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Estudio de señales en cis y trans en la determinación de
los patrones de splicing alternativo

Resumen
El splicing se encuentra presente a lo largo de las distintas especies de organismos euca-

riotas, representando una pieza clave en la inmensa mayoría de los procesos de regulación.
Para que el mismo pueda llevarse a cabo, debe darse el reconocimiento de una serie de se-
ñales. En particular, los sitios donores y aceptores de splicing definen los límites del intrón
y su reconocimiento constituye uno de los primeros pasos dentro del ciclo de splicing. A lo
largo del genoma, estos sitios presentan una cierta variabilidad en su secuencia, la cual se
encuentra relacionada con la posibilidad de regular su reconocimiento y establecer diversos
patrones de splicing alternativo. Por otro lado, este reconocimiento se encuentra influido
por la acción de una gran variedad de factores en trans que son reclutados al lugar donde
se está llevando a cabo el splicing.

En la primera parte de esta tesis, buscamos analizar la variabilidad de secuencia que
presentan los sitios donores a lo largo de diversas especies eucariotas. Para esto construimos
un modelo estadístico de máxima entropía para determinar patrones de correlación no tri-
viales entre los distintos pares de posiciones que constituyen los sitios donores de splicing, en
busca de determinar cuáles de éstos son comunes entre las 30 especies analizadas, y cuáles
son característicos de solo algunos grupos. Si bien el proceso de splicing conserva un gran
número de elementos en común en los organismos eucariotas, en los últimos años múltiples
estudios han destacado la posible relevancia funcional de pequeñas diferencias entre las es-
pecies. Así logramos establecer patrones de correlación característicos en los sitios donores
de splicing que distinguen a las especies vegetales de los metazoos y los hongos.

En la segunda parte, nos abocamos al estudio del efecto sobre el splicing de PRMT5,
un factor que, mediante la metilación de proteínas, participa de la regulación de múltiples
procesos moleculares. Se ha propuesto que la acción de PRMT5 podría favorecer el recono-
cimiento de sitios donores débiles. Con el objetivo de determinar en qué medida el efecto
que tiene PRMT5 sobre los patrones de splicing se encuentra influído por señales en cis,
se realizaron experimentos de secuenciación de ARN (RNA-Seq) en plantas de Arabidopsis
thaliana mutantes de PRMT5, pertenecientes a dos ecotipos distintos: Columbia (Col-0) y
Landsberg erecta (Ler). De esta manera se buscó analizar el efecto que tiene la mutación
ante la variabilidad genética que presentan estos ecotipos. Para poder discriminar los cam-
bios relacionados con variaciones de las secuencias en cis, se analizó también híbridos F1
Col-0 X Ler y Ler X Col-0. Mediante estos análisis se llegó a la conclusión de que una parte
importante de los patrones de splicing afectados por la mutación de PRMT5 dependen de
señales en cis, teniendo una particular relevancia la fortaleza del sitio donor.

Palabras clave: splicing alternativo, PRMT5, Arabidopsis thaliana, bioinformática, ge-
nómica.





Study of cis and trans signals in the determination of
alternative splicing patterns

Abstract
Splicing is present throughout eukaryotic organisms, representing a key part in a large

number of regulatory processes. To be carried out, there must be recognition of a series of
signals present both within and around the intron. In particular, the splicing donor and
acceptor sites define the boundaries of the intron and are critical for its proper recognition.
Throughout the genome, these sites present a certain variability in their sequence, which is
related to the possibility of regulating their recognition and establishing different patterns
of alternative splicing. On the other hand, this recognition is influenced by the action of a
wide variety of factors in trans that are recruited.

In the first part of this work, we analyzed the sequence variability of donor sites across
various eukaryotic species. We built a maximum entropy statistical model to determine
non-trivial correlation patterns between the different pairs of positions that constitute the
splicing donor sites, seeking to determine which of these are common among the 30 species
analyzed, and which are characteristic of just some groups. Although the splicing process
preserves a large number of elements in common between the different species, in recent
years multiple studies have highlighted the possible functional relevance of small interspecific
differences. Using this approach, we were able to establish characteristic correlation patterns
in splice donor sites that distinguish plant species from metazoans and fungi.

In the second part of this thesis, we study the effect of PRMT5 on splicing . PRMT5 is a
Protein arginine methyltransferase that participates in the regulation of multiple molecular
processes, such as chromatin modification and alternative splicing. It has been proposed
that the action of PRMT5 could favor the recognition of weak donor sites. In order to deter-
mine to what extent the effect PRMT5 has on splicing patterns is influenced by cis signals,
sequencing experiments were performed (RNA-Seq) in PRMT5 wildtype and mutant Arabi-
dopsis thaliana plants belonging to two different ecotypes: Columbia (Col-0) and Landsberg
erecta (Ler). In this way, we sought to analyze the effect that the mutation has on the
genetic variability that these ecotypes have. In order to discriminate the changes related to
variations in the cis sequences, F1 Col-0 X Ler and Ler X Col-0 hybrids were also analyzed.
Through these analyses, it was concluded that an important part of the splicing patterns
affected by the PRMT5 mutation depend on cis signals, having a particular relevance the
strength of the donor site.

Key words: alternative splicing, PRMT5, Arabidopsis thaliana, bioinformatics, geno-
mics.
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Capítulo 1

Introducción

1.1. Proceso de splicing

Los procesos moleculares que median entre la transcripción de los ARN mensajeros

(ARNm) y su disponibilidad para su uso en la traducción de proteínas, son enormemente

complejos, particularmente en los organismos eucariotas. Un conjunto de estos procesos esta

involucrado en lo que se denomina como la maduración del precursor del ARN mensajero

(pre-ARNm) que será fundamental para que pueda ser exportado del núcleo al citoplasma

y alcance los ribosomas, en los cuales se producirá la traducción. Entre estos mecanismos

podemos mencionar el agregado de una GTP (guanosina-5’-trifosfato) al extremo 5’ del

ARNm (capuchón o cap en inglés) y hacia el extremo 3’ el corte del transcripto y el agregado

de una cola de poli-adeninas. Mientras que, por otro lado, a lo largo del transcripto se

produce el corte y eliminación de segmentos internos que no serán parte del transcripto

maduro. Este proceso se denomina splicing y será el eje central de esta tesis.

El splicing es un mecanismo que esta íntimamente ligado a la estructura que tienen los

genes eucariotas. Éstos se caracterizan por el hecho de que las regiones que formarán parte

del transcripto maduro, exones, se encuentran interrumpidas por segmentos que son elimina-

dos como parte del proceso de maduración, y que se denominan intrones. El descubrimiento

de los intrones y, por ende, del splicing se produjo en forma simultanea por dos trabajos

independientes en 197712,29, en los que, mediante la hibridación de un gen y el ARNm codi-
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ficado por el mismo, se pudo observar por microscopia electrónica (MI) que había segmentos

del gen que no estaban presentes en el transcripto maduro (Fig. 1.1). Desde entonces se ha

producido una revolución en nuestra comprensión de los mecanismos de regulación genética

y las bases moleculares detrás de la evolución de los organismos eucariotas.

Figura 1.1: Descubrimiento del splicing. (A) Diagrama de la estructura del gen uti-
lizado en el experimento, en rojo se observa la posición de los exones y en celeste la de
los intrones (A, B y C). (B) Imagen de MI del híbrido entre el ARNm maduro y la hebra
codificante del gen. (C) Interpretación del resultado, las zonas en las que ARNm (en ro-
jo) es paralelo al ADN (en negro) corresponde a regiones de hibridación, mientras que los
segmentos no hibridados A, B y C dan cuenta de la existencia de los intrones. Tomado de
Berka et al. 201613, adaptado de Berget et al. 197712.

La ventaja evolutiva que genera la presencia de los intrones en los genes eucariotas puede

resultar, en un primer momento, difícil de comprender, debido a que su transcripción invo-

lucra un alto costo energético para las células, a pesar de que los intrones serán finalmente
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eliminados sin involucrarse en la creación de proteínas. Esto se vuelve más paradójico aún si

pensamos que la presencia de intrones se extiende a lo largo casi todos los genomas eucario-

tas (con la excepción de los nucleomorfos92) y cuya densidad se vuelve particularmente alta

en los organismos más complejos, como las plantas y los animales. Solo por dar un ejemplo,

en el caso del Homo sapiens, las secuencias intrónicas constituyen un 25 % del total del

genoma, siendo entre 4 y 5 veces más de lo que representan los exones77.

En gran medida esto se explica por el fenoméno de splicing alternativo, en el cual el

corte y empalme de exones producido durante el splicing puede llevarse a cabo a partir de

diferentes lugares dentro de un mismo gen. Las secuencias que marcan el límite entre el exon

y el intrón son de vital importancia para que se lleve a cabo el splicing. En los extremos

5’ y 3’ del intrón tenemos los sitios donor y aceptor de splicing, respectivamente. Ambos

sitios presentan una determinada secuencia consenso que permitirá el reconocimiento de los

mismos por la maquinaria encargada de llevar a cabo el splicing. En los sitios que se alejen

de estas secuencias consenso, este reconocimiento dependerá de determinados mecanismos

regulatorios que harán que los mismos puedan o no ser reconocidos. Los detalles de la forma

en la que estos sitios son reconocidos serán desarrollados con mayor profundidad en los

siguientes apartados.

Dependiendo de qué sitios de splicing sean reconocidos se van a originar distintos ARN

mensajeros a partir de un único gen. Y en el caso de los genes que codifican proteínas, esto

puede derivar también en un aumento de los polipéptidos que pueden codificarse a partir

de un conjunto dado de genes. El splicing alternativo sería el principal mecanismo para

aumentar la diversidad proteica, superando a otros como la iniciación de la transcripción

alternativa o los sitios de corte y poliadenilación alternativos56,119.

De esta forma, el splicing alternativo representa una capa de regulación que se inte-

gra a los demás mecanismos regulatorios presentes tanto a nivel transcripcional y post-

transcripcional, para determinar la calidad y la cantidad de las proteínas presentes en un

determinado tejido, etapa embrionaria o contexto fisiológico.
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La relación entre estas capas regulatorias se hace patente en el hecho de que gran parte del

splicing se lleva a cabo de manera co-transcripcional14,36,62, principalmente en los intrones

que se encuentran más cerca del extremo 5’ del transcripto82. Se han presentado dos modelos,

no excluyentes entre sí, para explicar la relación que se establece entre la transcripción y el

splicing 19,88. Por un lado, el modelo kinético relaciona la velocidad de elongación de la ARN

polimerasa II (ARN PolII) con el reconocimiento de los sitios de splicing. Si la velocidad es

alta más sitios estarán disponibles a la hora de llevarse a cabo el splicing, lo que favorecería

el reconocimiento de sitios consenso; mientras que en el caso opuesto, la baja velocidad de

elongación podría ayudar a que los sitios de splicing más alejados del consenso puedan ser

reconocidos ya que no tendrían otros sitios con quienes competir a la hora de producirse

el splicing. Por otro lado, el modelo de reclutamiento hace énfasis en las interacciones que

se dan entre la ARN PolII y distintos factores relacionados con el splicing. Muchas de

estas interacciones se dan mediante el dominio C terminal de la misma (CTS), la cual está

expuesta a un gran número de modificaciones post-traduccionales.

Estos modelos se complejizan aún más si tenemos en cuenta las múltiples interacciones

que mantiene la maquinaria molecular relacionada con el splicing y la estructura de la cro-

matina y sus remodeladores. Sin embargo, antes de seguir desarrollando los mecanismos de

regulación del splicing, debemos concentrarnos en cuáles son los actores encargados de llevar

a cabo el proceso del splicing, conformando en conjunto lo que se denomina spliceosoma, y

los diversos pasos en los que el mismo se produce.

1.1.1. Ciclo de splicing

Hasta el momento se han identificado tres clases diferentes de intrones. Los pertenecientes

al Grupo I y II han sido encontrados en las secuencias de ADN de algunas especies de

bacterias y de organelas116, hallándose incluso algunos intrones del Grupo I en los ARN

ribosomales de ciertos protistas y hongos122,125. Lo que tienen en común los intrones de

ambos grupos es que, mediante diferentes mecanismos, logran producir por su propia cuenta
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el proceso de splicing sin que requieran de la actividad enzimática de una proteína. Sin

embargo, el splicing de los intrones que pertenecen al Grupo III, que constituyen la inmensa

mayoría de los intrones presentes en los genomas nucleares de los organismos eucariotas,

necesita para llevarse a cabo la participación de una compleja maquinaria molecular llamada

spliceosoma.

Durante los diferentes pasos que conlleva el proceso de splicing se pone en juego la

participación de 5 ARN pequeños nucleares (snRNA, por sus siglas en inglés) y cientos de

proteínas, que conforman distintos complejos moleculares que serán los encargados de llevar

a cabo las reacciones químicas necesarias para el corte y empalme de los exones. En cada ciclo

de splicing (Fig. 1.2), diferentes componentes del spliceosoma realizan el reconocimiento de

tres señales conservadas en los intrones: el sitio donor de splicing en el extremo 5’ del intrón

(5’ss, por 5’ splicing site), la secuencia del punto de ramificación (BPS, branching point

sequence) y el sitio aceptor de splicing en el extremo 3’ del intrón (3’ss). Por otra parte, los

5 snRNA mencionados anteriormente forman 5 complejos ribonúcleoproteicos: U1, U2, U4,

U5, y U6 snRNP (del inglés, small nuclear ribonucleoproteins). Pasemos ahora a realizar

un breve recorrido de las diferentes etapas y pasos que conforman un ciclo de splicing para

entender el rol que adquieren cada uno de estos componentes.

El ensamblado del spliceosoma comienza por el reconocimiento del 5’ss por parte de

U1, el mismo se realiza por la complementariedad de bases que se establece entre éste y la

porción 5’ del snRNA de U1 snRNP124. A esto se suma la unión de las proteínas SF1 y U2AF

a los sitios BP y 3’SS, respectivamente, para formar el primero de los complejos del ciclo:

el complejo E. Tanto las SF1 como U2AF son desplazadas por la U2 snRNP, cuyo snRNA

forma hibridiza con el BPS, en la formación de lo que se denomina como pre-spliceosoma o

complejo A. En un siguiente paso, se asocia el U4/U6.U5 tri-snRNP en el cual se da una unión

por hibridación de los snRNA’s de U4 y U6, mientras que U5 establece uniones proteína-

proteína con los demás complejos. Con la incorporación de los 5 snRNP’s se establece el

armado del complejo pre-B, el cual sufrirá una serie de reestructuraciones que llevarán a la
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Figura 1.2: Ciclo de splicing. Tomado de Wan et al. 2020165

.

activación del sitio catalítico donde tendrán lugar las reacciones químicas necesarias para

el corte y empalme de los exones.Hasta este momento el 5’ss se mantuvo hibridado con

U1. La primera de las reestructuraciones involucradas en la activación del sitio catalítico

implica el desplazamiento de U1 para que el 5’ss pueda pasar a interactuar con U6. Este

paso es facilitado por la acción de la ATPasa/helicasa Prp28 y da lugar a la conformación

del complejo B, el cual aún no cuenta con la activación del complejo catalítico16.

Para que se lleve a cabo dicha activación, el U4 snRNP que se mantenía unido con

U6 mediante la hibridación de su snRNA debe ser desplazado por los complejos NTC (del

inglés, NineTeen Complex ) y NTR (NTC-related complex). De esta manera se permite la
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reorganización de la porción del U6 snRNA que será clave en la reacción de splicing, la ISL

(del inglés, Intramolecular Stem Loop). En segundo lugar, una serie de reorganizaciones del

complejo mediadas por la acción de ATPasas/helicasas ubica el BPS en el sitio activo, en

la proximidad del híbrido 5’ss/U6 snRNA164,169. Así se alcanza el complejo B* con un sitio

catalítico activo.

La reacción de splicing ocurre en dos pasos: (1) el grupo 2’hidroxilo de una adenosina

presente en el BPS ataca el grupo fosfodiester en el 5’ss, produciendo el corte del exón

presente en 5’ y la formación de una estructura intermedia en la que el intrón en forma

de lazo, con el primer nucleótido del intrón unido covalentemente a la A del BPS, sigue

unido al exón en 3’. Como resultado del primer paso, tenemos la estructura en forma de

lazo en el centro del sitio catalítico, imposibilitando la entrada del 3’ss para proseguir al

segundo paso catalítico164. (2) El complejo es nuevamente remodelado mediante la acción

de Prp16 (pasando de complejo C a C*), permitiendo el posicionamiento del 3’ss en el sitio

activo47,175. De esta manera se posibilita la reacción de ligamiento de los dos exones, en el

que el grupo 3’ hidroxilo del exon 5’ ataca el grupo fosfodiester del sitio 3’, ligando estos

exones y permitiendo la liberación del intrón en forma de lazo.

Para completar el ciclo de splicing, lo único que resta es liberar los exones ligados de

la maquinaria de splicing, cuya conformación en este punto se denomina complejo P. Esto

se logra mediante la acción de ATPasas como Prp22 y Prp16176 que liberan, por un lado,

los exones del ARNm ya ligados y, por el otro, el intrón en forma de lazo unido a varios

componentes del spliceosoma (complejo ILS, por Intron Lariat Spliceosome). Finalmente el

complejo ILS se desarmará completamente mediante la acción de Prp43, dejando todos los

componentes del spliceosoma listos para un nuevo ciclo de splicing.
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1.1.2. Señales en cis

Sitios de splicing

Como se vio en la sección anterior, el reconocimiento de las señales presentes en las

secuencias que delimitan el intrón y del BP resulta esencial para llevar adelante el proceso

de splicing. El sitio 5’ss abarca principalmente 9 posiciones en la interfaz exón-intrón: las

3 primeras corresponden a las últimas posiciones del exón río arriba y las siguientes 6 a

las primeras del intrón. La señal más importante es el dinucleótido GT en las primeras dos

posiciones intrónicas, presente en la enorme mayoría de los 5’ss procesados por el spliceosoma

mayor. De manera similar, el 3’ss marca el final del intrón con el dinucleótido AG, también

altamente conservado, que es antecedido por una secuencia variable de citosinas y timinas

conocida como tracto de pirimidinas. En cuanto a la secuencia relacionada con el BPS, lo

más importante a destacar es la presencia de una adenosina que es clave en la primera

reacción química en el proceso de splicing. En los seres humanos está presente en el 92 % de

los BPS54.

Todas estas señales presentan una secuencia consenso que se mantiene prácticamente

invariable a lo largo de las distintas especies de eucariotas, aunque puede observarse diferente

grado de conservación dependiendo de la especie considerada (Fig. 1.3). Por ejemplo, en S.

cerevisiae la secuencia del 5’ss presenta una muy baja variabilidad en su parte intronica,

mientras que en el caso de A. thaliana ocurre lo contrario. Una situación análoga se presenta

para el BPS, el cual presenta una alta conservación en P. chrysosporium mientras que en

otras las especies se muestra más variable.
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Figura 1.3: Contenido de Información (CI) de los sitios de splicing de diferentes
especies. 5’ss: sitio donor de splicing; 3’ss: sitio aceptor de splicing; BP: sitio de ramifica-
ción. Tomado de Iwata & Gotoh 201174

.

El reconocimiento de estas señales adquiere relevancia en distintos puntos del ciclo de

splicing. Mientras que el 5’ss y el BPS son importantes en el ensamblaje inicial del spliceo-

soma y en la primer reacción de splicing en la que se forma la estructura intrónica en forma

de lazo, el reconocimiento del 3’ss es crucial para el segundo paso catalítico, que involucra el

ligamiento de los dos exones. En particular, el reconocimiento del sitio 5’ss pasa por varios

rearreglos a lo largo del ciclo (Fig. 1.4). Durante el ensamblado del spliceosoma, desde el

complejo E hasta el complejo pre-B, el reconocimiento del 5’ss se da por hibridación con una

secuencia conservada del extremo 5’ del U1 snRNA. El duplex formado por los dos ácidos

nucleicos es estabilizado por cuatro componentes del snRNP, Luc7, Yhc1/U1-C, SmD3 y

SmB. Estas interacciones se dan principalmente sobre los grupos fosfatos de las cadenas de

los ácidos nucléicos. De esta manera, la interacción se da, por un lado, de manera secuencia
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específica, mediante la formación del dúplex 5’ss/U1 snRNA, y, por el otro lado, de forma

inespecífica por unión al esqueleto de fosfatos de las cadenas de ácidos nucleicos. Durante la

activación del spliceosoma (formación del complejo B), la acción de Prp28 disocia a snRNA

U1 del 5’ss permitiendo la aproximación de la secuencia ACAGA del snRNA U6 que final-

mente llevará a la formación de un duplex 5’ss/U6 en el complejo B*. Con estos rearreglos

una zona del snRNA de U5 que antes formaba un duplex con el snRNA de U6, llamada loop

I, es liberada y forma una unión con las posiciones exónicas del 5’ss; la cual se mantendrá

hasta la finalización de la etapa catalítica del ciclo.

Figura 1.4: Reconocimiento del 5’ss y BPS durante el ciclo de splicing. Adaptado
de Wan et al. 2020165

.

Además del proceso de splicing tal como fue descripto en las secciones anteriores, existe

en varias especies eucariotas una variante del mismo llevada a cabo por lo que se denomina

como spliceosoma menor. Éste presenta una serie de diferencias en cuanto a los componentes

moleculares que lo conforman. Las snRNPs U1, U2, U4 y U6 son reemplazas aquí por U11,

U12, U4atac y U6atac, respectivamente. Sin embargo, solamente 7 proteínas resultan ser

específicas de este spliceosoma y están presentes en los complejos U11 y U12 que, a diferencia
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del spliceosoma mayor, están presentes en el núcleo como un di-snRNP U11/U12. En el

ciclo de splicing no se observan grandes cambios respecto al realizado por el spliceosoma

mayor, aunque varios estudios marcan que en este caso el proceso se realiza de manera

más ineficiente, lo que podría tener un alto impacto en la regulación de la expresión de

los transcriptos cuyo procesamiento depende de este spliceosoma. Los intrones procesados

por este spliceosoma, denominados intrones U12, representan solamente el 0.5 % del total

de intrones presentes en un genoma. Al principio se pensó que lo que identificaba a estos

intrones era que estaban delimitados por los di-nucleótidos AT-AC, a diferencia del resto

de los intrones donde predomina GT-AG. Sin embargo, luego se mostró que los intrones

procesados por el spliceosoma menor no necesariamente tenían que tener esos extremos y que

lo que en verdad diferenciaba a sus señales de splicing era un mayor grado de conservación

en los 5’SS y en el BPS162 (Fig. 1.5). Al mismo tiempo que los intrones con extremos AT-AC

también podían ser target del spliceosoma mayor.

Figura 1.5: Secuencias consenso para las señales de splicing intrones procesados por
el spliceosoma menor, U12, y mayor, U2. Modificado de Turunen et al. 2013162.
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Elementos regulatorios en cis

Además de las señales de splicing vistas hasta ahora, se encontraron otras señales presen-

tes en los transcriptos que, en ciertos casos, son importantes para el reconocimiento de los

sitios de splicing y la determinación de los patrones de splicing alternativos. Estas secuencias

se denominan SRE (del inglés splicing regulatory element) y pueden promover - en cuyo caso

se les dice enhancers - o inhibir - silencers - el proceso de splicing. Dependiendo en qué par-

te se encuentran estas secuencias podemos tener: ESE (exon splicing enhancer), ESS (exon

splicing silencers), ISE (intrón splicing enhancer) o ISS (intrón splicing silencers) (Fig. 1.6).

Estas secuencias son reconocidas por proteínas reguladoras del splicing que establecen in-

teracciones con diferentes componentes del spliceosoma favoreciendo o desfavoreciendo el

desarrollo del ciclo de splicing.

