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“Efectos de la luz y la temperatura sobre el splicing alternativo de genes del reloj

de las plantas: mecanismos e impacto funcional”
RESUMEN

Muchos procesos moleculares y fisiologicos en las plantas ocurren en momentos
especificos del dia. Estos ritmos diarios son generados por el reloj circadiano, un
mecanismo enddgeno que utiliza la duracion del dia y la temperatura para sincronizar el
tiempo interno de distintos eventos fisiologicos y de desarrollo con los cambios en el
ambiente. En Arabidopsis, el reloj esta compuesto por multiples circuitos de
retroalimentacion transcripcionales. Entre ellos se destaca uno, en donde el factor de
transcripcion REVEILLE 8 (RVE8) interactua con los co-activadores transcripcionales NIGHT
LIGHT INDUCIBLE AND CLOCK REGULATED 1 (LNK1) y LNK2 para promover la expresion
de genes vespertinos del reloj y otros genes clave, como los que codifican factores de
tolerancia al frio. Existe fuerte evidencia de una regulacion adicional mediada por
mecanismos co- y post-transcripcionales en el control circadiano. En particular, la mayoria
de los genes centrales del reloj de las plantas sufren splicing alternativo (SA), mecanismo
por el cual un gen puede dar lugar a varios transcriptos. Este ajuste del transcriptoma es

particularmente prevalente en respuesta a estrés y cambios ambientales.

En este trabajo, se validaron y caracterizaron eventos de SA dependientes de la luz y la
temperatura en los genes RVES'y LNKT del reloj circadiano. Utilizando secuenciacion
masiva de RNA de alto rendimiento (RNA-seq), evaluamos el efecto de un pulso de luz
roja en la mitad de la noche en plantas wild type (WT) y mutantes quintuples de
fitocromos (phy@). Encontramos que el SA de 483 genes se vio afectado por el
tratamiento, siendo menor el efecto de los fitocromos que el efecto de la luz, lo cual
resalta la importancia de mecanismos independientes de fitocromos en el control del SA
mediado por luz. Ademas, observamos que genes del reloj, tales como RVES'y LNKT
mostraban cambios en sus patrones de SA en respuesta al tratamiento luminico,
sugiriendo que la regulacion del SA por luz podria jugar un papel en el entrenamiento

del reloj.

Paralelamente, se ha demostrado mediante Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS)
que, en plantas WT, las bajas temperaturas promueven la acumulacion de ciertas variantes
de SA de RVESy LNKT, que dan origen a proteinas truncadas. Con el fin de ampliar la

comprensién de la relevancia biolégica de las isoformas de SA de dichos genes,
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generamos lineas transgénicas expresando las distintas variantes de sp/icing en un fondo
mutante. Se encontré que tanto la isoforma candnica (FL) como la isoforma alternativa
(AS) de RVES, rescatan parcialmente el fenotipo de una triple mutante rve en distintas
funciones asociadas al reloj. A su vez, se observd una respuesta diferencial en el control
de la fotomorgénesis entre las lineas sobreexpresantes de RVE8-FL y RVE8-AS bajo
diferentes condiciones ambientales. Un analisis de los patrones de acumulacién de ambas
versiones de RVES, revelo que la isoforma alternativa exhibe un retraso en el pico de
expresion, y, en condiciones de estrés por frio, se acumula y mantiene sus niveles
constantes a lo largo del dia. Al observar la localizacion subcelular de ambas proteinas,
detectamos una tendencia de RVE8-FL a acumularse en el nucleo tras la exposicion a
bajas temperaturas. Ademas, los genes diana de RVE8 mostraron una mayor induccion
de la expresion en las primeras horas de exposicion al frio en las lineas expresando RVES-
FL bajo su propio promotor. Finalmente, por medio del modelado predictivo de las
isoformas de SA de RVE8 y LNK1, demostramos que los dominios C y N-terminal de
ambas proteinas, respectivamente, se encuentran estructuralmente afectados. Aun asi,
mediante un analisis de doble hibrido se evidencid que la isoforma alternativa de RVE8
conserva la capacidad de interaccién. Estos resultados sugieren que el sp/icing alternativo
de genes centrales del reloj daria lugar a proteinas con funciones parcialmente distintas
a sus contrapartes candnicas, las cuales podrian tener un rol en mediar un ajuste fino de

las respuestas biologicas a cambios ambientales.

Palabras clave: Arabidopsis, reloj circadiano, splicing alternativo, RVE8, LNK1, luz,

temperatura, isoformas



“Effects of light and temperature on alternative splicing of plant clock genes:

mechanisms and functional impact”
ABSTRACT

Many molecular and physiological processes in plants occur at specific times of day. These
daily rhythms are generated by the circadian clock, an endogenous timekeeper that uses
day length and temperature to synchronize the internal timing of several physiological
and developmental events with changes in the environment. In Arabidopsis, the clock is
composed of multiple transcriptional feedback loops, in which the circadian MYB
transcription factor REVEILLE 8 (RVES) interacts with the transcriptional co-activators
NIGHT LIGHT INDUCIBLE AND CLOCK REGULATED 1 (LNKT) and LNK2 to promote the
expression of evening-phased clock genes and cold tolerance factors. There is strong
evidence of additional regulation by co- and post-transcriptional mechanisms in circadian
control. Particularly, most plant core clock genes undergo alternative splicing (AS), a
mechanism by which a single gene can give rise to several transcripts. This transcriptome

adjustment is particularly prevalent in response to stress and environmental changes.

In this work, light and temperature-dependent AS events of RVE&and LNKT clock genes
were validated and characterized. Using high-throughput RNA sequencing (RNA-seq), we
evaluated the effect of a red light pulse given in the middle of the night in wild type (WT)
and phytochrome quintuple mutant (oAyQ) plants. We found that the treatment affected
AS events corresponding to 483 genes, the effect of phytochromes being much smaller
than the effect of light. These results highlight the importance of phytochrome-
independent mechanisms in light-mediated AS control. Furthermore, we observed that
core-clock genes such as RVE8and LNKTshowed changes in their AS patterns in response
to the light treatment, suggesting that light regulation of AS might play a role in clock

entrainment.

It has also been shown through Next Generation Sequencing (NGS) that, in WT plants,
low temperatures promote the accumulation of alternatively spliced variants of RV£§ and
LNKT, which encode truncated proteins. In order to broaden the understanding of the
biological relevance of the AS isoforms of these genes, we generated transgenic lines
carrying different splicing variants in a mutant background. We found that both canonical
(FL) and alternative (AS) RVES8 isoforms, partially rescue rve triple mutant phenotype in

different clock associated responses. In addition, a differential behavior was observed in
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the control of photomorphogenic responses between the lines overexpressing RVE8-FL y
RVE8-AS under several environmental conditions. Accumulation patterns analysis of both
versions of RVES, revealed that the alternative isoform exhibits a delayed expression peak
and, under cold stress conditions, accumulates and maintains constant levels throughout
the day, losing rhythmicity. Upon examining the subcellular localization of both proteins,
we observed a tendency for RVE8-FL to accumulate in the nucleus after exposure to low
temperatures. Additionally, the target genes of RVE8 showed higher levels of expression
in the first few hours of cold treatment, in the lines expressing RVE8-FL under its native
promoter. Finally, through predictive modeling of the AS isoforms of RVE8 and LNK1, we
showed that the C and N-terminal domains of both proteins, respectively, are structurally
altered. Nevertheless, a yeast two-hybrid analysis confirmed that the alternative isoform
of RVES its still able to interact. These results suggest that alternative sp/icing of core clock
genes may give rise to protein isoforms with partially distinct functions compared to their
canonical counterparts, which could play a role in fine-tuning biological responses to

environmental changes.

Keywords: Arabidopsis, circadian clock, alternative splicing, RVE8, LNK1, light,

temperature, isoforms
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Introduccion

El Reloj circadiano

La rotacion de la tierra alrededor de su propio eje y su inclinacion respecto al sol,
provocan cambios ambientales en la luz y la temperatura que definen de manera
predecible el ciclo de 24 horas del dia-noche y las estaciones. A lo largo de la evolucién,
los organismos se han adaptado para coordinar su ciclo de vida respondiendo vy
anticipandose a estas fluctuaciones ambientales. En las plantas, al ser organismos sésiles,
la sincronizacion temporal de la fisiologia con el medio ambiente es esencial para un
crecimiento y desarrollo exitosos. Es por ello, que han desarrollado un mecanismo interno
de medicion del tiempo, o "reloj biologico", que mide con precision el paso del tiempo e
integra las sefiales externas generando ritmos con una periodicidad de ~24 horas. En
términos generales, el reloj bioldgico puede considerarse como un complejo sistema que
traduce las sefiales ambientales en informacion temporal para coordinar ritmicamente el

metabolismo y la fisiologia (1).
Propiedades del Reloj Circadiano

Los relojes biolégicos son ubicuos en la naturaleza y se encuentran en varios niveles de
organizacion y complejidad. De hecho, se han evidenciado en la mayoria de los
organismos que han sido estudiados, desde bacterias fotosintéticas, insectos y hongos,
hasta mamiferos y plantas (1, 2). Existen algunas propiedades fundamentales de la funcion
del reloj que son comunes a todos los organismos. En primer lugar, el reloj biologico
genera ritmos auto-sostenidos que se sincronizan o entrenan con las fluctuaciones diarias
de luz y temperatura en el ambiente. En ausencia de sefiales ambientales, el reloj es capaz
de mantener estas oscilaciones, durante un periodo denominado “de libre
funcionamiento o curso” que representa el tiempo requerido para completar un ciclo.
Este periodo tiene una extension aproximada pero no exacta de 24 h. De ahi el uso del
término latino “circadiano” (circa [aproximadamente] y dies [dia]). En este sentido, aunque
las oscilaciones persistan en ausencia de transiciones ambientales, el reloj no funciona
aislado del medio ambiente. Otra propiedad de la funcion circadiana es su capacidad
para mantener un periodo constante en un rango de temperaturas fisioldgicas, lo que se
conoce como “compensacion térmica”. Este proceso podria actuar como un sistema de

amortiguacion contra cambios en el metabolismo celular (2).



Introduccion

Los ritmos circadianos a menudo toman la forma de ondas sinusoidales que pueden ser
descriptas por términos matematicos como periodo, fase y amplitud (Fig. 1). El periodo se
define como el tiempo para completar un ciclo. La fase es la hora del dia donde se
produce el pico de un ritmo dado y a menudo se define en tiempo zeitgeber (ZT). Un
zeitgeber (dador de tiempo en aleméan) se refiere a cualquier estimulo que imparte
informacién de tiempo al reloj. El inicio de la luz, por ejemplo, es un zeitgeber poderoso,
y el amanecer se define como ZT0 (3). La amplitud del ritmo se define como la mitad de
la distancia entre el valor maximo y el valor minimo del mismo. Cuando las sefiales
ambientales externas o zeitgebers entrenan el sistema de medicion enddégeno a un
periodo de 24 h, este se corresponde precisamente con el periodo exdgeno de la rotacion
de la tierra. En cambio, en condiciones de libre curso, un periodo distinto a 24h del reloj

endogeno se revela (Fig. 1) (4).

La habilidad de un estimulo de “reiniciar” el reloj es funcion de la hora del dia (fase) en el
que se administra el estimulo. Mientras que un pulso de luz dado antes del amanecer
adelantara la fase del reloj, el mismo pulso de luz dado después del anochecer retrasara
la fase. Por otro lado, si el pulso es administrado al mediodia, no tendra ningun efecto.

De esto es evidente que el reloj regula su propia sensibilidad a los estimulos ambientales

3).

Periodo 24 h Periodo ~24 h

Fase
Ampplitud

12 24 36 48

Zeitgeber de tiempo (horas)

Fig. 1 Modelo de output del reloj representado en ciclos de luz/oscuridad (condiciones de entrenamiento) y luz
constante (condlciones de libre curso). El periodo, definido como el tiempo para completar un ciclo, es exactamente
24 horas en ciclos de luz/oscuridad debido al entrenamiento del reloj por luz. Sin embargo, en condiciones
ambientales constantes, el periodo de libre funcionamiento diferente a 24 h se revela. Se observan también diferencias
en la amplitud, definida como la mitad de la distancia entre el valor méximo y el valor minimo, y un corrimiento de

la fase que representa la hora del dia en que se da el valor maximo de la respuesta. Adaptado de Harmer, 2009 (4).

La importancia de la regulacion ritmica de muchas actividades celulares, fisioldgicas y de

desarrollo esenciales dentro del ciclo de vida del organismo, radica en que permiten
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separar procesos metabdlicos incompatibles y coordinar eventos celulares para que
ocurran en un momento bioldgicamente beneficioso del dia o del afio. Por ejemplo, la
replicacion del ADN que ocurre por la noche minimiza las posibles mutaciones del
material genético debido a la exposicidon a luz ultravioleta (2). De esta manera, las
actividades ritmicas cronometradas con precision parecen conferir una ventaja adaptativa

en comparacion con las actividades que ocurren al azar.
Modelo conceptual del Reloj

Clasicamente, el sistema circadiano se ha dividido en tres componentes principales: las
vias de entrada o /nputs del reloj, involucradas en la percepcion y transmision de sefiales
ambientales para sincronizar el reloj; el oscilador central o marcapasos que genera y
mantiene el ritmo; y las vias de salida o outputs del reloj que conectan el oscilador con la
fisiologia y el metabolismo. Sin embargo, este es un modelo conceptual simplificado del
reloj. Varias lineas de evidencia revelan la existencia de un sistema circadiano mucho mas
complejo, con outputs que modulan el ritmo del oscilador e /nputs que estan
estrictamente controlados por el reloj (Fig. 2). Por lo tanto, es mas apropiado considerar
el sistema circadiano como una red compleja interconectada, donde los componentes
del oscilador central pueden actuar tanto dentro como fuera del mismo. Ademas, la
diferencia en los periodos de libre curso en varios outputs del reloj sugiere la existencia
de multiples osciladores que podrian compartir componentes y mecanismos comunes en
distintos tipos celulares (5). Una vision realista de la red de sefializacion del reloj incluiria
osciladores diferencialmente entrenados, superpuestos e interconectados que finalmente

definirian el periodo, la fase y la amplitud de la ritmicidad total observada.

Multiples facetas del desarrollo de las plantas estan bajo el control del reloj circadiano.
De hecho, una de las ventajas de estudiar la regulacion circadiana en las plantas es la gran
variedad de procesos fisioldgicos que han evidenciado tener ritmos. Estos incluyen las
transiciones del desarrollo, el metabolismo, las respuestas al estrés bidtico y la proteccion

contra estresores abioticos como el calor extremo y las bajas temperaturas (6).

Genes asociados a la bioquimica y fisiologia de la fotosintesis, como aquellos que
codifican las proteinas asociadas a los complejos colectores de luz (Lhcb o CAB) y la
enzima nitrato reductasa (NIA2), muestran un patron circadiano. La expresion temporal
de tales genes sugiere un papel fundamental del reloj en la coordinacion del metabolismo
para optimizar el rendimiento fotosintético. Adicionalmente, se ha demostrado que las
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Fig. 2 Las sefales ambientales son integradas por el oscilador central para coordinar mdltiples procesos fisiologicos.

® Traduccién

Sefales externas como la luz y la temperatura (inputs) entrenan el reloj (representado por una onda negra), incidiendo
en diferentes procesos moleculares en el nicleo del oscilador. El reloj, a su vez, coordina los outputs (ondas de
colores). Se requiere una funcién de reloj adecuada para la orquestacion de mudltiples vias fisioldgicas, incluida la
floracion fotoperiddica, la sefalizacion hormonal, el crecimiento, el metabolismo y respuestas al estrés bidtico y
abiético. Aunque el sistema circadiano se ha considerado tradicionalmente como una via lineal, cada vez hay mas
pruebas que respaldan la idea de que se trata de una red muy compleja. La funcién del oscilador no esta regulada
unidireccionalmente por estimulos externos, sino que también modula su propia sensibilidad a ellos. Ademas,
multiples vias de salida llevan a cabo la regulacion por retroalimentacion de la funcion del reloj, como es el caso de
las hormonas y los metabolitos. También existe una amplia intercomunicacién entre los outputs (no representadas),
que ademds pueden verse directamente influenciadas por condiciones externas. La integraciéon de estas
interconexiones complejas da lugar a una red robusta pero flexible que juega un papel esencial en la coordinacion

de la fisiologia vegetal en entornos naturales. Adaptado de Nohales & Kay, 2016 (7).

concentraciones citosolicas de calcio libre oscilan con un ritmo circadiano. Considerando
la importancia del calcio como mensajero secundario y cofactor para muchas enzimas,
esto podria ser un medio por el cual el reloj regula una variedad de procesos celulares.
En Kalanchoe fedtschenkoi, la quinasa que fosforila fosfoenol-piruvato carboxilasa exhibe
actividad circadiana, sugiriendo que las modificaciones post-traduccionales de ciertas
proteinas también podrian ser reguladas por el reloj. En un nivel mas alto de organizacion,
procesos vitales como el movimiento de los cloroplastos, la apertura de estomas, la
elongacion del hipocotilo, los movimientos de cotiledones y hojas y el tiempo de floracion

muestran ritmos circadianos y/o son regulados de alguna forma por el reloj bioldgico (8).
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Bases moleculares de los ritmos

Circuitos transcripcionales de retroalimentacion

Distintos enfoques genéticos y moleculares han identificado inequivocamente
mecanismos reguladores conservados subyacentes a la funcion del reloj en mamiferos,
insectos, hongos y plantas. En todos estos grupos, la sincronizacion de los ritmos se basa
en circuitos de retroalimentacion transcripcional y traduccional en el nucleo del oscilador,
con componentes positivos y negativos que controlan su propia expresion regulando a
su vez la de los deméas componentes de la red (2). No obstante, aunque los mecanismos
sean similares, los componentes moleculares que realizan estas funciones en plantas no

presentan homologia con los descriptos para otros organismos (1).

La comprension actual del oscilador circadiano en las plantas se basa en estudios
genéticos y bioquimicos de finales de los 90s, que proporcionaron la descripcion del
primer circuito transcripcional (9). Desde entonces, el modelo inicial del oscilador central
compuesto por unos pocos elementos expresados por la mafiana y por la noche que
regulan reciprocamente su transcripcion, asi como la de muchos otros genes, se ha
convertido en un circuito sustancialmente mas complejo e interconectado. En las ultimas
décadas, se han identificado nuevos componentes de reloj y descripto numerosos
circuitos de retroalimentacion vinculados entre si, evidenciando el alto nivel de
complejidad en la red circadiana. Ademas, el conocimiento de mecanismos moleculares
adicionales que dan forma al sistema circadiano de la planta mas alla de la regulacion

transcripcional se encuentra en constante expansion (7).

En la especie modelo Arabidopsis thaliana, el reloj circadiano se compone de multiples
circuitos de retroalimentacion transcripcional-traduccional interconectados (TTFL) (Fig. 3).
Los primeros componentes identificados corresponden a dos factores de transcripcion de
tipo Myb, LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) y CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1
(CCAT1), que alcanzan su pico de expresion al amanecer (10). Estas dos proteinas forman
heterodimeros (11) y reprimen la expresion de genes de fase vespertina (12), uniéndose a
un motivo cis-regulatorio en su promotor llamado “evening element” (EE) (13). Ademas,
también se autorregulan entre si reprimiendo una la expresion de la otra (14,15). Por la
mafiana, el gen 7TIMING OF CAB EXPRESSION 7 (TOCT, también conocido como PRR7),

que alcanza su pico de expresion al anochecer, es reprimido por CCA1y LHY (16), al igual
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gue otros miembros de la familia PSEUDO-RESPONSE REGULATORS (PRR5, PRR7 and
PRR9)(17,18). Las proteinas PRR, se expresan secuencialmente a lo largo del dia y reprimen
a su vez la transcripcion de CCA7y LHY, contribuyendo a limitar su expresion a una
pequefia ventana de tiempo luego del amanecer (18). Este mecanismo de represion en
fases temporales comienza al mediodia con PRR9, continua con PRR7 y PRR5 por la tarde
y concluye finalmente con TOCT por la noche. Adicionalmente, estas proteinas reprimen
su transcripcion entre si (19,20). Por la noche, tres proteinas del reloj vespertinas se asocian
en un complejo denominado “evening complex” (EC) (21,22). Este comprende a LUX
ARRHYTMO (LUX), un factor de transcripcion GARP tipo Myb, y EARLY FLOWERYNG 3
(ELF3) y ELF4, dos proteinas especificas de plantas no relacionadas. El EC funciona como
represor transcripcional y es reclutado a los promotores de PRRY, PRR7, GIGANTEA (Gl),
y a su propio promotor LUX (23-25). La represion mediada por EC de PRRIy PRR7 puede
promover indirectamente la expresion de CCAT7 al final de la noche. A su vez, los
componentes del EC son reprimidos por CCA1y LHY por la mafiana (17,26) y por TOC1 al

anochecer (19).

A pesar de la prevalencia de interacciones represivas dentro de la red circadiana, en los
Ultimos afios se han descubierto varios componentes activadores. De hecho, se ha
demostrado que el balance entre los niveles de expresiéon de factores tipo Myb
activadores y represores es mas importante en la regulacion del periodo circadiano que

la presencia o ausencia de cualquier factor especifico (27).

Los REVEILLE (RVE) son una familia de factores de transcripcién homologos a CCA1/LHY,
formada por 8 miembros, de los cuales unos pocos interactian con proteinas de la familia
NIGHT LIGHT INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED (LNK) para co-regular positivamente
la expresion de ciertos genes (28-32). Particularmente, RVES (también conocido como
LHY-CCAT-LIKE 5 0 LCL5), exhibe una expresion matutina, pero es mas activo por la tarde.
A Ultima hora de la mafiana, RVE8 forma un complejo transcripcional con las proteinas
LNKT y LNK2 que actua promoviendo directamente la expresion de los genes de fase
nocturna 7OCT, PRR5 ELF4 y LUX mediante el reclutamiento de la maquinaria
transcripcional basal a sus promotores (30,33). La activacion de los componentes del EC,
que reprimen a los genes PRR, contribuye indirectamente a la liberacion de la represion
de CCAT7y LHY al final de la noche para reiniciar el ciclo (21). A su vez, la expresion de
RVES es inhibida por la union de PRR5, PRR7 y PRR9 a su promotor, mientras que los
genes LNKson reprimidos por todas las proteinas PRR, incluida TOC1 (20,28,29,34,35).
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Fig. 3 Red regulatoria del reloj de Arabidopsis thaliana. La parte superior de la figura ilustra la expresion normalizada
diaria de genes clave de reloj, obtenida de datos publicados de microarrays de series temporales o “time-course”
(disponibles en http://diurnal.mocklerlab.org/). Genes con perfiles de expresion similares se muestran en el mismo
color. El recuadro sombreado indica el periodo de la noche. La parte inferior de la figura muestra la regulacion
transcripcional dentro del reloj de A. thaliana, las flechas azules indican la activacion mientras que las barras
perpendiculares indican represién. Las proteinas se representan como elipses y los genes como rectangulos, con

lineas discontinuas indicando traduccién. Adaptado de Huang & Nusinow, 2016 (36).
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Curiosamente, la activacion de la expresion génica mediada por RVES8 requiere el EE,
como es el caso de la represion génica mediada por CCA1y LHY, aunque con un resultado
antagonico (37). Del mismo modo, los homologos mas cercanos de RVE8 (RVE4 y RVEG)

se unen al motivo EE y es probable que sean funcionalmente redundantes (28,32,37).

Las proteinas LNK poseen motivos conservados que contienen arginina/asparagina
llamados R1/R2 ubicados en el extremo C-terminal con los que interactian con otros
factores de transcripcion (30,38). Ademas de estas regiones, no tienen otros dominios
proteicos funcionales conocidos. RVE8 y otros miembros de la familia RVE, pueden
interactuar directamente con las proteinas LNK gracias a la presencia de un dominio LHY-

/CCA1-LIKE (LCL), ubicado presumiblemente en el extremo C-terminal (33).

Ademas de su funcion como co-activadores junto con RVE4 y RVES, se sabe que LNK1y
LNK2 actian como co-represores de otros targets. Por ejemplo, el gen estructural de la
antocianina UDP-GLUCOSE:FLAVONOID 3-O-GLUCOSYLTRANSFERASE (UF3GT), el cual
también es regulado por RVES8 (31); y el gen de biosintesis de fenilpropanoide C4H, junto
con el factor de transcripcion MYB3 (38). El mecanismo que subyace la funcion co-
represiva de las proteinas LNK y como estas cambian entre un papel activador y uno
represivo se desconoce. Ademas de regular los ritmos circadianos, se ha sugerido que las
proteinas LNK funcionan como integradores de sefiales de luz y temperatura con la
funcién circadiana, ya que su expresion es inducida por la luz y regulada por el EC de

forma dependiente de la temperatura (23,29).
Mecanismos de regulacion post-transcripcional

Las proteinas del reloj expresadas ritmicamente producto de los circuitos de regulacion
transcripcionales antes descriptos, regulan a su vez la expresion de una gran fraccion del
transcriptoma. Se ha demostrado, por medio de enhancer trapping in vivo basado en un
reportero de luciferasa, que un tercio del genoma de Arabidopsis esta bajo el control
transcripcional del reloj (39). Como resultado, una gran proporcién de transcriptos ciclan

con un ritmo de 24 h para expresarse en el momento optimo del dia.

Mas alla de la regulacién a nivel transcripcional, los ritmos circadianos estan sujetos a
muchas otras capas de regulacion, incluida la epigenética, post-transcripcional y post-
traduccional (40). En las plantas, se han descripto varios pasos regulatorios post-

transcripcionales que modulan la expresion circadiana, tanto de los componentes del reloj
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como de los genes rio abajo que controlan. Estos incluyen el procesamiento de pre-ARNs
mensajeros (ARNm), el recambio y estabilidad del ARN, y la regulacién de la traduccion
(41,42). Anélisis transcriptomicos utilizando tecnologias de secuenciacion masiva vy
herramientas bioinformaticas han revelado que el reloj ejerce un control sobre estos
procesos post-transcripcionales, los que, de manera reciproca, regulan el reloj. Tal es el
caso del splicing alternativo del ARNm (43), mecanismo que sera detallado a

continuacion.

Cabe destacar que la modificacion post-traduccional de las proteinas del reloj y las
interacciones proteina-proteina también juegan un papel crucial en el control de los

ritmos (2,41).
Procesamiento del pre-ARNm: el splicing

Una vez que se inicia la transcripcion, los ARNm precursores (pre-ARNm) sufren varios
procesos para llegar a su estado final de ARNm maduro. Las moléculas de pre-ARNm se
componen de una serie continua de segmentos, conocidos como exones e intrones. La
remocion de intrones acompafiada por el ensamblaje de los exones restantes en orden
consecutivo constituye un mecanismo clave de regulacion conocido como “splicing”. Este
proceso se lleva a cabo mediante el spliccosoma, un complejo de alto peso molecular
gue consiste en cinco pequefas ribonucleoproteinas nucleares (snRNP) y mas de 200
proteinas especificas adicionales (44). Los snRNPs contienen pequefios ARNs nucleares
ricos en uridina (U1, U2, U4, U5 y U6) y estan formados por proteinas Sm (U1 a U5) o
proteinas relacionadas tipo Sm (LSM) (U6). Dos tipos de spliceosomas coexisten en la
mayoria de los eucariotas: el spliccosoma dependiente de U2, que cataliza la eliminacion
de intrones de tipo U2, y el splicecosoma dependiente de U12 menos abundante, que esta
presente solo en un pequefio subconjunto de eucariotas y remueve una clase particular

de intrones de tipo U12 (45).

Tanto la conformacion como la composicion del spliccosoma son altamente dinamicas,
lo cual proporciona a la maquinaria de splicing precision y al mismo tiempo flexibilidad.
En la mayorfa de los genes, la remocion de intrones de un mismo pre-ARNm no siempre
sigue la ruta pre-establecida de eliminacion de los intrones y consiguiente union de los
exones flanqueantes, designada como sp/icing constitutivo (46). En su lugar, a través del
uso variable de sitios de splicing, las secuencias exodnicas pueden perderse o las
secuencias intrénicas pueden permanecer en el ARNm, cambiando asi la composicion del
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mismo y afectando el marco de lectura abierto (open reading frame, ORF) de las proteinas
que codifican. Esta variacion en los patrones de splicing del pre-ARNm se designa como
“splicing alternativo” (SA) (46,47). A traves de este proceso, pueden surgir diferentes
ARNm a partir de la transcripcion del mismo gen, y en Ultima instancia, ampliar el

repertorio de productos proteicos que se pueden codificar del mismo (48).

La informacion que contribuye a definir los limites de un intron consiste en unas pocas
regiones regulatorias del ARNm. Estas corresponden a secuencias cortas y conservadas
en el sitio de splicing donoro 5' (5' ss), aceptor o 3' ss y el sitio de ramificacion (branch
site, BS). El BS generalmente se encuentra 18-40 nucledtidos aguas arriba del 3' ss, y en
los eucariotas le sigue un tracto de polipirimidina (PPT) (Fig. 4a). Otros elementos ¢is
adicionales del pre-ARNm incluyen enhancers o promotores del splicing exdnicos e
intrénicos (ESEs e ISEs) y silenciadores (ESSs e ISSs). Estas son secuencias tipicamente
cortas y diversas que modulan tanto el sp/icing constitutivo como el alternativo mediante
la union de proteinas reguladoras que activan o reprimen el ensamblaje del spliceosoma

en un sitio de splicing adyacente (45,47,49).

Existen diversos tipos de SA segun los sitios de corte y empalme que se utilizan en la
maduracion del pre-ARNm (Fig. 4b). Durante la exclusion de exon (exon skipping, ES),
ciertos exones son removidos junto con los intrones flanqueantes. Otro tipo de SA se da
mediante el uso de ss 5'y ss 3" alternativos, donde porciones variables de los intrones se
pueden eliminar y porciones variables de los exones pueden permanecer en el ARNm.
Por ultimo, los intrones pueden permanecer en el ARNm en un evento conocido como
retencion de intrén (intron retention, IR). Recientemente, se demostrd que la mayoria de
los intrones de A. thaliana se someten a splicing co-transcripcional (CTS). Este ocurre de
manera mas eficiente para los intrones de los genes que codifican proteinas, y menos
eficiente para intrones con sitios SA (50). Ademas, se reporté que el CTS es independiente
de la longitud del gen, pero se correlaciona con el nivel de expresion, paisaje de la
cromatina y nimero total de intrones y exones del gen en cuestion (51). Estas variaciones
en los patrones de splicing conllevan importantes consecuencias para las isoformas de
ARNm resultantes, ya que las proteinas codificadas pueden estar compuestas por
diferentes dominios y por lo tanto poseer distintas funciones (48). A nivel de los
transcriptos, la variacion en la secuencia de las isoformas de splicing alternativo puede
llevar a diferencias en la localizacion subcelular, estabilidad, traduccion, o regulacién por

microARNs (miARNs) (47). Finalmente, las isoformas alternativas de splicing pueden
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identificarse como "aberrantes" y ser enviadas a las vias de degradacién del ARN. Por
ejemplo, en una IR, el intron puede contener un codén de terminacion que finalice el ORF
de forma prematura. Asimismo, si se elimina una secuencia cuya longitud no es multiplo
de tres, el marco de lectura cambia y también podria incluir un codén de terminacion

prematura (premature termination codon, PTC).

a)
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S5'ss Sitio Tracto de 3'ss
de Pali-
Ramificacion pirimidina
b) (BS) (PPT)
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3'AlSS
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Fig. 4 £squema de la estructura exon-intron y tipos de splicing alternativo (SA). a) Los exones estan representados
como barras grises; el intrébn se muestra como una linea negra. Se indican, el sitio de splicing 5’ (5ss) al comienzo
del intrén, seguido del sitio de ramificacion (BS) y el tracto de polipirimidina (PPT), y por ultimo el sitio de splicing
3' (3'ss). La barra roja indica un sitio de unién para un factor de splicing que actla en trans ubicado en el intrén. Este
puede ser un enhancer o silenciador intrénico. La barra verde indica un sitio de unién para un factor de splicing que

actla en trans ubicado en el exén. Este puede ser un enhancer o silenciador exénico. b) Esquema de los cuatro tipos

principales de eventos SA y su visualizacién en datos de RNAseq. Las regiones constitutivas estan representadas en
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gris y las regiones alternativas en rojo. Se muestran los productos finales que incluyen o no regiones alternativas. Los
modelos génicos parciales se indican debajo de los gréficos de cobertura de RNA-seq. Adaptado de Mancini et al.,
2015 (52).

