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Resumen

Investigaciones previas del laboratorio muestran que una breve exposicion a la luz blanca
en plantulas etioladas alteran el estado de fosforilacion de algunas proteinas, en un
proceso independiente de la via clasica que involucra a los fotorreceptores principales
(phyA, phyB, cryly cry2). Tres de estas proteinas captaron nuestra atencion particular:
SC35, elF4A1 y elF4A2. SC35 es un miembro de la familia de proteinas reguladoras del
splicing llamadas proteinas SR (ricas en serina y arginina) y presente en tejidos verdes.
Dado que el mecanismo de splicing alternativo, contribuye a la versatilidad de la
regulacion génica y la adaptacion a los cambios ambientales, estas resultan cruciales. Sin
embargo, dada la redundancia funcional inherente en esta familia, el impacto especifico
de SC35 sigue siendo incierto. Para abordar esto, generamos plantas transgénicas con un
promotor constitutivo para analizar su funcion. Mostramos que el trascripto de SC35 se
encuentra presente en plantulas etioladas, aunque no observamos cambios en el largo
del hipocotilo o apertura del gancho apical cuando en condiciones de oscuridad. La sefial
de YFP de las lineas p35:SC35:YFP se localizé en el nucleo, y los niveles del transgen se
correlacionan con fenotipos con hojas senescentes y menor area de la roseta en
condiciones de luz continua y fotoperiodos cortos. Frente a varios tipos de estrés abidtico,
las plantas sobreexpresantes de SC35 no presentaron diferencias comparadas con las WT.
También generamos dos lineas transgénicas de SC35 junto con su secuencia 3’"UTR, que
mostraron fenotipos opuestos a las lineas sobreexpresadas de SC35 sin la secuencia
3’UTR. Las lineas p355:SC35::YFP+3’UTR crecidas en condiciones de oscuridad exhibieron
hipocotilos mds cortos y mantuvieron su gancho apical mas cerrado en comparacién con
el WT. Ademas, mostraron un desarrollo fenotipicamente normal en plantas adultas.
Estos resultados sugieren que la secuencia no codificante 3’"UTR seria importante para la
funcién de SC35 en plantas. Por otro lado, el analisis de los mutantes de e/lF4A1 mostré
una reduccién en la elongacién del hipocotilo en oscuridad que no puede ser explicada
totalmente por un retraso en el tiempo de germinacion. Estas observaciones destacan
las diferencias en los roles de estas proteinas pertenecientes a familias con alto grado

de redundancia y abren nuevas vias para futuras investigaciones sobre el desarrollo de

las plantas. Palabras clave: Arabidopsis, splicing alternativo, SC35, elF4A.



Abstract: splicing factor, SC35, study under abiotic
stress in Arabidopsis thaliana

Previous research made in the laboratory show that a brief exposure of etiolated plants
to white light can alter the phosphorylation status of some proteins by using a different
pathway from the classic one that involves the main photoreceptors (phyA, phyB, cryly
cry2). Three of these proteins caught our attention: SC35, elF4A1 and elF4A2. SC35 is a
member of the splicing regulatory family called SR (rich in serine and arginine), and it is
present in green tissue. These proteins are very important because alternative splicing is
a mechanism that regulates the genetic versatility and the adaptation to changing
environments. Even though this family has functional redundancy, the precise impact
caused by SC35 remains uncertain. In order to analyze its function we generated
transgenic plants with a constitutive promoter. We demonstrated that the SC35
transcript is present in etiolated plants even though we could not see any changes on the
hypocotyl length or the hook opening grown in darkness conditions. The YFP signal of
p35S:SC35:YFP lines, localized inside the nucleus and high levels of the transgene
generates adult plants with senescent leaves and smaller rosette area grown under
continuous light and short day photoperiod. Under different types of abiotic stress, these
transgenic plants that overexpress SC35, did not have a significant difference compared
to WT plants. Also, we generated two transgenic lines of SC35 with its 3’"UTR sequence
that showed the opposite phenotype to the lines that did not have this last sequence. The
p35S::YFP:SC35+3’UTR lines, grown under dark conditions showed shorter hypocotyls
and closed apical hooks, compared to WT plants. Moreover, they had a normal
phenotypic development in adult plants. These results suggest that the 3’"UTR sequence
may be important for SC35 function in plants. On the other hand, mutant plants of eif4al
showed short hypocotyls when grown in dark conditions that cannot be totally explained
by a retarded germination time. These observations highlight the differences in the
functions of these proteins that belong to families with a high degree of redundancy and

opens new ways to future research in plant development

Key Words: Arabidopsis, alternative splicing, SC35, elF4A.
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1. Introduccion

Los organismos fotosintéticos necesitan energia solar para generar alimento. A
través de la fotosintesis los organismos fotoautétrofos utilizan la luz solar como fuente
de energia y la transforman en compuestos orgdnicos (Stirbet et al., 2020;Eberhard et al.,
2008). La energia almacenada en estos compuestos puede ser usada posteriormente para
llevar a cabo procesos metabdlicos necesarios para su crecimiento, desarrollo y
supervivencia. Los cambios abidticos a los que estan expuestas las plantas son de vital
importancia debido a su significativo impacto en los procesos antes mencionados. Estos
cambios pueden incluir factores como la temperatura, la luz, la disponibilidad de agua,
los nutrientes del suelo, la salinidad, el pH y la presencia de sustancias tdxicas. Durante el
estrés abidtico, las plantas pueden alterar su patrén de crecimiento y modificar la
distribucién de recursos (Gong et al., 2020). En este contexto, la luz juega un papel crucial,
ya que la calidad, la intensidad y la duracidn de la misma pueden influir en la respuesta
de las plantas al estrés (Gavassi et al., 2017; D’amico-Damido et al., 2015). El estudio de
los cambios abidticos en las plantas es fundamental para comprender cdmo interacttan
las plantas con su entorno y cdmo se adaptan a condiciones desfavorables. Esta
comprension tiene aplicaciones en la ecologia vegetal, la agricultura, la conservacién de

la biodiversidad y la respuesta al cambio climatico.

1.1 Crecimiento y desarrollo en Arabidopsis

Arabidopsis thaliana es una planta herbdcea que es considerada un organismo
modelo para el estudio de la genética, biologia molecular y fisiologia vegetal ya que
presenta un pequefio genoma distribuido en 5 cromosomas, se pueden alcanzar hasta 6
generaciones en condiciones de laboratorio en un afio y existen disponibles para la
comunidad cientifica una gran variedad de herramientas genéticas y moleculares (Meinke

et al.,, 1998).

Una de las etapas mas criticas en la vida de una planta ocurre luego de la

germinacién, cuando la misma necesita alcanzar su estado autotréfico antes de agotar la
8



reserva de nutrientes presentes en la semilla (Bewley et al., 2013; Mansfield & Briarty,
1996). Una planta que germina en oscuridad (etiolada) utiliza las reservas energéticas
almacenadas en el endosperma para lograr el objetivo de alcanzar la luz (Tabeta et al.,
2022; Han & Yang, 2015). Asi estas plantulas presentan un hipocotilo que crece
rapidamente, la formacion de un gancho apical que protege al meristema del dafo
mecanico durante la emergencia y cotiledones muy pequenos sin clorofila

(Vandenbussche et al., 2005; Sullivan & Deng, 2003). Una vez que la plantula ha alcanzado
la luz, se reduce drdsticamente la tasa de elongacion del hipocotilo, se abre el gancho
apical, se expanden los cotiledones y se desarrollan los cloroplastos donde se pone en
funcionamiento la maquinaria fotosintética (Arsovski et al., 2012). Una vez que la plantula
super6 esta etapa, el crecimiento de la planta de Arabidopsis se puede dividir en:
desarrollo de las hojas, crecimiento de la roseta, surgimiento de las inflorescencias,

floracion, madurez de las silicuas y senescencia (Figura 1) (Boyes et al., 2001).




Figura 1.- Etapas del desarrollo de Arabidopsis. Etapa 0.1, imbibicion (A); etapa 0.5, emergencia
de la radicula (B); etapa 0.7, emergencia del hipocotilo y los cotiledones (C); etapa 1.0, apertura
de los cotiledones (D); etapa 1.02, dos hojas en la roseta (E); etapa 1.04, cuatro hojas en la roseta
(F); etapa 1.10, diez hojas en la roseta (G); etapa 5.10, primordios florales visibles (indicados con
flecha) (H); etapa 6.00, apertura de la primer flor (1); etapa 6.50, floracion media (J); etapa 6.90,
floracién completa (K); etapa 9.70, senescencia y cosecha de semillas (L). Adaptado de Boyes et

al., 2001.

1.2 Percepcion de las seiiales luminicas

1.2.1 Los fotorreceptores
La intensidad, calidad, direccién y duracion de la luz son variables monitoreadas

por las plantas para poder tener un éptimo desarrollo. La longitud de onda que pueden
percibir las plantas abarca desde 280 nm a 750 nm, es decir dentro del espectro de luz
visible y de la luz UV-B y UV-A (Fankhauser & Christie, 2015; Kami et al., 2010) Los
fotorreceptores son capaces de percibir la luz a diferentes longitudes de onda. En

Arabidopsis thaliana existen cinco clases de fotorreceptores: los fitocromos (cinco genes
PHYA-PHYE) que sensan la luz roja y roja lejana (A=600-700 nm; A= 700-800 nm,
respectivamente); los criptocromos (tres genes, CRY1-CRY3) que absorben la luz
UVA/azul, las fototropinas (dos genes PHOT1 y PHOT2), la familia de los fotorreceptores
zeitlupe (ZTL, FKF1 y LKP2) que sensan la luz UV-A/azul (A = 315-400 nm); y el
fotorreceptor de luz UV-B (A= 280-315 nm) “UV RESISTANCE LOCUS 8” (UVR8) (Paik &
Hug, 2019). Estos fotorreceptores regulan el desarrollo integral de la planta en cada etapa

de su crecimiento.

1.2.2 El cloroplasto: sensor de senales luminicas
Si bien la percepcidon de la luz a través de los fotorreceptores es la via de

sefializacion mas conocida e importante de las plantas, existen otras vias de percepciény
sefializacion. La conversion de la energia luminica en energia quimica tiene lugar en
organelas especializadas como los cloroplastos especificamente en la membrana
tilacoidal a través de la accion de proteinas y pigmentos (Kirchhoff, 2019). El complejo
antena es el involucrado en capturar la luz y pasarla a los centros de reaccién. En un

estudio reciente se encontrd que altas intensidades de luz estan involucradas en la
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regulacion de los miARN en Arabidopsis a través de sefiales que se originaron en el
fotosistema Il (Brzyzek et al., 2022).

Los cloroplastos se consideran organulos semiauténomos ya que poseen ADN,
ARN vy ribosomas con los que pueden sintetizar proteinas (Sugita & Sugiura, 1996). Sin
embargo, la informacidon genética contenida en el cloroplasto es insuficiente para
sintetizar todas las proteinas requeridas por el organulo y la mayoria son codificadas a
partir de ADN nuclear, sintetizadas en el citosol y finalmente transportadas hacia el
cloroplasto. A este fendmeno se lo llama control anterégrado (Griffin & Toledo-ortiz,
2022). Asimismo, han evolucionado mecanismos de regulacién retrégrada, a través de los
cuales el cloroplasto puede modular la expresién de genes nucleares que codifican para
proteinas de localizacion plastidica, mediante el envio de sefiales que ejercen un control
de la transcripcion a distintos niveles de una red de sefales retrégradas, interactuando
también con otras vias de sefializacion celular (Yurina, 2020). Este mecanismo sucede
principalmente cuando la planta se encuentra ante algun tipo de estrés tanto bidtico
como abidtico (Zhao et al., 2019; Sun & Guo, 2016; Kwon et al., 2013; Maruta et al., 2012),
asi, el cloroplasto funciona como un sensor capaz de dirigir el control de la célula para
modificar su crecimiento y desarrollo. Por otro lado, andlisis de microarreglos de ARN
mostraron que el impacto de las sefiales redox proveniente de los cloroplastos sobre la
expresion de genes nucleares para proteinas plastidicas seria independiente de la via de

fotorreceptores (Fey et al., 2005).

1.3 Niveles de regulacion por la luz

Como se mencioné anteriormente, la percepcidn de la luz induce una serie de
cambios fisiolégicos y morfolégicos que son ejecutados por las proteinas. En este sentido,
la luz regula la abundancia y diversidad de las mismas desde la expresion del gen que las
codifica, el transcripto que lleva la informacion y la traduccion de las mismas. Ademas, la
luz regula la actividad de las proteinas sintetizadas a través de diferentes modificaciones

postraduccionales.

1.3.1 Regulacidn de la transcripcion
La percepcién de la luz por los fotorreceptores (principalmente phyA, phyBy cryl)

produce su activacion y relocalizacién al nucleo (Kircher et al., 1999). Una vez alli se
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produce la desrepresion de dos vias de la fotomorfogénesis, la primera involucra a la
proteina COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1), una E3 ubiquitin ligasa que
ubiquitina a los factores de transcripcion positivos para la fotomorfogénesis como HY5
(ELONGATED HYPOCOTYL 5) para ser degradados en oscuridad por el sistema del
proteosoma 26S (Ma et al., 2002; Osterlund et al., 2000). La otra via involucra una familia
de factores de transcripcion llamados PIFs (PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS) que
inducen la expresién de genes involucrados en el crecimiento en oscuridad y reprimen la
expresion de genes inductores de la fotomorfogénesis (Wang et al., 2022). Tanto los PIFs
como HY5 compiten por las mismas secuencias G box de los promotores (Toledo-Ortiz et
al., 2014). Los fotorreceptores activos en el nucleo disminuyen los niveles de los PIFs y
median la translocacién de COP1 hacia el citoplasma (Podolec & Ulm, 2018; Osterlund &
Deng, 1998). Asi, la luz libera los factores de transcripcion positivos de la
fotomorfogénesis como HY5 de ser degradados, vy libera los sitios en los promotores G
box para que se expresen los genes involucrados en la fotomorfogénesis (Lee et al., 2007;
Ang et al., 1998). De esta manera, se produce una reprogramacion masiva de la
transcripcion afectando alrededor del 30% de los genes (Tepperman et al., 2004;

Tepperman et al., 2001).

1.3.2 Regulacion del procesamiento de ARNm
Una de las contribuciones mas importantes a la ciencias bioldgicas lo constituyo el

denominado Dogma Central de la Biologia Molecular, segun el cual “la informacion
genética puede ser transferida entre los dcidos nucleicos, y a partir de dcidos nucleicos a
proteinas, incluyendo la replicacion del ADN, transcripcion de ARN y la traduccion a
proteina expresada en el fenotipo” (Crick, 1970). Segun este dogma cada uno de los genes
gue forman parte del ADN codifica la produccién de una Unica proteina a través del flujo
irreversible ADN, ARN, proteina. Sin embargo, este dogma fue cuestionado vy
reestructurado con nuevos conocimientos. Con el advenimiento de la secuenciacién de
los genomas se encontraron datos que no podian ser explicados por el dogma. Por
ejemplo, el nimero de proteinas en el ser humano son unas veinte veces mayores que el
numero de genes (Wilhelm et al., 2014). La informacién genética contenida en el ADN no
se copia directamente a las proteinas, sino que, como dice el dogma, lo hace a través de

un mensajero, el ARN. Este proceso de transmisidon genética, sin embargo, puede dar
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lugar a mas de una secuencia diferente de ARN, proceso que se conoce como “splicing
alternativo” Este mecanismo hace posible que un Unico gen pueda dar lugar a diferentes

mensajeros y proteinas (Modrek & Lee, 2002).

