado a la sincronizacién dmcilador en respuesta a cambios en el
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fotoperiodo, y principalmente en la temperat8i bien se han secuenciado mas de dos
isoformas, las mas abundantes y con apanenh fisiologico, sdan las varianteAy B’,
que retiene o excluye el intrén 8 gek-ARNmM, respectivamente (Collins, B.et al,
2004; Majercak, Jet al, 2004; Low, K.H.et al, 2008). Tal como ha sido reportado
previamente, nuestros resultados muesteroscilacion circadiana en la relacion
calculada entre las variantes alternativag\B&m para moscas salvajes (Fig. 36). Sin
embargo, las mutantekart5, presentan un alto nivel de la isoforBa que retiene el
intron 8, independientemente del momentd dia (Fig. 36). Esto se asemeja a los
resultados obtenidos eA. thaliana para las mutanteprmt5 y hace inevitable
preguntarse, si la alteracion ersplicing alternativo erD. melanogasterse restringe al
genper o es, al igual que en ehaso de las plantas, url ke PRMT5 mas general que

modula el funcionamiento de esteportante mecanismo celular.

10- ——WT
—_— 8
[}
< 61
g 4
2_
[ Se— g L 3 e L I L O [ I— Y

2 5 8 11 14 17 20 23
Tiempo en Osc. Cont. (H)

Fig. 36. PRMT5 regula elsplicing alternativo de per. Relacién entre las variantes de ARNm

de per (A/B’) medidas por PCR radiactiva en cabezamdscas entrenadas en ciclos de luz-
oscuridad (12:12) y luego sometidas a condiciones de oscuridad continua. Los datos
representan la media y la barra de error, el error estandar (n=4). El tiempo se considera 0,
cuando comienza el periodo de oscuridad continambarras negras y grises, indican la noche

y el dia subjetivo, respectivamente.

Teniendo presentes los datmistenidos hasta aqui &€h melanogasterdecidimos
realizar experimentos déling-arrays en este organismo, comparando individuos
salvajes con mutantetart5. En este caso, no hemos readia un analisiprevio de la

expresion global, por ltanto, realizar losiling-arrays nos permitira no sélo evaluar el
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splicing alternativo, sino también el transcdpta de los genotipos puestos a prueba.
Esto nos dara informacion relativa a losnge regulados positiva o negativamente por
PRMT5 a nivel transcripcional, lo cualsa vez, podria acercarnos a comprender el

fenotipo de arritmicidad observado eratdividad locomotora (Fig. 32 y Fig. 33).

Al igual que en el caso de plantas, elégsg muestras que se hibridaran contra los
tiling-arrays es de suma importancia. Por esto, para obtener cada muestra, se combiné
una alicuota de ARN obtenido para cadamanto del dia. Esta estrategia intenta
minimizar los falsos positivos, es decir que thferencias observadas en la seial de la
hibridacion se deban a un efecto secundaritad®mutacion sobre el reloj circadiano
(por ejemplo arritmicidad o cambio en fase de expresionly no a diferencias
atribuibles a PRMTS5.

Asi, el andlisis global de los efectos BIRMT5 sobre el conttdranscripcional del
genoma deD. melanogastermostrO que 315 genes poseen menores niveles de
expresion, al menos 1,5 veces, en la mutdatt comparado con los niveles presentes
en las moscas salvajes (Tabla 5A del@giée), y que 85 genes presentan aumentada su
expresion (Tabla 5B del Apéndice). Valemi®nar, que en ninguno de esos dos grupos
de genes, existe una solepresentacion entre ellos y @njunto de loci regulados
circadianamente. Esto es coheeenbn el perfilde expresiéon dermt5 que tampoco
sigue un patrén circadiano. A su vez, apoyhifitesis de que en las moscas, PRMT5
no estaria vinculada tan cercanamente al akwileentral como lo esta en el casoAde

thaliana.

20 Fig. 37. Expresién deto. Niveles de
'g expresién obtenidos para el gento
E mediante la técnica dgling-arrays para
s 15+ moscas salvajes y mutantemrts. Los
o datos representan la media y la barra de
% 10- error, el error estandar (n=3).
[
2
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Por otro lado, uno de los genesn mayor nivel de cambio entdart5 y moscas
salvajes, esto (del inglés,takeou), cuya expresion esta controlada por el reloj
circadiano, y es responsable de mediar regulacion del oscilador sobre el
comportamiento locomotor y de alimentac{@arov-Blat, L. et al., 2000). Como puede
observarse en la Fig. 3dart5 posee incrementados alrededor de nueve veces los

niveles de ARNm comparado con moscas salvajes.

El incremento en los niveles de ARNmtdeen la mutantéart5 fue confirmado por
gPCR a lo largo de una curva de tiempocendiciones de libreurso. Como puede
observarse en la Fig. 38, la mutante para elpgen5, también posee alterado el perfil
de expresion déo, mostrando un pequefio retraso erialge del mismo, similar a lo

detectado para los genes que formatepdel oscilador central (Fig. 34).

Fig. 38. La mutantedart5 presenta alterado
I el nivel y el perfil de expresiéon del gero.
Expresion dgo medida por qPCR en cabezas
) s de moscas entrenadas en ciclos de luz-
‘ ,‘ oscuridad (12:12) y luego sometidas a
2 by ;___,.t“ condiciones de oscuridad continua. Los datos
&2 I S Sy fueron relativizados a los valores registrados
L para el genrp49 y normalizados al maximo
1.0 registrado para el genotipo salvaje. Los datos
representan la media y la barra de error, el error
estandar (n=4). El tiempo se considera O,
cuando comienza el periodo de oscuridad. Las
: I barras negras y grises, indican la noche y el dia

2 5 8 11 14 17 20 23 subjetivo, respectivamente.
Tiempo en Osc. Cont. (H)

104

Finalmente, procedimos a evaluar elgagamiento de pre-ARNm en las mutantes
dart5 a partir de le datos de logiling-arrays. Los resultados muestran que en las
moscas salvajes existen 30 eventos de réteme intron y 65 eventos de exclusion de
exén comparado con mosadarts (Tablas 6A y 7A del Apéndice). En cambdagrts
presenta 417 eventos de retencién de infvén ejemplo en la Fig. 39) y 4 eventos de
exclusion de exén comparado con moscasageg\(Tablas 6B y 7Hel Apéndice).
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Fig. 39. La mutante dar5 presenta retencion de intrones.Ejemplo de un gen cuyo

procesamiento de pre-ARNmtéslterado en la mutanttart5, identificado pottiling-arrays.

Las sefiales de hibridacion de las sondas repgeesehpromedio de tres réplicas bioldgicas y

se grafican en escala logaritmi&.recuadro gris indica el intrén que exhibe diferecias en la

intensidad de la sefial entre ambos genotipos estudiados. El esquema ubicado por encima del

eje de las abscisas muestra las dos isoformas registradas para ese gen, donde los intrones estan

representados por lineas y los exones por rgalds; las porciones negras indican regiones

codificantes y las grises, no codificantes. La giési que este locus ocupa en el genoma, esta

indicada en pb (pares de bases).

En primera instancia, podemaestacar que al igual que én thaliang en D.
melanogaster, el tipo dplicing alternativo que presenta mayor nivel de cambio entre
individuos salvajes y mutantes parant5 es la retencidn de intron. Entre los genes que
exhiben retencion de intrén en las moscast5 se encuentrario, cuya funcion
bioldgica ya ha sido explicadalowpokey norpA Sabiendo que el gemorpA esta
involucrado en el entrenamiento del retijcadiano (Glaser, F.T. & Stanewsky, R.,
2005), y que los ritmos circadianos dealaividad locomotora han demostrado estar
comprometidos cuando se muta el gdawpoke (Ceriani, M.F. et al, 2002), en
conjunto, la alteracion en splicing alternativo de estos trgenes, junto a los cambios
en la expresion dm, podrian explicar, al menos parcialmente, el fenotipo arritmico de

la actividad locomotora observado en mutadtess.

A continuacion, se procedié a confirmalgunos de los evergode retencion de
intron, determinados mediantiéing-arrays, que presentdarts. Los genes evaluados
fueron:to, CG14180y CG7199(Fig. 40).
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4.0 —WT Fig. 40. La mutantedart5 presenta alterado
g 3.5 N darts el procesamiento del pre-ARNm.Relacion
8 3.0 entre las variantes de ARNm (largo/corto:
~ 25- inclusion o exclusion  de  intron,
8, respectivamente) medidas por PCR radiactiva
E 2.07 para distintos genes, en muestras obtenidas de
= 1.5- igual manera que aquellas empleadas para los
5 1.0 |l‘ tiling-arrays. Los datos representan la media y
< 0 5- H la barra de error, el error estandar (n=3). Los
0.0 | | | valores han sido normalizados a la relacion

to CG14180 CG7199 maxima obtenida para las moscas salvajes.

Luego, y con el objeto de confirmar ques lefectos observados hasta aqui en el

procesamiento de pre-ARNm €art5 no son consecuencia de alteraciones en el reloj

circadiano, se evaluoé splicing alternativo de dos de losmges cuya retencion de intrén

se confirmé en la Fig.40 en moscas mtea para genes centrales del rgbejr y clk.

Para ello se emplearon los alelos mutap&¥ para el gemperiod, y el alelojrk, para el

genclock Debido a que dbackgroundgenético de estos mutantesy@s se uso este

genotipo como control en ese experinmeffomo se observa en la Fig. 41, no hay

diferencias significativas en los niveles deeneion de intron entre estas dos mutantes
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Fig. 41. Eventos desplicing alternativo regulados por PRMT5, no estan alterados en
mutantes arritmicas del reloj circadiano. Relacion entre las variantes de ARNmM
(largo/corto: inclusién o exclusién de intrén, respectivamente) medidas por PCR radiactiva
para los genet (A) y CG14180(B), en cabezas de moscadrenadas en ciclos de luz-
oscuridad (12:12) y luego sometidas a condiciones de oscuridad continua. CT (tiempo
circadiano) se considera 0, cuando comieelzperiodo de oscuridad continua. Los datos
representan la media y la barra de error, el error estandar (n=2, representativo de 2
experimentos independientes). Los valores han sido normalizados a la relacion maxima
obtenida para las moscas salvajes (CTy#®).es el genotipo salvaje, sobre el cual se han
construido las mutantger y jrk.
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arritmicas y el genotipo salvaje, emguino de los dos momentos del dia subjetivo
estudiados (CT2 y CT14). Esto sugiere RRMTS es responsabdie las alteraciones
en el splicing alternativo identificadas en las mutantt5, en lugar de ser una

consecuencia secundaria de la arritnadigrovocada por la ausencia del gant5

Finalmente, se decidi6 realizar un anallsiginformatico similiar al realizado para
A. thaliana (Fig. 26), con el fin deleterminar si existe alggmatron particular en la
secuencia dadora dsplicing alternativo 5’SS, que explique el rol de PRMT5 en el
procesamiento del pre-ARNm. Para ello g#lizaron los datos obtenidos en el
experimento ddiling-arrays y los resultados se muestran la Fig. 42. Estos fueron

obtenidos comparando ditio 5SS consenso de los 42.629 intrones del tipo

1 2
5'SS de los 42,629 A
eventos de splicing
de tipo GT_AG U2
-9
I I ' A W
5°SS de los 50
eventos de splicing
alternativo significati- I
vamente mas C _ I C
alterados en dars A
TCC —-—CA
RF 1.2 07 04 1 1
p< 024 002 3x107 — = 0.23 2.x104 3x104 0.01

Fig. 42. Los intrones retenidos ewlart5 son aquellos cuyos sitioS’ de reconocimiento del

splicing son méas débilesPictogramas que muestran laciiencia de distribucién de los
nucleétidos presentes en el 5'SS (sitio 5’ de reconocimiento del splicing) calculada para los
42.629 intrones de tipo GT_AG_U2 presentePemelanogaste(panel superior) o para los

50 eventos dsplicing alternativo significativamente mas alterados en la mutiart® (panel

inferior). El tamafio de las letras representirdauencia. El FR (factade representacion) se
calcula como la relacion entre la frecuencibridesle6tido mayoritario para cada posicion del

5'SS en el panel superior y la frecuencia de ese mismo nucle6tido en el panel inferior. Los
nameros ubicados arriba del pictograma reprEs la posicién de cada base: los valores
negativos corresponden a las bases del exdn, siendo el -1 la base méas hacia el 3’ del exdn; los
valores positivos se asignan a los nucleétidos de los intrones, siendo el +1, el que esta ubicado
hacia el 5’ del intron.
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GT_AG_U2 presentes dh melanogastercon el sitio 5'SS consenso de los 50 intrones
del tipo GT_AG_U2 que presentan mayowahi de retencion {(gnificativo) entre
moscas mutantedart5 y salvajes (Tabla 8 del Apéma). Al igual que en plantas,
encontramos que los intrones mas afectadaslejan del consens es decir que son
mas débiles. En particular, se observa disainucion en la &cuencia del nucléotido
“G”, dominante en la posicion -1. Enslgosiciones -2, 4, 5, y 6, se registra una
aleatorizacion, de manerarsiar a lo observado ef. thaliana Esto sugiere que el rol
de PRMT5 en ebplicing alternativo, seria modular el reconocimiento de los sitios
dadores del splicing 5’SS en ambos oigmos estudiados en esta tesis.
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DISCUSION

DISCUSION

En esta tesis, no sélo se ha identificgdmaracterizado una planta mutante para un
gen que codifica para un nuevo componentesiglador endégeno, sino también se ha
logrado vincular dos procest®an importantes en el fulesnamiento celular, como lo

son elsplicing alternativo y el reloj circadiano.

El objetivo general planteado en el mete trabajo fue el de mejorar nuestro
conocimiento sobre el osciladoentral. Esto resultde interés gracias a la importancia
que posee este mecanismo en los seres vivos. Se ha determinado que organismos
lejanamente emparentados desde un pdetwista evolutivo, como lo son hongos,
mamiferos, moscas y plantas, poseen un reloj endégeno aunque, aparentemente, de
distinta composicion molecular y complejidad (Dunlap, &tCGal, 2007; Harmer, S.L.,
2009; Dibner, Cet al, 2010; Tomioka, K. & Matsumoto, A., 2010). Es tema de abierto
debate si estos osciladores poseen un oggenin, o son el rekado de un proceso de
convergencia, al que se ha llegado debido weldaja adaptativa que representa para
todos los organismos el anticiparse adasbios recurrentes del ambiente (Michael,
T.P.et al, 2008b; Rosbash, M., 2009). En particutar,las plantas, se sabe que el reloj
circadiano controlanumerosos procesos fisioldgicog, que lo logra mediante la
regulacion de miles de genes (Dodd, Adll.al, 2005; Michael, T.Pet al, 2008b).
Durante la caracterizacion de la mutantdaala, encontramos que el oscilador central
de Arabidopsis thalianamodula elsplicing alternativo, otro mecanismo celular cuya
importancia se ha subestimado por muchf@ies. En particular, el reloj circadiano
regula la proporcién de distas isoformas de un gen alkrgo del dia, impactando
sobre la actividad bioléga que el mismo posee. Por otro lado, el nuevo componente
del reloj aislado en esta tesis, es parteealéos circuitos que componen y/o modulan el
oscilador central, y participa da regulacion circadiana dsplicing alternativo. En
particular, media la tencion de intrones emrabidopsis thaliana a través del
reconocimiento de las secuencias dadorasmiing Nuestros datos sugieren que esa

retencion estaria vinculadal rol de PRMT5 en la ntéacion de proteinas del
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spliceosoma, lo cual alteraria bioquimicamesges factores y adularia su actividad

bioldgica, como se detallara mas adelante.

Por otro lado, se encontr6 que Brosophila melanogastela proteina PRMT5,
homdloga a su par deérabidopsis thaliana también estd involucrada en el
funcionamiento del reloj circadiano. Nmbstante, ésta pareceria controlar
principalmente algunas de las respuesiatput del reloj, o la conexion entre el
oscilador central y dichas respuestas, sirusa pieza clave para el funcionamiento del
mismo, o al menos sin formar parte delawp regulatorio del mismo. Por otro lado, los
datos obtenidos en el presente trabajo sugieren qbheosophila melanogasteel rol
de PRMT5 en ebplicing alternativo seria equalente al observado efsrabidopsis
thaliana y participaria en la gulacion del reconocimiento des sitios dadores de

splicing

A continuacion, se discutira cada uno de ébementos resumidos anteriormente, y

se argumentara sobre ellos.

PRMT5 y el desarrollo deArabidopsis thaliana

En primer lugar, se aislo uruevo alelo mutante para el gegRMT5deArabidopsis
thaliana (prmt5-5. La actividad bioquimica de lproteina codificada por ese locus
habia sido descripta previamente, y tamiiéhbia sido involucraden la regulacion del
tiempo a floracién (Pei, Yet al, 2007; Wang, Xet al, 2007; Schmitz, Ret al, 2008).
Sin embargo, no habia sidoneulada a la percepcion de la luz y a los ritmos
circadianos. La caracterizacion fisiologica @gemt5-5 realizada en este trabajo,
demostré que la proteina WR5 participa en el procesde des-etiolacion de las
plantulas. Esto se ve reflejado en lgpressta hiposensible que presenta dicha mutante a
la inhibicion del alargamiento del hipo@ot y a la inhibicon del gravitropismo
negativo para distintas calidades de lug(Fi Fig. 8A y Fig. 8B). Vale mencionar que
un trabajo publicado duranteslaltimos meses, reporta unewo alelo mutante para el
genPRMTS5 Este estaria involucrado en lagegcidn luminica, sin embargo, no mostro
cambios durante la inhibiciétel alargamiento del hipocotiloajo tratamientos de luz

roja (Hong, Set al, 2010). Esto difiere de nuestros resultados y podria deberse a que
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ellos estudian un alelo distinto. No obdeggren ambos casos se mide la mutante5-

2, cuya respuesta resubkguivalente a la mutangrmt5-54y aprmt5-5 descriptas por

Hong S.et al. (Hong, S. et al., 201,0y por este trabajo, respectivamente. Esto sugiere
gue efectivamente habria alguna diferencia entre ambos experimentos. Esa discordancia
podria explicarse debido a glaes condiciones de crecimientitilizadas son levemente
distintas: la temperatura varia algunos gragida luz es proporcionada por diodos de

distintas caracteristicas, emiten coredédor de 35nm de diferencia.

Nuestros resultados indican que la percepcion de la luz esta alterada en las tres
longitudes de onda puestas a prueba, lo agése que esta proteina no seria una de las
primeras en la cadena de transduccion deeial luminica, sino que estaria rio abajo,
probablemente conectando distintas viassagelizacion. Por otro lado, si bien se
encontré que la respuesta fotomorfogénicsepados aspectos afedds (inhibicion del
alargamiento del hipocotilo, e inhibicién del gravitropismo negativo), se demostré que
la metil-transferasa PRMT5 no participaria en la regulacion por luz de la germinaciéon
de las semillas, un proceso inducido popéacepcion de luz roja y mediado por los
fitocromos (Seo, Met al, 2009). Esto sugiere que losetos observados en plantas
mutantes par&RMT5no son completamente pleiotrops, ya que modulan ciertas

respuestas vinculadas a la luz, pero no todas.

Finalmente, durante el desarrollogegativo de las plantas mutantgesnt5-5 se
observan diferencias morfolégicas en las hejaguanto a su coloracién y a su forma,
siendo su lamina de un color verde méas ascy de forma mas aserrada y “ondulada”
que aquellas de plantas salvajes. Por latdo, el tiempo a floracién, estimado como
cantidad de hojas en la roseta al momenttialecer, es mayor para las mutantes (Fig.
9A-B). Estas caracteristicas hiabian sido descriptas para los otros alelos, por lo que
nuestros datos no resultan novedosos, pero si congruentes con lo previamente reportado
(Pei, Y.et al, 2007; Wang, Xet al, 2007; Schmitz, Ret al, 2008). Asi también, el
fenotipo de floracién tardia se ve pahmente recuperado al introducir prmt5, un
alelo mutante para el géi.C (Fig. 18A). Sin embargo, no se ha logrado explicar hasta
aqui, por qué las dobles mutanpests;flc, siguen presentando defectos en la floracion
al compararlas con plantas salvajes en cinwies de dia larg@dotoperiodo de 16 horas

de luz y 8 horas de oscuridad). Este pwataliscutird en laiguiente seccion.
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PRMTS y el reloj circadiano

Mediante la estrategia deabajo propuesta, alcanzamo®lejetivo particular de esta
tesis: identificar y caraetizar, al menos parcialmente, un nuevo componente y/o
modulador del reloj biolégico darabidopsis thalianaEn primer lugar, se mostré que
una respuesta controlada por el oscilagiedégeno, el movimiento de las hojas, se
encuentra alterada en la mutante aislada @&g. A nivel molecular, se evalué el perfil
de expresion de dos genes cuya transcripesé@ bajo el control del oscilador central y
se determin6 que la correcta oscilacionad#os depende de la presencia de PRMT5
(Fig. 12A, 12C y 12D). Eso mismo sueecon el patron de expresion BG@C1 uno de
los actores principales en el funcionamiento del reloj circadiano de la planta en estudio
(Fig. 12B, 13C y 14C). El control de PRME®abre el oscilador central se confirmo
estudiando, bajo distintas coaigines, la abundancia de lvanscriptos de algunos de
los genes que conforman dicho circuitog(Fi3 y Fig. 14). Por otro lado, los resultados
obtenidos muestran que la expresionRRMT5 es, a su vez, regulada de manera
circadiana (Fig. 15). En conjunto, los datodigan que esta proteina forma parte de un

circuito de retro-alimentacion, ensamblaticectamente con el oscilador central.

En resumen, este trabajo muestra pam@ra vez, que la Unica PRMT simétrica
descripta hasta el momento Arabidopsis thaliangPRMT5), esta intimamente ligada
al funcionamiento del reloj biolégico. A&ambién, fue el primero en postular que la
metilacién post-traduccional del aminoacido amgnitiene un rol regulatorio en el reloj
circadiano (Sanchez, S.Et al, 2010). Esto no se habia planteado anteriormente para
ningun organismo. Sin embargo, vale mencianea poco después de publicar los datos
de esta tesis, aparecié otro reporte gmeula a PRMT5 con el funcionamiento del
oscilador central (Hong, ®t al, 2010). Por ultimo, podemos mencionar que este rol,
aparentemente no estaria conservado en toda la familia de PRMTs, ya que estudios
preliminares de nuestro laboratorio, muestjae mutantes simples para algunas de las

PRMTs asimétricas, no presentan difer@aen su comportamiento circadiano.

En diversos organismos se hatabetecido que las modificaciones post-
traduccionales representan elementos de impwmé&an el control del reloj circadiano.
Por ejemplo, como se ha mencionado enti@duccién, muchos componentes del reloj

son fosforilados luego de su traduccioncial impacta sobre sactividad biologica.
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Esto tiene lugar no sélo en plantas (Fujiwara,eS.al, 2008), sino también en
organismos que van desde las cianob&sghasta los seres humanos (MehragtAal,
2009). Existe una segunda marca pogiticgional ampliamente utilizada por las
células, que proporciona estabilidad (o l#afade ella) a las proteinas blanco, la
ubiquitinacion (Fujiwara, Set al, 2008; Harmer, S.L., 2009; Mehra, &t al, 2009).