Figura 1.6: Esquema de las señales en cis involucradas en la regulación del splicing. Tomado
de Wang et al. 2008167.

Los motivos que pueden conformar los SRE son muy diversos. Un ejemplo bien caracte-

rizado de ISE son las repeticiones de G (Gn; n ≥ 3) que si se encuentran en las cercanías

de los 5’ss y 3’ss pueden favorecer su reconocimiento. Otro ejemplo son las repeticiones CA

dentro de las regiones intrónicas o variaciones de la secuencia UGCAUG, la cual constituye

un importante ISE en determinados tejidos, como cerebro y músculo.

La función de las SRE suele tener un efecto aditivo por lo que al aumentar el número

de copias de las mismas aumenta también su efecto sobre el splicing. Esto puede ser debido
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tanto por un incremento en la afinidad por el factor de splicing como por un aumento del

número de factores que son reclutados a la zona. Por otro lado, su efecto también se ve

alterado dependiendo de la ubicación que el SRE tenga dentro del pre-mARN. Mientras que

los Gn funcionan como enhancers del splicing cuando están ubicados en los intrones, también

pueden actuar como silencers si se encuentran dentro del exón43. Otra posible diferencia

puede darse en algunos casos si el efecto del factor de splicing depende de la distancia que

el mismo tenga respecto a los sitios de splicing. Todas estas variables provocan que el efecto

que puede tener la presencia de un SRE sea dependiente del contexto en el que el mismo se

encuentra51.

1.1.3. Efectos regulatorios en trans

Factores de splicing

Las proteínas relacionadas con el reconocimiento de los SRE provienen principalmente de

dos familias de proteínas: las SR y las hnRNP. Ambas familias contienen un gran número de

representantes en las distintas especies eucariotas, siendo piezas claves tanto de la expresión

génica como en el procesamiento del ARN. En el Cuadro 1.1, se muestra algunos de los

factores de splicing y los motivos que reconocen deducidos a partir de la técnica CLIP (del

inglés crosslinking and immunoprecipitation).

Las proteínas SR se caracterizan por la presencia de un dominio hacia su extremo C-

terminal enriquecido en los aminoácidos serina (S) y arginina (R) que, por este motivo, se

denomina dominio RS; mientras que en su extremo N-terminal se encuentra un dominio

de reconocimiento de ARN (dominio RRM). El dominio RS participa de un gran número

de posibles interacciones proteína-proteína y proteína-ARN, mediante las cuales produce el

reclutamiento de los componentes del spliceosoma a los sitios de splicing, favoreciendo así su

reconocimiento. De esta forma, las proteínas SR suelen cumplir una función de activación

del splicing. Sin embargo, de la misma forma que se vio con los SRE, su efecto depende

del contexto. Si la unión de una proteína SR se da dentro de la región exónica (mediante
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Factor de splicing Motivo
Proteínas SR

SRSF1 GGAGGA
SRSF2 SSNG
SRSF3 Rico en Pirimidinas
SRSF4 Rico en Purinas

Proteínas hnRNP
hnRNP A1 GNNAGN

hnRNP A2/B1 GGUAGU
hnRNP C Rico en Pirimidinas
hnRNP F Rico en GU
hnRNP H1 Gn

hnRNP L Rico en CA
hnRNP M GGUGG
hnRNP U Rico en GU

Otras
CUGBP1 UGUU

MBNL1/L2 YGCY
NOVA YCAY
RBM4 CGG o CTAACG
RBM5 UCAUC o UGUAA

Cuadro 1.1: Factores de splicing y sus motivos de reconocimiento identificados mediante
la técnica de CLIP (del inglés crosslinking and immunoprecipitation). En los motivos: Y
representa una C o U; S representa una C o G; y N cualquier nucleótido. Tomado de Fu et
al. 201451.

motivos ESE), esto conduce favorecer el splicing, mientras que si se da dentro del intrón

conduce a su supresión145. Pero también se ha visto que su efecto depende de su interacción

con otras proteínas de unión a ARN (RBP, por sus siglas en inglés), pudiéndose establecer

un efecto sinérgico entre las mismas65.

Las proteínas hnRNP, cuyo nombre deriva de ribonucleoproteínas heterogeneas nucleares

(en inglés heterologeneous nuclear ribonucleoproteins), son caracterizadas comúnmente como

reguladores negativos del splicing. De la misma forma que ya fue discutido para el caso de

las proteínas SR, este efecto depende del contexto en el cual se esté dando. La represión del

splicing por parte de las hnRNPs no parece interferir con el reconocimiento inicial de los
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sitios de splicing pero lleva a la formación de complejos no productivos del spliceosoma que

impiden completar el ciclo de splicing43, aunque los detalles de estos mecanismos no están

completamente resueltos.

Efectos de la cromatina

Como ya vimos al comienzo de esta Introducción, el hecho de que gran parte del splicing

se realice de manera co-transcripcional, lo inserta en una compleja red de regulaciones que

lo vincula con la transcripción pero también con los múltiples mecanismos regulatorios que

involucran modificaciones epigenéticas, como la estructura y remodelación de la cromatina.

La estructura exón-intrón de los genes eucariotas, se ve correlacionada con una diferen-

ciación de las marcas epigenéticas: en las regiones exónicas hay un mayor nivel de ocupación

de nucleosomas, de metilación del ADN y de la presencia de ciertas marcas de histonas,

como H3K36me3 y H3K27me2. Especialmente se ha encontrado una mayor densidad de

nucleosomas en exones que se encuentran flanqueados por intrones largos y que presentan

sitios de splicing débiles, lo que conduce a pensar que éstos serían importantes para el reco-

nocimiento de los exones por parte de la maquinaria de splicing 151,158. Algo similar ocurre

con la metilación del ADN, se ha observado que los exones alternativos, que pueden o no ser

incluidos en el transcripto final mediante splicing alternativo, presentan un nivel menor de

metilación que los exones constitutivos57. Finalmente, las marcas epigenéticas de las histo-

nas también pueden cumplir un rol importante a la hora de definir los patrones de splicing.

Por ejemplo, la proteína remodeladora de la cromatina Chd1 que reconoce la metilación de

la H3K4, se encuentra involucrada en el reclutamiento de diversos factores involucrados en

el splicing. Esto conduce a que frente a un knockdown de Chd1, disminuya la asociación de

los componentes de snRNP U2 a la cromatina y la eficiencia del procesamiento del ARN se

vea comprometida147.

Sin embargo, la regulación que estos procesos realizan es recíproca ya que el splicing

también ejerce un efecto importante tanto en la transcripción como en la estructura de la

cromatina. En varios trabajos se ha observado que la presencia de intrones tiene un efecto
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positivo sobre la expresión génica28,120 y que el splicing favorece tanto la iniciación como la

elongación de la transcripción35,99. Por otro lado, el splicing también se vio relacionado con

la presencia de la tri-metilación de la H3K36, la cual disminuye notoriamente si el splicing

es inhibido o en el caso de genes sin intrones15.

1.2. Splicing alternativo y sus efectos regulatorios

El splicing alternativo (SA) que, como vimos anteriormente, permite la obtención de

más de un transcripto maduro a partir de una secuencia génica, puede ser clasificado en

diferentes tipos dependiendo de los sitios de splicing que son reconocidos (Fig. 1.7). En

primer lugar, encontramos el 5’ y 3’ alternativos donde se da la presencia de más de un

sitio, 5’ss o 3’ss respectivamente, que se encuentran en competencia, es decir, que puede ser

reconocido uno u otro bajo determinadas circunstancias. En estos casos se da una alteración

en el largo del exón que será parte del transcripto maduro. Por otro lado, podemos tener

el caso de un exón que no sea reconocido por la maquinaria de splicing, con lo cual será

excluido del ARNm. Los exones salteados (SE) pueden ser uno o más y puede darse el caso

de exones contiguos que sean mutuamente excluyentes, es decir, que en un transcripto dado

solo pueda estar uno u otro pero nunca los dos. Finalmente, cuando ningún sitio de splicing

que flanquea a un determinado intrón es reconocido por el spliceosoma lo que se produce

es la retención del intrón (RI), lo que implica que la secuencia del mismo se conservará

en el transcripto luego de su procesamiento. Un caso especial de retención de intrones lo

constituyen los exitrones, que son intrones que se encuentran en la región interna de exones

que codifican para proteínas107.

La proporción con la que estos tipos de splicing alternativo ocurren en las diferentes

especies de eucariotas es bastante variable. Mientras que en los animales el tipo de SA

más común es el salteo de exones, llegando en el caso de los humanos alrededor del 40 %

del total de eventos; en las especies vegetales este tipo de SA no alcanza el 10 %, siendo

ampliamente superado en abundancia por los eventos de retención de intrones, que cuentan
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con una frecuencia de entre 28 y 64 %24,42,79,104. En humanos solo el 5 % de los eventos de

splicing alternativo corresponden a un IR81,129, aunque éste puede llegar a ser importante

ciertas enfermedades75,78,172 y tejidos10,18.

Figura 1.7: Clasificación de eventos de splicing.(a) 5’ alternativo; (b) 3’alternativo;
(c) Salteo de exón; y (d) Retención de intron. En la región central se muestra el pre-ARNm,
hacia la izquierda y derecha se muestra los transcriptos maduros con y sin la región alter-
nativo, respectivamente. Tomado de Nilsen & Graveley 2010118.

Los diferentes tipos de splicing alternativo también están relacionados con diferentes

consecuencias que tiene este proceso en el flujo de información genética.Una de las principales

funciones del SA que se había mencionado es la de aumentar el número de polipéptidos que

pueden producirse a partir de un dado conjunto de genes, esto conlleva un aumento en la

complejidad de los organismos, que se ve reflejado en la diversificación de los tejidos y de

los procesos de regulación, sin la necesidad de aumentar proporcionalmente el tamaño de su

genoma. Las variaciones introducidas por el splicing alternativo pueden traducirse a nivel

proteico de múltiples maneras. Si la inclusión o exclusión de la región exónica alternativa,

sea ésta por salteo de exones o por 5’ss o 3’ss alternativo, mantiene el marco de lectura del

resto de la proteína se puede generar una variante proteica que tenga o no un determinado

dominio funcional o que el mismo se encuentre interrumpido. Por otro lado, si el evento de
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SA modifica el marco de lectura del transcripto puede generar proteínas que se encuentren

truncadas. En todos estos casos se puede dar no solo una diferenciación funcional de las

proteínas resultantes, sino también de las posibles interacciones proteína-proteína, proteína-

ADN o proteína-ARN que éstas puede llevar a cabo, reconfigurando las redes de regulación

celular.

Los experimentos de transcriptómica, ligados con tecnología de secuenciación masiva co-

mo RNAseq, han mostrado que la gran mayoría de los genes multi-exónicos de los organismos

más complejos tienen más de una isoforma, alcanzando el 70 % en especies vegetales24, mien-

tras que en el caso de los seres humanos humanos casi todos los genes que contienen intrones

presentan más de un transcripto bajo ciertas condiciones113,121,167. Si bien existen ejemplos

bien documentados de las consecuencias que a nivel proteico tiene el splicing alternativo,

aún es una incógnita cuánto de los eventos de SA que se ven a nivel transcriptómico contri-

buye efectivamente en un aumento de la diversidad del proteoma. Algunos autores afirman

que esta contribución puede ser menor a lo que podría esperarse a partir de los resultados

de transcriptómica. Estudios de proteómica han detectado que en la mayoría de casos, ca-

da gen tiene una única isoforma proteica principal1. Los exones alternativos que sí estan

bien documentados a nivel proteicos suelen tener un efecto menor en la estructura de la

proteína y estar conservados a lo largo de distintas especies. En cambio, la mayoría de los

exones alternativos detectados en transcriptómica presentan una baja presión de selección

y una gran acumulación de variaciones de alto impacto161. Parte del desacuerdo entre los

datos surgidos de estudios de transcriptómica y los obtenidos mediante proteómica, pueden

deberse a varios factores, entre los cuales podemos mencionar las limitaciones que pueden

darse a la hora de detectar isoformas proteicas minoritarias cuya expresión se daba bajo

un contexto muy determinado o en tejidos específicos. Esto se suma al hecho de que gran

parte de los polipéptidos surgidos por SA que pasan ciertos criterios de calidad puedan ser

eliminados por la célula antes de que puedan ser detectados. Otros estudios que intentan

integrar métodos de transcriptómica y proteómica han obtenido mejores acuerdos entre los
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mismos, concluyendo que efectivamente el SA tiene un rol importante en la composición y

diversidad del proteoma100,170.

Más allá de estas discusiones, las consecuencias del splicing alternativo no se limitan so-

lamente al aumento del proteoma. En la sección anterior, al discutir la influencia mutua que

tienen el splicing, la estructura de la cromatina y la transcripción, tuvimos un buen ejemplo

de esto. Sin embargo, la regulación que ejerce el SA sobre la expresión genética se da de

múltiples maneras. La retención de intrones juega un rol fundamental en muchos de estos

casos. Los transcriptos maduros que contienen un intrón retenido pueden tener diferentes

destinos dependiendo de la ubicación que este intrón tiene dentro de su secuencia y de las

señales presentes en el mismo. En primer lugar, la retención de un intrón puede derivar en el

secuestro de los transcriptos en el núcleo, lo que puede ocasionar su degradación pero tam-

bién puede llevar a su acumulación y posterior liberación frente a determinadas señales. Esto

puede llegar a ser un mecanismo de respuesta rápida frente a estímulos estresantes como se

ha observado en plantas. En segundo lugar, los eventos de IR han sido relacionados con el

mecanismo de degradación de proteínas denominado NMD (del inglés Non-sense Mediated

Decay) mediante la inserción de un codón de terminación prematuro en la secuencia (de-

nominado PTC, del inglés Premature Termination Codon). También los RI pueden afectar

la traducción mediante la inserción en el extremo 5’UTR (región no traducida del extremo

5’ del ARNm) de un uORF (marco de lectura abierta en la zona UTR), o aumentar la

eficiencia de traducción mediante lo que se denomina como IME (del inglés Intron-Mediated

Enhancement). Finalmente, y como ya vimos al hablar del caso de los exitrones, la retención

de un intrón también puede generar una variante protéica. Incluso no en todos los casos en

los que el intrón retenido presente un PTC éste conducirá a NMD, sino que también puede

derivar en la producción de proteínas truncadas, con efectos funcionales importantes.

Lo dicho hasta aquí sirve para dar cuenta del papel central que cumple el proceso de

splicing en los diversos procesos de regulación de la expresión génica y en el establecimiento

y diversidad de las redes de interacción proteica. Si tomamos en cuenta que el mismo está
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presente en prácticamente todos los organismos eucariotas, nos lleva a la pregunta por la

manera en la que el splicing evolucionó y el grado de conservación que mantiene en los

diferentes grupos taxonómicos.

1.3. Evolución del proceso de splicing y su diversidad
en eucariotas

El origen evolutivo de los intrones es aún hoy tema de debate entre los especialistas,

surgiendo una gran cantidad de hipótesis que lo pueden ubicar en la etapa de la vida

previa al uso del ADN como soporte de la información genética (llamada como teoría del

ïntrón primero", intrón first en inglés) o posterior a la incorporación del ADN en el flujo

de información pero previo al surgimiento de los eucariotas (teoría del intrón temprano,

intrón early en inglés) o que los intrones son una innovación surgida a partir de la aparición

de los eucariotas (teoría del intrón tardío, intrón late en inglés); además de una serie de

teorías que ubican el origen de los intrones en algún punto intermedio entre los momentos

ya mencionados. Si bien cada una de estas teorías tiene evidencia que la apoya, cualquier

opción que establezca el origen de los intrones antes del surgimiento de los eucariotas debería

postular que los mismos se perdieron tanto en bacterias como en los distintos linajes de

archaeas, lo que resulta poco probable163.

La gran cantidad de similitudes que hay entre los intrones procesados por el spliceosoma

y los intrones auto-catalíticos del grupo II lleva a pensar que los primeros derivan de estos

últimos. Estas similitudes no se limitan solamente a los detalles del mecanismos mediante el

cual ambos tipos de intrones llevan a cabo el splicing, sino también, en comparaciones tanto

funcionales como estructurales entre los distintos dominios presentes en los intrones del gru-

po II y los snRNA que forman parte del spliceosoma. La principal hipotesis del surgimiento

de los intrones spliceosomales propone que estos surgieron a partir de intrones del grupo II

de proteobacterias simbiontes (que luego darían lugar a las mitocondrias) de LECA (último

ancestro común eucariota), que invadieron los genes nucleares y, eventualmente, perdieron
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su capacidad auto-catalítica y, por ende, necesitaron para su procesamiento de factores en

trans, dando lugar al surgimiento del spliceosoma. Más allá de esta hipótesis, no necesaria-

mente todos los intrones actuales derivan de este proceso, sino que se han formulado varios

mecanismos endógenos mediante los cuales se puede adquirir nuevos intrones. Entre ellos,

podemos mencionar la acción de transposones, duplicación interna de los genes o el proceso

de “intronización” de secuencias traducibles, relacionado con la ventaja evolutiva que supone

la eliminación de PTCs en las secuencias que codifican proteínas. A estas observaciones hay

que sumar la evidencia aportada por el estudio de las secuencias de los sitios de splicing.

Sverdlov155 ha identificado que intrones “antiguos” presentan un mayor grado de conserva-

ción en la parte intrónica de los sitios de splicing, mientras que en los intrones “jóvenes”

ocurre lo contrario, es la parte exónica la que presenta una mayor conservación. Esto ha

sido interpretado como evidencia de que a lo largo de la evolución hubo una migración de

la señal desde la parte exónica hacia la parte intrónica de la misma. Lo cual es compatible

con la existencia de “proto-sitios de splicing” a partir de los cuales los intrones pueden ser

insertados en una secuencia.

Estrechamente vinculado con el surgimiento de los intrones spliceosomales, se encuentra

también la pregunta por el origen del spliceosoma. Estudios filogenéticos indican que ya el

último ancestro común de todos los eucariotas tenía un spliceosoma complejo, compuesto por

los 5 snRNA y al menos 80 proteínas30. Por otro lado, hay evidencia de que el spliceosoma

menor también se originó muy temprano en la evolución de los eucariotas134. Esto indicaría

que el spliceosoma de LECA sería similar, tanto en composición como en función, con el

que presentan hoy en día los distintos linajes eucariotas. Más allá de esta similitud, a lo

largo de la evolución se han dado tanto procesos de complejización como de simplificación

del spliceosoma. Mientras que en plantas y animales se registra una gran expansión de los

componentes del spliceosoma y de los factores que regulan el splicing, en algunos linajes de

protistas y hongos se han perdido algunas de las subunidades del spliceosoma o, incluso,

éste se ha perdido por completo, como es el caso de algunas especies de microesporidias5,
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diplomonadas8 y los nucleomorfos92.

Como es de esperarse, esta simplificación o pérdida del spliceosoma correlaciona con una

reducción en el número de intrones que presentan los genomas de estas especies. De manera

inversa, muchos intentos de reconstruir las posibles características que presentó el genoma de

LECA llegan a la conclusión de que contaba con una alta densidad de intrones. Comparable

con la de los genomas modernos de plantas y animales, al mismo tiempo que supera la que

presentan los protistas actuales32,86,132. Muchas variables relacionadas con el splicing parecen

estar correlacionadas: organismos con genomas ricos en intrones suelen presentar también

una gran cantidad de sitios de splicing débiles y una alta tasa de splicing alternativo72,73.

Así especies con baja cantidad de intrones tienen a su vez sitios de splicing fuertes y una

baja incidencia de SA, como es el caso de Saccharomyces cerevisiae. Estos indicios llevan

a pensar que el splicing alternativo tiene un origen temprano, estando ya presente en el

ancestro común de plantas, animales y hongos. Cumpliendo ya un rol importante en los

organismos unicelulares que precedieron el surgimiento de la multicelularidad, donde el

splicing alternativo también pudo haber tenido una importancia capital141.

A pesar de que los principales pasos del ciclo de splicing son similares en los distin-

tos eucariotas30,80, algunas diferencias en cuanto a factores de transcripción y splicing, la

arquitectura de los genes y divergencia en las secuencias utilizadas, sugieren que ciertas

características del splicing y su regulación pueden ser específicas de ciertos linajes. Como

consecuencia de estas diferencias, se ha observado que los intrones provenientes de animales

no son apropiadamente removidos cuando se los transfecta a células vegetales20,61,67. De una

forma similar, muchos intrones de mamíferos no pueden ser reconocidos por Saccharomyces

cerevisiae 11,93. A esto se suma el hecho de que el spliceosoma de varios linajes ha sido poco

estudiado. Hasta hace poco tiempo no había sistemas in vitro para caracterizar el spliceo-

soma de las plantas, quedando aún sin conocerse muchos de los detalles del mecanismo de

splicing en esos organismos24.

Como ya se ha mencionado, las plantas y los animales difieren en cuanto a cuál es el
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tipo de SA predominante: retención de intrones o salteo de exones, respectivamente. Varios

factores pueden ayudar a explicar estas diferencias, entre los que se encuentra el largo

promedio de los intrones. Mientras que en el caso de los intrones animales el largo promedio

se encuentra en los 5kb, en las plantas los intrones son significativamente más pequeños,

con un largo promedio de 160pb74,106, lo que sugiere que el reconocimiento de los intrones

y exones puede diferir en éstas últimas129. Por otro lado, estas diferencias relacionadas con

el tipo de SA predominante pueden vincularse con diferencias en cuanto a qué función está

cumpliendo el splicing en estos organismos. Al estar principalmente relacionados con los

procesos de NMD y secuestro de transcriptos en el núcleo48,79, los eventos de retención de

intrones no representan un aporte a la diversidad proteica60,66. De esta manera, los eventos

de RI podrían ser parte de una respuesta rápida de regulación de los niveles de ciertos

transcriptos, particularmente durante el proceso de desarrollo de las plantas y las respuestas

a estímulos del ambiente76,129.

Muchos factores de splicing están involucrados en respuesta a estrés en plantas89, incluso

componentes del spliceosoma como SKIP46, SAD134,174, LSm4179, STA194 y RBM2526. Otro

ejemplo importante son las proteínas SR23,25,178 que presentan 19 miembros en el genoma

de Arabidopsis thaliana, casi el doble de los que encontramos en humanos79. La presencia

de múltiples parálogos se da en varias familias de reguladores de splicing 85,166. Esto pu-

do deberse a duplicaciones del genoma3,33 y está relacionado con el hecho de que muchas

mutaciones en los componentes del spliceosoma no son letales como en otros linajes, aun-

que pueden tener efectos a nivel de desarrollo y fisiológico152. Por otro lado, cabe destacar

que estas duplicaciones también pueden ser el puntapié para una progresiva diferenciación

funcional de las proteínas parálogas.

Aunque las secuencias consenso de las principales señales de splicing son comparables

en plantas y animales128,146, éstas son susceptibles a cambios evolutivos. Iwata y Gotoh74

analizaron cinco características relacionadas con el splicing : el contenido de información

de los 5’ss, 3’ss y BPS, el largo del intrón y la composición nucleotídica dentro de los
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intrones en 61 especies de eucariotas. Encontraron que estas características reflejaban las

relaciones filogenéticas entre las especies, especialmente los 5’ss y 3’ss. Trabajos recientes han

destacado la significancia evolutiva que pueden llegar a tener las secuencias no consenso.