En los eucariotas, el ARNm pasa por un proceso de maduracion. El precursor de ARNm,
llamado pre-mARN sufre por un lado el agregado de un capuchén o cap en el extremo 5°
de un nucledtido de GTP modificado, y por otro lado un corte en el extremo 3’del
transcripto con el agregado de varios nucledtidos de adenina, llamado proceso de
poliadenilacién. Finalmente, durante el splicing algunas secciones del transcripto
(intrones) son removidos y las secciones restantes (exones) se vuelven a unir. Algunos
genes sufren splicing alternativo lo que conduce a diferentes ARNm maduros a partir del
mismo precursor de ARN. Asi, este procesamiento de ARN puede generar diferentes
variables proteicas con diferentes funciones (Kelemen et al., 2013). Los cuatro mayores
tipos de splicing alternativo son: retencién de intron, exén cassette, dador alternativo y
aceptor alternativo. Pero ademas el splicing alternativo puede disminuir la expresién de
un gen por la generacién de isoformas de proteinas truncadas gatillando la degradacién
mediada por codones de terminacién prematuros o NMD (del inglés, non-sense mediated
decay) (Drechsel et al., 2013; Kalyna et al., 2012). Particularmente en plantas, el splicing
alternativo es muy comun afectando entre un 60 y 80 % de los genes multiexdnicos

(Zhang et al., 2017; Marquez et al., 2012).

La transcripcion del ADN es realizada por la enzima ARN Pol Il que forma un
precursor de ARN. Evidencias moleculares, bioquimicas y genéticas mostraron que la tasa
de elongaciéon de la ARN Pol Il es mayor en plantas que fueron expuestas a la luz
comparadas con aquellas que permanecieron en oscuridad (Herz et al., 2019). Este
mecanismo sirve de control para las decisiones de las diferentes variantes por splicing y
muestra el acoplamiento estrecho que existe entre transcripcion y splicing. Se ha
demostrado que la luz induce el splicing alternativo, de manera dependiente o
independiente de los fotorreceptores (Cheng & Tu, 2018). En Arabidopsis, los fitocromos
regulan el splicing alternativo (Shikata et al, 2014) y esto mismo se observd para
Physcomitrella patiens (Shih et al., 2019; Wu et al., 2014). Ademas, se han identificado
numerosos factores de splicing que interaccionan directamente con los fitocromos (Xin

et al., 2017; Shikata et al., 2012). Por otro lado, varias proteinas involucradas en el
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procesamiento de los precursores de ARN sufren splicing alternativo en diferentes
condiciones luminicas como consecuencia de seiiales retrégradas desde el cloroplasto.
Un ejemplo de esto lo constituyen los estudios sobre la proteina de unién al ARN, RS31
(Serine/Arginine rich factor 31). Se demostré que la luz, a través de una sefal generada
en el cloroplasto, altera las proporciones de los tres mensajeros obtenidos a partir del
splicing alternativo de este gen. El splicing alternativo de RS31 ante condiciones de luzy
oscuridad, no se vié afectado en mutantes de fitocromos y criptocromos descartando asi
la regulacion de la sefializacidn por luz a través de las vias de fotorreceptores (Petrillo et

al., 2014).

1.3.3 Regulacidn de la traduccion
Una vez que el ARN mensajero llega al citoplasma el mismo es traducido en

ribosomas. La traduccién de las proteinas estd regulada en tres fases: iniciacion,
elongacién y terminacion. El proceso de iniciacion es el nivel mas importante de la
regulacion durante este proceso. Las plantas tienen particularidades entre los
eucariotas y especificamente el hecho de que sean fotoautétrofas y sésiles ha
contribuido al desarrollo de sofisticados mecanismos que ajustan la traduccién a sus
caracteristicas particulares, generando un espectro amplio de respuestas al medio
ambiente (Browning & Bailey-Serres, 2015). El nimero estimado de factores de
iniciacion elF, (del inglés eukaryotic initiation factor) en eucariotas esta por arriba de los
16 y pueden estar formadas por una subunidad o formar parte de un complejo con
varias subunidades. Se distinguen con numeros al grupo que pertenecen (i.e., elF2,3,4)
con letras romanas mayusculas el subgrupo dentro de un grupo (i.e., elF2A, elF2B) y con
letras griegas las subunidades (elF2a), (Hernandez & Vazquez-Pianzola, 2005;
Browning, 2004).

La iniciacidn de la traduccién de un mensajero de ARN en el citosol utiliza el cap
5'm7GpppN vy la cola de 3’-poly(A) junto con los elFs que reconocen especificamente las
caracteristicas del inicio de la traduccién. Con la asistencia de elF4A, elF4B, elF4G, elF1y
elF1A el ribosoma comienza el escaneo desde el extremo 5’UTR y en sentido 5-3" hasta
identificar el coddn de iniciacion AUG (Merchante et al.,, 2017). La dinamica de la
traduccidon de los mensajeros citosdlicos fue investigada en plantas de Arabidopsis
crecidas bajo diferentes ciclos de luz y oscuridad (Liu et al., 2013; Kim et al., 2003). Luego

de una hora de tratamientos de oscuridad se observd una reduccidén de los niveles de
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polisomas (conjunto de ribosomas asociados a una molécula de ARN para realizar la
traduccién simultanea de una misma proteina) en un 17 %, consistente con una inhibicion
en la iniciacion de la traduccidon de proteina. Esta inhibicion fue revertida luego de una re-
iluminacién durante 10 min. Este estudio identifico cerca de 1600 mensajeros de ARN que
fueron diferencialmente traducidos en respuesta a la luz (Juntawong & Bailey-Serres,
2012). En el mismo sentido, la luz aumenta la traduccién de proteinas involucradas en la
organizacién y funcién de los cloroplastos y esto se correlaciona con un mayor estatus
energético de la célula bajo condiciones de luz (Chotewutmontri & Barkan, 2020; Jin et
al., 2018; Bruick & Mayfield, 1999). En el citoplasma el phyB interacciona con una proteina
del tipo zinc finger que se une al extremo 5'UTR del mensajero de PORA
(PROTOCHLOROPHYLLIDE REDUCTASE A) e inhibe la traduccion del mismo de manera
dependiente de la luz. Estos resultados ponen en evidencia que la luz, no solo actua
regulando la transcripcién en el nucleo, sino que también regula la traduccién de los

mensajeros en el citosol (Paik et al., 2012).

1.3.4 Regulacidn postraduccional. Fosforilacion
La luz también es capaz de inducir cambios en la actividad de las proteinas a través

de modificaciones post-traduccionales. Una de las modificaciones mas estudiadas en
respuesta a la luz ha sido la fosforilacién de proteinas.

Existen varios reportes que evidencian que la luz regula el estado de fosforilacién
de proteinas, como fue descripto para los factores de transcripcién HY5 (Hardtke et al.,
2000, HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR RED) (Duek et al., 2004) y PIF3 (Al-sady et al., 2006).
Empleando técnicas de protedmica a gran escala, se identificaron cambios en el estado
de fosforilacion de varias proteinas en respuesta a la luz (Gao et al., 2020; Ning et al.,
2015). Con el objetivo de identificar aquellas fosfoproteinas que sufren un cambio por la
luz a corto plazo, e identificar si la sefal luminica era mediada por los cuatro
fotorreceptores mds importantes durante la desetiolaciéon, se llevd a cabo en el
laboratorio un estudio de fosfoprotedmica a gran escala (LC-MS/MS). Para esto se
evaluaron 3 condiciones: plantulas de genotipo salvaje (WT del inglés wild type) que se
desarrollaron 5 dias en completa oscuridad; plantas WT que crecieron 5 d en oscuridad

y fueron expuestas a 20 min de luz blanca previo a su cosecha; y plantas phyA phyB cry1
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cry2 cuadruple mutantes cultivadas 5 dias en oscuridad y sometidas al tratamiento de 20
min de luz blanca antes de su cosecha (Tesis Doctoral, Dra. Arico, 2020).

Como primer analisis se estudiaron las fosfoproteinas presentes en el tejido
etiolado de Arabidopsis. En este tejido se identificaron 933 fosfoproteinas Unicas (Arico
et al., 2021). Luego, se analizaron los GO terms (por Gene Onthology) enriquecidos en
esta muestra (Arico et al.,, 2021). Para ello se desarrollé una estrategia que consistié en
confeccionar por primera vez un set de fosfoproteoma de referencia de Arabidopsis que
incluia a todas las fosfoproteinas experimentalmente identificadas, mas aquellas
predichas y utilizar esa base de datos para comparar los GO terms enriquecidos en la
muestra. Esta estrategia presenta la ventaja que permite identificar aquellos GO terms
especificamente enriquecidos en una muestra de aquellos enriquecidos en el
fosfoproteoma general (Arico et al., 2021). La figura 2, muestra una representacion
grafica de la similitud semdntica entre los GO terms enriquecidos especificamente (CG2 y
CG3) para la categoria de procesos bioldgicos, donde el diametro del simbolo es
directamente proporcional al porcentaje de los genes asociados a cada GO term que estan
presentes en la muestra del tejido etiolado (por ejemplo, si un dado GO term tiene 100
genes asociados del total del genoma, y 20 se encuentran en la muestra de estudio el
porcentaje es 20%). La mayoria de los GO terms enriquecidos pero no especificos
mostraron una proporcién entre el 4 y 12% (Arico et al. 2021). Interesantemente, este
porcentaje subidé hasta el 48,5% para el GO term “regulacion del splicing de ARNm, via
spliceosoma (GO: 0048024)y 42,5% para el GO term “regulacién del splicing de ARN” (GO:
0043484) (Figura 2, Arico et al., 2021). También se encontraron los términos “regulacién
del procesamiento del ARNm” (GO: 0050684) y “regulacién de los procesos metabdlicos
del ARNm” (G0:1903311) los cuales mostraron un 38,6 y 29,5 % respectivamente de
genes asociados (Arico et al., 2021). También, aunque en menor medida encontramos
enriquecidos los GO terms especificos para “procesos metabdlicos del ARN” (GO:

0016071, 10,2%); y “procesos del ARN” (GO: 0006396, 8,7 %) (Figura 2).
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Figura 2.- Similitud semantica entre los GO terms especificos enriquecidos en procesos
biolégicos en tejido etiolado. El didmetro de los simbolos es directamente proporcional al
porcentaje de los genes asociados al GO term presente en tejido de plantulas etioladas. Los
grupos CG significan Contrast Group, estos fueron clasificados segln el patrén de heatmap al que
pertenecen dentro de la clasificacidon Procesos Bioldgicos y son los dos grupos en los que los GO

terms fueron especificos para el tejido etiolado. Adaptado de Arico et al., 2021.

Ochenta y un uUnicas fosfoproteinas fueron identificadas en estos 6 GO terms asociadas a
los procesos de ARN y splicing presentados en la figura 2. En el mismo sentido y con el
mismo andlisis encontraron el GO term “unién al ARN” (GO:0003729, 16%) para la
categoria de funcion molecular y “complejo spliceosomal” (GO: 0005681, 16,4%) para la
categoria de componentes celulares (Arico et al., 2021). Estos resultados sugieren que la
fosforilacién de factores de splicing esta sobrerrepresentada en plantas que crecen en
completa oscuridad (Arico et al. 2021). Interesantemente, algunos de estos factores
cambiaron su patron de fosforilacion luego de 20 min de luz y serd detallado mas

adelante.
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1.4 Factores de Splicing en Arabidopsis thaliana
El splicing alternativo es catalizado por el spliceosoma, un complejo formado por

pequefias ribonucleoproteinas nucleares (del inglés small nuclear RNAs, snARNs) y
proteinas. Los miembros de la familia SR (Serine/Arginine rich factors, proteinas ricas en
serinay arginina) son factores no snARN que forman parte del spliceosoma. Estos factores
de splicing presentan uno o dos dominios N-terminales de reconocimiento de motivos de
ARN (RRM, RNA recognition motifs) y un extremo C-terminal rico en argininas/serinas
(dominio RS) que puede ser reversiblemente fosforilado (Kumar et al., 2022; Zhang et al.,
2020). La unidn de las proteinas SR al pre-ARNm se da a través de este dominio N-terminal
que reconocen secuencias especificas en los exones. Por otro lado, el dominio RS estd
involucrado en la interaccién proteina-proteina que promueve el reclutamiento de los

componentes de la maquinaria de splicing cerca de los sitios de splicing (Shen et al., 2004).

Las proteinas SR de Arabidopsis forman parte de una familia muy conservada de
proteinas de unidn al ARN. En plantas son capaces de restablecer el splicing en células
Hela deficientes en proteinas SR sugiriendo que el mecanismo de splicing esta
conservado en plantas y metazoos (Duque, 2011). Sin embargo, existen diferencias que
los caracterizan. Por ejemplo, los intrones de plantas suelen ser mas cortos y ricos en
uracilo y suelen sufrir un splicing inadecuado en extractos de animales. De la misma
manera, los intrones de origen animal no pueden ser correctamente procesados en las
plantas (Wiebauer et al., 1988; Van Santen & Spritz, 1987). Esto sugiere que el
reconocimiento de los intrones en las plantas seria diferente. De hecho, la familia de
proteinas SR ha sido muy extendida en las plantas identificando 24 miembros en arroz
(lida & Go, 2006) y 18 en Arabidopsis (Zhang et al., 2020; Barta et al., 2010) versus 12

miembros en humanos (Krainer, 2010).

En Arabidopsis la familia de proteinas SR puede ser dividida en 6 subfamilias como
se muestra en la figura 3. Las subfamilias SR, RSZ y SC son ortélogos de mamiferos
mientras que las subfamilias RS, RS2Z y SCL son especificas de plantas (Duque, 2011). Las
proteinas de splicing se localizan en su mayoria formando agregados en el nucleo
llamados speckles (Fang & Hearn, 2004) y en menor medida en el nucleoplasma. En
cuanto a sus patrones de expresién se ha observado una gran diversificacién espacio

temporal.
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Figura 3.- Subfamilia de proteinas SR presentes en Arabidopsis thaliana. Las subfamilias SR, RSZ
y SC, son ortdlogas de humanos mientras que las subfamilias SCL, RS2Z y RS pertenecen al reino
de las plantas exclusivamente (recuadro verde).RRM: RNA Recognition Motif; RS: Arginine/Serine
Rich Domain; En las columnas de la derecha se detalla el nombre de cada proteina con sus

respectiva identificacion. Adaptado de Melo et al., 2020.

Interesantemente 7 genes que codifican para proteinas SR fueron encontrados en
el fosfoproteoma etiolado de Arabidopsis: SR34, RSZ22a, SC35, SCL30, RS2733, RS31, RS40
y RS41 (Arico et al., 2021) de los cuales SCL30, RS2Z33, RS31, RS40 y RS41 se encuentran
entre los 10 genes SR especificos de plantas, sugiriendo que el mecanismo molecular de

las proteinas SR en tejidos etiolados seria especifico.

Yan et al. analizaron el fenotipo de 17 mutantes simples en proteinas SR crecidas
bajo condiciones luminicas de dia largo (16 horas de luz/8 horas oscuridad):
scl28, scl30, scl30a, scl33, sc35, sr30, sr34, sr34a, sr34b, rs31, rs31a, rs40, rs41, rsz21, rsz2
2, rs2z32, y rs2z33. Bajo estas condiciones no se observd ningln fenotipo poniendo en
evidencia la alta redundancia de esta amplia familia de proteinas durante el desarrollo.
Luego, obtuvieron las plantas cuadruple mutantes sr (sr34 sr34a sr34b sr30) y rs (rs31

rs31a rs40 rs41) y la quintuple mutante rsz-rs2 (rsz21 rsz22 rsz22a rs2z32 rs2z33).
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Nuevamente, ninguna de estas mutantes mostrd fenotipo durante el desarrollo La
qguintuple mutante de las subfamilias sc35 scl (scl28 scl30 scl30a scl33 sc35) si mostrd un

fenotipo durante el desarrollo y serd detallada mas adelante (Yan et al., 2017).