Los PTC son reconocidos por un mecanismo de control de la degradacion del ARNm
denominado Nonsense-mediated decay (NMD), el cual elimina rapidamente los
transcriptos que contienen PTC del transcriptoma celular (53,54). Asi, a través de la
vinculacion con NMD, el SA puede afectar cuantitativamente los niveles de distintos

ARNm y regular la expresion génica.
Integracion de los inputs externos al Reloj

El reloj circadiano se ajusta continuamente por sefiales ambientales en un proceso
conocido como sincronizacién o “entrenamiento”. Esto ocurre para que los diversos
outputs que el mismo controla estén temporalmente sincronizados de forma apropiada,
incluso cuando las condiciones de temperatura y duracion del dia cambian con las
estaciones. Por esta razon, existen multiples mecanismos para detectar e integrar las

sefiales externas en los circuitos de retroalimentacién del reloj.

Percepcion de la luz

Al ser organismos autétrofos, la luz es uno de los factores ambientales mas importantes
para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Para sensar los estimulos luminicos del
entorno circundante con precisiéon y optimizar la absorcion de luz, las plantas han
desarrollado diversos fotorreceptores y sistemas de sefializacion complejos que regulan
la expresion genética y los procesos biologicos en la célula (55). Aunque es claro que la
percepcion de las sefiales luminicas que modulan al reloj circadiano en las plantas se
realiza fundamentalmente a través de fitocromos, criptocromos y proteinas de la familia
ZEITLUPE (ZTL), todavia no hay una comprension completa sobre como estos

fotorreceptores transducen las sefiales de luz para impactar el sistema circadiano.

Uno de los principales mecanismos a través del cual las plantas perciben y responden a
los cambios en la disponibilidad de luz roja es la via de sefializacion por fitocromos (56).
Los fitocromos son fotorreceptores reversibles de luz roja y roja lejana, fundamentales en
el control de multiples procesos fisiologicos tales como la germinacion, la desetiolacion,
el sindrome del escape al sombreado, el entrenamiento del reloj y la floracion.

Arabidopsis posee cinco fitocromos (phyA, phyB, phyC, phyD, phyE), de los cuales, el
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fitocromo A (phyA) y el fitocromo B (phyB) han sido mejor estudiados, al igual que sus
efectos en el crecimiento y desarrollo de las plantas (57). Cuando absorbe luz roja, phyB
se fotoconvierte de una forma inactiva (Pr) a una forma activa (Pfr) (58). Mientras que Pr
es citoplasmatico, Pfr reside principalmente en el nucleo celular. Dentro del nucleo, Pfr
interactla  fisicamente con  PHYTOCHROME-INTERACTING  FACTORS  (PIF),
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1) y SUPPRESSOR OF PHYA-105 (SPA),
iniciando asi las vias de respuesta a la luz. Los PIF son factores de transcripcion tipo basic
hélixloop-helix que poseen funciones generales en el control del crecimiento. Durante el
dia, Pfr marca a los PIF para su degradacion, dando como resultado la elongacion celular

en horas de la noche (59).

Existe numerosa evidencia que vincula directamente la luz con la red regulatoria
circadiana. Por ejemplo, se ha demostrado que las proteinas PIF participan en la
regulacion transcripcional de genes del reloj matutinos como LHYy CCAT7(60). Ademas,
componentes clave del reloj como la proteina del EC, ELF3, y las proteinas PRR, limitan la
funcion y expresion de estos importantes factores luminicos de regulacion del
crecimiento. ELF3 se une a PIF4, independientemente de los otros componentes del EC,
para reprimir su funcién, integrando de este modo la red circadiana con la regulacion del
control de la elongacion del hipocotilo mediada por luz (61). Similarmente, se ha
evidenciado que TOCT y otras proteinas PRR se unen directamente a PIF3 y PIF4 para
inhibir su capacidad de activar la transcripcion de genes (34,62,63). Ergo, la asociacion de
las proteinas PRR con las proteinas PIF en los elementos G-box de los promotores de
genes diana, limita su funcién de transactivacion en las horas previas al amanecer. Otro
ejemplo de interaccion entre fitocromos y componentes del reloj involucra la regulacion
transcripcional y post-traduccional de las proteinas ELF3 y ELF4 mediada por luz. Tres
activadores transcripcionales de la via de sefializacion de phyA, FAR RED ELONGATED
HYPOCOTYL3 (FHY3), FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1 (FART) y ELONGATED
HYPOCOTYL5 (HY5), se unen a regiones regulatorias dentro del promotor de £LF4 para
activar su expresion a medida que transcurre el dia (64,65). Por otro lado, aunque la
fotorregulacion de la expresion de £LF3 se desconoce, ciertos mecanismos de regulacion
post-traduccional han sido revelados. Por ejemplo, la sobreexpresion de phyB, estabiliza
la proteina ELF3, mientras que una E3 ubiquitina ligasa regulada por luz, COP1, marca a

ELF3y regula negativamente su abundancia (36,66,67). Ademas, una proteina B-box que
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regula la fotomorfogénesis, BBX19, interactua fisicamente con COP1y ELF3 para promover

la degradacion de £LF3 (68).

Un elemento clave de las vias de sefializacion luminica, Unico debido a su doble rol como
componente del reloj de las plantas y como fotorreceptor de luz azul, es la proteina
ZEITLUPE (ZTL). La expresion ritmica de la proteina ZTL de tipo F-box, es necesaria para
mantener un periodo circadiano normal mediante el control de la degradacion de 70C7
dependiente del proteosoma. ZTL interactla directamente con GIGANTEA (Gl), una
proteina de gran tamafio especifica de plantas, a través del dominio amino-terminal
LIGHT, OXYGEN OR VOLTAGE (LOV), conformando un complejo fuertemente estabilizado
por luz azul. Debido a que la regulacion transcripcional de G/esta controlada por el reloj,
el consecuente ciclado de la misma, confiere un ritmo post-traduccional a la proteina ZTL.
Este mecanismo de mantenimiento de oscilaciones robustas de ZTL resulta en la gran
amplitud de los ritmos de 7OC7 necesarios para el funcionamiento adecuado del reloj.
(69-71). Otros receptores de luz azul son los criptocromos (cryl y cry2) (72).
Particularmente, cry2 posee un rol en la regulacion de la expresion circadiana de los genes
de tiempo de floracién, a través de su rol antagonista con la proteina COP1 en la
estabilizacion de Gl. El complejo proteico compuesto por ELF3 y COP1, que actla aguas
abajo de cry2, marca a Gl durante la noche para su degradacion. Cry2, al inhibir la
actividad de COP1, ayuda a estabilizar los niveles de Gl, superponiendo su funcién con la

de ZTL y sus homologos (67).

Por ultimo, el complejo RVE8-LNK1/2 tambien parece desempefiar un rol en la integracion
de las vias de sefializacion de luz al reloj, aunque el mecanismo molecular subyacente se
desconoce. Posiblemente, el entrenamiento del reloj se basa, al menos en parte, en la
induccion de la expresion de las proteinas LNK por fitocromos en conjunto con la
expresion matutina de CCAT7y LHY (14,29,73).

Percepcion de la temperatura

La temperatura es otra sefial externa integrada a la red del reloj que impacta en su
funcionamiento de diferentes maneras. Por un lado, es capaz de entrenar los ritmos
circadianos con fluctuaciones muy pequefias de temperatura dentro del ciclo calido/frio
diario (74,75). Por otro, el sistema circadiano posee la propiedad de mantener estable la
duracion del periodo en un amplio rango de temperaturas, proceso conocido como
compensacion de la temperatura o compensacion termica (74,76).

19



Introducciéon

Dados los multiples vinculos establecidos entre componentes de las vias de fitocromos y
las proteinas del reloj, la influencia de la temperatura sobre la funcion de los fitocromos
podria ser un punto de integracion de esta sefial al reloj. Investigaciones recientes han
revelado que ciertos fotorreceptores de las plantas también pueden funcionar como
receptores de temperatura (77,78). Un ejemplo de ello es PhyB, cuya tasa de reversion de
la forma Pfr (activa) a la forma Pr (inactiva) aumenta a altas temperaturas (79,80). También
se ha reportado a PIF4 como un regulador clave de la termomorfogéenesis en plantas.
Frente a altas temperaturas, sus niveles se estabilizan y promueve alteraciones en el
desarrollo y la morfologia de las plantas (81). Debido a que la degradacién de P/F4 es
promovida por Pfr, la tasa incrementada de reversion de Pfr a Pr frente a altas
temperaturas puede explicar la acumulacion post-transcripcional inducida por calor de
PIF4 (63,82).

La actividad transcripcional de ciertos componentes del reloj también se ve afectada por
los cambios en la temperatura. A altas temperaturas, la asociacion de ELF3 con sus
promotores diana se reduce a través de un mecanismo desconocido (83-85). Por lo tanto,
la represion de los genes regulados por el EC, tales como PRR7, PRRY, GI, LUX, y PIF4 se

ve liberada, llevando a niveles elevados de estos transcriptos en noches calidas.

Las vias de integracion de las bajas temperaturas a la red circadiana involucran a los
reguladores transcripcionales C-REPEAT BINDING FACTOR/ DEHYDRATION RESPONSIVE
ELEMENT BINDING PROTEIN 1 (CBF/DREBT1), cuya expresion es altamente inducida por
frio. Bajo estas condiciones, se ha demostrado que CBF1/DREBTb se une directamente al
promotor de LUX, promoviendo una expresién ritmica de gran amplitud (86).
Curiosamente, phyB y PIF reprimen la expresion de CBF7 (87,88), sugiriendo un
solapamiento entre distintas vias de sensado de la temperatura. Finalmente, la expresion
de CBFT esta regulada por una serie de componentes del reloj incluyendo las proteinas

PRR, el EC'y CCAT/LHY (89).

Ademas de su funcién como activadores de la transcripcion de otros genes circadianos
bajo condiciones de temperatura normales, las proteinas RVE y LNK tienen un importante
papel en la regulacion de la termotolerancia, tanto a altas como bajas temperaturas (Fig.
5) (90,91). Recientemente se ha reportado que, luego de la exposicion a temperaturas por
encima del rango fisiologico conocido como choque térmico o "heat-shock” (HS), RVE4 y

RVES8 activan la expresion de genes independientes de las vias de HSFs (factores de
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transcripcion altamente conservados que modulan la expresion génica en respuesta al
estrés por calor en eucariotas) (92). Estos genes corresponden a los factores de
transcripcion ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR 53 (ERF53)y ERF54, cuya expresion es
modulada a través de la union al EE en su region promotora para aumentar la tolerancia
de la planta a las temperaturas elevadas (90). Adicionalmente, RVE4/8 también parecen
promover la tolerancia a las bajas temperaturas a través de la activacion de los genes
CBF/DREB], particularmente DREB1a/CBF3. Tanto RVE4/RVE8, como sus homodlogos
CCA1/LHY, regulan la expresion no solo de los DREBTs, sino también de muchos otros

genes inducibles por frio cuya expresion también esta regulada por el reloj (91,93).

A nivel de proteinas, RVE4/RVE8 se localizan predominantemente en el citosol en
condiciones normales de crecimiento pero se acumulan fuertemente en el nucleo, de
manera reversible, en respuesta al estrés por frio o por calor (93). Alli activan diferentes
genes diana segun el tipo de estrés del que se trate, lo cual indica que la translocacion
de estas proteinas al nucleo es importante para la expresion de genes inducibles por
frio/calor, sin embargo, se requieren otros factores para la induccion de cada via
especifica. Recientemente, se ha identificado una interaccion novedosa entre RVES8-
LNK1/2 y las proteinas relacionadas con vias de sefializacion de la temperatura, COLD
REGULATED GENE 27 (COR27) y COR28 (93,94). En conjunto, estas proteinas formarian
un complejo nocturno que representaria un nuevo mecanismo para la modulacion de las
vias de regulacion circadianas, a través del control de la acumulacion de RVES, y para las
vias de regulacion de la temperatura, por medio de la interaccion RVE8-CORs en

respuesta al frio (94).

Hasta hace poco, la asociacion correspondiente entre la temperatura y las proteinas LNK
no era del todo clara. Se sugeria un papel de estas Ultimas en las respuestas a la
temperatura debido a la induccion de la expresion de LNK7mediada por el EC en noches
calidas (23). Sin embargo, un nuevo estudio llevado a cabo por el grupo de Yamaguchi-
Shinozaki (95) reveld que las proteinas LNK funcionan como co-activadores de las
proteinas RVE no solo en la expresion de genes controlados por el reloj en condiciones
de temperatura normal, sino también en la regulacion de la expresion génica frente al
estrés por frio y calor (Fig. 5). Segun esta investigacion, entre las cuatro proteinas LNK de
Arabidopsis, LNK3/LNK4 participan en la regulacion de la expresion de genes en
condiciones de estrés por frio, mostrando una induccidon mas fuerte que los otros dos

LNK bajo estas condiciones (Fig. 5b).
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Fig. 5 Modelo esquemadtico que ilustra la regulacion transcripcional mediada por proteinas RVE y LNK en condliciones
normales de crecimiento, estrés por frio y estrés por calor. a) En condiciones normales de crecimiento (22°C), RVE4,
RVE8 y RVE6 activan la expresién de genes nocturnos junto con LNK1 y LNK2. b) En condiciones de estrés por frio
(4°C), RVE4 y RVES8 se acumulan en el nicleo y aumenta la fosforilacidon de LNK3 y LNK4. Esto activa la expresién de
varios genes inducibles por el frio, incluidos los DREB7s. c) En condiciones de estrés por calor, RVE4 y RVE8 se
acumulan en el nlcleo y promueven la expresién de genes inducibles por calor como £RF53y ERF54 junto con LNK1
y LNK2. Adaptado de Kidokoro et al., 2023 (95).
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LNK1/LNK2, por otro lado, regularian la expresion de genes en respuesta al estrés por
calor, ya que la induccion de ERF53y ERF54 se ve afectada en las mutantes /nk12y /nkQ
frente a altas temperaturas (Fig. 5¢). Ademas, LNK3 y LNK4 se fosforilan especificamente
frente al estrés por frio, lo que sugiere que desempefian funciones en la induccion de

genes especificos en esas condiciones.
Interaccion entre splicing alternativo, reloj y sefales externas

El SA constituye un mecanismo post-transcripcional de considerable importancia para las
plantas, afectando los pre-RNA mensajeros de mas del 60% de los genes que contienen
intrones en Arabidopsis (41,57). El vinculo entre SA y la regulacion del reloj circadiano se
ha establecido, en parte, debido a la observacién de que los mutantes defectuosos en
una variedad de componentes de la maquinaria de sp/icing muestran alteraciones en su
comportamiento circadiano (96). La primera evidencia se describié mediante una
mutacion en el gen que codifica una proteina regulada por el reloj, PROTEIN ARGININE
METHYLTRANSFERASES (PRMTS5), que alarga el periodo circadiano de forma significativa,
debido al splicing defectuoso de PRR9 (97,98). PRMT5 es una metil transferasa de
argininas simétrica que modifica una serie de componentes clave de la maquinaria de
splicing (99). Entre ellas, se incluyen algunas proteinas SM-LIKE (LSM), que forman parte
del complejo spliceosomal de ribonucleoproteinas nucleares pequefias U6. Varios
transcriptos de LSM oscilan y la funcion reducida de varias de estas proteinas alargan el
periodo circadiano en Arabidopsis, posiblemente debido a la expresion alterada y SA de
genes importantes del reloj como CCA7 PRR9y TOCT en Ism5y TOCT en Ism4 (100).
Adicionalmente, la pérdida de funcion de SPLICEOSOMAL TIMEKEEPER LOCUST (STIPLT),
que codifica un componente del complejo que controla el desensamblaje del
spliceosoma, da como resultado el sp/icing reducido de muchos intrones. En particular,
causa la retencion del intrén 3 del transcripto de PRR9 dando lugar a una proteina no
funcional. El fenotipo mutante de stjp/7 confiere un periodo circadiano alargado, lo cual

es consistente con el fenotipo de perdida de funcion de la mutante prr9 (101).

Ademas del control que ejercen estos y otros factores de splicing (FS) sobre el SA de
transcriptos del reloj, ellos mismos son regulados por cambios en los agentes ambientales
externos, como la luz y la temperatura, via SA y SA/NMD (41,102). En particular, un
conjunto de proteinas ricas en Ser/Arg (SR), reguladoras clave del SA, sufren SA en

respuesta a temperaturas extremas (103-105) y alta intensidad de luz (105,106). Muchos
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de estos transcriptos alternativos contienen PTCs en sus secuencias y son potenciales
candidatos a ser degradados por las vias de NMD, mientras que otros pueden producir
variantes proteicas con diferentes combinaciones de dominios que probablemente
afecten su funcion en el splicing del pre-ARNm de los genes que regulan. Por ejemplo, la
isoforma de SA At-SR30 que contiene el ORF intacto aumenta a temperaturas elevadas y
alta intensidad de luz, mientras que, la isoforma aberrante que contiene PTC en su
secuencia disminuye a altas temperaturas. Esto sugiere que el SA es un medio para
regular dindmicamente los niveles de proteina funcional en respuesta a cambios
ambientales y estreses (102,105), y, da cuenta de la fuerte asociacién entre SA, reloj y

adaptacion ambiental.

Entre los transcriptos que forman parte del oscilador central de Arabidopsis, se han
analizado sistematicamente eventos de SA asociados a cambios en la temperatura para
genes tales como CCA7T LHY, RVES, PRRs, TOCT, ELF3, ZTLy CHE (41,107-109). También
se han detectado eventos de SA asociados a altas temperaturas en los transcriptos de
LUX, TIME FOR COFFEE (TIC) y LOV KELCH PROTEINZ (LKP2), aunque su importancia

bioldgica se desconoce (109).

La exposicion de las plantas a bajas temperaturas provoca el SA de varios genes de reloj.
Bajo estas condiciones, la frecuencia de eventos de retencion de intrones en los
transcriptos de LHY, TOCTy PRR7 aumenta, lo cual resulta en la traduccion de isoformas
no funcionales de estas proteinas (107,110) (Fig. 6b). CCA1y LHY se pueden distinguir por
sus notables respuestas a los cambios en la temperatura, siendo LHY mas importante para
la funcion del reloj a altas temperaturas, y CCAT a bajas temperaturas (111). Esto puede
explicarse parcialmente a través del SA asociado a la temperatura (107). Las altas
temperaturas aumentan el evento retencion del intron 4 de CCA7 (CCAT-IR4),
produciendo una transcripto alternativo que contiene un PTC. Se ha predicho que la
traduccion de esta isoforma de ARNm parte de un AUG alternativo en el exdn 5,
produciendo una proteina truncada, CCA1-B, la cual pierde el dominio MYB de union al
ADN, pero mantiene los dominios necesarios para la dimerizacién. De esta manera, CCA1-
3 forma heterodimeros no funcionales con CCAT1 funcional e inhibe su actividad. A bajas
temperaturas, en cambio, el SA de CCA7 es suprimido, con lo cual aumentan los niveles
de la isoforma activa y esto permite que CCA1 promueva la tolerancia al frio (112).
Adicionalmente, las temperaturas frias aumentan la frecuencia de dos eventos de SA en

LHY, la retencion de un intron en el 5'UTR y la inclusion de un exén adicional, 5a, dentro
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de la region codificante (107,113) (Fig. 6a). La inclusion de dicho exén introduce un PTC,
lo cual podria implicar la reduccion de los niveles de LHY funcional a bajas temperaturas.
Las consecuencias funcionales de este evento se desconocen, pero podria resultar en una
traduccion alterada del ARNm. Curiosamente, la retenciéon del intrdon 5'UTR es en si misma
una consecuencia del SA asociado a la temperatura de los transcriptos que codifican
diversos factores de splicing, incluyendo la proteina POLYPYRIMIDINE TRACT-BINDING
PROTEINT (PTB1), PTB2, U2 ASSOCIATED FACTOR 65A (U2AF65A) y SUPPRESSOR OF
ABI3-5 (SUA), que contribuyen al sp/icing del pre-ARNm de LHY. Por lo tanto, una cascada
de eventos de SA es responsable de la regulacion de los niveles de LHY funcional a bajas

temperaturas (107,113).
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Fig. 6 £Lventos de splicing alternativo (SA) requlados por temperatura en genes centrales de reloj de Arabidopsis. a)
Estructura gendmica de los genes LHY y CCAT. Llas cajas blancas representan exones codificantes y las cajas
sombreadas representan 5' y 3' UTRs. Los eventos alternativos reportados se muestran debajo de cada estructura
génica. Las lineas diagonales ilustran los eventos de splicing. IR: retencidn intron; ES: exclusion de exén; 3'Alt Ex: inicio
alternativo de exones. b) Ejemplos de eventos reportados de SA vinculados a la temperatura en genes del reloj. Los
transcriptos alternativos se dividen en regulados por frio o regulados por calor. Las flechas representan la regulacion
aumentada o disminuida de los eventos bajo cada condicién. Los cuadros discontinuos indican eventos de SA que

resultan en la introduccién de un PTC y, en consecuencia, NMD. Adaptado de Mateos et al, 2018 (41).
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Se han descripto diversos componentes del aparato de sp/icing que afectan la funcion del
reloj de forma dependiente de la temperatura. Un claro ejemplo es la mutacion del gen
SKIP, que codifica el componente spliceosomal SNW/SKI-INTERACTING PROTEIN. Este
confiere un periodo circadiano alargado asociado a la temperatura. Es decir, el periodo
se alarga a temperaturas bajas, pero no a altas temperaturas. SKIP afecta y se asocia con
el SA de muchos transcriptos, en particular los de PRR7y PRR9 (114). De forma inversa, la
mutacion de GEMINZ, que codifica un factor snRNP de ensamblaje spliceosomal, resulta
en un evento de retencién de intron del transcripto de 7OCT7 que reduce la acumulacion
de esta proteina del reloj. En consecuencia, se produce un acortamiento del periodo que
es mas evidente a temperaturas mas altas (110). Ademas, la mutacion de SICKLE (SIC), una
proteina nuclear cuya funcion no se comprende del todo, pero se ve implicada en el SA,
da como resultado el SA dependiente de la temperatura de LHY, CCAT PRR7y otros
transcriptos, y confiere un periodo prolongado y una alteracion en la compensacién de

la temperatura (115).

La regulacion de los niveles de ARNm por SA ocurre también en componentes de vias de
salida del reloj central. Uno de los ejemplos mejor estudiados es el circuito de
autorregulacion de los genes GLYCINE-RICH RNA-BINDING PROTEIN (GRP) controlados
por el reloj, GRP7 (también llamado COLD AND CIRCADIAN REGULATEDZ, CCR2)y GRPS.
Estos dan lugar a proteinas de unién al ARN ricas en glicinas, con un pico de expresion al
final del dia. La acumulacion de las proteinas GRP permite la unidén a sus propios
transcriptos para promover un evento de SA, que resulta en la retencién de un intron
conteniendo un codon de terminacion prematuro, lo cual desencadena la degradacion
de los transcriptos a través de las vias de NMD (116,117). Este es uno de los primeros
ejemplos de circuitos de retroalimentacion basados en regulacion post-transcripcional en
el sistema circadiano que ademas vincula las vias de splicing alternativo con el NMD. A

suvez, GRP7 y GRP8 regulan la estabilidad y el SA de otros transcriptos que ciclan (118,119).
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Objetivo

El objetivo general de este proyecto es contribuir al estudio de como las plantas ajustan
su crecimiento y desarrollo frente a cambios diarios y estacionales en su entorno
evaluando en qué medida la luz y la temperatura controlan los niveles y/o la funciéon de

genes centrales del reloj a travées de su efecto sobre el proceso del splicing alternativo.

Los objetivos especificos apuntan a la identificacion de genes del oscilador central cuyo
splicing alternativo es regulado por tratamientos luminicos y/o térmicos que sincronizan
el reloj, y al analisis de la contribucion de los fotorreceptores involucrados en dicha
regulacion. Ademas, se evaluara la funcion biologica de las distintas isoformas cuya

abundancia relativa se vea afectada frente a los tratamientos.
Hipotesis

En este trabajo se propone al splicing alternativo asociado a cambios ambientales como
uno de los mecanismos moleculares implicados en el control y operacion del sistema
circadiano. Como primera hipétesis se plantea que la luz regula el sp/icing alternativo de
un subgrupo de genes centrales del reloj de las plantas, y que esta regulacion esta
mediada, al menos en parte, por fotorreceptores como los fitocromos. La segunda
hipdtesis es que, dado que el transcriptoma de las plantas se ajusta de forma constante
en respuesta a las condiciones ambientales y/o estrés, y teniendo en cuenta la creciente
evidencia sobre componentes del reloj circadiano que sufren splicing alternativo frente a
sefales externas variables, las distintas isoformas generadas a partir este proceso podrian
tener un rol regulatorio fundamental. Posiblemente, afectando la funcionalidad de las
proteinas resultantes para controlar los niveles de transcriptos y/o proteinas, o bien, para

promover la sincronizacion luminica o compensacion térmica del reloj.
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Material vegetal y condiciones de crecimiento estandar

Todos los experimentos fueron llevados a cabo con el ecotipo Columbia (Col-0) de
Arabidopsis thaliana. Para la primera parte de este estudio se utilizo la quintuple mutante
de fitocromos, phyQ, previamente descripta (120,121). La misma fue obtenida a partir de
la cruza de las lineas mutantes phyA-277 (122); phyB-9 (123);, phyC-2 (124);, phyD-201
(Salk_027956) y phyE-2017(Salk_040131) (120,125).

Para la seccién de SA asociado a cambios ambientales, se empled la triple mutante rve4-
16-1:8-1 CCR2:LUC (rve4-1/Salk_137617; rve6-1/Salk_069978 vy rve8-1/Salk_053482),
caracterizada en estudios anteriores (28,37), y la cuadruple mutante /nkQ (126). Esta Ultima
fue obtenida en nuestro laboratorio mediante la cruza de mutantes dobles /nk72 (Ink1-
1/Salk_024353 y Ink2-1/GK_484F07) (29) y simples, /nk3-7 (Salk_085551C) y Ink4-1
(GK_846C06). El fondo génico en todos los casos corresponde a la accesion Columbia-0
(Col-0) de Arabidopsis. Las semillas de mutantes individuales fueron obtenidas de la
coleccion de mutantes por insercion de T-DNA del Arabidopsis Biological Research Center
(ABRC). La verificacion de mutantes multiples fue realizada mediante el analisis por PCR

del ADN gendmico.

Dependiendo del experimento, las plantas se cultivaron en sustrato inerte conteniendo
una mezcla de perlita, vermiculita y turba (1:1:2), a 22°C en condiciones de dia largo (LD,
ciclos de 16h de luz y 8h de oscuridad con 80 umol m™ s™" de luz blanca), dia corto (SD,
ciclos de 8h de luz y 16h de oscuridad con 120 umol m™ s™" de luz blanca), 12:12 (12h

2

luz/12h oscuridad con 80 umol m™2 s™" de luz blanca) o luz continua (LL, con 50 yumol m™

s de luz blanca).
Genotipado de mutantes

Para verificar que las poblaciones de semillas mutantes poseian la insercion de T-DNA en
ambos alelos del locus de interés se procedié a su genotipificacion mediante reacciones
de PCR. Se cultivaron las plantas y cuando poseian entre 6-8 hojas se tom6 una muestra
de tejido foliar y se realizo una extraccion de ADN (127). Para el disefio de los primers se
empled el software Beacon Designer 5.0 (Premier Biosoft International) y se siguio el
protocolo de disefio de primers del SIGnAL (Salk InstituteGenomic Analisis Laboratory;
http://signal.salk.edu/cgibin/tdnaexpress), donde un set de primers especificos para cada

alelo mutante amplifica el alelo WT, mientras que otro set amplifica el alelo que contiene

29



Materiales y Métodos

la insercion de T-DNA. Los primers que hibridan en la insercion de T-DNA se emplean en
todas las mutantes. Las secuencias detalladas se encuentran en la Tabla suplementaria S1.
Para las reacciones de PCR se empled la enzima Tag DNA Polymerase, Recombinant
(Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El producto de las reacciones de
PCR se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa 1% revelado con bromuro de

etidio (concentracion final: 0,5ug/ml).
Condiciones de crecimiento y protocolo para la secuenciacion de alto rendimiento

Para el experimento de tratamiento nocturno, semillas de WT y phyQ, esterilizadas con
vapores de cloro, se suspendieron en 100 uM de GA , . 7 (Duchefa Biochemie), se
estratificaron durante 3 dias a 4 °C y se dispusieron sobre placas con medio Murashige y
Skoog (MS) y agar vegetal al 0,8 % (Duchefa Biochemie). Posteriormente, las plantas
germinaron y se mantuvieron en ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad a 22°C (50 umol
m~2 s de luz blanca proporcionada por tubos fluorescentes). Luego de 10 dias, la mitad
fue expuesta a un pulso de luz R de 2 h a mitad de la noche (ZT18) y el resto se mantuvo
en oscuridad como control (dark). El pulso de luz R se administré con diodos emisores de
luz (LED Kingbright Super Bright, L934-SRC, A= 660 + 20 nm). El experimento se realizé
por triplicado y, en todos los casos, las muestras de los grupos tratados con luz y de
control en oscuridad se cosecharon simultaneamente y se congelaron instantaneamente
en nitrégeno liquido. EI RNA total fue extraido empleando el Kit Spectrum Plant Total
RNA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) siguiendo los protocolos del fabricante. Se
determind la concentracion y calidad del ARN obtenido con NanoDrop 2000c¢ (Thermo

Scientific) y mediante corrida en gel de agarosa.