De hecho, en muchos casos las dos modifice&s mencionadas actian en conjunto, ya
que la fosforilacion promueve la ubiquiicion (McClung, C.R. & Gutiérrez, R.A.,
2010). Ademas, el rol de la fosforilacion puedtar asociado a la interaccion proteina-
proteina, proteina-ADN, entre otros (Ma@g, C.R. & Gutiérrez, R.A., 2010). Con
estas observaciones, se intenta recalcategmeetilacion post-traduccional de argininas
se suma a la lista de modificaciones @icds conocidas que contribuyen a ajustar y

sintonizar el reloj circadiano.

Desde otro enfoque, es importante menar la aparicion dalos reportes de
investigacion muy recientes, pidaldos durante el final detagesis doctoral, en los que
se asocia a dos demetilasas de histonamealonamiento del reloj circadiano. EI grupo
de la Dra. Elaine Tobin describe la funcion #J30 en el reloj deArabidopsis
thaliana, determinando que mutantes par@ €en poseen periodo corto y que la
transcripcion del mismo, esta directame regulada por CCA1 y LHY (Lu, S.¥t al,
2011). Por otro lado, sepertan datos en los que mutantes para elJjiD5 de A.
thaliana, presentan periodo corto para las resfaseevaluadas. Lo mismo sucede, con
células humanas cuyo gen ortdlogdMJD5 esta alterado (Jones, M.At al, 2010).
Estas evidencias, que sefialan la existencia de proteinas demetilasas de histonas
involucradas en el control del reloj circaulig representan laontracara de nuestro
trabajo. De hecho, mutantes p&BMT5 (una metilasa de histonas y otras proteinas),
presentan periodo alargado; y mutantes fmwayenes JDJ30 y JDJD5, demetilasas de
histonas, muestran un periodo mas corto gueglantas salvajes. Esto, en conjunto,
apoya la metilacion de histonas y/u etharoteinas, como un nuevo mecanismo de

control del reloj circadiano.

No obstante, aun quedan preguntas intetesapor hacerse. Se ha visto que la
dimetilacién simétrica en argininas tienensecuencias sobre el funcionamiento del
reloj circadiano, ¢es porque las histomasultan modificadas por PRMT5, lo que

implica un control epigenético del reloj cir@aido?, ¢,son otras las proteinas blancos de
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esta enzima que cumplen un rol en ellador enddgeno?, o ¢ambos mecanismos estan
involucrados? La respuesta certera a estas preguntas no se conoce, pero intentaremos
adentrarnos en el largo proceso que secbrararla. En principio, la presencia de
demetilasas de histonas apunta hacia un rigeaptico sobre el reloj circadiano, del

cual PRMT5 podria formar parte. Cabe destacar, no obstante, que las metilasas,
demetilasas, acetilasas y desacetilasas, no solo tienen como blanco de accion a histonas,
sino que en muchos casos pueden modifatan tipo de proteirm En particular,
evidencias de nuestro propio trabajo, sugieren un rol citoplasmatico no vinculado con la
remodelacion de la cromatina, paraNPRs en la regulacion del delicado oscilador

circadiano (ver mas adelante, seccion “PRMT5gpétingalternativo”).

Finalmente, desde un punto de vista mas general, la alteracion del oscilador
enddgeno en mutantegrmt5-5 podria explicar el feripo de floracion tardia
observado en la doble mutanpmt5;flc (Fig. 18A). Esta ultima, al crecer en
condiciones de dia largo florece mas tarde que las plantas salvajes, aunque no tanto
como las mutanteprmts Ese “rescate parcial” delrfetipo salvaje podria deberse a
gue el reloj circadiano no funciona correctate, interfiriendo en la via fotoperidédica
del control de la floracion. Asi también, taspuesta hiposensible que presenta la
inhibicion del alargamiento del hipocotilo en mutarpesit5-5 podria efectivamente
explicarse por una falla en la percepcion luminica, o por laaeifter en el oscilador
enddgeno de dicha mutante, lo cual podnizdular la sefializacion de la percepcién
luminica (Nozue, Ket al, 2007). Recordemos que la mayarte de las mutantes para
genes del reloj circadiano poseen alteradpreteso de des-elaxion (Dowson-Day,

M.J. & Millar, A.J., 1999; Kato, Tet al, 2007), y muchas de ellas también el tiempo a
floracion (Fowler, Set al, 1999; Sato, Eet al, 2002; Yamamoto, Yet al, 2003;
Somers, D.Eet al, 2004).

Mecanismo de accién de PRMT5

Una vez caracterizado el rol de PRMT5 sodrélesarrollo, la §iologia y el reloj
circadiano deéArabidopsis thaliananos preguntamos cual es su mecanismo de accion.

Probablemente, la respuesta a esa incoge#aamplia, ya que es de esperar que una
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proteina tan versatil, capaz de metilar susértdn diversos, no actue de la misma forma

sobre todos los procesos que controla.

En términos generales, la metilacion derargi en las proteinas, podria disminuir la
cantidad de puentes de hidrégeno potersidéd residuo modificado, e incluso cambiar
su forma. Teniendo en cuenta que los puetiéekidrogeno de la arginina modulan su
capacidad de interactuar con acidos nucléicos,grupos fosfatos (por ejemplo en un
loop de ARN), y la estabilidadle la interaccion con otrgwoteinas, es evidente la
importancia de esta modificacion sobre léivédad biolégica de las proteinas blanco
(Bedford, M.T. & Clarke, S.G., 2009). Potro lado, ya se ha mencionado que PRMT5
metila una gran diversidad de sustratoedfird, M.T. & Clarke, S.G., 2009; Deng, X.
et al, 2010; Liu, C.et al, 2010). Estas dos observaciones, demuestran la diversidad de

mecanismos de accién que podrian estar asociados al rol de PRMT5.

En funcién a lo referido, decidimos centrarestra atencién esl reloj circadiano.
Planteando una serie de hipotesis y experiog encontramos que el efecto de PRMT5
sobre el oscilador endégeno es depemd de la presencia de los geR&R7y PRR9
ya que en uackgroundgenético donde estos dos lesitan mutados, no se evidencia
fenotipo adicional al imoducir la mutacion erPRMTS5 (Fig. 23). Analizando en
conjunto los resultados obtenidos, podriamos decir que el rol de PRMT5PRRB
estd dado mediante la regutatitranscripcional, y el comtl del procesamiento de su
pre-ARNm. Nuestros datos muestran que la expresid?RiROesta bajo el control de
PRMT5 (Fig. 13G, 14G y 19), pero que naigea nivel epigenético, ya que no se
detectd enriquecimiento de la marca cardgtiea realizada por PRMT5 (dimetilacion
simétrica en la arginina 3 da histona 4), en los nhudsomas posicionados sobre el
promotor, ni sobre la ggdn codificante del geRRR9(Fig. 20 y, datos no mostrados).
Por otro lado, se detectd gleeabundancia de las isoformdescriptas para este gen
esta alterada en mutantesnt5-5 comparada con plantas salvajes (Fig. 21). Esto no
descarta que también exista algun efectiores la proteina, sin embargo, eso no fue
puesto a prueba. Finalmente, con respectBRR7 se encontrd que el perfil de
expresion de este gen, estd levemente alterado en mupamti&s5 comparado con
plantas salvajes. Si bien noyhdiferencia en la amplitud da oscilacion, se determiné
qgue la abundancia de ARNHega a su maximo nivel y tarda mas en decrecer en

mutanteprmt5-5que en plantas salvajes (Fig. 13F). Evaluando distintas condiciones de
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crecimiento, se encontré un desfasap el pico de expresion @RR7(Fig. 14F). A
continuacion, se evaluo la dimetilaciommsirica de las histonas que conforman los
nucleosomas ensamblados sdPRR7 Asi también, se constatd la posibilidad de que el
procesamiento de los transcriptos de este gen fuera distinto entre plantas mutantes y
salvajes. Sin embargo, los experimentosizadbs no revelaron féirencias entre los
genotipos estudiados (datos no mostradestp sugiere que efecto a través deRR7

estaria dado por las diferencias observahak abundancia d&@RNm, o tal vez, por

algun cambio a nivel protéico, consecuencia directa o indirecta de PRMT5, sobre PRR7.
No obstante, esta posibilidad no fue examinada.

La regulacion del relogircadiano mediante elplicing alternativo de una de las
piezas claves del mismo, resulta un novedoso mecanismo de control. Sin embargo, no
es el primer caso descripto, ya que exrero del afio 2010, grupo del Dr. Todd
Mockler reportd que los pre-ARNm del geBCA1l sufren splicing alternativo,
produciendo dos isoformas: una de ellas codifica para la proteina completa, mientras
que la otra origina un polipéptido incompleto (Filichkin, Sefal, 2010). Si bien no se
ha demostrado la relevanciaifilogica de estas isoformas sugestivo que una de ellas
genere una proteina truncagatencialmente no funcionasi, nuestro descubrimiento
sumaPRR9a la lista de genes centrales d#bj bioldgico que son blanco dgplicing

alternativo. Una lista que] parecer, podria crecvertiginosamente.

PRMTS5 y el splicing alternativo

Hasta el momento de comenzar lesperimentos vinculados con eplicing
alternativo, existian report@ggsovenientes de diversos modelos de estudio, que sugerian
la relacion entre PRMT5 y el procesani@e de ARNm. Por un lado, se sabia que
PRMT5 metila proteinas Sm del spliceosomdensophila melanogastgiGonsalvez,

G. et al, 2006; Anne, Jet al, 2007), y que en células hunagnactia ademas, junto con
el complejo SMN $urvival Motor Neuro)) siendo indispensabjera el ensamblado de
los spliceosomas (Chari, Aet al, 2008). Por otro lado, efta demostrado que en
ratones, mutaciones eBMN afectan elsplicing alternativo de manera especifica
(Zhang, Z.et al, 2008). Sin embargo, estalajo es el primero giresentar evidencias

genéticas de la vinculacion entre PRMT5 gmicingalternativo.
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En funcion de las evidencias recién menadas, y que el correcto procesamiento
del pre-ARNm dd°RR9es dependiente de PRMT5 Arabidopsis thalianadecidimos
investigar si el efecto de dicha metil-transferasa solsplieingesgeneralizado, o esta
restringido a ese Unico gen. Los resultados indican que las mytamt&s5 presentan
alterado ebkplicing alternativo deun acotado grupo de genes, lo cual insinta algun tipo
de especificidad (Fig. 24, Fig. 25 y Tabla 8%i también, un analisis bioinformatico de
los datos obtenidos sugiere que PRMT5 piadien el control del reconocimiento de
las secuencias dadorasgdicing (5'SS), y colabor&n procesar aquellas que se alejan
del consenso, es decir, los “sitios débiles” (Fig. 26 y Tabla 4). Esto conduce a la

pregunta ¢,como logra PRMT5 modularedonocimiento de los sitios dplicing?

Recientemente, se ha determinado que los cambios epigenéticos tienen un rol
regulatorio sobre edplicing alternativo en distintos orgemos (Kolasinska-Zwierz, P.
et al, 2009; Schor, I.Eet al, 2009; Luco, R.Fet al, 2010), y ese control estaria
mediado por distintos mecanismos de acci&n. primer lugar, se encuentra la
compactacion de la cromatina, que depenlde la disposicid que adoptan los
nucleosomas sobre la secuencia de ADNjigrees promotoras, exones 0 intrones), y
eso0 a su vez, es modulado por las marcagegticas presentes en cada uno de ellos.
En segundo lugar, las modificaciones poatiuccionales introducidas sobre las
histonas, podrian influir $oe el reclutamiento de stintos componentes de la
maquinaria de transcrigimh y de procesamiento de pre-ARNm. Finalmente, el
ensamblado de los nucleosomas tendria Uinsebre la procesividad y la tasa de
elongacién de la ARN-polimerasa Ib cual también modula splicing alternativo (de
la Mata, M.et al, 2003). Estos datos apoyanhipotesis que postula aplicing como
un mecanismo co-transcripcional (Luco, ReFal, 2011).

Por otro lado, elsplicing alternativo esta reguda por el ensamblado del
spliceosoma sobre los precursores de lasstriptos. Este es un complicado proceso
gue se inicia en el citoplasma celular, yaesrganizado en pasos sucesivos. En primer
lugar, un grupo de proteinas denominadass8racopla de maneoadenada formando
un heptamero en forma de anillo sobre teara corta de ARN denominada snRNA

(del inglés,small nuclear RNA Asi, en conjunto con otras proteinas, se constituye un
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complejo denominado snRNP -del inglésmall nuclear RiboNucleoParticle-
esquematizado en la Fig. 43A. Se conocanatadenas de snRNA: Ul, U2, U4, U5,y
U6; y el snRNP en formacién se denomsegun el snRNA: por ejemplo snRNP U1l
(Meister, G.et al, 2001; Pomeranz Krummel, D.A&t al, 2009). Se ha visto que en
células de mamiferos, el ensamblado destdi®NPs es dependiente de la metilacién de
las proteinas Sm por parte de PRMT5 (Gonsalvez, &.8l, 2007), mientras que en
Drosophila melanogastese ha documentado la metilacida proteinas Sm, pero eso
parece no ser esencial para ahfacion de los snRNPs (Gonsalvez, é6.al, 2006;
Gonsalvez, G.Bet al, 2008). Finalmente, los snRNBen transportados al nucleo y
constituyen las unidades basicas a partirlade cuales se construira sobre el ARN

prematuro, una y otra vez gppliceosoma. Este fenomeno es reiterado, ya que una vez

A snRNA

SNRNA
B 5 10
maGpppAUACllJUACC lIJG
3 _lll(uil]\JL-LIJG_" : 5 Pre-ARNm
) Intrén Extrerno
J'del Exdn

Fig. 43. Ensamblado del spliceosoma. AEnsamblado citoplasmatico de los snRNPs: el
esquema representa un snRNA y proteinas Sm en la vecindad. Luego, aquellas Sm blanco de
PRMT5 son dimetiladas simétricamente en arginina (sSDMA). Mas tarde, se ensambla el
heptdmero de proteinas Sformando un anillo sobre el snRNA formando el snRNP.
Finalmente, el snRNP ya acoplado, se transportara al nacleo con la ayuda de otros complejos
protéicos. B: Esquema representativo del reconocimiento nucleétido-especifico entre la
secuencia dadora dsplicing presente en el pre-ARNm, y el extremo 5 del snRNA. Es
importante notar que, con el fin de sefialar el apareamiento, se ha graficado el pre-ARNm en
sentido 3'-5’, por lo que el exdn que se obsavan realidad, el que se encuentra hacia el 5’

del intron. Las dos bases que no varian para este tipo de intron (dimero GU -o GT en el
genoma- ubicado en el extremo 5l oéron), se muestran en rojo.
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escindido el intron, el complejo del splisemna se separa, las subunidades que lo
conforman (snRNPs) quedan en la weéed, y vuelve a ensamblarse cuando hay
reconocimiento de la siguitn secuencia dadora dsplicing (Rino, J. & Carmo-
Fonseca, M., 2009). El apareamiento nucledésgipecifico del extremo 5’ del snRNA,
con el sitio dador dedplicingubicado en el pre-ARNm (Fig@3B), constituye el primer
paso del ensamblado del spliceosoma sebmensajero a procesar, y representa un
evento crucial en el reconocimiento del sitiospéicing (Pomeranz Krummel, D.Aet

al., 2009; Wahl, M.Cet al, 2009).

Por lo que se ha descripto haastai sobre el funcionamiento dgllicing alternativo
y sus mecanismos de regulacion, PRMT5 faodestar involucrada tanto en la
modificacion epigenética de los genes guesentan alterado el procesamiento de sus

pre-ARNm, como asi también enrfeetilacion de las proteinas Sm.

Durante nuestra investigacion, no encontraravidencias que avalen la hipotesis
del control epigenético delplicing alternativo. Sin embgo, existen correlaciones a
favor de que PRMTS5 regula el procesanmoet¢ pre-ARNmM mediante la metilacion de
proteinas Sm. En primer lugar, se Hamostrado que en levaduras, durante la
interaccion ARN-ARN establecida por elRHA Ul y el sitio 5’'SS del pre-ARNm, las
proteinas SmB, SmD1, y SmD3 interactamectamente con logre-ARNm, cerca de
dicha region de reconocimientotasilizando el apareamiento (Zhang,dd.al, 2001).

En paralelo, andlisis estructurales, han gage evidencia que apoya la relevancia de
las proteinas Sm en el reconocimientdagesitios 5’'SS (Pomeranz Krummel, D.ét
al., 2009). Asi, podemos hipotetizar que la mnaetdn de las proteinas Sm por parte de
PRMT5 enArabidopsis thaliana podria facilitar el reconocimiento de determinadas
secuencias dadoras dgilicing estabilizando la interadm ARN-ARN débil formada
por el U1 snRNA y el sitio 5’SS. Esexplicaria porqué las mutanf@snt5-5 carentes

de dimetilacion simétrica en las argininas de las proteinas Sm, fallan en eliminar los

intrones cuyas secuencias 5'SS son dsbien segundo lugar, recientemente se ha
demostrado que elrabidopsis thalianadiversas Sm son metiladas por PRMT5 (Deng,

X. et al, 2010), lo cual apoyauestra hipétesis.
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No obstante, independientemente denatilacion de proteinas Sm, existe la
posibilidad que al menos partle las alteraciones ensglicing alternativo observadas

en las mutantgsrmt5-5 se deban directa o indirectante a defectos epigenéticos.

El splicing alternativo y surol fisioldgico enArabidopsis thaliana

Ademas de su efecto mecanistico sobresphicing alternativo, este trabajo nos
permitié identificar un evento d&plicing alternativo con implicanas fisioldgicas para
el desarrollo de las plantas. Ese es el caso delR§eA (del inglés, RUBISCO
ACTIVASE, cuyas variantes d#plicingy su rol fisioldgico han sido descriptas (Zhang,
N. et al, 2002), sin embargo aqui hemos demostrado que la relacion existente en la
abundancia de cada una de ellas sigue udmpatrcadiano (Fig. 28)Ese dato pone en
evidencia que el reloj circadiano modulasplicing alternativo, locual no habia sido
descripto hasta el momenton profundidad en plantas.

Por otro lado, hemos determinado @sa oscilacion es dependientePiRMT5S Asi
también, se encontré que otrgsnes centrales del reloj coR®RR7y PRR9 parecen
intervenir en dicha regulacién, ya quedable mutante presenta perfil circadiano
alterado, tanto para splicing alternativo deRSp31como pareRCA(Fig.29 y Fig. 30).

En conjunto, los datos sugieren que eljreiccadiano modularial procesamiento de
pre-ARNm, aunque existiria un rol direale PRMT5 sobre dicho mecanismo, ya que
la mutante prmt5-5 presenta un fenotipo ain mas severo que la doble mutante

prr7;prr9.

Si bien este resultado agrega nonevo nivel de regulacién sobre spblicing
alternativo, y esto se discutira mas adelagsemportante remarcar que no es el primer
caso documentado en plantas, en el cualaglgsiamiento diferencial de los transcriptos
presenta relevancia fisiolégicde hecho, ya ha sido involudma la tolerancia a estrés
salino, al tiempo a floracion, al desarrollo las plantas, a la acteion de la enzima
Rubisco y a la via de Igasmonatos (Zhang, N. & Portis Jr, A., 1999; Quesadat V.
al., 2005; Reddy, A.S.Net al, 2008; Lorkovic, Z.J., 2009; Chung, H.& al, 2010;
Zhang, Zet al, en prensa).
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Splicing alternativo, ¢ un nuevoloop en el reloj circadiano?

En la seccion precedente, se discutio el rol del reloj circadiano en la regulacion del
splicing alternativo. Anteriormente, habiamosncluido que el procesamiento de pre-
ARNmM modulaba el funcionamiento del osdida central. Esto plantea la existencia de
un nuevo circuito de retro-alimentacién entrstos dos procesos, siendo la proteina

PRMT5 el nexo entre ambos.

En primera instancia, esteop entre el reloj circadiano y aplicing alternativo,
constituye un nivel adicional de regulaci®ar otro lado, la conexion entre ellos puede
contribuir a la delicada precision con la gambos funcionan, y brindar la robustez
caracteristica del relojcircadiano, acoplando dos mecanismos celulares de

consecuencias tan amplias, en respuesta a un mismo estimulo.

Existen evidencias previas a favor de la existencidodelque aqui se plantea. Por
un lado, informes recientes, reportan que qiieza clave del i@ bioldgico, el gen
CCAL sufre splicing alternativo (Filichkin, S.Aet al, 2010). Si bien aun no se ha
determinado si esto contribuye a la degion de dicho gero si posee algun rol
fisioldgico, este hecho refusx la idea de la existencile un nuevo circuito de retro-

alimentacion por medio del control dgllicingalternativo dentro deeloj circadiano.

Asimismo, podemos mencionar el caso del §6BRP7 Este locus codifica para
proteina de unién a ARN rica gficina, cuya expresion esrcadiana y esta controlada
por el reloj bioldgico. AtGRP7 también esnocida como CCR2 y regula, a su vez, la
expresion circadiana de gran cantidadydaes, funcionando como intermediario entre
el oscilador central y losutputs Asimismo, ésta proteina atumularse se une a su
propio pre-ARNm y regula la abundanda la variante “funcional”, mediansplicing
alternativo promoviendo la tenciéon de un intron en el mensajero maduro, el cual
presenta un codon de terminacion. Esto @geara una isoforma con menor tiempo de
vida media, que decae rapidamente. Asgaestituye un circuitae retro-alimentacion
negativa (Heintzen, Cet al, 1997; Staiger, Det al, 2003). Este tipo déoops se
conocen como “osciladores esclavos” delilador central, ya que forman un cirucito
de retroalimentacion negativa rio abajo emddena de sefalizaai, es decir que son

controlados por el reloj central, pero ningude las piezas de este circuito puede
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modular el funcionamiento del engrangencipal. Por otro lado, AtGRP7 también

modula elsplicing alternativo del gen homologetGRP8 (Staiger, D. et al., 2003)

Por otro lado, podriamos hacer un paralelismo entre este sistema de regulacion y lo
observado en plantas mutanfasnt5 para el genlPRR9 donde el aumento de la
transcripcion no refleja necesariamento un inen@m en la proteina funcional, sino por
el contrario, una disminucion mediada por el procesamiento diferencial de los pre-
ARNmM.

Finalmente, teniendo en cuenta que el perfil de expresidw@RP7es circadiano,
y que regula la expresion de otros genesdpsencadenan dist@is respuestas, podria
pensarse que este proceso constituyemacanismo de control que colabora en el
funcionamiento preciso y robusto que prégeal reloj biolégio. En conjunto, esta
informacion fomenta la idea de la conexién erdr procesamiento de los transcriptos y
el reloj bioldgico, siendo en este casosmlcing alternativo, una herramienta empleada

por el reloj circadiano para modular sugputs

En adicién a lo antes mencionado, debemasgag la existencia de otro elemento
que en los ultimos afios ha cobrado una gran importancia en el funcionamiento del reloj
bioldgico: la regulacion postanscripcional. Con esto nos referimos no solgpacting
alternativo, sino también al tiempo de vidadmede los transcriptos y a su proceso de
degradacion (del inglés)RNA decaly a la participacion de miioARNSs, y al rol de los
transcriptos antisentido naturalesgtre otros procesos (Kojima, &.al, 2011; Staiger,

D. & Kdoster, T., 2011).

El transcriptoma: la convergencia dediversos mecanismos de control

El transcriptoma se define como el confude genes que se estan expresando en un
momento dado y en determinadas condiciodesiro de una célula. Esta compuesto
por ARNm y también por todos los ARN nodificantes, por ejemplo ARN ribosomal,
micro ARN, entre otros. En los Ultimos afios, se ha detectado que el transcriptoma es
mucho mas amplio que lo previsto aiiemente, y que el procesamiento co-

transcripcional de los pre-ARN contribuye en gran medida a esa diversidad.
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Uno de los mecanismos responsables de raodlltranscriptoma, es la regulacion
transcripcional de la expresion génica. Esto involucra numerosas estrategias. En primer
lugar podemaos citar el control epiggico de la transcripcion (Li, Bt al, 2007); y en
segundo lugar, el reclutamiento de las pratgivinculadas a lactivaciéon o represion
génica, que a su vez, puede basarse artieulacion espaciab temporal de esos

componentes.