La funcion de las proteinas SR ha sido mucho menos estudiada en plantas
comparadas con sus homodlogos en animales (Jin, 2022; Chaudhary et al., 2019). La
sobreexpresion de atSRp30 afecta no solo el splicing sino también el crecimiento de las
plantas resultando en un retraso de la floracién, reduccion de la dominancia apical y flores
y rosetas mas grandes (Lopato et al., 1999). Por otro lado, la sobreexpresion de RS2Z33
produce mayor cantidad de embriones, cotiledones e hipocotilos mas anchos, fenotipos
alterados en los pelos radiculares, tricomas y mayor tamafio celular (Kalyna & Lopato,
2003). Asi, la estrategia de utilizar plantas que sobreexpresan una determinada proteina

SR permitié asignarle funciones enmascaradas en el estudio con mutantes.

1.4.1 Proteinas SRy el estrés abiodtico

Tanto los niveles de expresion como el splicing de la familia de genes SR
experimentan cambios ante distintos tipos de estrés (Kim & Kim, 2020). Existe evidencia
gue ante un estrés térmico de alta temperatura, los genes que codifican proteinas SR en
Arabidopsis atraviesan distintos tipos de splicing alternativo mostrando una coordinacién
entre la regulacidon a nivel del splicing del pre-ARNm durante la respuesta al estrés
térmico. Varios genes SR como SR34, SR34a, RSZ22, y RSZ22a sufren splicing alternativo
constitutivo bajo un estrés térmico severo lo cual indica que el spliceosoma aun continua

en funcionamiento a pesar del estrés extremo (Ling et al., 2021).

Mediante un analisis de RT-PCR en genes SR de Arabidopsis, se observé que los
niveles de transcripto de SCL33, estaban reprimidos bajo estrés salino y de temperatura,
asi como también bajo el agregado de la fitohormona de 4cido abscisico (ABA) (Yang et
al., 2022; Laloum et al., 2021). Otro ejemplo es el de la proteina SR45a que inhibe la
tolerancia a estrés salino en Arabidopsis interactuando con la proteina CBP20 (CAP
BINDING PROTEIN 20) de unidn al cap de ARN vy regula el splicing alternativo de
transcriptos involucrados en la respuesta a altas concentraciones de sal (Li et al., 2021).

Ademads, la expresion de atSR45a es inducida por la alta radiacion de luz y el tratamiento
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con alta concentracion de sal, mientras que ante bajas temperaturas la expresion

disminuye (Tanabe et al., 2007).

La importancia y funcion de las proteinas de splicing en respuesta al estrés
abidtico también se observéd en otras especies como arroz, nabo (Brassica rapa) y

mandioca (Manihot esculenta) (Butt et al., 2022;Gu et al., 2020; Yoon et al., 2018) .

1.4.2 Factor de splicing SC35

De las 81 fosfoproteinas relacionadas al procesamiento del ARN hallados en el
tejido etiolado (Arico et al., 2021), el factor de splicing SC35 fue el Unico que mostré una
desfosforilacion diferencial luego de un pulso de 20 minutos de luz blanca, y cuya

desfosforilacion fue independiente de la presencia de phyA, phyB, cryl y cry2 (Figura 4).
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Figura 4.- SC35 se defosforila en luz. Valores de intensidades normalizados de la sefial
obtenidos por espectrometria de masa para la isoforma fosforilada del fosfopéptido de SC35
(n=3). (Tomados de datos de Tesis doctoral de Arico 2020. O: oscuridad; LB: 20 minutos de luz

blanca.

Estudios con plantas transgénicas que portan la construccion de las secuencias
regulatorias rio arriba del gen SC35 fusionado al gen reportero GUS mostraron expresion
del reportero en plantulas, hojas, silicuas e inflorescencias (Figura 5, A). Ensayos
realizados con expresién transitoria de la proteina SC35 en plantas de tabaco mostraron

gue la localizacion de SC35 seria en el nucleo y formando speckles (Figura 5, B).

21



B SC35-YFP

Figura 5.- SC35 tiene expresion ubicua en plantas de Arabidopsis y se localiza en nucleo. Actividad del
reportero GUS en plantas transgénicas pSC35::GUS en Arabidopsis thaliana (A). Localizacion subcelular de
pSC35::YFP mediante expresidn transitoria en hojas de tabaco. Se evidencia la localizacién subcelular en

speckles en el nucleo (B) (tomado de Yan et al., 2017).

Como se menciond en secciones previas, estudios realizados con mutantes
simples sc35 o sc-like en Arabidopsis no mostraron un fenotipo en el crecimiento o
desarrollo de la planta (Yan et al., 2017). Sin embargo, en plantas quintuple mutantes de
las proteinas SC35 y SC35-like (SCL) (sc/28 scl30 scl30a scl33 sc35) se observd un tiempo
de floracion tardio, hojas aserradas, raices acortadas y posicionamiento de silicuas
aberrante, denotando la redundancia de funcién entre estos factores de splicing (Yan et
al., 2017). Dado que los estudios del rol de SC35 durante el desarrollo de las plantas son
relativamente escasos, y no se conoce el efecto de la fosforilacion por luz decidimos

estudiar el rol de esta proteina SR durante el desarrollo.

1.5 Proteinas de la familia elF4A
Ademas de SC35, dos proteinas de la misma familia involucradas en la iniciacién

de la traduccién de proteinas, aumentaron su fosforilacion en respuesta a la luz y de
forma independiente de los fotorreceptores. Ellas fueron elF4A1 (por Eukaryotic initiation
factor 4A1) y elFAA2 (por Eukaryotic initiation factor 4A2) cuyas fosforilaciones fueron

significativamente mayores al exponerse a la luz (Figura 6) (Tesis Doctoral Arico, 2020).
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Figura 6.- elF4A1 y elF4A2 se fosforilan en luz. Valores de intensidad normalizados de la sefial
obtenidos por espectrometria de masa para las isoformas fosforiladas de los fosfopéptidos de

elF4A1 (A) y elF4A2 (B). (Tomados de datos de Tesis Doctoral, Arico 2020).

elF4A1 y elF4A2 pertenecen a la familia de proteinas ARN helicasas de tipo DEAD-
box y tienen entre un 90-95% de identidad en sus secuencias (Nielsen & Trachsel, 1988).
Estas estan involucradas en la separacién de ARN doble cadena, en los rearreglos
estructurales del ARN y la unién de complejos ARN-proteina, en diferentes etapas del
metabolismo del ARN como puede ser, por ejemplo, la traduccion y el splicing del ARN
(Andreou & Klostermeier, 2013). Debido a que estas dos proteinas tienen una secuencia
muy similar entre ellas, no podemos decir con total certeza que en el estudio del
fosfoproteoma hayan aparecido fosfopéptidos de ambas o si los fosfopéptidos
pertenecen a una sola de estas proteinas, es por esto que decidimos estudiar y evaluar

ambas.

Tanto elF4A1 como elF4A2, funcionan en un complejo de proteinas que
pertenecen al sistema de iniciacion de la traduccidn. elF4E interactia con el 5’ cap del
ARNmM y se une a la elF4G, cuya funcién es de andamiaje, la cual une el complejo helicasa
elF4A/elF4B. La elF4A, una proteina prototipo de la gran familia de helicasas, abre

estructuras secundarias de la regién 5'UTR y se recluta la unidad 43S ribosomal de
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preiniciacion para buscar un coddén de iniciacién (Dobrikov et al., 2014; Andreou &
Klostermeier, 2013; Bush et al., 2009). En mamiferos, elF4A1 se expresa mayormente en
células en desarrollo mientras que elF4A2 se expresa en células quiescentes. Ademas,
poseen funciones celulares diferentes ya que elF4A2 no rescata el fenotipo deficiente de

elF4A1 (Andreou & Klostermeier, 2013).

En plantas, ambas proteinas tienen patrones de expresidon similares tanto en la
raiz como en meristema apical. Las mutantes eif4al tienen un fenotipo en el que los
ovulos se abortan debido a una coordinacidn defectuosa entre el tamafio de la célula 'y
del érgano femenino durante el desarrollo del dvulo y poseen un retraso en el crecimiento
vegetativo lo que indicaria que el meristema apical se encuentra aletargado por el bajo
nivel de elF4A1l. Por otro lado, las raices de estas plantas mutantes son mas cortas y con
pocas raices laterales, y se encontré que la progresion del ciclo celular estaba afectada en

raices y por ende la homeostasis del tamafio celular en ese tejido (Bush et al., 2015).

elF4A1 puede ser fosforilado en tres fosfopéptidos y elF4A2 en cuatro
fosfopéptidos, durante el comienzo de la fase mitdtica, por la Cdk-A (cyclin-dependent
kinase A) y frente a un estrés térmico o hipoxia (Bush et al., 2016; Webster et al., 1991).
Ademas, se vid que elF4A1 y elF4A2 pueden ser fosforilados en hojas maduras y puede

estar regulada por la luz y la oscuridad (Jossier et al., 2013).

SC35vy elF4A1 y 2 fueron las proteinas base de este estudio ya que los factores de
splicing y de iniciacién de la traduccion son claves en la regulacién de la expresidn
genética. Ademas, existen muy pocas evidencias de sus funciones, principalmente por la
dificultad de trabajar con proteinas pertenecientes a una familia funcionalmente
redundante como estas. Por lo tanto, decidimos comenzar con la caracterizacion de estas
proteinas generando plantas sobreexpresantes. También nos propusimos estudiar el
efecto de las fosforilaciones en estas proteinas mediante estudios con plantas
transgénicas. Cuando comenzamos el clonado de estas versiones comenzo el aislamiento
social obligatorio con lo que pude retomar los clonados en marzo de 2022, sumado a que
solo tuve 4 afios de beca en lugar de 5, que finalizé en marzo 2023 por lo que estas plantas

no se encuentran finalizadas para su estudio.
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2. Hipotesis y objetivos

Objetivo General:

El objetivo general del trabajo es estudiar la participacién de proteinas de unién al ARN e
iniciacion de la traduccién durante el desarrollo de Arabidopsis y su participacion frente

a condiciones de estrés.

Hipotesis:

Una hipdtesis asociada a este objetivo fue que la proteina de splicing SC35 participa en la
modulacién del crecimiento y desarrollo en Arabidopsis y que modulan la respuesta al
estrés abidtico. Como segunda hipodtesis planteamos que SC35 se expresa en tejido
etiolado y podria tener una funcién en las respuestas tipicas de la escotomorfogénesis
Nuestra tercera hipdtesis se basa en que la secuencia 3’UTR del gen SC35 puede modular
la estabilidad de sus transcriptos y su funciéon. Como cuarta hipdtesis planteamos que las
proteinas elF4A1l y elF4A2 tienen un rol en etapas tempranas del desarrollo de

Arabidopsis.

Objetivos Especificos:

1. Investigar la participacion del factor de splicing SC35 en etapas tempranas

del desarrollo de Arabidopsis;

2. Investigar la participacion del factor de splicing SC35 en etapas tardias del

desarrollo de Arabidopsis;

3. Estudiar la participacién del factor de splicing SC35 en diferentes tipos de
estrés abiotico;

4, Evaluar el rol de la secuencia 3'UTR de SC35;

5. Estudiar la participacién de dos proteinas involucradas en la iniciacién de

la traduccién elF4Al y elF4A2 en etapas tempranas del desarrollo de Arabidopsis.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal.

Este trabajo se realizé en plantas de la especie Arabidopsis thaliana. Se utilizaron
semillas de ecotipo Columbia. Las lineas mutantes por insercion de T-ADN fueron
obtenidas del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC, Ohio, EE.UU). Estas fueron
sc35 (SALK_033824), eif4al (SALK_201518) y eif4a2 (SALK_051038).

Las lineas transgénicas estables generadas en esta tesis fueron las siguientes (mas

adelante se detalla el procedimiento por el cual fueron obtenidas):
- p35S::YFP (pH35GS)
- p35S::5C35::YFP (lineas independientes 1, 2 y 3) (plasmido: pH35GY)

- p35S::YFP::5C35+3’UTR (lineas independientes 1 y 2) (pldsmido: pH35YG)
-p35S::EIF4A2-YFP (linea independiente 1) (pH35GY)

Los vectores pH35GY y pH35YG se describen en (Kubo et al., 2005).

3.1Estudio in silico del gen SC35

Para la construccion del heatmap de expresidn del gen SC35 en el transcriptoma de
plantulas etioladas, se bajaron los datos provistos por 6 ensayos realizados por: Michaelis
et al.,, 2019, Hartmann et al., 2016, Pérez-Martin et al., 2021, Pfeiffer et al., 2014, Liu et
al.,, 2021y Li et al., 2020.

El analisis filogenético de las secuencias proteicas se llevo adelante con el software
MegaX. Se utilizé el método de “Maximum likelihood”, con 100 réplicas de bootstrap. Se
compilaron datos de RNAseq de plantulas de Arabidopsis crecidas en oscuridad desde

Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). Los valores expresados

como RPKM/FPKM fueron transformados en TPM segun las siguientes ecuaciones:
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counts / largo transcripto RPKM
TPM = x*10® 6 TPM =————10°
% (counts / largo transcripto) Y. RPKM

Para cada gen se promedid el valor de TPM de las distintas réplicas de cada

tratamiento/set de datos. El valor de fold se calculd segun la siguiente ecuacidn:

max (TPM tratamiento, 1)
Fold =

max (TPMcontrol; 1)

3.2 Condiciones de crecimiento de las plantas.

La esterilizacion de semillas de los genotipos WT, mutantes y transgénicas se
realizé durante 2 hs en una atmaésfera de Cl, generada a partir de la adicién de 2,5 ml de
HCl 37% a 75 ml de una solucién de NaClO (lavandina comercial de 44 g/l). Luego, se
sembraron en condiciones de esterilidad, cajas de Petri con medio basal Murashige &
Skoog (MS) 0,5X y pH 5,75. Estas fueron mantenidas en oscuridad a 4°C durante 2 dias
para reducir la dormicidn de las semillas (estratificacidn). Una vez realizado esto, se indujo
la germinacién mediante un pulso de luz blanca durante 2 hs a 22°Cy, luego de 24 hs de
oscuridad a 22°C, se expusieron a luz continua (100 um m2s!) o permanecieron en

oscuridad y bajo fotoperiodo dia corto, segln el experimento (se detallard en cada caso).

3.3 Ensayos de biologia molecular.
3.3.1 Genotipificacion de plantas mutantes por insercion de T-ADN

Para verificar los genotipos de las plantas mutantes por insercidon de T-ADN (sc35, eifdal vy eif4a2)
y asi seleccionar las plantas homocigotas mutantes se siguieron los protocolos que se describen a

continuacion.
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3.3.1.1 Extracciéon de ADN gendmico de plantas de Arabidopsis

Se cortd una hoja de una planta con 6 o mds hojas en su roseta y se homogeneizé en un
microtubo de 1,5 ml con un émbolo de cabeza conica. Se agregaron 300 ul de buffer de lisis
al homogenato y se continué homogeneizando brevemente. Las muestras se incubaron a
65°C durante 10 min y luego se dejaron antes del agregado de 300 pul de cloroformo. Las
muestras se agitaron por inversién 5-10 veces y se centrifugaron 5 min a 10.000 g. Se tomaron
200 ul de los sobrenadantes, se transfirieron a tubos nuevos conteniendo 200 pl de
isopropanol y nuevamente se mezclaron por inversién. Las muestras se centrifugaron por 10
min a 10.000 g. Los sobrenadantes se descartaron y los pellets se lavaron con 500 pul de etanol
70%. Para eliminar el etanol, las muestras se centrifugaron 5 min a 10.000 g y los
sobrenadantes se descartaron con pipeta automatica. Los pellets se dejaron secar a

temperatura ambiente antes del agregado de agua. Las muestras se conservaron a — 20 °C.