La generacion de las bibliotecas de ADNc y posterior secuenciacion fueron realizadas por
Novogene (EE. UU.). De manera breve, el ARN mensajero se purificd a partir del ARN total
utilizando microesferas magnéticas unidas a oligonucledtidos poli-T. Tras la
fragmentacion, se sintetizd el ADNc de primera cadena utilizando hexameros aleatorios,
seguido de la sintesis del ADNc de segunda cadena. A continuacion, se ligaron los
adaptadores y los fragmentos se seleccionaron por tamafio y se amplificaron. Las
muestras se secuenciaron en la plataforma lllumina NovaSeq 6000, lo que proporciono
lecturas pareadas de 150 pb. En promedio, se obtuvieron 61 millones de lecturas pareadas

de 150 nt para cada muestra.
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Para el experimento de expresion temporal o 7ime Course (TC) a temperatura variable,
plantas WT (Col-0) se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad
a 22°C. El undécimo dia, las plantulas se expusieron por grupos en camaras incubadoras
(Ingelab) a 12°C, 17°Cy 27°C en luz continua (LL). Se mantuvo un grupo control a 22°C
en LL. La primera muestra se cosecho una hora luego de iniciado el tratamiento térmico
(ZT1) y a partir de este punto se colectaron muestras cada 4 horas durante 48 horas. Se
obtuvo un total de 12 muestras o puntos. El experimento se realizé por triplicado vy, las
muestras de los grupos tratados a distintas temperaturas y control se cosecharon
simultaneamente en cada punto y se congelaron en nitrogeno liquido. EI RNA total fue
extraido mediante el uso de TRIzol (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante.
La generacion de las bibliotecas de ADNc fue llevada a cabo como se detall6 previamente.
Las muestras fueron secuenciadas por el método de paired-end, compatible con la

plataforma lllumina HiSeq 1500.
Procesamiento de las lecturas de la secuenciacion de ARN

Las lecturas de secuencia fueron mapeadas al genoma de Arabidopsis thaliana TAIR10
(128) utilizando STAR 2.7.0 (129) con los siguientes parametros: twopassMode Basic,
outFilterMultimapNmax 2, outFilterType BySlout, outS/filterReads Unique, sjdbOverhang
149, alignSJoverhangMin 6, alignS/DBoverhangMin 3, alignintronMin 20y alignintronMax
5000. El porcentaje promedio de lecturas mapeadas de forma Unica fue del 86,75 %. A
partir de los archivos de alineaciéon (archivos bam) generados y empleando scripts de R
(130), se obtuvieron las tablas de cuentas (counts) que permiten analizar expresion
diferencial y procesamiento alternativo de pre-ARNm, en base al transcriptoma del
repositorio TAIR10. La visualizacién de los archivos bam fusionados (combinacion de
archivos bam de réplicas biolégicas individuales en uno solo) para cada condicion y la
generacion de Sashimi plots se realizd con el software IGV 2.6.2 (Integrative Genomics

Viewer) (131).
Analisis de splicing diferencial

Los eventos de splicing diferencial (DSEs) se evaluaron utilizando el paquete ASpli version
2.10.0 en R 4.1.1 (132). El transcriptoma fue particionado en regiones sub-génicas llamadas
"bin" (133), las cuales se clasificaron en 3 tipos: exon-bin, intron-bin o splicing

alternativo(AS)-bin. Ademas, los AS-bins se subdividieron en bins de exclusion de exdn
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(EE), de seleccidn alternativa del sitio de splicing 5 o 3" (5'alt, 3'alt), de retencién de intrén
(R) o multiple (esto incluye tres o mas eventos de splicing alternativo diferentes en la
misma region sub-génica). Primero, se filtraron los genes con menos de 50 lecturas de
mapeo y densidades de lectura inferiores a 0,05. Ademas, se descartaron los bins con
menos de 25 lecturas de mapeo. Los genes se consideraron diferencialmente expresados
entre dos condiciones si |log2(FC)| > log2(3) con un FDR asociado < 0,01. Para el analisis
de splicing, se calculo el PSI (porcentaje de inclusion) o el PIR (porcentaje de IR). Se
considerd que un bin sufrid splicing alternativo si la cobertura del bin fue [log2(FC)| >
log2(3) con un FDR asociado < 0,05 o APSI/PIR > 0,1 con un FDR asociado < 0,05. Se
realizd un andlisis de componentes principales en lecturas normalizadas mediante la

mediana de ratios DESeq20 (134).
Anadlisis de expresién génica diferencial

También se realizd un analisis de expresion génica diferencial utilizando ASpli, con los
mismos filtros de expresion empleados para el analisis de splicing alternativo. Se
efectuaron comparaciones simples entre las siguientes condiciones experimentales: WT
dark vs. WT R, phyQdark vs. phyQR, WT dark vs. phyQdark, y WT R vs. phyQR. Ademas,
se utilizo la féormula de ASpli para estimar, mediante un modelo lineal generalizado, el
efecto del genotipo, el tratamiento luminico y la interaccién entre ambos. Los genes con
un FDR < 0,01y |log2(FC)| > log2(1) se consideraron diferencialmente expresados. Para
los graficos de expresion, los counts brutos se normalizaron con DESeq?2 (134). Para cada

condicién, se analizaron tres réplicas bioldgicas.
Andlisis de categorias funcionales enriquecidas (Gene Ontology, GO)

La asignacion de términos GO para los conjuntos de datos de genes de expresion
diferencial (DEGSs) y genes de splicing diferencial (DSGs) se obtuvo utilizando los paquetes
Bioconductor topGO version 2.44.0 y org.At.tair.db version 3.13.0. Se realizo una prueba
de enriquecimiento para la categoria de proceso biologico. Los valores de p se obtuvieron
mediante la prueba exacta de Fisher. El factor de enriquecimiento (EF) se estimd como el
cociente entre la proporcion de genes asociados con una categoria de GO particular,
presente en el conjunto de datos analizado, en relacion con la proporcion del nimero de

genes de esta categoria en todo el genoma que paso los filtros de expresion.
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Validacion de eventos de splicing alternativo

RT-PCR

Para la validaciéon de eventos de SA regulados por luz y/o por fitocromos, se sembraron
tres réplicas bioldgicas de plantas de Arabidopsis (Col-0) y mutantes phyQ en placas de
agar MS 0,8%. Se estratificaron en oscuridad y frio durante 3 dias previo a su crecimiento
durante 10 dias en condiciones de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. En el dia once, las
plantulas se sometieron a un pulso de luz de 2 h en ZT18 o se mantuvieron en oscuridad.
El ARN total se extrajo con el kit Spectrum Plant Total RNA (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.), siguiendo los protocolos del fabricante. Para estimar la concentracion y la calidad
de las muestras, se utilizd un NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
y electroforesis en gel de agarosa. Un microgramo de ARN se traté con ADNasa libre de
ARNasa RQ1 (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y se retrotranscribié con la transcriptasa
inversa Super Script Il (SSIII RT) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y oligo-
dT, segun las instrucciones del fabricante. La amplificacion del ADNc se realizé durante
30 ciclos para medir la abundancia relativa de las isoformas en la fase lineal de
amplificacion, utilizando 1,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.). Los
primers utilizados para la amplificacion se detallan en la Tabla suplementaria S1. Los
productos de RT-PCR se sometieron a electroforesis en agarosa al 2 0 3 % (p/v) y se

detectaron mediante SYBR Green | (Invitrogen).

Para la validacion de los eventos de splicing de RVE8/LNKT, plantulas de Arabidopsis (Col-
0), previamente estratificadas durante 3 dias en oscuridad y frio, fueron crecidas en placas
de agar MS 0,8% bajo ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a 22°C por 10 dias.
Luego, la mitad de las plantulas fue expuesta a 12°C y el resto permanecié en condiciones
normales. El tejido vegetal se cosechd en el momento del dia en que se reporta el pico
de expresion de los genes analizados (ZT3-ZT6) (135). El ARN total se extrajo con TRIzol
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones provistas por los fabricantes. El ARN purificado se
sometio a un tratamiento con DNAsa, empleando la enzima RQ1 (Promega). A partir de 1
pg de ese ARN se sintetizd ADNc utilizando la enzima MMLV (Invitrogen). La amplificacion
del ADNCc se realizo durante 30 ciclos, utilizando 1,5 U de Taqg polimerasa (Invitrogen). Se
emplearon primers especificos flanqueando las regiones de interés (Tabla suplementaria

S1.) Al producto se le agrego SYBR Green en una dilucion 1:10000 y se sembro en gel de
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agarosa 2%. Luego de la corrida electroforética se detectaron las bandas

correspondientes por trans-iluminacién con luz UV.

Secuenciacion de amplicones (Amplicon Sequencing)

Para la validacion del evento 3'alt de RVE8 por amplicon sequencing, se cultivaron plantas
de Arabidopsis (Col-0) en un fotoperiodo de 12/12 por 10 dias. Luego, la mitad de las
plantulas fue expuesta a un pulso de 2 horas de luz blanca en la mitad de la noche (ZT18)
y el resto continuo en oscuridad. Se extrajo el ARN de 2 réplicas bioldgicas independientes
por condicion y se retrostranscribié segun lo detallado previamente. EI ADNc fue
amplificado durante 30 ciclos. Los productos de PCR se purificaron con Wizard miniprep
DNA purification system (Promega) y se estimo la calidad y concentracion de las muestras
mediante NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) y electroforesis en gel de agarosa.
Finalmente, los amplicones se enviaron a Novogene (EE. UU.) para su secuenciacion
mediante la plataforma lllumina NovaSeq 6000, que devolvio lecturas pareadas de 100
pb. Se obtuvieron 5424 lecturas para las muestras tratadas y 7825 lecturas pareadas de
100 pb para las muestras control. Las mismas fueron mapeadas al genoma de Arabidopsis
thaliana TAIR10, utilizando STAR 2.7.0 (129) con los parametros preestablecidos. A partir
de los archivos bam generados y empleando scripts de R (130), se obtuvieron las tablas
de counts que permitieron evaluar los cambios en el spl/icing alternativo con el
tratamiento. El analisis y la generacién de Sashimi plots se realizd con el software IGV
2.6.2 (131). Estos graficos combinan la representacion de lecturas alineadas con arcos que
indican la cantidad de lecturas que soporta cada union de exon-intron. Se calculo el PSI
(porcentaje de inclusion) utilizando la férmula PSI=Ji / (Ji+Je) x 100, donde Ji corresponde

a "juntura de inclusion” y Je a “juntura de exclusion”.
Generacion de lineas transgénicas

Lineas transgénicas RVE8

Los clonados se realizaron utilizando la tecnologia Gateway (Invitrogen), basada en el
sistema de recombinacion sitio-especifica del fago A, que permite trasladar un segmento
de ADN entre diferentes vectores, y mantener la orientacion y el marco de lectura
correcto, sin el uso de ligasas y endonucleasas de restriccion. Para generar los vectores
binarios de sobreexpresion CaMV35S::RVE8-FL:GFP/CaMV35S::RVE8-AS:GFP, se amplificd
por PCR el ADNc de RVE8 y su isoforma AS, ambas de ~0,9 Kb, con la enzima polimerasa
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de alta fidelidad Q5 (NEB), utilizando primers especificos en cada caso (Tabla
suplementaria S1). Los sitios de recombinacién especifica necesarios para emplear la
tecnologia Gateway se incorporaron en los mismos primers. Luego se incubo el
fragmento con el vector de clonado pDONR/201 en presencia de la enzima BP Clonase I
(Invitrogen). El plasmido resultante de la reaccién de recombinacion se utilizd para
transformar bacterias electrocompetentes de la cepa DH5a de Escherichia coli. Los clones
positivos fueron seleccionados en placas con medio LB y el antibiético kanamicina (50
pg/ml). Después de confirmar la presencia del inserto, el plasmido se purifico utilizando
Wizard miniprep DNA purification system (Promega), y se incubd con el vector de
expresion en plantas pEarlyGate103 (136) en presencia de la enzima LR Clonase |
(Invitrogen). El plasmido resultante fue clonado en bacterias DH5a. Los clones positivos
fueron seleccionados en placas con medio LB y el antibidtico kanamicina (50 pg/ml),
confirmados por colony PCR. De forma similar, las construcciones bajo el control del
promotor enddégeno  pRVES8:RVE8-FL:GFP/pRVE8::RVE8-AS:GFP, se generaron
amplificando por PCR el ADNc de RVE8-FL y RVE8-AS, y ~0,7 Kb de ADN gendmico de
la region no codificante rio arriba del sitio de comienzo de la transcripcion. Luego los
fragmentos obtenidos se clonaron en pDONR/201 y pDONR/P4-P1r, respectivamente,
seguido de recombinacién con enzima LRy el vector de expresion pK7m34GW. Los clones
positivos fueron seleccionados en placas con medio LB y el antibidtico espectinomicina
(100 pg/ml). Todos los constructos se secuenciaron para confirmar su identidad y que no
se hayan introducido mutaciones. Los vectores binarios fueron purificados e introducidos
por electroporacién en la cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens. Luego, se
transformaron plantas mutantes rve468 siguiendo el método de “floral dip”(137). Las
plantas transformadas fueron seleccionadas en medio MS conteniendo 15 ug/ml del
herbicida PPT (phosphinothricin o glufosinato de amonio), en el caso de las
sobreexpresantes y 50 pyg/ml del antibidtico kanamicina para las lineas de expresion
enddgena. Se obtuvieron alrededor de 10 lineas transgénicas independientes (T1) de cada
construccion. Para algunas de ellas se obtuvieron semillas homocigotas de la tercera
generacion (T3). Tres lineas sobreexpresantes de cada isoforma se utilizaron para evaluar
la complementacion de la mutante rve468. Para los experimentos de inmunotransferencia

se utilizod una linea enddgena homocigota de cada isoforma.
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Lineas transgénicas LNK1

Los vectores para la expresion de las isoformas de LNK1 bajo el control del propio
promotor, pLNKT::LNK1-FL:HA/pLNK1::LNK1-AS:HA, se generaron segun el procedimiento
descripto. Se amplifico por PCR el ADNc de LNK1 y su isoforma AS, ambas de ~1,8 Kb,
utilizando la enzima polimerasa de alta fidelidad Q5 (NEB). Ademas, se amplificé un
fragmento gendmico de ~1,7 Kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de LNK1,
a partir de ADN genomico. Los productos resultantes se clonaron en pDONR/201 y
pDONR/P4-P1r, respectivamente, seguido de recombinacién con enzima LR y el vector
de expresion pK7m34GW. Los clones positivos en bacteria fueron seleccionados en placas
con medio LB y el antibidtico espectinomicina (100 pg/ml). Todos los constructos se
secuenciaron para confirmar su identidad y que no se hayan introducido mutaciones. Los
vectores binarios fueron purificados e introducidos por electroporacion en la cepa GV3101
de Agrobacterium tumefaciens. Luego, se transformaron plantas mutantes /nkQ
siguiendo el método de “floral dip”(137). Las plantas transformadas fueron seleccionadas
en medio MS conteniendo 50 pg/ml de kanamicina. Se obtuvieron alrededor de 10 lineas
transgénicas independientes (T1) de cada construccion. Para algunas de ellas se
obtuvieron semillas homocigotas de la tercera generacion (T3). Se seleccionaron dos
lineas expresando cada isoforma para evaluar la complementacion de la mutante /nkQ
(Figura suplementaria S8). Todos los primers utilizados se detallan en la tabla

suplementaria S1.
Analisis de la expresion por qRT-PCR

Medicion de los niveles de expresion de lineas transgénicas

Las semillas de las lineas transgenicas generadas y Col-0 se sembraron en medio MS, se
estratificaron por 3 dias en oscuridad y frio, y crecieron a 22°C en condiciones de LD. Al
cabo de 10 dias plantulas completas se cosecharon en el momento del dia de maxima
expresion de RVES (ZT4-ZT6) (135). Se extrajo ARN total utilizando reactivo TRIzol
(Invitrogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Un microgramo de ARN fue
tratado con RQ1RNase-Free DNase (Promega) y sujeto a una retrotranscripcion por Super
Script Il Reverse Transcriptase (SSIl RT) (Thermo Fisher Scientific) y oligo-dT, siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. Los ADNc resultantes fueron luego amplificados
utilizando Fast Start Universal SYBR Green Master (ROX) (Roche) en un ciclador Mx3000P

36



Materiales y Métodos

Real Time PCR System (Agilent Technologies). El transcripto del gen /PP2 (At3G02780) fue
empleado como control para relativizar la expresion e independizarse de diferencias en
la eficiencia de la reaccion de retro-transcripcion. La cuantificacion de la expresion de
genes se realizd mediante el método 2 (-AACt) (138). Estos experimentos se realizaron
por duplicado, con un n=3 para cada genotipo. Los primers utilizados se enumeran en la
Tabla suplementaria S1. Para el analisis estadistico de los datos de expresion se utilizd un

ANOVA de un factor seguido de pruebas de Bonferroni.

Analisis de los patrones de expresién de genes regulados por RVE8 en frio

Para el analisis temporal de la expresion de genes diana de RVES, semillas de plantas WT,
mutantes rve468y las lineas de expresion endégena de RVES se sembraron en placas con
MS 0,8% agar, se estratificaron por 3 dias en oscuridad y frio, y crecieron en condiciones
de 12 h de luz/12 h de oscuridad a 22°C por 10 dias. Luego, la mitad de las plantulas fue
transferida a una incubadora a 8°C en LL por 25 horas, mientras que el resto permanecio
a 22°C en LL. Las muestras fueron cosechadas a partir del ZT0, cada 3 horas hasta el
anochecer subjetivo y se colectd un punto adicional a las 25 horas de tratamiento. Las
muestras del grupo tratado y el control se cosecharon simultaneamente en cada punto y
se congelaron en nitrdgeno liquido. Se realizd la extraccion del ARN total del tejido
vegetal correspondiente a los 3 puntos temporales iniciales del experimento (ZT0-ZT6),
seguido de la retro-transcripcion, segun el protocolo preestablecido. Los ADNCc
resultantes fueron luego amplificados utilizando Fast Start Universal SYBR Green Master
(ROX) (Roche) en un ciclador Mx3000P Real Time PCR System (Agilent Technologies). El
transcripto del gen IPP2 (At3G02780) se utilizd como referencia. La cuantificacion de la
expresion de genes en las lineas transgénicas en ambas condiciones se realizd mediante
el método 2/ (-AACY) (138), relativizando en todos los casos a WT 22°C en cada punto
temporal (control interno). Unicamente la expresion de genes en WT se normalizé a un
punto o valor de referencia (por ej., ZT0), para observar el patron circadiano. Estos
experimentos se realizaron con 2 réplicas bioldgicas y 3 réplicas técnicas por genotipo en
cada condicion. Los primers utilizados se detallan en la Tabla suplementaria S1. Para el
analisis estadistico de los datos de expresion se utilizo ANOVA de dos factores seqguido

de pruebas de Bonferroni.
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Ensayos de movimiento de hojas

Para el anélisis del movimiento de hojas, las plantas se mantuvieron en un fotoperiodo
de dia largo (16h luz, 8h oscuridad) hasta que el primer par de hojas estaba
completamente desarrollado, a este periodo se lo conoce como entrenamiento. Luego se
transfirieron a una cdmara con luz blanca continua con una irradiancia de 20 pmol m™
s™'a 22°C, donde fueron fotografiadas cada 2 h por 6 dias con camaras digitales. En los
ensayos realizados a bajas temperaturas, posterior al periodo de entrenamiento en LD a
22°C, se trasladaron las plantulas a una incubadora con luz blanca continua a 16°C para
la medicion. En cada fotografia se midié el angulo formado por el primer par de hojas
empleando el software ImageJ (139). Finalmente, se determind el periodo de la oscilacion
del angulo entre el primer par de hojas mediante un analisis de FFT-NLLS (Fast Fourier
Transform—Nonlinear Least Squares) disponible en el software BioDare2, repositorio de
data bioldgica circadiana. Estos experimentos se realizaron al menos 2 veces con un n=5
para cada genotipo. Para las comparaciones de lineas transgénicas entre si y con respecto

a los controles, se utilizd el anélisis de ANOVA de una via seguido de pruebas de Tukey

de comparaciones multiples.
Ensayos de elongacion de hipocotilos

Para la medicion de la inhibicion de la elongacion del hipocotilo se sembraron semillas
de las lineas transgénicas sobreexpresantes de RVE8, WT y rve468 sobre agar al 0,8% en
agua. Las mismas fueron estratificadas en condiciones de oscuridad y frio por cuatro dias
y luego se les administrd un pulso de dos horas de luz blanca para inducir la germinacion.
Finalmente fueron expuestas a ciclos de luz blanca en LD, SD, luz blanca continua (1 ymol
m™2 s7") o se mantuvieron en completa oscuridad. Luego de 4 dias en los tratamientos
correspondientes, se midio la longitud de los hipocotilos. Los efectos de la luz sobre la
elongacion del hipocotilo fueron evaluados relativizando el largo del hipocotilo en cada
tratamiento luminico al largo del hipocotilo de las plantulas del mismo genotipo en el

tratamiento de oscuridad.

En los ensayos a temperatura variable, luego de la estratificacion, las plantulas se

“257y 10 pmol m™2s™") o en oscuridad a 16°C y

mantuvieron por 4 dias en LD (1 ymol m
a 28°C. Los valores obtenidos de las mediciones se relativizaron al largo del hipocotilo de

las plantulas del mismo genotipo en el tratamiento de oscuridad a 16°C o 28°C, segun
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corresponda. Estos experimentos se realizaron 6 veces por tratamiento, midiendo 10
plantulas por genotipo y por tratamiento en cada repeticion. El analisis estadistico se
realizo utilizando ANOVA de un factor, seguido de pruebas de comparaciones multiples

de Tukey y Dunnett.
Ensayos de tiempo a floracién

El tiempo a floracion se determind contando el nimero de hojas en la roseta de la planta
ya inducida la floracion, cuando el escapo floral tenfa aproximadamente 1cm. El niUmero
de hojas de la roseta se establecié para cada planta como indicador de la duracion de la
fase vegetativa del desarrollo. De este modo, se estima el tiempo bioldgico que tarda en
florecer independizandose de su velocidad de crecimiento (140). Estos experimentos se
realizaron por triplicado con n=12 plantas por genotipo en cada ocasiéon. El analisis
estadistico se realizd utilizando ANOVA de un factor seqguido de la prueba de

comparacion multiple de Tukey.
Analisis de inmunotransferencia

Para el analisis de la acumulacién de las isoformas de RVE8 y LNK1 por western blot, se
crecieron plantulas de las lineas transgénicas generadas en MS 0,8% agar a 22°C, en
condiciones de LD. Luego de 10 dias, se colectaron 50 mg de tejido vegetal (peso fresco)
para la extraccion total de proteinas. El procesamiento se llevd a cabo moliendo las
muestras en nitrdgeno liquido, para su posterior homogeneizacion en cracking buffer
1,25x (0,12 M Tris- HCl, pH 6,8, SDS al 4,8 % [p/v], urea 7 M, Ditiotreitol o DTT 20% [v/V] y
bromophenol blue). Luego se desnaturalizaron a 70°C durante 10 minutos y se
centrifugaron a temperatura ambiente (10 minutos a 10000 rpm). El sobrenadante
resultante se sometid a separacion mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS, segun lo descripto previamente (141). Las muestras de proteinas se transfirieron a
una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare) que luego se tifid
con solucion de Ponceau S (0,1 % [p/v] de Ponceau S [Sigma-Aldrich] y 5 % [v/v] de acido
acético) para comprobar la carga de proteina de las muestras. La deteccion de las
proteinas RVES8 fusionadas a GFP, se realizé utilizando el anticuerpo primario monoclonal
anti-GFP (dilucion 1:2000, Roche) y un anticuerpo secundario anti-IgG de raton unido a
HRP (dilucion 1:5000, Sigma). Las proteinas LNK1 fusionadas con HA, en cambio, fueron

detectadas con anticuerpo anti-HA (dilucion 1:2000, Santa Cruz Biotechnology) y
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anticuerpo secundario anti-lgG de conejo unido a HRP (dilucion 1:5000, Sigma). Las
sefiales se detectaron con el reactivo ECL Select Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare) y un sistema Image Quant LAS-4000 (GE Healthcare). Los experimentos se

realizaron al menos dos veces y se muestran resultados representativos.

Andlisis de los patrones de acumulacion de las isoformas de RVE8 en frio

Para el analisis de los patrones de acumulacion de las isoformas de RVE8 a bajas
temperaturas, se cultivaron semillas de las lineas de expresion enddgena de ambas
isoformas en placas con MS 0,8% agar, bajo ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad a
22°C por 10 dias. Luego, la mitad de las plantulas fue trasferida a 8°C por 25 h en luz
blanca continua y el resto permaneci6 a 22°C (LL) como control. Se realizaron cosechas
desde el ZTO y cada 3 horas durante todo el dia subjetivo. Finalmente se hizo una ultima
cosecha a las 25 horas de tratamiento. Las muestras fueron procesadas para el analisis de
inmunotransferencia como se describié en el apartado anterior. La proteina 2-Cys
peroxirredoxina (Prx) fue utilizada como control de carga y se detecté con anticuerpo
anti-Prx (dilucion 1:5000) y anticuerpo secundario anti-lgG de conejo unido a HRP
(dilucion 1:5000). Las sefiales se detectaron con el reactivo ECL Select Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare) y un sistema Image Quant LAS-4000 (GE Healthcare).

Se colectaron 2 réplicas por genotipo en cada punto para ambos tratamientos.
Modelado de la isoforma alternativa de RVES8

El modelo predictivo de la isoforma de RVE8 y LNK1 se realizd con el sistema de
inteligencia artificial (IA) AlphaFold2 (142), el cual utiliza una red neuronal para la
prediccion estructural de alta precision que aumenta con el uso de estructuras
homologas. Se utilizd un Colab de AlphaFold2 que implementa MMseqs2, el cual se
alimento con las secuencias primarias de las isoformas de cada gen (Q8RWU3-2, RVE8 y
A8MQNZ2-1, LNK1) obtenidas del repositorio central de datos sobre proteinas, Uniprot

(https://www.uniprot.org/). El sistema devolvid cinco modelos tridimensionales que se

alinearon con el software Chimera para analizar la calidad de la predicciéon en cada caso
(143). También se obtuvieron distintas métricas de confianza como el pLDDT (predicted
local-distance difference test), el PAE (por Predicted Aligned error) y un grafico de la
cobertura del alineamiento. Las estructuras fueron diferenciadas por color segun los
valores de pLDDT (azul: pLDDT > 90; azul claro: 90 > pLDDT > 70; amarillo: 70 > pLDDT
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> 50; naranja: pLDDT < 50) para detectar las regiones mejor predichas que correspondian
a dominios globulares. Para visualizar las diferencias estructurales entre las isoformas
proteicas, se utilizd el software UCSF Chimera (143). Se realizaron alineamientos por
dominios de los modelos predictivos de las isoformas alternativas de RVE8 y LNK1 (AF-
Q8RWU3-2 y AF-ABMQNZ2-2, respectivamente) con los modelos de sus proteinas
canonicas (AF-Q8RWU3-F1 y AF-A8BMQN2-1, respectivamente), disponibles en Uniprot

(144). Los valores de desviaciéon cuadratica media (RMSD) fueron calculados en cada caso.
Ensayo de doble hibrido

Para los ensayos de doble hibrido, se utilizé el sistema “Matchmaker Gold Yeast 2-Hybrid
System” basado en GAL4 (Clontech, Mountain View, California). Todas las
transformaciones se realizaron como se detalla en Manual de protocolos de levaduras
"Yeast Protocols Handbook” (Clontech, Mountain View, California). Las proteinas bait o
carnada, en este caso las isoformas de RVES, se clonaron en el vector pGBKT7 que codifica
el dominio de union al ADN de GAL4. Luego, se introdujeron en la cepa Y2H Gold
(Clontech, Mountain View, California) y las células transformadas se seleccionaron en
medio SD/-Trp. Las proteinas prey o presa, que corresponden a las isoformas de LNK1, se
clonaron en el vector pGADT7 que codifica el dominio de activacion de GAL4, se
introdujeron en la cepa Y187 (Clontech, Mountain View, California) y las células
transformadas se seleccionaron en medio SD/-Trp. Las células diploides provenientes del
apareamiento entre ambas cepas se seleccionaron en medio SD/-Leu/-Trp, se
amplificaron en medio SD/-Leu/-Trp liquido y se sembraron en placas SD/-Leu/-Trp o
SD/-Leu/-Trp/-His con distintas concentraciones del inhibidor 3-AT (3-Aminotriazol) para

aumentar la especificidad del ensayo y reducir falsos positivos.
Fluorescencia de GFP y localizacion subcelular

Para observar la fluorescencia de GFP, se germinaron plantulas de las lineas
CaMV35S::RVE8-FL/AS:GFP en placas con agar MS 0,8%, en condiciones de LD (16 h luz/8
h oscuridad) a 22°C durante 4-7 dias. Para el experimento de estrés por frio, la mitad de
las plantulas fueron transferidas a un cubo con hielo y agua, cuya temperatura oscilaba
alrededor de 4 °C, por 5 horas. El resto permanecid a temperatura ambiente como
control. Se utilizd un microscopio Pascal LSM710 (Zeiss) para la deteccion de

fluorescencia. Tras la excitacion con un laser de 488 nm, se detectd la emisidon entre 505
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nm y 530 nm. La intensidad de fluorescencia GFP en los nucleos celulares se cuantifico
utilizando el software Fiji ImageJ) (139). Para cada imagen, se seleccionaron manualmente
las regiones de interés (ROIs), asegurando un ajuste preciso a la morfologia nuclear.
Posteriormente, se midié la intensidad media de los pixeles dentro de cada ROl y se
promediaron los valores. Se resto la intensidad del fondo de cada imagen para corregir

posibles variaciones en la fluorescencia.

42



CAPITULO |

Papel de los fitocromos en el SA de Arabidopsis
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INTRODUCCION

La luz es crucial para la supervivencia y el éxito de las plantas, no sélo porque es una
herramienta muy Util para determinar el entorno en el que se encuentran creciendo sino
también porque es su fuente de energia. Diferentes vias de sefializacion han evolucionado
para detectar y traducir correctamente la informacion luminica, la cual es utilizada por las
plantas para ajustar su crecimiento y desarrollo a las condiciones ambientales
predominantes (145). Las plantulas que alin no han emergido del suelo y, por ende, crecen
en la oscuridad, tienen tallos alargados, cotiledones cerrados y etioplastos no
fotosintéticos. Una vez que se exponen a la luz, sufren una serie de cambios fisiolégicos
que incluyen la inhibicion del crecimiento del hipocotilo, expansion de los cotiledones y
desarrollo de cloroplastos, todo lo cual contribuye al cambio de un crecimiento
heterétrofo a uno autétrofo (145). Las plantas crecidas en luz, por su parte, detectan
cambios en la relacion de luz roja/roja lejana percibida, causados por la transmision
selectiva y/o reflexion de estas longitudes de onda en las hojas de plantas vecinas, y
responden a esta sefial con una serie de reacciones fisiolégicas que minimizan las
posibilidades de ser sombreadas (146). Finalmente, las plantas maduras perciben cambios
en la duracion del dia y utilizan esta informacién para ajustar el momento de la transicion

floral a la estacion mas favorable del afio (147).

Las plantas perciben la intensidad y calidad de la luz a través de un conjunto de moléculas
conocidas como fotorreceptores, que convierten los fotones detectados en una sefial
bioquimica capaz de ser transducida por medio de multiples eventos moleculares (148).
En Arabidopsis existen al menos cinco familias de fotorreceptores: (1) fitocromos, (2)
criptocromos, (3) la familia ZTL, (4) fototropinas y (5) UVR8 (UV Resistance Locus 8). Cada
una de estas familias presenta un espectro de absorcion de longitud de onda distinto, asi
como diferentes propiedades bioquimicas e interactores moleculares. Juntos, estos
fotorreceptores permiten a las plantas determinar la irradiancia, composicion espectral,
direccion y duracion de la luz (fotoperiodo) (148-150). En otras palabras, tener un

esquema exhaustivo y oportuno de la luz ambiente.

Tras la activacion luminica, la mayoria de estos fotorreceptores controlan multiples
procesos fisioldgicos mediante la regulacion de la expresion génica a nivel transcripcional
(151,152). En particular, los fitocromos, sensores de luz roja (R) y roja lejana (FR), son

fundamentales en el control de procesos tales como la germinacion, desetiolacion, escape
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al sombreado, entrenamiento del reloj circadiano y floracion (153). El genoma de
Arabidopsis thaliana codifica cinco fitocromos (phyA-E), con phyA y phyB siendo mas
importantes y ampliamente caracterizados que phyC, phyD y phyE (153).