Aungue menos evidente, pero igual de gaide, otro proceso que impacta en el
transcriptoma es el procesamiento de lossttaptos inmaduros. En términos generales,
la edicion de los pre-ARN y es$plicing alternativo, contbuyen a aumentar la
diversidad de transcriptos originados atipale un mismo genoa) mientras que la
formacion alternativa de extremos 3’ (@olenilacion alternativa), suele permitir
variaciones en la localizacion, traduccipmestabilidad de los ARNm (Poulos, M.Et
al., 2011).

El andlisis del transcriptoma en plantas mutantes para EIREIT5sefala que esta
proteina modula la expresion de gran cantidedoci (Tablas 1 y 2 del Apéndice). En
particular, existe una sobrepresentacién de genes cuyo rohseclasificado dentro de
la categoria “Union a Acidos Nucléico®,“Union a ADN o ARN?”, es decir, aquellos
cuyas proteinas estarian, a su vez, invotlasan la regulacién del transcriptoma. Asi
también, existe una correlacién entre losageregulados por PRMT5 y los previamente
reportados como controlados por eloyecircadiano, indicado que esta metil-
transferasa podria sefilizada por el oscilador centrphra modular la expresion de sus
blancos. Aun queda por determinar si esgulacion transcripcional se da a nivel

epigenético por PRMT5, o es consettia indirecta de la mutaciéon @RMT5S

Si bien la marcas epigenéticas puedearetteoles duales, y leespuesta obtenida
depende del entorno y del conjunto de lascam epigenéticas (“codigo de histonas”),
en células humanas se ha demostrado RRMTS5 esta mayormente asociada a la

represion génica (Xu, >t al, 2010).

Realizando una evaluacion global des leesultados y evidencias hasta aqui

presentadas, podriamos postular que PRMT®septa un integrador de las sefales que
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modulan el transcriptoma, ype participa en los diversasecanismos que lo regulan.
En sintesis, interviene en @hlicing alternativo del ARNm, regalla expresion génica,
y presenta un rol epigenético, lo cualsa vez podria modular los dos procesos

anteriores.

Drosophila melanogaster en comparacion corArabidopsis thaliana

Si bien el objetivo genergllanteado para esta teslectoral era mejorar nuestro
conocimiento sobre el funcionamiento dealloj biolégico en la especie vegetal
Arabidopsis thalianaa la luz de los resultados ehtdos consideramos que podiamos
expandir nuestro entendimiento de los oslafas enddgenos mas atlé lo estipulado
originalmente. Esto es posible graciagj@e, como se ha dicho anteriormente, la
secuencia aminoacidica de PRMT5 esta coasler en todo el reino eucariota y se ha
demostrado que posee la misma funcion bioigd en diferentes organismos (Bachand,
F., 2007). Asi, se planted un nuevo abjet evaluar el rol de PRMT5 edrosophila
melanogasteren particular, su vinculacion cehoscilador circadiano y con splicing
alternativo. La comparacion da actividad biol6gica delicha proteina en las dos
especies estudiadas, podria aportar @drid un tema en disputa desde hace mucho
tiempo: Los relojes bioldgicos presentesl@ndistintos organismos, ¢tienen un origen
evolutivo comun? , o ¢han aparecido en m@spbcasiones en la historia evolutiva,

convergiendo luego hacia mecanismos similares?

En primer lugar se encontr6 que PRMTHegnculada al contl circadiano de la
actividad locomotora erosophila melanogasterya que mutantes para el gen que
codifica esa enzima, resultan arritmicagy(H2 y Fig. 33). A pesar de esto, los genes
centrales del reloj biolégico de las moscas, mantienen la amplitud de su oscilacion
transcripcional, y solo presentan un levefdsaje en sus picos égpresion (Fig. 34).

Esos resultados sugieren que la arritmicidad graficada en los actogramas, no estaria
dada por una falla en el oscilador celntstno que PRMT5 modalel comportamiento
ritmico afectando la cadena de sefali@acgue conecta el nucleo del reloj y las
respuestas que éste controla. Por otro lad@ncontré que dentro del grupo de genes
cuya transcripcion esta modulada por PRViiio hay una sobre-representacion de loci

co-regulados por el reloj circadiano (Tablalel Apéndice). Estes coherente con el
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perfil de expresion dprmt5, que tampoco esta bajo elntml circadiano (Fig. 35). En
conjunto, esta serie de datos apunta a queoscas la conexion entre PRMT5S y el reloj
bioldgico es mas superficial gea plantas, que PRMT5 no formaloonp regulatorio y

y que no participaria directamente detitz&lor central, aunque no puede descartarse
que tenga algun rol modulatorio sobre el mismo. Por otro [aahirja modular genes
involucrados en modular las respuestasput Por ejemplo, en mutantetarts, se
encuentra significativamente aumentada la expresion defogelel inglés,takeout—

Fig. 37 y Fig. 38), el cual hsido implicado en la regulacidte respuestas controladas
por el oscilador centr&n moscas (Sarov-Blat, et al, 2000).

En relacién al control detplicing alternativo, el rol de PRMT5 eDrosophila
melanogasterparece ser similar al dArabidopsis thaliana Los datos obtenidos
muestran que alplicing alternativo en moscas mutantist5 se encuentra alterado. Si
bien se detectaron eventos tanto de ex@tude exon, como de retencion de intron, éste
altimo parece ser el mayoritariamente afectado en las mutantes (Tablas 6 y 7 del
Apéndice). Luego, un analisis bioinformaticalitd que los intrones significativamente
mas retenidos son aquellos cuya secuencia dadoraptieing se aleja mas del
consenso, al igual que lo observadoAeabidopsis thalianaFig. 42). Esto apoya la
hipotesis postulada, donde PRM7participa en el contradel reconocimiento de las

secuencias dadoras sigicing (5'SS), y colabora en ptesar los “sitios débiles”.

En particular, algunos de los genes ceplicing alternativo difiere entre moscas
salvajes y mutantes, soo, slowpoke y norpA (Tabla 6B del Apéndice). Este ultimo,
codifica para una fosfolipasa C que regulargtenamiento del reloj circadiano (Glaser,
F.T. & Stanewsky, R., 2005), y se ha reportadosijopoke al igual queo, participan
en la regulacién que ejerce el iksdor central, sobre las respuestasput (Sarov-Blat,

L. et al, 2000; Ceriani, M.Fet al, 2002; Fernarez, M.d.l.P.et al, 2007). Asi también,
se identificd que edplicing alternativo del geperiod el cual es parte déop central
del reloj enddgeno, se encuerditerado, lo que afectariafehcionamiento de este gen
(Fig. 36). Vale destacar que dicha altebacen el procesamiento del pre-ARNmpa,

no anula la oscilacién de losveles protéicos (datos no sttados pero evaluados por
inmunohistoquimica), lo cual sugiere queeativamente podria haber fallas en el

oscilador central, pero no arritmicidad. Desath punto de vistauhcional, todas estas
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alteraciones podrian contribuir a la falta demicidad observada en la actividad

locomotora en mutantesrts.

Finalmente, podemos resumir que si bien PRMT5 posee la misma actividad
bioquimica erD. melanogastefAnne, J.et al, 2007) y erA. thaliana(Pei, Y.et al,
2007; Wang, X.et al, 2007), su rol biolégico no parece ser equivalente en estos
organismos; en especial, la funcién que cunaplesl reloj circadiano es distinta. Esto
nos lleva a preguntarnos si antes de que aesry plantas divergran evolutivamente,
ya existia un oscilador endégeno del ceé parte PRMT5 y su funcién se fue
diferenciando a lo largo del tiempo; o pocehtrario, los relojebiolégicos aparecieron
numerosas veces durante la evolucién, y PRMTS5 fue reclutada en distintas ocasiones. A
pesar de las similitudes en la arquitectura de los relojes circadianos presentes en
organismos distantes evolutivamente, |#afadle homologia en la mayoria de los
componentes que constituyen el oscilagtwtégeno, sugiere mas de un origen evolutivo
para estos mecanismos. Asi, la existemig@aunos pocos genes que juegan un papel
comun regulando los ritmos circadianos @antas y animales (Rosbash, M., 2009),
refleja probablemente, un queso de convergencia ewtiva asociado a un namero
limitado de proteinas capaces de cumplir con determinadas tareas. Dada la complejidad
de la red molecular necesaria para madulliversos procesos fisiolégicos que
garanticen el éxito de una especie espuesta a ciertos cambios ambientales, es
fundamental el correcto reclutamiento de flastores involucradosn su organizacion.
Por esto, el rol dual de PRMT5 comegulador epigenético y regulador dglicing
alternativo, hacen de esta proteina, uUraramienta ideal para conectar diversos
procesos fisioldgicos y moleculares alojebiolégico, permitiendo a los organismos
ajustar su crecimiento y desarroidos cambios diarios del ambiente.

Conclusiones Finales y Perspectivas

En sintesis, PRMT5 representa una nuyaeda regulatoria dekloj circadiano de
Arabidopsis thaliana la cual forma un circuito de retro-alimentacion acoplado al
oscilador central y a su veegula el procesamiento gee-ARNmM de un sub-grupo de

genes, actuando como nexo entreradbj circadiano y la regulacién dalplicing
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alternativo. En el caso derosophila melanogasterel rol de PRMT5 en edplicing
alternativo parece estar cengado, mientras que en elajecircadiano parece tener un
papel mas secundario. Por otro lado, dshajo representa la primera evidencia
genética del rol de PRMT5, una metil-transfarde argininas, en el reloj circadiano y
el splicingalternativo.

Se ha descripto que PRMT5 esté vinculadhversas enfermedades humanas, entre
ellas cancer y afecciones cardiovasculdBedford, M.T. & Clarke, S.G., 2009). Asi
también ebplicing alternativo y el reloj biolégico, dean asociado a dixgas patologias
y desérdenes (Faustino, N.A. & CoopErA., 2003; Wang, G.S. & Cooper, T.A., 2007;
Takahashi, J.Set al, 2008; Maury, Eet al, 2010; Sukumaran, @t al, 2010; Poulos,
M.G. et al, 2011). Es evidente entonces Importancia de comprender el
funcionamiento de PRMT5, dsplicing alternativo y del oscilador central, asi como la
conexidn existente entre elld3ara esto, el sistema modé&mbidopsis thalianguede
resultar una herramienta muy 0til. Las ventajas diversas, entre ellas se encuentran la
disponibilidad de material gético, bioinformatico y la informacion provista en bases
de datos publicas. Sin embargo, existe aphb adicional que la diferencia de otros
organismos modelos: genes cuya actividegllta letal para otros organismos, no son
esenciales eA. thaliana Esto permite realizar investigaciones, al menos en una etapa
inicial, con el fin de acercarse al enten@intdb de los mecanismos en los que esos loci
participan. Este es el caso de los gdPR81T7y SMN los cuales resultan esenciales
paraD. melanogaste(Monani, U.R., 2005; Gonsalvez, G.& al, 2008), mientras que
resultados de nuestro laboratorio muestfae plantas mutantesnpalos ortélogos de
esos loci son viables. Aunque parezcaadidy e incluso utdpico, no es la primera vez
que investigaciones eArabidopsis thaliana permiten mejorar la comprension de
procesos que ocurren en organismos lejemde emparentados desde un punto de vista
evolutivo (Jones, A.Met al, 2008).

Por ultimo, determinar los mecanismosageion de PRMT5 ayudaria a entender los
procesos que regula; por ejemptonfirmar si el control delplicing alternativo se debe
a la metilaciéon de proteinas Sm o de histonas, mejoraria la comprension de dicho

mecanismo, y permitiria disefiar herramienqtasa poder manipular su funcionamiento.
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DISCUSION

Asi también, ampliar nuestro conocimienttie los sustratos d@RMT5 podria ser de
gran importancia para ese fin. En genegatps son objetivos reélgamente viables, y

realizables en el corto plazo, por lo qugesbable que en esa direccion se encaminen
las proximas investigaciones.
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APENDICE

Tabla 1

Genes cuyo nivel de expresidon estaumentado en plantas mutanteprmt5s-5.

A continuacién se listan los ges cuyo nivel de expresion se encuentra aumentado, al
menos 1,5 veces, en plantas mutaptast5-5respecto de plantas salvajes. Estos resultados
fueron obtenidos a partir de microarregloseaeresion. Para mas dida ver Materiales y
Métodos, “Analisis global: Miaarreglos de expresion ef. thaliand; y Resultados,

“Analisis a gran escala: cambios ebgresion globales en la mutante”.

Locus:. representa el gen afectadsl. codigo con que se indiacada uno de ellos, es la
anotacion que se le ha dado e &IR (The Arabidopsis Information ResouycEn los casos
donde hay mas de un loci, se debe a que las sondas que muestran cambios en la sefal
hibridacién, son homodlogas a mas de un gen, rppéma cual no se puede asegurar cual de

ellos esta alterado y se sefialan ambos.

Nivel de Cambia este pardmetro se calcula diedilo la expresidmbtenida para la
mutante, por la expresion de la planta salvd&l nivel de expresion esta dado por la
intensidad de la sefial destihtas sondas correspdientes a un mismo genJos calculos se

realizan con el promedio de lasdrréplicas bioldgicas realizadas.

Nivel de AT3G47340 3,42

Locus Cambio AT3G19670 3,41
(prmt5-5/ WT) AT3G46210 3,40

AT2G46670; AT3G16360 3,37
AT2G46790 6,45 AT3G24515 3,32
AT1G12730| 5,62 AT2G25760| .38
AT1G13650 4,68 AT5G28030 3,15
AT1G36180 4,32 AT5G10140 3,11
AT3G27930 4,16 AT5G01510 3,07
AT2G25760 4,11 AT2G41705 3,07
ATCG00600 3,98 AT4G31150 3:05
ATCG00360 3,91 AT3G04810 2,98
ATA4G22950 3,69 AT1GA44780 298
ATCG01070 3,65 AT2G26810 2,97
ATCG00150 3,60 AT3G44990 2,96
ATAG16870 3,54 AT1G03750 295
AT1G48260 3,48 AT5G42690 2:89
AT1G18710 3,42 AT3G13225 2,86
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AT5GA47240 2.85
AT3G28130 2.78
AT5G50550:

AT5G50650 2,76
ATCG00680 2.76
AT1G68820 2.73
AT2G25740 272
AT2G32150 271
ATCG00690 2.69
AT3G12170 2.66
AT3G22190 2.63
AT2G39250 2.61
AT1G51280 2.60
AT2G18770 2,60
AT1G61660 2,58
ATCG00500 2,57
AT1G73980 2,55
AT1G53885 254
AT2G18600 2.54
AT1G74810 2.48
AT2G05540 2.46
AT4G34650 2.44
AT1G32090 2.4
AT1G68190 2.43
AT1G61890 2.42
AT3G02740 2.40
AT4G34140 2.39
AT5G42400 2.39
AT1G70700 2.39
AT2G26770 2.38
AT5G02810 2.38
AT1G77890 2.38
AT3G20910 2.37
AT3G20450 2.35
AT2G42160 2.35
AT5G44660 2.32
AT5G06190 2.32
AT3G61570 231
ATCG00140 231
AT3G16690 2.30
AT1G02205 2.29

AT3G14660 2.28
AT1G80800 2.26
AT2G47410 2.26
AT5G44750 2.26
AT3G19350 2,25
AT4G33790 2.23
AT1G19340 2.22
AT5G41140 2.22
AT3G54230 2.20
AT1G08890:
AT1G08900 2,19
AT3G53920 2.18
AT4G18750 2.18
AT5G05600 2.16
AT4G17150 2.15
AT1G14660 2.15
AT2G27480 2.14
AT5G50160 214
AT5G08500 2.14
AT2G24120 2.13
AT5G11800 2.12
ATAG16566 2.12
AT1G19690 2.11
AT4G21170 211
AT5G11950 211
AT5G09410 2.10
AT5G60890 2.10
AT1G62510 2.07
AT4G29100 2.07
AT2G32700 2.07
AT2G34780 2,05
AT1G09440 2.05
AT3G47530 2.05
AT5G40910 2,04
AT3G16840 2.03
AT3G53370 2.03
AT3G20440 2.02
AT4G14970 2.02
AT2G01860 2.02
AT1G61400 2.02
AT1G20030 2.01
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AT3G18500 201
AT5G02940 201
AT2G43430 201
AT1G15960 201
AT2G02710 2.00
AT1G62290 2.00
AT1G12350:
AT5G02080 1,99
AT5G25270 1.8
AT5G57100 1.98
AT2G31530 1.98
AT1G53710 1.98
AT1G53440:
AT1G53450 1,98
AT1G70570 1.97
AT1G77080 1.97
AT1G71720 1.96
AT5G19210 1.96
AT3G23480:
AT3G23470 1,96
AT1G73920 1.95
AT3G51530 1.94
AT3G59300 1.93
AT1G79700:
AT1G79690 191
AT5G56380 1.01
AT3G48110 101
AT2G22190 1.89
AT2G33820 1.89
AT3G01490 1.88
AT1G28340 1.88
AT2G22840 1.88
AT1G05200 1.88
AT2G17340 1.86
AT5G24740 1.86
AT4G30330 1.85

AT5G05040:
AT5G05060 1,85
AT1G26190 1,85
AT5G05310 1.8
AT3G16750 1,84
AT3G07590 1,84
AT2G22830 1,83
AT5G45300 1,83
AT5G57660 1,83
AT1G10320 1,83
AT3G50430 1,83
AT2G15690 1,82
AT1G03160 1,81
AT1G26770 1,81
AT3G09560 1,81
AT3G59430 1,81
AT3G50240 1,81
AT3G13340 1,80
AT5G35910 1,80
AT5G23690 1,80
AT3G16340 1,79
AT5G39060;
AT3G29120:
AT1G62766: 79
AT1G08105
AT2G28360 1,79
AT3G26690 1,79
AT3G01150 1,78
AT1G42470 1,78
AT1G29750 1,78
AT5G50730 1,78
AT5G52100 1,78
AT1G08810 1,77
AT4G16770 1,77
AT3G02890 1,77
AT3G48200 1,77
AT2G38760 1,77
AT1G30550 1,77
AT1G10570 1,76
AT5G03200 1,76
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AT4G37460 1,76
AT5G06970 1,76
AT1G54440 1,76
AT1G60860 1,76
AT2G25710 1,76
AT3G48500 1,75
AT5G57960 1,75
AT5G65205 1,75
AT1G34340 1,75
AT5G16970 1,75
AT3G15590 1,75
AT1G32640 1,74
AT4G32910 1,74
AT4G33490 1,74
AT1G56300 1,74
AT5G63530 1,74
AT5G50740 1,74
AT2G33830 1,73
AT5G63700 1,73
AT2G19080 1,73
AT2G02740 1,73
AT4G16590 1,73
AT5G18630 1,73
AT1G22740 1,72
AT5G48640 1,72
AT3G43220 1,72
AT5G58390 1,72
AT3G27690 1,72
AT5G57630 1,72
AT1G80050 1,72
AT3G06380 1,72
AT2G18440 1,71
AT1G80920 1,70
AT1G28330 1,70
AT3G22660 1,70
AT2G43360 1,70
AT1G73750 1,70
AT5G01370 1,70
AT3G28530:
AT1G36770 1,70
AT4G21470 1,70

AT5G13740 1,70
AT3G06530 1,70
AT5G51660 1,70
AT2G40435 1,69
AT5G39350 1,69
AT1G47500;
AT1G47490 1,69
AT4G32320 1,69
AT1G63680 1,68
AT1G14040 1,68
AT3G29320 1,68
AT5G64220 1,68
AT5G04490 1,68
AT5G60120 1,68
AT5G53050 1,68
AT2G46610 1,68
AT4G02020 1,68
AT5G51940 1,68
AT3G61780 1,67
AT5G62990 1,67
AT5G40500 1,67
AT5G15320 1,67
AT4G32880 1,67
AT2G40960 1,67
AT3G27610 1,67
AT1G09660 1,66
AT1G73660 1,66
AT2G15960 1,66
AT1G50730 1,66
AT5G43790 1,65
AT5G01390 1,65
AT2G22990 1,65
AT1G72450 1,65
AT3G53800 1,65
AT5G63780 1,65
AT2G16940 1,65
AT3G63520 1,65
AT2G22980 1,64
AT2G28550 1,64
AT5G23330 1,64
AT1G76360 1,64
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AT4G00620:
AT4G00600 1,64

AT3G09310 1,64
AT5G11040 1,63
AT5G51410 1,63
AT1G06780 1,63
AT4G08310 1,63
AT3G06500 1,63
AT2G40316 1,62
AT3G62550 1,62
AT5G16000 1,62
AT3G10520 1,62
AT3G20430 1,61
AT4G39900 1,61
AT5G66540 1,61
AT2G30600 1,61
AT2G02170 1,61
AT5G18640 1,61
AT2G15890 1,61
AT1G61065 1,61
AT2G26870 1,61
AT1G08660 1,61
AT2G21380 1,61
AT1G71440 1,61
AT5G19180 1,60
AT1G69523 1,60
AT3G04610 1,60
AT2G43400 1,60
AT3G15840 1,60
AT2G16630 1,59
AT1G78080 1,59
AT2G29210 1,59
AT2G44650 1,59
AT1G72090 1,59
AT5G08400 1,58
AT3G62220 1,58
AT3G45240 1,58
AT4G00180 1,58
AT1G32750 1,57
AT1G54260 1,57
AT1G42540 1,57

AT3G18110 1,57
AT4G01510 1,57
AT4G38110 1,57
AT5G59130 1,57
AT2G42270 1,57
AT5G41870 1,57
AT4G17960 1,57
AT1G77480 1,57
AT2G34640 1,56
AT2G03530 1,56
AT1G74950 1,56
AT5G52380 1,56
AT1G19970 1,56
AT1G76730 1,56
AT3G20720 1,56
AT3G10140 1,55
AT3G16000 1,55
AT3G60180 1,55
AT1G60490 1,55
AT3G50440 1,55
AT1G34150 1,55
AT4G18270 1,55
AT3G33530 1,55
AT5G06750 1,55
AT5G09880 1,55
AT1G19750;
AT1G27840 1,54
AT1G52880 1,54
AT3G56070 1,54
AT5G44250 1,54
AT5G22280 1,54
AT1G27520 1,53
AT5G47220 1,53
AT5G42030 1,53
AT1G17680 1,53
AT3G16940 1,53
AT1G53590 1,52
AT3G54720 1,52
AT3G19510 1,52
AT4G16146 1,52
AT4G04340 1,52
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AT1G22335 1,51
AT2G23930 1,51
AT1G59750 1,50
AT4G05040 1,50
AT4G10920 1,50
AT1G18620 1,50

AT4G27820 1,52
AT5G56750 1,52
AT5G55700 1,52
AT5G37850 1,52
AT1G73350 1,51
AT5G61830 1,51
AT1G48460 1,51
AT5G10940 1,51
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Tabla 2

Genes cuyo nivel de expresion siininuye en plantas mutante®rmt5s-5.