> Buffer de lisis: 2% Bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 1% polivinil pirrolidona, 100 mM

Tris-HCl pH 8, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA.

3.3.1.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

A partir del ADN gendmico extraido de las plantas a genotipificar, se realizaron
amplificaciones de fragmentos de los genes de interés mediante la técnica de PCR
utilizando la polimerasa Taq (Invitrogen, California, USA). Se disefiaron dos
oligonucleétidos iniciadores o primers especificos para la secuencia flanqueante a la
insercion. Para determinar la presencia del alelo WT (sin la insercién) o mutante (con la
insercién) se efectuaron dos reacciones de PCR en paralelo. La primera reaccion con los
primers LP + RP genera una banda en plantas WT y heterocigotas. La segunda reaccién
con los primers RP + LBal o LBb1.3, genera una banda de peso molecular menor que la
de LP + RP en plantas homocigotas mutantes y heterocigotas. La estrategia de

genotipificacion esta basada en signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.

3.3.1.3 Electroforesis en geles de agarosa.

Para la separacion y visualizacion de los acidos nucleicos (ARN, ADN y ADNc) se realizaron
electroforesis en geles de agarosa 1-1,5 % en TAE 1X conteniendo bromuro de etidio 0,5
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pg/ml. Las muestras de ADN se sembraron con Buffer de siembra 6x. En el caso de ARN,
se prepard una mezcla de ARN:Buffer:formamida en relacién 1:1:1. Las corridas se

realizaron a 80 V constante en TAE 1X.

> Stock de TAE 50X: 242 g de Tris Base, 57,1 ml de acido acético glacial y 100 ml de EDTA 0,5
M pH 8 en 1 L de agua destilada. Para preparar los geles y llevar adelante las corridas, el buffer

se diluyd 50 veces.
> Buffer de siembra 6x: Azul de bromofenol (BPB) 0,25% (p/v), xilencianol 0,25% (p/v) y

glicerol 30% (v/v) en agua.

3.3.1.4 Extraccion de ARN con Kit QIAGEN y sintesis de ADNc

Las plantulas fueron cosechadas, congeladas en N2 liquido y pulverizadas con mortero.
Para cada muestra se partié de 200 mg de material vegetal. La extraccién de ARN se llevd
a cabo usando el RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Alemania) siguiendo las instrucciones
de los fabricantes. Se corroboré la integridad del ARN por gel de agarosa y se estimd su
concentracion por absorcién de UV a 260 y 280 nm utilizando un Nanodrop. Para la
sintesis de ADNc se utilizaron 2 pug de ARN previamente tratados durante 15 min con
DNasa RQ1 RNasa-Free (Promega, Madison, WI, USA). La transcripcion reversa se llevo a
cabo con 2 pg de ARN para cada muestra en un volumen total de 20 pl de reaccion
utilizando primers oligodT y la enzima Super-Script IV siguiendo las instrucciones del
fabricante (Invitrogen).

Las muestras se guardaron a -80°C hasta el momento de su uso.

3.4.1.5 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)

A partir de ADNc sintetizado de ARN de plantulas etioladas, WT y sc35, se amplificd un
fragmento de 300 pb utilizando la polimerasa Tag y como control de expresidn del gen se
amplificé el mismo fragmento pero con un intrén en su secuencia. Para esto se disefiaron
dos oligonucléotidos iniciadores especificos de una breve secuencia del gen. Luego, se
realizé una PCR en el termociclador Bio-Rad (T100 Thermal Cycler) para finalmente
chequear el resultado en un gel de agarosa 1% con las especificaciones mencionadas

anteriormente.
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3.4. Generacion de plantas transgénicas

3.4.1 Clonado por recombinacion Gateway.

Los clonados realizados se basaron en el locus completo de SC35, elF4A1, eF4A2 y el gen
de SC35 con su region 3'UTR en el vector pENTR-D-TOPO (en los sitios Notl y Ascl). Una
vez obtenidas las construcciones de interés, se generaron vectores binarios por
recombinacién Gateway® con la enzima LR recombinasa basado en el protocolo
propuesto por los fabricantes (Invitrogen, California, USA). Los vectores de entrada
pPENTR-D-TOPO se recombinaron con los vectores de destino binarios pH35GY, pH35YG
y pH35GS.

3.4.1.1 Amplificacidn de secuencias por PCR.

Las secuencias de SC35, SC35+3’UTR, EIF4A1 y EIF4A2, se amplificaron con la enzima
polimerasa Q5 (New England Biolabs, Massachusetts, USA.), de acuerdo al protocolo
sugerido por el fabricante y con los buffers suministrados. En cada reaccidn se utilizaron
30-100 ng de ADN como molde, 1X buffer, 0.5 uM de cada primer, 200 uM dNTPs totales
(50 uM de cada uno) y 1 unidad de ADN polimerasa Q5, en 50 pl de volumen de reaccién.
El protocolo de PCR fue de 3 min a 95°C (desnaturalizacién inicial), seguidos de
35 ciclos 30 seg a 95°C, 30 seg a la temperatura de annealing para cada par de primers
(Ta), 30 seg/kB a 72°C y una extension final de 5 min a 72°C. Para el célculo de la Ta, en
todos los casos se calculd la temperatura de melting (Tm) de cada primer utilizando el
sitio web idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer y se utilizé una Ta 5°C menor

que la del primer con menor Tm. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis.

3.4.1.2 Restriccion de insertos y vectores.

Los productos de PCR y vector pENTR-D-TOPO fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Notl-HF y Ascl (New England BiolLabs), siguiendo las condiciones sugeridas por
los fabricantes. Los vectores de clonado digeridos fueron ademas tratados con la enzima
fosfatasa alcalina termosensible TSAP siguiendo las instrucciones del fabricante
(Promega, Madison, WI, USA). La TSAP remueve el grupo 5’-fosfato del ADN, impidiendo

su recircularizacién y religacion.
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3.4.1.3. Purificacién de insertos y vectores.

Los productos de PCR y vectores digeridos se identificaron por electroforesis en
gel de agarosa en buffer TAE 1X. Las bandas correspondientes al peso deseado se cortaron
del gel de agarosa con hoja de bisturi y el ADN se purificd utilizando el kit comercial

QIAEXII Gel Extraction Kit (QIAGEN, Alemania) de acuerdo al protocolo del fabricante.

3.4.1.4 Ligaciones inserto - vector.

Las secuencias amplificadas por PCR y los productos de restriccidon (insertos o
vectores) purificados fueron ligados con la enzima T4 ligasa (Promega, Madison, WI, USA).
Se utilizaron de 20 a 100 ng de vector en reacciones molares inserto:vector 3:1 para las 3
construcciones. Se utilizaron 10 unidades de enzima en un volumen final de reaccion de

10 pl. Las reacciones se incubaron a 4°C durante toda la noche.

3.4.1.5 Transformacion de células electro-competentes.

Se utilizaron 50 ul de bacterias electrocompetentes (E. coli cepa DH10B)y 1 0 2
pl de muestra de ADN por cada transformacion. Se mezclaron las bacterias y el ADN y se
traspasd a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm de paso, previamente enfriada. La
cubeta se colocé en el electroporador Micro pulser (Bio-Rad, California, USA) y se dio un
pulso a 1,8 kV. Inmediatamente se agregd 250 ul de SOC (2% peptona, 0,5% extracto de
levadura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KClI, 10 mM MgCI2 y 20 mM glucosa), las bacterias se
resuspendieron suavemente y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Luego, se rastrillaron
50 y 100 pl de la solucién bacteriana en placas de Petri con LB conteniendo 1% de agar

(LB agar) y el agente selectivo requerido en la concentracién adecuada.

Los cultivos liquidos de E. coli se incubaron a 37°C en medio LB (peptona de carne
10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, y NaCl 5 g/1) con agitacion a 250 revoluciones por minuto
(rpm). Los cultivos soélidos se realizaron en medio LB agar en cajas de Petri. De acuerdo
con la resistencia conferida por cada vector, el medio de cultivo se suplementé con

kanamicina (50 mg/l) y espectinomicina (100 mg/I).

3.4.1.7 Confirmacidn de clones positivos.

Se analizaron al menos 10 colonias de las placas de transformacién mediante PCR. Como

muestra de ADN se repico con palillo cada colonia dentro de cada reaccién de PCR (colony
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PCR). Se utilizé la enzima Taq Polimerasa Recombinante (Invitrogen, Brasil) y los mismos
primers especificos indicados para amplificar el inserto. Las condiciones de reaccién
fueron 1X buffer (conteniendo 1.5 mM MgClI2 final), 0.5 uM de cada primer, 200 uM
dNTPs totales (50 uM de cada uno) y 1 unidad de Taq, en 15 pl de volumen de reaccidn.
El protocolo de PCR fue de 5 min a 95°C (desnaturalizacién inicial), seguidos de 35 ciclos
30 seg a 95°C, 30 seg a la Ta especifica para cada par de primers, 1 min/kB a 72°C y una

extension final de 10 min a 72°C.

3.4.1.8. Purificacion de plasmidos a partir de colonias bacterianas (Miniprep).

Las colonias que contenian las construcciones apropiadas se repicaron en medio
fresco para purificar los pldsmidos que portaban. Los cultivos se incubaron durante 16
horas a 37°C en un tubo de 15 ml tipo Falcon con 4 ml de medio LB liquido suplementado
con el antibidtico correspondiente. Al dia siguiente, los cultivos se centrifugaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos a 3500 g. El pellet de células fue resuspendido
en 100 pl de solucién GTE (50 mM glucosa; 25 mM Tris-Cl, pH 8; 10 mM EDTA) y se dejé
reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 200 ul de
solucién de lisis (0,2 N NaOH; 1 % P/V de dodecilsulfato sédico), preparada
inmediatamente antes de ser utilizada. Se mezcld por inversién y se incubé en hielo
durante 5 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se agregaron 150 pl de solucién de
neutralizacion (acetato de potasio 5M pH 4,8), se mezclé por inversidn y se incubd en
hielo durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se centrifugd a 10.000 g
durante 3 minutos para sedimentar los restos celulares y el ADN no plasmidico. Se
tomaron 400 pl del sobrenadante y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga limpio,
se agrego 1 pl de enzima ARNasa A (20 ng/ml) y se incubd a temperatura ambiente durante
30 minutos. A continuacion, se precipité el ADN con 0,8 ml de etanol 96% y se incubd durante
2 minutos a temperatura ambiente. Luego se centrifugd durante 10 min a 10.000 g. Se
descartd el sobrenadante, se lavd el sedimento con 1 ml de etanol 70 % y se centrifugd
nuevamente la muestra durante 1 minuto a 10.000 g. El sobrenadante se descartd y el pellet
se dejo secar a 37°C durante 10 minutos. Una vez seco, se resuspendid el pellet en 50 ul de
agua, obteniendo entonces una solucién de ADN plasmidico purificado.

Tanto para los clonados como para la confirmacion de las construcciones, se

corrobord la presencia de los insertos de interés mediante la digestiéon con las mismas
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enzimas de restriccion previamente utilizadas para el clonado y electroforesis en geles de
agarosa 1%.

3.4.1.9 Secuenciacion de las construcciones plasmidicas.

Una vez obtenidos los plasmidos y chequeados por colonyPCR y corte por
restriccion, se corrobord la secuencia de los insertos de interés mediante secuenciacion
en Macrogen Inc., Corea del Sur. Los analisis de secuencias obtenidas se realizaron
utilizando el sitio web  BLAST (Basic Local Alignment Search  Tool)

(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.4.2 Conservacion de cepas bacterianas.

En el caso de clones bacterianos positivos, se mezclé en un tubo Eppendorf un
volumen de cultivo crecido durante toda una noche con una solucién de glicerol estéril,
hasta alcanzar una concentracion final de 10-20% de glicerol. Los stocks bacterianos se

guardaron a -80°C.

3.4.2.1. Cepas y condiciones de cultivo de Agrobacterium tumefaciens.

Se utilizaron las cepas EHA105 o GV3101 de Agrobacterium tumefaciens para
transformar Arabidopsis thaliana. GV3101 tiene resistencia gendmica a rifampicina y
gentamicina. Los cultivos de A. tumefaciens se realizaron en medio LB suplementado con
rifampicina (50 mg/l) y los antibidticos correspondientes a los vectores de interés en
presencia de gentamicina (30 mg/l). Los cultivos se incubaron a 28°C con agitacion (250

rpm) durante toda la noche.

3.4.2.2 Transformacion de bacterias Agrobacterium tumefaciens.

Una alicuota de 1,5 ml de cultivo de A. tumefaciens crecido toda la noche a 2830°C
en medio LB suplementado con los respectivos antibidticos fue centrifugado durante 5
min a 2.800 g. El pellet fue lavado con 1 ml de agua estéril. La centrifugacion y lavado se
repitié sucesivamente con 500 pl y 250 pl de agua. Luego de una ultima centrifugacion,
se resuspendié en 150 pl de agua. Se transfirieron 50 pl de bacterias y 1-2 ul de ADN a
una cubeta de electroporacion. La electroporacion se llevé a cabo en un electroporador

Micro pulser (Bio-Rad, California, EE.UU.) y se aplicé un pulso de 2,5 kV con capacitancia
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de 25 pF y una resistencia de 600 Q. A continuacién se adiciond 1 ml de medio LB, se lo
pasé a un microtubo de 1,5 ml y se incubd durante dos horas a 28°C. Transcurrida la
incubacidn se realizé una centrifugacion de 5 minutos a 2.800 g a temperatura ambiente,
el pellet de células se resuspendié en 100 ul de medio LB y finalmente se sembrd en placas
de medio LB sélido que contenian 50 mg/I de rifampicina, 30 mg/| de gentamicina y el
antibidtico especifico segun la resistencia que confiere el vector. Las placas se incubaron

durante dos dias a 28°C.

3.5 Obtencion de plantas transgénicas.

3.5.1 Transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana.

La transformacién de plantas de A. thaliana se realiz6 mediante la técnica de
“floraldip”. Se cultivaron bacterias A. tumefaciens transformadas con los distintos
pldsmidos binarios en 5 ml de LB liquido con los antibidticos adecuados a 28°C durante
dos dias. Se agregd 1 ml de este cultivo a 100 ml de medio LB liquido con los antibiéticos
correspondientes, y se incubd a 28°C por una noche, hasta llegar a una DO600 cercana a
2. Se cosecharon las células por centrifugacién a 5.000 g durante 7 minutos a temperatura
ambiente y se resuspendieron en un medio con 5 % (p/v) sacarosa, 5 mM MgCl2y 0.05%
(v/v) de Silwet L-77. Las inflorescencias de plantas de A. thaliana regadas el dia anterior
fueron sumergidas en la suspensidn de células durante 30 segundos. Luego de escurrir el
exceso de medio de cultivo, se colocaron las plantas en posiciéon horizontal dentro de
bolsas plasticas para conservar la humedad. Luego de 24 horas se sacaron de las bolsas y
se prosiguio con el cultivo en la camara de crecimiento hasta la maduracion de las

semillas.