La luz roja induce un cambio estructural en las proteinas fitocromos, favoreciendo la
transicion desde la conformacion Pr inactiva a la conformacion Pfr activa. Pr es
citoplasmatica, mientras que Pfr reside principalmente en el nlcleo celular. Durante el
crecimiento etiolado, los fitocromos permanecen en su conformacién Pr, mientras
multiples factores de transcripcion en el ndcleo inducen el programa de crecimiento
etiolado. Cuando las plantas crecidas en oscuridad perciben luz roja, los fitocromos se
convierten a su conformacion Pfr, se translocan al nucleo e interactlan fisicamente
inhibiendo la accion de los factores promotores del crecimiento etiolado PIF, COP1y SPA,
iniciando asi la respuesta luminosa (154). El mecanismo molecular detras del sindrome del
escape al sombreado, comparte cierto grado de similitud con el mecanismo de
desetiolacion. La sombra, es decir, una relacién baja de luz roja/roja lejana, promueve la
fotoconversion de Pfr a Pr. En consecuencia, la actividad de la COP1, SPA y la familia PIF
es desinhibida y se produce la respuesta tipica de escape al sombreado, que incluye el
alargamiento de los tallos y peciolos y un aumento de la dominancia apical (154). Ademas,
los fitocromos, especialmente phyB, ayuda a integrar las sefiales luminicas externas en el
reloj circadiano. Se ha demostrado que phyB interactia directamente con varios
componentes del reloj de manera dependiente de la luz (66,155), y las mutantes nulas
phyA, phyBYy phyA phyB muestran periodos circadianos mas largos que WT (156,157).
Con respecto a la floracion, phyA es necesario para detectar extensiones en el
fotoperiodo, mientras que phyB y phyE regulan la floracion fotoperiddica a 22°C y 16°C
respectivamente, actuando aguas arriba de FLOWERING LOCUS T (FT) (158,159).

Ademas de la regulacion transcripcional, existe creciente evidencia de que la luz controla
otros aspectos de la red regulatoria de la expresion génica, como la estabilidad del ARNm,
la traduccion y el splicing alternativo (SA) (152,160). Una investigacion reciente ha revelado
un rol para el fotorreceptor de luz azul, cry2, en la modulacion del SA. Cry2 regula la
actividad de union de la proteina de union al ARN, CRYPTOCHROME INTERACTING
SPLICING FACTOR 1 (CIST), influyendo asi en el splicing del pre-ARNm de FLM vy, en
consecuencia, en la transicion floral (161). Los fitocromos, por su parte, también se ven
involucrados en la regulacion del SA. Por ejemplo, una breve exposicion a la luz roja en

plantulas etioladas regula los patrones de SA de cientos de genes, incluyendo los mismos
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factores de splicing. Estos efectos estdn mediados, al menos en dicho estadio de

desarrollo, por los fitocromos mas abundantes, phyA y phyB (162).

Se ha reportado que phyB también interactla directa e indirectamente con multiples
factores de splicing. SPLICING FACTOR FOR PHYTOCHROME SIGNALING (SFPS) se une a
phyB, y ambas proteinas co-localizan en el nucleo (163). SFPS también interactia con
otros dos FS: REDUCED RED-LIGHT RESPONSES IN CRY1CRY2 BACKGROUND1 (RRC1) y
SUPPRESSOR-OF-WHITE-APRICOT/SURP RNA-BINDING DOMAIN-CONTAINING
PROTEINT (SWAPT) (164,165). SFPS, RRC1y SWAP1 son necesarios para el correcto splicing
regulado por luz de multiples pre-ARNm de genes implicados en la fotomorfogénesis
(163-166). Si bien RCC1y phyB podrian co-localizar, la evidencia reciente sugiere que sus
actividades podrian estar, en parte, desacopladas espacialmente. PhyB detecta la luz roja
en el tejido epidérmico e inicia una cascada de sefiales que finalmente involucra a RCCT
en el tejido endodérmico, regulando los patrones de splicing de varios genes, incluyendo
los genes reloj PRR7, TOCT, IM/D30y ELF3 (167). Los mutantes con pérdida de funcion
stps, rccly swapl exhiben fenotipos similares a los observados en el mutante phyB
durante la desetiolacion bajo luz roja. Por el contrario, las proteinas relacionadas con el
splicing, PRE-mRNA-PROCESSING PROTEIN 40 (PRP40) y SWELLMAP 2 (SMP2) también
han sido implicadas en la via de sefializacion de la luz roja, pero tienen un papel supresor
en la fotomorfogénesis (168,169). Especificamente, SMP2 interactla fisicamente con phyB
y regula el splicing del gen del oscilador central RVE8 (169). Como era de esperar, la doble
mutante phyA phyB muestra fuertes alteraciones en el splicing durante la

fotomorfogénesis (162).

Ademas de la regulacion de los patrones de splicing mediada por fotorreceptores, se ha
descripto otro mecanismo mediante el cual la luz controla el SA en las plantas. Una sefial
retrograda del cloroplasto vinculada al estado redox de las plastoquinonas modula los
patrones de splicing de los transcriptos de FS como RS37 U2AF65y SR30(170). Esta sefial
retrograda mejora la velocidad de elongacion de ARN Pol II, favoreciendo la seleccion de
sitios fuertes de splicing, mientras que la oscuridad ralentiza la elongacién de la RNA Pol
I, promoviendo el uso de sitios de sp/icing débiles (171). En las raices, el SA esta regulado
por los azUcares generados durante la fotosintesis de manera dependiente de la via de
TARGET OF RAPAMYCIN (TOR) (172).

46



Capitulo |

En un estudio realizado en nuestro laboratorio, demostramos que el tratamiento con un
pulso de luz blanca en la mitad de la noche, en plantas crecidas en ciclos de 12 h luz:12 h
oscuridad, altera los patrones de sp/icing de cientos de genes (52). Sin embargo, aun se
desconoce en qué medida cada una de las vias antes mencionadas contribuye a la
regulacion del SA en plantas crecidas en luz. Ademas, aunque el papel de los fitocromos
en la red regulatoria del SA se ha estudiado en plantulas etioladas, su rol en el control del

SA en plantas crecidas en luz aun no se ha analizado en detalle.

La mutante quintuple de fitocromos (pAyABCDE, en adelante phyQ) ha sido ampliamente
caracterizada a nivel fisioldgico y molecular (79,120,121,173). Las plantas mutantes phyQ
son completamente insensibles a la luz roja para la induccion de respuestas
fotomorfogénicas en plantulas etioladas, comportandose como plantas crecidas en
oscuridad bajo esta condicion (120,173). Ademas, son practicamente ciegas frente a un
pulso de luz roja de 2 h que desencadena la reprogramacion transcripcional en plantulas
etioladas de genotipo WT (173). Por el contrario, las mutantes phyQ desetiolan casi
normalmente tras la exposicion a luz azul, que activa otras familias de fotorreceptores
(120,173). En esta oportunidad, buscamos cuantificar la contribucion de los fitocromos a
la regulacion del SA en plantas de Arabidopsis crecidas en luz. Para investigar esto,
comparamos los patrones de splicing entre plantas WT y mutantes phyQ en respuesta a
un tratamiento puntual con luz roja en plantulas que fueron previamente desetioladas en

condiciones de luz blanca.
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RESULTADOS
Impacto del tratamiento con luz R sobre el SA en las mutantes phyQ

Para identificar eventos de SA especificos regulados por la luz roja y/o fitocromos,
llevamos a cabo un experimento de tratamiento nocturno exponiendo plantulas WT y
mutantes phyQ a un pulso de luz roja de 2 h a la mitad de la noche (de ZT= 18 h a 20 h)
(Fig. 7a). Posteriormente, realizamos una secuenciacion de ARN de alto rendimiento sobre
las muestras recolectadas. Un analisis de componentes principales reveld una alta
similitud entre réplicas bioldgicas (Figura suplementaria S1). Notablemente, la primera
coordenada principal (PC1) represento el 54% de la varianza, distinguiendo las muestras
tratadas con luz roja de las muestras control, mientras que PC2 explicod el 24% de la
varianza, distinguiendo las muestras WT de phyQ. Esta observacion sugiere que, en este
disefio experimental particular, el impacto del tratamiento luminico en el transcriptoma
fue mas significativo que el de mutaciones en todos los miembros de la familia de

fitocromos.

El analisis de SA utilizando ASpli identificd 633 eventos regulados por luz roja en plantas
WT, correspondientes a 483 genes (Fig. 7b, c). Entre los 633 eventos diferenciales
(differentially spliced events, DSEs), 193 también fueron diferenciales en la mutante p/yQ.
Ademas, se observaron 262 DSEs exclusivamente en las mutantes pAyQ (Fig. 7b). Las listas
de DSEs detalladas se encuentran en el material suplementario de (174). Tanto las plantas
WT como phyQ exhibieron proporciones comparables de los diferentes tipos de eventos
de SA que fueron regulados por luz roja, siendo IR el tipo de evento mas frecuente (Fig.
7d).

Los DSEs que respondieron a luz roja tanto en WT como en phyQ, se clasificaron como
“eventos regulados por luz independientes de fitocromos”. Curiosamente, se ha
reportado que algunos de estos eventos, por ejemplo, aquellos asociados a los factores
de splicing UF2A64, SR30 y KH29 son regulados por luz en diferentes condiciones de
crecimiento (Fig. 8a-c). También se observaron alteraciones en los patrones de splicing
frente al tratamiento con luz R en un componente activador del reloj circadiano, el factor
de transcripcion RVES (Fig. 8d). Este evento de splicing del pre-ARNm regulado por luz,
fue previamente identificado bajo distintas condiciones experimentales y anotado como
evento SA (52).
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Fig. 7 Contribucion de los fitocromos al patron de splicing en Arabidopsis. a) Disefio experimental. Las plantas fueron

crecidas bajo un fotoperiodo de 12 h luz:12 h oscuridad durante 10 dias. Luego, una parte permanecié en la oscuridad
y otra fue tratada con un pulso de luz R de 2 h en la mitad de la noche. Las flechas indican el momento de la
recoleccién. b) Eventos con splicing diferencial (DSEs), y ¢) genes con splicing diferencial (DSGs) tras el tratamiento
con luz R en plantulas WT y mutantes phyQ d) Cantidad de cada tipo de evento de SA en los DSEs entre WT
oscuridad vs. WT roja, y phyQ oscuridad vs. phyQ roja. Alt, sitio de splicing (5' y/o 3') alternativo; ES, exclusion de
exén; IR, retenciéon de intron; ASCE, SA que afecta a un exén consenso; CSP, patrén de splicing complejo. Adaptado
de Careno et al., 2023 (174).

El PSI para UFZA64 y SR30 disminuyo tras el tratamiento con luz R, mostrando una
reduccion en el uso de ss 3' alternativos, mientras que en KHZ29 el tercer exon alternativo
mostrd una mayor inclusion en el transcripto (Fig. 8e-g). Para el gen circadiano RVES, los
valores de PSI aumentaron en respuesta al pulso de luz R, con un mayor uso del ss 3’
alternativo en el intrén 7 (Fig. 8h). En todos los casos, las isoformas alternativas
introdujeron un codon de terminacion prematuro que podria dar lugar a una proteina
truncada o non-sense. Todos estos eventos de SA fueron validados por RT-PCR (Fig. 8i-

p). Estos resultados indican que una gran proporciéon de los cambios inducidos por la luz
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roja en el splicing ocurren independientemente de los fitocromos, respondiendo

probablemente a sefiales derivadas del proceso de fotosintesis.
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Fig. 8 Eventos representativos de SA regulados por luz pero independientes de fitocromos. Graficos de cobertura y

modelos genéticos correspondientes de a) UZAF64 (AT4G36690), b) SR30 (AT1G09140), c) KH29 (AT5G56140) y d)

RVE8 (AT3G09600). Los graficos de cobertura se generaron uniendo datos de tres réplicas bioldgicas distintas. (e-h)

Valores promedio de porcentaje de inclusion (Mean Percentage Spliced-in, PSl) para cada gen en todas las

condiciones experimentales. (i, k, m, o) Modelos genéticos de las diferentes isoformas anotadas para cada gen. Las

cajas representan exones, las lineas representan intrones y las flechas representan las posiciones de los primers

utilizados para la validacién. (j, |, n, p) Validacién de eventos con splicing diferencial (DSEs) mediante electroforesis

en gel de agarosa de productos de RT-PCR. Adaptado de Careno et al., 2023 (174).
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Los fitocromos son necesarios para el splicing de un subconjunto de genes

Entre los 440 DSEs exclusivos de WT, un subconjunto mostré cierto grado de dependencia
de los fitocromos (Fig. 9a-d). Estos genes mostraron una respuesta mas debil al pulso de
luz R, como indican los valores de APSI/PIR mas pequefios entre phyQ con o sin el
tratamiento (Fig. 9e-h). La validacion de estos DSEs se llevé a cabo mediante RT-PCR (Fig.
9i-p). TTM1 es una metaloenzima asociada con la senescencia (175). Un evento de IR
regulado por fitocromos conduce a un cambio en el marco de lectura que provoca un
codon de terminacion prematuro (Fig. 9i, j). De manera similar, SMD1a, un componente
del complejo Smith (Sm) responsable de varios pasos en el metabolismo del ARN (176),
sufre SA regulado por luz a través de fitocromos, lo cual conduce a un PTC (Fig. 9k, ). Por
otro lado, ANK1, una proteina del reticulo endoplasmatico que contiene repeticiones de
anquirina (177), da como resultado dos isoformas que posiblemente codifican proteinas
funcionales (Fig. 9m, n), una variante de 534 aa y otra de mayor tamafio, con 13
aminoacidos adicionales debido a un evento de IR. Un analisis de dominios utilizando la
herramienta ScanProsite reveld que la isoforma mas larga posee 5 dominios con regiones
repetidas de anquirina, mientras que la isoforma mas corta posee 6. Finalmente, genes
especificos del oscilador central como PRR7, ELF3 y LNKT mostraron eventos SA
diferencialmente expresados exclusivamente en WT, reforzando la evidencia de la
conexion entre el reloj y las vias de sefializacion por fitocromos. En particular, el co-
activador del reloj circadiano LNKT1, cuya expresion es inducida por luz (29), sufre un
evento de exclusion de exdn regulado por fitocromos que presumiblemente resulta en
una proteina mas pequefia (Fig. 90, p). En conjunto, estos resultados destacan la
importancia de los fitocromos para el adecuado SA de un subgrupo especifico de genes

en plantas crecidas bajo ciclos de luz/oscuridad.
Los fitocromos regulan la expresion de factores de splicing

Al explorar los cambios en la expresion genica tras el tratamiento con luz roja, se
identificaron 1634 genes que se expresaron diferencialmente en plantas WT, mientras que
solo se detectaron 700 DEGs en mutantes phyQ (Fig. 10a). Para ver las listas detalladas de
genes consultar tablas suplementarias S4 y S5 en (174). La mayoria de los genes que
sufrieron SA no cambiaron su expresion (Fig. 10b). Como ha sido reportado en estudios
anteriores, hay una superposicion pequefia entre DEGs y DSGs entre WT y mutantes de

las vias de sefalizacion de luz roja y azul (161,167).
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Fig. 9 Eventos representativos de SA regulados por luz y fitocromos. Gréficos de cobertura y modelos genéticos
correspondientes de a) 77TM7 (AT1G73980), b) SMD7a (AT3G07590) c) ANKT (AT5G02620) y d) LNK7 (AT5G64170).
Los gréficos de cobertura se generaron uniendo datos de tres réplicas bioldgicas distintas. (e-h) Valores promedio
de porcentaje de inclusién (Mean Percentage Spliced-in, PSI) o porcentaje de retencion de intrones (Mean Percentage
Intron Retention, PIR) para cada gen en todas las condiciones experimentales. (i, k, m, o) Modelos genéticos de las
diferentes isoformas anotadas para cada gen. Las cajas representan exones, las lineas representan intrones y las
flechas representan las posiciones de los primers utilizados para la validacion. (j, I, n, p) Validaciéon de eventos con
splicing diferencial (DSEs) mediante electroforesis en gel de agarosa de productos de RT-PCR. Adaptado de Careno
et al,, 2023 (174).

Los niveles de transcriptos de los factores de transcripcion ARABIDOPSIS THALIANA
HOMEOBOX PROTEIN2 (AtHB-2) y PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3-LIKE 1
(PIL1T) son bajos en la oscuridad y/o condiciones de luz blanca en plantas crecidas con luz

y aumentan frente a la exposicion de FR en plantas WT, mientras que, en los mutantes de
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fitocromos, los niveles de expresion son siempre altos (178). Esto fue corroborado con
nuestros datos, confirmando que el transcriptoma de plantas mutantes phyQ se
comportd como lo esperado (Fig. 10c, Figura suplementaria S2a). Ademas, la expresion
del gen del reloj PRR7 se reguld positivamente tras el tratamiento con luz R en plantas
WT, mientras que se mantuvo sin cambios en las plantulas mutantes pyhQ (Fig. 10d). Esta
respuesta es consistente con la funcion previamente informada de PRR7 como un

componente de sefializacidon que actula rio abajo de los fitocromos (179).
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Fig. 10 Efecto de los fitocromos en la expresion genica. a) Superposicion entre genes diferencialmente expresados
(DEGs) tras un pulso de luz roja en WT y phyQ. b) Superposicién entre DEGs y DSGs en WT. (c — f) Valores de
recuento de lecturas normalizadas de ¢) H#B-2 (AT4G16780), d) PRR7 (AT5G02810), e) RFC3 (AT3G17170), f) RSZ22A
(AT2G24590). El andlisis estadistico se realizé utilizando ASpli. Para HB-2y PRR7, se muestra la significancia estadistica
del efecto del genotipo. Para RFC3y RSZ22a, se muestra la significancia estadistica del contraste entre WT Ry phyQ
R. Se muestran la media y la desviacién estandar de tres réplicas bioldgicas independientes. *: FDR < 0,05, ***: FDR

< 0,001. Adaptado de Careno et al.,, 2023 (174).

Algunos genes relacionados con el sp/icing mostraron una respuesta alterada a la luz R
en phyQ (Figura 10e, f). El miembro de la familia SR, RSZ22a, mostrd una pequefia
reduccion en su expresion en respuesta a la luz R en plantulas mutantes pAyQ (WT R vs.
phyQR1og2(FC) = 0,35). La funcidon de RSZ22 y sus homdlogos cercanos en Arabidopsis
se desconoce (180). La proteina RFC3 mostrd una tendencia similar (WT R vs. phyQ R

log2(FC) = 0,52) (Figura 10e). RFC3 es un miembro de la familia de proteinas ribosomales
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bacterianas S6 (bRPS6), que interactla con factores de splicing en plastidos (181). Ademas,
RS41y UZAF35amostraron una expresion alterada en respuesta a la luz R en plantas phyQ
(RS41: WT C vs. WT R, log2(FC)=0,18; phyQ C vs. phyQR, log2(FC)=0,52; U2AF35a: WT C
vs. WT R, log2 (FC)=1,34; phyQ C vs. phyQR, log2(FC)=0,81) (Figura suplementaria S2b,
c). Todos estos cambios en la expresion de los factores de sp/icing podrian contribuir en
cierta medida a las alteraciones en el patron de splicing gatilladas por el tratamiento con

luz roja.
Analisis de ontologia génica de DEGs y DSGs regulados por luz

Con el fin de obtener una mejor compresion sobre los genes que sufren alteraciones en
sus patrones de splicing y/o niveles de expresion, realizamos un analisis de ontologia
génica (Gene Ontology term enrichment analysis, GO). Este analisis tuvo como objetivo
identificar términos especificamente asociados con pulsos de luz que sean dependientes
o independientes de los fitocromos. Realizamos analisis de terminos GO para todos los
DEGs y DSGs bajo condiciones WT. Ademas, realizamos analisis separados para DEGs y
DSGs exclusivamente presentes en WT pero no en la mutante phyQ (Fig. 11). La lista
detallada de genes puede consultarse en las tablas suplementarias S6-S9, publicadas en
(174).

Como era de esperar, la categoria "Respuesta a luz R" (GO:0010114) se destaco.
Fuertemente vinculada a esta respuesta, observamos un enriquecimiento en términos
asociados con los ritmos circadianos (GO:0007623). Dado que los niveles de clorofila
sufren fluctuaciones ciclicas a lo largo del dia (182), la perturbacion del reloj circadiano
inducida por la exposicion a luz durante la noche podria contribuir al enriquecimiento del

término “Proceso catabdlico de la clorofila” (GO:0015996).

De acuerdo con hallazgos anteriores, detectamos un enriquecimiento significativo en
términos relacionados con procesos de sp/icing (GO:0008380, GO:0006397, GO:0000395,
GO:0000398 y GO:0000380). Este enriquecimiento subraya la intrincada regulacion del

SA, demostrando su rol en controlar el proceso de splicing en si mismo.

Curiosamente, existe evidencia que demuestra que los experimentos con tratamientos
nocturnos aceleran la floracion. Este fendmeno podria ser responsable del

enriquecimiento de términos como “Morfogénesis de estambres” (GO:0048448),
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"Megagametogénesis” (GO:0009561), “Desarrollo de gametofitos” (GO:0048229),
"Morfogénesis de 6rganos florales” (GO:0048444) y "Aceptacion de polen” (GO:0060321).
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. P wal do
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Fig. 11 Anélisis de ontologia genética (GO). Términos GO seleccionados enriquecidos entre genes que sufren splicing
diferencial (DSGs) y genes diferencialmente expresados (DEG) identificados en plantas WT, y, DSGs y DEGs
identificados en WT pero no en plantulas mutantes phyQ. El gradiente de color representa los p values, y las
diferencias en el tamafio de las burbujas se correlaciona con el factor de enriquecimiento. Adaptado de Careno et
al,, 2023 (174).

Ademas, la regulacion de los procesos metabdlicos del acido abscisico (ABA)
(GO:0009687) y los brasinoesteroides (GO: 0016131) estan intrincadamente modulados
por phyB y las vias de sefializacion de luz R (183,184), impartiendo asi un contexto mas
amplio a nuestros hallazgos. En conjunto, este analisis sugiere que los procesos

fisiologicos regulados por los fitocromos no son solo consecuencia de cambios en los

niveles de expresion del ARNm sino también de cambios en el panorama del SA.
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CONCLUSIONES

Se evalud la contribucion relativa de los fotorreceptores fotosensibles y fotosintéticos al
control del SA en plantulas crecidas bajo condiciones de luz. Encontramos que 633
eventos de splicing se alteran por un tratamiento puntual con un pulso breve de luz roja
a la mitad de la noche en plantas WT, correspondientes a 483 genes. De estos eventos,
193 también se alteran en la mutante phyQ, lo cual indicaria que son independientes de
los fitocromos y fueron clasificados como eventos regulados por luz R. Por otro lado, de
los DSEs solo presentes en WT, un subconjunto de genes mostro cierto grado de
dependencia de los fitocromos, con una respuesta débil al pulso de luz R en la mutante
phyQ. Estos resultados sugieren que los fitocromos son necesarios para el adecuado SA
de solo una fraccion de los eventos de splicing regulados por luz R, indicando que la
mayoria de los eventos regulados por luz podrian ser controlados por fotorreceptores

fotosintéticos.

En el analisis de expresion génica, se identificaron 700 genes que se expresaron
diferencialmente en mutantes phyQ tras el tratamiento con luz R. Entre estos genes, se
detectaron algunos relacionados con el sp/icing como el miembro de la familia SR,
RSZ22a, RFC3, RS41y UZAF35a. Esto indicaria que los fitocromos modulan la actividad o
disponibilidad de factores de splicing, que a su vez afectan el SA de genes rio abajo,
contribuyendo de esta manera a las alteraciones en el patrén de SA provocadas por el

tratamiento con luz roja.

Por ultimo, los términos GO mas enriquecidos en los genes cuya expresion y SA son
regulados por luz roja fueron los relacionados con procesos biolégicos como la respuesta
a la luz, los ritmos circadianos, el metabolismo del RNA, el desarrollo de la planta, y la
transicion floral. Estos resultados reflejan las funciones fisioldgicas de los fitocromos como

fotorreceptores que modulan la expresion génicay el SA en respuesta a sefiales luminicas.
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SA de genes del reloj circadiano asociado a cambios ambientales
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INTRODUCCION

Mantener una informacion temporal precisa es esencial para la supervivencia y éptimo
crecimiento de las plantas. También es importante para anticiparse correctamente a las
sefiales diarias y estacionales, como la duracién de la luz y la variacion de temperatura.
Esto implica que el reloj circadiano se adapte a las temperaturas cambiantes del entorno
sin sufrir alteraciones en su tiempo biolégico. Para ello, posee un sistema de
amortiguacion molecular denominado “compensaciéon de la temperatura”, que permite
mantener ritmos robustos a través de un rango fisiologico de temperaturas, logrando asf
que las vias de salida del reloj sean, en gran medida, insensibles a estas fluctuaciones
(111,185). Otra propiedad del sistema circadiano es su capacidad para sincronizar los
ritmos con ciclos de temperatura calida/fria que varien 4°C o menos (186,187),
demostrando que la informacion sobre la temperatura ambiente actia como un fuerte

estimulo para el entrenamiento del reloj.

Las plantas de Arabidopsis exhiben un crecimiento y rendimiento 6ptimos a 22°C,
mientras que las temperaturas inferiores a 16°C y superiores a 28°C son estresantes,
causando una severa reduccion en el crecimiento, distorsion de la morfologia vegetal y
produccion de semillas reducida (188). Aunque el rango de temperatura de 16-28°C no
resulta estresante para esta especie, puede inducir distintos ajustes termomorfogénicos
(Fig. 15). Por ejemplo, en respuesta a temperaturas calidas, las plantas muestran
alargamiento del hipocétilo, extension del peciolo de la hoja, hiponastia foliar
incrementada y formacién de hojas pequefias y delgadas. Se postula que estos rasgos
ayudan a las plantas a mantener los tejidos meristématicos apicales de los brotes alejados
de la superficie del suelo caliente y facilitar el enfriamiento por evaporacion de las hojas
(189).

Se conocen distintos conjuntos de genes y mecanismos de sefializacion que median las
respuestas de las plantas al estrés por calor/frio y estimulos termomorfogénicos, varios
de los cuales son regulados por el reloj circadiano. Tal es el caso de la expresion circadiana
de fotorreceptores (64,190) y de algunos factores de transcripcion involucrados en las vias
de sefializacion asociadas a altas y bajas temperaturas (86,90,91,191,192). Este fendmeno,
conocido como gating circadiano, mejora la supervivencia al estrés ambiental
sincronizando las respuestas de crecimiento adaptativo con los ciclos dia-noche de

temperatura y condiciones de luz fluctuantes.
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Fig. 15 FEfectos de diferentes rangos de temperatura en el crecimiento y adaptacion de las plantas. Mientras que
Arabidopsis logra un crecimiento 6ptimo a 22°C, las temperaturas inferiores a 16°C o superiores a 28°C inducen
respuestas de estrés, tales como reduccién del crecimiento del tallo y las hojas, disminucién en la biosintesis de
clorofila y menor produccion de semillas. Dentro de un rango fisiolégico de temperaturas ambiente altas (23-28°C),
aunque el crecimiento general de la planta es normal y no muestra sintomas evidentes de estrés, Arabidopsis exhibe
respuestas termomorfogénicas distintivas, tales como elongacién del hipocotilo, extensién del peciolo de las hojas,
aumento de la hiponastia foliar y hojas mas pequefias y delgadas. Cabe destacar que los ritmos circadianos se
mantienen dentro de este rango de temperatura gracias al mecanismo de compensaciéon térmica. Posiblemente, la
hiponastia foliar mediada por la temperatura esté relacionada con el movimiento de hojas controlado por el reloj
circadiano. Adaptado de Gil & Park, 2019 (188).

Existe una vasta evidencia que respalda que un grupo de componentes centrales del reloj,
incluidos CCA1, LHY, GI, PRR7, PRR9 y el complejo EC, intervienen en el proceso de
compensacion de la temperatura (83,111,193). Cabe destacar que CCAT y su ortélogo
funcional LHY tienen roles diferenciales, funcionando el primero principalmente en un
rango de bajas temperaturas, mientras que la funcién de LHY es méas prominente en un
rango de altas temperaturas ambientales. Notablemente, el gen S/ICKLE (S/C), que regula
la biogenesis de algunos microARN, degradacion de intrones spliceados y respuesta a
estres (194), se requiere para producir las variantes de splicing de CCAT y LHY en
condiciones de baja temperatura ambiente (115). GI, en particular, es fundamental para el
buffering mediado por CCA1/LHY de la ritmicidad circadiana robusta. Ademas, las
mutantes prr7y prr9exhiben un fenotipo de sobrecompensacién de temperatura, con un

periodo alargado a 30°C y cercano al de WT a 12°C (193).

59



Capitulo Il

Los componentes activadores del oscilador central también poseen roles en las
respuestas termomorfogénicas y el entrenamiento del reloj por ciclos de temperatura.
Cuando los ciclos diarios estan definidos por variaciones de temperatura sutiles, la doble
mutante /nk72 muestra defectos en la sincronizacion térmica, que solo son mitigados
cuando se aumenta la diferencia entre las temperaturas maxima y minima (195). Esto
sugiere un rol para LNK1 y LNK2 en la integracion adecuada de las sefiales térmicas
ambientales, que se refuerza en la observacion de su interaccion con componentes de las
vias de sefializacion de la temperatura, como COR27 y COR28 (195,196). Por otro lado,
hallazgos recientes revelaron que dos miembros de la familia de genes RV, con funciones
menores en el reloj, estan involucrados en la elongacion del hipocotilo mediada por ELF4
durante la termomorfogénesis. En respuesta a temperaturas calidas, se induce la
expresion del gen RVE7, el cual codifica una proteina que se une al EE en la region
promotora de £LF4, reprimiendo su expresion. En consecuencia, los genes diana del EC,
incluyendo al regulador positivo del crecimiento, P/F4, se ven liberados (197). Por el
contrario, RVE5, regula positivamente la expresion de £LF4 compitiendo por un elemento
cis con el represor fuerte CCA1 bajo las mismas condiciones. Esto promueve la represion
por parte del EC de sus genes target y, por ende, la inhibicion de las respuestas de
crecimiento mediadas por PIF4 bajo condiciones calidas (198). A pesar de estos hallazgos,
todavia no hay una comprension integrada de los mecanismos moleculares que
proporcionan la compensacion de la temperatura y el entrenamiento por temperatura al

reloj circadiano.