A continuacién se listan lagenes cuyo nivel de expresipresentan una disminucion, al
menos de 1,5 veces, en plantas mutaptest5-5 respecto al de plantas salvajes. Estos
resultados fueron obtenidos a partir de microarreglos de expresion. Para mas detalle, ve
Materiales y Métodos, “Andlisis globaMicroarreglos de expresion eA. thaliand; y

Resultados, “Analisis a gran escala: cambi@gxpresion globadeen la mutante”.

Locus:. representa el gen afectads. codigo con que se indiacada uno de ellos, es la
anotacion que se le ha dado e &IR (The Arabidopsis Information ResouycEn los casos
donde hay mas de un loci, se debe a que las sondas que muestran cambios en la sefal
hibridacién, son homélogas a mas de un gen, rppéita cual, no se puede asegurar cual de

ellos esta alterado y se sefialan ambos.

Nivel de Cambia este pardmetro se calcula diedilo la expresidmbtenida para la
mutante, por la expresion de la planta salvd&l nivel de expresion esta dado por la
intensidad de la sefal destihtas sondas correspdientes a un mismo genJos calculos se

realizan con el promedio de las tréplicas bioldgicas realizadas.

Nivel de AT5G60900 0,34
Locus Cambio AT2G40100 0,35
(prmt5-5/ WT) AT1G09740 0,36
AT5G24770; AT2G32160 0,56
AT5G24780 0.18 AT3G50280 0,37
AT2G39030 0,21 ﬁligigggg 822
AT1G72260 0,23 AT1G26260 0’40
AT5G22460 0,25 AT3G48080 0.40
AT5G03350 0,26 AT3G56710 0.42
AT5G10760 0,26 AT5G25440 0:42
AT3G50480 0,27
AT5G55450 0,27 AT1G69730; 0.42
AT4G23220 0,27 AT1G69720 '
AT5G59670 0,28 AT5G18690 0,42
AT2G14560 0,29 AT2G33810 0,43
AT3G26960 0,32 AT5G53370 0,43
AT4G01700 0,33 AT5G58770 0,43
AT1G34750 0,33
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AT1G08450 0.44
AT5G58120 0.44
AT4G21650 0.44
AT3G57700 0.45
AT5G08100 0.45
AT1G22550 0,46
AT5G37600 0.46
AT4G02330 0.46
AT4G32870 0.47
AT4G00050 0,47
AT2G17220 0.47
AT5G40780 0.47
AT3G26200 0.47
AT5G64550 0.48
AT2G39210 0.48
AT4G02420 0.48
AT3G29030 0,49
AT1G62500 0,49
AT3G14620 0,50
AT3G53970 0,50
AT3G16770 0,50
AT3G52470 0,50
AT1G07000 0,51
AT4G08470 0.51
AT1G12110 0,51
AT5G47550 0,51
AT5G48540 0,51
AT5G39020 0,51
AT1G56430 0,51
AT2G25590 0,52
AT1G74210 0,52
AT2G17120 0,52
AT1G59960 0,52
AT1G72910:
AT1G72930] 92
AT5G02230 0.53
AT5G23850 0,53
AT1G03370 0,53
AT5G64120 0,53

AT3G26170;
AT3G26180] O3
AT3G10620 0,53
AT5G19240 0,53
AT2G14900 0,54
AT5G36220 0,54
AT5G52540 0,54
AT4G38220 0,54
AT2G20630 0,54
AT4G03200 0,54
AT5G46420 0,54
AT5G48830 0,54
AT1G16260 0,55
AT4G21860 0,55
AT5G52810 0,55
AT4G13510 0,55
AT1G71040 0,55
AT2G25850 0,56
AT4G26070 0,56
AT2G30695 0,56
AT1G06830 0,56
no_match 0,56
AT5G01810 0,57
AT3G28940 0,57
AT4G17090 0,57
AT5G46780 0,57
AT1G04040 0,57
AT4G35090 0,57
AT3G07990 0,57
AT1G77760 0,57
AT3G04480 0,58
AT1G05630 0,58
AT2G35960 0,58
AT2G37970 0,58
AT4G14365 0,58
AT5G51830 0,58
AT3G49720 0,58
AT5G37260 0,58
AT3G16700 0,59
AT1G63260 0,59
AT2G41310 0,59
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AT1G72800 0.59
AT2G23600:
AT2G23590| 929
AT5G11970 059
AT1G16670 0.59
AT4G39710 0.59
AT4G17890 0.59
AT2G15320 0.59
AT2G31880:
AT2G31890| 029
AT1G04530 0,59
AT1G04350 0.60
AT1G03820 0.60
AT4G33050 0.60
AT2G32580 0.60
AT1G18010:
AT1G18000|  0:60
AT1G55840 0.60
AT2G48030 0.60
AT1G14890 0.60
AT3G50960:
AT3G50050|  0:60
AT5G59030 061
AT1G53000 0.61
AT2G42610 061
AT1G02500 0.61
AT5G53120 061
AT5G51560 061
AT2G01540 0.61
AT1G62660 061
AT5G48485 061
AT2G37710 061
AT5G06310:
AT5G06320 0,61
AT3G62290 061
AT1G20830 061
AT4G37800 061

AT1G35720 0,61
AT1G28680 0,62
AT4G26480 0,62
AT4G26940 0,62
AT4G36660 0,62
AT5G62140 0,62
AT4G20070 0,62
AT5G40850 0,62
AT3G11280 0,62
AT5G23760 0,62
AT2G14530 0,62
AT1G64740 0,62
AT4G17070 0,63
AT1G31690 0,63
AT2G19130 0,63
AT2G03550 0,63
AT3G23600 0,63
AT5G19250 0,63
AT2G39780 0,64
AT5G47560 0,64
AT5G21100 0,64
AT2G19940 0,64
AT1G66970 0,64
AT1G64230 0,64
AT1G72770 0,64
AT2G32080 0,64
AT2G38010 0,64
AT4G25900 0,64
AT3G27110 0,64
AT3G57790 0,64
AT1G73650 0,65
AT2G19460 0,65
AT3G14220 0,65
AT4G32590 0,65
AT5G49630 0,65
AT1G78300 0,65
AT1G04680 0,65
AT3G23810 0,65
AT5G44130 0,65
AT1G19140 0,66
AT1G04620 0,66
AT5G21090 0,66
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AT4G14410 0,66
AT1G55000 0,67
AT1GO05810 0,67

AT4G25450 0,66
AT4G29810 0,66
AT4G28400 0,66
AT4G19880 0,66
AT4G39730 0,66
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Tabla 3

Genes gue presentan retencidén de intron en mutantggmt5-5 comparado con plantas

salvajes.

A continuacién se listan los genes y lospectivos intrones, que presentan nivel de
hibridacibn méas alto en mutantesmt5 que en plantas salvajes. Estos resultados fueron
obtenidos a partir déling-arrays. Para mas detalle, ver Mates y Métodos, “Analisis

global:tiling-arrays’; y Resultados, “PRMT5 y eplicing alternativé.

Locus: representa el gen afectadsl. codigo con que se indiagzada uno de ellos, es la
anotacion que se le ha dado ef&IR (The Arabidopsis Information Resoujce

Intron Alterado : Se indica el intron retenido por las mutantes en relacion a las plantas

salvajes, a partir de la secuencia de dokslsondas que presentan aumento en la sefial de