Las combinaciones de sitios de splicing no consenso más comunes son GC-AG y AT-AC

(considerando el dinucleótido con el que empieza y termina el intrón). La frecuencia con la

que se dan las combinaciones de sitios de splicing decrece a medida que diverge más de la

combinación canónica GT-AG126. Sin embargo, pueden observarse algunas diferencias entre

las especies en cuanto a la prevalencia de algunas combinaciones de sitios no consenso. Por

ejemplo, la combinación GA-AG parece estar particularmente representada en Eurytemora

affinis y Oikopleura dioica 50. A pesar de su baja abundancia, algunas combinaciones de

sitios de splicing presentan una alta conservación a través de distintas especies vegetales, lo

que podría ser un indicador de su relevancia funcional126. En consonancia con esto, algunos

sitios de splicing no canónicos parecen ser más frecuentes ante condiciones de estrés2,126.

Por otro lado, la frecuencia de la combinación GC-AG es el doble en plantas respecto a

animales126. Los trabajos citados analizan las combinaciones de di-nucleótidos presentes

en los sitios de splicing, las restantes posiciones suelen ser mucho más variables, lo que se

refleja en un contenido de información más bajo74. Sin embargo, esto no quiere decir que no

sean relevantes a nivel funcional. Por ejemplo, la disautonomía familiar está estrechamente

vinculada con un patrón de splicing aberrante en el exón 20 del gen IKBKAP debido a

un mal apareamiento de la posición +6 del 5’ss con el U1 snRNA. Se ha observado que un

apareamiento correcto en la posición -1 puede favorecer la aparición de un patrón de splicing

normal, mostrando la importancia e interdependencia de estas dos posiciones en este caso22.

1.4. Estudio del splicing alternativo mediante tecnolo-
gías de secuenciación

Los grandes avances que desde el cambio de siglo han tenido las tecnologías de secuen-

ciación permitieron el desarrollo de un sinfín de aplicaciones que profundizaron y, en gran
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medida, redefinieron el estudio de los mecanismos de biología molecular. El surgimiento de la

secuenciación masiva de ARN, denominada RNA-Seq, revolucionó el campo de la transcrip-

tómica, ampliando enormemente las posibilidades de estudiar a nivel sistémico las diferencias

tanto cualitativas como cuantitativas de los transcriptos presentes en un determinado orga-

nismo, tejido o, incluso al día de hoy, célula. Si bien en un principio su uso predominante

fue el de determinar la expresión diferencial de genes (DGE, del ingles Differential Gene

Expression), su utilidad se demostró en un gran abanico de problemas, como por ejemplo

el análisis de los patrones de splicing. Sin embargo, el estudio de los patrones de splicing a

partir de datos de secuenciación implica la resolución de algunos desafíos que son inherentes

al procedimiento que conlleva el mismo.

El protocolo de un experimento típico de RNA-Seq involucra una serie de pasos, algunos

propiamente experimentales y otros computacionales. En primer lugar, se debe realizar la

extracción del ARN que, dependiendo del tipo de experimento, puede ser seguido por un

enriquecimiento en ARNm mediado por el reconocimiento de las colas de poli-A. Luego

se produce la síntesis de los ADNc (de ADN copia) a partir de los ARN extraídos, la

fragmentación de los mismos y la ligación de adaptadores, conformando así una librería

de secuencias. En la placa de secuenciación se da la formación de los clusters mediante la

amplificación de los fragmentos, para luego pasar a la secuenciación. Utilizando la tecnología

de secuenciación Illumina se obtienen finalmente entre 10 y 30 millones de lecturas (o reads

en inglés). Los siguientes pasos son computacionales y resultan fundamentales para lograr

una interpretación biológicamente significativa de los resultados de la secuenciación. Las

lecturas deben ser alineadas o ensambladas a un transcriptoma, lo que permite la asignación

de cada una a una determinada región de un gen/transcripto. Para la cuantificación de la

expresión de los genes y/o transcriptos se debe previamente pasar por pasos de filtrado y

normalización de las cuentas asignadas a cada uno de ellos para, finalmente, poder realizar

la estimación de la expresión diferencial entre distintas muestras.

Las lecturas producidas mediante esta tecnología tienen una longitud corta, de entre
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Figura 1.8: Esquema de un experimento de RNA-Seq. Adaptado de Wang et al. 2008167.

150 y 200pb; esto representa un desafío a la hora de poder establecer de manera unívoca la

cuantificación de los diversos transcriptos procedentes de un único gen por splicing alterna-

tivo. Si bien existen otras tecnologías que permiten una lectura mucho más larga, llegando

a abarcar la longitud total de buena parte de los transcriptos, tanto por profundidad de

secuenciación como por su bajo costo, las tecnologías de secuenciación asociadas a lecturas

cortas son aún las más utilizadas153.

Para el estudio del splicing es importante tener en cuenta que una lectura puede alinear

de principio a fin con una determinada región del genoma, pero también, si la misma se
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alinea sobre dos exones contiguos en un dado transcripto, vamos a ver que el alineamiento

de esta lectura sobre el genoma va a estar interrumpido por la presencia del intrón (no

presente en el ARNm maduro). A este tipo de lecturas se las denomina “junturas”, y son de

gran importancia para poder determinar variaciones en la cantidad relativa de las isoformas.

Ante un evento de splicing alternativa, varias métricas que hacen uso de la información de

junturas pueden utilizarse según el tipo de evento. Por ejemplo, en el caso de un salteo de

exones se utiliza la métrica PSI (del inglés Percent Spliced In) que compara la cantidad

de junturas que incluyen al exón y las que lo excluyen. Por otro lado, para el caso de la

retención de intrones, tenemos el PIR (del inglés Percent Intrón Retention) que compara

las junturas que delimitan un determinado intrón con la cantidad de lecturas que alinean

sobre la secuencia del mismo. Entre diferentes muestras estas métricas pueden variar, lo que

puede ser indicativo de variaciones en los patrones de splicing. Los métodos para cuantificar

los eventos de splicing en una dada muestra pueden utilizar estas métricas, pero también,

los conteos de lecturas de la región normalizado por millones de lecturas alineadas (del

inglés Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads (FPKM) o Reads

Per Kilobase of transcript per Million mapped reads (RPKM)). Los métodos que toman en

consideración solamente las junturas tienen el problema que éstas representan solamente

una pequeña parte del total de las lecturas generadas, por lo que no toman en cuenta una

porción importante de la información generada por la secuenciación.

Figura 1.9: Métricas para cuantificar eventos de splicing a partir del uso de junturas.
Adaptado de Mancini et al. 2021103.

Los métodos computacionales que estiman la ocurrencia de splicing diferencial entre

distintas condiciones pueden separarse entre: (1) los métodos basados en la reconstrucción
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de isoformas (por ejemplo cuffdiff2160 y DiffSplice70) y los métodos basados en conteos

de regiones sub-génicas (por ejemplo DEXSeq7, edgeR131, rMats145). Por lo general, estos

últimos presentan una mayor sensibilidad y precisión respecto a los primeros110. Por otro

lado, los métodos basados en isoformas son incapaces de detectar eventos de splicing nuevos

que no se correspondan con ninguna de los transcriptos anotados.

Como medio para superar las limitaciones antes mencionadas, recientemente en el Labo-

ratorio de biología de sistemas integrativa se diseñó una metodología denominada ASpli 103

que permite integrar la información derivada del conteo de lecturas con la que proviene de

las junturas. Este marco de trabajo, que será utilizado a lo largo de esta tesis, se centra en el

análisis de bines, es decir, de regiones sub-génicas no superponibles que pueden ser pensados

como “ bloques” de secuencias que pueden ser incluidos o excluidos de un transcripto. Los

bines pueden ser tanto exónicos como intronicos, anotados como no anotados.
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Capítulo 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

El objetivo general de esta tesis de doctorado es entender algunos de los aspectos que

determinan el reconocimiento y posterior procesamiento de los intrones realizado por el

proceso de splicing, poniendo énfasis en la relación entre la fortaleza de los 5’ss y la acción

de un factor regulatorio como es PRMT5.

2.2. Objetivos específicos

Elaborar de un modelo estadístico basado en el principio de máxima entropía de las

secuencias de los 5’ss para entender la variabilidad que estas secuencias presentan a

lo largo de un genoma e identificar los patrones de covariaciones entre las distintas

posiciones de los 5’ss.

Comparar, mediante el modelo generado, los 5’ss de diversas especies eucariotas para

establecer qué patrones de covariación entre las posiciones de los 5’ss se encuentran

conservados y cuáles son específicos para un dado linaje.

Analizar datos de RNA-Seq procedentes de un diseño experimental de dos factores, en

el que se compara el efecto de la mutación de PRMT5 en dos ecotipos de Arabidopsis

thaliana, Col-0 y Ler.
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Analizar datos de RNA-Seq procedentes de plantas híbridas F1 entre los dos ecotipos

antes mencionados y evaluar el efecto de la mutación de PRMT5 en las mismas.

Determinar la relación entre la fortaleza de los 5’ss y el efecto que tiene PRMT5 sobre

los patrones de splicing a nivel sistémico.
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Capítulo 3

Modelo de máxima entropía para las
secuencias 5’ss

3.1. Introducción

El reconocimiento de las señales presentes en los intrones es un requisito fundamental

para llevar a cabo el proceso de splicing. Sin embargo, estas secuencias presentan una alta

variabilidad a lo largo de los genomas de la mayoría de las especies eucariotas, la cual

está estrechamente relacionada con la posibilidad de regular el reconocimiento de estos

sitios según los diversos contextos celulares; dando lugar así al splicing alternativo. En

este sentido, debe darse un fino equilibrio entre la variabilidad necesaria para los procesos

regulatorios pero, al mismo tiempo, mantener una cierta cantidad de información que asegure

la fidelidad del proceso de splicing y evite la potencial producción de transcriptos que alteren

la funcionalidad celular.

Dada la importancia de los sitios de splicing, muchos estudios se han llevado a cabo para

determinar cuáles son los patrones de estas secuencias que son más relevantes a nivel bioló-

gico. Los enfoques basados en teoría de la información han sido extensamente usados para

resolver estos interrogantes. Ya a comienzos de la década de los ’90, Schneider y Stephens

utilizaron teoría de la información para analizar un total de 1800 sitios de splicing. En-

contraron que había posiciones más variables que otras pero que el 80 % del contenido de

información de los 5’ss se encontraba en su parte intrónica154. Otra investigación que pone
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en relación la parte exónica e intrónica del 5’ss es el ya citado trabajo de Sverdlov et al.

que propone una migración de la información del sitio de splicing desde su parte exónica

a la intrónica155. Una investigación más reciente y que incorpora al análisis un mayor nú-

mero de especies (61 en total), encontró que, si bien los 5’ss son comparables entre ellas,

hay diferencias significativas en el contenido de información de algunas de las posiciones, en

particular la +5; dejando entrever cierto grado de especificidad en los patrones encontrados.

Las estadísticas que surgen de evaluar la frecuencia de cada uno de los cuatro nucleótidos en

cada posición del 5’ss, como puede ser los logos consenso (como los mostrados en la Fig. 1.3)

no logran capturar por completo la información estadística relevante en las secuencias. Para

esto hay que tener en cuenta las correlaciones de orden mayor que se dan entre las posicio-

nes de los 5’ss indicando, por ejemplo, si existe una covariación entre los nucleótidos de dos

posiciones distintas. En este sentido, ya el trabajo de Stephens y Schneiner encontraron va-

lores de información mutua significativos entre las siguientes posiciones del 5’ss de humanos:

(-2,+4), (-1,+5) y (-2,+5)154. Nuevamente vemos que lo que ocurre en el lado exónico de la

señal no parece ser independiente de lo que ocurre del lado intrónico. Las asociaciones entre

las posiciones (-1, +5) y (-2, +5) también fueron reportadas por otros trabajos siguiendo

diversas metodologías22,157.

Las correlaciones entre dos posiciones de los 5’ss también fueron analizadas por Sahashi

et al. encontrando que la no complementariedad entre la secuencia de los 5’ss y el U1

snRNA en ciertas posiciones podía ser compensada por una correcta complementariedad

en otras137. En este mismo sentido, Denisov et al. realizó un análisis comparativo de los

genomas de tres especies de mamíferos encontrando patrones de epistasis bien definidos

entre los nucleótidos de las diferentes posiciones del 5’ss38. Los nucleótidos que resultan

complementarios a la secuencia de U1 snRNA mantienen una epistasis positiva entre sí

dentro de las regiones exónicas e intrónicas de los sitios. Sin embargo, lo contrario ocurre si

se considera las relaciones entre posiciones de ambos lados del límite del exón: un nucleótido

que tiende a fortalecer el sitio en la parte exónica parece desfavorecer la presencia de uno
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que la fortalezca en la parte intrónica, y viceversa38.

Con el objetivo de entender con mayor profundidad estos patrones presentes en los 5’ss,

pero también con la intención de comprender la manera en la que éstos han ido varian-

do a lo largo de la evolución de las especies eucariotas, construimos un modelo estadístico

generativo a partir de las secuencias de los 5’ss anotadas en los genomas de distintas es-

pecies eucariotas, considerando un modelo de máxima entropía. En términos generales, el

principio de máxima entropía puede ser entendido de la siguiente manera: si tenemos una

cierta variable aleatoria X con valores conocidos x1, x2, x3, ..., xn pero cuyas probabilidades

p1, p2, p3, ..., pn son desconocidas, el principio de máxima entropía asigna probabilidades de

forma tal que se maximice la entropía de la información de la variable X bajo un cierto

conjunto de restricciones m.

Los modelos basados en el principio de máxima entropía han sido ampliamente utiliza-

dos en diversos problemas biológicos, entre los que podemos mencionar: estudios sobre el

nivel de actividad neuronal53,133,143, ingeniería inversa de redes de regulación genética95,130,

estudios sobre la interacción entre factores de transcripción y el ADN130,140, análisis de es-

tructura de proteínas guiado por información evolutiva44,114,148, etc. Detrás de la estrategia

llevada a cabo por estos modelos se encuentra la idea de que las correlaciones de orden

bajo, particularmente correlaciones de a pares, tienen una gran relevancia para entender la

información biológica que subyace a los diversos procesos moleculares y fisiológicos.

3.2. Materiales y métodos

Genomas analizados

Para el análisis de los 5’ss tuvimos en cuenta 30 especies eucariotas, entre las que inclui-

mos los genomas de 5 especies de hongos, 8 de plantas y 17 de metazoos (Ver Tabla 3.1).

Tanto la información de las secuencias genómicas - en formato FASTA - como la anotación

de los genomas - en formato GTF o GFF - fue descargada de la base de datos Ensembl,

https://ensemblgenomes.org/.
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Organismo Código Ensamblado 5’ss (únicas) 5’ss GT (únicas)
Aspergillus nidulans ani ASM1142v1 24563 (3954) 24514 (3919)
Coprinopsis cinerea okayama cci CC3 61427 (4737) 61325 (4670)
Cryptococcus neoformans cne cryp_neof_125_91_V1 36046 (2637) 35220 (2435)
Magnaporthe oryzae mor MG8 22772 (3126) 22567 (3039)
Neurospora crassa ncr NC12 16739 (2522) 16533 (2423)
Arabidospis thaliana ath TAIR10 136036 (11286) 130069 (6803)
Hordeum vulgare hvu IBSCv2 499846 (48879) 413160 (10107)
Medicago truncatula mtr MedtrA17_4.0 156335 (11396) 148511 (6964)
Oryza sativa osa IRGSP-1.0 130702 (12688) 124646 (8418)
Physcomitrium patens ppa Phypa V3 194684 (8310) 191147 (6991)
Populus trichocarpa ptri Pop_tri_v3 179803 (10168) 176766 (9285)
Solanum lycopersicum sly SL3.0 141263 (12562) 135225 (8400)
Vitis vinifera vvi 12X 108097 (9614) 105266 (7713)
Anas platythynchos apl CAU_duck1.0 152272 (9075) 146465 (5405)
Bos taurus bta ARS_UCD1.2 203086 (11919) 194432 (6624)
Canis lupus familiaris clu CanFam3.1 215912 (12437) 206340 (5521)
Danio rerio dre GRCz11 276776 (11723) 268477 (6720)
Equus caballus eca EquCab3.0 216007 (10367) 208399 (4984)
Gorilla gorilla ggo gorGor4 212738 (14620) 200262 (7697)
Homo sapiens hsa GRChv38 502197 (12129) 488939 (6206)
Monodelphis domestica mdo ASM229v1 208511 (14090) 196940 (6970)
Mus musculus mmu GRCm39 391997 (9026) 384141 (5369)
Ornythorhyncus anatinus oan mOrnAna1.p.v1 187119 (13517) 175225 (6562)
Oryctolagus cuniculus ocu OryCun2.0 147142 (12204) 138124 (5217)
Sarcophilus harrisii sha mSarHar1.11 227688 (10104) 220325 (5637)
Salmo salar ssa ICSASGv2 516921 (28445) 455502 (14209)
Sus scrofa ssc Sscrofa11.1 260642 (21094) 243064 (8300)
Xenopus tropicalis xtr Xenopus_tropicalis_v9.1 231618 (20862) 205430 (10794)
Caenorhabditis elegans cel WBcel235 127661 (7625) 124619 (5351)
Drosophila melanogaster dme BDGP6.32 63121 (4023) 62451 (3780)

Cuadro 3.1: Genomas analizados. Para cada genoma analizado, se muestra el código
del ensamblado utilizado, el número de sitios 5’ss totales extraídos de la anotación y de los
5’ss que presentan el di-nucleótido GT al inicio del intrón. Entre paréntesis se muestra el
número de secuencias únicas.

Modelo estadístico

Para cada uno de los genomas, buscamos aproximar una función de distribución de la

probabilidad conjunta, P (S⃗), asociada al conjunto de secuencias de los 5’ss observada. Cada

elemento de este conjunto es una secuencia de 9 nucleótidos de largo (los tres primeros de

la parte exónica y los 6 últimos de la parte intrónica) S⃗ = (s−3, s−2, s−1, s1, s2, s3, s4, s5, s6)
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donde si ∈ {A,C,G, T}.

La distribución buscada debe ser compatible con las probabilidades marginales obser-

vadas para una dada posición o entre dos posiciones, fi(si) y fij(si, sj) respectivamente,

tomando éstas como restricciones para encontrar la distribución mediante la maximización

de la entropía. Bajo este marco, estimamos una función de densidad de probabilidad,P̂ (S⃗),

que puede ser expresada como:

P̂ (S⃗) =
1

Z
e−Ed(S⃗) (3.1)

con

Ed(S⃗) = −
9∑

i=1

hi(si)−
9∑

i<j

Jij(si, sj) (3.2)

siendo una medida de energía derivada a partir de los datos.. Z es la función de partición

que puede ser considerada aquí como una constante de normalización. hi(si) y Jij(si, sj) son

los parámetros de nuestro modelo que deben ser estimados. Éstos conforman las contribu-

ciones de las estadísticas de una posición y de dos posiciones a la medida de energía de una

dada secuencia. En total hay 36 parámetros de una posición (4 nucleótidos posibles para ca-

da una de las 9 posiciones del 5’ss) y 576 parámetros de interacción entre dos posiciones (16

combinaciones de nucleótidos para los 36 pares de sitios posibles) que deben ser estimados

∑
∀j ̸=i

∑
sj

P̂ (S⃗) = fi(si) (3.3)

∑
∀k,l ̸=i,j

∑
sk,sl

P̂ (S⃗) = fij(si, sj) (3.4)

De aquí en más por conveniencia se va a omitir la dependencia de las variables si (por

ejemplo, Jij(si, sj) ≡ Jij)

Procedimiento de ajuste

Para ajustar los 612 parámetros de nuestro modelo implementamos un esquema de des-

censo gradiente regularizado siguiendo lo hecho por Espada et al. (2015)45. Utilizando un
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procedimiento de Monte Carlo, en cada iteración generamos un ensamble de 100.000 se-

cuencias compatibles con la ecuación 3.1 y los parámetros del modelo obtenidos hasta esa

iteración. Luego los parámetros ajustados son actualizados siguiendo los siguientes criterios:

ht+1
i ← ht

i − ϵh[fi − fm
i ]

si J t
ij = 0

J t+1
ij ←

{
0 if |∆| < γ

ϵj[∆− sign(∆)] if |∆| > γ
(3.5)

si J t
ij ̸= 0

J t+1
ij ←

{
J t
ij + ϵj[∆− γsign(J t

ij)] if η > 0

0 if η < 0
(3.6)

con ∆ = fij − fmodel
ij and η = (J t

ij + ϵj[∆− γsign(J t
ij)]) ∗ J t

ij.

El parámetro de regularización γ evita que los parámetros de interacción que no sean

suficientemente fuertes se aparten de cero.

Para cada genoma analizado, se estimó una familia de modelos de ajuste con diferentes

valores de γ. A partir de la disminución secuencial de los valores de γ se obtienen modelos

con un aumento controlado de la complejidad. Con esta estrategia se puede identificar de

manera precisa el mínimo conjunto de parámetros de interacción Jij necesarios para ajustar

las frecuencias observadas de co-aparición de nucleótidos en los pares de posiciones del 5’ss.

Este proceso se ilustra en la Fig. 3.1 para el caso de Homo sapiens.

En el panel izquierdo se muestra ∆ = max[abs(fij −Pij)] (la máxima devianza absoluta

entre las frecuencias de co-aparición observadas, fij, y estimadas, Pij) en función del número

de parámetros Jij distintos de cero. Esto se muestra para distintos valores de regularización

γ, desde 0,01 hasta 0,05. Como puede observarse, una regularización más permisiva genera

un modelo más complejo, es decir, con más parámetros distintos de cero; la cual se ajusta

mejor a las frecuencias observadas. Para el valor de γ = 0, 45 mostramos los valores de

los parámetros Jij en función de la correspondiente correlación observada en las secuencias

36



Figura 3.1: El rol de la regularización. Panel izquierdo: Desviación máxima absoluta
entre las probabilidades entre pares de posiciones observadas y estimadas,∆ = max[abs(fij−
Pij)], en función del número de parámetros Jij significativamente distintos a cero a distintos
niveles de regularización (mostrados como diferentes símbolos en la figura, γ ∈ [0,01, 0,05])
para el caso de Homo sapiens. Gráfico interno: parámetros de interacción Jij(si, sj) en
función de las correlaciones entre pares de posiciones observadas σnat

i,j para el modelo con
γ = 0,045. Panel derecho: coeficientes de correlación r2 entre correlaciones de pares de
posiciones observadas y modeladas en función del parámetro de regularización γ. Gráficos
internos: relación entre correlaciones de pares de posiciones modeladas, σmodel

i,j , y observadas,
σnat
i,j , en γ = 0,045 and γ = 0,02.

de los 5’ss, σij = fij − fifj. En este caso puede observarse que son 6 los parámetros de

interacción reconocidos por este modelo que tienen la mayor asociación con la correlación

de co-aparición que presentan los datos. En particular, puede verse que los modelos obtenidos

con un nivel de regularización de γ = 0, 025 experimentan una considerable reducción del

valor de ∆ con 10 parámetros Jij distintos a cero. Por otro lado, a partir del valor 0, 015

para γ, el valor de ∆ se estabiliza.

A cada nivel de regularización los modelos ajustados pueden generar un ensamble de

secuencias, con determinadas frecuencias para cada posición, Pi, y para los pares de posi-

ciones, Pij. En el panel derecho de la Fig. 3.1 se muestra el coeficiente de correlación R2

de la regresión de los valores estimados mediante el modelo y los observados. Puede obser-
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varse que con un nivel más bajo de regularización, es decir con la inclusión de un mayor

número de parámetros, el modelo puede obtener cada vez mayores valores de correlación.

Un comportamiento similar puede verse en todas las especies analizadas(ver Fig. A.1).

Para entender mejor el comportamiento de los parámetros ajustados, {hi} y {Jij}, mos-

tramos en la Fig. 3.2 un resumen de los resultados obtenidos en el modelo para humanos a

un γ = 0,025.