Diversos estudios muestran que el SA de los transcriptos del reloj circadiano constituye
un mecanismo regulador importante para los ritmos circadianos en Arabidopsis (102,199).
Mutantes de esta especie en cuatro genes diferentes asociados a la maquinaria de splicing
exhiben un periodo circadiano alterado y SA de transcriptos de genes centrales del reloj.
Las mutantes skip, stip/Ty prmt5tienen un periodo alargado (97,98,101,114), mientras que
geminZtiene un periodo circadiano mas corto (110). Las mutantes skipy gemin2también
tienen alterado el mecanismo circadiano de compensacion de la temperatura (110,114).
Ademas, las cuatro mutantes exhiben un SA alterado de transcriptos del oscilador central,
lo cual afecta la abundancia de las variantes de splicing de esos genes (97,101,110,114).
Todo esto indica que el reloj circadiano de Arabidopsis requiere una actividad eficiente
del aparato de splicing y el SA de transcriptos del reloj para mantener un periodo y

compensacion de la temperatura adecuados.
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La temperatura ambiente a su vez influye en el SA de los transcriptos del reloj circadiano
de Arabidopsis (105,109). La abundancia de variantes de sp/icing de muchos genes del
reloj, incluidos CCA7 LHY, PRRs, TOCT, ELF3y RVEs cambia en respuesta a sefiales de
temperatura externas (107,108). Particularmente, se han reportado eventos de SA
asociados a temperatura para el componente activador el reloj, RVE8, cuyos patrones de
splicing han sido analizados dentro de un rango fisiolégico de temperaturas. Utilizando
RT-PCR, se detectaron diez eventos de SA al experimentar una caida en la temperatura,
de 20°C a 4°C (108). La mayoria de estos transcriptos con SA contienen un PTC en su
secuencia, sin embargo, si los mismos son degradados por NMD o si producen un péeptido
truncado queda por aclarar. Previamente se ha reportado que RVE4 y RVE8 contribuyen
a la induccion de la expresion génica por frio (91) y a las respuestas a las altas
temperaturas, a través de las vias independientes de HSF (90), lo que demuestra que las
proteinas RVE son fundamentales en la integracion de las sefiales de temperatura a la
funcién circadiana. Adicionalmente, las proteinas LNK, que actian como co-activadores
de las proteinas RVE para regular los ritmos a temperaturas normales, también cumplen

este rol en las respuestas al estrés por frio y calor (30,95).

En base a estos hallazgos y con el fin de lograr una mejor comprension sobre como la
acumulacion de variantes de splicing de los componentes del reloj circadiano afecta
mecanisticamente la funcion del mismo y sus respuestas a los cambios ambientales, se
caracterizaron eventos de SA asociados a cambios en la luz y temperatura especificos de
componentes centrales de las familias de genes RVE 'y LNK en Arabidopsis. Esto nos
permitié indagar en la relevancia funcional de las isoformas de splicing generadas y su

posible papel en la regulacion de estas vias.
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RESULTADOS
Identificacion de eventos de splicing alternativo asociados a temperatura

Diversos estudios han revelado un extenso SA en genes de reloj circadiano y cambios
dindmicos en los transcriptos alternativos producto de este proceso (105). Varios de estos
cambios son dependientes de sefiales externas, como la luz y la temperatura, y
contribuyen notablemente a la regulacion de la expresion de los genes del reloj frente a
transiciones o estreses ambientales, produciendo transcriptos que pueden tener distintos
destinos (200). Dado que los factores de transcripcion circadianos RVE4 y RVES8, en
conjunto con la familia de los genes LNK; estan involucrados en la regulacion de las vias
de estrés por calor y frio (90,91,93-95), decidimos enfocarnos en los genes RVESyY LINKT,

en busca de eventos de SA que podrian generar variantes de ARNm de interés.

A partir de la secuenciacion de RNA de plantas crecidas bajo un fotoperiodo de 12 h de
luz/ 12 h de oscuridad a 22°C, y luego expuestas a 12°C, 17°C y 27°C (manteniendo un
grupo control a 22°C), pudimos observar los patrones de expresion de cada gen en
distintos momentos del dia y bajo los distintos tratamientos. Se obtuvieron 12 muestras,
correspondiendo el primer punto (ZT1) a una hora luego de iniciado el tratamiento
térmico y encendido de las luces. A partir de alli se tomaron muestras cada 4 horas
durante dos dias (Fig. 16a). Se identificaron varios eventos de SA regulados por la
temperatura para el gen RVES como la retencion de los intrones 1, 4, 7 y 8, y un evento
de ss 3" alternativo del intrén 7 (Figura Suplementaria S4), los cuales fueron previamente
anotados. La informacién sobre las variantes se encuentra disponible en la base de datos
Araport11 (7The Arabidopsis Information Portal, version 11). Nos centramos particularmente
en el ss 3'alt del intrén 7, el cual adiciona 22 nucledtidos al extremo 5’ del exon lindante
e introduce un PTC que altera el marco de lectura y la longitud de transcripto (Fig. 16b).
Como resultado, se traduce una proteina truncada de menor tamafio en comparacion

con su version candnica, cuya funcion se desconoce.

Al observar la informacion de las junturas para esta region especifica, detectamos una
mayor diferencia entre las condiciones experimentales (“Porcentaje de Inclusion”
[PSI]>10%) en el punto 6, es decir, a 21 horas de iniciado el tratamiento térmico (ZT21). A
12°C se vi6 un aumento del uso del 3'alt ss (PSI=55%), en comparaciéon con el control a

22°C, dando lugar a una mayor cantidad de transcriptos de la isoforma alternativa.
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Fig. 16 Resultados de RNA-seq que muestran cambios en el SA de RVES frente a distintas temperaturas. a) Esquema
del disefio experimental. Luego de 10 dias de crecimiento bajo ciclos de 12 h luz/12 h de oscuridad a 22°C, un grupo
de plantas fue expuesto a 27°C, a 17°C, a 12°C y un grupo control permanecié a 22°C. La cosecha se realizd en 12

puntos, siendo la primera colecta a una hora del inicio de la induccion (ZT1) y las restantes cada 4 horas. b) Sashimi
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plots donde se destacan el nimero de lecturas y la informacion de las junturas para el evento ss 3'alt del intréon 7 a
27°C (rojo), 22°C (amarillo), 17°C (verde) y 12°C (azul). Los modelos de las isoformas asociadas al evento se encuentran
representados. c) Grafico que representa la media del "porcentaje de inclusién” o PSI en las distintas condiciones
experimentales, y d) validacién del evento 3'alt ss del intron 7 mediante electroforesis en gel de agarosa de productos
de RT-PCR. La regién alternativa se resalta en rojo. Se muestran los modelos génicos de las isoformas para este
evento. Las cajas representan exones, las lineas representan intrones y las flechas representan las posiciones de los
cebadores utilizados para la validacion.

A 27°C, en cambio, observamos una disminucion del PSI (19%) en comparacién con el
control a 22°C, determinando un menor uso del 3'alt ss y mayor cantidad de la isoforma
canonica en proporcion. A 17°C no se presentaron diferencias con respecto al control (Fig.

160).

Al analizar el gen LNK7, un interactor de RVE8 con funcion clave en el reloj, detectamos
que, si bien no muestra intrones retenidos, se saltea un exén en la region 5’ del gen (ES
E2). A las 5 horas de iniciado el tratamiento térmico (ZT5), el E2 muestra una mayor
inclusion en el transcripto a 27°C (PSI=62%), mientras que a temperaturas mas bajas (17°C
y 12°C) hay una mayor exclusion en relacion al control a 22°C (PSI=29%; PSI=21%,
respectivamente) (Fig. 17). Este exon abarca parte de la region 5" no codificante (UTR,
untranslated region) y el inicio de la region codificante del gen. Aunque la exclusion del
mismo introduce un coddn de inicio alternativo, las consecuencias que esto implica en la

nueva variante proteica se desconocen.

Como fue previamente reportado para genes del reloj de Arabidopsis bajo el efecto de
transiciones de temperatura o aclimatacion (107,111), nuestras observaciones indican que
la temperatura actia modulando el SA de RVESy LNKT, con una tendencia opuesta en

los efectos entre las altas temperaturas y las bajas.

Con este panorama en mente, decidimos profundizar en la caracterizaciéon de estos
eventos para intentar esclarecer como la modulacion de los niveles de transcriptos en
cuestion encaja con el actual modelo de reloj, y eventualmente, establecer un rol para los

mismos en la regulacion circadiana y/o la respuesta a la temperatura.
Validacion de eventos SA asociados a cambios ambientales

Con el fin de corroborar los cambios en los patrones de las isoformas de splicing
alternativo observados en los resultados de RNA-seq frente al tratamiento a bajas
temperaturas, se realizo RT-PCR semi cuantitativa para los eventos sefialados de SA de

los genes del reloj RVESY LNKT. Plantulas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia
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fueron crecidas bajo ciclos de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a 22°C por 10 dias.
En el dia 11, la mitad de las plantulas fueron expuestas a 12°C por 24 horas. La cosecha de
las muestras se realizd en el momento del dia en que se reporta el pico de expresion de
los genes analizados (135). Tanto para RVES como para LNK7 este corresponde a la
media mafiana (ZT3-ZT6). Se procedio a la extraccion del ARN total de las muestras y

posterior retro-transcripcién para obtener el ADN complementario (ADNc).
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Fig. 17 Resultados de RNA-seq que muestran cambios en el SA de LNKT a nivel de exdn frente a distintas
temperaturas. a) Sashimi plots donde se destacan el nimero de lecturas o readsy la informacion de las junturas para
el evento ES del exén 2 a 27°C (rojo), 22°C (amarillo), 17°C (verde) y 12°C (azul). Los modelos de las isoformas
asociadas al evento se encuentran representados. b) Grafico con los valores de la media del “porcentaje de inclusion”
o PSI en las distintas condiciones experimentales. c) Modelos génicos de las isoformas anotadas para LNK7. Las cajas
representan exones, las lineas representan intrones y las flechas representan las posiciones de los cebadores utilizados
para la validacién. Se muestra la validacion del evento ES en el exdn 2 mediante electroforesis en gel de agarosa de

productos de RT-PCR. La regién alternativa se resalta en rojo.
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Utilizando primers especificos que flanquean los eventos de SA de ambos genes, se
amplificaron las isoformas correspondientes y se observaron los cambios frente a los
distintos tratamientos. Para el evento 3'alt del 17 de RVES se observd un aumento del
transcripto alternativo en el tratamiento a bajas temperaturas, mientras que los
transcriptos de la isoforma candnica se ven proporcionalmente reducidos en
comparacion con su abundancia relativa a 22°C (Fig. 16d). De forma similar, para el evento
ES de LNKT la variante alternativa sin el E2 mantiene su expresion frente a la exposicion
a bajas temperaturas, mientras que la isoforma fu/l spliced se ve reducida (Fig. 17¢). Por
lo tanto, a 12°C aumentaria la frecuencia del evento SA en ambos casos. En conjunto,
estos resultados son consistentes con lo observado en las lecturas de la secuenciacion del

transcriptoma.
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Fig. 18 £fectos de la luz en el evento 3alt ss de RVES. a) Sashimi plots donde se destacan el nimero de lecturas y
la informacién de las junturas para el evento 3'alt ss del intrén 7, frente a un pulso de luz blanca o en oscuridad. Se
indica el modelo génico de la isoforma alternativa. Las cajas representan exones, las lineas representan intrones y las
flechas representan las posiciones de los cebadores utilizados para la validacion. b) Gréafico que representa la media
del “porcentaje de inclusidon” o PSI en las distintas condiciones experimentales. c) Validacion del evento ES en el exén
2 por RT-PCR. La region alternativa se resalta en rojo.

Previamente identificamos que RVESy LNKTforman parte de un subconjunto de genes
cuyo splicing se encuentra regulado por luz R, de forma independiente de los fitocromos
(174). Para comprobar estos cambios en los patrones de splicing del intrén 7 de RVES en
respuesta al estimulo luminico, realizamos un analisis de amplicon sequencing. Crecimos

plantas de Arabidopsis de ecotipo Columbia en un fotoperiodo de 12 h de luz/12 h de

oscuridad por 10 dias. Luego, la mitad de las plantulas fueron expuestas a un pulso de 2
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horas de luz blanca en la mitad de la noche (ZT18) y el resto permanecieron en la
oscuridad. Ambos grupos fueron cosechados en el ZT20. Se obtuvo el RNA de 3 réplicas
biologicas independientes por condicion y se realizd RT-PCR con primers que flanquean
el evento 3‘alt ss para amplificar, y posteriormente secuenciar, esa region especifica.
Mapeamos las lecturas resultantes en el genoma de Arabidopsis thaliana (TAIR 10) y
evaluamos los cambios en el SA para ese evento. En concordancia con estudios anteriores
(52,171), confirmamos que la luz blanca, al igual que el tratamiento con luz Ry los cambios
en la temperatura, induce cambios rapidos en el SA de factores de transcripcion
circadianos como RVE8 en plantas adultas crecidas bajo ciclos de luz/oscuridad. La
exposicion a la luz durante la noche, simulando un alargamiento del fotoperiodo, afecta
el uso del 3'alt ss del I7 generando una mayor abundancia de la isoforma alternativa en

estas condiciones (PSI=31%) (Fig. 18).
Analisis de las isoformas de SA de RVES8

Con el fin de investigar la implicacion funcional de las isoformas producidas por splicing
alternativo del gen RVES dentro del reloj circadiano de Arabidopsis, generamos plantas
transgénicas expresando la region codificante de la version canonica (FL, full lengh?) y la
version alternativa (AS, alternatively spliced) de RVE8 fusionada con la proteina verde
fluorescente (GFP, green fluorescent protein), bajo el control del promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV) y de su propio promotor (Fig. 19a, b). Las distintas
isoformas de RVE8-GFP se transformaron en el fondo mutante rve4-7 rve6-7 rve§-1
CCR2:LUC (rve468). De esta manera, eliminamos otros componentes de la familia con
funciones parcialmente redundantes para un mejor analisis funcional de las versiones de
nuestras proteinas de interés. Una vez que obtuvimos lineas homocigotas independientes
(T3) de insercién Unica, se procedié a verificar los niveles de transcripto de las variantes
génicas y la abundancia de las proteinas (Fig.19c-f). Para ello, las lineas generadas se
cultivaron bajo ciclos de 16 h luz/ 8 h oscuridad (LD) por 10 dias y luego se cosecharon
en el momento del pico de expresion de RVES (ZT5). Mediante el analisis de RT-gPCR,
observamos que las lineas sobreexpresantes B3, B6 y B12 de la isoforma RVE8-FL, y A12,
A15 y A17, de la isoforma RVE8-AS, mostraron una expresion del transgen alta e
intermedia respecto a WT, y se seleccionaron para una caracterizacion adicional (Fig.19¢;
Figura suplementaria S5). En cuanto a las lineas de expresién enddgena, se detectaron

niveles de transcriptos similares a WT para las lineas B'5 de la isoforma RVE8-FL, y A'5 de

67



Capitulo I

la isoforma RVE8-AS (Fig.19d). El analisis de inmunotransferencia o Western Blot (WB)
indicd una acumulacién de proteinas congruente con los niveles de transcriptos

observados (Fig. 19¢, f).
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Fig. 19 Medlicion de los niveles de expresion de transcriptos y acumulacion de isoformas proteicas de RVES en las
lineas transgénicas generadas. Diagrama esquematico de las construcciones de la version full length de RVE8 (RVES-
FL) y una versién truncada o alternatively spliced (RVE-AS) fusionadas con GFP, a) bajo el control de un promotor
constitutivo 35S (CaMV) o b) del promotor enddgeno. Se indica la nomenclatura de las lineas empleadas para su
posterior identificacion. ¢) Expresion relativa medida por RT-gqPCR (n=3 réplicas técnicas) de RVE8-FS (B6, B12) y
RVE8-AS (A12, A15, A17) en lineas sobreexpresantes, y d) RVE8-FS (B'5) y RVE8-AS (A'5) en lineas bajo control del
promotor enddgeno. Para el andlisis, plantas WT y lineas transgénicas fueron crecidas bajo condiciones de dia largo
(16:8) por 10 dias a 22°C y cosechadas 5 horas después del amanecer (ZT5). Se realizé ANOVA de un factor seguido

de la prueba de comparacién multiple de Bonferroni entre las lineas transgénicas y WT (*: significativamente diferente,

p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***: significativamente diferente, p < 0,001; ns: no significativo).
e-g) Western blot donde se observa la acumulacién de la proteina RVE8-FL (B3, B6, B12) (e) y RVE8-AS (A12, A15,
A17) (f) en lineas transgénicas sobreexpresantes o RVE8-FL (B'5) y RVE8-AS (A'5) en lineas transgénicas enddgenas
(g), crecidas bajo condiciones de dia largo (16:8) por 10 dias a 22°C y cosechadas 5 horas después del amanecer
(ZT5). Las isoformas se detectaron con anticuerpo o GFP. La tinciéon de Ponceau S se muestra como control de carga.
La mutante rnve468 se uso como control negativo. h-j) Cuantificacién de la acumulaciéon de proteinas RVE8-FL (h) y

RVE8-AS (i) en lineas transgénicas sobreexpresantes y en lineas transgénicas enddégenas (j). Se midi6é la densidad
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integrada de las bandas utilizando el software FlJl y se normalizd respecto a la carga total de proteina (Ponceau S).
Los valores son expresados en unidades arbitrarias (a.u.).

Para evaluar la expresion y la localizacion subcelular de RVE8-FL/AS:GFP en las lineas
sobreexpresantes seleccionadas, observamos la fluorescencia de GFP en distintos
organos. Las plantulas se mantuvieron en condiciones de LD (16:8) por 4 dias a 22°C
previo a su visualizacion. Tanto en las lineas sobreexpresando RVE8-FL:GFP (B3, B6), como
RVE8-AS:GFP (A12, A17) se detecta sefial preferentemente en el nucleo, con una

distribucion algo difusa en el citoplasma (Figuras suplementarias S6 y S7).

Adicionalmente, se generaron constructos con las distintas versiones de SA de LNK,
fusionadas al epitope de hemaglutinina YPYDVPDYA (tag HA), bajo el control de su propio
promotor. Las distintas isoformas de LNK1-HA fueron introducidas en la cuadruple
mutante /nkQ en Arabidopsis para la obtencién de lineas transgénicas. Se corrobord la
presencia de las proteinas en las lineas homocigotas seleccionadas (Figura suplementaria
S8). Sin embargo, por cuestiones de tiempo y volumen de trabajo, nos centramos en la
caracterizacion funcional de las lineas correspondientes a un solo gen (RVES) vy las

variantes de ADNc de LNKT se utilizaran sélo para evaluar interaccion proteica.
Caracterizacion fisiologica de lineas sobreexpresantes de RVE8-FL y RVE8-AS

Con el objetivo de mejorar la comprension sobre el rol del splicing alternativo como
mecanismo de sincronizacion e integracion de sefiales ambientales al reloj circadiano, se
realizd una caracterizacion fisiologica de las lineas transgénicas sobreexpresantes de las
isoformas SA del gen del reloj RVES. Se optd por trabajar con las lineas seleccionadas de
expresion constitutiva para facilitar la identificacion de posibles roles funcionales, y
observar como esto afecta los fenotipos relacionados. Estas lineas fueron generadas
sobre un background mutante rve468, con lo cual, aunque se rescata RVES8, aun faltan
otros dos componentes de la familia con funciones redundantes, RVE4 y RVES6, lo que
podria dificultar observar un efecto claro del rescate al expresarse RVESbajo su promotor
enddgeno. Por Ultimo, la sobreexpresion permite mantener niveles de expresion de la
isoforma de interés mas estables, eliminando la variabilidad asociada a la actividad del
promotor nativo durante el dia. Este enfoque facilitaria la exploracion del posible rol de
la isoforma alternativa en la regulacion de los niveles de RVE8y/o integracion de sefiales
luminicas y/o térmicas al reloj, evaluando el grado de rescate del fenotipo mutante en

distintos procesos controlados por el reloj bajo condiciones ambientales variables.
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Anteriormente se describieron varios fenotipos regulados por el reloj y por luz para la
triple mutante rve468 (32, 201). Para examinar si el periodo circadiano alargado de la triple
mutante rve se restaura con la introduccion de las isoformas de RVE8 en condiciones
normales de crecimiento, monitoreamos los ritmos circadianos del movimiento de las
hojas en plantas WT, mutantes rve468, y lineas con la version canonica (B3; B6; B12) y con
la version alternativa (A12; A15; A17) de RVE8. Ambas lineas, RVES-FL y RVE8-AS,
restauraron de manera parcial pero no completa el periodo circadiano a niveles WT (Fig.
20a). Sin embargo, el periodo levemente alargado es consistente con la ausencia de RVE4
y RVE6, que poseen funciones redundantes en el control del ritmo del reloj. No se
observaron diferencias entre el periodo exhibido por las lineas RVE8-FL y las lineas RVES-
AS. B3 y A17 presentaron periodos muy similares a WT (24.5 y 24.6 h vs. 24.4 h,
respectivamente), mientras que B6 y A15 mostraron un mayor retraso con periodos de
253 y 259 h (Fig. 20a, b), aunque estadisticamente no significativo. Estos resultados
sugieren que ambas isoformas proteicas se comportan de manera similar a las proteinas

nativas y son funcionales dentro del sistema circadiano.

En ensayos previos donde caracterizamos la triple mutante rve468junto con mutantes de
la familia LNK; se evidencié un rol menor de los genes RVE sobre el control del tiempo
floracion bajo la condicion de dia largo (16:8) y ninguno bajo SD (8:16) o LL (Figura
suplementaria S9). Decidimos entonces explorar como se ve afectado el control de la
transicion del crecimiento vegetativo a la fase reproductiva en las lineas transgénicas
RVE8-FL/AS bajo ciclos de 12 h de luz/12 h de oscuridad, junto con mutantes rve468y
WT. De esta forma, pudimos evaluar en qué medida el retraso en la floracién descripto
en la triple mutante rve bajo condiciones de LD se presenta en este fotoperiodo, vy, si
alguna de nuestras versiones transgénicas rescata ese rasgo fenotipico. Todas las lineas
mostraron un numero de hojas similar al de WT al momento de la floracion y diferencias
significativas respecto a la mutante rve468 (Fig. 20c). No se observaron diferencias entre
las lineas con la version candnica y alternativa de RVES8. Colectivamente, estos resultados
sugieren que en condiciones de 12 h luz/12 h oscuridad, ambas isoformas de RVES8

restauran parcialmente el fenotipo de retraso en la floracion observado.

Otro rasgo controlado por luz que se ve afectado en la triple mutante rnve468 corresponde
a los patrones de crecimiento de los hipocotilos en estadio de plantula (32) (Figura
suplementaria S10). Para determinar si las lineas complementadas con las isoformas RV8-

FL/AS restauran el fenotipo WT en algun grado o si existe alguna diferencia entre ellas en
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la regulacion de este proceso, evaluamos la longitud de los hipocotilos en condiciones de
luz blanca continua (LL). De manera global, las lineas transgénicas con ambas versiones
de la proteina mostraron hipocotilos mas cortos que la triple mutante rve468 (Fig. 20d).
Sin embargo, aquellas que expresan la isoforma alternativa exhibieron un menor grado
de reversion del fenotipo de hipocotilos. Se detectaron longitudes de hipocotilos iguales
o incluso menores que WT en las lineas sobreexpresantes de RVE8-FL, particularmente
B12, lo cual se reflejo en diferencias significativas con respecto a las lineas RVE8-AS en
todos los casos (Fig. 20d; Tabla suplementaria S2a). Estos resultados indicarian un un rol
mas activo de la isoforma canodnica en la inhibicion de la elongacion de los hipocotilos e

incluso un efecto de la sobreexpresion de RVES-FL.
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Fig. 20 Caracterizacion fisiologica de lineas transgénicas sobreexpresantes de las isoformas RVES-FL y AS. a, b) Ritmos
circadianos del movimiento de hojas en luz blanca continua (LL), luego de un entrenamiento en condiciones de dia
largo (LD). Se midi6 el angulo entre el primer par de hojas verdaderas (b) en plantulas sobreexpresantes de RVE8-FL
(B3, B6, B12) y RVE8-AS (A12, A15, A17), WT y mutantes rve468 de 10 dias por un periodo de tiempo definido (n=5).
a) El periodo asociado a los ritmos circadianos fue estimado por FFT-NLLS con el software BioDare2. b) Tiempo de
floracion, medido como el nimero de hojas en la roseta al momento de la floracién en condiciones de 12 h de
luz/12 h de oscuridad (12:12) (n=10). Las lineas horizontales dentro de los diagramas de caja representan las
medianas; las barras y los valores atipicos se calcularon con el método de Tukey. d) Longitud de hipocotilos de
plantulas crecidas en luz blanca constante (LL) a una intensidad de 1 umol/m?/seg (n=6 réplicas de 10 plantulas cada
una). Los resultados se expresan relativizados al largo de cada genotipo en oscuridad (control). Se realiz6 ANOVA de

un factor seguido de la prueba de comparacién mdltiple de Tukey. Se muestran las diferencias entre las lineas
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transgénicas y los controles rve468y WT (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p
< 0,01; ***: significativamente diferente, p < 0,001; ns: no significativo). Las comparaciones por pares entre lineas
RVE8-FL/AS se encuentran disponibles en la Tabla suplementaria S2a. Las barras de error indican el SEM. Los datos

son ilustrativos de al menos dos experimentos independientes.

A partir del comportamiento diferencial observado entre las lineas sobreexpresando las
isoformas de RVES8 en el crecimiento de hipocotilos bajo condiciones de luz constante,
decidimos examinar el efecto de distintos tratamientos luminicos sobre este proceso. Para
ello, medimos los hipocotilos de plantulas de las lineas RVE8-FL/AS, WT y rve468 crecidos
bajo fotoperiodos especificos. En condiciones de dia largo (16:8), similar a lo observado
en LL, todas las lineas transgénicas revirtieron el fenotipo mutante. No obstante, aquellas
con la isoforma candnica mostraron un acortamiento de los hipocotilos aun mayor con
respecto a WT, destacandose las lineas B6 y B12 (Fig. 21a, Tabla suplementaria S2b). Por
otro lado, en las mediciones realizadas en dia corto (8:16), no se detectaron diferencias
significativas entre las lineas con la isoforma alternativa y la triple mutante rve a excepcion
de A17, que mostré una diferencia menor (Fig. 21b). En conjunto, estos resultados
confirman la predominancia de la isoforma candnica sobre el control del crecimiento del
tallo embrionario mediado por luz, revelando un fenotipo de sobreexpresion en todas las
condiciones analizadas. La isoforma alternativa, en cambio, muestra un efecto menor

sobre estas vias, y de una forma que depende del fotoperiodo.
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Fig. 21 /nhibicion de la elongacion de hijpocotilos en lineas transgénicas sobreexpresantes de las isoformas RVES-FL
y AS bajo diferentes fotoperiodos. Longitud de hipocotilos relativizada al control en oscuridad de plantulas
sobreexpresantes de RVE8-FL (B3, B6, B12) y RVE8-AS (A12, A15, A17), plantas WT y mutantes rve468 crecidas en
fotoperiodos de (a) dia largo (LD, 16h de luz/8h de oscuridad o (b) dia corto (SD, 8h de luz/16h de oscuridad) a una
intensidad de 1 pmol/m?/seg (n=6 réplicas de 10 plantulas cada una). Se realiz6 ANOVA de un factor seguido de la
prueba de comparacion multiple de Tukey. Se muestran las diferencias entre las lineas transgénicas y los controles
rve468y WT (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***: significativamente

diferente, p < 0,001; ns: no significativo). Las comparaciones por pares entre lineas RVE8-FL/AS se encuentran
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disponibles en las Tablas suplementarias S2. Las barras de error indican el SEM. Los datos son ilustrativos de al menos

dos experimentos independientes.

A continuacion, analizamos la influencia de distintas temperaturas ambientales sobre la
elongacion de los hipocotilos en nuestras lineas transgénicas, bajo un régimen de luz
especifico (LD), en el cual previamente validamos la funcionalidad de ambas isoformas.
Crecimos plantulas de las lineas transgénicas RVE8-FL/AS, WT y rve468a 16°C y 28°C, en
codiciones de dia largo y a las intensidades de luz blanca indicadas (Fig. 22). Las
temperaturas empleadas se encuentran dentro del rango fisiolégico que Arabidopsis
puede experimentar a lo largo del dia, y aunque no son estresantes, desencadenan
respuestas termomorfogénicas y la compensacion de la temperatura mediada por

componentes del reloj.

A 16°C, la tendencia observada en la triple mutante rve468a 22°C se invierte, mostrando
longitudes de hipocotilos menores que WT (Fig. 22a, b). Esta diferencia, sin embargo, solo
es estadisticamente significativa a bajas intensidades de luz (1 ymol/m?/seg). En estas
condiciones, las lineas con la variante canodnica, B6 y B12, muestran una reduccion
significativa en el crecimiento respecto a los controles. El resto de las lineas exhibe
longitudes similares a rve468 (Fig. 22a). Frente a un incremento en la intensidad de luz
(10 umol/m?/seg), se detectd una mayor inhibicion de la elongacion de los hipocotilos en
todas las lineas transgénicas, particularmente aquellas sobreexpresando RVE8-FL (Fig.
22b). Seguin estos resultados, no se evidencia un rescate del fenotipo WT por parte de las
lineas complementadas con RVE8-FL/AS a 16°C. Sin embargo, el acortamiento de los
hipocotilos, con una tendencia opuesta a WT e incluso a la mutante rve, sugiere un efecto
de la sobreexpresion de las isoformas, que se acentla en el caso de RVE8-FL y depende

de la intensidad luminica.

A 28°C e intensidades bajas de luz, la longitud de los hipocotilos de todos los genotipos
testeados fue mayor que en condiciones normales de temperatura, con diferencias
fenotipicas menos claras (Figura suplementaria S11). Las lineas RVE8-FL/AS no mostraron
longitudes significativamente diferentes a los controles. No obstante, aquellas
sobreexpresando la isoforma candnica, exhibieron valores mas cercanos a WT, siendo B12
la Unica linea con hipocotilos notablemente mas cortos que los de RVE8-AS y la triple
mutante rve (Fig. 22c, Tabla suplementaria S3a). Las lineas RVE8-AS, por otro lado,
mostraron una tendencia analoga a ne468, con hipocotilos de igual o incluso mayor

longitud. Como se esperaria, a mayor intensidad de luz (10 ymol/m?2/seg), aumenta la
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inhibicion de la elongacion de los hipocotilos y se pueden observar diferencias
significativas tanto entre lineas RVE8-FL/AS, como entre estas y rve468 (Tabla
suplementaria S3b). Las lineas B6 y B12, ademas, exhiben un fenotipo de sobreexpresion
con hipocotilos mas cortos que WT (Fig. 22d). Similar a lo observado a 22°C, se evidencia
un efecto diferencial de las isoformas proteicas sobre los patrones de crecimiento de los
hipocotilos a temperaturas ambiente altas, que es mas claro a intensidades luminicas

moderadas.
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Fig. 22 /nhibicion de la elongacion de hijpocotilos de lineas transgénicas sobreexpresantes de las isoformas RVES-FL
y AS a distintas temperaturas. a-d) Longitud de hipocotilos relativizada al control en oscuridad de plantulas
sobreexpresantes de RVE8-FL (B3, B6, B12) y RVE8-AS (A12, A15, A17), plantas WT y mutantes rve468 crecidas en
fotoperiodo de dia largo (LD, 16h de luz/8h de oscuridad) a 16°C (a, b) y 28°C (c, d) bajo las intensidades de luz
indicadas (n=6 réplicas de 10 plantulas cada una). Se realiz&6 ANOVA de un factor seguido de la prueba de
comparacion multiple de Tukey. Se muestran las diferencias entre las lineas transgénicas y los controles rve468y WT
(*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***: significativamente diferente, p
< 0,007; ns: no significativo). Las comparaciones por pares entre lineas RVE8-FL/AS se encuentran disponibles en las
Tablas suplementarias S3. Las barras de error indican el SEM. Los datos son ilustrativos de al menos dos experimentos

independientes.
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En conclusion, a 22°Cy 28°C los patrones de crecimiento de los hipocotilos entre las lineas
son similares, con un rescate parcial del fenotipo WT por parte de la isoforma RVE8-AS y
una regulacion mas fina de la isoforma candnica RVE8-FL que afecta negativamente el
crecimiento dando como resultado hipocotilos mas cortos que WT. A 16°C, en cambio, se
alteran los patrones de los controles de referencia, con lo cual no se observa un rescate
del fenotipo WT en las lineas RVE8-FL/AS, pero si una reduccion significativa de la
elongacion de los hipocotilos en ambos casos, que da cuenta de un efecto dominante
negativo derivado probablemente de la sobreexpresion en combinacién con las bajas

temperaturas (Figura suplementaria S11).