hibridacion.
L Intron Alterado
ocus Sonda 1 Sonda 2
AT5G42030 gcctcttecttgtictgtgaaaaaa taagggcggattatgattgaacgga
AT1G71695 cgattccgtcgtcctgecaca caaaccattagtctacaagtcacag
AT4G39900 gaagtgggaaaacatctgcascg catgatacactgatttagaagagca
AT5G58140 cattgcgcctgtatagtgatgcatt gtgtttcagtttattcatggtttac
AT5G02160 tcatagtttattgtccggttaca gattgtacattgtgagtttaagctc
AT2G17340 gcttccagaaactactcttgatgt taaataaggtcggaagagagaagts
AT1G03160 tatcgtgatgctcgtgaggtttatc tatgtcttttccttgatagtctctg
AT1G78630 gaagaagctaatggccatmgtga ggcttgaaacctttattgagtgtat
AT1G76730 ggctaactgcaccaagaa#tat ttcgctaactaaggcaaaacctagdg
AT4G27520 gcgtagctaaaatctgcaaggat gaaatgacacaaagyjaagagag
AT2G21370 tatgtccctcacagtacagcttttt cggttaagtgtatagctgagatata
AT1G69620 ttggtttgtttgycttattgacgg agttfcagccattttccttcag
AT2G43430 tataagatagccaaacamagc ggctaaatctggtaccaaccacaas
AT3G14660 tccgtagtcccagtttagcettja ggttctgaaccaatttgtgtcctct
AT3G48110 gaaaggaaatgaagcagtgy tagtggtccatatttaaagcatcca
AT5G04490 caaaatgtctccttcttgacgacga gaactgagatgagtttgctactaaa
AT5G58870 tgtactctgtgtataaetcagct gtgcacatggccttaacttaaacaa
AT4G17150 gtatacctgttctcttictithg ccgttgcttggtctatcccttttga
AT4G01690 gaccgtcacctogtgtgtattct tctgctcatgttcttagagtttggce
AT4G25170 cacttgaaaatgtgtgattctftg tgtgttctgttacgtgttggagta
AT3G53920 attgatagttcggaitigatgac cagaaacaataaaggaaaacaagtg
AT1G29750 aatcctgctgcattgitiaacca gaacaacagattccaccgtaataag
AT1G13650 taacatatatcctaagahgatc tgaaaaadtgttgccgtttga
AT1G68190 cttataaccggtgtaagagmg tatagctgatgtaccgatgattttg
AT1G17580 gactggtgaagctatttaagcgaac catttcctcatctcgcatttttata
AT2G35040 gattcaattaaagcccgattatttg aacgtaactgaaaatcgatcactga
AT2G19950 tactgaattaaaacccgtggga gacaacttcccaatatgactttgat
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AT2G47410 taacttttgcatgcaattcatctga taccctaggtctttgattaagtaga
AT5G57960 tacttgaacagcaaatatitaa taagcacttttctccgtttccgagce
AT3G23700 gaatattagttacacactggaacca caaagagctgactaggactgcatag
AT1G31970 tttcctttgtcgtaagcagaEr caacgggaatcatattttcgagtta
AT3G54840 gctttgtttcttcactgattort taccactaacttttggattcacttg
AT2G28360 gactctgattcaagtacaaaggttg ttttttcttattcggtagcectctcal
AT1G09440 gcaagactgcacatgaaaacaaadac cagcagaacatatgtgaaacaccad
AT3G19670 cacagtcttactggatttaaaagga aagtattggaatcagaattttctgg
AT4G37300 caaactcatgttcggttatctctaa tcttcacataaaccaacatctttq
AT3G59300 tatagccgggaaacaacacaaacga gtatgegtgaaacggtattcat
AT5G54440 cctgtcaatctagggttggara tatcgatcacagtgtccttttctcc
AT3G19670 tcccactaccttgctagagagcaga tgtcagtacaatgtagcagcagaag
AT4G24750 tgtcactagatcctgctatcacat gttatcgatgtitpgaatcttgca
AT1G11060 cacattttgacttccgctcgttcta tctgattactggttggactgatggc
AT1G02205 tatcgtcactgagcccatcacttgt cctaactagtagcttttatctgta
AT2G43360 tgtctatgaacctgagcagpcc tagagtagctagaacaacaaagag
AT1G68820 gccatatgggacacttcctgtaa taacttgtctctgcaggttgtctct
AT3G01590 ccacaggtttggcatctcaczt tgaataaccctttgctctagtttcg
AT5G25270 aggtaacacaadaaggtgagca cacactggitggtgaaagaaagt
AT2G35630 tgcaatgagtgactcatctaaaa ccgtcttatcagtttccaacagtga
AT1G07110 taatacaattttgacggozaty taaaagacctgcagaaactatgacg
AT4G02700 aattggtctcatcctctccgtacgt tttcattacttactcttctgtgcca
AT1G59750 aaatggtccaaaacacatcagttga cattttgctgcaaatccaggctgac
AT3G04610 gccatgactagcgctgacataaa gaggaaccctagaattgacaatg
AT5G08600 atttcgcagtcccaagataagpa ctttgctcgctttgtgtatttactc
AT3G33530 cggctcgttgayttactgtgtatg acttctgcgatctttaatttccaac
AT5G22080 tcttaagctcttctgcatticag gaaggttgitcacgactcacgag
AT1G06550 tgtagaatctgtcctcatticabg gcggatatatttacatcctgaatca
AT4G24750 ttccttcccttaactaaacaa catgaaccataatcactccaatgtt
AT2G17320 cagccttcaagaaatcccgaatat gacccatgagcagtatctaaatgag
AT2G48020 caacacccttgcaacataaatatcd caattgcatgattttgttggaacag
AT1G08190 gttgaaccttttatttgtcttcgc cataagcctggaaaatcttgttcga
AT4G21960 ctacctacaccaaccccacacagtt aaaacagcatgcagttttgtcacca
AT2G46915 tacagggaaaagctcactggcagap  gacactcatgatgtagatgtactat
AT1G28090 gtctcecgctcettttccgcettg cagttccatcttctatatttccttc
AT2G26280 tgacccactgggttcctgit tgtttcggataaaagatcatgttac
AT5G25610 gtaataatacaagtcaaacacatct aaaaaacagttaattatggagagag
AT5G10940 taagatgtaggacagtgagcttg tagajtttaatatcaatcaggc
AT3G50240 gatgagcttcttgaacttcgea ttggatcttagtgtggaaatatgga
AT2G35390 caaacaaatgtattictgaagaaaga  tcaatctaggaacctcaaatccgga
AT1G05270 tcaacgaagacaacctgagea caaacctcagtcctcaatgaacacy
AT4G36210 gagtagatgagttcactttttgcac taaggagcgtttacaatgtcactgg
AT5G65010 gtcgctgtcactgtactttoig aagtgttggcctttgttccttgetg
AT1G68890 tcceccttttatgcgtgaagaagt catttactcatgtgttttgtttaca
AT3G44670 actggtttgtcctcttgattee gaccattttgtcataacggttgtat
AT4G20150 cacatgctcccacggatctaacat tagcatttttcgattggtggacgac
AT3G16030 tctgaatctcatagtccatgtaat tgttaatattctcagcttgccttct
AT2G33040 ggtttttccatcaagtaacgciag tcaatattcaataccgatgcaagcc
AT4G34140 ccattttccttctaaccgagccttg aacctggtgtgctctgttatatgg
AT5G08650 gatatggatcataataazzgca catactgttttctctagaaaaggca
AT2G39250 ggtcgtacgctctgatatgtg taagtcaactaatatttctctaaag
AT2G27860 aaaaccaacgcattacacaatcatc catcaccgatctcaatacattgcga
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AT4G18270 gccagaatacacatccatcatcagg tgtgttgegagtiaagaaa
AT4G20970 tcttcctcatcattcttctacggt tccatgtatgggtgatgatcttaat
AT1G65470 tctcgtctacaacatcaaataaaca cattaaatgacatcaccaaag
AT5G44650 aagtcgcggtttgttcccatat gattgatatttctcctgcecttttgt
AT1G22730 tattatttgtttctttgcgatttta cagatttggttattgaatccgttga
AT3G02860 acagctcaag@aiccccagaac ggaattgémacccagaagtgac
AT3G18520 aaacaaatctgtaagmigaaat ttttgtgatpaccttgtttgaac
AT2G17787 gagtcagccccttggtaggcat ggtctgtttgcttatggtgtcattc
AT5G20280 catgtagaatttggaggtctgagta tctcattaaggtgatatagattg
AT1G15030 gacatgcgtatgtactttgttccac gcattgtctctcttagaatccatta
AT3G14720 tttggacggtatgcaccctttgtc tgtcagaattggtcgctcaatattc
AT1G50140 gaattcaaaggtacacagtttacca atacaaactagcaattttcaaajaag
AT5G13700 tacctctgaaattagtagtaag caatcaatctgcgacattattatca
AT1G50120 aattggctgtttcatctcttac cattgcctgcatctgacaactgttt
AT3G51830 taaaaatctgtatgcacatcgacg cctcgatcgtacacatcaaattaat
AT4G39850 catgtttaatcttctatécaag cacagtacaattctttcggtctggt
AT3G47930 gcatatgtttctctcccttgtgtga ttcgtctttatcttgtgcetttgagg
AT3G18580 caaaaacacaactcggcctgtaagp aatggagttttaggggttgagccat
AT1G10360 cagagataaaccacttccaii cccggtatactttattacatgcaat
AT2G05590 gaggaaatatcaggcaggctagc tctctttaggtgtttttgatgatag
AT3G22760 tgtctgttcgacttiticattga caaagtgtttttttgtgcaatgcag
AT1G60990 tcccttcacaaacgagcangtt taccaatcacagaggcaacaatata
AT5G17510 cacaggttgtaagaatacacgcaat tatactaattgctgcggctttgatg
AT1G12730 cagttactcgtaagcagttgttgga tgtagtacgctcatccctgtcgtt
AT4G16770 catctccttggaatcacctgtttg caatttcatgagctattatactatc
AT4G32330 gaaagcgctgajgtattgagtcc tgtcatctagaccttggtgctaagt
AT2G18770 gcattcgcattcgttttatgatcgg tattgtctgatcttaatagtggtasg
AT3G45740 tatgttcacattttttcciitty tgcatgattgagtttgaatacatac
AT2G32700 aatctgggatgcttctgatac gactaactactaccaatttgtgcag
AT4G10340 cggattggtacattactcigtc gctattactcatgggaaaatgacta
AT3G60150 tcatctctctcagtcdtgctaa gaatcaattaatggtgctttttgca
AT2G21380 tgcaaaactgccttagaagesc gataacatctctagtcacctaacct
AT3G16170 gaagcagaaggaaagatgta taatttttgccaccttacctcaagc
AT4G29010 gaaataactgaattcacacaacc gtgcalgaatcaatcacagag
AT5G07660 agtttctgtgatgtgattgttcc catgdtfatctcttattgataca
AT5G39790 tgaacagctttagtgggagaaaaaa tcattccagggatttgatgagc
AT1G25420 tctggtgtcaatcgtactgita tatcttgagagatgcattttggaag
AT1G14270 actgcctgggaacaaaaitéat ccataacagagagattatctttcag
AT5G48220 tatagttcaagataacattgac ggttcacctgatcttagctcccatg
AT1G61210 ttgtctctgctattattctttttaa cgtgtctttttttcctgcettgtgag
AT1G19690 catcacagttaagggtgttatca taagctctaatgataaaagctggag
AT1G02120 aatgtctcgttctttgtcttatcag cattgactggatgcagaagtttcat
AT4G33620 gaatgcataagccaaaagcaagg cataagittgaagcagcttgt
AT4G39745 tctctgtgatcgtcatcgteat gcgatcgcactaatcgttggtttta
AT3G48360 tcatcctccgtcaaactaaaacag attgtgtagtaccggaaataaccat
AT5G62000 tcggaggcaatttgaggtgtga taatgtcaaggagctaaactagtgg
AT4G18240 gcttttgttgtacggcttgatctta cgtaattcattttgtttaggataca
AT2G24350 gctccttcaggtactattttgcttc gatcttctgaatatatgacgagtg
AT1G60200 ggataccggaggccctgcataaa tagttccccttcactactttaagca
AT2G45990 gctgcagtaactcacgttctata ccattagtttacaatccctatgcat
AT4G27830 aattgactttgctagateagct ggctttagtagcgatgtaaaccaaa
AT2G34890 catcatagttcaaatacgdadr aatggctttaggttgagtgccccac
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AT4G32660 ctgtagcatgtctgtgadtie tatgtcccggttcagcagctgtagt
AT3G14910 gtttcatgggtctttaatctaca ccatctgtggtgcttaactttgtta
AT3G16840 taagagcgttpagttcctgcgga catcaacatataattcgtaatacga
AT2G44350 gtctcgcgtcgagtatttgaaaa taatatgattggtgatcgaatc
AT1G64150 gcaaatcggttccaccaaacctgtg cattgacgttcagcatcatcatgga
AT4G39680 tgaacacatctatcaaacaaagctt taagagatggaaacatacatagagg
AT2G47960 tctgcttcttcctcagtecttcggg tctetetttcgtttctcctgcagat
AT1G53210 tccatgtggttagaaagdatdg gacttgggtcacaaaacttatctgg
AT3G17510 aatccgtcatcctaaaatgccaaag gctgtgatatgctatggttttaaga
AT5G12130 ttttcgcagggtgtgtagate gattttcacttaactcttcaaggag
AT1G10760 tgagggaagtgccaacacagitt taacaggtgtattaaattcttgaga
AT1G49580 caagccttgagfigtcatttttaa tagttttatgtctcctgtcttttgg
AT5G37130 actagtctgctctgttggtgctgaa actatggatggtgctgaatgttta;
AT4G34960 gatattgatggccaacgcttaggta tgttgatttcgctttctgtgattgal
AT3G19800 tctgtcgacctctctgtccamm gaagctgtcttctctcttacctaat
AT5G18100 tgttatcaattttagttctgetg taaaggaaccatttggatagctgat
AT5G35170 gttatggtcaaggtactaggcaat tgtggtttggtatcatctcattcga
AT2G42220 caggtaatactagttccctcaact gactcctttgtataattcgccaagt
AT5G10520 tcactgttcttgttatctgiatg aagtcagttctataacatgtctgcg
AT1G80760 aactctcccacctgtaatctigtg gacgtccaaaatttcaagactcttc
AT3G45240 taacgaaacctacaagatgea caaaatccaaactcaagagtaccaa
AT3G18390 cattgcaatgacgccacgaggtt gatgatcacagggttcttttatgac
AT3G09800 gacttgagatgtacei@acagtg tcaagactcaaataggcagcaatg
AT3G01150 cccaatttctagctcccgggatttg gactcttcaagctttcgttttggcg
AT3G21070 cggcgattactacacgatcagaaal  gagagtgagtancagaatcggca
AT1G53590 cagcggtatccgtgtctaagaaat gctggtattgacatctattacgatt
AT1G04200 ggtaagcaacctctacacatatccal gctcttatctttcttccacttttct
AT5G61120 tccaccagaggcaatgaaaaacas tgatttagaaaaagaaggaattagc
AT1G03380 tgtttctgcccctaaaatattcttg tctagggtcgttttaattcaagcc
AT4G24280 tatgaggtacagttaattttg gacttagtactttcacaagcatctg
AT1G71691 aatacttatatcagcctogthg ggaaaacttattataatgcatagag
AT5G52100 cacagggtgagatgagatactcg aaatctaatttcgtctctgcettgeg
AT1G21170 tttatcaatagatctttizjcca tgaaccctgccgtttgttccttgca
AT4G17150 gacctcattctcaagtggetig taattgcggtttttatgttcaagca
AT3G53970 tgggaccaccacaccagaatca cacacacatagagatacacagcc?
AT4G21660 gcaaaaatga@acgctgagatg atatacaatagatatctacacaac
AT1G22490 tacggtggattttctigéhtata taagaatgaccctgaccaaatgats
AT3G21465 gatcagtttgttgctcatttttcag gctctgatttccatggcttattaat
AT5G65960 gagtgaggtttgacattgatigm gatacacgcttcattcttctcacct
AT5G59650 cactaggttcgtaagcttaitag taaaatgactttccttctggtggac
AT1G31660 catcatctcagaaacttgagaaccyg tcgcagaaggaatggatagaacaad
AT4G34830 tttgcataggcctttacaaaacag tctgagcctcaaagaatgaggaaag
AT1G26940 tcttgatcgccaggtcagatict gactattggctttatcttaagatga
AT3G46210 gaactgcttctagctcaatzgy ggacacacgaatcaacacagagct
AT1G70100 caggtataacagagacatigac tattactcatcgtgtcttgtttgaa
AT4G31130 ccagatgttatcctacacgaeaat aatggtctagctactgtgttcttga
AT4G10770 taacacctaaacatcattcacactt gaaaccataaactcgatcaaa
AT1G76630 tattcaggtttggtttcaggicc gctgcaatctgtctttattgtcttg
AT4G33210 actgacctgcactcactgttga aacagagtttacgaatgcatga
AT1G53165 tcctcaggtttcatattctaaat gcgaagccacctttcagagctagat
AT4G03415 agcttcccctatcagacccacaaaa ttagataaatgcatacaagccagga
AT1G27520 gccttggtaatatactaggaba cgcaatctctgttatgacacttaag
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AT4G28080 caagctgtaaaaggettigaaa tgagcaaccattaagaccaacgcs
AT3G48860 ttgaactggttgigagtagtcc tgttgdgttgaaattctgactga
AT3G61080 tgatcctgcctgttacaghagce gttttgatctcattcctcctccaca
AT3G25660 gagactggaactcaggatcctg cattacaatgcaggaaaccaacta
AT5G40380 ttttatatttggaccattactccta catgtttaggcttttttacgcatta
AT5G66540 catgcttgcctgadihicgtttat tatgcaaacacaaaaacccaggad
AT5G64813 ggatggttagtgtcaticacacc gtcagatttctaagacacccttccc
AT4G14220 tccaggatccttccactgtcéga tccgatatctaaagctttccgatgg
AT2G42750 ctatgccgttctcggactegga tgtgactttaataactctcctttgc
AT1G80050 tactcctgcatacatcaatgtat ggcaaagactaattaaatagcgact
AT5G15020 gatgaaagagtaacgtaaggaca tataagtatcaacacatgcagacg
AT4G18640 gactaaactatgeggatgagacc taaqgitictgataaatgttttg
AT5G13740 gaaggtggctttgttaccgcta gcatcttctcctatcttattatcaa
AT3G12550 aaggttggctctttaactttaig taccgtgtttttaaccttagatgca
AT5G43130 ttaacccggctttagccactgccag tatgtaagcttcgtctccaagtgat
AT5G14030 gctcccttcattctagtigtiaa gaattactttctgttgttgtggccg
AT5G51540 tcctgtatgcetggttcaaatttcat cattttcttacactccgcctgttga
AT4G10050 catcgtacctgcagggcaactaacs tcttaatattcaaccgtctcaggaa
AT2G28305 ccagtaatcattttgetiatttc tttcacatacgtcctaaccaaagta
AT1G72175 taactctgttcaatgaggtmaa cactggtctaattacgaagtttgcg
AT4G31990 tctggagcttcctgtacattttaca caactaaaacatagccttctagg
AT4G36210 tcgtatagttatttcttccagaaca gattttgtgtctcctttcattctta
AT4G20020 tttgcttagcctcttccacgeic gacaatttagccaaaagcaacgaa
AT5G40870 ctgtaggatttgtaagcataggttc CcCtaatttgttttctgaggatgtta
AT3G04420 ccctetgtttttgctctttaccgtg cgattctgaggtttgtcgatctcaa
AT2G32700 caaagcgtattctaacaccccaagg gatacaagtagacgatataaatata
AT1G70180 ccgattcttcacgtattttaatac ccccggaatcttatggtatattcta
AT3G03330 cctagaagaagaatacagagt cgtgtcaacaaaaagctcacaattg
AT1G53510 caatggcgatgagtgaaaaagta taaae@@pgcagaggtacgcga
AT1G59750 cctggtattctgtgttcttttctct tgttcttctttgtggcggctcttge
AT5G40810 caatcagtcgtgagcttttttgc tttgttgagcadcaccttcttgtg
AT5G05030 tcctgtctctttgtcctttaataaa aatatatactgtgttaggttttcta
AT1G79270 cacacgtgtttaatctgtgttgttc aatctgatctcttcgggaacgtttg
AT4G17610 agcaccaaaacctttggaacaaca tagttactatgggaaagccacaagc
AT3G31310 tcaactttcattactctggagccaa cgatgaataggatggtgcaatccca
AT1G76850 cactctcttgagacagasicic tacataacaaggctcttgacaatat
AT4G14720 caagatgaatgatcaaaaccatac ttttcaggctggacagaattatgtg
AT3G53040 acttcccttcccttcttcacajct cattgggttaaatcgctttcaggac
AT2G02090 cactatcttcaggtttgagctta catatatctgtattaactctggcaa
AT3G56510 tccacccacctgcagttaatgaaca) caagggaaaagccaataactagcgg
AT1G21880 ccatgtaagtagaaatcact tcttatcaacatacccctactaatg
AT4G21470 gggacttcctccattccaaggict aacatgttcatctcggtaatgagac
AT2G44450 tgcaacatctgcttaccaggtact aaaaaggtccgatcactggttagag
AT1G10600 tgtatatctctctcttctaigpec gatctgtttatctactttgtcttga
AT5G53550 caagtattaactcgatttttiggca agctctctttcaccactaattcta
AT2G42380 tggtgcatcgtaatcaaatdtga tacgtgcatgcatgttcttgaataa
AT2G20470 tctgctctaacatgctiogigtt aaatcacgctccatttgcaaagaag
AT5G17930 cgtttctccttttccgacttctgag caaaaaccaacattacccatcad
AT3G10060 gcagtacggttgtgaaftttcc ggacatgtaaatgctaacagtttta
AT3G14930 tcatcgccaaccaggtccgatpaa gttctttcgattactgttatgccaa
AT2G16950 tgcagcagctggcggttccatt catgcttttgttttccgtttgatca
AT3G11880 caggttcatgtgatcttttgtic cgaaatttgtgtgcttttgtcatct
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AT1G16880 tacttgacactgtaaggaaigga actttagattagttttgagctgac
AT2G45540 cctgcgcacatgaaataaadgat actgggaatggcagtaattgtggca
AT1G28260 gactgcaatggagatgactty cattgcagataacagagaagtatca
AT3G63520 gatttcttcccgtgaaattctatc ctaagggttatttagtattcttatg
AT5G15940 tgccgctttatccacacccgeaat gatctgattttcttacttacacata
AT3G54020 tggttgatccctttactctttg ttaagctcttcttgctttgtttggg
AT1G63770 gttctttccagytttgtgtacaca catttctattgtcagaatcaatcaa
AT3G07180 ccggatggesthtctgacaagat cataafjcaaggatgggcagagt
AT3G45100 aatgtgagttacaaaaccccagct gaatcattctgccatttctcattag
AT1G42440 catcgtcctgaacaatgaggtt caatgaagctacaagtactgttttg
AT4G03110 gacctgacaaggatctaagcatcct gaagaacaaatagtyagaaatga
AT1G77800 cttggatctcttgtaagocpgaa gacagtttctgttgttctctcggct
AT2G33860 gatctgacaaaacaggtgaapcat tgggcatataaaacacaggtgtgca
AT5G66190 gaacatcacaaacactaagaacag taaacgatccatcacagacacattg
AT2G27210 gataccagcatgctgcagtai@ag tacttcttttagctagttccatcag
AT3G49720 aaactgctgataaattgattgr taacttaagcacatgtactgaacaa
AT5G13960 ttectttttttgtctctaggder aataaatttcgtttttgctgtgttg
AT2G34410 aactcttgaacctacagcctictc tcttctcatgaaccctacgattaaa
AT5G40240 gcgacatgaacctgttcazaeg cagaaatgcccataaatctagaag(
AT1G09620 aaacgcaaacctictaatttapata taagtgcaacacaaaaatcggtaga
AT4G27400 tccacttggtaatcataga@act catttttgtaggttgcgattgtttc
AT2G44280 tacacaagactacaaattttgtgtg caattgcagcatcccttgagaacaa
AT2G39970 gtctgttggcgcgtatttaeett gattatccagaagaattaggtgacg
AT2G11000 tagtacaaagcaaggacaccacagc tacacacttatagcaacctcacaat
AT4G35360 tgatgtcacaaagcccteatg cataaaatgcaaaacagaatcacg
AT3G01610 gaactatatgacgaaaataag gatcaaatgcatttcgatgttccag
AT3G17770 aaggagattctattattcggt caactgtgaagtagcaataacgagg
AT3G21180 agttcattatggttctgctuga ggtcatcttccctttctatttgcta
AT5G51140 tctgacacatcaaagtcatgcagct aagttggaaattagagacagttaca
AT1G47870 ctaggcttaaggttcattgitpa tccccattactgaccggttacatat
AT4G33380 tccaataacgataatggtémtt gaagcagctctgttggttttttgtt
AT2G29390 tcgccacaaagaagggticpica gctagtccaagctccaacaacaata
AT3G25585 aataactttcttcttgctcgatcaa ttgtcctcactaactttctctcttg
AT4G04970 tagaggtctaaaagcttcttgt tacggtaatatgtgttttgagttgg
AT5G50950 gatacttgctctgaeaatggtg tcttgacctcagttcaatgtggtac
AT3G19870 ggtatgacoghcacccacgtaaa ttatgtmpgatgacgttaactc
AT4G27340 aatccgtatccgctgcaecgaa gatgtggtttttcatccttttagac
AT4G04955 gataggaagaacaaactgicapn tttttgtgctctcacagtttctaca
AT1G10090 tggctatgticttatactexiag cagtaagcgtgaaatgaaccaagg
AT3G48870 gaaaccgatcactgctcattaaag caatgttctgtgttggtgaaagact
AT1G76050 cagtcttctgcaagtgcaccaaccal tgttaactgatactgatatatgcta
AT5G43080 ccctacaagcaacacgtttcpag agtttattgtatattgcgttttgc
AT4G11820 gtttccacatttctgttcatica aacatgagcggtccacgtatttaca
AT5G17920 ttcttaggaaattactgtttggt tttttttctacgaagttctgatctg
AT3G18810 catatgggtcttgcctgigtaaa gaggaaccattaatgtgatgaatat
AT2G31870 tcgaacggacaggtaagaaaag tactcaagagtcaggaatagaaccs
AT5G08450 tacacaacctagagcaaaacacag caccagactaaacattgaatcccta
AT5G25880 tacttctttgaatctcatttctatc gtttcttatgctcatctttgtgtgg
AT5G62090 cacactgccattcatcctgcaaatg ccgtaagatcagcataaagagtatg
AT5G56610 ggtgtgcttgctttttaccttcat ctttctgttacttattatgcagtcc
AT3G08930 gcctcttgaatgtagcateadt aacatattcctgtctctggctatca
AT4G20320 taaggactccaaatcagcaagact cgcatctctttgacattttaagcta
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AT5G40480 cctecegtttatagggtattgatgct gctegttcttgacttgactcttatt
AT4G04920 tattcctgtgtcctctttatteg gaggcttaggcttaatctggtcaat
AT4G39800 caaacccccaagaaaatcagtcatg tgattgatcaatgagtgattaaaac
AT3G46220 gctgatacacttcttcatggcttgg aatcatgcttcgattttcaatacag
AT4G38930 gcaatgtttacaaccccaattctaa gagccacttacatccatcactgttt
AT5G03830 ccgatttcgtgaagttactctgcta ttttaattcgttgtttgatctttga
AT5G57160 cactcattcccagtttcaagtct gatggaaactttatgtgaagaaact
AT5G44070 aatcttttcttatctttcgcttagg ctgtatcatggatgtaatatttcta
AT2G01990 gaaaccacatgtatctgcaaacat tcaatattttacgattgaaaaaaca
AT5G13300 gcttccagacccctaaacatcaaat ctttatgaacaccataccgtttgca
AT4G16990 tgctacgttgggatataccaigy cacatgcaatgcataactctcttgc
AT1G50030 ccaaacatcatttctcagcaagcag ccgccactggtattgcaattataaa
AT4G00180 taaatgaaatcagcaaactapattg gaaaagccctaattattactctctg
AT4G28080 gcagcaaaaagheagtctcact aaatgtttacatttttttagccatg
AT4G21323 tctcgaatgatccaaagogiag taaagttgcctttccatgacctgtt
AT2G35510 ttgatacccttcctggctectyc caatgactgcttgaaaatgagaatc
AT5G35910 gcttgaagcctaacaaaatgecag taaaataagtatgtagaccctctca
AT5G16190 tcacgaggtagagsctacatgc ctggctégctactatgatgtga
AT4G38170 catccaggggtaagcgaatactggt acattgatgtcctctgttccttggg
AT1G15460 gagcctggttithaagcaagagc tcttgdtttttcaccggaaca
AT1G52710 ccttccctatacaaggagaseaa aactaagtttctgatctccgaaagc
AT5G02130 gcaaacacaaacagggactagtgat tcacactaggacctgtatgcacaag
AT4G08980 tctccagtggtagcttctgap ggttttgtggagttttagctctcag
AT1G48840 tctatttccctgtaaggaatga tgtattcacttcttttcttactggt
AT5G47770 ctcttcttccctagtcataygg gatcccgtgacaagctgtgtttttc
AT5G23510 tatctttttatatgaatgagat gattggttcccttaaatatgtagca
AT2G44220 gacggtatgttctccttttcagcag gcgtacttatctcttctactatacs
AT2G24420 tgttctctcgtcttgcactdga tgttgcttcctttatcagcttaaaa
AT1G08910 caagcaataggctgttttggaggt gatatctttagttcctctcctcata
AT1G20090 gcaatacttttcctactgtactat ttgatcttgaagctactgtgttttg
AT4G25990 cctaaatcgtagctcaaatagaat accttcattctacccttgttgacag
AT5G05930 taactgatgtacatgagggtaa ccataaatgtggcaaaagaggacg
AT1G06900 aaaaagcatgtgttcttcaccaaac gcattcaaaatgtagttcaaad
AT5G58140 tctactcatgagatttatcatgcct gatatggatatgtgcaaagtggttg
AT3G07660 gttgttgajttctgtaccatttca ticacagaaacccatgaagagac
AT5G17550 tccaaggcacctgagaaegcag tatagaaaacgaacccacaagaad
AT1G52810 tgcggttgggaaataccaaggag ggagtjaatggaggctcataca
AT5G01510 tgcagtcctacaatttaacacggta gatattcttacaatcccaacttg
AT1G55250 gttggtgtgccaattatcgzst taacggctattgaaaattcacattc
AT5G63880 tatgttttgtatccggcatogc tatggctttctcaaactttcatgtg
AT4G01540 cacaagttctttgccagccaaacaa gaacacacatcaatcaaacad
AT5G37630 tattcgagttgttatgctttoga gtttctttctaatggctaattacag
AT2G18465 tctgtgccatcctagéaicaaac tacatacagcagaaaagagccaal
AT2G28090 tcctattgacaaaatcacatact gacacagattaaaatggccgcaaag
AT5G02130 gcaatgttacctattatgtagt aataatcaggtttcttcaaggctag
AT5G35570 gaaaacaactgtatgcaaatactag gggccccaatatggctatattaacc
AT3G27925 caccaacctgaacagagaaaca caactttagtctcccgttagtggat
AT3G48820 tttgcactctgcatcattagay caaacggatcaagagggtataacal
AT1G68010 gagggatggcttcctcatety gaacttgagaactgttgtaatcgcg
AT1G78900 ccatgcttcaggtttgcatgiat cttgcaaacgtaaattttaagctat
AT3G48420 ggttctactacttcagtttgetg ggaaatacttttctcatttcttgcc
AT1G51340 tagctggccaggttittagataatg ttgcatccttttacgattaagcgc
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AT5G19150 tccaaactgtcgaaaaaagtaga gacgaaatgtttttgtggattctct
AT3G12270 tatctttctcactctatatigep gcagatcctttgattgtttaagtca
AT3G50430 catctgcctcactcgggattttaga tccagctctcatactcactcattt
AT4G19710 atggtaaactttgcgttctitu gaggccaagtacaaacttctgatca
AT1G68370 cattccatcagcatcgagttpa ggcaacataaggtgtgaaacaactq
AT4G30150 tactgtampcacgaagtaagtca gcdatacagacattcatttga
AT1G74670 tagaaagtgtaagttttataa aaaaactcgattatcatgattgcag
AT5G42490 aaatgcattgtttagcataggg tcgacgaacaaaaggatggattaad
AT3G28030 ttacacagaaggaatcaggttagc ctgcataaggtcaaagttccgctct
AT3G60600 cccttgtaagctttatteaictc cgcatgtcttattgccccagatcta
AT1G26110 gaaagaatgcccgtttggmgaa tccagctaactaagacaccagcaa
AT2G34860 tctecgtttctatgtaacatt ctgttcctttccgacattgtttata
AT5G50375 tccggggagcgattatgtcaggta cattccctgatttttttgatttaca
AT1G79750 tttttaacctgtagacaaagaeytg tagaaagggtaagtgaaacctgaca
AT2G03070 caaggaatgatgcaggttaagct cattgtctttcgaggttcatgtctt
AT4G25100 tccgggaaaaacactaatggat gacatttgccgacaatatcaatctt
AT2G35260 gctgtacaggtttggtttcatita gaatctttgattgagttatcactga
AT5G06910 taaaatctctgcctttigttaa tcaaacttaaccttgttgtgaccac
AT5G23390 ccaacgtaaaccacaattttcatgt tatgcagagatctctccagaagttc
AT2G43650 cgagattgacgcctgtaaacttcta taacgattctgatgagatatgtgtg
AT1G33270 caataagttcattaagctoms gagagaatgggaacagaacaacad
AT5G09420 caagcatgtctggatgttgtghg gttgccttttccttactcttcagtc
AT3G09100 tcatagaaaggcctctgciitta gagggtaatggcagctacagtatit
AT4G30310 tatgttggataagggagatggc tagagattaactttgacattgataa
AT4G16444 taacgtaattcaccaatctgctcga catatagaatgagatcgtcgtgagt
AT1G47870 gaaagttgtgagcttcgtttac cgttttggtgattgtaatgctattg
AT1G34210 gcttcgcttictgtaagaatac gtggtctggtttttgttgcaagga
AT5G56850 tatctctacctccaaaaaceet gactgtgccacattgaatccaagaal
AT1G03270 tgatttgttaccctagttitga aaattactgtctttgtgcacctcag
AT3G12210 caactaggatgattcttgaaacatg ggactcttgaatcagatatggattg
AT1G02080 cttgatggayagaaacagtatgc tgttttggctagtgaacttgtttta
AT3G51850 ttgaagcggtgcacatttecc cacgttcactatccaggttcactaa
AT1G65050 catcacaagttaagaacgtctattg agctcctaatttatcccatgcgaaa
AT3G09100 caatacacaataacttggagjtac caaagcaaggagaaagaaattcca
AT3G19420 cgatctctgaggttttccocdia ccttttttcctgatctgaattcgag
AT1G31800 ggcaattgaaaattcactattgg ttacctttttactttgatgttgtgc
AT3G08850 tgagcttgctaatagctggtgga tcaattcaggcgactagtataggta
AT4G04320 gaagatagtttcgaatcagttggta cggttgtatctgacactgatggt
AT1G51070 tgactttcttgttctigctatga aaagttttccttcttactgctgcag
AT1G74910 gccgaaatcgagctgtgcatca caatcgagatttcacagtcatttgc
AT1G26370 gaacattcgcaagtticaacaa ggcaggaacaatatttagatcaccd
AT2G41700 tatattgtgcaacctaaatggccaa ctgccagtacatgcatccagagata
AT3G16320 cctttgtggccacgagtatah taacataccggtctcaccttggctg
AT5G40155 catcatttctggttagtcctcgtcg aatccgaatctgttttagattggc
AT2G18450 tgatttatcccctgcectttticcaa gatcgatgattcaaacaatgtctcg
AT5G59840 cgaatccagtttctaatgtcsg gagaaaagaiagaacaaagcaga
AT1G18030 gagttggtctgtcttagtttca tacaactgttttcatgtcattcact
AT5G63170 tcggctgcattcatttttcacccca cgtgaaaatgattataactcttag
AT1G74700 tctcgtcatg@mtgaatatctge gaatjtcatatatccttaaactg
AT5G25270 tctggaatcgcctgcagtagaa taatcatggaaacaagggagctcg
AT2G39340 tcatcccatccaccttctcaagag tcatgggggtcctttttattgaata
AT5G04370 ttttttcggtttgttgaatccatga tggtgcgattiigatacaacgagt
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AT5G58450 caggtgacttggctttgttaca ccttgtactggtttacccattgttg
AT4G23470 cccatccaaagtgccattcttataa cccaattttaacctattgtcctga
AT1G17580 ccatatttaggtttaggagcagag ccgttcatgtattttggttgattca
AT4G05631 tcaatccaacagatttgaacccctg gaattcttctcagttgctataccag
AT4G39050 gccgtcatttctgctgtaagtra gaaacctcatgtctcttcttttatc
AT4G20400 tctctcceccgceacgtaatiypg gcctacatgaccaaatttccatatg
AT5G58160 gggtgagtttgaaattgtaatgtgt gaatcttatcttttatcctgctcta
AT5G62890 ctttatctgtcggytgtgtgtag caatgdigctttggaattctgca
AT1G21650 cccgagcagtctagcataeda ggatgaacaaaggcacacttagt
AT2G16750 ctacctcttggttcgttgggtct tcgaacctjgaccagaaatgggt
AT1G53110 gattccgagagtttgtcttgtcagtc gtatctgagattcgagcatttgtta
AT1G06700 gagataggeagatgtgtgagcca cgaaatccaaaatcattcagataaa
AT1G27770 gcgcgtttcctgagacccacapta taacagagadiggttgcaatccc
AT3G49470 agcttcaggttaagacgattttacg tttacttcttagtctcacgctcga
AT1G72380 caagctcataaggtttcadtttc gtatcgtttattgacagtacctaga
AT3G11830 accgcactgcaagcactttim ggttcttttgttgccttactcacta
AT1G05570 aatgatcgatcacttagaagge gctaaacttagcagagaaattcatc
AT4G14030 tctattccagttccttcaaagccaa gattcgatctggattctaaaaca
AT3G61450 tcgctcttaatcttggagagttgaa catcttctttatctttatttggcga
AT3G63140 gccgctaacaatttcctgtcggca aggttcggtctgaatcggattcaaa
AT1G57600 tccattgagcatcagaaacsh cacagataatgagcttcaaagcaat
AT4G00905 ggcatgaatcatccatagtttttc ccttctatagtcaatggtggtagca
AT5G18190 tttgcccaacctataaaccaacagqd taagaacgagaaaaaagccagcaal
AT1G71440 ggacatacctgcgaccatccanag tactgacgctgaaccaaacaacaag
AT3G53570 tgttgaaaccatttaaacccatgc gcattttcccctcaaacttgtcaaa
AT1G70410 gcaagcaaacag@aactgccat aaagcttgtcacactcttttgttcg
AT1G26190 cgggtatacctacataaacagtg caattggcagctcatatactaaacc
AT1G58320 caatgttccaccctttigtagt tgcaacggtgacaaaaacaacaaal
AT4G28780 taggtttacacattaggtttataga cacgttcttctacttatgtgataca
AT1G73960 catttatctccaacaagctctcagt taaaacctatcaaatcattaac
AT2G07050 tagaggtatigigtgtgcctaga tgdtagtcccctttgctigaggt
AT3G02070 gaagtgtcttatgagttetccga gagaatgttctgtttcatactcata
AT1G72320 tgtatggctgtatatgatcctgtga agttgggagttactgtgaatgca
AT3G24160 gatactgaacttccaggtgatct tttaagtcttactttggatattctg
AT3G07950 tgtaagtaacctaccaectica cgtgttctttgttttctcctggcta
AT5G14720 tgatgttaagagaacaagatgcg gagacattccgtatttaatttcatg
AT4G17330 tttcacttgcctgctaacaamat cagttatgtatttggtttacgtcca
AT3G01310 gacacagtataagcaaattaat tctcagatcctgactaaacagagag
AT1G33360 aaggttctgccttttcacttaacat tgatcatggtcctgtgcttcatttg
AT1G27150 aaggcttgttgtagagtcttaat cgtcttgcttagtatgatgataaac
AT2G39320 tatgggagaagtccatatgatcaac aaatcttcggatgagttttaagq
AT3G59890 gtgatcaaatcagacaagaacaa gaagadgaatccagtttagaaa
AT1G58060 caaacatatattcatgatygpa caactcggaaattttagtgcaacag
AT4G23380 tatccatctgcctgtttaaatt tatatctcactaagaccatgccaag
AT3G60920 tcaaaatacatgggaagcactac tggeaicaaaaggcacgcgtaaa
AT1G76730 tcacctacatttacacaacacaatg caattttgcggccaaatgtttgaag
AT1G18700 taaaatctttittcaacatocgh agttcttgtctccttcctgattaga
AT1G70740 tctaccatgaaacaccaacaaaca, acagpagaagatatgtaaatgagc
AT2G36390 catttgcgcttttragtattac tgatacctctctccggttctctcaa
AT5G41350 aacccattctcgcagtcatgiga tatgtttttgagatgtgggaaaggc
AT3G48000 gcaacattgcccctacaaaaacatt caagaactagctaggaaaatgagtc
AT1G19130 taactgcagagattcagaaanat caaaggaagacatagatagatgcaa
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AT4G19410 gatattaagcaacactgactttagg catggttgaagagaattagcaattg
AT2G36900 ttctgcaacaaaactcccaaacttg catagatcatccaaatttgcttgcg
AT2G29550 tgtgagtgaagtticaataatc ttgactcataatcgaagaacattgg
AT2G42040 cgtctcttcaatacaagghcca tagttgcaccattcaccgtttgtat
AT2G22870 atcagttttctttggctaaat tcttgctttcagataaacgttatta
AT1G17830 cctaaatccgcattaaaagticaag tcgaggccagaaaccaattgcaaat
AT2G41460 tacggttctgtctgaaatcttttaa catttagctgatgtttggaatctca
AT1G17760 ccttttgcctgctcacatgajta caacaaagccaagagaatgaagtt
AT3G58080 cagcaaacacttggttacaaacac¢ ccdtjaaagtcatagtcatatat
AT3G48120 tccgccatcg@tttactgagtca tcagagcttcagacagtttatatgg
AT1G42430 taacattccctttaccagaigt cagttttcgcgctgctagattctta
AT5G38070 tacaacgttgcaggcaagagaggg aacttgttcctttatgctctatttg
AT5G65440 tatgtactctctagtigtccaa tctggtttttgttctcacagccacc
AT3G26840 taccttctcgttgccctttcgang gatagttaatgcgagttaaagcctt
AT1G11930 caaagtgaagcctttgctaiagh tattgagttaahattgggtgtaa
AT5G47010 gatgaacaaggtatcacatttcag gtgaccatagcttttactctttttg
AT5G58370 cctgtctgagaactacttgyta taataacaaggtttatgaagtgc
AT5G18630 catatggtagaggtggtaatgcaac gaggctacgaaggagttaagal
AT2G47410 agcatcaggtttgtcttctctcceg catcttgctgttatccttgcttgcc
AT5G23690 ccaattcaggtaaatggagga gtctctttgttgcaccttattacta
AT1G18700 tctttcaccaccttgaactgagtgt gataatgcatgattaggaaactgat
AT5G60990 aatctggattgcaagttiggag caaagtaaacactagaagaaacta
AT4G30870 catttgatttcttggatagatgtca tcggaattacggagaataattgg
AT1G71720 gaaaacgtageaagagtttcatc ggctttactgttctgcgttttctca
AT5G19350 aaagcttactgatgtgatgat tgctgtgttcactgaatgtggttga
AT2G36390 ggctceccgtgtaggttacatgtt cgtdittgattgtatgtcatgca
AT5G49340 cttcctggtaataacctttgeca gaaggtttttctcatagttcacata
AT3G01310 gagaaatgtcctccctgcats taatgtgactcttcccaaggactac
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Tabla 4