3.5.2 Seleccion de plantas transgénicas.

Las lineas transgénicas que portan construcciones en los plasmidos, pH35GY,
pH35YG y pH35GS fueron seleccionadas en placas de MS 0.5X con agar 0,8% y el
antibidtico Higromicina 50 mg/I. Las lineas independientes obtenidas fueron confirmadas
mediante la visualizacion de sefal de YFP en el microscopio en su segunda generacién T2

y se llevaron a homocigosis hasta llegar a la generacion T3.
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3.6 Medicion del largo de hipocotilo y angulo del gancho
apical

Tanto la medicidn del largo de hipocotilo como del angulo del gancho apical se realizo
utilizando el programa Image J (FlJl). En particular el gancho apical se midid realizando el
trazo de dos lineas que formaban un angulo entre el extremo del hipocotilo y el extremo

de los cotiledones para luego obtener el dato del dngulo de forma automatica.

3.7 Cuantificacion del area de roseta

Mediante el uso de la herramienta ImagelJ(Fiji) se analizaron fotos aéreas de plantas
crecidas en tierra de los distintos genotipos utilizados para los ensayos de evaluacién de
fenotipo. Se aplicé la herramienta RO/ (REGION OF INTEREST) marcando cada roseta y
calculando de forma automatica el drea de las mismas. Cada medicion representa una

réplica bioldgica.

3.8. Ensayos fisioldgicos.

3.8.1 Ensayo de estrés por alta temperatura

Para medir el largo de hipocotilo y de raiz, las semillas (genotipos especificados en
cada experimento) fueron sembradas en placas de Petri cuadradas de 12x12 cm, con MS
0,5Xy 0,8% de agar, para luego mantenerlas durante 3 dias a 4°C en completa oscuridad.
Se realizé un pulso de luz blanca para inducir la germinacién, se guardaron en oscuridad
(envueltas en papel aluminio) verticalmente a 22 °C. Pasado un dia, se colocaron las placas
en el tratamiento a 30°C, tanto en luz como en oscuridad y luego de 7 dias se midieron
los hipocotilos de 10 plantulas de cada genotipo en cada placa y se calculd la media, las
cuales se consideraron una réplica bioldgica cada una, repitiendo este procedimiento

como minimo 3 veces.
3.8.2. Ensayo de estrés por baja temperatura

Para medir el largo de raiz a baja temperatura, se sembraron semillas (genotipos

especificados en cada experimento) en placas de Petri cuadradas de 12x12 cm, con MS
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0,5X y 0,8% de agar para luego guardarlas 2 dias a 4°C en oscuridad. Se realizé un pulso
de luz blanca para inducir la germinacién, se guardaron en oscuridad (envueltas en papel
aluminio) verticalmente a 22 °C. Pasado un dia, se colocaron las placas en la cdmara de
cultivo a 22°C bajo luz continua durante 5 dias. Una vez transcurrido este tiempo se colocé
la mitad de las muestras en una camara con luz continua a 0°C durante 5 dias mas,
realizando previamente una marca del largo de raiz previo al tratamiento. Tanto a 22°
como a 0°C, se midid el largo de la raiz, post-tratamiento, de 10 plantulas de cada
genotipo en cada placa y se calculé la media, las cuales se consideraron una réplica

bioldgica cada una, repitiendo este procedimiento como minimo 3 veces.

3.8.3 Ensayo de estrés salino

Para los ensayos de largo de hipocotilo y raiz frente a estrés salino, se sembraron
semillas (de los genotipos especificados en cada experimento) en cajas de Petri con MS
0,5X con agar 0,8 %, para después mantenerlas durante 3 dias a 4°C en completa
oscuridad. Luego del pulso de luz blanca para inducir la germinacién, se guardaron en
oscuridad (envueltas en papel aluminio) a 22 °C. Al cabo de 5 dias de oscuridad, se
traspasaron 10 plantulas de cada genotipo a hacia placas de Petri cuadradas de 12x12cm,
con MS 0,5x, 0,8% agar y NaCl 0, 50mM, 100mM y 150mM. Se midieron el largo del
hipocotilo y de la raiz en 10 plantulas de cada genotipo en cada placa y la media de dichas
mediciones se considerd una réplica bioldgica. Cada tratamiento se realizé como minimo

por triplicado.

3.8.4 Estadistica en ensayos fisioldgicos y de oscuridad

Los datos se analizaron mediante t-test o Andlisis de la Varianza (ANOVA) de 102
factores segun corresponda (se indica en cada experimento), seguidos de la prueba a
posteriori de Tuckey para comparaciones multiples. La homocedacea de los datos se
comprobd mediante la prueba de Levene’s y la Normalidad se ensayd mediante la Prueba
Shapiro-Wilks modificada. El andlisis estadistico de los resultados fue realizado usando el
programa GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad Software, La Jolla California, EE.UU.).

Los resultados obtenidos en todos los experimentos se muestran como media + error

36



estandar. En los casos donde se evaluaron las desviaciones de frecuencias esperadas, se

utilizé la prueba x2.

3.9 Microscopia Confocal.

Los analisis de localizacion subcelular de las proteinas de fusiéon SC35-YFP vy
YFPSC35+3°UTR fueron realizadas con el microscopio confocal Leica SPE. Parametros de
configuracion: Laser de excitacién: 488nm. Longitud de onda de emisién: 530nm.
Objetivos de inmersidn en aceite: 40X/AN 0.8, (AN es la apertura numérica). Ganancia:
750-850. Las imagenes se tomaron en dos canales: uno para la deteccién de la sefial YFP
y el otro para la deteccidon de DAPI, que se excita con laser de 488nm y se detecta en una
ventana de 600 a 700 nm. En los casos que se realizé la adquisicion de imagenes en XYZ

(stack), se tomaron 30 secciones consecutivas cada 1,5um.

3.9.1 Cuantificacion intensidad de fluorescencia
Para medir la intensidad de fluorescencia de los nucleos que expresan SC35 junto al tag

de YFP, se utilizé el programa ImageJ (FlJI) en el cual se procesaron las imagenes de la
siguiente forma: en primer lugar se generd una mascara binaria con el propdsito de
marcar el contorno de cada nucleo. Para esto se aplicé un filtro gaussiano para remover
el ruido. Una vez terminada la mascara se aplica el analisis de particulas para delimitar

cada nucleo que serd incluido en el ROl manager para cuantificar la fluorescencia de YFP.

4. Resultados

4.1 Estudio in silico de SC35.

De acuerdo al estudio realizado por Yan et al., 2017, SC35 se expresa en tejidos verdes.
Por otro lado, en el trabajo realizado por Arico et al., 2021 se detectd la presencia de la
fosfoproteina de SC35 en tejido etiolado (Figura 4). Teniendo en cuenta que no hay
reportes de la expresion de SC35 en tejido etiolado decidimos como primera
aproximacion realizar un estudio in silico de su expresidn con los datos disponibles en el

eFPlant Browser de la Universidad de Toronto (http://bar.utoronto.ca/eplant/). Segun

este sitio, SC35 presenta una expresion ubicua y se encuentra mayormente expresado en
el meristema apical tanto vegetativo como reproductivo, asi como también, en semillas
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secas y embebidas por 24hs (Figura 7). Este ultimo dato apoya la idea de que SC35 se

expresaria también en tejido etiolado.
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Figura 7.- Nivel de expresion del gen SC35 (At5g64200) en Arabidopsis thaliana (Datos tomados
de Affymethrix ATH1 array). SC35 se expresa en casi la totalidad de las estructuras que conforman
la planta. Sin embargo, en meristema apical y semillas se registraron los niveles mas altos de

expresion del gen. La coloracion roja indica mayor nimero de lecturas.

Con el objetivo de obtener mas informacién sobre la expresiéon de SC35 en
condiciones de oscuridad, realizamos un analisis in silico utilizando datos publicos de
tejido etiolado. En particular, examinamos los niveles de transcripto, proteina y
fosfoproteina de SC35. Los niveles de expresion del transcripto SC35 y las cuatro proteinas
mas similares (SC-like) se analizaron a partir de datos de ARNseq, obtenidos de plantas
WT crecidas durante 3 o 4 dias en oscuridad (Pérez-Martin et al., 2021; Liu et al., 2021;

Xu et al., 2020; Michaelis et al., 2019; Hartmann et al., 2016; Pfeiffer et al., 2014).
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figura 8 muestra que los niveles de expresion de SCL30 fueron los mdas prominentes en

condiciones de oscuridad, mientras que los de SC35 y SCL33 fueron moderados.
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Figura 8.- Heatmap de los niveles de expresion de los transcriptos de los genes de la familia SC
y SCL en plantulas etioladas. El heatmap se realizé en base a los datos de ARN seq disponibles en
Michaelis et al. 2019; Hartmann et al. 2016; Pérez-Martin et al. 2021; Pfeiffer et al. 2014; Liu et
al. 2021; Li et al. 2020, sobre plantulas etioladas de Arabidopsis. SCL30 mostré los niveles mas

altos de expresidon mientras que SC35y SCL33 presentaron niveles de abundancia medios.

Luego analizamos los niveles de expresién a nivel de proteina en 3 proteomas
publicados de plantulas WT crecidas por 3 a 4 dias en condiciones de oscuridad (Zander
et al., 2020; Kruse et al., 2017; Reichel et al., 2016). Tanto SCL30 como SCL30A fueron
detectadas en los 3 proteomas disponibles (Figura 9). SC35 fue detectada con valores
medios solo en uno de ellos (Figura 9, B) (Reichel et al., 2016). Interesantemente, este
proteoma fue realizado sobre el método de “captura del interactoma del ARNm”
desarrollado para identificar la porcion de los proteomas celulares unidos al ARN
poliadenilado. En concordancia con la baja expresion de SCL28 a nivel de transcripcién
(Figura 8), tampoco se detectd a nivel de proteina en ninguno de los proteomas (Figura

9).
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Figura 9.- Expresion de proteinas de la familia SC y SCL en tres proteomas de plantulas salvajes
crecidas en oscuridad. Representacion grafica de la mediana y el rango intercuartilico para los
proteomas realizado por Kruse et al., 2017 (A), Reichel et al., 2016 (B) y Zander et al., 2020 (C). La linea
central del rectangulo representa la mediana (50% de los datos), la linea de la izquierda el Q1 (25 % de

los datos) y la linea de la derecha el Q3 (75% de los datos). Los puntos negros de los costados
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representan los outliers. En negro y con una flecha se denotan las proteinas SC-like presentes, mientras
gue en rojo se denota a SC35. En el lado derecho superior de cada grafico se muestra la distribuciéon

de la expresion de todas las proteinas para cada proteoma.

Sumado al reporte de Arico et al., 2021, fosfopéptidos de SC35 también fueron
detectados en otro experimento de fosfoprotedmica disponible hasta la fecha realizado
sobre plantulas de Arabidopsis crecidas por 3 dias en oscuridad (Kruse et al., 2017). Para
realizar un estudio de los posibles sitios de fosforilacion de SC35 buscamos en la base de
datos UniProt (https://www.uniprot.org/) todos los sitios ya identificados
experimentalmente como fosforilados para SC35, independientemente del tejido o tipo de
experimento. También consideramos aquellos sitios predichos por el algoritmo utilizado
por la base de datos. Los sitios de fosforilacion encontrados para SC35 en Arico et al., 2021
fueron también encontrados en un ensayo de fosfoprotedmica sobre lineas de cultivo
celulares de raices de Arabidopsis (De La Fuente Van Bentem et al., 2008) y en un estudio
sobre hojas de plantas adultas (T. Wang et al., 2023), pero no fue detectado en el
experimento realizado sobre plantulas etioladas (Figura 10) (Kruse et al., 2017). Estas

diferencias podrian deberse a la variabilidad en la regulacién de las fosforilaciones en SC35

en diferentes tejidos o condiciones experimentales.
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Figura 10.- Sitios de fosforilacion de la proteina SC35 predichos e identificados hasta el momento en

Arabidopsis. Arriba se muestra un mapa y abajo una tabla con todos los sitios de fosforilacién de SC35

inferidas por similitud utilizando Uniprot y hallados experimentalmente en: Arico et al 2021 (plantas de

41




Arabidopsis crecidas por 5 dias en oscuridad); De la Fuente et al. 2008 (cultivos celulares de raices de
Arabidopsis crecidas por 5 dias), Kruse et al., 2017 (plantas de Arabidopsis crecidas por 5 dias en oscuridad),
y Wang et al. 2023 (Hojas de plantas de Arabidopsis crecidas durante 28 dias). Las serinas subrayadas fueron

las Unicas que no se encontraron fosforiladas en el trabajo realizado por Wang et al. 2023.

Es importante destacar que el algoritmo de prediccion de fosforilacién solo pudo
prever la presencia de 3 sitios, mientras que en la prdctica se han descubierto
experimentalmente numerosos sitios adicionales (Figura 10). Esto resalta las limitaciones
ocasionales de dichos predictores. Ademas, en la actualidad, contamos con extensas
bases de datos que recopilan experimentos de fosfoprotedmica, lo que subraya la
disponibilidad de informacién valiosa para complementar y mejorar la precision de las
predicciones.

En resumen, los estudios in silico sugieren que SC35 se expresa tanto a nivel de
transcripto como de proteina en tejido etiolado. Ademas, se ha observado que SC35
puede ser fosforilada en diferentes residuos dependiendo del tipo de tratamiento y/o

tejido.

4.2 SC35 se expresa en tejido etiolado

En base a los analisis in silico, decidimos corroborar la expresién del transcripto
de SC35 en tejido de plantas crecidas en oscuridad mediante RT-PCR. En plantulas
etioladas WT se observé una banda de 316 pb coincidente con el tamafio esperado para
la amplificacién del transcripto SC35 a partir del ADNc, que estuvo ausente en el mutante
sc35 (Figura 11). La presencia de una banda de 400 pb, que corresponde al tamafio
esperado amplificada a partir del ADN gendmico, indica que no hubo contaminacion de
ADN en la reaccion (Calle 3). Este resultado sugiere que SC35 se expresaria en el tejido

etiolado, lo cual nos motivd a estudiar el fenotipo en condiciones de oscuridad.
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Figura 11.- El transcripto de SC35 se expresa en tejido etiolado. RT-PCR realizada en plantas
etioladas de 5 dias de crecimiento, WT y mutantes sc35. Como control interno se utilizé ADN
gendmico del genotipo WT y el control negativo sin ADN. Se realizé la RT-PCR con dos cargas

distintas de ADNc 1 pl y 0.2 pl.

4.2.1 Las plantas transgénicas p35S:SC35::YFP no
presentan fenotipo en oscuridad.

Para estudiar la posible funcién de SC35 generamos plantas transgénicas, ya que,
como se expuso en la introduccidn existe una alta redundancia en esta familia de genes.
Se generaron plantas de Arabidopsis que sobreexpresan SC35 como proteina de fusidén a
YFP bajo el control del promotor constitutivo 35S (p35S:SC35::YFP) y se obtuvieron 3
lineas independientes homocigotas  (p35S:SC35::YFP.1; p35S5:SC35::YFP.2 vy
p35S:SC35::YFP.3).