Adicionalmente, se evalué la funcion del reloj a 16°C por medio de un analisis de
movimiento de hojas. Plantas WT, mutantes rve468, y lineas con la version candnica (B3;
B6; B12) y con la version alternativa (A12; A15; A17) de RVES8 fueron expuestas a 16°C y
fotografiadas en intervalos regulares de tiempo durante una semana. Las plantulas
exhibieron un movimiento de hojas reducido debido a la exposicién al frio, con lo cual,
las oscilaciones fueron menos marcadas y la amplitud de las mismas menor que en

condiciones normales (Figura suplementaria $12b).

Todos los genotipos observados mostraron un periodo circadiano alargado en
comparacion con las mediciones realizadas a 22°C. WT exhibio un retraso de 2 h, con un
periodo de 26.5 h a 16°C (vs. 24.4 en condiciones normales), y la mutante rve468, presento
un periodo 3 h mas largo (30.2 h en condiciones de bajas temperaturas vs. 27.4 h en
condiciones normales). Las lineas B12 y A17 restauraron el fenotipo WT casi en su totalidad
(273 y 274 h vs. 26.5, respectivamente), mientras que, las lineas restantes (RVE8-
FL/RVE8-AS) mostraron poca diferencia o ninguna en el periodo respecto a la triple
mutante rve (Figura suplementaria S12a). Considerando la variabilidad entre las lineas
hermanas de ambos grupos, no se logré determinar una diferencia evidente entre RVE8-
FL y RVE8-AS. Se podria sugerir que ambas isoformas restauran al menos en parte el
periodo WT frente a temperaturas ambiente bajas, aunque en menor grado que lo

observado en condiciones estandar de crecimiento (Figura suplementaria S12¢).
Patrones de acumulacion de las isoformas RVE8 frente a bajas temperaturas

Diversos estudios han dado cuenta del complejo vinculo entre el reloj circadiano y los
mecanismos de regulacion de la expresion génica inducida por frio. Particularmente, RVE4
y RVE8 funcionan como activadores transcripcionales de la expresion de genes maestros
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involucrados en la adaptacion al estrés por frio (91). Ademas de regular la expresion de
otros genes target en este proceso, se ha demostrado que la propia expresion de RVES
se ve afectada frente a cambios en la temperatura a través del splicing alternativo (108).
Para determinar si la abundancia de las isoformas generadas por SA en respuesta a los
cambios térmicos exhiben patrones de oscilacion ritmicos, examinamos la acumulacion
de la version candnica de RVES8 y su version alternativa, cuya expresion se ve aumentada

frente a bajas temperaturas, en condiciones normales de crecimiento y bajo estrés por

frio.
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Fig. 23 Patrones de abundancia de las proteinas RVES-FL y RVES-AS en condiciones normales y a bajas temperaturas.
a) Esquema del disefio experimental. Luego de 10 dias de crecimiento bajo ciclos de 12 h luz/12 h de oscuridad a
22°C, un grupo de plantas fue expuesto a 8°C y un grupo control permanecié a 22°C. La cosecha se realiz6 en 6
puntos, siendo la primera colecta al inicio de la induccién (ZT0). Luego se cosecharon muestras cada 3 horas hasta
el anochecer subjetivo, y una muestra final una hora después del amanecer subjetivo (ZT25). b-e) Patrones de
acumulacién de proteinas de 24 horas en condiciones normales y en frio, analizados por Western blot. Se utilizaron
lineas transgénicas que expresan RVE8-FL (b, d) y RVE8-AS (c, e), controlados por su propio promotor. Se recolecté
tejido cada 3 horas de plantas de 10 dias crecidas en condiciones de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a 22 °C

y luego transferidas, o no, a 8°C hasta 25 horas desde ZT0. Se usé el anticuerpo o GFP para detectar RVE8-FL/AS y
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2-Cys peroxirredoxina (Prx) como control de carga. Las barras blancas y negras indican dia subjetivo y noche subjetiva,

respectivamente. Se utilizd rve468 como el control negativo.

Para ello, utilizamos plantas transgénicas expresando las distintas versiones de RVES (FL
y AS) fusionadas a GFP y controladas por su propio promotor, en background rve468 (Fig.
19b, d, f). Estas fueron crecidas por 10 dias en condiciones de 12 h de luz/12 h de oscuridad
a 22°C, y luego la mitad de las plantulas fue transferida a 8°C por 25 h. Las muestras
fueron cosechadas a partir del ZT0, cada 3 horas hasta el anochecer subjetivo y un punto
adicional a las 25 horas de tratamiento (Fig. 23a). Los analisis de inmunotransferencia
indicaron que tanto RVE8-FL como RVE8-AS se acumularon més en el ZT3 y ZT6 durante
el dia a 22°C (Fig. 23b, c). No obstante, se observa un leve retraso en el punto maximo
de acumulaciéon entre la isoforma canonica y la isoforma alternativa, con la primera
mostrando el pico de abundancia en el ZT3 y la segunda unas horas después, en el ZT6.
A partir de este punto y hacia el final del dia la abundancia de las proteinas decae, lo cual
es consistente con reportes previos (28,94). Bajo condiciones de estrés por frio, los niveles
de las dos versiones de la proteina aumentaron a partir del inicio del tratamiento y se
mantuvieron constantes durante el dia (Fig. 23c, d). El punto tomado a las 25 horas
corresponde a una hora después del inicio del dia subjetivo, por lo cual RVE8-FL/AS se
ven aumentados y no se observan diferencias en ninguna condicion. En conjunto, estos
resultados indican que la isoforma alternativa de RVE8 muestra un patrén circadiano de
abundancia normal con un leve retraso en el pico de expresion a 22°C, mientras que a 8
°C tanto RVE8-FL como RVES8-AS se acumulan y mantienen una abundancia constante,
perdiendo la ritmicidad. Este patrén de RVE8 bajo condiciones de estrés por frio y su
acumulacién en el nucleo, fueron reportadas con anterioridad (91). Sin embargo, nuestros
hallazgos aportan evidencia adicional sobre la isoforma alternativa de RVES, sugiriendo

un posible rol en la regulacion post-traduccional en respuesta al estrés por frio.
Efectos de la temperatura sobre la expresion relativa de RVE8y genes rio abajo

Luego nos propusimos analizar los perfiles de expresion de RVESy de genes cuyos niveles
son regulados por el mismo, en condiciones normales y frente a bajas temperaturas. Estos
corresponden a los genes circadianos PRR5, TOCT, ELF4'y, un componente activador de
la expresion génica inducible por frio, DREBIA/CBF3. De esta manera, evaluamos
comparativamente la dinamica transcripcional de las distintas isoformas de RVESy sus

genes diana a 22°C, y, cdmo la exposicion a bajas temperaturas afecta estos patrones de
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expresion, proporcionando informacion clave sobre su papel en la adaptacion al estrés

térmico.
a)
12
RVES 22°C, LL
104 -@- 8BS
A'S
g o
a 8°C, LL
o 6 -~ B'S
< & AS
T 4+
2_.
e 0
05 T T T T T T
0 1 3 4
Tiempo (h
b) po (h)
10
& RVES
Q.
& g
(1]
© 1r
2 6]
I
o
e 4
0
w
g 21
Q.
>
)
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo en LL (h)
c)
Q' 124 RVES
o
1+
o
=
R
Q
c
0
wv
o
%
>
w

Tiempo en LL (h)

Fig. 24 Expresion relativa de RVES en lineas transgénicas complementadas y WT bajo condiciones normales de
temperatura y estrés por frio. a) Niveles de expresién medidos por gPCR en pléntulas expresando RVE8-FL y RVE8-
AS bajo el control de su promotor enddgeno a 22°C y 8°C. b) Patron de expresion de RVES a 22°C y (c) bajo estrés
por frio (8°C) en plantulas WT. Se recolect6 tejido cada 3 horas de plantas de 10 dias crecidas en condiciones de 12
horas de luz/12 horas de oscuridad a 22 °C y luego transferidas, o no, a 8°C hasta 25 horas desde ZT0. Los datos son
el promedio de 3 réplicas bioldgicas relativizadas al gen constitutivo /PP2'y normalizados a WT 22°C en cada punto
temporal (a, ¢) o a un punto de referencia intermedio (b). Se realiz6 ANOVA de dos factores seguido de pruebas de
Bonferroni comparando ambas lineas en cada condiciéon por separado (*: significativamente diferente, p < 0,05; **:
significativamente diferente, p < 0,01; ***: significativamente diferente, p < 0,001). Las barras de error representan el
SEM. h: horas.

A partir del ARN extraido de las muestras descriptas en el apartado anterior (Fig. 23a),

obtuvimos ADNc de plantas WT, mutantes rve468 y plantas transgénicas expresando
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RVE8-FL (B'5) y RVE8-AS (A'5) bajo el control de su promotor enddgeno. Se midieron por
gPCR los niveles de ARNm en los tres puntos iniciales del experimento, a 22°Cy 8°C, en
condiciones de libre curso (ZT0-6). Tambiéen se midio la expresion del gen constitutivo o
housekeeping IPP2 (AT3G02780) para la normalizacion. La expresion de los genes en las
lineas transgénicas se relativizd en ambas condiciones a WT 22°C en el mismo punto
temporal. Esto nos permitid comparar el efecto del tratamiento o del genotipo respecto
a WT en cada tiempo o ZT de forma mas precisa y aislando el ritmo de expresion basal

de cada gen.

En primer lugar, analizamos los patrones de expresion de RVES en condiciones normales
de crecimiento. En plantas WT, similar a lo reportado previamente (28,37), se observan
mayores niveles de ARNm en las primeras horas de la mafiana subjetiva, con una
tendencia decreciente hacia el atardecer (Fig. 24b). A primera hora de la mafiana (ZT0),
las lineas RVE8-FL/AS muestran niveles reducidos en comparacion con el control WT (Fig.
243). La linea B'5 que expresa la version canonica de RVES8, exhibe un incremento
paulatino a partir de este punto, que continua hacia el ZT6. En cambio, la linea con la
isoforma alternativa A’5, mantiene sus niveles bajos hasta el ZT3 y a partir de este punto
aumenta moderadamente, mostrando un retraso en el pico consistente con lo observado
en los anélisis de inmunotransferencia (Fig. 23c). No se detectd expresion en la mutante
rve468 (Figura suplementaria 14a). En el tratamiento a 8°C, ambas lineas transgénicas
mostraron un aumento de la expresion a las 3 horas de la exposicion al estimulo,
alcanzando un nivel maximo a las 6 horas (Fig. 24a). Curiosamente, la linea B'5, presenta
una respuesta mas abrupta al tratamiento térmico, con un salto en la expresion de RVES-
FL en ZT3. Por el contrario, A’5, muestra un patron de aumento mas uniforme a lo largo
del tiempo, similar a lo observado en WT (Fig. 24c). La respuesta anticipada de RVE8-FL
respecto a RVE8-AS podria guardar relacion con la acumulacion circadiana diferencial
entre las isoformas, o bien, podria sugerir una mayor sensibilidad de RVE8-FL al
tratamiento térmico. En conjunto, nuestros datos muestran que los niveles de expresion
de RVES bajo condiciones de estrés por frio son mas elevados en todos los puntos
medidos con respecto a aquellos obtenidos a 22°C tanto para WT como para las lineas

transgeénicas.

El siguiente paso fue cuantificar la expresion relativa de cuatro genes seleccionados que
son controlados por RVES, en las condiciones previamente mencionadas. A 22°C, PRR5

mostrod niveles mas altos en las lineas B'5 y A'5 respecto a WT, en todos los puntos
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medidos. La tendencia, no obstante, es de aumento hacia la tarde subjetiva en todos los
casos, con los valores mas altos a las 6 h en LL (Fig. 25a, Figura suplementaria 13a). Por el
contrario, la triple mutante rve468 mostrd niveles mas altos en el ZT0, que van
disminuyendo a lo largo del dia (Figura suplementaria S14b). En condiciones de estrés por
frio, las lineas RVE8-FL/AS muestran un incremento drastico de la expresion de PRR5 a las
3 horas de tratamiento y luego disminuyen ligeramente (Fig. 25a). Sin embargo, la
magnitud del aumento varia entre las lineas. B'5 muestra un incremento mas pronunciado
(ZT73=339.25) que A'5 (ZT3=102.86), lo cual sugiere una regulacion de PRR5 mas activa
por parte de RVE8-FL. Esta diferencia también podria deberse, al menos en parte, a la

variabilidad en la expresion basal de RVES entre ambas lineas (Fig. 19d).
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Fig. 25 Expresion relativa de genes requlados por RVES en lineas transgénicas complementadas bajo condiciones
normales de temperatura y estrés por frio. a-d) Niveles de expresién de los genes circadianos PRR5 (a), TOC1 (b),
ELF4 (c) y el FT de respuesta al frio DREB1A (d), medidos por gPCR en plantulas expresando RVE8-FL y RVE8-AS bajo
el control de su promotor endégeno, a 22°C y 8°C. Se recolecté tejido cada 3 horas de plantas de 10 dias crecidas
en condiciones de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a 22 °C y luego transferidas, o no, a 8°C hasta 25 horas
desde ZT0. Se muestran los valores correspondientes a los 3 puntos temporales iniciales del experimento. Los datos
son el promedio de 3 réplicas biolégicas relativizadas al gen constitutivo IPP2 y normalizados a WT 22°C en cada
punto temporal. Se realiz6 ANOVA de dos factores seguido de pruebas de Bonferroni comparando ambas lineas en
cada condicién por separado (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***:

significativamente diferente, p < 0,001). Las barras de error representan el SEM. h: horas.

Al medir los niveles endégenos de PRR5 frente al tratamiento en WT, observamos el

mismo patron de expresion que las lineas transgénicas, pero con niveles mas bajos en
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todos los puntos temporales (Figura suplementaria 13b). Esto indicaria que ambas
isoformas son funcionalmente activas en la regulaciéon de PRR5 en las primeras horas de
exposicion al frio, incluso con una mayor inducciéon que en WT, y un efecto mas

pronunciado en el caso de RVE8-FL.

En condiciones normales de temperatura, la expresion de 70OC7aumenta ligeramente a
partir de ZTO con el transcurso de las horas en las lineas B'5 y A’5, contrario al patron
observado en WT, que mantiene niveles bajos y no manifiesta cambios significativos a lo
largo del tiempo (Fig. 25b, Figura suplementaria 13¢). A'5 muestra mayor induccion a las
6 horas en LL (ZT6=5.14). Por su parte, la mutante rve468 exhibe una expresién reducida,
con un leve incremento a las 3 horas y posterior disminucion (Figura suplementaria S14c).
Bajo estrés por frio, B'5 activa la expresion de 7OC7 moderadamente, alcanzando los
niveles mas altos en ZT6. A'5, por otro lado, muestra niveles similares de expresion a los
detectados a 22°C, con una pequefia induccién en ZT3 (Fig. 25b). Las mediciones en WT,
también revelaron un aumento de la expresion de 7OCT7en condiciones de frio, pero de
magnitud considerablemente menor respecto a B'5 (Figura suplementaria 13d). Estos
datos sugieren que hay un cambio en el perfil de expresion de 7OCT en las lineas
transgénicas a 22°C, y, que a diferencia de RVE8-AS, la variante RVE8-FL promueve una

activacion notable de 7OCT7en respuesta al estrés por frio.

La expresion del miembro del EC, £LF4, se ve aplacada durante las primeras horas del dia
subjetivo en WT, de acuerdo con lo reportado para dicho gen en condiciones normales
de temperatura (202). Hacia el atardecer sus niveles comienzan a elevarse (ZT6=3.05)
(Figura suplementaria 13e). Las lineas B'5 y A’5 muestran un patrén similar al de la mutante
rve468, con una induccion temprana en el ZT3 que alcanza un pico y luego disminuye
levemente. No obstante, mantienen niveles mas elevados en ZT3-6 (Fig. 25¢, Figura
suplementaria 14d). Durante el tratamiento a 8°C, ambas lineas transgénicas muestran
una marcada activacion de £LF4 a las 3 horas. Sin embargo, B'5 alcanza el pico maximo
con una expresion aproximadamente 15 veces mayor que la basal, sequida de A'5
(ZT3=9.88) que también exhibe un aumento significativo. A las 6 horas de tratamiento, la
expresion disminuye en todos los casos, acercandose a sus niveles a 22°C (Fig. 25c). El
mismo patron de expresion se observa en WT, con una magnitud en el aumento
equiparable al de A'5 (Figura suplementaria 13f). Segun estos resultados, la expresion de
ELF4 tiene una fase de induccidon mas temprana a temperatura ambiente en las lineas
transgénicas y una regulacion frente al frio mas marcada por parte de B'5 en comparacion
con A'5 y WT, sugiriendo una mayor sensibilidad, o bien, un efecto derivado de la

expresion basal de RVES.
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Por ultimo, analizamos la expresion del factor de transcripcion inducible por frio
DREBTA/CBF3. A temperatura ambiente, los niveles se mantuvieron bajos y relativamente
estables para las lineas B'5, A'5 y WT (Fig. 25¢, Figura suplementaria 13g). Como se
esperaria, una induccion considerable de DREBIA ocurre frente al tratamiento a 8°C en
todas las lineas, alcanzando un pico a las 3 horas, que luego decae (Fig. 25¢, Figura
suplementaria 13h). La linea B'5 exhibe la mayor magnitud en la respuesta (~120 mayor
que su expresion basal), sequido de WT (~70 veces) y A'5 (~40 veces). Todo esto indicaria
que la proteina RVE8-FL presente en la linea B'5 es més sensible en la respuesta al frio
que RVE8-AS, activando con mas fuerza la expresion de DREBTA en las primeras horas de

exposicion a bajas temperaturas.

De manera mas global, los genes circadianos y de las vias de sefializacion térmica
analizados ajustan su actividad en funcion de la variante proteica de RVES8 presente y de
la temperatura. En frio, la expresion de los genes medidos aumenta significativamente
dentro de las 3 primeras horas y posteriormente se reduce. Ademas, la magnitud de la
induccion varia segun la linea transgénica, siendo B'5 la candidata que mas favorece la
aclimatacion a bajas temperaturas. Posiblemente, la isoforma alternativa RVE8-AS actua

como moduladora de su propia expresion frente al estrés térmico.

Tras la bateria de experimentos realizados a nivel fisiologico y molecular en las lineas
expresando las isoformas RVE8-FL y RVE8-AS, demostramos que ambas variantes
proteicas son funcionales, presentan un comportamiento circadiano y responden a
estimulos ambientales. Esto las convierte en herramientas ideales para estudiar

interacciones proteicas relevantes.
Modelado de las isoformas de splicing alternativo de RVE8 y LNK1

EI SA juega un papel crucial en la regulacion de la expresion génica y la estructura/funcion
de las proteinas, aportando una gran flexibilidad al transcriptoma y proteoma. Los efectos
gue puede tener el SA en los transcriptos y proteinas resultantes son muy diversos (47).
Por un lado, puede regular la abundancia de transcriptos, y, en consecuencia, de
proteinas, mediante la produccion de ARNm alternativos que son enviados a las vias de
NMD. Sin embargo, también puede aumentar la complejidad proteica, ya que las
variantes de transcriptos que se traducen pueden producir isoformas de proteinas
diferentes, a menudo con funciones distintas o incluso antagodnicas. Las alteraciones en
las nuevas versiones proteicas pueden implicar cambios o remocién completa de

dominios funcionales. Particularmente, la seleccion alternativa del sitio 3' de splicing en el
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Fig. 26 Alineamiento estructural y de secuencia entre el modelo de la isoforma alternativa generada con AlphaFold2
(AF-Q8RWU3-F2) y el modelo de la proteina candnica de RVES (AF-Q8RWU3-F1). a) Estructura de la proteina RVE8
(AF-Q8RWU3-F1) visualizada segun valores (0-100) de un score de confianza por residuo (pLDDT). Las regiones con
un pLDDT alto (azul/celeste) corresponden a las regiones de los dominios Myb y LCL de la proteina, mientras que
las regiones con un pLDDT bajo (amarillo/naranja) pertenecen a regiones desordenas, no conservadas. b, c)
Alineamiento estructural en las regiones de dominios de la proteina RVES8. A la izquierda se muestra el alineamiento

del dominio LCL [210-268] (b) entre la isoforma RVE8-FL y la isoforma RVE8-AS. En rojo el extremo C-terminal de la
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isoforma alternativa. En naranja, el extremo C-terminal de la proteina candnica. Se destaca la posicién del dltimo
aminoécido (aa) que conforma la hélice a del dominio LCL para ambos modelos. RMSD total = 0.590. A la derecha,
alineamiento estructural en la region del dominio MYB [40-100] (c) entre la isoforma RVE8-FL y la isoforma RVE8-AS.
RMSD = 0.749. Visualizado por color segin valores de RMSD (azul: valores més bajos; rojo: valores mas altos). d)
Alineamiento de secuencias en la region del dominio LCL entre la isoforma alternativa y la isoforma candnica. e)
Alineamiento de secuencias en la region del dominio Myb entre la isoforma alternativa y la isoforma candnica. En
los recuadros rojos se destacan las regiones alineadas y conservadas. Se utilizd el software Chimera para la

visualizacion y analisis de las estructuras.

intrén 7 de RVES adiciona 22 nucledtidos al transcripto, introduciendo un coddn de
terminacion prematuro (PTC) que resulta en una version truncada de la proteina. Para
evaluar en qué medida la estructura de la proteina alternativa se ve afectada por la
pérdida de nucleétidos en el extremo 3’ del transcripto AS, se cred un modelo predictivo
de la proteina RVE8-AS. En primer lugar, se obtuvieron las secuencias candnica
(Q8RWU3-1) y alternativa (Q8RWU3-2) de la proteina de RVES8 a través del repositorio

central de datos sobre proteinas Uniprot (https://www.uniprot.org/), donde, ademas, una

estructura predictiva de la version canonica de RVE8 se encuentra disponible (AF-
Q8RWU3-F1) (Fig. 26a, Figura suplementaria S15). Utilizamos un sistema de inteligencia
artificial (IA), AlphaFold2, el cual, a partir de la secuencia primaria de una proteina, realiza
una prediccion estructural de alta precision. Se obtuvieron cinco modelos
tridimensionales a partir de la secuencia query de la isoforma tomada de UniProt.
También se obtuvieron distintas métricas de confianza, utiles para analizar la calidad de
los modelos, tales como el pLDDT (predicted local-distance difference test), el PAE (por
Predicted Aligned error) y un grafico de la cobertura del alineamiento. Las regiones mejor
modeladas y con mayor confianza correspondieron a las secuencias conservadas de los
dominios que forman estructuras globulares y poseen mayor homologia con otras
estructuras, mientras que las regiones con menor complejidad presentaron mayor
dificultad para alinearse debido a la baja confianza de la prediccion. Estas ultimas se
corresponden con regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs), las cuales son muy

abundantes en proteinas involucradas en transduccién de sefiales y transcripcion.

Para analizar el grado de similitud entre el modelo de la isoforma generado (AF-
Q8RWU3-F2) y el modelo disponible de la proteina canonica RVE8 (AF-Q8RWU3-F1), se
realizd un alineamiento por dominios utilizando el software de analisis de estructuras

moleculares, UCSF Chimera (143). Ambos dominios alinearon correctamente (Fig. 26b-e).
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Fig. 27 Alineamiento estructural y de secuencia entre el modelo de la isoforma alternativa generada con AlphaFold2

(AF-ABMQNZ2-2) y el modelo de la proteina candnica de LNKT (AF-ASMQNZ-1). a) Estructura de la proteina LNK1

(AF-A8MQN2-1) visualizada segun valores (0-100) de un score de confianza por residuo (pLDDT). Las regiones con

un pLDDT alto (azul/celeste) corresponden a las regiones de dominios conservados de la proteina, mientras que las

regiones con un pLDDT bajo (amarillo/naranja) pertenecen a regiones desordenas. b) Alineamiento estructural en la

regién C-terminal conservada de la proteina LNK1. Se muestra el alineamiento de las estructuras globulares [474-
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564, LNK1-FL; 424-514, LNK1-AS] entre la isoforma RVE8-FL y la isoforma RVE8-AS. RMSD total = 0.744. En rojo, el
extremo N-terminal [1, LNK1-AS; 51, LNK1-FL] de la isoforma alternativa. En naranja, el extremo N-terminal de la
proteina canonica [1-50]. Se destacan las posiciones de aminoéacidos (aa) del modelo de referencia al inicio y final de
las hélices a alineadas. Las imagenes se visualizan por color segun valores de RMSD (azul: valores mas bajos; rojo:
valores mas altos). ¢) Alineamiento de secuencias en la regién C-terminal entre la isoforma alternativa y la isoforma
candnica LNK1. En los recuadros rojos se destacan las regiones alineadas y conservadas. Se utilizé el software Chimera

para la visualizacién y analisis de las estructuras.

El dominio MYB [35-120] con un desvio cuadratico medio (RMSD) total de 0.749
angstroms, y el dominio LCL [210-268] con un RMSD de 0.590 angstroms. Sin embargo,
en el extremo C-terminal se pueden observar diferencias entre las estructuras de las
proteinas (Fig. 26b). La alteracion de la secuencia original de aminoéacidos en la isoforma
alternativa (RKVLLSYDNVTTEL — SDCNDAAEESPLII) [268-282], producida por un cambio
en el marco de lectura debido a la insercion de un PTC en el transcripto de la misma,
genera un cambio en la conformacion de una hélice aen el dominio LCL [264-280]. Esta
se desestabiliza debido a la presencia de aminoacidos polares (prolina, serina y treonina),
perdiendo su estructura helicoidal. Ademas, los residuos de la posicion 283 a 298 se
pierden (Fig. 26b, d; Figura suplementaria S15). Estos hallazgos indican que la variante
proteica de RVES8 no solo presenta una menor longitud que la version candnica, sino que

los cambios a nivel de aminoacidos modifican la estructura del dominio LCL de la proteina.

El mismo procedimiento fue llevado a cabo para la proteina LNK1, cuyo transcripto
alternativo carece de un exodn hacia la region 5’ del gen (ES, E2) dando como resultado
una proteina de menor tamafio. Para comprender mejor los cambios que sufre esta
isoforma proteica a nivel estructural, utilizamos la secuencia y el modelo predictivo
disponible en el repositorio de datos Uniprot de la proteina candnica LNK1 (AF-ABMQN2-
1) (Fig. 27a, Figura suplementaria S16) y lo alineamos al modelo AF-ABMQNZ2-2 (LNK1-AS)
generado a partir de la secuencia primaria con Alphafold2. En la region C terminal de las
proteinas, se observo un alineamiento exitoso, con un RMSD total de 0.744 (Fig. 27b, ¢).
Sin embargo, hacia el extremo N terminal, el alineamiento de las estructuras se dificultd
debido a la gran cantidad de IDRs presentes en las proteinas. La principal modificacion
por la pérdida del E2, se produce al inicio de la proteina [1-50], en una regién de baja
complejidad estructural. Los residuos de las posiciones indicadas estan ausentes en la
proteina alternativa, con lo cual se visualiza un segmento faltante en el N-terminal (Fig.
27b, Figura suplementaria S16). Estos resultados indicarian que LNK1-AS mantiene las

regiones R1-R2 conservadas en el extremo C-terminal que son fundamentales para
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interactuar con RVES, pero se ve afectada en la region del dominio “"Extra N-terminal Tail”

(ENT), presente Unicamente en LNK1/LNK2.
Analisis de las interacciones entre isoformas de RVE8 y LNK1

A diferencia del dominio Myb altamente conservado en el extremo N-terminal, el extremo
C-terminal de las proteinas RVE suele ser variable y esta implicado en la modulacion de
la actividad transcripcional de la proteina. El dominio LCL se encuentra exclusivamente en
los cinco miembros de la subclase RVE/LCL y es responsable de la interaccion con los
componentes de la familia LNK (33). Para analizar la funcionalidad del dominio LCL

modificado de la isoforma RVE8-AS utilizamos un sistema de doble hibrido.

BD AD -LlW  -LWH+3AT
imM 10mM

o | |
| |

o

|
RVE8-FL LNK1-AS ...
RVES-FL LNKI-FL --.
RVE8-AS LNK1-AS ...
RVE8-AS LNK1-FL ...

Fig. 28 Sistema de doble hibrido en levaduras que muestra la interaccion entre las isoformas RVES-FL/AS y LNKT-
FL/AS. Colonias de la cepa Y2H Gold expresando GAL4-DBD fusionada a RVE8-FL y RVE8AS (baif), y colonias de la
cepa Y187 expresando GAL4-AD fusionado a LNK1-FL y LNK1-AS (prey), fueron apareadas en las combinaciones

indicadas y sembradas en medio de crecimiento selectivo. Los apareamientos exitosos pueden crecer en medio SD -
Leucina/ -Triptéfano (-LW), mientras que los interactores positivos pueden crecer en medio SD -Leucina/ -Triptéfano/

-Histidina + 3-amino-1,2,4-triazol (3AT) (-LWH + 3AT). Se realizaron al menos dos replicas experimentales.
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Se clonaron las regiones codificantes de las isoformas de SA de LNK1 (LNK1-FL/AS, prey)
fusionadas al dominio de activacion de Gal4 (GAD) vy las isoformas RVE8-FL/AS (bait)
fusionadas al dominio de union al ADN (GBK) de levadura. Combinaciones de los
plasmidos generados se sembraron en medio selectivo SD -LWH (-Leu, -Trp, -His) para
detectar las posibles interacciones entre isoformas. Curiosamente, encontramos que las
cepas de levadura expresando cualquiera de las dos versiones RVE8-FL o RVE8-AS, y
LNK1-FL eran capaces de crecer en el medio selectivo (Fig. 28). Las lineas donde las
isoformas de RVE8 se apareaban con LNK1-AS, no mostraron crecimiento en el medio
selectivo, indicando una interaccion negativa con esta isoforma en particular. Estos
resultados sugieren que la modificacion detectada en el dominio LCL de RVE8 no afectaria
su capacidad de unién con LNK1, sino que la especificidad de la interaccion esta
determinada por LNKI, cuyo SA parece modular su capacidad de unién a ambas

isoformas de RVES.