Figura 3.2: Frecuencias del modelo y parametros ajustados con γ = 0,025 . Panel
izquierdo: frecuencias estimadas de una posiciones, pares de posiciones y entre tres posi-
ciones (pi, pij, pijk) en función de las correspondientes frecuencias observadas (fi, fij, fijk)
son mostradas como puntos rojos, negros y grises, respectivamente. Gráfico interno: rela-
ción entre las correlaciones de pares de sitios estimadas, σmodel

ij , y observadas, σnat
ij . Panel

derecho: valores ajustados para los hi(si) en función de las frecuencias observadas por po-
sición, fi(si). La línea continua describe los valores esperados bajo un modelo en el que las
posiciones sean independientes:hindep

i (si) ∼ log(fi(si)). Gráfico interno: Representación en
forma de circos de las interacciones entre pares de posiciones. El anillo externo esta dividido
en 36 bloques representando los 4 nucleótidos en cada una de las 9 posiciones del 5’ss. El
área de cada bloque es proporcional a la probabilidad observada de cada nucleótido en cada
posición, fi(si). Los colores cálidos corresponden a las posiciones intrónicas y los colores
fríos para las exónicas. Interacciones positivas y negativas son representadas en color verde
y rojo, respectivamente.

En el panel de la izquierda de la Fig. 3.2 se muestra la relación entre los valores estimados
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y observados para las frecuencias de una posición (puntos rojos) y entre pares de posiciones

(puntos negros). En ambos casos se obtiene un R2 > 0,99. En el panel interno se puede

ver la relación entre las correlaciones modeladas y las observadas, obtenido al nivel de

regularización elegido un R2 ∼ 0,84. A pesar de que nuestro procedimiento de ajuste solo

toma en cuenta las frecuencias de una posición y de pares de posiciones, también puede

reproducir las frecuencias de orden superior. En el gráfico se muestra la correlación entre

valores estimados y observados de las probabilidades entre tres posiciones (puntos grises),

obteniendose un R2 = 0,95.

En el panel derecho se muestra los valores para el parámetro hi en función de las frecuen-

cias observadas fi. En una línea gris continua se muestra como referencia la estimación de

los parámetros hi si no se tuviera en cuenta los patrones de interacción entre las posiciones,

en tal caso hi ∼ log(fi). Se resaltan cinco casos en los que existe una desviación considerable

de lo esperado bajo estas condiciones. También se muestra una representación en forma de

circos que resume de manera gráfica gran parte de la información estadística relevante de

las secuencias de 5’ss para una dada especie, humanos en este caso. El anillo está formado

por 36 bloques que representan los 4 nucleótidos posibles, {A,C,G, T}, en las 9 posiciones

del 5’ss. Los colores cálidos son asignados a las posiciones exónicas {−3,−2,−1} y los co-

lores fríos a las posiciones intrónicas {1, 2, 3, 4, 5, 6}. El ancho de cada bloque da cuenta de

la frecuencia con la que un dado nucleótido es observado en una dada posición. Las lineas

que unen diferentes pares de posiciones representan los parámetros Jij distintos de cero, los

cuales pueden ser negativos (líneas rojas) o positivos (líneas verdes).

3.3. Resultados

Escala de energía

De acuerdo con nuestro estimador de las probabilidades de una secuencia introducido

en la ec. 3.1, la función de energía definida en ec. 3.2 representa una medida cuantitativa

de la frecuencia en la que una dada secuencia puede ser encontrada a lo largo del genoma.
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Mientras que secuencias de baja energía corresponden con los 5’ss más frecuentes, las de

alta energía están asociadas a secuencias raras e infrecuentes.

Figura 3.3: Energías de las secuencias de los 5’ss de Homo sapiens(γ = 0,025).
Distribución de energía para las 502.197 secuencais de los 5’ss extraídas del genoma humano.
Las barras grises corresponden a las energías obtenidas por los 5’ss asociados a U12. El punto
gris muestra el valor de energía promedio observado en un ensamble de 2.000 secuencias
aleatorias, mientras que la linea negra indica el intervalo de energía ±σ de esta distribución
nula.

La figura 3.3 muestra la distribución de frecuencia de las energías de los 50.2197 5’ss

analizados en el genoma humano. El 90 % de las secuencias presentan una energía con

un valor en el rango Ed ∈ [4,1, 9,7]. La secuencia de mínima energía, con un valor de
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Ed(S⃗
∗) = 3,50, es S⃗∗ = {C,A,G,G, T,A,A,G, T}. Merece destacarse que, al mismo tiempo,

esta secuencia también es la que presenta una mayor complementariedad con el snRNA

de U1. Por otro lado, esta secuencia es el mínimo global dentro del paisaje energético de

secuencias. Un ensamble de 2.000 secuencias generadas de manera aleatoria fueron utilizadas

como referencia para comparar con nuestra escala de energía. En la Fig. 3.3 se muestra un

punto gris y una linea negra representando la media y desvío estándar de energías que

obtuvieron estas secuencias aleatorias (Ed = 21,1± 4,6). Esto marca los valores de energía

que pueden tomar secuencias completamente desordenadas.

Como puede observarse, la distribución de energías presenta una asimetría con una cola

hacia los valores de mayor energía. Una de las preguntas que nos podemos hacer es qué

energías obtendrían los 5’ss asociados al reconocimiento por el spliceosoma menor. Tomamos

136 sitios de splicing que son procesados por este spliceosoma de la Intron Annotation and

Orthology Database 115. En la Fig. 3.3 puede observarse los valores de energía obtenidos

para estas secuencias como barras grises. En la mayoría de los casos se observa que estas

secuencias presentan una alta energía, por lo que podemos concluir que éstas presentan

estadística distinta a la que predomina en las secuencias utilizadas en el modelo.

Por otro lado, la distribución de energías nos habla de una escala de variabilidad en las

secuencias de los 5’ss del genoma que va desde la secuencia con complementariedad perfecta

al snRNA de U1 hasta secuencias que presentan un bajo nivel de información. La gran

mayoría de las secuencias presenta una energía media entre estos extremos, lo que nos lleva

a pensar en una región de variabilidad energética en la que se favorece el reconocimiento

de los sitios pero evitando el estado de máximo orden, permitiendo así un grado óptimo de

regulación sobre el proceso de splicing.

Finalmente el hecho de que la secuencia de mayor complementariedad con el snRNA de

U1 sea a su vez la secuencia de mínima energía nos llevó a preguntarnos por la correlación

que hay entre estas dos medidas. En la Fig. 3.4 se muestra la energía libre de dimerización

estimada entre las secuencias de los 5’ss la porción complementaria a éste del snRNA de
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U1 en función de nuestra escala de energía. Como puede verse existe un cierto grado de

correlación entre estas variables, en el que secuencias con una mayor complementariedad

con snRNA de U1 tienden a tener energías menores.

Figura 3.4: Relación con la energía de unión entre los 5’ss y el snRNA de U1.
Gráfico de cajas de los valores de energía estimados para los 502.197 5’ss extraídos de la
anotación del genoma de humanos para decil de la energía libre de dimerización predicha
entre el sitio y la porción complementaria a éste en el snRNA U1. Esta última fue estimada
utilizando el programa RNAcofold del paquete de R ViennaRNA 2.0101, usando parámetros
estándar.

Paisaje energético

Para caracterizar en mayor profundidad el paisaje de energía de las secuencias 5’ss,

analizamos el modelo realizado en base al genoma humano con un γ = 0,025 considerando

un enfoque de redes complejas. Representamos cada secuencia única como un nodo en la

red, estableciendo un enlace solamente entre secuencias que sean distintas en una única
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posición (como ejemplo se muestra en la Fig. 3.5 un sub-grafo de esta red). En teoría

de la información, esto equivale a decir que conectamos entre sí secuencias que tienen una

distancia de Hamming igual a 1. Esta medida da cuenta del número mínimo de sustituciones

que debo realizar para cambiar de una dada cadena de caracteres a otra. De esta manera

construimos una red dirigida, donde los enlaces apuntan hacia la secuencia de menor energía.

Encontramos 243 secuencias que actuaban en nuestra red como mínimos locales, es decir,

todas las secuencias con las que estaban conectadas tenían una energía mayor que éstas; por

lo que el número de enlaces que salen “hacia afuera” de estos nodos es igual a 0. Para cada

uno de estos nodos atractores pudimos estimar la componente de la red que se dirige hacia

ellos en un número finito de pasos. Esta es una medida de la extensión que tiene la base de

atracción de una dada secuencia atractora.

En la Figura 3.6 se muestra un gráfico de violín para la distribución de energías de las

secuencias que pertenecen a bases de atracción de la red dirigida. Las primeras 15 muestran

bases de atracción de secuencias que presentan el di-nucleótido GT al comienzo del intrón,

luego se representa en una única distribución las energías pertenecientes a bases en las

que este dinucleótido no está presente y, por último, de secuencias que no están enlazadas

con la componente gigante de la red. El punto rojo marca la energía correspondiente a la

secuencia atractora en cada una de las bases, cuya secuencia se incluye como etiqueta en el

eje horizontal del gráfico. Los números en la parte superior del gráfico hacen referencia al

número de secuencias presentes en cada una de las bases de atracción.

La primer distribución de la Fig. 3.6 corresponde a la mayor base de atracción, conte-

niendo 9.593 secuencias. Este número representa el 80% del conjunto completo de secuencias

de 5’ss que se encuentran presentes en el genoma de Homo sapiens y el 96% del subcon-

junto de éstas que tienen el di-nucleótido GT al comienzo del intrón. Nuevamente vemos

que el atractor asociado a esta base es la secuencia que presenta el mejor apareamiento con

el snRNA de U1: S⃗∗ = {C,A,G,G, T,A,A,G, T}, y la menor energía en nuestra escala:

Ed(S⃗
∗) = 3,5. El resto de las bases de atracción presentan mínimos locales de mucha mayor
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CAGGAAAGT

CAGATAAGT

CAGGCAAGT

CACGTAAGT

CAGGTTAGT

CAGGTAACA

AAGGTAAAT

AAAGTAAGT

CAGGTAAAT

ATGGTAAGT

CAGGTGAGA

CAGGTAAGA

AAGGTAAGT

CAGGTAAGT

Figura 3.5: Subgrafo de secuencias de 5’ss. Cada nodo del grafo corresponde una
secuencia de 5’ss. Los colores de los mismos representan el valor de energía obtenido a
partir del modelo realizado para Homo sapiens. Los enlaces se encuentran dirigidos hacia el
nodo de menor energía, nótese que en este subgrafo la secuencia CAGGTAAGT actúa como
una base de atracción hacia la cual se dirigen todos los enlaces.

energía, de los cuales solamente 14 presentan como atractor una secuencia con un GT al co-

mienzo del intrón. Estos resultados indican que nuestro sistema presenta un mínimo global

bien definido, dentro de un amplio panorama energético.

Robustez de los patrones de interacción

Para poder determinar qué tan robustos son los patrones de interacción inferidos a partir

de nuestros modelos, consideramos para el caso de Homo sapiens diferentes subconjuntos de

secuencias de 5’ss para construir los modelos: conjunto total de las secuencias 5’ss presentes
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Figura 3.6: Bases de atracción en la red dirigida de secuencias de 5’ss. Gráfico
de violín para las distribuciones de energías de las secuencias que corresponden a distintas
bases de atracción en la red dirigida de secuencias de 5’ss. Se muestran las 14 bases en las
que el atractor corresponde a una secuencia con el dinucleótido canónico GT al comienzo
del intrón. Unidas en una única distribución se muestran, por un lado, las secuencias que
no presentan este dinucleótido (nonGT) y, por el otro, las que se encuentran separadas de la
componente principal de la red (nonGiantComp). El punto blanco corresponde a la mediana
de energía para cada distribución y el punto rojo al valor de energía del atractor en cada
caso.

en la anotación del genoma (502.497), un subconjunto que tome solamente las secuencias

en las que esté presente el di-nucleótido GT al comienzo de los intrón (488.939) y dos
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subconjuntos de 5’ss que tengan evidencia experimental de ser efectivamente reconocidos en

el proceso de splicing.

Para obtener información sobre 5’ss soportados por datos de trsncriptómica utilizamos

RJunBase http://www.rjunbase.org/. Esta base de datos integra información sobre jun-

turas encontradas en 10.283 experimentos de RNA-Seq tanto de tejidos humanos norma-

les como cancerosos presentes en las bases de datos The Cancer Genome Atlas (TCGA) y

Genotype-tissue Expression (GTEx). Para tener en cuenta una determinada juntura tuvimos

que: 1) sea una juntura lineal; 2) esté presente en la anotación del genoma; 3) corresponda

a un gen que codifica proteínas; y 4) se encuentre expresada en tejido normal. Teniendo en

cuenta estos criterios, obtuvimos 233.961 5’ss. También fue considerado un segundo subcon-

junto más restrictivo que tiene en cuenta solamente junturas cuya mediana de expresión en

tejidos normales sea mayor a 5 cuentas.

Los cuatro paneles de la Fig.3.7 muestran los circos que se obtienen de los modelos ajus-

tados a partir de los cuatro subconjuntos de 5’ss ya mencionados. Como puede apreciarse,

no se observan cambios sustanciales en los patrones de interacción de los diferentes modelos,

lo que indica la robustez de los mismos frente a los distintos conjuntos analizados.

3.4. Conclusión

El reconocimiento de los 5’ss durante el proceso de splicing es sumamente complejo por

el gran número de factores que ejercen una influencia en el mismo. En primer lugar, hay que

mencionar que, a excepción del di-nucleótido GT al comienzo del intrón, las secuencias de

los 5’ss son altamente variables. En segundo lugar, este reconocimiento se da en distintas

etapas del ciclo de splicing por parte de diferentes complejos que se unen de manera total

o parcial al 5’ss. Por otro lado, no sólo la hibridación entre el sitio de splicing y los snRNA

determinan el reconocimiento de los primeros, sino que también participan múltiples pro-

teínas que ayudan a estabilizar la unión del complejo de forma inespecífica. Por último, hay

que tener en cuenta que el splicing se da en un determinado contexto genómico y celular.
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Figura 3.7: Diagrama de circos para los patrones de interacción estimados para
los 5’ss de Homo Sapiens. Los patrones de interacción para el conjunto completo de
secuencias de 5’ss extraídas de la anotación del genoma (502.197) y del subconjunto de
éstas que presentan GT al comienzo del intrón (488.939) se muestran en el panel superior
izquierdo y derecho, respectivamente. Los patrones de interacción para los modelos generados
a partir de 5’ss asociados a junturas en datos de transcriptómica de tejidos normales de
acuerdo a la base de datos RJunBase (233.961) se muestran en el panel inferior izquierdo.
En el panel inferior derecho se muestra el modelo generado solamente a partir de junturas
que presentan al menos una mediana de expresión de 5 en esta base de datos (114.745).
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Muchos son los factores tanto en cis, como la estructura genética y la presencia de secuencias

resaltadoras/silenciadoras, como en trans, factores de splicing y remodelaciones de la cro-

matina, que establecen distintas capas de regulación que determinan en cierto grado el nivel

de reconocimiento de cada 5’ss en particular. En este trabajo buscamos identificar señales

tanto conservadas como divergentes en las secuencias de los 5’ss de distintos organismos que

reflejan, en cierto modo, la influencia que todos estos factores dejaron en la composición de

estas secuencias.

Nuestra estrategia de maximización de la entropía nos permitió recuperar resultados

obtenidos por trabajos previos y arrojar luz sobre nuevas regularidades presentes en los

5’ss. La escala de energía definida a partir de nuestros modelos, Ed (Eq. 3.2), recupera

la idea detrás de la medida SD-Score (definida como el logaritmo de la frecuencia de una

secuencia 5’ss) introducida por Sahari y colaboradores para predecir el resultado del splicing

en mini-genes diseñados artificialmente137.

Vimos también que la Ed correlaciona con la energía de dimerización estimada de los

5’ss con la porción del snRNA de U1 encargado de su reconocimiento (Figura ??). A pesar

del gran número de factores en cis y trans que influyen sobre el reconocimiento de los sitios

de splicing, nuestra escala de energías parece reflejar ciertos aspectos funcionales de este

reconocimiento. En este sentido, Ed no solo nos habla de la frecuencia en la que una dada

secuencia de 5’ss se encuentra en el genoma sino también se relaciona con el aspecto funcional

de las mismas. La mayor parte de las secuencias que se observan en los genomas presentan

valores intermedios de energía(Fig. 3.3), lo cual es consistente con lo observado por trabajos

previos en los que se concluye que un apareamiento perfecto con la maquinaria de splicing

podría ser evitado en favor de un aumento en la variabilidad de los sitios de splicing, siendo

la formación de entre 5 y 6 pares de Watson-Crick una cantidad óptima para que se de el

reconocimiento22. De esta forma, se alcanza un buen grado de fidelidad en el reconocimiento,

al mismo tiempo que se permite la regulación del mismo ante distintos contextos celulares.

En nuestros modelos pudimos identificar patrones de interacción entre pares de posicio-
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nes en las secuencias que realizan un aporte importante en la definición de la escala Ed. Por

un lado, se observó que las interacciones entre nucleótidos consenso hacia el interior de la

región exónica o intrónica del sitio tienden a ser positivas. Lo contrario ocurre en las inter-

acciones entre posiciones que relacionan las regiones exónicas e intrónicas, en estos casos los

nucleótidos consenso mantienen una relación negativa (Table 4.2). Estos resultados extien-

den observaciones previas realizadas sobre sitios de splicing de mamíferos, como humanos

y ratón22,38,137, y apoyan la idea de que se favorece la complementariedad del 5’ss o bien en

la parte exónica o bien en la intrónica, pero no en ambas partes del sitio al mismo tiempo.

Las interacciones significativas entre pares de posiciones de los 5’ss dan cuenta de que

éstas no pueden ser tomadas como independientes. Nuestro trabajo reporta que las probabi-

lidades conjuntas entre los pares de posiciones presentan una información biológica relevante

y están estrechamente relacionadas con las relaciones filogenéticas entre los organismos. Los

5’ss son reconocidos por el snRNP U1 en el complejo temprano del spliceosoma y por los

complejos U5 y U6 snRNP en la etapa pre-catalítica del ciclo de splicing. En este contexto,

relaciones de compensación entre las distintas posiciones del sitio podrían ser las principales

responsables de mantener la fidelidad del proceso de splicing incluso cuando la variabilidad

de cada posición en particular sea alta. Pequeñas diferencias en cuanto a la evolución de

estos mecanismos de compensación pueden estar a la base de las diferencias que se observan

en cuanto a los patrones de interacción entre posiciones en las diversas especies eucariotas.
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Capítulo 4

Estudio comparativo de los 5’ss en
plantas, hongos y metazoos

4.1. Materiales y métodos

Time-tree

A partir de la lista de especies utilizadas para generar los modelos de 5’ss obtuvimos un

time-tree en el que se encuentra representadas las relaciones evolutivas entre ellas (http:

//www.timetree.org/search/goto-timetree, último acceso 20 Diciembre de 2021), como

puede verse en la Fig. 4.1. De las 30 especies analizadas, hubieron dos que no se encontraron

en la base de datos TimeTree por lo que para los siguientes análisis fueron reemplazadas

por especies evolutivamente muy cercanas. Estas dos especies fueron: Magnaporthe oryzae

(mor), que fue reemplazada por Pseudohalonectria lignicola (ambas pertenecen a la fami-

lia Magnaporthacease), y Coprinopsis cinerea (cci), que fue reemplazada por Coprinopsis

lagopus (siendo ambas del género Coprinopsis).

Estimación de señales filogenéticas

Para estudiar la asociación y posible señal filogenética en los parámetros de interacción

encontrados en los modelos de las distintas especies analizadas, que en total suman un todal

de 41 interacciones distintas, utilizamos el proceso de aleatorización Maddison-Slatkin102.

Este es un enfoque de bootstraping no paramétrico para generar una distribución de valores
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Figura 4.1: Time-tree. Para las especies analizadas, obtenido de http: // www. timetree.
org/ search/ goto-timetree
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esperados de una prueba estadística. En nuestro caso, consideramos un puntaje de parsi-

monia definido como el número de cambios de la variable binaria presencia/ausencia para

un dado parámetro de interacción. Para cada uno de estos parámetros se le asignó de for-

ma aleatoria un determinado estado de presencia/ausencia a cada especie 1.000 veces y se

estimaron los valores de parsimonia (metodología de Sankoff139) utilizando la función par-

simony presente en el paquete de R phagorn142. Se estimaron los p-valores para la fracción

de eventos aleatorios con un valor de parsimonia mayor o igual al valor observado para el

parámetro de interacción bajo análisis, corrigiendo por múltiple testeo mediante el método

de Bonferroni.

Dendrogramas inferidos de las probabilidades entre dos posiciones

Consideramos distancias euclideas entre las matrices triangulares de probabilidades Pij

de los modelos de las genomas analizados. El dendrograma fue producido usando el método

de agrupamiento por enlazamiento completo.

Comparación de dendrogramas

Para la comparación de dendrogramas utilizamos las funciones que se encuentran imple-

mentadas en el paquete de R dendextend52. En particular, utilizamos un tipo de diagramas

llamados tanglegrams que logran comparar de manera visual y cualitativa dos ordenamientos

jerárquicos. Por otro lado, usamos la función Bk-permutations para llevar a cabo un análisis

de boostrap (1.000 permutaciones) de los índices Fowlkes-Mallows para comparar particio-

nes generadas a partir de cortar a diferentes niveles el dendrograma de interés49. Dadas dos

particiones distintas de n objetos, y siendo mi,j el número de elementos comunes entre el

cluster i-ésimo y j-ésimo de las particiones, el índice Fowlkes-Mallows es definido como:

Bk =
Tk√
PkQk

52



donde

Tk =
k∑

i=1

k∑
j=1

m2
i,j − n (4.1)

Pk =
k∑

i=1

(
k∑

j=1

mi,j)
2 − n (4.2)

Qk =
k∑

j=1

(
k∑

i=1

mi,j)
2 − n (4.3)

0 ≤ Bk ≤ 1. Un valor más alto del índice de Fowlkes–Mallows indica un mayor grado de

similitud entre los clusters de las dos particiones comparadas.

4.2. Resultados

Patrones de interacción conservados

Nuestro procedimiento de ajuste permite identificar conjuntos de interacciones entre

pares de posiciones en los 5’ss. Algunos de ellos involucran nucleótidos que son consenso en

las posiciones que interactúan, por ejemplo la interacción que une al -1G y el +6T en Homo

sapiens (Fig. 3.7). Otros ponen en relación un nucleótido consenso con otro que no lo es

en las posiciones que interactúan, como la interacción entre -2A y -3T. En la Tabla 4.2 se

muestra para los genomas analizados el promedio de la intensidad de las interacciones entre

los diferentes casos que pueden darse: nucleótidos que son consenso (C) o no (NC), tanto

en posiciones que son exónicas (E) como intrónicas (I). A pesar de algunas diferencias entre

las distintas especies, algunos patrones parecen ser compartidos por la gran mayoría de los

casos.