Dado que encontramos que SC35 se expresaria en tejido etiolado decidimos
estudiar dos de las respuestas mas importantes de las plantas en etiolacion como son el
crecimiento del hipocotilo y la formacién del gancho apical. Se crecieron plantulas de las

3 lineas sobreexpresantes p35S:SC35::YFP, la linea sc35 mutante y los controles durante
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3 dias en completa oscuridad y se midié el largo del hipocotilo y la apertura del gancho
apical (Figura 12). La linea p35S:SC35::YFP.3 fue la Unica que mostré un hipocotilo
significativamente mds corto y el gancho apical mds cerrado en comparacién con las
plantulas WTy el control p35S::YFP (Figura 12). No se observaron diferencias significativas
entre las plantulas sc35y el genotipo WT. Dado que una sola de las tres lineas obtenidas
presentd un fenotipo, estas diferencias podrian atribuirse a una cuestién posicional de la

transgénesis. Por otro lado, SC35 podria tener otra funcion en oscuridad no evaluada en

esta tesis.
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Figura 12.- Fenotipo de las lineas p35S:SC35::YFP en oscuridad. Plantas WT y lineas
p35S:SC35::YFP.1, p35S:SC35::YFP.2 y p35S:SC35::YFP.3, crecidas durante 3 dias en completa
oscuridad. Largo de hipocotilo (A). Apertura del gancho apical (B). Los datos representan la media
t+ error estandar de 4 o 17 repeticiones para el largo del hipocotilo o gancho apical
respectivamente (cada repeticion es la medicidon de al menos 10 plantulas). Andlisis estadistico
por ANOVA de 1 factor y comparaciones multiples por test de Tuckey. Letras diferentes denotan

diferencias estadisticas, p-valor<0.001.

4.3 Las plantas transgénicas p35S5:SC35:YFP presentan
fenotipos defectuosos durante el desarrollo en luz

Como expusimos en la introduccién el rol de SC35 fue estudiado en mutantes
multiples debido a la alta redundancia de esta familia, pero no hay reportes del estudio

con plantas sobreexpresantes. Plantas transgénicas tanto de las lineas p35S:SC35::YFP
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como de la linea mutante sc35, fueron crecidas en luz continua y en fotoperiodo de dia
corto (8 horas luz/16hs oscuridad). Tanto la linea control p35S:YFP como el mutante sc35,
no mostraron diferencias en el desarrollo comparados con el genotipo WT, mientras que
las lineas p35S:SC35::YFP 1, 2 y 3 presentaron defectos en su crecimiento y desarrollo
tales como hojas senescentes y rosetas mas pequefias en ambas condiciones luminicas

(Figura 14).
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Figura 14.- Las plantas adultas que llevan el transgen p355:5C35::YFP presentan fenotipos
defectuosos. Foto representativa de los fenotipos mds extremos de plantas sobreexpresantes de
SC35, crecidas durante aproximadamente 60 dias en luz blanca continua (A) o 90 dias en

fotoperiodo corto de luz blanca (8h luz/16 hs oscuridad) (B).

Sorpresivamente, observamos que no todos los individuos dentro de la misma linea
presentaban un fenotipo defectuoso, sino que algunos se comportaban como una planta
WT. La tabla 1 muestra la frecuencia de aparicién de plantas con defectos en su desarrollo
para cada linea p35S:SC35::YFP. Como esperdbamos, ninguna de las plantas WT o
controles p35S:YFP mostraron defectos. Las plantas transgénicas p35S:SC35::YFP.2
fueron las que mostraron mayor frecuencia de plantas con fenotipo defectuoso, seguida
por la linea p35S:SC35::YFP.3 y en menor medida la p35S:SC35::YFP.1, en ambas

condiciones luminicas (Tabla 1).

Genotipo WT p35S: YFP | p35S5:SC35::YFP.1 | p35S:SC35::YFP.2 | p35S:SC35::YFP.3
Luz continua 0% (38) 0 %(35) 15,4% (26) 50% (28) 40% (45)
0% (27) 0% (24) 7,14% (14) 66,6% (18) 53,8% (13)

Fotoperiodo dia
corto

Tabla 1. Porcentaje de plantas que presentan un fenotipo defectuoso en el desarrollo en las 3 lineas de
plantas p35S:SC35::YFP. Entre paréntesis se muestra el nimero total de plantas observadas en cada
condicion. Se considerd un fenotipo defectuoso a las plantas que presentaban hojas senescentes

tempranas, con rosetas y hojas que presentaban deformaciones y clorosis.

Con el objetivo de caracterizar este fenotipo observado en las lineas
sobreexpresantes de SC35, se midid el drea de la roseta solo en las plantas transgénicas
gue presentaban dicho fenotipo. Las tres lineas sobreexpresantes, tanto en fotoperiodo
largo como corto, mostraron un tamafio significativamente mas pequefio de la roseta
comparadas con los controles WT y p35S:YFP (Figura 15). Con el propésito de evaluar el

momento del desarrollo en que aparecian los defectos, se crecieron plantas en ambas
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condiciones luminicas y se tomaron fotos en distintos estadios del desarrollo de cada

planta (Figura 16). Los datos se muestran para la linea p35S:SC35::YFP.2 pero se

obtuvieron resultados similares para las tres lineas. En el caso de las plantas que crecieron

en luz continua se pudo observar el fenotipo a partir de los 15-20 dias luego de su

germinacién, mientras que para las plantas crecidas en fotoperiodo corto, el fenotipo

aberrante comenzd a observarse a los 33 dias de haber germinado (Figura 16).

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de SC35 tiene un impacto

negativo en el crecimiento y desarrollo en Arabidopsis. Ademds produce un progresivo

desarrollo defectuoso principalmente en las hojas de la roseta, las cuales exhiben un

proceso de senescencia mas acelerado en comparacion con las plantas salvajes.
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Figura 15.- Area de la roseta de plantas sobreexpresantes de SC35 que desarrollan un fenotipo aberrante.
Area de roseta de plantas sobreexpresantes de SC35 crecidas durante 30 dias bajo luz continua (A)
0 70 dias bajo fotoperiodo de dia corto (8hs luz/16hs oscuridad) (B); Los datos representan la media
* error estandar de entre 4 y 15 individuos, salvo para el genotipo p35S:SC35::YFP. 1 en fotoperiodo
corto que solo contdé con 1 individuo. Analisis estadistico por ANOVA de 1 factor y comparaciones
multiples por test de Tuckey. Diferentes letras denotan diferencias estadisticas p-valor< 0.001.
Imagenes aéreas representativas de la roseta de las distintas lineas sobreexpresantes de SC35,

crecidas en luz continua (C) y en fotoperiodo dia corto (D).

Dias post-
A 10 15 20 24 29 germinacion
WT
p35S::YFP §
p35S:SC35::YFP.2 T 5
B Dias post-
germinacion

WT

p35S::YFP

p35S:SC35::YFP.2

Figura 16.- Fotos representativas de plantas WT o sobreexpresantes p35S:SC35::YFP.2 crecidas
en luz continua (A) o fotoperiodo corto (B). Plantas de los genotipos indicados fueron crecidas
en tierra en luz continua (A) o fotoperiodo corto (B). Fotos tomadas a diferentes dias de post
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germinacioén. Luego de 20 dias de crecimiento en luz continua o 33 dias en fotoperiodo corto se
puede observar la diferencia en el fenotipo de la roseta de la linea p35S:SC35::YFP.2 comparado

con la planta WT o p35S:YFP.

Para corroborar si la aparicién del fenotipo en plantas adultas estaba asociada a
la expresion del transgén, cuantificamos la expresidon del mismo por fluorescencia de YFP,
mediante microscopia confocal, discriminando entre plantas con o sin fenotipo
pertenecientes a las 3 lineas transgénicas p35S:SC35::YFP (Figura 17). Aquellas plantas
que presentaban un fenotipo defectuoso mostraron valores significativamente mas altos
de intensidad de fluorescencia total e intensidad media por drea de YFP, que las plantas
sin fenotipo (Figura 17 A, B y C). Sorpresivamente, se encontraron varias plantas sin
fenotipo y sin sefal YFP (intensidad 0) para las 3 lineas (Figura 17 A, B y C). La sefial de
YFP medida en las plantas que presentaron fenotipo fueron similares para las 3 lineas
(Figura 17, D).

Estos resultados muestran que las plantas que exhiben fenotipo mostraron una
mayor expresién de la proteina YFP, es decir que la aparicion del fenotipo se correlaciona
con la expresion del transgén. Estos resultados respaldan la hipdtesis de que la expresion
excesiva de SC35 contribuye a la manifestacion del fenotipo observado en las plantas

adultas.
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Figura 17.- La sobreexpresion de SC35 se correlaciona con el fenotipo del desarrollo defectuoso. Foto
representativa de plantas con o sin fenotipo defectuoso en las lineas p35S::535-YFP.1,.2y.3. Ala
derecha una fotografia de las hojas tomadas con microscopio confocal. En rojo se muestra el
valor de intensidad de fluorescencia de YFP media por nucleo (A). Valores de intensidad total (B)
o intensidad media por nucleo (C) en unidades arbitrarias (UA) de fluorescencia de YFP para las
plantas con fenotipo y sin fenotipo (de las 3 lineas) crecidas bajo luz continua. Valores de
intensidad media por nucleo en UA de fluorescencia de YFP para las plantas solo con fenotipo de
cada una de las 3 lineas (D). Los datos representan la media entre 14 y 16 plantas por genotipo,
la fluorescencia en cada planta fue obtenida por el promedio de la sefial en el primer par de hojas.
Analisis estadistico por ANOVA de 1 factor y comparaciones multiples por test de Tuckey.

Diferentes letras denotan diferencias estadisticas p-valor< 0.001.

El hecho de que la expresion mas baja de YFP se correlacionara con la ausencia del
fenotipo defectuoso y la aparicidon de plantas sin sefial desperté la duda de si estas lineas
transgénicas podrian ser heterocigotas en lugar de homocigotas. Para corroborar
entonces la seleccién de las plantas homocigotas originales, se volvid a realizar la
seleccion con el antibidtico higromicina sobre la generacion T4 de las 3 lineas. La tabla 2

muestra que en las tres lineas p35S:SC35::YFP la supervivencia de plantulas observadas
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se desvia significativamente de las esperadas para una heterocigota, con casi la totalidad
de supervivencia en el medio con antibidtico. Por otro lado, las frecuencias observadas
de supervivencia de plantulas crecidas con antibidtico se ajustan a la distribucion de

plantulas homocigotas para el transgen p355:SC35::YFP (Tabla 2)

Genotipo Resistencia valor de cX2 valor de cX2
Observada? Resistencia Heterocigosis | Resistencia Homocigosis
resistente: Esperada Esperada
sensible Heterocigota 2 Homocigota 3

resistente: resistente:
sensible sensible

p35S::SC35YFP.1 | 138:6 108:36 25 (S) 144:0 6,2 (NS)

p35S::SC35YFP.2 | 134:6 105:35 24 (S) 140:0 6,1 (NS)

p35S::SC35YFP.3 | 140:5 112.5:37.5 27 (S) 145:0 5 (NS)

Tabla 2.- Prueba de X2 para la distribucion de la resistencia a higromicina observada. Ho: la
distribucién de la supervivencia a la resistencia al antibidtico sigue la misma distribucién que la
distribucién para una planta que porta la resistencia en heterocigosis. El valor de significancia
rechaza la hipétesis nula. S (significativo), NS (No significativo).

1 Supervivencia observada para plantulas crecidas durante al menos 8 dias en medio con
antibidtico higromicina.

2 Supervivencia esperada para una planta que porta el transgen en heterocigosis.
Supervivencia esperada para una planta que porta el transgen en homocigocis.

Ninguna planta WT sobrevivié en medio suplementado con higromicina.

4.4 Localizacion subcelular de SC35.

Como expusimos en la introduccion, SC35 es una proteina involucrada en el

splicing alternativo. Estudios de sobreexpresidon transitoria en plantas de tabaco
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mostraron localizacién nuclear (Yan et al., 2017), aunque no hay registros de la
localizacion subcelular en plantas de Arabidopsis transformadas de forma estable.
Estudiamos la localizacidn subcelular por microscopia confocal en las 3 lineas de
p35S:SC35::YFP crecidas durante 3 dias en oscuridad o 4 dias en luz. La sefial de YFP del
control (p35S::YFP) se observo tanto en el nicleo como en citoplasma (Figura 13). Como
esperdabamos, la sefial de YFP de las lineas p35S:SC35::YFP.1, 2 y 3 colocalizé con la seiial
de DAPI en el nucleo, en condiciones de oscuridad y luz (Figura 13) . También, observamos
que SC35 se acumula en el nicleo formando “speckles” como se reportd previamente
(Yan et al., 2017). Los speckles nucleares son regiones de almacenamiento y ensamblaje
en donde los factores de splicing se situan cercanos a los sitios de transcripcion activa

(Spector & Lamond, 2011).

A OSCURIDAD Lz

ZOOM IN ZOOM IN

p35S:SC35::YFP.1

p35S:SC35::YFP.2

p35S:SC35::YFP.3

p35S:YFP

Figura 13.- SC35 se localiza en el nucleo formando speckles. Se observé la localizacion subcelular
de SC35 de las 3 lineas sobreexpresantes, aunque soélo se pudo realizar la tincion con DAPI de los
nucleos de pldntulas crecidas en oscuridad. Las fotos tomadas en plantulas etioladas de 3 dias son
de hipocotilos y las fotos tomadas en plantas crecidas en luz durante 5 dias son de hojas. La barra

blanca corresponde a 50um.
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4.5 Estudio de la respuesta de plantas sobreexpresantes de
SC35 al estrés abidtico.

Coémo se desarrollé en la introduccidn, el splicing alternativo de muchos genes
puede variar ante un estrés abidtico, incluso de los mismos transcriptos de distintos
factores de splicing, como es el caso de SC35. Ademas, las evidencias indican que el
splicing alternativo regula las respuestas al estrés abiotico (Laloum et al., 2018; Yan et al.,
2012). Asi, decidimos estudiar las lineas transgénicas de SC35 ante diferentes tipos de

estrés abidtico.

Para ello, plantas sobreexpresantes de las 3 lineas independientes de SC35 fueron
crecidas en luz continua (100 umol/m?/s™) u oscuridad durante una semanaa30°Cya
22°C. La exposicién a 30°C produjo un aumento en el alargamiento del hipocotilo en el
genotipo WT, como se reportd previamente (Gray et al, 1998). Las plantas

sobreexpresantes respondieron de igual manera que el genotipo WT (Figura 18).
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Figura 18.- Efecto de las altas temperaturas en la elongacion del hipocotilo. Largo del hipocotilo
de las lineas p35S:SC35::YFP.1, p35S:SC35::YFP.2 y p355:SC35::YFP.3 expuestas a un tratamiento
de 22°C 0 30°C bajo luz continua durante 7 dias. Se observé una diferencia significativa para todos
los genotipos entre las plantulas crecidas a 22°Cy las tratadas con 30°C. Los datos representan la

media * error estdndar de entre 11y 17 repeticiones (cada repeticion es la medicién de al menos
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Largo de raiz (mm)

10 plantulas). Analisis estadistico por ANOVA de 2 factores y comparaciones multiples por test de

Tuckey. Diferentes letras denotan diferencias estadisticas p-valor< 0.001.