Anédlisis bioinforméatico delas secuencias dadoras dlicing (5'SS) enA. thaliana.

En esta tabla, se indican los 50 eventosplieing significativamente mas afectados en la
mutante prmt5-5 con respecto a plantas salvajes, identificados medtdimig-arrays. El
“Locus” representa el gen afadb, y la “Secuencia Dadora d&plicing(5'SS)” representa la
secuencia correspondiente al intron afectadodi#o locus. En ésta, se muestran en
mayuscula los nucleétidos locaddos en el extremo 3’ del exén, y en mindscula, las bases
correspondientes al 5 del intrébn. A partir de estas secuencias, se realizé el analisis
bioinformético y se obtuvo el pictograma, descriptos en la Fig. 26.

Para mas detalle, ver Matedaly Métodos, “Analisis globatiling-arrays’, y “Analisis
bioinformético de las secuencias dadatassplicing”; y Resultados, “PRMT5 y splicing

alternativd'.

Locus Secue_ngia Dadora
del Splicing (5'SS)

AT5G42030 CTCqgtatac
AT1G71695 CTAgtaacc
AT4G39900 TTGgtagaa
AT5G58140 CCTgtatag
AT5G02160 CACgtaaac
AT2G17340 CAAgttcat
AT1G03160 GAGgtttat
AT1G78630 CCTgtaacg
AT1G76730 AAAgtttgc
AT4G27520 TCTotatat
AT2G21370 GCAgtgaga
AT1G69620 GGTgttagt
AT2G43430 AGGgtttaa
AT3G14660 AAAgtttat
AT3G48110 CAGattttt
AT5G04490 CGCgtaaaa
AT5G58870 CAGqtttgc
AT4G17150 ACAgtatac
AT4G01690 CCAgtgtgt
ATA4G25170 GCAgtaatc
AT3G53920 CCTatttgt
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AT1G29750 TTTgtaatc
AT1G13650 GAGqgtttgg
AT1G68190 AAGgtttga
AT1G17580 CTGgtgaag
AT2G35040 CTGgtttac
AT2G19950 CTGgtaacg
AT2G47410 GTAgtaatt
AT5G57960 GAGgttact
AT3G23700 TGGgtatat
AT1G31970 GTCgtaagc
AT3G54840 AAGattttt
AT2G28360 TCTgtaagt
AT1G09440 GGCgtaatt
AT3G19670 GAGgttttg
AT4G37300 CATqgttcgg
AT3G59300 GAGaqtttat
AT5G54440 AGGgttggt
AT3G19670 ATTgtactg
AT4G24750 GAGgttata
AT1G11060 CAGgttcgc
AT1G02205 CTTgtaact
AT2G43360 GGAgtaatt
AT1G68820 CTTgtaatc
AT3G01590 CAGqtttgg
AT5G25270 CCGgtctat
AT2G35630 ACGgtgact
AT1G07110 CTGgtattt
AT4G02700 TCCgtacgt
AT1G59750 AAGgtctca
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Tabla 5

Genes cuya actividad transcripcionaksta alterada en las mutantedarts.

Los genes cuyo nivel de expresidon se encagatmenos 1,5 veces, reprimido (Tabla 5A)
0 aumentado (Tabla 5B) en la mutadsat5 comparado con los niles observados en las
moscas salvajes, se listan a continuaciotoseesultados fueron obtenidos a partitilieg-
arrays Para mas detalle, ver Matedal y Métodos, “Analisis globaliling-arrays’; y

Resultados, “PRMT5 eDrosophila melanogastér

Locus: indica el gen afectado y el cédigo, cop@sde a la anotacion que se le ha dado en
el FlyBase una base de ti#s virtual sobrdrosophilaque posee informacion sobre sus genes

y Su genoma.

Nivel de Cambia este parametro es la relaciontrenla expresiorobtenida para la
mutante, y la expresion de las moscas sedvagl nivel de expresion esta dado por el
promedio de la intensidad de la sefal deslendas correspondiesita exones de un mismo

gen, y con el posterior calculle la media de las tresplicas biologicas realizadas.

Tabla 5A
Nivel de CG7629 0,17
Locus Cambio CG9701 0,17
(dart5/WT) CG10146 0,17
CG10794 0,02 CG9080 0,18
CG3972 0,03 CG6687 0,20
CG4740 0,03 CG10810 0,20
CG1367 0,03 CG9150 0,21
CG8175 0,05 CG14027 0,21
CG12763 0,08 CG1373 0,22
CG33926 0,09 CG8942 0,23
CG18372 0,10 CG14567 0,23
CG9681 0,10 CG4267 0,23
CG14745 0,10 CG3397 0,24
CG4757 0,11 CG6633 0,24
CG7900 0,14 CG32368 0,24
CG10816 0,15 CG33706 0,24
CG17322 0,16 CG6483 0,25
CG8511 0,16 CG5381 0,25
CG33109 0,17 CG7910 0,25
CG4269 0,17 CG31839 0,26
CG32475 0,26
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CG31414 0,26
CG3835 0,26
CG6188 0,26
CG7635 0,26
CG6781 0,27
CG34456 0,27
CG6730 0,27
CG11086 0,27
CG30050 0,28
CG7021 0,28
CG32191 0,28
CG4437 0,29
CG7923 0,29
CG10833 0,29
CG8112 0,29
CG3401 0,29
CG15678 0,29
CG10245 0,29
CG15505 0,29
CG1148 0,30
CG15825 0,30
CG6891 0,30
CG18473 0,30
CG13794 0,30
CG4099 0,31
CG16904 0,31
CG7695 0,31
CG1851 0,31
CG14275 0,32
CG10912 0,32
CG4409 0,33
CG6839 0,33
CG8588 0,34
CG1151 0,34
CG13947 0,35
CG8757 0,35
CG6361 0,36
CG30046 0,36
CG32573 0,36
CG6467 0,36
CG4408 0,36
CG2065 0,36
CG5849 0,37
CG3239 0,37
CG5527 0,37

CG6385 0,37
CG9954 0,38
CG33346 0,38
CG8303 0,38
CG6898 0,38
CG3505 0,39
CG8358 0,40
CG3987 0,41
CG8846 0,41
CG16989 0,42
CG9081 0,42
CG7285 0,42
CG3036 0,42
CG11822 0,42
CG6912 0,42
CG5955 0,43
CG16743 0,43
CGY%441 0,44
CG13071 0,44
CG5819 0,45
CG8913 0,45
CG7567 0,45
CG33119 0,46
CG11395 0,46
CG8654 0,46
CG9621 0,46
CG31198 0,46
CG3700 0,46
CG3984 0,46
CG17192 0,46
CG11654 0,46
CGr447 0,46
CG18550 0,47
CG2397 0,47
CG14642 0,47
CG1246 0,47
CG10242 0,47
CG9969 0,47
CG31028 0,47
CG9733 0,47
CG1844 0,48
CG6654 0,48
CG2346 0,48
CGY451 0,48
CG33120 0,48
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CG31628 0,48
CG5154 0,48
CG10512 0,49
CG4927 0,49
CG8345 0,49
CG5760 0,49
CG9248 0,49
CG16844 0,49
CG31324 0,49
CG5279 0,49
CG30026 0,49
CG6295 0,50
CG8399 0,50
CG4615 0,50
CG4753 0,50
CG10799 0,50
CG4486 0,50
CGo6701 0,50
CG3074 0,50
CG4670 0,50
CG3376 0,50
CG8843 0,51
CG13822 0,51
CG31077 0,51
CG7470 0,51
CG32395 0,51
CG9505 0,51
CG6822 0,51
CG3730 0,51
CG8468 0,51
CG7458 0,51
CG8196 0,52
CG15117 0,52
CG4795 0,52
CG8462 0,52
CG5195 0,52
CG33110 0,53
CG10341 0,53
CG9027 0,53
CG5397 0,53
CG6953 0,53
CG5002 0,53
CG14777 0,53
CG2812 0,53
CG11567 0,53

CG15506 0,53
CG8583 0,53
CG5277 0,53
CG3394 0,53
CG9631 0,53
CG11034 0,54
CG7016 0,54
CG2155 0,54
CG7289 0,54
CG31728 0,54
CG9717 0,54
CG10908 0,54
CG12292 0,54
CG4752 0,54
CG5458 0,54
CG9649 0,54
CG6692 0,54
CG8598 0,54
CG10540 0,54
CG3986 0,54
CG32687 0,54
CG12505 0,55
CG12374 0,55
CG14709 0,55
CG4428 0,55
CG31557 0,55
CG1842 0,55
CG11899 0,55
CG10645 0,55
CG8665 0,55
CGr227 0,56
CG7144 0,56
CG8586 0,56
CG3879 0,56
CG7872 0,56
CG15556 0,56
CG6602 0,56
CG6081 0,56
CG6494 0,56
CG2913 0,56
CG5520 0,56
CG31523 0,56
CG10307 0,56
CG31100 0,57
CG9538 0,57
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CG3821 0,57
CG13397 0,57
CG8095 0,57
CG32412 0,57
CG6518 0,57
CG11734 0,57
CG3365 0,57
CG8839 0,57
CG17795 0,57
CG7291 0,57
CG1673 0,57
CG8351 0,57
CG4288 0,57
CG5326 0,58
CG15211 0,58
CG5474 0,58
CG13283 0,58
CG18273 0,58
CG7780 0,58
CG4402 0,58
CG3246 0,58
CG12001 0,58
CG9127 0,58
CG3368 0,58
CG18106 0,58
CG5165 0,58
CG11127 0,59
CG4475 0,59
CG7068 0,59
CG2794 0,59
CG8193 0,59
CG6821 0,59
CG7816 0,59
CG31233 0,59
CGo6437 0,59
CG8370 0,59
CG11271 0,59
CG2930 0,59
CG3252 0,59
CGrr717 0,60
CG3829 0,60
CG1271 0,60
CG4114 0,60
CG33115 0,60
CG13077 0,60

CG31343 0,60
CG1925 0,60
CG3759 0,60
CG18616 0,60
CG11073 0,60
CG10687 0,61
CG1869 0,61
CG15695 0,61
CG11120 0,61
CG30344 0,61
CG31547 0,61
CG3413 0,61
CG16928 0,62
CG31956 0,62
CG3999 0,62
CG3173 0,62
CG7438 0,62
CG7074 0,62
CG9128 0,62
CG1966 0,62
CG10079 0,62
CG17657 0,62
CG5346 0,62
CG4199 0,62
CG11814 0,63
CG1l7111 0,63
CG7169 0,63
CGo6747 0,63
CG9485 0,63
CG31036 0,63
CG11471 0,64
CG31150 0,64
CG5080 0,64
CG3356 0,64
CG10082 0,64
CG18402 0,64
CG1886 0,64
CG31183 0,64
CG5191 0,64
CG6356 0,64
CG8439 0,64
CG4078 0,65
CG6863 0,65
CG6186 0,66
CG4931 0,66
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CG6975 0,66
CG3001 0,66
CG4792 0,66
CG13492 0,66
Tabla 5B
Nivel de
Locus Cambio
(dart5/WT)
CG4178 41,26
CG10241 22,93
CG7592 20,39
CG10363 13,33
CG2559 10,90
CG11853 9,20
CG16926 7,21
CG4105 6,51
CG8539 5,59
CG14456 5,35
CG11854 5,30
CG15818 5,21
CG9377 4,11
CG2759 3,95
CG14715 3,78
CG14343 3,70
CG31955 3,68
CG32444 3,65
CG2993 3,49
CG31941 3,40
CG6357 3,36
CG31783 3,32
CG32282 3,26
CG5999 2,92
CG10924 2,89
CG10541 2,86
CG11697 2,84
CG31465 2,81
CG10073 2,76
CG11909 2,76
CG8523 2,76
CG17527 2,74
CG14379 2,73
CG9914 2,67
CG12071 2,67
CG4268 2,63
CG8457 2,62

CG1347 0,67
CG32743 0,67
CG31009 0,67
CG11218 2,58
CGY481 2,57
CG16963 2,51
CG3819 2,51
CG4962 2,44
CG5156 2,43
CG3088 2,40
CG4373 2,39
CG9734 2,38
CG2381 2,31
CG10697 2,24
CG8639 2,23
CG8687 2,17
CG8859 2,14
CG2641 2,13
CG11144 2,12
CG14585 2,07
CG3996 2,04
CG8424 2,03
CG31367 2,02
CG6923 2,01
CG18302 2,01
CG11619 1,99
CG11023 1,99
CG9297 1,99
CG9057 1,98
CG1909 1,96
CG31999 1,92
CG3902 1,90
CG5889 1,87
cG8177 1,83
CG2604 1,83
CG2297 1,82
CG2818 1,80
CG3837 1,77
CG15894 1,75
CG1578 1,73
CG9587 1,73
CG1522 1,72
CG33097 1,71

157



APENDICE

CG6706 1,60
CG34405 1,59
CG3523 1,57

CG3940 1,70
CG8266 1,69
CG34404 1,68
CG2999 1,67
CG8779 1,65
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Tabla 6

Genes gue presentan diferencias en la retenci@e intrén entre los genotipos estudiados.

A continuacién se listan los genes y los reipes intrones, cuyo nivel en la sefial de
hibridacién es mayor en las moscas salsdlabla 6A) o mayan las mutantedart5 (Tabla
6B). Estos resultados fueron obtenidos a partirtilileg-arrays. Para mas detalle, ver
Materiales y Métodos, “Analisis globdiling-arrays’; y Resultados, “PRMT5 eBrosophila

melanogaster

El Locus representa el gen afebd, segun el codigo asignado effrlgBase una base de
datos virtual sobr®rosophilg que posee informacion sobre susggey su genoma. El intrén
retenido se indica a partir de la secuenciaat de las sondas que presentan aumento en la

sefal de hibridacion.

Tabla 6A: Retencion de intdn en moscas salvajesefial de hibridacion de Wdarts.

Locus Intron Alterado
Sonda 1 Sonda 2

Dmel CG31660 gattacatatgcaatgatdga tgattatttatgacacaacgcaait
Dmel CG10833 gtttathaaacttatctcgtgct ggcgettacccttatcaattgaa
Dmel CG4795| acgagaaaaacatgagaytg aactgcctcttaggtaagtcaatgc
Dmel CG3159 gctttggtgttaggggaogidit ataggtttttggacgtgcagggatd
Dmel CG8665 taaataagtcgctttaagaac tgttcctttatttcaatgcgctt
Dmel CG3835 gcagatgctgatattgigcgc cctggtgtccctgctatcagtgecga
Dmel CG5020 taagcggtgacctcgaadggea ttgagcccttttactaacgcgttcc
Dmel CG3036 gcaaatgttgcttacagadtc taaaattcgtctaacctctggtata
Dmel CG3743 tcggaggactgatagccayaaf gcgggcccggccctattaatctgta
Dmel CG18466 aattgaatgagattaceamtta ttagccaattttcactagcagcata
Dmel CG4244 tctttctggcgtgcgaatgacc ggtaatctgtaaacctagcaaaagt
Dmel CG3036 tgtgatatgataggtgacccaa ccaatgccttggattctattattaa
Dmel CG7635 ggcggaaacggtgtatactatag catattcatattcctaacatcccat
Dmel CG8591 gttttggtggcgacccacagay tgtaatcccgcttgattcaattcac
Dmel CG1851 gaattggattgaagt@attagta ttgaagataatgaaacaatcgggca
Dmel CG4894 catacaactccagctgomugaa tgcatttccgtaccacgacag
Dmel CG17998 tctcattazdgcttigaaatcacc cg@gttaattcgaattatgtatc
Dmel CG3469 | cgtgcgggcgcaacatggdag cacccataagttcctcatttaacga
Dmel CG31022| aaatgcatgcgagaagtaagga gatactcactgaccaaatttattat
Dmel CG4269 cctgtccctgaattcgattcga caattaacgaattcctcaactctcg
Dmel CG6772 attgatggcattcgcaatggic caataatctg#tagttttctaaa
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at

at

0C

Dmel CG31324| aaatctcccggcattagagica tcaattaatcaacgcggcggcta
Dmel CG9395 tactggtttttcctgtggetitc tggcggagatgacgatacactgc
Dmel CG17800| ggtggagagaatcaaaagt@aag tgaaatcaaatacaaaacttaaa
Dmel CG14616 tattaccgattatttcatéara ggtgaggtgactatccaatttctg

~
\

Dmel_CG4019

ccaatggtagggaacgaggttas

ata  ggcaggtaaggattagccd

lactgtt

Dmel CG14322

aaagttctctagaaagtasaatg

tatgtaatattaaaaaacggatcq

a

Dmel_CG16974

gtgttataatcaactatgctt

Ccccaataagctagtcactcaatas

na

Dmel_CG34365

cgtttacagttgtttgccgoc

acatttgttgtaagtccagtgagtg

Dmel CG31760

ctcttaacccattaagggg@eca

taaggtgtattttitaaatccatat

Tabla 6B: Retencion de intron en moscadarts. Sefial de hibridacion ddarts>WT.

ica

L Intron Alterado
ocus Sonda 1 Sonda 2
Dmel_CG8266| aagatacttaaaggccggaggg| Tttacacgagcagcacgaaggga
Dmel_CG1578 catagcgttagtaatcgatttagca gcccaatgaaagtgatagca

itagag

Dmel_CG33208

tatcattttgaaaacggattgc

gggcacgtaattgcacccgtcad

tt

jca

t

D

Dmel_CG11255 taccagtcaacattgcgdioea agtcttcttacacttttctatttgg
Dmel_CG4268 tattaatctcaattgaaigaac gatgggacggacaccacttaaag
Dmel_CG9163 gggtaatgctacaatateegt tagagtatgacactgttttgtgaac
Dmel_CG15899 gcggttcgttcgatggtticaga taacgaacggaaggtataattga
Dmel_CG1909 tgtttaaatctcaaadtgagc aagaatgttttcaatgttttaacaa
Dmel_CG8108 cttttattggagtcttgsagtc taacaccatittcattgatccgc