Interacciones positivas entre nucleótidos consensos de posiciones exónicas (EC-EC) o

intrónicas (IC-IC) están presentes en casi todas las especies, lo que indicaría que el con-

senso parece reforzarse en cada lado de la secuencia del 5’ss. Sin embargo, también parece

ser común a las distintas especies una interacción negativa entre nucleótidos consensos de

posiciones que se encuentran en ambos lados del sitio (IC-EC). Esto nos esta indicando que
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Especies IC-EC IC-ENC INC-EC INC-ENC IC-IC IC-INC INC-INC EC-EC EC-ENC ENC-ENC
cne -0.41 0 0 0 -0.14 -0.01 0 0.88 0.13 -0.13
ani -0.5 0 0.03 0 0.21 0.02 0 0.82 0 -0.15
ncr -0.68 0 0 0 0.26 0.03 0 0.68 0 -0.07
mor -0.45 0 0 0 0.1 0 0 0.87 0 -0.15
cci -0.59 0 0.04 0 0.15 0.09 0 0.7 0 -0.35
ath -0.39 0 0.05 0 0.37 0 0 0.83 0 -0.11
hvu 0 0.09 0 -0.06 -0.13 0.92 0.09 0 -0.16 -0.29
mtr -0.3 0 0 0 0.1 0 0 0.95 0 0
osa -0.24 0 0.01 0 0.23 0.05 -0.04 0.94 0 0
ppa -0.77 0 -0.01 0 -0.02 -0.01 -0.03 0.64 0 -0.08
ptri -0.42 0 0 0 -0.02 0 0 0.91 0 0
sly -0.36 0 -0.01 0 0.21 0 0 0.91 0 -0.07
vvi -0.37 0 0 0 -0.02 0 0 0.93 0 -0.04
apl -0.4 0 0 0 0.29 0.01 0 0.87 0 0
bta -0.28 0 0 0 0.57 0 0 0.78 0 0
clu -0.3 0 0 0 0.52 0.03 0 0.79 0 0
dre -0.45 0 0 0 0.23 0 -0.02 0.86 0 0
eca -0.37 0 0 0 0.48 0 0 0.8 0 0
ggo -0.18 0 0 0 0.59 -0.01 0 0.78 -0.1 0
hsa -0.48 0 0 0 0.14 -0.01 0 0.86 0 0
mdo -0.22 0 0 0 0.67 0 0 0.69 -0.15 0
mmu -0.51 0 0 0 0.08 0 0 0.86 -0.06 0
oan -0.19 0 0 0 0.81 -0.06 0.03 0.55 0 0
ocu -0.24 0 0 0 0.61 0 0 0.76 0 0
sha -0.33 0 0 0 0.6 0.01 0 0.73 -0.05 0
ssa 0.14 0 -0.06 0 0.74 0.01 0.02 0.63 -0.16 0
ssc -0.14 0 0 0 0.7 -0.04 0 0.7 -0.07 0
xtr 0.11 0 -0.04 0 0.56 -0.02 0.03 0.81 -0.13 -0.04
dme -0.89 0 0 0 -0.23 -0.04 0 0.38 0 -0.08
cel -0.9 0 0.05 0 -0.21 -0.01 0 -0.35 0 -0.13

Cuadro 4.1: Patrones conservados (γ = 0,025).La media de la interacción entre dife-
rentes tipos de posiciones son mostradas para los organismos analizados. EC: posiciones con
nucleótidos consenso en el exón, ENC: posiciones con nucleótidos no consenso en el exón,
IC: posiciones con nucleótidos consenso en el intrón, y INC: posiciones con nucleótidos no
consenso en el intrón.

la presencia de la secuencia consenso tanto del lado intrónico como del exónico en un mismo

sitio está estadísticamente desfavorecida. Este resultado se encuentra en consonancia con

estudios previos que encontraron relaciones de epistasis negativa entre ambos lados del 5’ss

en mamíferos38,137. Los mismos resultados se obtienen si se analiza el modelo con un mayor

número de interacciones, con un γ = 0,015 (Tabla Supl.B.1).
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Diferencias entre las especies analizadas

A pesar de la alta conservación del mecanismo general del splicing a lo largo de los euca-

riotas, se ha encontrado diferencias entre las especies en cuanto al contenido de información

observado en las posiciones del 5’ss74,144. Estas diferencias también se reflejan en nuestros

datos, siendo la más destacable la disminución de contenido de información de la posición

+5 en los vegetales y de la posición +6 tanto en vegetales como hongos 4.2.

Figura 4.2: Contenido de Información de los 5’ss Media del Contenido de Información
de cada posición del 5’ss en Fungi, Metazoa y Plantae.

De la misma manera, también las probabilidades marginales entre pares de posiciones

de los 5’ss Pij presentan una variación entre las diferentes especies. En el panel izquierdo
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de la Fig.4.3 mostramos un tanglegrama en el cual comparamos un dendrograma obtenido

a partir de considerar las Pij para los modelos de γ = 0,025 y el TimeTree para las especies

analizadas.

Figura 4.3: Patrones de presencia/ausencia de los parámetros de interacción A,
Tanglegrama que compara el dendrograma producido a partir de la similaridad en los Pij

en las distintas especies y las relaciones filogenéticas que estas guardan entre sí. B, Matriz
de Presencia/Ausencia para los parámetros de interacción que resultaron mostrar una señal
filogenética significativa. Con cuadrados y círculos se representa si la interacción es negativa
o positiva, respectivamente. Verde: plantas, Rojo: animales, Azul: hongos.

Ambos ordenamientos presentan una gran concordancia. En particular, puede observarse

claramente la separación entre los tres grupos principales: animales, plantas y hongos. En

la comparación entre los dos ordenamientos se obtiene una correlación cofrenética de 0,9; y,
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por otro lado, los índices de Fowlkes-Mallows resultaron ser significativos (pv < 10−4) para

casi todo el rango de grupos de k-clusters (2 < k < 29) (Figura 4.4)

Figura 4.4: Análisis de Fowlkes-Mallows. Particiones K-cuts se realizaron para los
ordenamientos jerárquicos derivados de la filogenia y de los Pij. Para cada valor de k el
índice de similaridad de agrupamiento Fowlkes-Mallows, Bk, fue estimado junto a 10.000
valores para el modelo nulo, obtenidos por rearreglo de las etiquetas. La línea negra punteada
corresponde a valores de Bk observados en función del número de agrupamientos k. Los
valores esperados bajo la hipótesis nula de no relación entre los ordenamientos son mostrados
como una línea negra discontinua. La línea roja continua representa la región de rechazo
del 95% basado en la distribución de valores de Bk. Todos los cálculos fueron realizados
utilizando la función Bk_plot del paquete de R dendextend52.

Señal filogenética de los parámetros de interacción

El panel A de la Figura 4.3 sugiere que las estadísticas relacionadas con las interacciones

entre pares de sitios pueden llegar a estar vinculadas con las relaciones filogenéticas entre

las especies analizadas. A continuación nos preguntamos si en los parámetros de interacción
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obtenidos por nuestros modelos puede encontrarse una señal filogenética significativa.

Para cada uno de los 41 parámetros Jij, identificados en al menos una especie, llevamos

a cabo el procedimiento de Maddison-Slatkin para poner a prueba la presencia de señal filo-

genética. Encontramos cinco asociaciones estadísticamente significativas (ver Tabla 4.2). El

número de pasos evolutivos observados para los caracteres analizados (es decir, para los pará-

metros) es inferido utilizando la parsimonia de Sankoff? y mostrado en la columna SM.obs.

El mínimo, la mediana y el máximo número de pasos evolutivos detectados en 1.000 mues-

tras de bootstrapping, y los p-valores corregidos por el método de Bonferroni son reportados

en las columnas SM.null y SM.pv, respectivamente. Los patrones de presencia/ausencia de

estas interacciones son mostrados en el Panel B de la Figura 4.3. Para favorecer la claridad,

utilizamos una simplificación de la notación de los parámetros de interacción. Por ejemplo,

-1G:+6T denota el parámetro J−1,+6(G, T ).

Como podemos ver hay ciertas interacciones que se encuentran predominantemente en

algunos de los grupos analizados pero no en otros. Las tres primeras interacciones mostradas

en la Tabla 4.2 corresponden con interacciones negativas que ponen en relación el nucleótido

consenso G en la posición exónica -1 (-1G) con las últimas tres posiciones de la parte intrónica

del 5’ss. Mientras que la interacción -1G:+6T se encuentra en casi la totalidad de las especies

analizadas de Metazoa y Fungi pero ausente en plantas, la interacción -1G:+5G se encuentra

en todas las especies vegetales pero solo se encuentra en 3 especies de animales y ninguna

de hongos. En cuanto a -1G:+4A se encuentra en la totalidad de las especies de plantas y

hongos pero muy pocas especies animales. Cabe destacar que de las especies animales que

presentan estas dos últimas interacciones, se encuentran las dos especies de invertebrados

incluidas en este análisis, C. elegans y D. melanogaster.

Las últimas dos interacciones en la Tabla 4.2 corresponden a interacciones entre posicio-

nes intrónicas:+3G:+5G y +3T:+4A. Ambas muestran un patrón de aparición mucho más

complejo que los ejemplos anteriores. Mientras que la primera se encuentra presente en el

70 % de las especies animales analizadas, la segunda se encuentra solamente en las especies
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Parámetro Plantas Metazoos Fungi MS.obs MS.null MS.pvD
-1G:+6T 0 16 4 3 3,9,10 4.1e-3
-1G:+5G 8 3 0 3 4,9,11 0
-1G:+4A 8 4 5 3 3,10,13 4.1e-3
+3G:+5G 0 12 0 4 4,10,12 4.1e-3
+3T:+4A 5 2 1 3 3,7,7 5.0e-2

Cuadro 4.2: Señal filogenética de los parámetros de interacción. Los parámetros
estadísticamente significativos según la prueba de Maddison-Slatkin son mostrados en las
distintas filas. Para cada uno de estos parámetros se muestra en cuantas especies de plan-
tas, animales y hongos fue detectado. MS.obs es el número de pasos evolutivos de Sankoff
observados. En la sexta columna se muestra el mínimo, mediana y máximo de este valor
para muestras obtenidas por bootstraping. Los p valores corregidos por el método de Bonfe-
rroni son reportados en la última columna.

de plantas dicotiledóneas y en un par de especies de animales y una de hongos.

Estos resultados sugieren que hay señal filogenética en algunos de los parámetros de

interacción de nuestros modelos, dando evidencia de los procesos de divergencia que han

sufrido a lo largo de la evolución de los distintos clados de eucariotas y dejando abierta la

pregunta sobre qué efectos a nivel funcional pueden tener estas diferencias.

Modelos para los distintos agrupamientos de organismos

Con el objetivo de resaltar los patrones específicos de las interacciones entre pares de

posiciones en los 5’ss de plantas, animales y hongos; realizamos un muestreo balanceado

de 800.0000 secuencias en plantas y animales, y de 161.547 para hongos. A partir de los

muestreos estimamos modelos de máxima entropía para cada uno de estos grupos.

La representación de los modelos resultantes puede verse en la Fig.4.5, mostrando los

resultados para dos niveles de regularización: γ = 0,015 y γ = 0,025. Muchas de las inter-

acciones ya discutidas previamente son recuperadas mediante estos modelos. Por ejemplo,

las interacciones positivas entre nucleótidos consenso que se encuentran en y otro lado de

la señal siguen presentes en los tres grupos. Una interacción negativa que resulta ser común

a todos los casos es la -2A:-3T, que relaciona un nucleótido consenso con uno no consenso
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dentro de la región exónica.

De la misma manera, también recuperamos las diferencias entre estos grupos que había-

mos mostrado con el análisis de Maddison-Slatkin. Una fuerte interacción negativa entre -1G

y +6T se puede observar tanto para el caso de animales como para el de hongos, la cual es

reemplazada por la interacción -1G:+5G en el caso del modelo hecho para plantas. Por otro

lado, la interacción -1G:+4A es detectada en los modelos de plantas y hongos pero ausente

en el caso de animales, mientras que la interacción positiva +3G:+5G es solo encontrada

en este último grupo. Estas diferencias en los patrones de interacción se mantienen incluso

en los modelos más complejos en los que han sido relajados los niveles de regularización,

γ = 0,015 (Fig 4.3-B). Por otro lado, estos patrones de interacción observados en estos

modelos no cambian de manera significativa si se toman en cuenta solamente las secuencias

de los 5’ss que presentan el GT canónico al comienzo del intrón(Fig. A.2).

Figura 4.5: Patrones de interacción para los modelos de plantas, animales y
hongos. Diagrama de circos para los modelos construidos con γ = 0,025 (arriba) y γ = 0,015
(abajo).
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4.3. Conclusión

Nuestros resultados sugieren que los parámetros de interacción de nuestros modelos

están asociados a las relaciones filogenéticas establecidas entre las especies analizadas. Estas

asociaciones han resultado ser robustas en tanto que no se ven significativamente afectadas

por el grado de regularización utilizado para construir los modelos y se ven tanto al analizar

las especies por separado como al construir un modelo que reúne secuencias de las distintas

especies de plantas, animales y hongos.

Varias de las interacciones detectadas en este trabajo ya han sido reportadas en tra-

bajos previos analizando un numero reducido de especies, principalmente mamíferos como

humano, ratón22,38,137,154,157,177. Por ejemplo, las interacciones positivas entre las posiciones

intrónicas +4:+5 y +5:+6, y la interacción negativa -2:+5 son recuperadas por nuestro mo-

delo y coinciden con los resultados de los trabajos citados. Para destacar es el hecho de que

en nuestros modelos encontramos la interacción -1:+5 para las especies vegetales pero, a di-

ferencia de las investigaciones previas, no la encontramos en los metazoos. Esta interacción

involucra dos posiciones con alto contenido de información (4.2), especialmente para el caso

de animales donde el IC para la posición +5 es bastante más alto que para las plantas. Esta

interacción negativa es encontradas en trabajos como el de Yeo y Burge, quienes analizaron

12.700 intrones de 1.821 transcriptos distintos177, o el de Carmel y colaboradores, en el que

se infiere una relación de compensación entre -1G:+5G a partir de un análisis comparativo

de 8.869 exones homólogos entre humano y ratón22. Resulta interesante que en un estudio

reciente en el que caracterizan funcionalmente el procesamiento de 32.768 5’ss únicos en tres

contextos genéticos diferentes a partir de la técnica de secuenciación masiva en paralelo, en-

cuentran que la interacción entre estas dos posiciones es positiva ya que si alguna de éstas

se la muta colocando un nucleótido no consenso para esa posición, el reconocimiento de ese

sitio se reduce en un 20 %173. Esto podría indicar que el efecto compensatorio que observa

el resto de los trabajos podría no estar reflejándose completamente a nivel funcional. En

nuestro caso, la interacción -1:+5 no fue relevada ni en el caso del genoma humano (con
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50.2197 secuencias) ni en el ensamble de secuencias de animales (con 800.000 secuencias).

Ya en las secuencias se observa una baja correlación entre la aparición de -1G y +5G en los

datos, ya sea que se considere el conjunto total de secuencias como si se tenga en cuenta

solamente las secuencias con el di-nucleótido canónico GT al inicio del intrón (ver A.3).

De acuerdo con nuestro modelo, la relación de compensación entre las posiciones exónicas

y las últimas intrónicas se da por un entramado de relaciones entre pares de posiciones que,

por un lado, involucra la estabilización de las secuencias consenso mediante las relaciones

+5G:+6T y -1G:-2A y, por otro lado, la interacción negativa entre -2A:+5G y -1G:+6T(ver

Fig. 4.5). Al menos para el caso de Homo sapiens, comprobamos que este entramado de rela-

ciones se mantiene inalterado, incluso si consideramos solamente sitios que tienen evidencia

transcripcional de ser reconocidos activamente por la maquinaria de splicing (Fig. 3.3). La

relevancia de la posición +6, a pesar de su alta variabilidad, ya fue reportada en conec-

ción con las aberraciones del splicing que se dan en la disautonomía familiar22. Cambios en

la posición -1 pueden llegar a rescatar el splicing aberrante del exón 20 del gen IKBKAP

causado por un mal apareamiento del 5’ss con el U1 snRNA en la posición +6.

En plantas detectamos la interacción negativa -1G:+5G que parece reemplazar la inter-

acción -1G:+6T observada en animales(see Fig. 4.5). Cabe destacar que, en el caso de las

plantas, las posiciones +5 y +6 presentan un bajo contenido de información: 0.27 y 0.21

bits, respectivamente. Lo que puede sugerir que el entramado de relaciones entre posiciones

puede estar jugando un rol clave para mantener la fidelidad en el reconocimiento de los sitios

frente a la alta variabilidad que tienen las posiciones individuales de los mismos.

Varias diferencias han sido resaltadas entre los animales y las plantas en cuanto a los

detalles relacionados al mecanismo de splicing, los más importantes se relacionan con el largo

de los intrones y con la prevalencia de un tipo de splicing alternativo por sobre otro24,129.

Nuestros resultados exponen diferencias significativas en los patrones de interacción entre

las posiciones de los 5’ss. Las implicancias que estas diferencias pueden tener en cuanto a la

historia evolutiva y el funcionamiento del splicing requiere de futuras investigaciones.
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Capítulo 5

Efecto de la mutación de PRMT5 en
distintas accesiones de A. thaliana.

5.1. Introducción

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) se encuentran a la base de la gran mayoría

de los mecanismos de transducción de señales, siendo una manera adecuada para producir

cambios de manera rápida y, en muchos casos, reversible de los componentes que integran

los diversos procesos celulares. Estos cambios cambian las propiedades bioquímicas de las

proteínas que los sufren, afectando su estabilidad, su localización o las interacciones que

pueden establecer. Entre todos los tipos de MPT que se conocen, la metilación de argininas

se destaca por varios motivos. Ocurre en prácticamente todas las especies de organismos

eucariotas; siendo conocidos sus efectos en la modificación de la estructura de la cromatina,

la regulación de la expresión génica y del procesamiento del ARN, respuesta al daño del

ADN, entre otros, afectando a una gran cantidad de procesos moleculares y fisiológicos,

como la diferenciación celular y la respuesta ante estímulos externos.

Esta modificación es llevada a cabo por una familia de proteínas llamadas PRMT (del in-

glés Protein Arginine Metil-Transferases), la cual se divide en cuatro tipos distintos. El tipo

I y II producen la misma monometilación, ω−NG−monometilarginina (MMA), pero se di-

ferencian en la dimetilación que producen: mientras que las PRMT que pertenecen al primer

tipo producen una dimetilación asimétrica, ω−NG, N ′G−monometilarginina (aDMA), las
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del segundo tipo producen una dimetilación simétrica, ω − NG, NG −monometilarginina

(sDMA). En cuanto a las PRMT del Tipo III, solamente producen la monometilación

ω − NG − monometilarginina. Finalmente, la metilación producida por las del Tipo IV

es la más infrecuente, encontrada solamente en Saccharomyces cereviceae, e involucra la for-

mación de δ −NG −monometilarginina9. El Tipo I esta integrado por PRMT1, PRMT2,

PRMT3, PRMT4/CARM1, PRMT6 y PRMT8; mientras que el Tipo II está representado

por PRMT5 y PRMT9. La única metiltransferasa del Tipo III es PRMT7.

La metilación de argininas es una MPT muy común, en tejidos de mamíferos aproxima-

damente el 0,5 % de las argininas se encuentra metilada. La adición de grupos metilos a los

residuos de arginina de una proteína permite su reconocimiento y unión con proteínas que

presentan determinados dominios, como Tudor, PHD y WD40. Un tipo de blanco impor-

tante de las PRMTs son las histonas4. PRMT1 lleva a cabo la dimetilación asimétrica de

la arginina 3 de la histona 4 (H4R3), mientras que CARM1 está asociada a la dimetilación

H3R26 y H3R42. Todas estas marcas están relacionadas con activación transcripcional. Por

otro lado, el efecto contrario tienen las marcas producidas por PRMT5 -H2AR3, H4R3,

H3R8- y PRMT6 -H3R2 y H2AR29- las cuales tienen un efecto inhibitorio. Sin embargo,

el efecto que las PRMT tienen sobre la transcripción no se limita a su acción directa sobre

las histonas. Por ejemplo, PRMT5 metila el factor de elongación de la transcripción SPT5,

modificando su interacción con ARN polimerasa II.

El procesamiento del ARN es otro de los procesos en los que las PRMTs ejercen un

papel regulatorio muy importante. Muchas proteínas que se unen al ARN (RBPs, por sus

siglas en inglés RNA-binding proteins) son blanco de mono y di-metilaciones, en especial las

pertenecientes a las ribonucleoproteínas nucleares heterogéneas (hnRNP, por sus siglas en

inglés). PRMT1 regula la localización y funciones de varias RBPs, como Sam6831, hnRNP

A2117 o FUS159. Algo similar ocurre con PRMT4/CARM1, asociado a la metilación de

los factores de splicing SAP49 y U1 snRNP C27. Entre las metiltransferesas de Tipo III,

PRMT9 metila a SF3B2, uno de los componente del U2 snRNP, mientras que PRMT5
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es reconocido como una pieza clave en la maduración de las ribonucleoproteínas pequeñas

nucleares (snRNPs) y el mantenimiento de la fidelidad del proceso de splicing. PRMT5

metila a tres de las siete proteínas Sm (D1, D3 y B), siendo esta metilación importante para

el reconocimiento de las mismas por parte del dominio Tudor de la proteína SMN (del inglés

survival motor neuron), la cual promueve la maduración de las snRNPs111,112. Además, en

Arabidopsis thaliana se ha mostrado que PRMT5 también metila a la proteína AtLSm437.

Los efectos de la ausencia o falta de función de PRMT5 sobre el splicing han sido relacionados

con múltiples fenotipos. Un ejemplo importante de esto se ha observado en la regulación

del splicing de la proteína MDM4, la cual es un represor clave de la vía de p53. La falta de

dimetilación de las Sm en ausencia de PRMT5 lleva a la expresión de una isoforma corta de

MDM4, la cual es degradada vía NMD, liberando así la vía de p53. Esto ha sido encontrado

en varios tipos de cancer, incluyendo melanoma, neoplasias malignas hematológicas39,58,84 y

glioblastoma136. También se ha observado patrones de splicing aberrantes en transcriptos del

gen MYC en células B de linfomas84. Por otro lado, los efectos en el splicing de la ausencia

o inhibición de PRMT5 impide el reparado del ADN mediante recombinación homóloga,

llevando al arresto del ciclo celular y apoptosis64. Por todo esto, PRMT5 ha tomado una

gran relevancia clínica en el estudio y posible tratamiento de diferentes tipos de cáncer63.

En plantas también han sido caracterizados los efectos de PRMT5, con la enorme ventaja

de que en estos organismos, los mutantes que carecen de esta proteína son viables, a diferen-

cia de lo que ocurre en los mamíferos. PRMT5 está involucrado en múltiples procesos, como

el control del tiempo de floración, fotomorfogénesis, ritmos circadianos y respuesta a estrés

salino; tanto por su efecto en la transcripción mediado por su acción epigenética como por

su relación con el splicing. Análisis comparativos de los mutantes prmt5 y prmt4, muestran

grandes similitudes en cuanto a la alteración del tiempo de floración, defectos en las vías de

señalización relacionadas con luz y la reducción en la tolerancia a sal. Estas similitudes se

relacionan con efectos similares también en cuanto a los genes cuya expresión se ve afectada

y de los que presentan patrones de splicing alterados68. En el caso de los eventos de splicing
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alternativo asociados a la mutación de PRMT5, pero no a la de PRMT4, se observó un

enriquecimiento de 5’ss débiles que se alejaban de la secuencia consenso. Esto indica que el

efecto de PRMT5 sobre el splicing puede deberse, al menos en parte, a la estabilización de

las uniones ARN-ARN que se establecen entre 5’ss débiles y la porción de snRNA de U1

que es complementaria a la secuencia consenso de 5’ss68.

Como ya se ha destacado anteriormente, las señales en cis tienen un rol preponderante

en el proceso de splicing y su regulación. Varios estudios indican que las diferencias que se

encuentran en los patrones de splicing alternativo tanto a nivel intra como interespecífico

se deben principalmente a variaciones de los elementos regulatorios en cis 10,87,109,138. Por

ejemplo, estudios sobre la divergencia del splicing en transcriptomas de cerebro de humanos

y chimpancés determinaron que la evolución de las señales regulatorias en cis realizan la

mayor contribución en el surgimiento de patrones de splicing especie-específicos98. Conclu-

siones similares alcanzan estudios que comparan diferencias intraespecíficas entre cepas de

ratones55 o entre accesiones de Arabidopsis thaliana 168.