Otro de los caracteres que se tuvo en cuenta a la hora de evaluar el efecto del
estrés térmico, fue el largo de la raiz, la cual puede experimentar un arresto en su
crecimiento, volumen, asi como también un cambio en su arquitectura a largo plazo
(Karlova et al. 2021; Franco et al. 2011). Estudiamos el largo de la raiz principal en
plantulas expuestas tanto al estrés por calor (30°C) como al frio (0°C) (Figura 19). Tanto
las altas temperaturas como las bajas temperaturas produjeron una disminucién del largo
de la raiz principal en el genotipo WT (Figura 19). La respuesta en el largo de raiz de
plantas sobreexpresantes de SC35, fueron similares al WT frente al estrés tanto por frio
como calor (Figura 19). El largo de raiz bajo condiciones control de la linea
p35S:SC35::YFP.3 fue significativamente mas corto que el control WT (Figura 19). Este
resultado solo se pudo ver en una sola linea sobreexpresante (p35:SC35::YFP.3), en
condiciones estdndar de temperatura y bajo luz continua. Esta linea, fue la misma que
presento el hipocotilo mas corto y el gancho apical mas cerrado en oscuridad (Figura 12).
Las demas lineas independientes no mostraron diferencia significativa en el largo de sus

raices ni para el tratamiento de frio ni de calor (Figura 19).
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Figura 19.- Exposicion de plantas transgénicas sobreexpresantes de SC35 a altas temperaturas
(A) o bajas temperaturas (B). Largo de raiz de las lineas p35S:SC35::YFP.1, p35S5:SC35::YFP.2 y
p35S:SC35::YFP.3 crecidas a de 22°C (control), 30°C (A) o 0° C (con un previo crecimiento de 5
dias a 22°C, ver MyM) (B), bajo luz continua durante 7 dias. Los datos representan la media +
error estandar de entre 4 y 11 repeticiones (cada repeticién es la medicidn de al menos 10
plantulas). Analisis estadistico por ANOVA de 2 factores y comparaciones multiples por test de

Tuckey. Diferentes letras denotan diferencias estadisticas p-valor< 0.001.
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Por otro lado, estudiamos el efecto del estrés salino en las lineas transgénicas.
Para ello, se crecieron durante 5 dias pldntulas en un medio MS con 0, 50 mM, 100 mM
y 150 mM de NaCl y se midio el largo de la raiz y del hipocotilo (Figura 20). A mayores
concentraciones de NaCl, las plantas WT mostraron una reduccién en el largo de la raiz
(Figura 20, A) y del hipocotilo (Figura 20, C) como ya fue reportado anteriormente (Geng
et al., 2013). Sin embargo, la respuesta al estrés salino fue similar para todas las lineas

sobreexpresantes (Figura 20 By D).
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Figura 20.- Las plantas de lineas sobreexpresantes de SC35 no presentaron un fenotipo diferente
ante un estrés salino comparado con plantas WT. Largo de raiz (A) y la pendiente de respuestas
ante distintas concentraciones de NaCl (0, 50, 100 y 150 mM) (B). Largo de hipocotilo (C) y la
pendiente de respuesta ante distintas concentraciones de NaCl (0, 50, 100 y 150 mM) (D) de las
lineas p35S:SC35::YFP.1, p35S:SC35::YFP.2 y p35S:SC35::YFP.3 crecidas bajo luz continua durante
5 dias. Los datos representan la media * error estandar de entre 4 o 6 repeticiones (cada
repeticion es la medicién de al menos 10 plantulas). Analisis estadistico por ANOVA de 2 factores

y comparaciones multiples por test de Tuckey.
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En conclusidn, los resultados obtenidos de estos tratamientos de estrés abidtico
(frio, calor y estrés salino) no mostraron diferencias significativas en ninguna de las lineas

sobreexpresantes de SC35 para las respuestas medidas.

4.6 La sobreexpresion de SC35 unida a la secuencia 3’UTR

presenta defectos durante la escotomorfogénesis
Las regiones 3’"UTR poseen una gran variedad de elementos de regulacion en cis

directamente involucrados en la poliadenilacion, estabilidad, transporte y traduccion de
los mensajeros de ARN, indispensables para alcanzar el nivel de expresion deseado en
células eucariotas. Cuando el procesamiento de los pre-mensajeros no es correcto el
mismo es degradado (Bernardes & Menossi, 2020). De esta manera, decidimos investigar
como la inclusidn de la secuencia 3'UTR influye en la funcidon y localizacién de la proteina
SC35. Para ello, obtuvimos 2 lineas independientes de plantas que sobreexpresan la
secuencia codificante de SC35 junto con la secuencia del extremo 3°UTR

(p35S:YFP::5SC35+3’UTR.1y p35S:YFP::SC35+3°UTR.2).

Luego de 3 dias de crecimiento en completa oscuridad, ambas lineas
p35S:YFP::SC35+3’UTR.1 y p35S:YFP::SC35+3’UTR.2, presentaron un hipocotilo
significativamente mas corto en comparacion con las plantas WT. Ademas, el angulo del

gancho apical fue significativamente menor para ambas lineas (Figura 21).
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Figura 21.- Fenotipo de p35S:YFP::SC35+3’UTR en oscuridad. Plantas WT vy lineas
p35S:YFP::SC35+3’UTR.1, p35S:YFP::SC35+3’UTR.2 fueron crecidas durante 3 dias en completa
oscuridad. Se midié el largo de hipocotilo (A) y el angulo del gancho apical (B). Los datos
representan la media + error estandar de entre 4 y 8 repeticiones (cada repeticidn es la medicion
de al menos 10 plantulas). Analisis estadistico por ANOVA de 1 factor y comparaciones multiples

por test de Tuckey. Diferentes letras denotan diferencias estadisticas, p-valor<0.001.

Los resultados obtenidos revelaron que la sobreexpresion de SC35 en conjunto con la
region 3'UTR tiene un impacto significativo en el crecimiento del hipocétilo y la formacién
del gancho apical durante la etiolacién, a diferencia de la sobreexpresiéon de SC35 sin la

secuencia reguladora.

Con el objetivo de analizar si la inclusion de la secuencia 3'UTR del gen en estas lineas
provoca un cambio en la localizacién subcelular, se analizé el patrén de localizacion de la
proteina YFP en las lineas transgénicas. Tanto en oscuridad como en luz ambas lineas
mostraron localizacién en el nucleo (Figura 22). Utilizando el mismo microscopio usado
para determinar la localizacién subcelular en las lineas p35S:SC35::YFP observamos que
la formacién de speckles parecia difusa en estas lineas (figura 22 A). Utilizando un
microscopio de mayor resolucidn verificamos la presencia de estas estructuras en las
lineas sobreexpresantes con y sin su secuencia 3'UTR, confirmando que los speckles se

encuentran en todas las lineas sobreexpresantes. Estos resultados muestran que la
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localizacion subcelular de SC35, asi como la presencia de speckles, no son afectadas por

la secuencia 3'UTR en las lineas sobreexpresantes estudiadas.

OSCURIDAD Luz
DAPI YFP MERGE ZOOM IN YFP ZOOMIN
S . . i

OSCURIDAD

Figura 22.- Localizacion subcelular de p35S:YFP::SC35+3’UTR. Localizacién subcelular de p35S:
SC35+3’UTR.1::YFP en plantas crecidas por 3 dias en oscuridad o en luz continua (A). El color
verde representa la fluorescencia de YFP, mientras que el color azul muestra la fluorescencia
del marcador de nucleos DAPI. Imagenes tomadas con airyscan de nucleos de hojas de las
lineas p35S:SC35::YFP 1y 2 y p35S:YFP::SC35+3’UTR 1y 2 de plantulas crecidas tanto en luz

como en oscuridad durante 3 dias (B). La barra blanca corresponde a 50um.

Por ultimo, pudimos observar que las plantas que expresan la construccion
p35S:YFP::SC35+3°UTR, no mostraron un fenotipo defectuoso durante el desarrollo a
diferencia de las plantas que portan la construccién p355:5C35::YFP sin su secuencia

3’UTR (Figura 23).
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Figura 23.- Fenotipo de plantas adultas p35S:YFP::SC35+3’UTR. Las plantas que expresan el gen
SC35 junto con su secuencia 3’UTR bajo el promotor constitutivo 35S, no presentaron un fenotipo

de crecimiento defectuoso. Plantas crecidas bajo luz continua durante 30 dias.

4.7 Caracterizacion funcional de las proteinas elF4Aly
elF4A2 en oscuridad

En base a los estudios previamente reportados de fosfoproteoma encontramos
que elF4A1y elF4A2 estan presentes en tejido etiolado y se fosforilarian luego de 20 min

de luz (Figura 6). Con el fin de caracterizar su fenotipo en oscuridad obtuvimos las lineas
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mutantes y generamos las lineas transgénicas. Solo pudimos obtener plantas

transformadas establemente y en homocigosis para elF4A2.

Luego de 3 o 6 dias de crecimiento en oscuridad el hipocotilo de las plantas
mutantes eif4al fueron significativamente mas cortos que el WT (Figura 24, A), mientras
que las mutantes eif4a2 no mostraron diferencias en el largo del hipocotilo comparado
con plantas WT, asi como tampoco en las las plantas sobreexpresantes de elF4A2 (Figura
24, B). Con el propdsito de prolongar el periodo de crecimiento en ausencia de luz y de
determinar si las plantas mutantes lograban igualar la longitud del hipocotilo de las
plantas WT, llevamos a cabo un experimento similar. No obstante, en esta ocasion,
empleamos un medio enriquecido con sacarosa a lo largo de un lapso de 10 dias. El
hipocotilo de las mutantes eif4al fueron también significativamente mas cortos que el de
las plantas WT en medio con sacarosa y luego de 10 dias (Figura 24, C) , mientras que el
largo del hipocotilo de las plantulas eif4al crecidas en luz no mostraron una diferencia
significativa en comparacién con las plantulas WT (Figura 25). Estos resultados indican
gue la ausencia de la proteina elF4A1 afecta negativamente el crecimiento del hipocotilo

en condiciones de oscuridad.
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Figura 24.- EL Largo del hipocotilo de mutantes eif4al es menor en oscuridad. Largo del
hipocotilo del genotipo WT y de plantulas eif4al (A) o eif4a2 (B) crecidas durante 3 y 6 dias de
oscuridad; largo del hipocotilo del genotipo WT y de pldntulas eif4al en un medio enriquecido
con sacarosa durante 3, 6 y 10 dias de oscuridad(C); Largo de hipocotilo de plantulas del genotipo
WT, p35S:YFP eif4a2 y p35S:EIF4A2::YFP en un medio enriquecido con sacarosa durante 3,6y 10
dias (D). Los datos representan la media * error estandar de entre 4 y 12 repeticiones (cada
repeticién es la medicién de al menos 10 plantulas). Andlisis estadistico por T-tests multiples.

Diferentes letras denotan diferencias estadisticas, p-valor<0.001.
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Figura 25.- Largo del hipocotilo de plantas eif4al crecidas en luz. No se vidé una diferencia
significativa en el largo del hipocotilo de plantas crecidas durante 3 y 6 dias de luz continua. Los
datos representan la media % error estandar de entre 6 y 9 repeticiones (cada repeticion es la

medicion de al menos 10 plantulas). Analisis estadistico por Anova de 1 factor.

Para evaluar si la disminucién en el largo de hipocotilo en oscuridad era debido a
un retraso en el tiempo de germinacién medimos el porcentaje de semillas germinadas a
16, 24, 48 y 72 horas luego del pulso de luz. Luego de 16 horas post-pulso de luz, el
porcentaje de semillas germinadas fué significativamente mas bajo en semillas eif4al

comparadas con semillas WT (Figura 26).
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Figura 26.- Las mutantes eif4al presentan menor porcentaje de germinacion en etapas tempranas
de la germinacion. Se sembraron semillas de los genotipos WT y mutante eif4al, las cuales fueron
mantenidas durante 3 dias a 4 °C en condiciones de oscuridad. Posteriormente, se les administré un
pulso de 2 horas para inducir la germinacién y se colocaron en una cdmara a 22 °C. Se registro el
porcentaje de germinacion de las semillas a intervalos de 16, 24, 48 y 72 horas después del pulso de
luz (A). Los datos representan la media * error estdndar de entre 6 y 9 repeticiones (cada repeticién
es la medicion de al menos 10 plantulas). Analisis estadistico por ANOVA de 1 factor. Diferentes letras
denotan diferencias estadisticas, p-valor<0.001. Representacién fotografica de las plantulas de

plantas eif4al y WT a las 16, 24,48 y 72 horas luego del pulso de luz (B).

Los resultados obtenidos revelan que el mutante eif4al experimenta un retraso
en la germinacidn sélo a las 16 horas después de haber recibido el pulso de luz, en

comparacion con el genotipo WT; ya que pasadas 24 horas, el porcentaje de germinacion
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se iguala entre ambos genotipos. No obstante, tras las 24 horas posteriores a la
germinacioén, se observa un considerable decrecimiento en la longitud del hipocétilo de
las mutantes eif4al (ver Figura 26 B). Estos hallazgos sugieren que el retraso en el
alargamiento del hipocotilo en el mutante eif4al podria ser sélo parcialmente atribuido

al retraso inicial en el proceso de germinacion.
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5. Discusion

El metabolismo del ARN engloba diversos procesos, que van desde su formacién
mediante la transcripcion del ADN hasta su traduccion en ribosomas. Estos procesos
incluyen el procesamiento del ARN, el splicing del pre-ARNm, el transporte y, finalmente,
la traduccion. Todas estas etapas se llevan a cabo gracias a la accién de proteinas de unidn
al ARN, entre las cuales se puede mencionar la proteina SC35. Ademas, el ARN debe ser
posteriormente traducido mediante un complejo proteico en el que estan involucradas

las proteinas elF4A (Liu et al., 2013).

En un estudio previo realizado en el laboratorio, se identificé el cambio en el
estado de fosforilacién de las proteinas SC35, elF4A1 y elF4A2 en condiciones de
oscuridad luego de recibir un pulso de luz blanca de 20 minutos (Tesis Doctoral, Dra.
Arico, 2020). Sin embargo, el hecho de que el cambio en el estado de fosforilacién se
observa tanto en las plantulas de WT (que poseen fitocromos y criptocromos funcionales)
como en los cuadruples mutantes de fitocromos y criptocromos crecidos en luz sugiere
que existen otras vias o mecanismos que estarian activando este cambio en Ia
fosforilacién. La via de sefiales retrégradas del cloroplasto fue planteada como via
alternativa a la regulacion de la expresion de las proteinas de splicing por luz
independientemente de los fotorreceptores, sin embargo, una sefial proveniente del
cloroplasto no pareceria ser una alternativa plausible ya que el tiempo de exposicidon a la
luz, de solo 20 minutos, no seria suficiente para el desarrollo de cloroplastos
(ArmaregoMarriott et al., 2019). La existencia de otros fotorreceptores presentes en el
cuadruple mutante como las fototropinas o los phyC/D/E podrian ser los canalizadores de
esta sefial luminica que genera cambios en la fosforilacién de las proteinas. Las
fototropinas son capaces de autofosforilarse y actuar como quinasas de otras proteinas
luego de 15 minutos de exposicion a la luz azul (Takemiya et al., 2013; Suetsugu & Wada,
2013; Briggs & Christie, 2002). Teniendo en cuenta que las fototropinas se encuentran
asociadas a la membrana plasmatica y a la membrana de cloroplastos, la sefial podria

indirectamente modificar el estado de fosforilacion de SC35
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(se localiza en el nucleo). Recientemente se encontrd que en mutantes de la quinasa
SRPKII (SR protein specific kinases) los niveles de fosforilacién de SC35 se encuentran
disminuidos, dentro de los cuales se encuentran la Ser 251, 253 y 256 (Wang et al., 2023).
Ademas, luego demostraron que SRPKII puede fosforilar a SC35 directamente. Es decir
que, SRPKIII controlaria la fosforilacion de SC35 al menos en plantas adultas. Hasta la
fecha no se conoce si la luz afecta la actividad de esta quinasa.