Analisis de expresion y localizacion subcelular de RVE8-FL y RVE8-AS bajo estrés

por frio

Para elucidar el comportamiento de las variantes proteicas de RVE8 en respuesta al estrés
por frio, examinamos la fluorescencia y la localizacién subcelular utilizando las lineas
transgénicas sobreexpresantes de las isoformas RVE8-FL y RVE8-AS fusionadas a GFP.
Empleamos estas Ultimas debido a una baja sefial de fluorescencia de GFP detectada en
las lineas de expresion endogena, lo cual dificultaria una visualizacion precisa. Plantulas
de las lineas B3, B6, A15 y A17 fueron crecidas en placas de Petri bajo condiciones de dia
largo (16 h luz/8 h oscuridad) a 22°C durante una semana. Luego, la mitad de las plantulas
fueron sometidas a un tratamiento a 4 °C por 5 horas, mientras que el resto permanecio
a temperatura ambiente. En condiciones normales de temperatura, la proteina RVE8-FL
se localiza preferentemente en el nlcleo, aunque también se observa en el citoplasma.
Luego de 5 horas de exposicion al frio, la fluorescencia pareceria estar mas focalizada en
el nucleo, principalmente en la linea B3 (Fig. 29a). Para explorar esta posible traslocacion,
cuantificamos la intensidad relativa de fluorescencia GFP en los nucleos detectados en
ambas condiciones. Debido al nimero limitado de replicas bioldgicas, los resultados
obtenidos son preliminares y reflejan solo tendencias que requieren mayor robustez

experimental para ser confirmadas.
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Fig. 29 Localizacion subcelular y fluorescencia de GFP de lineas sobreexpresantes de RVES-FL y RVES-AS bajo
condliciones de estrés por frio. a) Fluorescencia de GFP en lineas sobreexpresantes de la isoforma RVE8-FL (B3, B6) y
(b) RVE8-AS (A15, A17) fusionadas a GFP, bajo el control del promotor CaMV 35S. Las plantulas transgénicas fueron
crecidas en LD (16 h luz/8 h oscuridad) por 7 dias antes de ser tratadas, o no, a ~4°C por 5 horas. Se observé la
fluorescencia en los hipocotilos a temperatura normal (22°C) y bajo estrés por frio (~4°C), (barras de escala, 20 um).
¢) Intensidad relativa de fluorescencia (GFP). Se cuantificd la intensidad media de los nlcleos en ambas condiciones
utilizando el software FlJI. Los valores fueron corregidos por la intensidad del fondo y expresados en unidades
arbitrarias (a.u.). Las lineas de puntos y las barras de error representan el promedio + SEM de 4-8 réplicas bioldgicas

por linea independiente. No se realizaron andlisis estadisticos debido al bajo nimero de réplicas por condicion.

La evidencia indicaria que efectivamente las lineas B3 y, en menor medida, B6, muestran
mayores niveles de acumulacion en el nlcleo bajo estrés por frio (Fig. 29¢). En el caso de
la proteina RVE8-AS, no se observan diferencias apreciables en la distribucién de la
fluorescencia en las imagenes entre tratamientos (Fig. 29b). Sin embargo, al cuantificar la
intensidad relativa en los nucleos, detectamos una tendencia opuesta con mayor
acumulacién en el nlcleo a 22°C que a ~4°C en ambas lineas, siendo mas marcado el
efecto en A15 (Fig. 29¢). Estos datos exploratorios sugieren diferencias en la regulacion
de ambas isoformas proteicas. Mientras que la expresion de la isoforma candnica de RVES
se activa y acumula en el nlcleo bajo estrés por frio, la isoforma alternativa no muestra
cambios evidentes en la localizacion subcelular bajo la misma condicion. No obstante, se

requieren mas replicas independientes para avalar estos resultados.
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CONCLUSIONES

Se identificaron eventos de splicing alternativo (SA) en los genes circadianos RVESY LNKT,
cuya regulacion esta influenciada por cambios en la temperatura. Se observo que la
exposicion a bajas temperaturas (12°C) favorece la generacion de isoformas alternativas,
mientras que a temperaturas elevadas (27°C) prevalecen las isoformas canonicas. La
validacion experimental mediante RT-PCR confirmd la expresion diferencial de estas
isoformas frente a variaciones térmicas. Ademas, se comprobd que la exposicion a luz
blanca durante la noche también modula el uso del sitio alternativo de splicing en RVES,
lo que indica un control combinado por luz y temperatura. Estos resultados refuerzan la
idea de que el SA podria ser un mecanismo regulador en la adaptacion circadiana a

condiciones ambientales fluctuantes.

A nivel funcional, la caracterizacion a distintas temperaturas de lineas sobreexpresantes
de las isoformas SA de RVES, revelé que ambas variantes restauran parcialmente el
periodo circadiano y el tiempo de floracion, sin observarse diferencias entre las mismas
para estos fenotipos. La isoforma candnica (FL) si mostrd un mayor grado de reversion
del fenotipo mutante que la isoforma alternativa (AS) en el proceso de inhibicion de la
longitud de los hipocotilos mediada por luz, observandose incluso un efecto sutil de la
sobreexpresion con un crecimiento reducido en comparacion con plantas WT,
parcialmente dependiente del fotoperiodo. Esto indicaria que ambas isoformas son
funcionales dentro del sistema circadiano, aunque la isoforma candnica tendria una

mayor eficiencia en la regulacién de algunos de los procesos estudiados.

Los patrones de acumulaciéon de las proteinas RVE8-FL/AS mostraron ritmicidad
circadiana, pero con un leve retraso en el pico para la isoforma AS. Tras la exposicion
prolongada a estrés por frio, observamos un aumento en los niveles de ambas isoformas
gue se mantuvo constante en el tiempo. El analisis de la expresion de genes diana
regulados por RVES8 indico que la isoforma FL induce una respuesta mas pronunciada
durante las primeras horas de tratamiento térmico, especialmente en PRR5y DREBITA.
Ademas, al observar la fluorescencia de GFP en las lineas enddgenas de ambas isoformas,
se observo una tendencia a acumularse en el nlcleo de RVE8-FL tras la exposicion a frio,
mientras que RVE8-AS mantuvo un patron de localizacion citoplasmatico-nuclear sin

cambios significativos bajo la misma condicién.
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Se realizd un modelado predictivo de las isoformas alternativas de RVE8 y LNK1 que
evidencié modificaciones estructurales en las proteinas AS de ambos genes. El dominio
LCL de RVE8-AS se ve afectado por un cambio en la conformacion de una hélice ay la
pérdida de residuos en el extremo C-terminal. Mientras que, LNK1-AS pierde un segmento
en el extremo N-terminal, posiblemente afectando el dominio "Extra N-terminal Tail"
(ENT).

Finalmente, los ensayos de interaccion proteica sugieren que la isoforma alternativa de
RVE8 conserva la capacidad de unirse a ciertos factores de transcripcion circadianos,

aunque su afinidad con LNK1 parece estar modulada por el SA de este ultimo.

En conjunto, estos hallazgos sugieren que RVE8-AS podria funcionar como un elemento
regulador que, al no sustituir completamente a RVE8-FL para todas sus funciones,
atenuaria su funcionamiento en respuesta a los cambios ambientales que incrementan
sus niveles. En este sentido, el SA representaria un mecanismo de ajuste fino, evitando
una respuesta abrupta a los cambios ambientales y contribuyendo a la estabilidad del

reloj circadiano en condiciones variables.
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Discusion y Conclusiones

Con el objetivo general de evaluar como las sefiales ambientales influyen sobre los niveles
y/o la funcion de genes del reloj circadiano, y, en consecuencia, de los genes subyacentes,
a través de su efecto sobre procesos post-transcripcionales, nos centramos en el estudio
de las respuestas a dos factores fundamentales para el correcto funcionamiento del

oscilador central: la luz y la temperatura.
Los fitocromos en la regulacion del splicing alternativo controlado por luz

La luz constituye una fuente fundamental de energia e informacion para las plantas. La
percepcién de la luz por las moléculas de clorofila desencadena el proceso fotosintético,
que permite a las plantas utilizar la luz como fuente de energia para la acumulacion de
biomasa. A su vez, la luz percibida por los fotorreceptores sensoriales controla multiples
aspectos del ciclo de vida de la planta, como la germinacién de las semillas, la
desetiolacion, las respuestas de escape al sombreado (shade avoidance) y la transicion a
la etapa reproductiva. Dado que la luz excita simultdneamente los fotorreceptores
fotosintéticos y fotosensoriales, determinar la contribucion relativa de cada via al control

de la expresion génica en plantas completas resulta un desafio.

En la primera seccion de este trabajo, utilizamos mutantes phyQ para desentrafiar el
efecto dual de la luz sobre el splicing alternativo (SA). Al exponer mutantes phyQ a un
pulso de luz R de 2 horas administrado en la mitad de la noche, pudimos evaluar en qué
medida el efecto de laluz R sobre el SA estaba mediado por fotorreceptores fotosintéticos
y/o por fotorreceptores fotosensoriales. De hecho, descubrimos que los fitocromos tienen
una contribucién significativa, pero no esencial, en el SA de plantas de Arabidopsis
crecidas en ciclos de luz. Si bien la regulacion de algunos eventos de SA depende de los
fitocromos, muchos eventos mostraron cambios similares en los patrones de splicing en

respuesta a la luz R tanto en WT como en mutantes p/hyQ (Fig. 8y 9).

La duracion del tratamiento de luz influye en los eventos de splicing diferencial especificos
que se pueden detectar (203). El equilibrio entre la tasa de sintesis de las nuevas isoformas
y la tasa de degradacion de las antiguas determina el pool de isoformas que se pueden
cuantificar. En la literatura, se han aplicado tratamientos de luz con diferentes duraciones,
lo que podria explicar las discrepancias entre los DSGs encontrados en diferentes
conjuntos de datos. En este estudio, utilizamos un tratamiento de pulso de luz de 2 h para

evaluar las respuestas inmediatas, en lugar de las respuestas indirectas a largo plazo a la
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luz R, maximizando al mismo tiempo el ndmero de eventos SA potencialmente

detectables.

Encontramos que 340 genes eran susceptibles a cambios en el SA tras el tratamiento con
luz R, de forma independiente de los fitocromos (Fig. 7c). Presumiblemente, estos eventos
de splicing estan controlados por alguna sefial derivada del proceso fotosintético (170).
En efecto, la luz y la sacarosa regulan el SA de forma similar en plantulas etioladas (203),
y se ha demostrado que el efecto de los azlcares y la luz sobre el SA de un subconjunto
de genes especificos depende de la actividad de TOR, tanto en plantulas etioladas como
en raices de plantas crecidas en luz (172,204). Multiples factores de splicing son targets
de fosforilacién de TOR, lo cual sugiere que este podria ser un mecanismo de regulacion
del SA por luz que actla a través de fotorreceptores fotosintéticos (205). Adicionalmente,
la luz regula el SA en plantas crecidas en luz controlando la tasa de elongacion de la ARN
Polimerasa ll, lo que afecta diferencialmente el reconocimiento de sitios de corte donores
y aceptores débiles y fuertes (171). Para comprender mejor como la luz y los azlcares
regulan el SA en las plantas, seria interesante profundizar en las conexiones mecanicistas,
si las hubiera, entre los efectos de TOR sobre el SA 'y los cambios en la tasa de elongacion
de Pol II. Finalmente, seria Util evaluar si los fotorreceptores fotosintéticos que actdan a
través de TOR modulan la actividad de los factores de sp/icing, incluyendo aquellos que

interacttan fisicamente con los fitocromos y criptocromos.

Los fitocromos adoptan su conformacion activa Pfr en respuesta a la luz R y se translocan
al nlcleo donde interactlan, entre otras proteinas, con factores de splicing tales como
SFPS, RRC1y SWAP1. Se ha planteado la hipotesis de que SWAP1, RRC1y SFPS modulan
la actividad del snRNP U2 de forma dependiente de los fitocromos a través de un
mecanismo aun no esclarecido (206). En efecto, los mutantes con pérdida de funcién de
estos genes muestran fenotipos similares a los observados en mutantes phyB en
respuesta a la luz R durante la desetiolacién. Sin embargo, aln no se ha estudiado si estos
factores desempefian un papel en otros procesos regulados por fitocromos, como las
respuestas de shade avoidance. Abordar esta cuestion contribuiria a una mejor
comprension de la relevancia biologica de las interacciones entre fitocromos y factores
de splicing, que hasta ahora se ha evaluado principalmente en plantulas etioladas. Seria
interesante analizar si estas interacciones y su efecto sobre el SA persisten en plantas

crecidas en ciclos de luz.
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Evidencia creciente apunta a que el efecto de la luz sobre el SA esta mediado por una
compleja y dinamica red de interacciones. El SA de RS37 por ejemplo, se regula por luz
de forma dependiente de phyA/phyB en plantulas etioladas, mientras que no depende
de phyA ni de phyB en plantas crecidas en luz (162,170). Nuestro analisis gendmico de la
regulacion del SA por luz R en mutantes phyQ crecidas en luz, muestra que el SA de
muchos genes cuyos patrones de splicing estan regulados por fitocromos durante la
desetiolacion, se regula por luz R de manera independiente de los fitocromos en plantas
crecidas en ciclos de luz (Figura suplementaria S3). Si bien no podemos descartar la
posibilidad de que algunas de estas diferencias se deban a detalles particulares de cada
disefio experimental, como la intensidad o duracién de la luz, es probable que el
panorama de splicing en un momento dado sea el resultado de interacciones complejas
entre multiples vias de sefializacion luminica, incluidas aquellas asociadas con fitocromos,
criptocromos y sefiales derivadas de la fotosintesis, que actlan para regular el SA de

forma dependiente del contexto de desarrollo.

En conclusién, evaluamos la contribucion relativa de los fotorreceptores fotosintéticos y
fotosensoriales al control del SA en plantas crecidas en ciclos de luz. Descubrimos que los
fitocromos son necesarios para el correcto splicing alternativo de tan solo una fraccion
de los eventos regulados por luz R, lo cual indicaria que la mayoria pueden ser
controlados por fotorreceptores fotosintéticos en plantas crecidas en luz. Se requieren
estudios méas detallados para cuantificar la contribucién relativa de los diferentes
fotorreceptores a la regulacion del SA en diferentes etapas del desarrollo, asi como mas
estudios que aborden el papel de los diferentes reguladores del sp/icing en el control del
SA por la luz. De esta manera, obtendriamos un marco mas integrado que nos permitira
comprender completamente los mecanismos subyacentes al SA regulado por luz y sus

implicaciones bioldgicas.

SA de genes activadores del reloj en respuesta a la temperatura: ;regulacion de

la expresion o diversificacion del proteoma?

La temperatura es otra sefial externa esencial para el crecimiento y adaptacion al
ambiente de las plantas. Las fluctuaciones térmicas influyen en procesos como la
germinacion, el tiempo de floracion y la dormicién de semillas (206, 207). Existe una clara
relacion entre el reloj circadiano de las plantas y su percepcion y respuesta a la

temperatura, aunque los mecanismos subyacentes aun no se comprenden del todo.
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Frente a un rango fisiolégico de temperaturas (16°C-28°C), predominan fendmenos como
el entrenamiento termoperiodico y la compensacion térmica, que aseguran una funcion
circadiana estable en los ciclos dia-noche y a lo largo de las estaciones (209). Sin embargo,
las temperaturas consideradas extremas, por debajo o arriba del rango normal,
representan un factor de estrés para la planta que activa diversas vias de respuesta
promoviendo la expresion de genes de tolerancia, muchas de las cuales estan reguladas
por el reloj (210). Curiosamente, se ha demostrado que los genes implicados en las
respuestas al estrés tienen mas probabilidades de sufrir SA (211). Se han documentado
multiples casos de SA bajo diferentes condiciones de temperatura, tanto para
componentes del oscilador central como para factores de splicingy de respuesta a estrés
abidtico (107, 211). Todo esto sugiere que el SA es un mecanismo central de respuesta al
estrés en las plantas, garantizando flexibilidad fisiolégica y mediando la integracion de
varios estimulos ambientales. Aun asi, los principios que gobiernan estas redes siguen

siendo una incognita.

En la segunda parte de este trabajo, investigamos el rol del SA en miembros clave de dos
familias de activadores y co-activadores del reloj circadiano: RVESy LNKT A través de la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) de plantas WT expuestas a distintas
temperaturas, identificamos y cuantificamos la ocurrencia de eventos de SA especificos
asociados a cambios ambientales para dichos genes (Fig. 16 y 17). Encontramos que bajo
condiciones de bajas temperaturas ambientales (12°C), se reportaba un mayor uso de
sitios de splicing alternativos en los eventos analizados (3'alt ss, RVES, EE, LNKT), mientras
gue a mayores temperaturas ambiente aumentaba el uso de sitios candnicos. Estos
resultados nos llevaron a explorar el destino de los transcriptos alternativos de sp/icing

involucrados.

Existen dos vias principales para los ARN mensajeros producto de SA: la sintesis de
proteinas en el citoplasma o, en presencia de un codén de terminacion prematuro (PTC),
las vias de degradacion non mediated decay (NMD) (213). El resultado de la primera via
es la expansion del proteoma y la diversificacion funcional mediante la creacion de
isoformas proteicas distintas, como es el caso de los genes circadianos CCA7, LHY, PRR7,
PRR9y ZTL (199,200). Por otro lado, la via NMD, se considera una forma de controlar la
expresion geénica y eliminar los transcriptos de ARNm improductivos. Algunos ejemplos
de ello son las variantes SA de ARN de 7OCTy ELF3(200). En plantas, la evidencia sugiere

que los ARNm que contienen PTCs pero son insensibles a la via NMD, desempefian un
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papel importante en la adaptacion del transcriptoma a las demandas del desarrollo y/o
en las respuestas a estreses ambientales (102,199). En el presente estudio, evaluamos los
roles fisiologicos de las isoformas generadas por la seleccion de un sitio 3" alternativo de
RVES bajo diferentes condiciones de crecimiento. Mediante la caracterizacion de plantas
sobreexpresando las variantes de ARNm especificas producto del SA en un fondo
mutante rve468 observamos que la isoforma alternativa (RVE8-AS) posee un rol activo
en la funcion circadiana a temperatura 6ptima (Fig. 20a). Previamente se reportd un
periodo circadiano de libre curso significativamente alargado en la triple mutante rve (32),
que se restaura parcialmente en nuestras lineas transgénicas sobreexpresando ambas
isoformas. El rescate parcial y no total del periodo WT es consistente con la ausencia de
RVE4 y RVE6, los homologos mas cercanos de RVE8 que promueven el ritmo del reloj de
manera parcialmente redundante (37). Por otro lado, se ha descripto un fenotipo de
sobreexpresion de RVE8en background WT, que provoca un acortamiento sutil (~1h) de
los ritmos en condiciones de luz continua (28). Este no fue detectado en nuestras lineas
complementadas en fondo mutante rve468. Posiblemente, los niveles elevados de RVES
no logran maximizar su efecto debido a la falta de los otros componentes RVE con funcion

en el reloj, sugiriendo que la redundancia seria incompleta.

El tiempo de floracién en plantas crecidas bajo ciclos de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad
mostré una reversion parcial del fenotipo similar entre las lineas sobreexpresando ambas
isoformas de splicing, lo cual sugiere un papel de RVE8-AS en este proceso dependiente
del fotoperiodo. Nuestro laboratorio reportd previamente que las mutantes dobles /nk72
y /nkQ florecen mas tarde que plantas WT bajo fotoperiodos de dia largo (16/8;
12/12)(126). LNK1 y LNK2 codifican coactivadores transcripcionales que trabajan con las
proteinas RVE para controlar la expresion de genes del reloj y también son regulados por
luz (29,52). En ensayos realizados comparando mutantes de los genes LNK'y la triple
mutante rve detectamos un leve retraso relativo a WT en la floracién por parte de esta
Ultima en condiciones de LD y un retraso significativo y de mayor magnitud por parte de
las mutantes /nk72y /InkQ respecto a WT y a rve468en LD y LL. En SD no se detectaron
diferencias en ningun caso (Figura suplementaria S9). Aunque ambas familias de genes
intervienen en las vias de floracion de manera dependiente de la duracion del dia, los
genes RVE muestran un rol mas modesto que los genes LNK7y LNKZ. Cabe aclarar que,

en otros outputs controlados por el reloj, se han demostrado funciones antagoénicas de
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las proteinas LNK (31,38). Por lo tanto, las relaciones entre los FT tipo MYB y LNK1/2 son

complejas y los fenotipos mutantes dificiles de predecir.

Otra funcion asociada a RVE4, RVE6 y RV8 es la regulacion del crecimiento en distintos
estadios de desarrollo de la planta dependiente del fotoperiodo. Los hipocotilos de la
mutante rve468 se caracterizan por un crecimiento exacerbado que varia segun la
intensidad y las horas de luz (32). Este fenotipo se revierte de forma parcial en las lineas
expresando la isoforma RVE8-AS en condiciones de luz blanca continua (LL) (Fig. 20d) y
LD, pero no muestra diferencias con la triple mutante rve bajo ciclos de SD (Fig. 21).
Mientras que, en LD y LL, los factores de crecimiento PIF4 y PIF5 son los principales
responsables del fenotipo de crecimiento observado en rve468 (32), el mecanismo que
gobierna este proceso en SD es otro. Las proteinas PIF1y PIF3 han sido implicadas en la
promocion de la elongacion del hipocotilo en condiciones de dia corto (213, 214). A su
vez, TOC1 co-regula la expresion de genes relacionados con el crecimiento junto con PIF3
en plantas crecidas en SD, inhibiendo la actividad de transactivacion de las proteinas PIF
en los promotores de genes target durante las primeras horas de la noche (62).
Posiblemente, en las lineas expresando la isoforma RVE8-AS en SD, se produce una
modificacion en la fase de acumulacién de TOCT, de modo que no ocurre la inhibicion

normal de la actividad promotora de PIF durante el anochecer.

Las lineas RVE8-FL, por su parte, mostraron longitudes de hipocotilos menores que WT
en todos los fotoperiodos testeados. Se ha demostrado que la sobreexpresion de RVES
produce el acortamiento de los hipocotilos a baja intensidad de luz continua (28). La
expresion de PRR5y TOCT, dos represores conocidos de la expresion de PIF4y PIF5 (20,
215), es regulada positivamente de forma directa por RVE8 (28,37). De manera que, los
mayores niveles de RVE8 funcional contribuirian a la inhibicion de PIF4y PIF5 durante la
noche dando como resultado un crecimiento reducido. En conjunto, estos resultados
sugieren que RVE8-FL reprime el crecimiento de los hipocotilos de manera mas eficaz
que la isoforma RVE8-AS, y, por lo tanto, esta Ultima posee un rol menor en el crecimiento
en estadio de plantula. La inhibicion parcial del crecimiento por parte de las lineas RVES-
AS en LD y LL, a pesar de estar bajo el control de un promotor constitutivo, refuerza esta
conclusion. Se requieren analisis mas detallados de las lineas sobreexpresantes de RVES-
FL/AS, que incluyan los niveles de expresion de los genes target que regulan los factores

de crecimiento responsables de los fenotipos observados y de los factores de crecimiento
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en si mismos bajo diferentes fotoperiodos, para comprender mejor los mecanismos

detras de este comportamiento diferencial.

Al analizar como afectan los cambios de temperatura moderados al ritmo del reloj y a la
inhibicion del crecimiento de los hipocotilos por luz en nuestras lineas, no observamos
patrones claros entre las isoformas que den cuenta de una funcion diferenciada de las
mismas. Las bajas temperaturas consideradas estresantes (>10°C) para la planta, provocan
una reduccion de la amplitud en las oscilaciones de los componentes centrales del reloj
y amortiguan o interrumpen las oscilaciones de los outputs, mientras que en luz continua
todos los ciclos se vuelven arritmicos (217). Por este motivo, las mediciones del periodo
circadiano se realizaron a 16°C, donde, si bien el movimiento de hojas se ve alterado con
una menor amplitud en los ciclos y un periodo ligeramente alargado respecto a las
mediciones a 22°C (Fig. 21b), mantiene cierta ritmicidad y picos de expresion similares. La
restauracion de un ciclo de ~24 h en las lineas RVE8-FL/AS es menos obvia que en
condiciones normales de temperatura, sin embargo, al menos una linea independiente
de cada isoforma revierte el periodo alargado de re468 a un periodo cercano a WT
(Figura suplementaria S12a). El comportamiento similar por parte de ambas isoformas,
sugeriria que el splicing alternativo de RVE8 no desempefia un papel clave en la
aclimatacion a temperaturas frias moderadas. Esto es congruente con los patrones de

splicing observados en las lecturas de secuenciacion a 17°C.

El crecimiento de los hipocotilos a temperaturas ambiente calidas (28°C) se vio mejorado
en todas las lineas, con patrones similares a los observados a 22°C. A una intensidad de
luz media (10 pymol/m?/seq), las lineas RVES-AS restauraron el fenotipo WT vy las lineas
RVE8-FL mostraron un fenotipo de sobreexpresion con hipocotilos méas cortos que WT,
sugiriendo una mayor eficacia de la proteina candnica en la regulacion del crecimiento
termomorfogénico (Fig. 22b, c). Se han descripto distintas vias que regulan las respuestas
asociadas con este proceso en plantulas de Arabidopsis desetioladas, muchas de las
cuales involucran componentes del reloj (192). ELF3, un termosensor ampliamente
caracterizado, es inactivado frente a temperaturas calidas, dando como resultado una
actividad reducida del EC, y, en consecuencia, un aumento del factor de crecimiento PIF4
(83). También se ha sugerido a ELF4 como un modulador de la termomorfogénesis, sin
embargo, todavia no se comprenden los mecanismos que rigen su actividad. RVES8

promueve la expresion de £LF4 (7), asi como la de otros represores de las proteinas PIF
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conocidos (20,216), con lo cual, una actividad reducida de este FT causada por

modificaciones en la proteina alternativa podria contribuir a las diferencias detectadas.

En sentido opuesto, es decir, cuando baja la temperatura, los mismos mecanismos
ocurren a la inversa y la actividad del EC incrementa, llevando a niveles mas bajos de
expresion de P/F4 e inhibicion del crecimiento. A 22°C, los hipocotilos de la triple mutante
rve468 son mas alargados en relacion a WT en luz continua o LD (Fig. 20d; Fig. 21a). La
expresion de genes represores tales como PRR5, TOCTy ELF4, se ve reducida en ausencia
de las proteinas RVE, lo cual regula de manera positiva el crecimiento. Sorpresivamente,
a 16°C, los hipocotilos de la triple mutante rve mostraron longitudes menores en
comparacion con WT en LD (Fig. 22a, b). Recientemente, se encontraron funciones en la
regulacion del crecimiento de los hipocotilos a temperaturas calidas para los genes RVES
y RVE7Z (197,198). Probablemente, el fenotipo observado a bajas temperaturas de rnve468
esté relacionado con un efecto aditivo de la activacion de £LF3, la desregulacion de los
ritmos y la interaccion de otros componentes con funciones menores en el reloj como
RVES5 y RVE7, que regulan PIF4y PF5 de forma indirecta a través del control de £LF4.
Futuros estudios deberfan considerar la influencia de las vias de respuesta hormonal,
como la biosintesis de auxinas, junto con la regulacién circadiana para abarcar mejor la

complejidad de este proceso.

Recientemente, se reportod que RVE4 y RVES se transfieren de manera reversible al nicleo
y activan la expresion de los genes DREB], uniéndose al elemento ¢is activo (EE) de su
promotor, en respuesta a una disminucion de la temperatura por debajo de 10°C (97).
Nuestros analisis de inmunotransferencia utilizando lineas de expresion enddgena
revelaron que la isoforma alternativa de RVE8 muestra un patrén circadiano de
acumulacién en condiciones normales de temperatura, con un retraso sutil del pico de
expresion (ZT6) respecto a la isoforma candnica (ZT3). Demostramos que a las 3 horas de
exposicion a estrés por frio (8°C), ambas variantes se acumulan y mantienen sus niveles
elevados a lo largo del dia (Fig. 23b-e). Sin embargo, al observar la localizacion de las
respectivas proteinas, detectamos una distribucion preferencial en el nicleo de RVE8-FL
bajo condiciones de estrés por frio, mientras que RVE8-AS estaba presente en el
citoplasma y en el nlcleo, y no se evidencio tanta translocacion nuclear en respuesta al
frio (Fig. 29). Adicionalmente, al analizar la expresion de DREBIA a bajas temperaturas
(8°C) en una serie temporal, encontramos que los niveles aumentan significativamente a

las 3 horas de tratamiento (ZT3) en las lineas expresando ambas isoformas, no obstante,
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la linea RVE8-FL muestra una magnitud notablemente mayor en la induccion (Fig. 25d).
Estos resultados indicarian una regulacion menos eficiente en la expresion de genes target
especificos de respuesta al frio por parte de la isoforma alternativa, con niveles menores
que WT en ZT3. Esta diferencia en la magnitud de la induccion manifestada en la linea
canodnica (B'S) respecto a la alternativa (A'5) podria estar relacionada, en parte, con los

niveles de expresion basales (Fig. 19d, j).

Al comparar la expresion circadiana de los transcriptos de RVE8en condiciones normales
de temperatura, detectamos el mismo retraso en el pico de expresion entre las lineas
observado en los analisis de acumulacién de la proteina (Fig. 24a). En WT los niveles
muestran un pico maximo en ZT0 y van disminuyendo a lo largo del dia (Fig. 24b), en
cambio, la expresion en las lineas transgénicas RVE8-FL/AS es baja durante las primeras
horas y aumenta hacia el ZT6. Estos cambios en la fase podrian estar relacionados con
una desregulacion del reloj asociado a la ausencia de RVE4 y RVE6 o bien con la
estabilidad del ARNm de los transgenes. Frente a estrés por frio, los niveles de expresion
de RVES en ambas lineas muestran una respuesta similar a WT con un aumento en la
expresion que alcanza un maximo a las 6 horas de tratamiento (Fig. 24a, c). RVE8-FL, por
su parte, muestra una activacion mas rapida y pronunciada en ZT3, mientras que RVES8-
AS exhibe una induccion mas moderada y progresiva a lo largo del tiempo. Estas
diferencias en la sensibilidad al tratamiento y, por lo tanto, abundancia de RVE8 durante
las primeras horas de exposicion al frio, podrian explicar en parte la regulacién diferencial

de DREBTA observada entre las isoformas.

Los genes PRR5y TOCT son regulados por el reloj circadiano, particularmente RVES
promueve su expresion hacia el final del dia, pero también son inducidos por estrés
térmico (95). La expresion relativa de PRR5 en las lineas complementadas con ambas
isoformas mostrd un patrén circadiano similar a WT y opuesto al de la triple mutante rve,
de acuerdo con lo reportado para este gen (17). En contraste, la expresion de 70C7
presento alteraciones, con una induccion temprana a las 3 h de encendido de las luces,
que indicaria un cambio de fase. Las modificaciones en los perfiles de expresion de genes
nocturnos (7TOCT, ELF4) podrian atribuirse a los cambios en el pico de expresion de RVES-
FL/AS detectados en las lineas. En respuesta al estrés por frio, ambos genes aumentaron
su expresion (Fig. 25a, b). PRR5 incremento sus niveles drasticamente en las primeras
horas (ZT3) y luego disminuyo. En cambio, 7OC7mostré un aumento mas moderado que

se mantuvo hacia el ZT6. En estudios anteriores se demostrd que la sobreexpresion de
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PRR5 eleva la tolerancia a estreses abidticos, entre ellos el frio, a través de la regulacion
positiva de genes target directos (DREBTs)y de sus genes rio abajo (218,219). Nuestros
datos comprueban que la isoforma alternativa de RVE8 puede ser funcional en el sistema
circadiano y conserva la respuesta frente a estrés térmico, pero en un menor grado que
la proteina canonica. Por un lado, esto podria implicar que la variante alternativa funcione
principalmente como un mecanismo de regulacién de la expresién, y, en ausencia de
RVE8 enddgeno, podria reemplazar condicionalmente la actividad de la proteina candnica
con una eficiencia reducida, o bien, que la isoforma RVE8-AS compite con la proteina
candnica RVE8-FL por la union a los promotores de los genes diana atenuando la

intensidad de la respuesta frente a estreses ambientales.