Con el objetivo de entender la relación que existe entre la acción de PRMT5 y la se-

cuencia que regulan en cis el proceso de splicing, en este estudio comparamos los efectos

que tiene la mutación prmt5 en dos accesiones diferentes de Arabidopsis thaliana: Columbia

(Col-0) y Landsberg erecta (Ler). En este sentido, buscamos relacionar los efectos que la

mutación tiene sobre la transcripción y los patrones de splicing con las diferencias que exis-

ten entre estas accesiones en cuanto a sus secuencias genómicas, poniendo especial énfasis

en los polimorfismos de nucleótido único (SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism)

presentes en las secuencias de los 5’ss. Para esto se planteó un diseño experimental de dos

factores en el cual se realizó un experimento de RNA-Seq de plantas salvajes y mutantes

para PRMT5 de cada una de las accesiones antes mencionados, Col-0 y Ler (Figura 5.1).

Por otro lado, para poder discriminar las diferencias en los patrones de splicing originadas

por efectos en cis o en trans, se analizó mediante RNA-Seq los transcriptomas de plantas

producto de las cruzas entre Col-0 y Ler-1, tanto salvajes como mutantes.
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Figura 5.1: Esquema general del experimento. A partir de plantas salvajes (+prmt5)
y mutantes (-prmt5, cruz roja en el esquema) procedentes de dos accesiones distintas de A.
thaliana, Columbia (Col-0, planta verde en el esquema) y Landsberg erecta (Ler, planta gris
en el esquema), se produjo mediante cruzamiento plantas híbridas F1 Col-0 X Ler y Ler
X Col-0 (plantas de ambos colores). Gracias a las diferencias en las secuencias genómicas
presentes en las accesiones (SNP/Indels) podemos identificar en los experimentos realizados
de RNAseq cuáles lecturas provienen de los alelos de cada uno de ellos. De esta manera
podemos calcular la métrica PIR (Percentage Intron Retention) para cada alelo por separado
y evaluar el efecto interacción en los eventos de splicing. En las plantas híbridas, los alelos
procedentes de las accesiones se encuentran en un mismo ambiente celular, en particular,
están expuestos a la misma cantidad y cualidad de reguladores de splicing. Si los eventos
de interacción que se observan en las plantas parentales también se registran en las plantas
híbridas es indicio de que el efecto se da por diferencias en cis, por ejemplo, debido a
las variaciones de secuencia entre una accesión y otra. En cambio, si el efecto interacción
desaparece en las plantas híbridas, podemos decir que las diferencias en cis no alcanzan para
explicar el resultado visto en los parentales. Por lo que ese evento de interacción se deberá
interpretar como producido por un efecto en trans.
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5.2. Materiales y métodos

Crecimiento de plantas, extracción y secuenciación de ARN

Se sembraron semillas de los distintos genotipos en medio Murashige-Skoog conteniendo

0.8 % de agar. Las semillas fueron estratificadas por 4 días en oscuridad a 4 °C, y luego

fueron cultivadas bajo luz blanca continua a 22 °C. Luego de 9 días, se cosecharon plántulas

enteras de cada genotipo, y se extrajo el ARN total utilizando el RNeasy Plant Mini Kit

de QIAGEN, siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se prepararon bibliotecas de

ADNc siguiendo las instrucciones del TruSeq RNA Sample Preparation Guide de Illumina.

Brevemente, a partir de 3 µg de ARN total se purificó ARNm polyadenilado, el cual luego

de ser fragmentado fue utilizado para la síntesis de ADNc utilizando transcriptasa reversa

(SuperScript II; Invitrogen) y hexámeros aleatorios. Finalmente se agregaron adaptadores

específicos para cada muestra y las bibliotecas de ADNc fueron secuenciadas en la plataforma

Illumina GAIIx, obteniéndose secuencias de 100 pares de bases. Las secuencias obtenidas

fueron analizadas con la versión 1.3 del pipeline Illumina, y filtradas por calidad utilizando

procesos usuales de Illumina. Los archivos de secuencias resultantes fueron generados en el

formato FASTQ.

Introgresión de la mutación prmt5-5, obtenida en el background Col-
0, al background Ler

La mutante prmt5-5 obtenida en el background Columbia (Col-0) fue cruzada durante

7 generaciones con plantas salvajes de la accesión Landsberg erecta (Ler), verificando la

eficacia de la introgresión luego de cada cruza.

Obtención de híbridos F1 de plantas salvajes ( WT Col-0 x WT Ler)
y de mutantes (prmt5-5 Col x prmt5-5 Ler)

Para obtener backgrounds híbridos de plantas salvajes (F1 Col-0 x Ler), así como del

mutante prmt5-5 (F1 prmt5-5 Col x prmt5-5 Ler), se realizaron decenas de cruzas de plantas
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salvajes de la accesión Col-0 con plantas salvajes de la accesión Ler, así como de plantas

mutantes prmt5-5 en el background Col-0 con mutantes prmt5-5 en el background Ler, y se

utilizaron las semillas y plántulas resultantes de dichas cruzas para la caracterización de los

transcriptomas de los distintos genotipos por secuenciación masiva (RNA-seq).

Mapeo de las lecturas de RNA-Seq

Previo al paso de mapeo de las lecturas, se verificó la calidad de los archivos fastq utilizan-

do TrimGalore (https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore), mediante la detección

y remoción de secuencias adaptadoras con Curadapt 108 y el control de calidad de las mismas

mediante FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc).

Para el mapeo de las lecturas elegimos el alineador STAR v2.7.9a debido a su buen

rendimiento y precisión en el alineamiento de lecturas provenientes de junturas41. Fueron

consideradas solo las lecturas que lograron ser mapeadas a una única posición del genoma.

Se utilizó el modo “2-pass” de STAR para mejorar la sensibilidad en la detección de nuevas

junturas, no coincidentes con las coordenadas de las isoformas presentes en la anotación del

genoma utilizada.

Para las lecturas que provienen de la accesión Col-0 se utilizó el genoma de referen-

cia TAIR10. Para el caso de las lecturas provenientes de la accesión Ler, utilizamos una

estrategia ya previamente descripta171. Creamos un genoma de referencia partiendo del

genoma de Col-0 y utilizando la información de las variantes de nucleótido único (SNP)

y de inserción/deleción (Indel) de Ler presentes en el sitio del Proyecto 1001 Genomes

(https://1001genomes.org/). La secuencia del “pseudo-genoma” es inferida a partir de

reemplazar el alelo de referencia por el alelo alternativo de Ler, utilizando la función pseu-

dogeno implementada en el software GEAN 149. En cuanto a la anotación de las caracterís-

ticas genómicas, construimos archivos GFF (del inglés, general feature format) a partir de

la proyección de las coordenadas genómicas presentes en TAIR10 en las coordenadas de la

accesión Ler, mediante la función liftgff de GEAN.
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En el caso de las lecturas provenientes de los híbridos F1, las mismas fueron alineadas

utilizando tanto TAIR10 como el pseudo-genoma de Ler. Cada lectura fue identificada con

un determinado parental según en cuál de estos dos alineamientos obtuvo la calidad más alta.

Solo las lecturas que pudieron ser asignadas a alguno de los parentales de forma inequívoca

fueron utilizadas para el análisis de splicing alternativo alélico.

Para el procesamiento de los archivos BAM creados en los alineamientos arriba deta-

llados, se utilizó las herramientas que provee el software samtools 96. Fueron consideradas

solamente las lecturas que luego del alineamiento se encuentren debidamente pareadas y con

una calidad de mapeo superior a 20.

Análisis de expresión diferencial de genes y splicing alternativo

El conteo de la cantidad lecturas que se superponen con distintas features genómicas, ya

sea genes como exones/intrones o junturas, fue realizado con el paquete de R ASpli 103. Este

mismo paquete fue utilizado tanto para la detección de los genes diferencialmente expresados

(DEG) como para el uso diferencial de bines en las comparaciones entre plantas salvajes y

mutantes prmt5-5. En estas comparaciones se tomó como criterio de significancia un Fold

Change(FC) mayor a 1.5 y un False Discovey Rate(FDR) menor a 0.05.

En el análisis de splicing diferencial en la comparación entre las dos accesiones se utilizó

un test exacto de Fisher para comparar los valores de PSI/PIR entre las dos accesiones o

alelos de los híbridos. Los p-valores obtenidos fueron ajustados por múltiple testeo mediante

el método de Benjamini–Hochberg (BH). Como criterio de significancia se tomó un q-value

menor a 0.1 en las tres réplicas y un |∆PIR/PSI| promedio mayor a 0.1.

Para estimar el efecto de interacción entre la accesión (Col-0 o Ler) y el genotipo (salvaje

o mutante de PRMT5 ) se utilizó el método de Altman y Bland6,55,109,168. El ratio entre los

valores de PSI/PIR de las plantas salvajes y mutantes fue comparado entre ambas accesiones,

tanto para las plantas parentales como para el caso de los híbridos F1 Col-0 X Ler y Ler X

Col-0. En cada una de estas comparaciones se calculó el error estándar de la diferencia de
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los ratios entre las dos accesiones, el cual fue utilizado para la construcción de valores-z y

los correspondientes p-valores. Estos últimos fueron ajustados mediante el método de BH,

tomando como significativos aquellos que obtuvieron un q-value menor a 0.05.

Análisis de enriquecimiento de pathways de KEGG

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) es una base de datos con infor-

mación sobre una gran diversidad de funciones y vías metabólicas o pathways presentes

en los sistemas biológicos; conteniendo información sobre los diversos componentes y sus

funciones biológicas, así como también una red de sus interacciones moleculares. Con el fin

de entender el significado biológico de los genes que resultaron diferencialmente expresados

(DEG) en la comparación entre plantas salvajes y mutantes para PRMT5, hicimos un aná-

lisis de enriquecimiento de pathways de KEGG, utilizando el paquete de R clusterProfiler.

En este análisis lo que se busca es determinar si el conjunto de DEG encontrados están sig-

nificativamente enriquecidos en algunos de los conjuntos de genes reunidos en los diferentes

pathways que conforman KEGG. Se ajustaron los p-valores según el método de BH y se

tomó como significativos aquellos que superaran un valor de 0.05. Para la representación de

las vías metabólicas y los genes diferencialmente expresados en ellas se utilizó el paquete de

R pathways.

Análisis de motivos de RBPs y SNPs

Para la determinación de la presencia de motivos asociados a proteínas de unión a ARN

(RBP, del inglés RNA Binding Protein) en los eventos de splicing relacionados con la muta-

ción de PRMT5, se utilizó el servidor web rMAPS2 71,123. Para la obtención y manipulación

de las secuencias genómicas correspondientes a A. thaliana se usaron los paquetes de R:

GenomicFeatures, Biostrings, rtracklayer. Para el análisis y manipulación de la información

referida a las variaciones genómicas entre Col-0 y Ler se utilizó el paquete de R VariantAn-

notation.
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5.3. Resultados

Variabilidad genómica entre las accesiones Col-0 y Ler relacionada
con los sitios de splicing

Los SNPs presentes en la accesión Ler fueron obtenidas a partir del Proyecto 1001

Genomes, contabilizándose un total de 568.741 SNP/Indels. A partir de la anotación del

genoma de A. thaliana podemos explorar en qué regiones del genoma se encuentran estas

variaciones de secuencia y entender su posible impacto funcional. En la Figura 5.2 podemos

observar que existen cerca de 250.000 variaciones de secuencia en las regiones promotoras de

los genes, mientras que las que se localizan dentro de las regiones codificantes de los mismos

son 130.747 y dentro de intrones, 152.998. Para obtener los SNP/Indels que se ubican dentro

de las regiones correspondientes a sitios de splicing, se definieron éstas de la siguiente forma:

para los 5’ss se tuvo en cuenta las últimas tres posiciones exónicas (-3 a -1) y las primeras

6 intrónicas (1 a 6), mientras que para los 3’ss se consideraron las últimas 12 posiciones del

intrón y la primera del exón siguiente. Así definido, se obtuvo que en Ler hay 3.615 SNPs

en los 5’ss y 8.426 en los 3’ss.

En la Figura 5.3 puede observarse la secuencia logo para los 5’ss y 3’ss para los genes

que resultaron expresados en la condición salvaje de Col-0 (de un total de 20.289 genes se

obtuvieron 153.213 sitios de splicing). Por otro lado, se puede ver el porcentaje de SNPs

que se ubican en cada una de las posiciones de los sitios. Por ejemplo, de los 3.615 SNPs

que se encuentran en los 5’ss, el 11 % se ubica en la posición -3 mientras que en la posición 1

hay menos del 0.01 %. En ambos sitios de splicing se observa una menor cantidad de SNPs

en las posiciones que están más conservadas. Esto se ve claramente en los 3’ss en donde la

presencia de SNPs en las posiciones -2 y -1 es muy poco frecuente en relación al resto de las

posiciones. Esto se relaciona con el posible impacto funcional que puede tener un cambio en

la secuencia en las posiciones más conservadas, modificando la probabilidad de que el sitio

pueda ser reconocido por la maquinaria de splicing.

Concentrándonos en los 3.615 SNPs presentes en los sitios donores de splicing, podemos
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Figura 5.2: Variaciones en las secuencias genómicas entre Col-0 y Ler. Cantidad
de SNP/Indels cuyas coordenadas genómicas coinciden con regiones con distintas funciones
anotadas: promotores, regiones codificantes, intrones, etc. La región promotora fue definida
como el intervalo que abarca 1000 bp río arriba del comienzo de la transcripción y 100 bp
río abajo de la misma.

calcular el efecto que estos SNPs tienen en relación a la escala de energía presentada en el

primer capítulo de esta tesis, utilizando el modelo correspondiente a Arabidopsis thaliana.

Esta medida de energía de las secuencias de los 5’ss nos permite establecer una escala de

variabilidad. Como podemos ver en la Figura 5.4, la gran mayoría de los SNPs presentes en

sitios donores de splicing generan un cambio pequeño en nuestra escala de energías. Esto

se relaciona con el hecho ya mencionado de que la mayoría de los SNPs se encuentran en

posiciones más variables de los 5’ss, con lo cual su efecto funcional podría no ser tan abrupto.

Sin embargo, también podemos notar que hay un conjunto de SNPs que producen cambios

importantes en la escala de energía. En estos casos podríamos esperar que el correlato

funcional de estos cambios sea mayor.
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Figura 5.3: SNPs en sitios de splicing . A, B Secuencias Logo para los sitios 5’ss y 3’ss
de Arabidopsis thaliana, respectivamente. Se consideran 153.213 secuencias pertenecientes
a sitios de splicing relacionados con genes que se encuentran expresados en las muestras
salvajes de Col-0. C, D: Número de SNPs entre Col-0 y Ler mapeados en los sitios de
splicing, distinguiendo la posición dentro de los mismos en la que se encuentran. En total
hay 3.615 y 8.426 SNPs en los 5ss y 3ss, respectivamente.
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Figura 5.4: Diferencia de energía de 5’ss con variaciones de secuencia entre Col-0
y Ler. Distribución de las diferencias de energías para los 5’ss en Col-0 y Ler con variaciones
de secuencia entre estas accesiones, calculadas según el modelo estadístico desarrollado en
la primera parte de esta tesis para A.thaliana. Para el caso de las secuencias de los 5’ss
correspondientes a la accesión Ler, se reemplazó el alelo de referencia por el alternativo
según la información extraída de 1001Genomes.
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Efecto de la mutación de PRMT5 en Col-0 y Ler

Plantas salvajes y mutantes prmt5-5 de las accesiones Col-0 y Ler fueron recolectadas

para realizar un experimento de RNA-Seq, utilizando tres réplicas biológicas para cada

una de las condiciones. Las lecturas provenientes de plantas de la accesión Col-0 fueron

mapeadas al genoma de referencia TAIR10, mientras que las pertenecientes a la accesión

Ler fueron mapeadas contra un pseudogenoma generado a partir de la anotación de TAIR10

y la información de SNP/Indel de esta accesión, extraída de 1001 Genomes. En promedio,

aproximadamente 54 millones de lecturas fueron alineadas en una única posición del genoma

(Apéndice B, Ref. B).

Para todos los análisis que realizamos, excluimos de los mismos todas las zonas del

genoma en las que se den una superposición de elementos genómicos, como pueden ser

transcriptos anti-sentido, para evitar posibles errores en la cuantificación de la expresión

génica o en el uso de los bines. Para la determinación de los genes diferencialmente expresados

(DEG, por sus siglas en inglés) se tomó dos criterios de significancia: FC (en inglés, Fold

Change) mayor a 1.5 y FDR menor a 0.05. Considerando estos criterios se encontraron

1903 DEG en la comparación entre plantas salvajes y mutantes para PRMT5 en la accesión

Col-0, y 2508 DEG para el caso de la accesión Ler. Entre ambos conjuntos hay 975 genes

en común. Este número representa el 51,2% y 38,9% de los DEG encontrados en Col-0 y

Ler, respectivamente. En ambos casos, se registra un mayor número de genes cuya expresión

aumenta en el mutante respecto al estado salvaje. Al mismo tiempo que resulta muy bajo el

número de genes que muestran una tendencia opuesta entre ambas accesiones, es decir, que se

encuentran sobre-expresados en las muestras mutantes en una accesión pero subexpresados

en la otra(Fig. 5.5 A).

Para realizar un análisis de los procesos biológicos en los que están involucrados los genes

cuya expresión se encuentra afectada por la mutación de PRMT5, se realizó un análisis

de enriquecimiento de pathways de KEGG, mediante el paquete de R clusterprofiler. Se

consideró como criterio de significancia un p-valor corregido por múltiple testeo mediante
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el método de BH menor a 0.05. En ambas accesiones se encuentran un conjunto similar de

pathways afectados por la mutación (Figura 5.5 B y C). Podemos destacar una aumento de

la expresión en el mutante de genes relacionados con el ciclo de splicing y con la degradación

del ARN. Así como también una disminución de la expresión de genes relacionados con la

transducción de señales hormonales y el proceso de fotosíntesis, entre otros.

Figura 5.5: Genes Diferencialmente Expresados (DEG). Comparación entre plantas
salvajes y mutantes para PRMT5 en ambas accesiones, Col-0 y Ler. A. Diagrama de Venn
de los DEG encontrados en el análisis. Se muestra los conjuntos de genes cuya expresión
resultó significativamente mayor en el mutante (Col-0 Up y Ler Up) y en los que se encontró
que la misma fue menor Col-0 Down y Ler Down). B. y C. Distribución de logFC de los
genes cuyas vías metabólicas resultaron significativas en el análisis de enriquecimiento en
KEGG para Col-0 y Ler, respectivamente.

Si nos concentramos en la expresión de los genes que codifican para los principales

componentes del spliceosoma, podemos observar que en ambas accesiones se da un aumento
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de la expresión de estos genes en el mutante respecto al salvaje. Como puede verse en la

Figura 5.6, los genes cuya expresión se encuentra afectada corresponden a componentes

del spliceosoma que participan en las distintas etapas del ciclo de splicing. Este efecto

de la mutación de PRMT5 parece ser similar tanto en Col-0 como en Ler (ver Figura

suplementaria A.4), siendo la correlación de los FC obtenidos para los genes que pertenecen

a componentes del spliceosoma en Col-0 y Ler de 0,83 (calculada a partir de 80 genes

pertenecientes a este pathway y expresados en ambas accesiones).

En cuanto a los cambios en los patrones de splicing alternativo que se dieron en los

mutantes respecto a las muestras salvajes, se tomaron los siguientes criterios de significancia:

(1) un FC mayor a 1.5 en la cobertura del bin involucrado en el evento de splicing ; (2) FDR

asociado a ese cambio menor a 0.05; y (3) ∆PIR/PSI entre las condiciones mayor a 0.1. De

esta manera se logró identificar 1130 eventos de splicing diferenciales para la accesión Col-0,

y 947 para el caso de Ler. Nuevamente encontramos una alta coincidencia en los cambios

que se producen en ambas accesiones, siendo la intersección de 696 eventos; representando

un 61.6 % y 73.5 % de los eventos que cambian en Col-0 y Ler, respectivamente (Fig. 5.7.A).

El tipo de splicing alternativo que predomina ampliamente entre los eventos diferenciales

observados es la retención de intrón (IR), representando un 92.1 % en Col-0 y del 94.7 % en

Ler.

Como mencionamos en la Introducción, en trabajos previos68 se observó que los sitios

donores de splicing asociados a eventos diferenciales en mutantes de PRMT5 tendían a

ser sitios débiles, es decir, que sus secuencias se alejan de la secuencia consenso esperada

para los 5’ss de A.thaliana. Para poder determinar si en estas muestras puede observarse la

misma tendencia, se utilizó el modelo energético desarrollado en la primera parte de esta

tesis para caracterizar los 5’ss. En modo de recordatorio, dentro del marco de los modelos de

máxima entropía realizados para las secuencias de los 5’ss, una alta energía corresponde a

secuencias que tienen una baja frecuencia a lo largo del genoma y, por lo tanto, a sitios que se

alejan de la secuencia consenso. En la Figura 5.7.B podemos ver la distribución de energías
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Figura 5.6: DEG relacionados con el ciclo de splicing en Col-0. Análisis de en-
riquecimiento en pathways de KEGG para Col-0. Se consideró el FC obtenido a partir de
la comparación entre plantas salvajes y mutantes para PRMT5 en la accesión Col-0. Los
genes resaltados en rojo presentan un aumento de su expresión en esta última condición.
Diagrama realizado a partir del paquete de R pathways.
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Figura 5.7: Bines diferenciales entre plantas salvajes y mutantes. A. Diagrama de
Venn entre los bines que sufrieron un cambio significativo entre las muestras salvajes y las
mutantes prmt5-5 en Col-0 y Ler. B. Distribución de energías para los sitios donores de
splicing (5’ss) de los eventos de retención de intrones en cada una de estas comparaciones.
Anotación: 5’ss extraídos de la anotación del genoma y pertenecientes a genes expresados en
al menos una condición; Col-0: 5’ss de eventos de retención de intrones en Col-0; Ler: ídem
para el caso de la accesión Ler. Con líneas puntuadas se indica la media de las distribuciones.
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para los 5’ss anotados en el genoma de A. thaliana (TAIR10) y que pertenecen a genes que

se encuentran expresados en al menos una de las condiciones evaluadas (criterio: mínimo

de 10 lecturas que solapen las coordenadas genómicas del gen y una densidad de lecturas

media mínima de 0.05). Al mismo tiempo, también podemos observar las distribuciones de

energías para los 5’ss asociados a eventos de IR en las comparaciones entre muestras salvajes

y mutantes, para la accesión Col-0 (verde) y Ler (azul).

Para ambas accesiones, las secuencias de los 5’ss de los bines diferenciales muestran un

corrimiento de la distribución hacia energías más altas, indicando que éstos corresponden

a sitios más alejados de la secuencia consenso. Por otro lado, si consideramos el ∆PIR

obtenido para estos eventos de retención de intrones, encontramos que en 1028 de 1033 y

887 de 893 eventos hay una mayor retención en las muestras mutantes de PRMT5 de Col-0

y Ler, respectivamente. Estos dos resultados llevan a concluir que en las plantas mutantes

de ambas accesiones podrían existir dificultades en el reconocimiento de sitios donores de

splicing débiles, lo que conlleva a la retención de los intrones asociados a esos sitios. Este

tipo de splicing alternativo suele estar asociado a vías de regulación que afectan la expresión

de los genes mediante mecanismos como NMD. Encontramos que alrededor del 25 % de

los genes que encuentran modificados sus patrones de splicing en las muestras mutantes,

también tienen diferencias significativas en los niveles de expresión.