Dmel_CG40045

gaaaaagaatacaatgttcatagca

gtaatgggagttacataca

agtgac

g

Dmel_CG12020 tccttttctgttggaggittata tgatagtttctctgtttcttctgca
Dmel_CG1099 gacgaaaaagatgttgaftiaa aaatgaagtggtaacgggctgtgtc
Dmel_CG9086 gaagagattacacgattagtc taggtgttcacctaacgttggcan
Dmel_CG8177 ttttgtactccgctccacgaay gattataccatttaaattgaatt
Dmel_CG11798 cattgcgttttcgttggaact gacatttttdécacttatccttgc

Dmel_CG11853

taaaacaagaccttgccaatijaag cctagatagacacctacctctactt

Dmel_CG17698 gttctactcacaatathatcca caaatacccgtatacacgaagalcc
Dmel_CG18646 aagggttttcattcggtgcastg | tcgataacaccatcaccgactggcg
Dmel_CG6706 taaccaaagattatactagyc tacaaaacttccttactaccagtct
Dmel_CG14180 gaggcaccactgtagtctzagpy gagcgctttatccaaatgtgaacaa
Dmel_CG3540 gagaagagggttgatatttyy tgttgtaactgtgattagcgtac
Dmel_CG34405 ttctggtggatgttcagatgcag tcaacacctgagatattattaatca
Dmel_CG7199| acaaaagttgatgagaacggaaggc ttggttatagcttgagacgacgact
Dmel_CG9366 atagaggcgtcacaatcgggattgc cgaggatgaacttagtgggatacga
Dmel_CG2818 tatgtactgaccgaccatgag Ccaataacattgctaagagattccc
Dmel_CG9176 catcgttgtgagaacgttgaac ggccgatctgaaacagatatattta
Dmel _CG33518 atttgaggttagcaagazagag aatcttgttcagtgccatctatata

160



APENDICE

Dmel_CG1522 cattttgaatttatcgattca gagcggattgagtgatggaatattt
Dmel_CG10693 ttttgcattgcaaaataagtttg gggcgatcgggaactgattaacttt
Dmel_CG7535 tatgctttaaccacgtataaatg aaadtticatcacatgcaacat
Dmel_CG2818 tatttacgtcatccactgatigg tagctaaggattatatatagatatt
Dmel_CG15307 taatgtattgtgtgtacpgaacg ctgctcgaaggaccacaaacgtaaa
Dmel_CG15611 taagtacagctgagagéghgce agtaatgaccatccactttgtccag
Dmel_CG12071] cggaagggtaacagaatadggaa gttgctgtggtttcagttcatttgg
Dmel_CG41439 cgaccacacaagicagtatgga tatcgtattggacttgtcgttaagg

—

Dmel_CG8408 aatggatttcaattgggtcaaggt tgtacttttggatttggtaaaagga
Dmel_CG1086 ttatttgccatgttgtgtaattaaa cccgctccececgctgaattgticac
Dmel_CG3126 gagtggtgttagaaatggtraa taataagcgggattttaagtacga
Dmel_CG11473 gattgaaaaaaggtggaaampg ttgctctgtgcagtcctgctcccgd

Dmel_CG17761

gattagtttgcgaggcgaaggadctc

gggcaatccttgtagcgagtatatc

Dmel_CG34405

tagccgtaggatctcgaaagct

caattcaasaractgctgactat

Dmel_CG9412 gatttaattattggaatiamtig tctccttacttttactgtgatcaga
Dmel_CG8253 atgcccatgtccatgggcagga gcatcttgcatctatcgattagtaa
Dmel_CG4294 atagtagcatagagetcecgtt cacgccgttctggttgctgttgtgg
Dmel_CG32717 tacggttaccattacccattatc tctiittcgatccgctcgatacg
Dmel_CG8639 tttgcaggcccaccaacaatccgat gcccagcaccctgtgacttatgaag
Dmel_CG12746 gacgcctggcttgttaaatcca taatgactcggtttggttatctc
Dmel_CG4699 taaacatgacgaaattcgtip tcteegtttcgtecccgttcecgceat

Dmel_CG31203

tcgttttgtgtatccgtacaticg

gaataagcttgctagattctggtat

Dmel_CG11248

gctggtttgcatacgccaaaag

cacaaactcatcctaaaataaa

Dmel_CG9813 gattagagcctaagadttgca cacgccaacattgatgcgaatgcpa
Dmel_CG33472 gagtccattgcatttccaaaeca@ gcgtactataaccagaagttgacaa
Dmel_CG12295 cacccacttccggttacatitt ggattcttttgacgctggaaatttg
Dmel_CG6477| tgcgatggattacaaaaaggrati agtaggcgaagtccaaatgcacggc
Dmel_CG12090 tacgtaamaaccaaaggaaatga gccttaggtttgttggagtcg
Dmel_CG9734 ggaattaagtccatttacttcggte gcccgctgctttgcggctcttttat
Dmel_CG31973 agtaagaaaatcatagtggat gagaccctcgaaaatggcaacac
Dmel_CG10077 tcgaatttgaaaattgaatgtg catttagggccccacaaaggctacg
Dmel_CG4019 gagaagcgcttgaataaticac ttgaatttctttggtttcgagtgcc
Dmel_CG17510 caataggtacgcattctggtc tttataacaatcagaactaaaataa
Dmel_CG3707 ttagaaggttgtgcagttigga gatggattaagctatcgatctgaac

Dmel_CG32019

gtaagtcgtttcaagccattig

tagcattaaccgtggaatatgtcas

52

Dmel_CG15270

tagttgttdgygatagatcgatg

tactcgctttttgtgcggcaca

Dmel_CG8266 gtcttatcagtcgaaaaag@ac tctgggaact@maggtgtattc
Dmel_CG15096 gggtttagtcaaggcatteaat ctgacaaggatatcaggcaaggata
Dmel_CG2621 tcaattgaatctggcgcagta taacaatgadtcccttcacag
Dmel_CG9734 gttgaaaactgagcgcgg@thal agagtttggacagaggcgtagttca
Dmel_CG31772  gatccgatacgtactcgtagia tctcaatgatccctattaactaagg
Dmel_CG8421 agtaaaatatctaattgttgg aaatggttttcttatttgttgctaa
Dmel_CG11783 tgggtgcagacaagatitgdit gctcaccta@gaacgacttgaatct
Dmel_CG1522 tgtttttcggttttcgatatgg gaacagtttggtaaactttgaattg
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Dmel_CG11325

aagaccaccacattaggtggeg

ccaggttgtaaaatgctggtcgga

Dmel_CG30048

gagggctaaatatcactggtgt

tgggttaagtgagtagttccgtgta

a

Dmel_CG32490 taactatatccatgaatttgt caatgaggtaaagtataagaataca
Dmel_CG31814 ttcattagaaaagtacgatag tatgcaactcttgcaatgtggcaag
Dmel_CG32387 gaaatggttagctaactcapt tgtttagcttttgcgatgggtacgc
Dmel_CG9042 gagtgttgttcgctggttgctaa ttccttatcacagtaattagaaaag
Dmel_CG6866 aatttcggcgagagtgtcaactgga cgctattcgtcggtgatgtatcgat
Dmel_CG8034 caatcgtgtgttagaaattmica tgaatatttctactcccggatgacd
Dmel_CG5125 tgtttgaagccctgtgaggata cattttatgatagacccaattccca
Dmel_CG17927 tagaattttcatgcagghactt gattatcattetatatgtgacca
Dmel_CG10384 aaaagtgcggcctacttaaga tttgatggtagtaaaagtataaccg
Dmel_CG18076 attagaagttcttcaaaygiga gatatggatgattttggaggatttg
Dmel_CG8604 tttgcagatgatgtaattatataac tattgagttcagttctttattggca
Dmel_CG7971 aagaaaaagtatgtgcctcdat¢a tctggttccccccttcattaagtgg
Dmel_CG32387 atgtggtggcaagaggtsaa ttttgcccactaatatttacagctt
Dmel_CG8166 tgcatttccctcaaaggcttagg cttttgatttctaaactgcctgtgc
Dmel_CG33217 ggtttgttactttctggdacaa ggtttgttactttctggaactacaa
Dmel_CG17364  gtgtcagccagttgaatcgadot | gaaagatctagagtttagagataga
Dmel_CG13506 cgtatcctcgcacatattcagtt ccattttcccacgatctttatct
Dmel_CG11848 atctacactagcctgtdaaaa catacatgaaagagtatgaatttac
Dmel_CG5748 aataatcatcgagtcggenayg caagaaattctactcaatgttgata
Dmel_CG17077 aacattdagtattgtaatacaac aaaeawaaagtgcggactgta
Dmel_CG8002 gaaatctcgattagcggectta caagatttaagtcaaattatgtaca
Dmel_CG4128 aaattggattagtgaggtigca agagaaataagcgtaatgaggtttg
Dmel_CG11661 tttgcaaaaagtctgcgggieta) ttttgcatcatgtggaattccagga
Dmel_CG6695| gagagagtggtaaagiacagcc gggcctgtattgtaattgtaat
Dmel_CG1049 taagtagtcaagagttaggatgcpa gttgaatagcccaactaatcgggaa
Dmel_CG2040| gcgggaaataagaacactgggaaaagtccagtgagtgaaggtcaaagg
Dmel_CG4128 cgcaatttaaatcaaagtcgaacgc ggttctgtgtttggactaacgcgat
Dmel_CG3164 ggtgttaagcaggttattaggt gttatcaaattcttcctctcgggct
Dmel_CG6584 gccatttcgtgggattaattggata gatggatccgccttcgatggqggtcg
Dmel_CG9181 aatcaaatgttctaattagigg aaacgccgaccgctggtcgcgcata
Dmel_CG10691 tgcgtgtttttatccceteftc acgcagttagctcggctcgctcata
Dmel_CG32018 catcatttggaagttatapaa tcagacagaaatatactccagagta
Dmel_CG10693 tgttgtttatccataccagta tacacaccgaatctgatttaccgag
Dmel_CG1544 ttcccatacctcccgaaatcgtc ccggctgcegtgtatttgtcttgtga
Dmel_CG10353 ttagtcggaagtactggcact gcatgacaacgggtgcgattttcga
Dmel_CG8532 ttgctgccgctaaagtigttge tttcgcgaatgaaacattgaaata
Dmel_CG2086 ctgattcatgccgtaatgicha taattgtgaagttactaagcctgce
Dmel_CG3191 tacgggtatgtatgtiftfaaca ggaaagggaatcttttctcccaata
Dmel_CG13503 tagctgaattcattttagefcc gctggattactagggtgttactgaa
Dmel_CG1056 tcacctttgtscagattggcaag gagedtatataaaactcataga
Dmel_CG10537 acgatacgataacgastiadt cgctcaatggeytcggtggtttg
Dmel_CG34405 ctctagcattctccggcgeitac gatatttgggagttactaatcctat
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Dmel_CG18646 aagaatgtgagtttcozgeitc gattcggatgccacagtgtccaata
Dmel_CG2534 taacacataattaaaggogdd cctttagtccacagcttcacattat
Dmel_CG3625 aagagcatttgacgtgtgtgagata gagtgaactttaaaccacggtgcgt
Dmel_CG9473 ccaggatcagtgttggggeigc caatctcttacagcatctaacacaga
Dmel_CG32019 tgaaaacctccttgcgaageit aactgtatgcaatcatcctaaccta
Dmel_CG10537 tggaatgaagatcaggadtcg cgccgcattatgcgatctttacc
Dmel_CG9057 cattaacgagggaagcaagcaattg gttacgggttataaacaagicattg
Dmel_CG4829 gaaaagtgctctaaaagtgtctapa catacttttgtgaatagaactcgat
Dmel_CG10693 cagagatcaggccactcaagta tctaaattatgtctaacccatag
Dmel_CG5695| cacaggaatcgcaagaacaattagc ggtgttagtaatttagttagtatga
Dmel_CG32809 aacacacaattaggcggtaa@ac cgttttctctccaggcacttcggat
Dmel_CG9936 gacatcgtgttagtgaaagctg ggtttttgggtcgtcactttcactc
Dmel_CG33208 aaagaagaagtattgattéenat| taatatagcattattgatccccgga
Dmel_CG9907 ggtatttggtttagggaztta gctaagcacattccagctagaaata
Dmel_CG6859 gatgagtggaggacgcetegtt caccctaogpcacaggtgaacttt
Dmel_CG6238 aaatgaaaataagttgtcgtitg tcccaggatatcaatagtgtggcect
Dmel_CG1830 ctaactgatcttgattgogata catcatgtaattcactaaccaa
Dmel_CG17212  caaagtagggatcgtgtattaca| taaattgcggtttccagctgactga
Dmel_CG5958 tagtttttcctaatccactigg cttgcccgatcatttgggttagaag
Dmel_CG4019 tctgtgtctatatasgegtaa accaactttctgtttcactgtgtta
Dmel_CG8779 tataatctttcttagsatgtc cataacccctaaatttgacagc
Dmel_CG32046 gcaaagcggttagaggaaaaiy¢g cgaaactccgaacgactaticaaaa
Dmel_CG9990| tggcatgcaccacgtggctaar ccatctgtttgtggttttgaactgg
Dmel_CG7007 tatttcgcggcttgagiciga tccgtcgcgagtgctattttcttga
Dmel_CG3725 ggaagagtgtggtcgtamatt ggtgggtttctttgtgctgctgcac
Dmel_CG32698 taagatcgatcttctaatttac tcactcatttcatcgctcttctg
Dmel_CG10693 gtaagtcacgcagctggtag tactttagcgaacttactaaatgcg
Dmel_CG34405 tcaaaacaacaccgactcatta gttactgitccaactactaaac
Dmel_CG9057 cacattacgatgaaaagdmit cacccggaggaggtcttattttcat
Dmel_CG4999 ttgcgcgcgctcaatcasagig gtgctcttctgtccgcetctaccaaa
Dmel_CG1522 tcgaaaaattacttccctgtg tgatttttgattgagcttgttggac
Dmel_CG15015 aacgaaatatttgaagaagtigg taatgtatgtgggtgaaagatatat
Dmel_CG9932 aaataagtcaacaattaget ggcggctcgcttcggtttttcaatg
Dmel_CG1770 caggttagttactcattaitat aaaaccatgggctaatgaacttgac
Dmel_CG2999 tttgatttgggtttttagattcc caacagaaaactaggacggtgaga
Dmel_CG7149 tacagatcgcaatttgaaagattca cccattgcgataatcacttcag
Dmel_CG8176 atttttcatttacatcgiatgg catccata@cactgctcatccaa
Dmel_CG9042| gaaagttatcgggaacg@yea gtttgatataataactatgcatctg
Dmel_CG2146 acagcaattgactaaeeetcga acacacgacctactaatttcgccta
Dmel_CG2165 gcattccaattgttgcctttgtp totttcactgtttctaataatacga
Dmel_CG5594 ggtccatatccgaagcgazdc catactcctcatggtgacattttca
Dmel_CG6671 caattgccagttagtctaitgt caaattgcataaggatcttagtaat
Dmel_CG9795 tgtgtgccaaattccgctgagc gcttaacaatacttaactatccgta

Dmel_CG16932

gotttctcgatcaatagtjata

tacagaaatgmtgaaactgaaac
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Dmel_CG17759

tgtgtgcagtttactatcagag

{caaactaactacgccttcttttct

aca

[}

Cc

Dmel_CG1871 ggaacattaatgttattgomzy tagtgtgcgtttcattacattacgt
Dmel_CG3620| gtactgaacgaaacacggeca ccaaaatccaactgccgcttcaapa
Dmel_CG11148 aagttctatactgttgtttzec tgtgctcatatgtgtaggagtaaaa
Dmel_CG33513 aggcccggtgctcattttgama cggatgcaagcatgcagagcacaca
Dmel_CG1318| taaggcaatggttcaggzeggc atgttttccgttgactctatgagta
Dmel_CG8233 taattagtgtttaataccgacaaga tgatatgatgcctttagtttaa
Dmel_CG5215| caatggagaaaatgtgacaaagacg tcagactgcaggaggctggacttgt
Dmel_CG34240 caaaaatgtcgtagtattadtg cctaaccgctctatttgattgaaat
Dmel_CG5455 gagtgagcgtgctttgtcgozan cgtcaaggtgccgttccagtcggt
Dmel _CG32387] gggatcagccaaggaiigatcc ttcggcttctcctttcacatactaa
Dmel_CG15078 tatgagtgttgattttcgtact ggagttgcgtgttaggtgaaataal
Dmel_CG33092 aaatattgaaacta#ityacaa cacatattttctaacattcaatct
Dmel_CG9042 ccatcgccagatgcacttaaata)  ttttaatctaaaccttgcgcccttg
Dmel_CG1333 aagattccgggtatttccatiegc ctgacttcctcatctgcatcttgta
Dmel_CG11066 caaatcaaatcagggatagtcaat tcgaaatttgtgtccacagttaat
Dmel_CG5237 gttttggcatcaaagcccagey ccggatcgaggatcttgctgagcea
Dmel_CG15817 gccgttctagacacctgdgta aaaatactaataatcctgttccttg
Dmel_CG8877 tagacaaagtacatcgdgtat gattttagaatggtaatttttgaag

Dmel_CG10737

tctccgtcagctttteattttc

CCaatacccaattaatttatiga

Dmel_CG18076

ttgttttgggaggggcggtgyt

tttgattcgatgagatgccttaata

Dmel_CG8604 tttgaaactaacaactaagtaacta cataaataccgactaatggcaaatc
Dmel_CG9425 ccggagtttacaagagadtat gcaatcattacccttttccaacttt
Dmel_CG31149 tggaccacagtgagtataaty aacagctgcccatttgactatgtga
Dmel_CG10209 attagcaatcccacattcgaat gaatcggacgattcgtaatttttgg
Dmel_CG1799 cgttatceatctcatgtcattgc tcegattcccgacaatcccgaaa
Dmel_CG7047 aattcgttagaacacggtigaa tcatagctggctaggtctgagacca
Dmel_CG32018 attaaatcaaacattcaaggtc atattttcactcitaacattaatg
Dmel_CG17927 tatacaaeatitaatacactagc tatggattattaacgtgtgaat
Dmel_CG9291 taatagttaaagaaacduzt ggctgtgcctttggtggagccaaac
Dmel_CG5670 tcactaacctcaaccitiagga accaccacaaacgtttgcacgttta
Dmel_CG7293 ttgctcattagctcaagtggutg tgcgtcaggagggaattattgattt

Dmel_CG30165

tgttatggagtatcagtccgtaggt

ggagaaagaggacttgatc

Dmel_CG32423

cacaggtgggttaaatagcattc

cg tggaagcccattcagatatgttatg

Ctttta

Dmel_CG11098 ttggacctccggcacaggbeit cataatta#itgcgtttgtctgg
Dmel_CG32387 ttggaggagcgtggaaaaatga| ccagtggatagcatcgatttgcga
Dmel_CG4128 tgaaaaatmataacaaccacaca tagfttaagctatagcgttttaa
Dmel_CG9042 gaatgtttaacattcccceomaa ttccatccattacaaattagtttcc
Dmel_CG4481 aaatgaatactggcttadaggg tccaagcattgattctaatccacge
Dmel_CG5444 atccaaccacgatgtcaccctg gactihaaatgtgatgagatgasd
Dmel_CG10023 taaaaaggatttgttaciggct gattgctgtcatctaatcctacggg
Dmel_CG17603 ttattatcctticgtgtttgtg gagtacgctctttctaatgcgtgtt
Dmel_CG11051 taattataaagcaattzdaaa gtattttccadagtatttacgaa

Dmel_CG1517

tagtatgttgaatatgteptcc

aatataagactttccctttcggceag
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Dmel_CG7971 gcctttaaggataagtetttt acataagctattaaaagcgtggtac
Dmel_CG32464 cagtcgacactgttgactttn agaagatgtttgtattccacctgacg
Dmel_CG17762  gaacattaagatcgacagegca  ttgtattctgcagacttgttggtat
Dmel_CG3028 ggatatgttaactatatgttaa tacatttttctgactcatccgatat
Dmel_CG13320 caaatttgtctggaatgtgtgt aactcgtatcctcctttaccatttc
Dmel_CG1522 cacgattcagatatcagpigaat gaaatcaggatttccggttttgact
Dmel_CG9065 gataagaattttgttgttagtg catgggatgcaaaaggtgcacactc
Dmel_CG9499 taattagctatgtctcttacat caaattacgggattatagaagctat
Dmel_CG33203 cagagggttaatgacdaigtg ccagccaaaggtacagttataga
Dmel_CG2467 cgatttaggttgtgcgcatgtia tgagaagtaattgggattcgattc
Dmel_CG11352 gataagaggttattattcadgga| cttaagcgtaaggatggaattca
Dmel_CG4533 gctttgatcaagaaacgagéega tcttcactgttcataaattccgeg
Dmel_CG4596 aaagccccatitatgttctaa atgtttttgtggttataaggattat
Dmel_CG6588 gaaaatctatactgtgcmgca cgaggaaatgctgtttgtcgtcgg

O

Dmel_CG15441

tgcaacacagaggtcataatcaag aagatggaagttgccctcatcccts

0

Dmel_CG17193

aaatctgggtaaatcaaagcag

ttacatgggccatatggctaaggg

)