Dado que no habia evidencia sobre las funciones de SC35 ni de las proteinas
elF4A1 y elF4A2 durante la escotomorfogénesis decidimos realizar un estudio mas
detallado en este estadio. Es importante mencionar que nuestro objetivo original
también incluia el estudio de las posibles funciones de las fosforilaciones. Sin embargo,
debido a que mi beca de doctorado fue de 4 afios y a los efectos de la pandemia, no pude
obtener todas las versiones fosfomiméticas y fosfonulas necesarias para llevar a cabo
estos estudios.

Inicialmente, realizamos un andlisis in silico que revelé la presencia del transcripto
(Figura 8), la proteina (Figura 9) y una isoforma fosforilada de SC35 en plantulas etioladas
(Figura 10). Ademas, mostramos que las proteinas de splicing estaban especificamente
sobrerrepresentadas en el tejido etiolado, dentro de las cuales se encontré SC35 (Arico
et al., 2021).La presencia del transcripto en plantas etioladas fue confirmado mediante
RTPCR, donde se amplificé la banda correspondiente a SC35 con el peso esperado (Figura
11). Para estudiar la funcién de SC35 optamos por un enfoque de sobreexpresién de
proteinas, dado que SC35 pertenece a una familia altamente redundante en plantas. Al
sobreexpresar SC35 bajo un promotor constitutivo, no observamos un efecto consistente
en la longitud del hipocétilo ni en la apertura del gancho apical (Figura 12) en las tres
lineas, las cuales son dos respuestas tipicas durante la etiolacidn. Sin embargo, las dos
lineas independientes que sobreexpresan SC35 junto con su secuencia reguladora 3'UTR
exhibieron hipocdtilos significativamente mas cortos y ganchos apicales mas cerrados en
comparacion con los controles (Figura 21). Cabe destacar que la linea p35S:SC35::YFP.3
mostré fenotipos en el largo del hipocotilo y la apertura del gancho apical (Figura 12) en
linea con aquellos observados cuando se adiciona la secuencia reguladora 3’ UTR (Figura
21). Este efecto solo se observd en una linea especifica lo que sugiere, en principio, que

seria debido a la insercion del transgen en esa linea. Como alternativa, la linea 3 podria
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haber alcanzado un umbral particular de expresion para generar el efecto. Aunque los
datos de expresién de SC35 mediante fluorescencia en la linea 3 no fueron diferentes a
los de las otras dos lineas (Figura 17), seria necesario estudiar los niveles de la proteina
SC35, por ejemplo, mediante Western Blot, para obtener una comprension mdas completa.
Nuestros resultados sugieren que la secuencia reguladora 3'UTR de SC35 podria
desempeiiar un papel crucial durante el desarrollo escotomorfogénico. En oscuridad
SC35 seria un promotor de la inhibicion del alargamiento del hipocotilo pero estaria
involucrado en el mantenimiento del gancho apical mds cerrado por lo cual no se
clasificaria como una respuesta fotomorfogénica constitutiva. Estos resultados podrian
ser el puntapié inicial para estudiar el rol de las proteinas de la familia SR durante la
escotomorfogénesis ya que no existe evidencia previa sobre su rol y efecto en esta etapa
del desarrollo de Arabidopsis ni de ninguna otra especie de planta. Por otro lado, el
fenotipo de las plantas adultas también fue diferente en las plantas que sobreexpresan
SC35 sin (Figura 14) o con la secuencia 3 UTR (Figura 23) cuando crecen en luz blanca

continua.

La acumulacion de SC35 en células de mamiferos conduce a la alteracion del
patréon de splicing alternativo y a la regulacidn negativa de los niveles de ARNm vy la
proteina (Sureau et al., 2001). La autorregulacién de la expresion de SC35 se lleva a cabo
mediante la estimulacidn de eventos de splicing a través del NMD. Este proceso tiene un
impacto en la region no traducida en el extremo 3' (3' UTR) del ARNm y en la estabilidad
general del ARNm. La regulacion por retroalimentacion negativa de los factores de
splicing parece ser un mecanismo de control comun que regula los niveles de estos
factores. Sin embargo, en el caso de las plantas, no se encuentran datos en la literatura
que informen sobre esto, lo que hace que su estudio sea muy prometedor. La inclusion
del extremo 3’UTR al locus completo de SC35 no generd cambios en la localizacidn
subcelular de la proteina ni en su capacidad de formar speckles (Figura 22), pero si en los
fenotipos tanto en luz como en oscuridad. La secuencia 3'UTR podria tener un impacto
en la estabilidad o traduccion del ARNm de SC35 y regular su expresidén espacial y/o
temporal durante el desarrollo que, a su vez, podria afectar los procesos de elongacién

del hipocétilo y, la apertura del gancho apical y desarrollo vegetativo.
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En etapas del desarrollo mdas avanzadas nuestros resultados revelan que la
sobreexpresién de la secuencia codificante de SC35 conduce a alteraciones en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. En particular, las tres lineas transgénicas que
sobreexpresan SC35 mostraron una reduccién en el tamano de la roseta (Figura 15), y se
observd una senescencia mas temprana (Figuras 15y 16). Los defectos pueden comenzar
a observarse luego de 15-20 dias post-germinacién en condiciones de crecimiento de
fotoperiodo largo o 33 dias post germinacién en fotoperiodo corto (Figura 16). Sin
embargo, no todas las plantas transgénicas presentaron un fenotipo defectuoso (Tabla
1). Esta variabilidad fenotipica no se debid a que las plantas fueron heterocigotas para el
transgén (Tabla 2), pero se correlaciond con los niveles de expresion del mismo (Figura
17). El mecanismo de retroalimentacion negativa previamente descrito para SC35 en
células de mamiferos podria explicar que algunas plantas de la misma linea transgénica
p35S:SC35::YFP no presenten sefial YFP (Sureau et al., 2001). Alternativamente la falta de
sefial de YFP en algunas plantas de la misma linea transgénica p35S:SC35::YFP podria
deberse a la variabilidad genética. Aunque se consideran genéticamente idénticas, podria
existir variabilidad genética intrinseca en la poblacién de plantas debido a mutaciones
espontaneas o eventos de recombinacion. Esto podria resultar en la pérdida de la
expresion del gen de fusidén SC35::YFP en algunas plantas.

Nuestros resultados indican que la sobreexpresion de SC35 puede tener efectos
negativos en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Esto podria deberse a la
alteracion en estas lineas en la regulacion de los procesos de splicing alternativo del ARN
de genes involucrados en la regulacidn del crecimiento y desarrollo de las plantas. Este
fenotipo no se observé cuando se expresd SC35 junto a la secuencia 3’UTR ya que las
plantas eran similares a las WT (Figura 23). Cuando se expresa SC35 junto con la secuencia
3' UTR, es posible que la presencia de esta secuencia influya en la estabilidad o la
traduccién del ARNm de SC35. Esto podria modular los efectos negativos de la
sobreexpresién de SC35 en el crecimiento y desarrollo de las plantas, resultando en
plantas similares al WT. Para el caso de la glutamina sintetasa de alfalfa la secuencia 3UTR
juega unrol en larepresion del transcripto, acumulandose la proteina cuando su transgen

esta desprovisto de su secuencia 3’UTR (Ortega et al., 2006). Los mecanismos exactos
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detras de las observaciones de SC35 y la secuencia 3’UTR requieren una investigacion

adicional.

Por otro lado, realizamos algunos ensayos para evaluar la resistencia a factores de
estrés abidtico como el estrés salino y a baja y alta temperatura. Los resultados
fenotipicos que obtuvimos con las lineas p35S:SC35::YFP no fueron significativamente
distintos a las plantas WT. Como se expuso en la introduccidn los factores de splicing estan
involucrados en la regulacidn de diferentes tipos de estrés abidtico. Cabe mencionar que
en esta tesis se realizaron experimentos en plantulas de hasta 7 dias, tiempo insuficiente
para revelar el fenotipo defectuoso. Si bien son resultados preliminares, algunas
observaciones realizadas recientemente muestran que las lineas p35:35S::YFP no tienen
sefial de fluorescencia o solo estaria expresada en un érgano (un cotileddn, solo la raiz,
etc) y con diferentes grados de intensidad. Es decir, que en el estadio del desarrollo en el
gue realizamos los experimentos, los efectos del mismo podrian estar enmascarados por
la ausencia de expresiéon de SC35::YFP en algunas plantas. Seria interesante volver a
realizar estos experimentos en plantas adultas cuyo fenotipo y sefial de SC35::YFP pueda
ser evaluada con anterioridad. Dado que la construccion del gen SC35 junto con su
secuencia 3'UTR se obtuvo mas tarde durante nuestra investigacion no se logré alcanzar

el objetivo de realizar estos ensayos para esas lineas que seran evaluadas en un futuro.

elF4A es una DEAD box helicase de ARN que tiene un papel crucial en regular la
iniciacidn de la traduccién. Los resultados obtenidos en los experimentos realizados con
las mutantes de eif4al muestran que elF4A1 estaria involucrada en la elongacion del
hipocotilo en oscuridad. Si bien los mutantes tienen un menor porcentaje de germinacion
luego de 16 horas de iniciado el pulso de luz, el hecho de que el porcentaje de germinacion
sea similar después de 24 horas indica que el mutante eif4al es capaz de superar el
retraso inicial y completar la germinaciéon de manera similar a las plantas WT (Figura 26).
A pesar de que la germinacidn fue exitosa, las plantas mutantes eif4al, crecidas en
oscuridad, alargan menos el hipocotilo en comparacion con las plantas WT (Figura 25).
Estos hallazgos sugieren que la disminucién en el alargamiento del hipocotilo en el

mutante eif4al no se debe Unicamente a un retraso en el proceso de germinacidn, sino
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que también pueden estar involucrados otros mecanismos y regulaciones moleculares
que afectan especificamente el crecimiento del hipocotilo en ausencia de la proteina
elF4Al. elF4A1l es necesaria para el control del tamafio celular y su delecién produce
plantas con évulos mds pequefios y raices mas cortas asi como plantas mas pequefias. El
crecimiento del hipocotilo en oscuridad se debe principalmente al crecimiento celular por
expansion de las células (Cosgrove, 1997), mas que por division de las mismas. Las plantas
mutantes en la subunidad alfa de la proteina G heterotrimérica de plantas (gpal) son
mas petisas que el WT cuando crecen en oscuridad (Ullah et al.,, 2006). Esto se debe a
defectos en la proliferaciéon celular, es decir, en la divisidon celular. Los problemas en la
proliferacién celular pueden resultar en un menor nimero de células, lo que a su vez
afecta el crecimiento y la longitud del hipocotilo en estas plantas mutantes. Para
comprender mejor las causas precisas del efecto en el largo del hipocdtilo por elF4A, seria
necesario llevar a cabo mas ensayos. Estos ensayos podrian ayudar a distinguir si el
impacto en la elongacion del hipocétilo se debe a cambios en el tamafio individual de las
células o a un retraso en el ciclo celular.

Se sabe que la CICLINA DEPENDIENTE DE QUINASA A (CDKA) fosforila a elF4Al y
que la versién fosfonula de elF4A1 (para la treonina 164) rescata el fenotipo de retraso
del crecimiento de las raices y rosetas de mutantes eif4al mientras que la versién
fosfomimetica no complementa el fenotipo (Bush et al., 2016). En este contexto seria
interesante continuar con los experimentos de fosfomimetica para los cambios en las
fosforilaciones observadas (Figura 6).

Es interesante observar cdmo, a pesar de la alta similitud proteica entre elF4Aly
elF4A2, los resultados de nuestra investigacion sugieren que podrian tener funciones
distintas, como la promocién del alargamiento del hipocotilo. Esto destaca la complejidad
y la sutileza de los mecanismos moleculares de las plantas. A pesar de compartir una base
estructural y de secuencia similar, es posible que estas dos proteinas tengan interacciones
especificas con otros componentes celulares o estén reguladas de manera diferencial en
ciertos contextos. Esto podria resultar en variaciones en sus funciones, incluso si sus roles
generales estan relacionados.

En conclusién, las proteinas que tienen un papel clave en el procesamiento y

traduccion del ARNm al ser mutadas o sobreexpresadas como en el caso de elF4A1 y SC35,
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respectivamente, afectan el crecimiento y desarrollo de las plantas. Aun resta saber qué
genes son los que estan siendo afectados por los cambios en la expresion de estas
proteinas y como su fosforilacion o desfosforilacién modifica la activacion de distintos

procesos durante los eventos tempranos de desetiolacién y durante el desarrollo.
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Anexo

Primer Nro Uso Secuencia 5’-3’
SC35_Fwd 1 Amplif. c/sitio Notl | ATATGCGGCCGCCATGTCGCACTTCGGA
AGGTC
SC35_Rev 2 Amplif. c/sitio Ascl | ATATGGCGCGCCTTTCCTGCAAACAAAA
TGTAAAC

3 Amplif. c¢/sitio Ascl | ATATGGCGCGCCTGGTAAAGGAAGAGA
SC35+3’UTR_Rev CTTCA
RT-SC35_Fwd 4 RT-PCR GACTACCGGAAGCGGAGCAGG
RT-SC35_Rev 5 RT-PCR CCTTTTGCAAAGCAGGGCTTC
SC35_seql 6 Secuenciacion CCGTTTCCGTTATTTGTGCAATTGG
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SC35_seq2 7 Secuenciacion CAGCCTCAGCCCAAGAAGCCCT
YFP N_seq 8 Secuenciacion GCTGACCCTGAAGTTCATCTGC
YFP-Fwd_seq 9 Secuenciacion CGAGGTGAAGTTCGAGGGCGAC
SALK_033824_1LP 10 Genotipificacion GGCTTCTTCTGGGACTACGAC
SALK_033824_RP 11 Genotipificacion TGTGTCTTCGTCAAGGGGTAC
SALK_201518_LP 12 Genotipificacion TGACTCGGAATCATTGAATCC
SALK_201518_RP 13 Genotipificacion CAAGGAAGTTCATGAGCAAGC

14 Genotipificacion TGGTAGAAGAAAGAGGGGAATG
SALK_051038_LP

15 Genotipificacion AGCTTCTCCCACCAAAGATTC
SALK_051038_RP
LBb1.3 16 Genotipificacion ATTTTGCCGATTTCGGAAC
Lbal 17 Genotipificacion TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
elF4a2_Fwd 18 Amplif. c/sitio Notl | ATATGCGGCCGCAATGGCAGGATCCGC

ACCGGA
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elF4a2_Rev 19 Amplif. c/sitio Ascl | ATATGGCGCGCCACAGCAAATCAGCCAC

GTTTG
TablaA1l.- Oligonucleétidos utilizados en esta tesis.

Vector Resistencia en bacteria Resistencia en planta
pPENTR-D-TOPO Kanamicina 50 mg/I No corresponde
pH35GY Espectinomicina 100 mg/I| Hygromicina 50 mg/I
pH35YG Espectinomicina 100 mg/I| Hygromicina 50 mg/I
pH35GS Espectinomicina 100 mg/I| Hygromicina 50 mg/I

Tabla A2.- Detalle de antibidticos usados.
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A B

Salk_201518C: eif4al Salk_051038: eif4a2

SALK_051038
SALK_201518

5UTR
5UTR
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Salk_124563: sc35
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Figura 27.- Representacion grafica de las mutantes insercionales de eif4al, eifda2 y sc35 de tipo SALK. Posicion
del t-ADN en la secuencia de los genes de elF4A1 (A), elF4A2 (B) y SC35 (C).
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