Diferencias en los patrones de splicing entre las accesiones Col-0 y
Ler

Para analizar las diferencias entre Col-0 y Ler en cuanto a los patrones de splicing tanto

en las plantas salvajes como mutantes para PRMT5, se realizó un Test Exacto de Fisher

para determinar diferencias significativas en las métricas PIR/PSI; ajustando los p-valores

mediante el método BH. Se tomó como significativos los eventos con un FDR <0.05 en las

tres réplicas y un valor absoluto promedio de ∆PIR/PSI >0.1.

La cantidad de eventos diferenciales para el caso de las plantas salvajes es 686, mientras

que para las plantas mutantes ese valor asciende a 1265. Como podemos ver en la Figura
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5.8.A, esta diferencia se debe principalmente a un aumento en la cantidad de eventos de

retención de intrones presente en las plantas mutantes. En suma, esto indica que existe una

diferencia más pronunciada en los patrones de splicing entre las accesiones cuando PRMT5

no es funcional.

Tomando los eventos de retención de intrones,buscamos evaluar la posible influencia que

tienen las diferencias de secuencia entre las accesiones en la determinación de los mismos.

Para esto se calculó la densidad de SNP/Indels dentro de un rango genómico que comprende

tanto el intrón retenido como los dos exones contiguos. En la Figura 5.8.B podemos comparar

la densidad de variaciones de secuencia que muestran los eventos de IR entre plantas salvajes

y mutantes, comparada con la densidad de SNP/Indels que muestran eventos de retención

de intrón presentes en la anotación del genoma pero que no resultaron significativamente

diferenciales en ninguna de las dos condiciones antes mencionadas. Tanto para el caso de las

muestras salvajes como mutantes, los eventos de IR significativos tienen una mayor densidad

de SNP/Indel en comparación a los eventos de IR no significativos, mostrando valores medios

de 6.253 y 6.702 contra 3.5362 obtenido por éstos últimos.

Dada la importancia que tienen los sitios de splicing, a continuación nos concentramos

en las variaciones de secuencia que se dan exclusivamente en ellos. Para el caso de los sitios

donores (5’ss), se consideró SNPs que se ubiquen dentro de los últimas tres posiciones del

exón anterior al intrón evaluado y las primeras 6 posiciones del mismo. Para el caso de los

sitios aceptores (3’ss), se tomaron en cuenta las últimas 13 posiciones intrónicas y la primer

posición del exón siguiente. Para ambos sitios se encontró que la frecuencia de SNPs es

significativamente mayor para los sitios involucrados en una retención de intrón, ya sea en

plantas salvajes o mutantes, respecto a la que muestran sitios asociados a eventos de IR

no significativos (Figura 5.8.C). Resulta interesante destacar que para el caso de los sitios

donores, se encontró una mayor frecuencia de SNPs en el caso de las muestras mutantes que

en las salvajes. Esto es consistente con el hecho de que PRMT5 ayude al reconocimiento

de los sitios 5’ss débiles, ya que implica que cambios en estas secuencias deberían tener un
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Figura 5.8: Eventos de splicing diferenciales entre Col-0 y Ler.A. Cantidad de
eventos de splicing diferenciales en la comparación entre las accesiones en plantas salvajes
(wt, barras verdes) y mutantes (prmt5, barras naranjas) según el tipo de splicing alternativo
(IR: retención de intrón, ES: salteo de exón, Alt 5’/3’: extremo 5’ o 3’ alternativo). B. Den-
sidad de variaciones en la secuencia entre Col-0 y Ler en torno a los eventos de retención de
intrones en plantas salvajes (+prmt5), mutantes (-prmt5) y para eventos de IR anotados en
el genoma de referencia pero que no dieron señal diferencial (RI anotación). C. Frecuencia
de ocurrencia de SNP/Indels en los sitios donores (5ss) y aceptores (3ss) de splicing para
eventos de retención de intrones en las plantas salvajes (+prmt5), mutantes (-prmt5) y en
casos de retención de intrones anotados en el genoma de referencia (RI anotación). Test de
Fisher para poner a prueba diferencias en las frecuencias observadas. Significancia: "***":
p-valor <0.001; "**": p-valor <0.01; "*": p-valor <0.05, "ns": p-valor >0.05.
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mayor impacto funcional cuando PRMT5 está ausente.

Por otro lado, se evaluó el efecto de interacción entre ambas condiciones, es decir, se

buscó eventos de splicing en los que el efecto de la mutación de PRMT5 haya sido distinto

en ambas accesiones. Para esto se realizó una estrategia similar a la utilizada en trabajos

previos55,109,168. Se calculo el ratio entre las métricas PIR/PSI obtenidas para las muestras

salvajes y mutantes en cada accesión, PIRmutante/PIRsalvaje. Si tomamos como ejemplo un

caso retención de intrón, un ratio mayor a 1 indica que en las plantas en las que PRMT5 se

encuentra mutado hay un mayor nivel de retención del intrón. Luego se calculo la diferencia

entre los ratios obtenidos para cada accesión y, utilizando el error estándar de esta medida,

se construyeron valores z y estimaron p-valores. Finalmente, se ajustaron los mismos por

múltiple testeo, considerando como significativos los que obtuvieron un fdr <0.05.

En la Figura 5.9 podemos ver uno de estos eventos: el intrón 5 del gen At5g20220

no se encuentra afectado por la ausencia de PRTM5 en la accesión Col-0 y pero sí en la

accesión Ler, en el que aumenta la retención del intrón. Si observamos la secuencia del 5’ss

de este intrón encontramos que presenta un SNP en la posición 6. En Col-0 la secuencia es

AAA|GTTAGT, mientras que en Ler es AAA|GTTAGC.

Se obtuvo un total de 90 eventos de splicing con un efecto interacción significativo. Si

nos concentramos en las diferencias de secuencias asociadas a estos eventos, obtenemos que

en 27 de los mismos hay al menos un SNP en la región correspondiente al sitio donor de

splicing. Este valor representa un 30 % del total, un porcentaje que resulta ser más del

doble que el obtenido anteriormente en las comparaciones entre plantas salvajes y mutantes

de PRMT5 (Figura 5.8.C). A partir de estos casos, nos preguntamos si el efecto que había

tenido la mutación estaba relacionado con el cambio en la secuencia del sitio donor. Para esto

calculamos la diferencia de energía que habia en la secuencia entre Col-0 y Ler, utilizando

el modelo desarrollado en la primera parte de esta tesis. En la Figura 5.10 se muestra la

relación entre la diferencia de los ratios PIRmutante/PIRsalvaje entre las accesiones y la

diferencia de energías entre las secuencias de los 5’ss originada por la presencia de SNPs.
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Figura 5.9: Efecto interacción en At5g20220. Gráfico de cobertura en la región co-
rrespondiente al gen At5g20220 en las cuatro condiciones: Col-0 salvaje, Col-0 mutante de
PRMT5, Ler salvaje y Ler mutante de PRMT5. Se indica con una línea roja el intrón que
resultó significativo en la evaluación del efecto interacción entre estos factores.

Los casos en los que la diferencia entre los ratios es positiva indica que la mutación de

PRMT5 produjo una mayor retención de intrón en Ler respecto a Col-0. Como podemos

ver en la Figura 5.10, en la mayoría de los eventos esto esta asociado a que la secuencia

de los 5’ss sean más débiles en Ler (lo que hace que la diferencia de energías también sea

positiva). De una manera análoga, para los casos en los que el efecto de la mutación es mayor

en Col-0 se da que en esa accesión se encuentra la variante de 5’ss más débil (diferencia de

energías negativa). De esta forma encontramos que el efecto sobre los patrones de splicing

de la mutación de PRMT5 resulta ser mayor en la accesión con la variante de sitio donor

más débil.

Finalmente, se investigó la influencia que diferentes factores regulatorios de splicing,

RBP (del inglés, RNA-binding proteins), pueden tener sobre los cambios observados ante la

mutación de PRMT5. Para esto se tomaron los eventos retención de intrones obtenidos en

la comparación entre plantas salvajes y mutantes en Col-0 y se calculó el enriquecimiento

de motivos de secuencias en una región que comprende tanto los intrones retenidos como

los exones flanqueantes. Para esto se utilizó el software rMAPS271,123, el cual determina el

enriquecimiento de motivos mediante el análisis de los patrones espaciales de los sitios de

unión conocidos para más de 100 RBPs para los eventos de splicing evaluados, lo que llama
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Figura 5.10: 5’ss con variación de secuencia en eventos de interacción entre ge-
notipo y accesión. Gráfico de la relación que hay entre las diferencias entre las accesiones
cuanto a las energías de los 5’ss producidas por la presencia de SNPs y el efecto de interac-
ción genotipo x accesión. Para el cálculo de la correlación de Pearson fueron excluidos los
dos eventos cuya diferencia en el efecto de interacción es menor a -5.

”mapa de ARN´´ (RNA-map, en inglés). De esta forma, se encontró un total de 70 motivos

asociados a RBPs conocidos en los eventos de retención de intrones analizados (Figura 5.11).

Es importante destacar que la determinación de cuáles de estos motivos son efectivamente

sitios de unión de RBPs en A. thaliana requiere de la realización de más experimentos. El

presente análisis tiene un fin exploratorio.

Luego en los eventos IR significativos para el efecto de interacción, se analizó si existían

SNP/Indels en las secuencias de los motivos hallados anteriormente. Sobre un total de 87

eventos, se encontraron SNPs sobre la secuencia de motivos en 39 de ellos(un 44.8 %). Estos

motivos corresponden a 43 de los 70 encontramos en los eventos IR de la comparación entre

plantas salvajes y mutantes para PRMT5. Como puede verse en el Cuadro 5.1, muchos de

estos motivos tienen una gran coincidencia en su secuencia, siendo predominante los que

presentan secuencias de poli-pirimidinas(Cuadro 5.1). En futuras investigaciones se deberá

estudiar en mayor profundidad la posible relación entre estos RBPs y el mecanismo de acción

de PRMT5 que estas investigaciones sugieren.
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Figura 5.11: Identificación de motivos relacionados con RBPs en los eventos IR
asociados a la mutación de PRMT5 . Análisis realizado con el software rMAPS2. Se
muestran los diagramas de enriquecimiento de motivos a lo largo de los eventos de IR rela-
cionados con cuatro RBPs: PTB1, KHDRBS3, TIA1 y HNRNPC. En el eje de la izquierda
se muestra el Motif Score, que da cuenta de cómo varía la densidad de motivos a lo largo del
evento, y a la derecha se muestra el p-valor resultante de la comparación entre los eventos
up o down regulados y los eventos tomados como control. Estos últimos corresponden a los
eventos de retención de intrón anotados en el genoma pero cuya expresión no fue modificada
por la mutación de PRMT5.
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RBP Motivo N° eventos IR con SNPs
PTBP1 [ACT][CT]TTT[CT]T 10
KHDRBS3 ATAAA[ACG] 6
TIA1 TTTTT[CGT][GT] 6
HNRNPC/L1 [ACT]TTTTT[GT] 6
ZNF638 [CGT]GTT[GC][GT]T 5
RBM3 [AG]A[AGT]AC[GT]A 5
CPEB4 TTTTTT 5
RALY TTTTTT[CGT] 5
HuR TTTTTT[GT] 5
RBM47 GATGA[AT] 4
FXR2 [AGT]GAC[AG][AG][AG] 4
KHDRBS2 [AG]ATAAA[AC] 4
BRUNOL4 [GT]GTGT[GT][GT] 3
RBMS3 [ACT]ATATA 3
KHDRBS1 TAAAA[ACG][ACG] 3
MATR3 [AC]ATCTT[AG] 3
CPEB2 C[ACT]TTTTT 3
A1CF [AT]TAATT[AG] 3
SART1 A[AG]AAAA[AC] 2
RBMS3 [AC]TATA[GT][AC] 2
TUT1 [AC][AG]ATACT 2
BRUNOL5 TGTGT[GT][GT] 2
ZCRB1 G[AG][ACT]TTAA 2
KHDRBS1 ATAAAA[ACG] 2
TARDBP GAATG[AGT] 1
PCBP1 CC[AT][AT][ACT]CC 1
FXR1 A[CT]GAC[AG] 1
ESRP1 TGGTGG 1
SAMD4A GC[GT]GG[ACT][AC] 1
RBM38 [GT][GT]GTGT[GT] 1
9G8 [AT]GGAC[AG]A 1
FMR1 [GT]GACA[AG]G 1
RBM45 GACGA[AC][ACG] 1
U2AF2 TTTTT[CT]C 1
RBFOX1 [AT]GCATG[AC] 1
ZC3H10 [GC][GC]AGCG[AC] 1
RBM8A [AG][CT]GCGC[CGT] 1
MSI1 TAGT[AT][AG]G 1

Cuadro 5.1: Motivos de RBPs con SNPs en eventos de IR de interacción.
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Análisis de las variaciones de splicing en híbridos F1 y el efecto de
la mutación de PRMT5

Las diferencias en los patrones de splicing que se observan entre las muestras pertene-

cientes a distintas accesiones pueden deberse a una combinación de diversos factores. Por un

lado, tenemos el efecto que tienen diferencias de secuencia que se dan en las proximidades

genómicas del evento de splicing evaluado, como pueden ser cambios de secuencia en sitios

donores o aceptores, o secuencias que estimulan o silencian el splicing, como las ISE/ISS o

ESE/ESS. A estos efectos los llamamos “efectos en cis”. Por otro lado, los cambios también

pueden darse por diferencias en cuanto a los factores regulatorios que afectan al splicing.

Por ejemplo, debido a cambios en la expresión de algún factor clave o por cambios en las

modificaciones post-traduccionales que sufre (como ya vimos, PRMT5 puede afectar ambos

niveles al mismo tiempo). A esto lo llamamos “efectos en trans”.

Con el objetivo de desacoplar estos dos tipos de efectos, se decidió realizar la compa-

ración de los efectos de la mutación de PRMT5 sobre los híbridos F1 entre las accesiones

evaluados anteriormente, Col-0 y Ler. En el caso de los híbridos, el contexto en “trans” se ve

mayormente igualado, ya que las variantes procedentes de ambas accesiones se encuentran

ante los mismos factores regulatorios. En este sentido, si encontramos diferencias en el spli-

cing entre las variantes alélicas de los híbridos, podemos inferir que las mismas se producen

debido a los cambios en las secuencias en “cis”, y no por diferencias en la abundancia o

estado de los factores regulatorios.

Siguiendo el protocolo ya descripto en la sección de “Materiales y Métodos”, se obtuvieron

los eventos de splicing alélico diferenciales tanto para los híbridos F1 Col-0 X Ler como para

Ler X Col-0, es decir, para los dos híbridos recíprocos. Luego se calculó el efecto interacción

entre la mutación de PRMT5 y las variantes alélicas de la forma ya descripta más arriba.

Para poder comparar con los resultados obtenidos para el caso de las plantas parentales,

se volvió a realizar el análisis anterior pero a partir de muestras cuya cantidad de lecturas

fue reducida hasta obtener una profundidad similar a la que presentan las muestras de los
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híbridos (en inglés, downsampling). De esta manera, se comparan experimentos de RNA-Seq

que tienen una profundidad de secuenciación comparable. Como podemos ver en la Figura

5.12, algunos eventos de interacción solo se dan en las plantas parentales y no en los híbridos

(en la figura, At3g14660) indicando que al igualar el contexto en trans, las diferencias que

se ven entre las accesiones desaparecen. Sin embargo, en los eventos que son compartidos

(en la figura, At1g69620) las diferencias se mantienen tanto en los parentales como en los

híbridos.

Figura 5.12: Ejemplos de evento de interacción entre genotipo y accesión en los
híbridos F1. Se muestra la cobertura de lecturas alrededor del evento analizado (marcado
con un recuadro rojo en el modelo de la estructura del gen). En el intrón 2 del gen At3g14660
puede verse que las diferencias en las plantas parentales no se reproducen en los híbridos
F1. Mientras que en el intrón 2 del gen At1g69620 se produce su retención solamente en la
accesión Col-0 cuando PRMT5 se encuentra mutado, efecto que se da tanto en las plantas
parentales como en los híbridos.

En la Figura 5.13.A podemos ver un diagrama de Venn de los resultados obtenido para

90



el efecto interacción de los dos tipos de híbridos y los parentales. Tanto en el híbrido Col-0

X Ler como para Ler X Col-0 se obtiene un numero similar de eventos diferenciales: 35

y 36, respectivamente. Lo que resulta interesante de remarcar es que estos conjuntos no

son idénticos. Los eventos compartidos por ambos híbridos son 22, mientras que el resto

resultan significativos solo en uno de los dos. Si en la comparación incluimos a los eventos

que resultaron significativo en la comparación entre las plantas parentales, encontramos que,

de un total de 47 eventos, comparte con los híbridos aprox. un 42 % de los mismos. Como

en el caso de los híbridos ambos alelos se encuentran en un mismo contexto trans, podemos

decir que si un evento que aparece en los parentales también aparece en los híbridos es

porque las diferencia que muestran en cuanto a su respuesta a la ausencia de PRMT5 se

debe a las diferencias en cis que hay entre ambas accesiones. Por lo cual, podemos concluir

que el efecto que produce PRMT5 sobre el splicing depende en gran medida del entorno

local de los eventos de splicing.

Si analizamos la densidad de variaciones en las secuencias de los eventos de splicing(Figura

5.13.B), encontramos que tanto para ambos híbridos como para los eventos en la intersección

entre los eventos parentales y éstos, se haya una mayor densidad de SNP/Indels que para los

eventos que solamente resultan significativos para los parentales. Estos resultados apuntan

a concluir que un porcentaje importante de los eventos que observamos como significativos

en las plantas parentales se explican a partir de las diferencias en las secuencias en cis que

se encuentran en las proximidades del evento de splicing diferencial y no por diferencias en

la presencia/activación de factores en trans.

En cuanto a la presencia de variaciones de secuencia en motivos relacionados con RBPs

en los eventos IR, realizamos un análisis similar al ya realizado para el efecto interacción de

las muestras parentales (Cuadro 5.1). En los eventos analizados en las tres interacciones se

ve una alta coincidencia en los motivos que se ven alterado por la presencia de SNPs/Indels

(Cuadro 5.2). Esta coincidencia también se replica en el conjunto más restrictivo de los

eventos que son compartidos tanto por los eventos significativos en los parentales y en al
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Figura 5.13: Efecto interacción entre genotipo y accesión en los híbridos. A.
Diagrama de Venn de los eventos de interacción significativos en los híbridos F1 y en las
muestras sub-sampleadas de las plantas parentales. B. Densidad de variaciones de secuencia
en torno a los eventos de interacción correspondientes a: los híbridos F1 Col-0 X Ler y Ler
X Col-0, las plantas parentales, la intersección entre los conjuntos anteriores y los eventos
que sólo dan significativos en las muestras parentales.
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menos uno de los híbridos.

RBP Parentales F1 Col-0 X Ler F1 Ler X Col-0
PTBP1 7 10 8 4
ZNF638 5 6 4 4
KHDRBS3 5 6 5 5
RBM3 4 4 1 3
TIA1 4 8 6 3
SART3 4 4 3 3
PABPC1 4 4 3 3
HNRNPC/L1 4 7 6 3
CPEB4 4 6 5 3
RALY 4 6 5 3
BRUNOL4 4 3 3 2
HuR 4 5 5 3
FXR2 3 4 2 3
CPEB2 3 3 5 2
RBM47 3 5 6 3
MATR3 3 2 3 2
KHDRBS2 3 4 3 3
FXR1 3 3 3 3
BRUNOL5 3 3 3 2

Cuadro 5.2: Motivos de RBPs con SNPs en eventos de IR de interacción de
híbridos F1.Se consideran los eventos de IR resultantes del efecto de interacción en las
muestras parentales (con downsampling) y en los dos híbridos F1 recíprocos, Col-0 X Ler y
Ler X Col-0. Las últimas tres columnas muestran los motivos con SNPs en los eventos que
tienen en común las muestras parentales con al menos uno de los híbridos, y los eventos que
aparecieron solamente en uno de los híbridos pero no en el recíproco.
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5.4. Conclusión

PRMT5 es un regulador clave en una enorme cantidad de procesos distintos que, a su vez,

se encuentran interrelacionados, como son la transcripción, el procesamiento y transporte

de los ARNm, el remodelamiento de la cromatina, etc. Esta diversidad de procesos hace

de PRMT5 una pieza clave a la hora de entender cómo estos mecanismos de regulación

dialogan entre sí; pero también, por otro lado, hace que entender de manera pormenorizada

el mecanismo mediante el cual PRMT5 afecta los patrones generales de expresión y splicing

sea un desafío. Si nos concentramos en los efectos que esta metil-transferasa tiene sobre el

splicing, se ha visto que los eventos que se encuentran afectados por ella están asociados

a sitios donores débiles, lo cual es explicado por la metilación que PRMT5 produce sobre

las proteínas Sm17. Esta modificación post-traduccional produciría una estabilización de la

unión de los sitios 5’ss que tienen una baja complementariedad con el snRNA de U1 con

la maquinaria de splicing, favoreciendo así su reconocimiento. Sin embargo, la manera en

la que el efecto de PRMT5 sobre el splicing depende de las señales presentes en cis no ha

sido completamente estudiada. En este trabajo, mediante la comparación de los efectos de

la mutación de esta metil-transferasa en dos accesiones de Arabidopsis thaliana pudimos

determinar la influencia que tienen las variaciones en las secuencias genómicas relacionadas

con el splicing sobre la acción de PRMT5.

Cuando analizamos los efectos globales que presenta la mutante en cada uno de los acce-

siones por separado, éstos no parecen diferir mucho entre sí. Tanto al analizar los genes dife-

rencialmente expresados como los eventos de splicing que se vieron afectados, la coincidencia

entre las accesiones es de aprox. 50 %. En cuanto al significado biológicos de los genes afecta-

dos en su expresión, se encuentran en ambas accesiones que éstos participan principalmente

de vías metabólicas relacionadas con los ácidos nucleicos y con la transducción de señales.

Estos resultados coinciden con investigaciones anteriores que encuentran que las plantas mu-

tantes de PRMT5 presentan sobre-expresados genes relacionados con el procesamiento del

ARN, especialmente los involucrados con el splicing, mientras que genes relacionados con la
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respuesta a estrés y a luz se encuentran sub-expresados68. Resulta interesante observar el

efecto que tiene la mutación de PRMT5 sobre la expresión de genes relacionados con el ciclo

de splicing. Se sabe que esta metil-transferasa modifica post-traduccionalmente varios fac-

tores de splicing, especialmente las proteínas Sm y LSm437. Esta acción de PRMT5 resulta

importante para el funcionamiento y la fidelidad del proceso de splicing. Por otro lado, se

observa que la mutación de PRMT5 genera un aumento de la expresión de estos genes y de

muchos otros componentes que intervienen en el procesamiento de los intrones. Esto implica

una doble regulación por parte de PRMT5 del splicing : la metilación de proteínas como las

Sm favorece la eficiencia del splicing, al mismo tiempo que a nivel transcripcional, la ex-

presión de muchos de estos genes se encuentra controlada por esta misma metil-transferasa.

Podemos llegar a entender esta doble acción como un posible efecto de compensación, en

donde la perdida de eficiencia producida por la ausencia de la metilación de estos factores

sea parcialmente compensada por el aumento de expresión de los distintos componentes que

participan del proceso de splicing. De todas maneras, no podemos asegurar si los cambios

en la expresión observados entre las plantas salvajes y mutantes de PRMT5 son producto

de cambios en el estado de metilación de histonas o de otro tipo de proteínas blanco que

regulen la transcripción.