Dmel_CG2671

tgtacagatataajgycccgtg

gtagatacgtacaaaacagcaaatt

Dmel_CG33141 taattattgcaacatatacata tatagtacagggtacagggcggacc
Dmel_CG18319 tctaaaaaccattgttitigia tggttaacttcactccgatctcgtt
Dmel_CG8002 taaatatigtaacatcttgcat tagttitcaaattcgtgggacacg
Dmel_CG8390 tacccaaaggagttgtgtacit cggctaattacggttaagaattgta
Dmel_CG2818 tgagtccttgaattaattgaaa gctatcattaactttgtactccatt
Dmel_CG6236| gcaaatatcggaccagacamptg ttcgcattattgctgcacatacaga
Dmel_CG34313 gttcaacccgcggagiaetaca cactgaacatacagtttccaca
Dmel_CG8095 aaagaacctcttgttcgcaaatgg ttttacatcacadatatacagtg
Dmel_CG1553 caaataaacatagatgtaagfacg ctagtttttctgtttcggctataca
Dmel_CG9572 cgtattcgtagtcttapraccag gtgcatcacctcaccgcctgtgcct
Dmel_CG2999 taacaaagtmttaacaagatat gcaggattactttaagtttcactta
Dmel_CG7720 gaagaaacagtttgattgtt gcgatagtagttggcttccgttttc
Dmel_CG9911 catatgtacgattgtagtdgt ccaaatcgccttgcctaaatataag
Dmel_CG1643 ggaaccaacagtttgtgtaccctag tacacaaactggtatggcgatttct
Dmel_CG16833 aatgcctttttgttaattgtge gttccccatjgtaaataaccgcec
Dmel_CG5794 aaatgtaggaaactttgaacg gaatggtttigattgattaaaag
Dmel_CG34405 attgacaagtgcctatioeacc gattgcctgacactaatgcgtacat
Dmel_CG1513 gggtaatgcaaattgagctttcgga gcttgaccctggctcgatga¢cagt
Dmel_CG32490 tgtgaccaggttgttttgggca tactaatttcttctacttccccgac
Dmel_CG11284 gagatctgagatcattgatt tatttggcgaattctaatgtcgatg
Dmel_CG34403 tagattgtcgggttagcagtt tacggaatgmatacttggcactc
Dmel_CG32000 gaacgcatcacattgccttat atctatttacgaattttcagagtgt
Dmel_CG1903 tttttgcagcaagttgttttggata catgttcatgtatccgtgctcttiga
Dmel_CG3902 gataacgataaggtttegaa gaaaacgaagctagggggtataatc
Dmel_CG3606 tgttatccacttttagtagct ccatactgcattaaaaccaaaatca
Dmel_CG11051] taaaatgctcaaagtccayzpc gcaggacctattttcagagataaac
Dmel_CG9565 caaatgaagtagctacaytd gattattagatacacgttggtagg¢e
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Dmel_CG10155

aatgaatcaggtttagtcadaat

tagttggggctcagccatgaggat

—

Dmel_CG9578 ttggtatagcccagttcag@tc acactcaatgtaatcccgtcctgca
Dmel_CG9009 catataagaaagcttttaaegt aaaggtctttataatctagtaata¢
Dmel_CG8408| accgagacgaggtgtazacgc gaggccacttaacaccttacagglg
Dmel_CG33543 aagtatgttaagtgcacttuzgn tattgataagtatgccaataaattq
Dmel_CG6292 taggaattaacgactctagga gcgatctctaggagggattacacca
Dmel_CG34356 ctgcacacactttggqttity tataatgccgagtaataagcttttg
Dmel_CG8440 catatgattatacagaagttcg catattgaatgtctaccttttccat
Dmel_CG5473 gagattatgtatgtcgcatta gaactgcgtaacaactaaacactaa
Dmel_CG33547 tggttggttgttgtaattttg acgaacgaacgcaaaatggaaacca
Dmel_CG8085| atggaatggaaaaaataacacacaatctctccgegttcctatggttgagt
Dmel_CG12085  attgggaagagggattagtgt ttttttcaatattagatactgcata
Dmel_CG7583 ttttacgcaatctgaggcgccg tgaatgtgatcgcaactaatgaatg
Dmel_CG32296 agaaaaatcatatttcggagacq gatccttcaagagcggcacacaact
Dmel_CG6498 taaagttccaaatcgdtgggc tgagaacttagagctgggaagcgcc
Dmel_CG18646 taagtttcaaactggca&gte tccaacctcagacaaaaaataagac
Dmel_CG16704 tttttagcacaacacagcgagac tgatcgctttctccgttattactta
Dmel_CG10289 gcgacgacgcgtaaciaeajtt atcagcacggaagtcaacctac

Dmel_CG10693

tataaaaactataattadatcc

tggcacctctcaatcaatctaaatg

)
ta

9

jgattt

|

)

cag

ja

1

Dmel_CG6174 cattaaatgcgggtagctttgtg taaaataagctgacgcaactaac
Dmel_CG1507 tcatctgattagaatttagca aaattcacaaccatggaacgtta
Dmel_CG5723 tattcggcatagattemgacga acaatattticftgactataaa
Dmel_CG2252| cgcggcgtggagagagggaatggaa gccctgacattgagtcactg
Dmel_CG31973 ttgggaacacattttggaaiga gcctccatttgtatttctagcagag
Dmel_CG13778 ttttaccgctcgcattcatteg tcagaatemaactattagcaact
Dmel_CG11328 ggtottttctaattaaggmaata aatttatcattaatctttgaaaagg
Dmel_CG2252 tttcaaaccaatagagcgdgg tagttacaaacttacaatatggct
Dmel_CG7555 gcacttgtagtctcaaacgttg tgaataaaataatcgatccaccasa
Dmel_CG33013 ggctccgtgcttttacttihgg ggttggctgdrgtgatgttaaca
Dmel_CG31771 tgtatcggtttaaccattitc catacacaceaaggcatagaggcs
Dmel_CG11348 ccgaaaattaccgaatcacaac gtgtgtgtacactcttccgttgtt
Dmel_CG5627 gaatcgatcccaccacgetiy tacgaattcgttttcggatccatag
Dmel _CG1511 taataaaatccgttcaaatgt taatcacatatgcttatacaaag
Dmel_CG4894 taaaagtcattggtaaaggygta ccctgacgttccaaatcatttccad
Dmel_CG9317 taattatttcatcagttattha aatgggctgacttgattgccttag
Dmel_CG11155 aatttattgttgcttcaaacct taagagatimtactttgtaaca
Dmel_CG1965 agagggaccaagtccgatttgtgac ttaacctttgctcactcctctg
Dmel_CG14372 tgttggaattaaaaacgacgtc gtccattatttattgaccccaaca
Dmel_CG1848 tcaataattagcaaagicita tgcttttaattcaactcaggcacat
Dmel_CG1715 ggttaatcggtgtcaagtctiag cgcttcgatctgtttatttcggcect
Dmel_CG17816 tataaatggtagttctopgttt gtttattgaagagtttggtttttga
Dmel_CG6703 tcaattagcgcgtgaacasay tttgggcgtaatgggatgaggaag
Dmel_CG11023 aatatattgatgtctttagcca aacgttgtggtgcttgcgctttaag
Dmel_CG4700 taagcccaccgactttcggagcgat tttactttttatcccgcgcgcegceag
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Dmel_CG9834| cagagggcagaaaaag accgtgaggcaataaggaaaccccatcaaa]tc
Dmel_CG10076 aacagcacgtaaaaccgtaatgc tgactgaatgcgttctcctctcttt
Dmel_CG5554| cgaaagggtggctctgagtagtcece tcggcagctgtgttaaacatatgtt
Dmel_CG10975 tatttctgcccataaagatggaa tctgaittttcgatcttttcag
Dmel_CG34405 caacagttttaactccgaggagqg taatgttatgccatctctgacgcaa
Dmel_CG2086 gaattcagaattagatcgttgtt cagedrtacacggaatggttctt
Dmel_CG11473  tgcagtagtagaggcqttamt tcgtcttacttaactcagtctcgcet
Dmel_CG2082 gttggttggttgttaggttaaca aatggcccagtaaagctggcgcgga
Dmel_CG7524 taatattaagatgcttggctc aattaaattgtaatggatgcagggc
Dmel_CG11111 acatttttcatctgcggcctgga tcctttgcgctttggaccttactct
Dmel_CG4898 aatttgctaccccttggtttgggca ggttctttcgaccatcgaacgtttg
Dmel_CG8400 tattggttaattgactcaggcg tccagatccagcaggatccagtaga
Dmel_CG7875 tgtttataaattcaaggatact cagttccttaatgtgcacggattag
Dmel_CG32019 tgcaaatgaattagtgigaaa aattaatedtaacatttgcgtc
Dmel_CG12253 gactcgcgaatttgtatghtca tgaaaac@atttgttactaaat
Dmel_CG8727 gataacgcaaggagaaaagitaa gaatctcacactttcgcatggccac
Dmel_CG5945 tgcactatgaagaacgatgct ttaatgcacattctaacgcttgtga
Dmel_CG8201 gcgtaagtcccactttggtapc aagtacccattttaatgtacgataa
Dmel_CG1506 gtaatcaaggcggacguihat ccaacttatctgtagtggttaggca
Dmel_CG12071 tattgcacatagtgtgtéta gcttttctctggactttctcatgtt
Dmel_CG1976 gcgtccgattgatttcctzmcag caaagcgcgtccacattaatattga
Dmel_CG11883 gagtcgtggcttttcattegaa cgttttcaa@actattaccccat
Dmel_CG3525 catttaagtttacagaatig@za catatacgtatgttgtctcgttacc
Dmel_CG13363 gggatttcgattaatatggeh caccacagaggcgagtaaccatgct
Dmel_CG1695 gtgagtgtgctcatcccgatadg tttctttgtcatccccgaatcgcag
Dmel_CG1522 cgattcgatccagaaaccgit tggaaagacaacaacgacatgtaga
Dmel_CG34405 attggcctatgctcctgggtca cataactgt@gtgtatatatata

Dmel_CG18815

gtaagtggggtcatcdtcaaa

actgcaaacaecttacctaagta

Dmel_CG7535

tttaaactcaacagcttatggtt

actttcatgtcaaacggcgtcgcaa

Dmel_CG32387

aagatcaggcgaaacgggttag

gattcgaaggactcgagttcctcat

Dmel_CG11111

cgtagttgcccgctaagaagged

ttaaattcgtattgccaactaactg

Dmel_CG17759 tgctgccagttctgtgjtitcag ctaataaaacaacgatctcttggta
Dmel_CG4532 catgaaatttatcaaaaggt tgtttgtgttgccattttcagcagt
Dmel_CG6775 ttcacacataattctcttcggga cttccttccacttctaactctaata
Dmel_CG2999 aatacaeaictattaaaattagg acadtgtgctctgctaagaa
Dmel_CG7892| cagcgctgaagagtgaaanty aactcttccctcttcgaatcgatca
Dmel_CG6634 tgtggtactgagatactesgrg cagctatgeatttcaatcgactt
Dmel_CG32484 aacccccttttgacttatgtggatc cgtaatccgattatcagtcttgtgt
Dmel_CG2505| ggccaagagtgcatggtcaatgtcg gtcagtctgtctactattatcgecg
Dmel_CG8325 tatattagttctttcgacagat gatagtgagatatgaataagtcaga
Dmel_CG32335 tggaaagctttatttgadgtay ttttatcagctattccacgcgggag
Dmel_CG1862| tgaaaaagatgtaccaaaaaaggaa

Dmel_CG10541

catggtggagtcatggcasca

gaaaccccaacatgtgtgattgaca

Dmel_CG17248

aaaatgatgcaagaattagtagggc
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at

Dmel_CG8770 gcttatattaattaccaatmac gtattcattacacccacccaattaft
Dmel_CG17686 gtcgattagttagcgaagacgg ctcgccaggctaccctagacaag
Dmel_CG3664 ttataatggagacggaaacga tacacttttagatgtcccacaga
Dmel_CG16926 tgcaaaattgatgcgtajciac gatcgagatcgtggatcgtcatgt

L]

Dmel_CG13654

ttaattgacattgcagcggdacg

cattgtgtttagactgcatatgcat

na

1S %

|

1S4

\at

na

Dmel _CG7875| atacaaagtgtacggaaccagag gagcaactgbecctacaccaccc
Dmel_CG2519 cgtttaccgtttcatgedttgg aacgacgctgtctcgtgaccgcas
Dmel_CG33547  tgcatcagatggtggcagggt tggccattttgttgggtggttcgtt
Dmel_CG8884 cactttgattggtaaccaaattaca cgtcagtggagtgaaacttatcgcs
Dmel_CG5098 accgtcgagatcaagctgetag| atactggccaatccgttttaactas
Dmel_CG34408 gagctcttgaactcattitttg tgtattattaattgcccacctttt
Dmel_CG2910 taaaaacgatctgaattygat tgcatttcgcccgtactttcacaag
Dmel_CG8739 ttttagctcactgcaccagetat cagttagacacagcactatgttgta
Dmel_CG7555 tctgtattccctagggtgeécg gaattttagatgtgtagacgtctag
Dmel_CG34126 ttttggtgcgacatttttttth gcacgatatgtctaaccccttc
Dmel _CG7611 cttagcagacttgatgcaaagc tcacctaactccaatagagcacs
Dmel_CG5247 gggttttaatgtgcgaatgyitc taaatatatagcaatccgtacact
Dmel_CG1522 tacgatagttaaatgcatgaa gaagtggcttcatcgttaaaatas
Dmel_CG9163 ggccatcgggttacccacaty accttagacagggagaagtttct
Dmel_CG17058 gacacttatggacacatc¢esap gttcctaacagttgcacagtgtgta

|

Dmel_CG32464

caccaactggttttgtggtaag

tcccttttggatccctttgccagat

Dmel_CG8739

aatgtgttagtattgagaaagc

tactagtcagagtttactaatatgg

Dmel_CG33514

taaggattttgacgccagctaac

tatcaatgcaattctgtcaattcag

|

Dmel_CG12072 tcaaacgadfytcacacgctca cgttgttttcaccaggcattttc
Dmel_CG6214 tatgtccgatacaaatcgcga cacgcttttgcctagaaaatcaat
Dmel_CG8421 taagtgttagccatagdataa gaaaacaatticfaattcagat

Dmel_CG32169

tgcaattttaaactttgcggga

cgagggagaggtttgcgctttaad

—+

Dmel_CG33130

tacgaaaagtcacaaaaa@agq

\a gataaatgcgatgcggtgcaaag

Dmel_CG4086

gaacagacactcaaggttagmt

gattacttgaccctggttaacttag

Dmel_CG8996

gattatgtaagattatctatac

ccaccctaatgtgagacttcttgge

L\

Dmel_CG32387

ccgaatgggaattggtaagttct

cctttctccggeatattttctcat

Dmel_CG16899

tatgtcttccagaagcacaagac

ga gacgatcagtctacataat

ftactt

Dmel_CG4532

ctttatattccaccgcccagge

ggagaatatattgactaacattac

C

Dmel_CG33275

aactgtgctacttcttgtgccc

tatccaatatgtgtaaatatcccc

.
s

Dmel_CG10693

tctactgttaccaataagcga

actcctatttatgtctctgtgtg

a

[

1S4

Dmel_CG8929| caactaccagcaagcaactgrata gcttaccttttacctctcaaccttg
Dmel_CG4376 ttttatttcaggagggtimtio aagtgtatcgtggtgaagtttagtc
Dmel_CG4894 gaaagaatccctccaaaatgct| cccaatcgaatattggcaataaat
Dmel_CG1200| taagaagcaatctggcgatyy agttcagtttcatcagtaaagccc
Dmel_CG9163 gaatactcaaacgattgtyzg tctctatgcgacatcacctgcetct
Dmel_CG33995 cataccgacctactcagaatat cagtgactcatcgatttctgcattt
Dmel_CG4662 aaagcgttaacaagtoghgcitg gattaatctcttccaacatcctcga
Dmel_CG9765 cgagaaatthcataaacttgga ttitciettaagagatttctggg
Dmel_CG33208 gcagtgtttgtaggcdttggg cgtgcaaagcgagaacgggagattc
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Dmel_CG34363

tccaccaagtttggcgategtta

tgtgtgggtgtaataggaataatag

)

[

a

tC

tta

ctcac

g

D

aca

c

agaa

Dmel_CG32031 tctgctctgcttctggttagaa tacttgaacgtctgaaattttcac
Dmel_CG1522 tagtaagccaactggitacca gtttaaggggctgaataaatggtt
Dmel_CG11943 ttctccttgattttggttgca gcattccacatttggctgatccatt
Dmel_CG31149 gccttctttogtaagtttacgta ttatgttctgtgctcttgctctc
Dmel_CG18375 caaatgggcgatggtacgoy tgttgcgactttaattttctgccag
Dmel_CG18250 ttttgggttagtcacagcugpsy accgaaacaaatatggcgaattg
Dmel_CG31092 gatcaagatcatggaagtaat tgtgagatggaataattcattcttt
Dmel _CG34231] cagagatggcttcaaaaagtatg caagatcttttttatatagtgttcc
Dmel_CG14741 tagtttgctttacactcggega gaatgtgaatigggacatgcagc
Dmel_CG6123 caccgattcctgatatdtgaa tgttctcagtitgattcaatgga
Dmel_CG31211 tgggcggcagggttaactgac tgcaggctiygattaaacattccc
Dmel_CG4952 aaccttatttgaaaactcgigta taaattatcttgtagattacaatgc
Dmel_CG1976| ccaaaacaaaacagccgappe caactttgcgggaattccectgcta
Dmel_CG11199 caaggtatgcactcgaatdsy cattaaactcgctggctgaaaccs
Dmel_CG1354 tagttttccattgctayicaaaa cacaatcgaaagtaataagtat
Dmel_CG7555 tatcatccgctatgcgctagca tacgttgtgctctatctttcatgac
Dmel_CG2534| acgaaataagtggattcggacgaga aacctggcctttttaggccg
Dmel_CG2999 ctcttccttaatattaaggcga ccaccatatgtcattttgataa
Dmel_CG7050 cattgatatacacaatacdiactt| tgtatccctgttggtaaataatc
Dmel_CG1693 gtggcgacggttttcagtaa@ag| tgcattgtttgcttagggttgcata
Dmel _CG1417| aaatgccaacaagtaacc@@aa Ccaacaaccaaccatcgattgatce
Dmel_CG9364 gcctaaacaghgcacatagttc gagdtgatacttcctgttttta
Dmel_CG4952 aagtatcagtatadtceaagc caagataatatgtttcaggctctc
Dmel_CG3302 agaataacagaaatadatita cacttcatttacttattttcttg
Dmel_CG10895 ttttatttgggttcgaatgr tacgactactgcgaacacatcaat
Dmel_CG34114 gttgatttgtggcacctaggac gcactcaccgactgtttttcccgtt
Dmel_CG32647] aaatgaagggaaatgtgeaaa gtccttttta@ecgactgtttge
Dmel_CG2139| ctgtcggaatgatsgcgagagc| ggggagggggcctctgcgaaad
Dmel_CG2041 gatatttthaaatacaccataaa aaalattggtaactgacattaa
Dmel_CG4128 tatatagattgctcgatggta tttaggtttatgatttatgatggcg
Dmel_CG32346 tccatttttgatgtgctadiam tatctaacacagaataacgattcg
Dmel_CG5621 ttgagttacataagcaggaatttgc gaaaactagtgtcactctctg
Dmel_CG15666 gaaaggatttggtacasagicg cataagagdudattctttgta

Dmel_CG34387

gatgcttgttatgtcgatgcaa

cattttccat@ccgacttgcag

At

agaca

Dmel_CG9847 cattaatttaattgtagcttect tgtaacaaaagtgcgatccatacs
Dmel_CG3395Q tcgtcaataggacaccagatacaca agcttttgcggtgaggatag
Dmel_CG1511 tgttgcttattttcaattttth ttatgtaccgatacaaaatatctcg
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Tabla 7

Genes que muestran diferencias en la exclusidle exén entre los genotipos evaluados.

Los genes que presentan exones cuya seffabddacion es significativamente distinta a
la media, se consideran blancossgdicing alternativo. Aqui se ddtan aquellos loci cuya
exclusién de exdn cambia entre genotipos: aquellga sefial de hibridacion es mayor en las
mutantesdart5 comparado con moscas salvajes y viceaese presentan en las Tablas 7A y
7B, respectivamente. Para mas detalle, Materiales y Métodos, “Andlisis globdiiing-

arrays’; y Resultados, “PRMT5 ebDrosophila melanogastér

El Locus representa el gen afed, segun el codigo asignado eifrlgBase una base de
datos virtual sobr®rosophila que posee informacioén sobre sus genes y su genoma. El exén
excluido se reporta como la unidad transdonal, para denotar que su numeracion
concuerda con la posicién sobre el genomadimsccion 5’-3' de lacadena “sentido” (del
inglés, forward) y no con el nimero del exéon en térmirdes modelo del gen (5’ -3’ de la

cadena codificante).

Tabla 7A: Exclusion de exon en moscas salvaje@efal de hibridacion d#art5> WT.

Unidad CG3019 tul8
Locus Transcripcional CG30264 tud
CG10254 tul0 CG30296 tul0
CG1l1121 tub CG3051 tu2
CG13388 tus CG31022 tul
CG14275 tul CG3143 tu8
CG14534 tu3 CG31605 tu8
CG1600 tu3 CG32387 tul6é
CG16707 tu3 CG32387 tu7
CG16728 tu2 CG33196 tu39
CG17322 tud CG33706 tu3
CG1842 tu9 CG33715 tu8
CG1842 tud CG33926 tul
CG18525 tu4 CG33957 tud
CG18734 tu8 CG34411 tul2
CG2050 tul CG4481 tu3
CG2505 tul CG4716 tu2
CG2818 tul CG4729 tu7
CG2913 tus
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CGo6677 tu7
CG6867 tul0
CG7381 tull
CG7888 tul
CG7900 tud
CG8013 tu9
CG8112 tu2
CG8256 tus
CG8411 tu2
CG8486 tu24
CG8865 tu3
CG9660 tul2

CG4821 tul?7
CG4896 tu2
CG5125 tul0
CG5241 tu3
CG5381 tu2
CG5381 tud
CG5381 tu3
CG5381 tué
CG5941 tu2
CG6027 tu3
CG6033 tud
CG6170 tul
CG6439 tu3
CG6630 tull

Tabla 7B: Exclusion de exén en moscakrts. Senal de hibridacion de Wdart5.

Unidad
Locus o
Transcripcional
CG1825(Q tul2
CG2381 tu9
CG8086 tu7
CG8612 tu3
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Tabla 8

Analisis bioinformatico delas secuencias dadoras d®licing (5'SS) enD. melanogaster.

Aqui se indican los 50 eventos detereion de intron del tipo GT_AG_U2,
significativamente mas afectados en la mutag@et5 con respecto a moscas salvajes,
identificados mediantgling-arrays. El “Locus” representa @en afectado, y la “Secuencia
Dadora delSplicing (5'SS)” representa la secuenciarespondiente ahtron afectado de
dicho locus. En ésta, se muestran en mayudoslaucleotidos localizados en el extremo 3’
del exdén, y en mindscula, las bases correspotatieal 5 del intra. A partir de estas
secuencias, se realizo el analisis bioinforneagicse obtuvo el pictograma, descriptos en la
Fig. 42.

Para mas detalle, ver Matedaly Métodos, “Analisis globatiling-arrays’, y “Analisis
bioinforméatico de las secuencias dadoras de splicing”; y Resultados, “PRMIfesophila
melanogaster

Secuencia Dadorg
del Splicing (5'SS)
CG8266 TGTgtaagt
CG1578 AGGgtatcc
CG33208 AGTqgtaagt
CG11255 ACAgtaagt
CG9163 GGCgtaagt
CG15899 TAAgtatgc
CG1909 GCGgtttga
CG8108 AAGgtgtgt
CG40045 GTAgtatgc
CG12020 ATTgtgggt
CG1099 CCCgtaaat
CG9086 CTCgtgagt
CG8177 GGTgtaatg
CG11798 GCGgtattt
CG11853 TCCgtaaga
CG17698 ATTgtgagt
CG18644 ATTqgttcga
CG6706 AAAgtaaga
CG14180 AATgtgagc
CG3540 AGAgtaagt

Locus

172



APENDICE

CG34405 ACTgtaagt
CG7199 ATTqgtaatt
CG9366 AAAgtacgt
CG2818 TTTgtatgc
CG9176 AAAgtctca

CG33518 GAGgtgagt
CG1522 TCCqgtaaat

CG10693 CGAgtaaga
CG7535 ATGgtagtt
CG2818 CAGgttcac

CG15307 TTAgtgagt

CG15611 GTAgtaagt

CG12071 GAAgtaact
CG8408 ATTgtatcc
CG1086 CAAgtttgt
CG3126 CGGgtaccc
CG11473 CAGgtctgg
CG17761 AAGgtaggg
CG34405 AAAgtatgt
CG9412 TGCqgtaagt
CG8253 CTGgtgatt
CG4294 CAGgtacta
CG32717 GACgtacgg
CG8639 TTCgtgatc
CG12744 CAGgtgctc
CG4699 ACAgtaaat
CG31203 AATgtgagc
CG11248 GTGgtactg
CG9813 TGTgtgtgt
CG33472 AAAgtatga
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