En cuanto a los eventos de splicing diferenciales entre la condición salvaje y mutante

pudimos confirmar, mediante el uso del modelo para los 5’ss desarrollado en la primera parte

de esta tesis, lo observado por trabajos anteriores: los 5’ss asociados a eventos de retención

de intrones producidos por la mutación de PRMT5 resultan ser sitios débiles. Sin embargo,

esta explicación no parece ser suficiente para explicar los efectos que PRMT5 tiene sobre

el splicing. Si bien el conjunto de los 5’ss afectados son estadísticamente más débiles, no

todos ellos lo son y, aún más importante, no todos los 5’ss débiles son afectados. Para poder

entender mejor la relación entre el efecto de PRMT5 y la fortaleza de los sitios de splicing

comparamos lo que ocurre con estos mutantes en las accesiones.

Si nos concentramos en las diferencias que muestran Col-0 y Ler en cuanto a sus patrones
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de splicing tanto en la condición salvaje como entre las mutantes, observamos que en ambos

casos estos eventos están asociados a una mayor densidad de variaciones de secuencia que

eventos que no resultaron diferenciales. Esto indica que estas diferencias de secuencia juegan

un rol importante a la hora de explicar estas alteraciones en el splicing. Si bien tanto en

la condición salvaje y mutante esta densidad de SNP/Indels es similar, observamos que

el número de eventos de splicing diferenciales en esta última es mayor (principalmente

debido a un aumento de eventos de retención de intrones). Cuando PRMT5 está ausente se

producen un mayor número de diferencias en los patrones de splicing entre las accesiones,

lo que nos lleva a pensar que las diferencias en las secuencias se traducen en diferencias

funcionales en mayor medida de lo que ocurre en las plantas salvajes. Entre estos eventos

diferenciales, encontramos que hay una mayor frecuencia de SNPs en los 5’ss en el caso de

las plantas prmt5-5 respecto a lo observado en las plantas salvajes, lo que no ocurre para

los sitios 3’ss. Todos estos resultados nos llevan a concluir que las plantas mutantes podrían

ser más sensibles a variaciones en las secuencias genómicas. Estos resultados nos llevan a

proponer que PRMT5 podría ser un factor importante a la hora de mantener la fidelidad

del proceso de splicing frente a determinadas variaciones, como pueden ser cambios en las

secuencias genómicas. En este sentido, PRMT5 actuaría a modo de "buffer"manteniendo

la estabilidad del sistema frente a los cambios. Esto resulta particularmente interesante si

tenemos en cuenta que, en animales, ya se ha caracterizado a PRMT5 como un modulador

de la integridad genómica al afectar el splicing de varios genes relacionados con el reparado

del ADN83,156. De esta manera, al favorecer la estabilidad de los patrones de splicing frente a

cambios en las secuencias no sólo contribuye con la regulación de este proceso en particular,

sino también, con la robustez de múltiples capas regulatorias.

El efecto interacción entre estos dos factores (genotipo y accesión), nos permite iden-

tificar aquellos eventos de splicing que cambiaron de manera distinta ante la mutación de

PRMT5 en Col-0 respecto a Ler. Esto nos permite evaluar la dependencia de la respuesta

a las diferencias entre las accesiones. Encontramos que un alto porcentaje de estos eventos
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presentan algún SNP en la región que corresponde al 5’ss. Utilizando nuevamente nuestro

modelo energético para evaluar la diferencia de fortaleza del 5’ss entre ambas accesiones,

pudimos evaluar su relación con la diferencia en el efecto de la mutación y encontramos

una alta correlación entre estas variables (superior a 0.7), lo que nos lleva a concluir que la

secuencia de los 5’ss resulta de gran importancia en la determinación del efecto de PRMT5.

Sin embargo, solo una pequeña proporción de los sitios 5’ss que presentan una variación de

secuencia entre Col-0 y Ler están asociados con eventos de splicing con un efecto interacción

significativo (recordemos que en total hay más de 3500 sitios con variaciones de secuencia).

Esto nos llevó a extender nuestro análisis para investigar la posible influencia de otros fac-

tores de splicing, por lo que realizamos un análisis de motivos de secuencia relacionados con

proteínas de unión a ARN (RBPs) conocidas, encontrando en los eventos de interacción una

serie de posibles SRE que presentan variaciones de secuencia entre Col-0 y Ler. Estos moti-

vos están relacionados con importantes reguladores del splicing, entre los cuales se destacan

los pertenecientes a la familia de las hnRNPs, aunque la determinación precisa de cuáles

son los factores de splicing que regulan estos eventos requerirá de futuras investigaciones.

De esta manera, podemos concluir que el efecto de PRMT5 no sólo se encuentra rela-

cionado con la fortaleza de los sitios 5’ss, sino también, con otros SRE que pueden estar

ejerciendo una influencia importante en la determinación de los eventos afectados. Sin em-

bargo entre las accesiones existen otros tipos de diferencias que no se encuentren directa-

mente relacionadas con el entorno local en el que se produce cada evento de splicing sino,

por ejemplo, con la cantidad o estado de distintos reguladores. Por este motivo resulta de

importancia el estudio del efecto de la mutación en PRMT5 en las plantas híbridas F1. En

estas plantas las variantes alélicas de ambas accesiones están inmersas en un mismo contexto

celular. Por lo que en este caso sí vamos a poder decir que las diferencias que encontramos

las podemos relacionar directamente a diferencias locales presentes en el entorno del evento

de splicing diferencial, como puede ser un cambios en las secuencias genómicas o variaciones

en el estado de la cromatina.
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En este sentido, encontramos que una alta proporción, 42 %, de los eventos que pueden

encontrarse en las plantas parentales también se observa en el caso de los híbridos. Para po-

der comprender completamente este resultado es importante destacar algunas limitaciones

en cuanto a la metodología utilizada. A partir de la secuenciación masiva del ARNm de los

híbridos, se asignó cada lectura a uno de las dos accesiones según en cual genoma se obtuvo

una calidad de mapeo más alta. Las lecturas que obtuvieron la misma calidad de mapeo

para los genomas de ambas accesiones fueron descartadas del análisis. Esto provoca que las

regiones del genoma en las que haya una baja densidad de SNP/Indels entre Col-0 y Ler

presenten una gran disminución de su cobertura, lo que impide que puedan ser estadística-

mente evaluadas. Al analizar los eventos que tuvieron un efecto interacción significativo en

el caso de las plantas parentales pero que no obtuvieron los mismos resultados en los casos

de los híbridos, efectivamente encontramos que son regiones del genoma que presentan una

menor densidad de variaciones de secuencia. Estas consideraciones nos llevan a pensar que

el porcentaje de coincidencia encontrado entre los eventos de los parentales y los eventos

de los híbridos puede ser una subestimación de la coincidencia que pudiera encontrarse si

la densidad de variaciones fuera homogénea a lo largo de los distintos genes. Por lo que la

coincidencia real entre los eventos encontrados en los parentales y los híbridos sea posible-

mente aún mayor al 42 %, reforzando más la idea de que el efecto de PRMT5 está mediado

por las secuencias en cis que se encuentran en las cercanías de los eventos de splicig.

Otro aspecto interesante a destacar es la existencia de un conjunto de eventos de splicing

que resultan significativos solamente en los híbridos pero no en las muestras parentales. Estos

eventos podrían deberse a posibles factores en trans que enmascaran en los parentales los

efectos en cis locales que presentan estos eventos. Por otro lado, otro resultado interesante

es que la coincidencia entre los eventos que resultan significativos en los híbridos recíprocos

no es completa. Una posible explicación es que cada alelo esté inmerso en un contexto en

el que prime un conjunto distinto de marcas epigenéticas que influyan en los patrones de

splicing de esos eventos y que estén relacionadas con el parental del cual provino el alelo.
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A partir de todos estos resultados podemos intentar dar un marco explicativo que eche

luz sobre los posibles mecanismos por los cuales PRMT5 ejerce su acción sobre los patrones

de splicing. Algunas investigaciones recientes76,105 han propuesto que las PRMTs intervienen

específicamente en la fracción del splicing que se produce de forma post-transcripcional. Si

bien en proporción es minoritario, de alrededor de un 20 % en cultivo de células humanas59

y de 28 % en A. thaliana 76, este tipo splicing tendría un rol fisiológico importante. Por lo

general, esta asociado a transcriptos que mantienen intrones sin remover que se encuentran

retenidos en el núcleo hasta que alguna señal dispare una serie de procesos que permiten la

finalización de la remoción de los intrones restantes y la exportación del transcripto hacia el

citoplasma. Este mecanismo confiere una importante ventaja en situaciones de estrés ya que

aumentaría la velocidad de respuesta. Por otro lado, la detención en el núcleo de los trans-

criptos con intrones retenidos los protege de la degradación mediada por el mecanismo de

NMD. En el splicing post-transcripcional, suele estar asociado a unas organelas sin membra-

nas llamadas "motas nucleares"(nuclear speckles, en inglés)59,97. Estas últimas son conocidas

por actuar como lugares de reserva de factores de splicing y componentes del spliceosoma

pero en donde también puede llevarse a cabo el splicing. En la regulación de la conformación

de estas organelas participa una gran cantidad de modificaciones post-traduccionales, entre

ellas, la metilación de los residuos arginina69,127,135.

Teniendo en mente estos trabajos, podemos pensar la manera en la que los resultados

obtenidos a lo largo de esta tesis pueden vincularse con ellos.Una de las características que

suelen presentar los eventos de splicing que se procesan de manera post-transcripcional es

que están asociados a sitios débiles , característica que también se da en los eventos afectados

por PRMT5. Si el efecto sobre el splicing de esta metil-transferasa se da mayormente en

la fracción de eventos que se procesan post-trascripcionalmente, entonces cualquier evento

que disminuya las posibilidades de que un transcripto se pueda procesar de manera co-

transcripcional también lo haría más dependiente de PRMT5 para su correcta maduración.

De esta manera podrían explicarse las diferencias que se observan en cuanto a la dependencia
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de un mismo evento de splicing a PRMT5 en una accesión y otra cuando hay una variación

de secuencia en sus 5’ss. Pero por otro lado, también tenemos las variaciones que se dan en los

motivos de secuencia relacionados con RBPs. Distintos factores de splicing pueden favorecer

o impedir el procesamiento co-transcripcional, por lo que es esperable encontrar que también

modificaciones en los SRE asociados a los mismos provoque diferencias en la sensibilidad de

un dado evento de splicing a la ausencia de PRMT5. Una característica en común que tiene la

mayoría de los motivos que encontramos que tienen alguna variación entre las accesiones en

los eventos de interacción es que están caracterizados por secuencias donde predominan las

pirimidinas, en particular poli-U. Muchos son los factores de splicing que pueden unirse a este

tipo de secuencias, como por ejemplo, UBP1 que es un conocido regulador de la transcripción

y de la maduración de los ARNm que colabora con el procesamiento de intrones sub-óptimos

en plantas90,91. UBP1 es el ortólogo en plantas de TIA1150, el cual tiene un rol importante

en la regulación del splicing, estabilidad y traducción de ARNm en condiciones de estrés y

durante el proceso de neurodesarrollo21. En animales se ha visto que tanto UBP1150 como

TIA140 están involucrados en la formación de gránulos de estrés en el citoplasma. Más

estudios se necesitarán en el futuro para poder determinar de manera más precisa cuáles

son los factores de splicing vinculados a la sensibilidad a PRMT5, especialmente para el caso

de las plantas donde esto se encuentra aún menos estudiado. De la misma forma que más

experimentos se requerirán para determinar la relación de PRMT5 con los nuclear speckles

y la regulación del splicing post-transcripcional. Entendemos que el presente trabajo abre

un campo de preguntas que posibilitará el delineamiento de futuras investigaciones que

extenderán nuestro conocimientos sobre el rol clave que PRMT5 tiene en el fidelidad y

coordinación de las distintas capas regulatorias tanto a nivel transcripcional como post-

transcripcional.
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Capítulo 6

Conclusiones generales

A lo largo de esta tesis nos hemos encargado de investigar distintos aspectos que del

proceso de splicing y su regulación. En particular, nos interesó estudiar la relación entre

sus determinantes en cis, como son las secuencias de los sitios de splicing, y los factores que

intervienen en trans, como PRMT5.

A continuación se da un breve listado de las principales conclusiones a las que se llegó en

los diferentes capítulos de esta tesis y los caminos que se abren para futuras investigaciones:

Se logró elaborar un modelo estadístico basado en el principio de máxima entropía de

las secuencias de los 5’ss para entender la variabilidad que estas secuencias presentan

a lo largo de un genoma e identificar los patrones de co-variaciones entre las distintas

posiciones de los 5’ss.

En los modelos realizados para los distintos genomas analizados se encontró una serie

de patrones en común: 1. dentro de las partes intrónica y exónica de los 5’ss, las

secuencias consenso se ven reforzadas entre sí mediante interacciones positivas; 2. lo

opuesto ocurre si consideramos las interacciones entre posiciones intrónicas y exónicas,

entre las que se dan interacciones negativas; 3. las posiciones de los 5’ss que presentan

un bajo contenido de información tienen, sin embargo, interacciones significativas con

otras posiciones del sitio.

Estos resultados se encuentran en coincidencia con la idea que plantea que los 5’ss
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mantendrían una alto apareamiento de secuencia con snRNA de U1 solamente en una

de sus dos porciones: o bien en la región intrónica o bien en la exónica, pero no en

ambas a la vez. Esto se relaciona a la mayor posibilidad de regulación que permiten

los sitios de splicing que presentan un nivel de complementariedad intermedio.

En este contexto, podemos pensar que relaciones de compensación entre las distintas

posiciones del sitio podrían ser importantes a la hora de mantener la fidelidad del

proceso de splicing incluso cuando la variabilidad de cada posición individual sea alta.

En total se analizaron 30 genomas de diversas especies eucariotas, tanto animales,

vegetales como hongos. Esto permitió extender algunos de los resultados que trabajos

previos habían observado en análisis más acotados, considerando solamente mamíferos.

Algunos patrones de interacción entre las posiciones de los 5’ss resultaron ser comu-

nes a todas las especies analizadas. Entre éstas podemos mencionar las interacciones

positivas entre las posiciones +4:+5 y +5:+6, y las interacción negativa -2:+5.

Sin embargo, otras interacciones resultaron ser específicas para ciertos grupos de orga-

nismos. La interacción -1:+5 solo fue encontradas en las especies vegetales, mientras

que la interacción -1:+6 es propia de animales. La importancia de la posición 6, a

pesar de su alta variabilidad, ha sido reportada en determinados contextos, como lo

es en las alteraciones del splicing producidas en la disautonomía familiar.

Nuestros resultados exponen diferencias significativas en los patrones de interacción

entre las posiciones de los 5’ss. Las implicancias que estas diferencias pueden tener

en cuanto a la historia evolutiva y el funcionamiento del splicing requiere de futuras

investigaciones.

Los experimentos de RNASeq realizados sobre plantas de Arabidopsis thaliana prove-

nientes de dos accesiones distintas, nos permitió estudiar el vínculo que hay entre el

efecto de PRTM5 y la fortaleza de los sitios de splicing. Concluyendo que la sensibili-
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dad de un evento de splicing a la acción de PRMT5 está altamente influenciada por

la secuencia de los sitios 5’ss.

Por otro lado, en los eventos de splicing que se vieron afectados por la mutación

de PRMT5 de manera distinta en las accesiones (eventos de interacción) también se

observó variaciones de secuencia en distintos motivos que podrían ser sitios de unión a

RBPs, lo que amplía el escenario antes centrado solamente en los 5’ss. Otros factores

de splicing también podrían determinar la dependencia de un evento de splicing a

PRMT5.

El estudio de híbridos F1 entre las dos accesiones analizadas, nos permitió concluir

que una importante proporción de los eventos alterados en las plantas parentales se

debe efectivamente a cambios que se dan en el entorno local de estos eventos, y no a

diferencias en la cantidad o estados de otros factores en trans.

Los resultados expuestos hasta aquí nos llevan a plantear la hipótesis de que PRMT5

podría tener un rol importante en la estabilidad de los patrones de splicing ante la

presencia de cambios, como pueden ser variaciones en las secuencias genómicas. Esto

se condice con el aumento de diferencias entre las accesiones que se registra cuando

PRMT5 está ausente.

Estudios recientes relacionan el efecto de PRMT5 con el splicing post-traduccional,

destacando su importancia para el procesamiento de los intrones que no pudieron re-

moverse co-transcripcionalmente. En este contexto, podríamos entender los resultados

obtenidos en esta tesis de la siguiente manera: todos los factores que modifiquen las

probabilidades de que un intrón pueda ser procesado de manera co-transcripcional,

harán que el mismo sea más o menos dependiente de la acción de PRMT5. Tanto la

fortaleza de los 5’ss como la unión de factores de splicing podrían tener este efecto.

Futuras investigaciones tendrán que determinar los detalles del mecanismo mediante

el cual PRMT5 actúa y cuáles son los factores que se encuentran asociados.
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Apéndice A

Figuras suplementarias

Figura A.1: Convergencia de los modelos. Devianza absoluta máxima entre las proba-
bilidades de co-ocurrencia entre dos posiciones observadas y estimadas, ∆ = max[abs(fij −
Pij)], en función de la cantidad de parámetros de interacción con valor distinto a cero, ba-
jo distintos niveles de regularización (en distintos colores, γ ∈ [0,01, 0,05]). Los resultados
para los distintos genomas analizados se muestran en la figura con distintos símbolos (ver
legenda). Con sombreado azul y rojo se resaltan los resultados obtenidos con γ = 0,025 y
0,015, respectivamente.
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Figura A.2: Diagramas de circos de los modelos para plantas, animales y hongos.
Para los modelos construidos a partir de las secuencias de los 5’ss de animales, plantas y
hongos; teniendo en cuenta todas las secuencias de las anotaciones de los genomas de las
especies o solamente las que presentan el di-nucleótido consenso GT al comienzo del intrón.
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Figura A.3: Correlaciones entre pares de nucleótidos. Cada panel muestra gráficos
de cajas de la distribución de los valores de correlación obtenida para las especies de hongos
(azul), animales (rojo) y plantas (verde) para un determinado por de nucleótidos, tanto en
el conjunto entero de los 5’ss que se encuentran en el genoma como para el subconjunto de
éstos que presentan una GT al inicio del intrón.
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Figura A.4: DEG relacionados con el ciclo de splicing en Ler. Análisis de enri-
quecimiento en pathways de KEGG para Ler. Se consideró el FC obtenido a partir de la
comparación entre plantas salvajes y mutantes para PRMT5 en la accesión Ler. Los genes
resaltados en rojo presentan un aumento de su expresión en esta última condición. Diagra-
ma realizado a partir del paquete de R pathways.
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Apéndice B

Tablas suplementarias
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Especies IC-EC IC-ENC INC-EC INC-ENC IC-IC IC-INC INC-INC EC-EC ENC-EC ENC-ENC
cne -0.08 0 0 0 0.34 0 0 0.92 0 -0.17
ani -0.48 0 0 0 0.06 0 0 0.88 0 0
ncr -0.56 0 0 0 0.26 0 0 0.79 0 0
mor -0.29 0 0 0 0 0 0 0.96 0 0
cci -0.28 0 0 0 0.24 0.04 0 0.93 0 0
ath -0.37 0 0.02 0 0.19 0 0 0.91 0 0
hvu 0 0.13 0 -0.08 0 0.94 0.19 0 0 -0.23
mtr -0.56 0 0 0 0.07 0 0 0.82 0 0
osa -0.22 0 0 0 0.07 0.02 -0.03 0.97 0 0
ppa -0.84 0 0 0 0.05 0 -0.03 0.55 0 0
ptri -0.42 0 0 0 0.02 0 0 0.91 0 0
sly -0.33 0 0 0 0.23 0 0 0.92 0 0
vvi -0.34 0 0 0 0.01 0 0 0.94 0 0
apl -0.41 0 0 0 0.39 0 0 0.83 0 0
bta -0.27 0 0 0 0.59 0 0 0.76 0 0
clu -0.33 0 0 0 0.56 0 0 0.76 0 0
dre -0.34 0 0 0 0.24 0 0 0.91 0 0
eca -0.36 0 0 0 0.51 0 0 0.78 0 0
ggo -0.22 0 0 0 0.57 0 0 0.79 0 0
hsa -0.55 0 0 0 0.16 0 0 0.82 0 0
mdo -0.19 0 0 0 0.57 0 0 0.8 0 0
mmu -0.58 0 0 0 0.12 0 0 0.81 0 0
oan -0.23 0 0 0 0.61 0 0 0.76 0 0
ocu -0.27 0 0 0 0.59 0 0 0.76 0 0
sha -0.31 0 0 0 0.63 0 0 0.71 0 0
ssa 0.11 0 -0.05 0 0.61 0 0 0.78 0 0
ssc -0.18 0 0 0 0.62 0 0 0.77 0 0
xtr 0.17 0 -0.05 0 0.59 0 0 0.79 0 0
dme -0.97 0 0 0 -0.26 0 0 0 0 0
cel -0.97 0 0.06 0 -0.21 0 0 0 0 -0.1

Cuadro B.1: Patrones de interacción (γ = 0,015) Se muestra la media de intensidad
de la interacción de diferentes tipos de posiciones. EC: posiciones con nucleótidos consenso
en el exón, ENC: posiciones con nucleótidos no consenso en el exón, IC: posiciones con
nucleótidos consenso en el intrón, y INC: posiciones con nucleótidos no consenso en el
intrón.

134



Muestra Col-0 Tair10 Ler pseudogenoma
Col-0wt − replica1 66312170 -
Col-0wt − replica2 36566624 -
Col-0wt − replica3 71906834 -
Lerwt − replica1 - 55484532
Lerwt − replica2 - 54223928
Lerwt − replica3 - 37727040
Col-0prmt5 − replica1 49259634 -
Col-0prmt5 − replica2 39783546 -
Col-0prmt5 − replica3 64347230 -
Lerprmt5 − replica1 - 71333436
Lerprmt5 − replica2 - 58802752
Lerprmt5 − replica3 - 51625468
Col-0wtXLerwt − replica1 26446074(3061378) 26385428(2893088)
Col-0wtXLerwt − replica2 42057684(4901710) 41988048(4648090)
Col-0wtXLerwt − replica3 53473244(6205970) 53389466(5917522)
LerwtXCol − 0wt − replica1 32683604(3762578) 32646732(3609772)
LerwtXCol − 0wt − replica2 126701648(14900664) 126385756(14013622)
LerwtXCol − 0wt − replica3 87050630(10193638) 86866886(9678214)
Col-0prmt5XLerprmt5 − replica1 55468462(6585926) 55406802(6159686)
Col-0prmt5XLerprmt5 − replica2 43138138(5048696) 43091660(4692680)
Col-0prmt5XLerprmt5 − replica3 70169254(8264284) 70128358(7645704)
Lerprmt5XCol − 0prmt5 − replica1 47475188(5657418) 47415662(5325872)
Lerprmt5XCol − 0prmt5 − replica2 74359472(8845602) 74331938(8187574)
Lerprmt5XCol − 0prmt5 − replica3 26041508(3112144) 26021268(2903566)

Cuadro B.2: Lecturas mapeadas por muestra: Número de lecturas mapeadas al genoma
de referencia de Col-0, TAIR10, y al genoma de Ler construido a partir de la información
de SNPs/Indels extraída de 1001 Genomes. En el caso de los híbridos, se muestra el total
de lecturas mapeadas para cada genoma y, entre paréntesis, el número de lecturas asignadas
de forma inequívoca a uno de los dos alelos.
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