Por ultimo, a través del modelado predictivo de estructuras proteicas revelamos que la
isoforma alternativa RVE8-AS presenta una alteracion en el extremo C-terminal que afecta
la conformacién del dominio LHY-/CCAT1-LIKE (LCL) de la proteina, caracteristico de los
miembros de la familia RVE (Fig. 26b). Mientras que el dominio MYB, presente en el N-
terminal, proporciona la especificidad de unién al ADN, el dominio LCL recluta los
componentes del reloj, especificamente las proteinas LNK, para dirigirse a los promotores
de genes diana (33). Estas ultimas, funcionan como co-activadores de las proteinas RVE
en la regulacion del reloj bajo condiciones normales de temperatura y en las vias de
respuesta al estrés térmico (95,195). Nuestro analisis de la estructura proteica de la
isoforma de LNK1 producto de un evento de splicing alternativo (EE) regulado por
temperatura, demostré que el extremo extra N-terminal (ENT) sufre una modificacion en
la longitud, perdiendo un ndmero sustancial de aminoacidos (Fig. 27). El dominio ENT,
presente solo en LNK1y LNK2, es necesario para la co-represion de C4H mediada por
LNKT y MYB3 (38). Tambien podria ser responsable del papel represor de LNK1 en la
expresion de genes estructurales de antocianina, donde actla de manera antagonica a la
funcion activadora de RVE8 (31). Por otro lado, las regiones R1y R2 ubicadas en el C-
terminal de la isoforma proteica no se vieron afectados. Las interacciones proteina-
proteina estan circunscriptas a estos motivos conservados que contienen
arginina/asparagina, comunes a todos los miembros de la familia LNK (30). Estos
hallazgos nos llevaron a explorar las interacciones entre las distintas isoformas de sp/icing
de RVE8 y LNK1, empleando un sistema de doble hibrido en levadura (Fig. 28).
Paradgjicamente, encontramos que la isoforma RVE8-AS, a pesar de mostrar alteraciones

en el dominio LCL, es capaz de interactuar con la isoforma candnica de LNKI, lo cual
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explicaria el grado de funcionalidad exhibido por la misma en procesos regulados por el
reloj. La isoforma LNK1-AS, por el contrario, no reporté interaccién con ninguna variante
de RVES8, a pesar de conservar la region C-terminal intacta, lo cual sugiere un rol
presumiblemente regulatorio. Para aclarar este interrogante, seria interesante caracterizar
fenotipica y fisiologicamente las lineas expresando las distintas variantes de LNKI,
confeccionadas durante esta investigacion, que por cuestiones de tiempo no fueron
analizadas. Ademas, estudios de purificacion por afinidad acoplada a espectrometria de
masas (AP-MS) o secuenciacion por inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP-seq) en las
lineas expresando las isoformas de RVE8 y LNK1 aportarian informacion valiosa sobre
posibles interactores novedosos que, en Ultima instancia, ayuden a desentrafiar el

mecanismo regulador del splicing en las vias de sefializacion circadiana y de temperatura.
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Fig. 30 £/ splicing alternativo de genes centrales del reloj es requlado por sefiales ambientales. Modelo esquemaético
que ilustra como la luz regula los patrones de SA a través de los fitocromos (PHY), en el caso de LNK7, o de forma
independiente de PHYs, como ocurre con RVES Como resultado, se altera la proporciéon de los transcriptos, lo cual
a su vez afecta la expresién de genes rio abajo. La temperatura también tiene un papel en la regulacién del SA de
genes circadianos. Mientras que a temperaturas calidas predominan las isoformas candnicas de los genes indicados,
a bajas temperaturas, incrementan los niveles de las isoformas alternativas que parecerian funcionar como auto-
reguladores de la expresion. Las flechas indican qué isoforma aumenta segun la condicién: luz (negras), temperaturas
célidas (rojas) y temperaturas bajas (azules). Los exones se representan como cajas, los intrones como lineas y las

regiones alternativas se resaltan en rojo.
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En resumen, caracterizamos a nivel fisiolégico y molecular isoformas de SA especificas del
gen circadiano RVES, cuya expresion es regulada por cambios ambientales. Encontramos
que la isoforma alternativa (RVE8-AS), producto de un evento 3'alt ss, es capaz de
restaurar parcialmente el fenotipo WT en procesos asociados al reloj y la respuesta al
estrés por frio, es decir, que posee cierto grado de funcionalidad en el sistema circadiano.
Ademas, revelamos que a partir de este evento de SA se produce una proteina truncada
que alberga un dominio estructuralmente afectado, aunque esto no interviene en su
capacidad de interaccion con el co-activador LNKT1. Este Ultimo también sufre SA regulado
por sefiales ambientales pero sus implicancias funcionales se desconocen. Los resultados
obtenidos en este estudio, refuerzan la evidencia de que el splicing alternativo de los
genes del reloj, ya sea mediante la producciéon de isoformas truncadas que actian como
auto-reguladores o mediante la modulacion de la abundancia de transcriptos FL a nivel
postranscripcional, contribuye al control preciso de la funcion del reloj, particularmente
en condiciones ambientales fluctuantes. También podria servir como una red que integra
las sefiales de estrés ambiental en el reloj, proporcionando una estrategia de adaptacion

en respuesta a cambios ambientales.
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Figura suplementaria S1 Analisis de componentes principales de todas las réplicas bioldgicas secuenciadas para el
experimento de tratamiento nocturno. El andlisis se realizd utilizando los recuentos de lecturas normalizados. phyQ_C:
control en oscuridad de phy@Q phyQ_R: tratamiento con luz R de phy@ WT_C: control en oscuridad de WT (Col-0);
WT_R: tratamiento con luz R de WT (Col-0). La primera coordenada principal (PC1) representa la variabilidad entre

tratamientos, y PC2 explica la variabilidad entre genotipos.
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Figura suplementaria S2 Genes que exhiben patrones de expresion alterados en la mutante phyQ. Valores de
recuento de lecturas normalizados de (a) P/ILT (AT2G46970), (b) U2AF35a (AT1G27650) y () RS47 (AT5G52040). El
andlisis estadistico se realiz6 utilizando ASpli. Para PILT se muestra la significancia estadistica del efecto del genotipo.
Para RS47y U2AF35a se muestra la significancia estadistica del contraste entre tratamientos. Se muestran la media

y la desviacion estandar de tres réplicas bioldgicas independientes. ***: FDR < 0,001.
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Figura suplementaria S3 Comparacion de patrones de splicing en distintos conjuntos de datos. Superposiciéon entre

genes regulados a nivel de splicing por criptocromos, fitocromos y cloroplastos (independientes de PHY). Los genes
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regulados por CRY se obtuvieron de la unién de genes con spficing diferencial (DSGs) en WT, pero no en la doble
mutante cry7 cryZ, tras un tratamiento con luz azul, en los analisis de datos de Wang et al. (2016) (220) y Zhao et al.
(2022) (161). Los genes regulados por PHY se obtuvieron de la unién de los DSGs entre WT y la doble mutante p/yA
phyB reportados por (162), y los DSGs entre WT y phyBy entre WT y phyA phyB obtenidos del reandlisis del conjunto
de datos de Wu et al. (2019) (184). Los DSGs en la mutante phyQ obtenidos en este trabajo se etiquetaron como
independientes de PHY.
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Figura suplementaria S4 Anélisis de splicing alternativo de RVES en respuesta a diferentes temperaturas. Se muestran
los resultados de RNA-seq en plantas expuestas a 27 °C (rojo), 22 °C (amarillo), 17 °C (verde) y 12 °C (azul). Los Sashimi
plots destacan el niumero de lecturas y la informacion de las junturas para los eventos detectados. Los modelos de
las isoformas asociadas a cada evento se encuentran representados debajo. Se destaca en rojo la isoforma producto

del evento ss 3alt del intrén 7. Las lineas de puntos indican la region diferencial.

WT (Col-0) B3 B6 B12

Figura suplementaria S5 Fenotipos de plantas transgénicas sobreexpresantes de las isoformas de RVE8, WT y la

triple mutante rve Las plantas fueron crecidas durante 4 semanas en LD (16:8) con luz blanca a una intensidad de
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80 mol um~2 s°* antes de ser fotografiadas. En la parte superior, se muestra WT (col-0) junto a las lineas 35S:RVE8-

FL:GFP (B3, B6 y B12). Debajo, se observa la mutante rve468 junto a las lineas 35S:RVE8-AS:GFP (A12, A15, 17).

B3

GFP

RVES8-FL

CaMV35S

Figura suplementaria S6 Fluorescencia de GFP y localizacion subcelular de RVE8-FL. a-f) Fluorescencia de GFP en
lineas transgénicas sobreexpresando la isoforma RVE8-FL fusionada a GFP, bajo el control del promotor CaMV 35S.
Las plantulas fueron crecidas por 4 dias en LD (16:8) a 22°C antes de ser visualizadas. Se observan iméagenes de

células de raiz (a, ¢, f), hoja (b) e hipocotilo (d, e) en las lineas B3 (a-d) y B6 (e-f), (barras de escala, 20 um).
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CaMV35S::RVES-AS:GFP

A12 A15 A17

Figura suplementaria S7 Fluorescencia de GFP y localizacion subcelular de RVE8-AS. Lineas transgénicas
sobreexpresando la isoforma RVE8-AS fusionada a GFP, bajo el control del promotor CaMV 35S. Las plantulas fueron
crecidas por 4 dias en LD (16:8) a 22°C antes de ser visualizadas. Se observan imégenes de células de hipocotilos en

las lineas A12, A15, A17, (barras de escala, 20 um).
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Figura suplementaria S8 Lineas transgénicas de las isoformas SA de LNK1. a) Diagrama esquematico que representa
las construcciones con el ADNc de la versién full length de LNKT (LNK1-FL) y una versidn truncada o alternatively
spliced (LNK1-AS) fusionadas a HA, y bajo el control de un promotor de su promotor enddgeno. Las letras indican
de qué isoforma se trata. b) Acumulacién de proteinas en lineas transgénicas con expresion enddgena de la isoforma
candnica (C1, C9) y la isoforma alternativa (D6, D9) de LNK1 observada por western blot. Los analisis fueron realizados
en lineas transgénicas crecidas en ciclos de 16 h luz/ 8 h oscuridad por 10 dias y cosechadas 6 horas después del
amanecer (ZT6). Las isoformas fueron detectadas con anticuerpo a HA. La tincién de Ponceau S se muestra como

control de carga. La mutante /nkQ se utilizé6 como control negativo.
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Figura suplementaria S9 Rol de las familias de activadores y co-activadores, RVE y LNK, en el control fotoperiédico
de la floracion. Medicién del tiempo de floracién representado como el nimero de hojas de la roseta al momento
de la floracién en fotoperiodos de a) dia largo (LD; 16:8), b) dia corto (SD; 8:16) y en ) luz continua (LL) (n=12). Las
barras de error indican SEM. Se realiz6 ANOVA de un factor seguido de la prueba de comparaciéon multiple de Tukey
entre mutantes y WT (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***
significativamente diferente, p < 0,001; ns: no significativo). Los datos expuestos corresponden al promedio de tres

experimentos independientes.
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Figura suplementaria S10 Rol de las familias de activadores y co-activadores, RVE y LNK, en el control de la
fotomorfogénesis. Longitud de hipocotilos de plantas WT y mutantes /nky rve crecidos bajo diferentes fotoperiodos
y en condiciones de oscuridad (control). Las mediciones se expresan relativizadas al control en oscuridad para cada
genotipo, n=6 réplicas de 10 plantulas. a) Fotoperiodo de dia largo en luz blanca (1 ymol-m-2 s-1; LD; 16:8), b)
Fotoperiodo de dia corto en luz blanca (1 ymol-m-2 s—1; SD, 8:16) y c) Luz blanca continua (1 uymol-m-2 s-1). Las
barras de error indican SEM. Se realiz6 ANOVA de un factor seguido de la prueba de comparaciéon multiple de Tukey
entre las mutantes y WT (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***
significativamente diferente, p < 0,001). Los datos expuestos corresponden al promedio de tres experimentos

independientes.
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Figura suplementaria S11 Inhibicién de la elongacién de hipocotilos en lineas transgénicas sobreexpresantes de las
isoformas RVE8-FL y AS bajo diferentes temperaturas. Promedio de la longitud de hipocotilos por grupos de lineas
sobreexpresantes de RVE8-FL (B3, B6, B12, “isoforma candnica B"), lineas sobreexpresantes de RVE8-AS (A12, A15,
A17, "isoforma alternativa A"), WT y mutantes rve468 crecidas en fotoperiodos de dia largo (1 ymolm-2 s—1; LD;
16:8) a 22°C, 16°C 0 28°C, (n=6 réplicas de 10 plantulas cada una). Los resultados se expresan relativizados al control
en oscuridad para cada genotipo. Se realiz6 ANOVA de dos factores seguido de pruebas de Bonferroni entre grupos
(*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***: significativamente diferente, p
< 0,001; ns: no significativo). Las barras de error indican el SEM. Los datos son ilustrativos de al menos dos
experimentos independientes.
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Figura suplementaria S12 Ritmos circadianos del movimiento de hojas en lineas transgénicas sobreexpresantes de
las isoformas RVE8-FL y AS a distintas temperaturas. a, b) Luego de un entrenamiento de 10 dias en condiciones de

dia largo (LD) a 16°C, se midi6 el &ngulo entre el primer par de hojas verdaderas (b) en plantulas sobreexpresantes
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de RVE8-FL (B3, B6, B12) y RVE8-AS (A12, A15, A17), plantas WT y mutantes rve468 en luz blanca continua (LL) por

un periodo de tiempo (n=5). El periodo asociado a los ritmos circadianos (a) fue estimado por FFT-NLLS con el

software BioDare2. c) Promedio del periodo por grupos de lineas sobreexpresantes (B3, B6, B12, “isoforma candnica
B"; A12, A15, A17, "isoforma alternativa A"), WT y mutantes rve468. Se realiz6 ANOVA de uno (a) y dos (b) factores

seguido de pruebas de comparacion multiple de Tukey entre las lineas y los controles, y pruebas de Bonferroni entre

grupos (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01; ***: significativamente

diferente, p < 0,001; ns: no significativo). Las barras de error indican el SEM. Los datos son ilustrativos de al menos

dos experimentos independientes.

TOC1/IPP2 PRRS/IPP2

ELF4/IPP2

(o]
=)

DREB1A/IPP2

10
PRR5 - 22°C
8_
6_
4 A i
2—
[
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
25
TOC1 - 22°C
2.04
1.5+
‘I,U—‘
0.59
0.0 T T T T T T
1] 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
10
ELF4 - 22°C
8_
6
4
2—
9
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
5
DREB1A - 22°C
4-
3—
2_.
‘-’_—‘—-—-—‘-/2
09 : ' , . ; .
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)

b)

ELF4/IPP2 TOC1/IPP2 PRRS/IPP2

DREB1A/IPP2

PRRS - 8°C

0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
TOCT - 8°C
4
3
24
14
0 T T T T T T
0 1 3 4
Tiempo (h)
10
ELF4 - 8°C
a-
6
4
24
L
0 T T T T T T
0 1 3 4
Tiempo (h)
100
DREB1A - 8°C

Tiempo (h)

Figura suplementaria S13 Expresion relativa de genes regulados por RVE8 bajo condiciones normales de temperatura

y estrés por frio. a-h) Niveles de expresion de los genes circadianos PRR5 (a, b), TOCT (c, d), £LF4 (e, f) y el FT de
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respuesta al frio DREB1A (g, h), medidos por gqPCR en plantulas WT a 22°C y 8°C segun se indica. Se recolecté tejido
cada 3 horas de plantas de 10 dias crecidas en condiciones de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad a 22°C y luego
transferidas, o no, a 8°C hasta 25 horas desde ZT0. Se muestran los valores correspondientes a los 3 puntos temporales
iniciales del experimento. Los datos son el promedio de 3 réplicas bioldgicas relativizadas al gen constitutivo /PP2y
normalizados a un valor de referencia (ZT0) (a, ¢, e, g) 0 a WT 22°C en cada punto temporal (b, d, f, h). Las barras de

error representan el SEM. h: horas.

a) b)
25 10
RVES PRRS
2.0 2
™~ (2]
& 154 S 6
2 >
1.0 43
= £ T
051 21 e
0.0 . — 0 T T T T — ———
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h) Tiempo (h)
) d)
TOC!1 ELF4
44 4
o o
g 4 g,
= =
S 27 5 o
9 [T o )
= S~
1 14 ) ....,\H..
~_
0+ T T T T T T 0 ]I T T T T T x__l
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura suplementaria S14 Expresion relativa de genes del reloj circadiano en la triple mutante rve. a-d) Niveles de
expresion de los genes RVES (a), PRR5 (b), TOCT (c) y ELF4 (d) medidos por gPCR en plantulas mutantes rve468. Se
recolect6 tejido cada 3 horas de plantas de 10 dias crecidas en condiciones de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad
a 22°C y luego mantenidas en luz continua (LL) hasta 25 horas desde ZT0. Se muestran los valores correspondientes
a los 3 puntos temporales iniciales del experimento. Los datos son el promedio de 2 réplicas bioldgicas relativizadas

al gen constitutivo IPP2 y normalizados a WT en cada punto temporal.

>AT3G09600.1 RVE8 Isoforma candnica (Q8RWU3-1)

MSSSPSRN PTNAEAPPPPPTSTDAVAEGSSKKVRKPY!TITKSRESWTEEEH DKFLEALQLFDRDWKKIEDFVGSKTVIQIRSHAQKYFL!

I
IKVQIKNGTLAHVPPPRPKRKAAHPYPQKASKNAQMPLQVSTSFTTTRNGDMPGYASWDDASMLLNRVISPQHELATLRGAEADIG

SKGLLNVSSPSTSGMGSSSRTVSGSEIVRKAKQPPVLHGVPDIFAEVYN FIGSVFDPETRGHVEKLKEMDPINFETVLLLMRNLTVNLS|
NPDLESTRKVLLSYDNVTTELPSVVSLVKNSTSDKSA

>AT3G09600.2 RVE8 Isoforma alternativa (QBRWU3-2)

MSSSPSRN PTNAEAPPPPPTSTDAVAEGSSKKVRKPYETITKSRESWTEEEH DKFLEALQLFDRDWKKIEDFVGSKTVlQIRSHAQKYFL!

=
IKVQIKNGTLAHVPPPRPKRKAAHPYPQKASKNAQMPLQVSTSFTTTRNGDMPGYASWDDASMLLNRVISPQHELATLRGAEADIG

S

SKGLLNVSSPSTSGMGSSSRTVSGSEIVRKAKQPPVLHGVPDIFAEVYNFIGSVFDPETRGHVEKLKEMDPINFETVLLLMRNLTVNLS
NPDLESTISDCNDAAEESPLII

Figura suplementaria S15 Secuencias de las proteinas candnica y alternativa de RVE8. Los recuadros punteados

indican las regiones del dominio conservado MYB y los recuadros con lineas continuas corresponden al dominio LCL
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(LHY/CCA1-Like domain), propio de la familia RVE. En amarillo se destacan los aminoéacidos modificados y en letras
rojas la region faltante en la isoforma alternativa. En distintos tonos de azul: exones codificantes (CDS) que fueron

traducidos.

>AT5G64170.2 LNK1 Isoforma candnica (A8MQN2-1)

‘MSDLYIH ELGDYLSDEFHGNDDGIVPDSAYEDGGQFPILVSNRKKRRNDDMGSGTNHLKSNTFIKREANMLGKNPWPEKDSGGSS
'VSRDTGTGKDVQDMT LEDTNTSDHGFNGGHVDVVENFSTGDPMLCDTSAATNDGVYNYSLNSIPDAENDLSFFDNGDKEKNDLF
YGWGDIGNFEDVDNMLRSCDSTFGLDSLNNEGDLGWFSSAQPNEETAGAMTDDLKPDKMLENQRTAMLQVEDFLNNSEPNHA

VEDEYGYTIEDDSAQGKSSQNVFDTSLQKKDILMLDVEANLEKKQTDHLHHLDGKSDGFSENSFTLQHSGISREIMDTNQYYPPSAF

QQRDVPYSHFNCEQPSVQVSACESKSGIKSENKPSPSSASNESYTSNHAQSIESLQGPTVDDRFRKVFETRANLLPGQDMPPSFAAN
TKKSSKTDSMVFPDAAPIQKIGLENDHRKAATELETSNMQGSSCVSSVVDDISLEATSFRQLQQVIEQLDVRTKLCIRDSLYRLAKSAE

QRHHGGNRPEKGAGSHLVTGEADKYAGFMDIETDTNPIDRSIAHLLFHRPSDSSLSSDNNVLSYKSHPMIPQPNSSPSLRIEKQEETT
ELRPEAEVVTSDNN

>AT5G64170.1 LNK1 Isoforma alternativa (ABMQN2-2)

MGTNHLKSNTFIKREANMLGKNPWPEKDSGGSSVSRDTGTGKDVQDMT‘LEDTNTSDHGFNGGHVDVVEN FSTGDPMLCDTS
AATNDGVYNYSLNSIPDAENDLSFFDNGDKEKNDLFYGWGDIGNFEDVDNMLRSCDSTFGLDSLNNEGDLGWFSSAQPNEETAG

AMTDDLKPDKMLENQRTAMLQVEDFLNNSEPNHAVEDEYGYTIEDDSAQGKSSQNVFDTSLQKKDILMLDVEANLEKKQTDHLH

HLDGKSDGFSENSFTLQHSGISREIMDTNQYYPPSAFQQRDVPYSHFNCEQPSVQVSACESKSGIKSENKPSPSSASNESYTSNHAQ
SIESLQGPTVDDRFRKVFETRANLLPGQDMPPSFAANTKKSSKTDSMVFPDAAPIQKIGLENDHRKAATELETSNMQGSSCVSSVVD
DISLEATSFRQLQQVIEQLDVRTKLCIRDSLYRLAKSAEQRHHGGNRPEKGAGSHLVTGEADKYAGFMDIETDTNPIDRSIAHLLFHRP
SDSSLSSDNNVLSYKSHPMIPQPNSSPSLRIEKQEETTELRPEAEVVTSDNN

Figura suplementaria S16 Secuencias de las proteinas candnica y alternativa de LNK1. Los recuadros indican las
regiones del dominio “Extra N-tail” (ENT) en el extremo N-terminal, propio de LNK1/LNK2. En letras rojas se destaca
la regién faltante en la isoforma alternativa. En distintos tonos de azul: exones codificantes (CDS) que fueron

traducidos.
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Nombre del primer Secuencia (5'-3") Uso

phyB-9 1 AGCTAGTGGAAGAAGCTCGATGAGGCCTTG | Genotipeo

phyB-9 2 ACCGTCACATTTCACTAAGTCCATGGTACT | Genotipeo

T-DNA GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG | Genotipeo

phyC-2 1 TCAGCTGCGATTATCCTCAAGAAGTTTCATC | Genotipeo

phyC-2 4 TGTGAGGATCACAAAGGCTGACATTTCAGA | Genotipeo

27956-1 (phyD-201) | GCTCGCAAAGTCGAACCCACCAAGCATATA | Genotipeo

27956-2 (phyD-201) | CGCGATTCTCCACAGGGTTGATGTTGGAAT | Genotipeo

27336-1 (phyD-2) GTGCTTAACCCGGTAGAATCAGAATGGTTA | Genotipeo

27336-2 (phyD-2) TAACATGGGCTCTATTGCGTCGTTAGCTAT Genotipeo

40131-1 (phyE-201) ATATCGCACAACAAGGTCTGCGTCCGCATA | Genotipeo

40131-2 (phyE-201) CAGATATTCCTCAGGCTGCTCGGTTCTTGT Genotipeo

rve4-1_Fw GCAAGCGAAGCGTCTCCAC Genotipeo

rve4-1_Rv GCAGTAAATCAAACAGGCACAGG Genotipeo

rve6-1_Fw CGAGAGTTGGATTTAGGCAGATGG Genotipeo

rve6-1_Rv GAGGAGGAGGGAGATGTTCACC Genotipeo

rve8-1_Fw GCCATGTGGACTTTTCTTTTTC Genotipeo

rve8-1 Rv TGAAACGTCCTTTGATGGAAC Genotipeo

T-DNA CGCTTGCTGCAACTCTCTCAGG Genotipeo

Ink1-1_Fw AGGTGACTTAGGGTGGTTCTCTTC Genotipeo

Ink1-1_Rv CTGGCGAAAACTTGTTGCTTCC Genotipeo

Ink2-1_Fw TGCTGAGACAGGCGACCATATTG Genotipeo

Ink2-1_Rv GGGACACTTTGGGATGACAGACC Genotipeo

Ink3-1_Fw GGAGGATGTTCCAGAGGATGATGG Genotipeo

Ink3-1_Rv TTGAATGTGAGGTTTGCGACAGC Genotipeo

Ink4-1_Fw AAGGAGTCGGATAATAACAACAGC Genotipeo

Ink4-1_Rv TCTCTTCGGTGGAGGCATATTTC Genotipeo

U2AF64-Fw CTGTGGTGTGTCTGACTCAAGTTG Validacion de eventos SA
U2AF64-Rv CGGAATCACAACATTGGTCAAAGC Validacién de eventos SA
SR30-Fw GATCTTGATTTTGATCTTGATTGG Validacién de eventos SA
SR30-Rv GTCACCTGCTAGATCCATTTCC Validacion de eventos SA
KH29-Fw CCATTCCTGCCTGTGCTTCC Validacion de eventos SA
KH29-Rv GTACTTGCTTCAACTCGCTTCAG Validacion de eventos SA
TTM1-Fw GAATAGGTTACAGAACGCTTGAGG Validacion de eventos SA
TTM1-Rv TCAGGTTCAATAAACGCCTTGTAC Validacién de eventos SA
SMD1A-Fw TGTGTCTATCGAGCTGAAGAATGG Validacién de eventos SA
SMD1A-Rv CCTTCAGGCTCATCTTCACTGTC Validacion de eventos SA
ANKT-Fw ACGGAAATCTACAGGTTCTTGATG Validacién de eventos SA
ANKT-Rv GCCACTCTACTGACTTCACAATAC Validacién de eventos SA
RVES8-3'Alt_Fw GAGTGTCTTTGATCCTGAAACGAG Validacién de eventos SA
RVE8-3'Alt_Rv AAGGGAAACAACGCTTGGG Validacién de eventos SA
LNK1-EE_Fw GTCTTCTGCCGAACATCTCTAG Validacién de eventos SA
LNK1-EE_Rv ACTGACCTCCATCCTCATACG Validacién de eventos SA
RVE8-CDS_Fw ATGAGCTCGTCGCCGTCAAG Clonados
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RVE8-CDS(FL)_Rv TGCTGATTTGTCGCTTGTTGAGTTC Clonados
RVE8-CDS(AS)_Rv TATGATAAGAGGACTTTCCTCTGC Clonados
LNK1-CDS(FL)_Fw ATGTCGGACTTGTACATTCATG Clonados
LNK1-CDS(AS)_Fw ATGGGTAGTGGAACAAACCATC Clonados
LNK1-CDS_Rv GAAGTTGTAACAAGTGACAACAATTA Clonados
PromRVE8_Fw AACCACTCGGACATATCGACT Clonados
PromRVE8_Rv TTATTTTTCAGATAAAGACAGG Clonados
PromLNK1_Fw GATCAAAGGATCTCTCC Clonados
PromLNKI1(FL)_Rv ATCATCATTTCTTCGTTTC Clonados
PromLNK1(AS)_Rv CCTCCCAACTTCAGACTC Clonados
RVE8-FL_Fw AAACCCTGATTTAGAATCCACTAG gPCR
RVE8-FL_Rv TGATTTGTCGCTTGTTGAGTTC gPCR
RVE8-AS_Fw CTCTTCGTGGAGCAGAAGCTG gPCR
RVE8-AS_Rv CAGGAACACCGTGAAGCACTG gPCR
IPP2_Fw GTATGAGTTGCTTCTCCAGCAAAG gPCR
IPP2_Rv GAGGATGGCTGCAACAAGTGT gPCR
PRR5_Fw CGAGAAGCCGCTTTAACCAA gPCR
PRR5_Rv CGGCTCTCGTAACGAACCTT gPCR
TOCT1_Fw AACACCAAACAAGCACGCAGAG gPCR
TOC1_Rv TGAGCCATTTCCATTGACAAGAGG gPCR
ELF4_Fw AGTTTCTCGTCGGGCTTTCA gPCR
ELF4_Rv TAAGCTCTAGTTCCGGCAGC gPCR
DREB1A_Fw CGCTGACTCGGCTTGGA gPCR
DREB1A_Rv GCATCACACATCTCATCCTGAAAC gPCR

Tabla suplementaria S1. Secuencias de primers empleados para genotipeo de lineas mutantes, validacién de eventos

de splicing alternativo por RT-PCR, construccién de vectores de clonacién y analisis de expresion por gPCR.

Comparacion | A Media | Significancia IC 95%

A12 vs A15 0,01106 | ns [-0.08455, 0.1067]
A12 vs A17 -0,04189 | ns [-0.1375, 0.05372]
A12 vs B3 0,05653 | ns [-0.03908, 0.1521]
A12 vs B6 0,1044 * [0.008757, 0.2000]
A12 vs B12 0,1557 e [0.04876, 0.2626]
A15 vs A17 -0,05295 | ns [-0.1486, 0.04266]
A15vs B3 0,04547 | ns [-0.05014, 0.1411]
A15 vs B6 0,09331 | ns [-0.002304, 0.1889]
A15 vs B12 0,1446 * [0.03770, 0.2515]
A17 vs B3 0,09842 | * [0.002809, 0.1940]
A17 vs B6 0,1463 el [0.05065, 0.2419]
A17 vs B12 0,1976 el [0.09065, 0.3045]
B3 vs B6 0,04784 | ns [-0.04777,0.1435]
B3 vs B12 0,09913 | ns [-0.007771, 0.2060]
B6 vs B12 0,05129 | ns [-0.05561 to 0.1582]
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b
) Comparacion | A Media | Significancia IC 95%

A12 vs A15 0,003453 | ns [-0.06923, 0.07614]
A12 vs A17 0,004359 | ns [-0.06832, 0.07704]
A12 vs B3 0,04697 ns [-0.02571, 0.1197]
A12 vs B6 0,1391 x [0.06644, 0.2118]
A12 vs B12 0,171 * [0.03585, 0.1984]
A15 vs A17 0,0009063 | ns [-0.07178, 0.07359]
A15 vs B3 0,04352 ns [-0.02916, 0.1162]
A15 vs B6 0,1357 ek [0.06299, 0.2084]
A15 vs B12 0,137 ** [0.03240, 0.1949]
A17 vs B3 0,04261 ns [-0.03007, 0.1153]
A17 vs B6 0,1348 o [0.06208, 0.2074]
A17 vs B12 0,128 i [0.03150, 0.1940]
B3 vs B6 0,09215 i [0.01947, 0.1648]
B3 vs B12 0,07014 ns [-0.01112, 0.1514]
B6 vs B12 -0,02201 ns [-0.1033, 0.05925]

q
Comparacion | A Media | Significancia IC 95%
A12 vs A15 0,02019 | ns [-0.04487, 0.08519]
A12 vs A17 0,02560 | ns [-0.03940, 0.09060]
A12 vs B3 0,06753 | * [0.002534, 0.1325]
A12 vs B6 0,1318 el [0.06678, 0.1968]
A12 vs B12 0,08980 | ** [0.02480, 0.1548]
A15 vs A17 0,005409 | ns [-0.05959, 0.07041]
A15 vs B3 0,04735 | ns [-0.01765, 0.1123]
A15 vs B6 0,1116 ok [0.04660, 0.1766]
A15 vs B12 0,06961 | * [0.004610, 0.1346]
A17 vs B3 0,04194 | ns [-0.02306, 0.1069]
A17 vs B6 0,1062 il [0.04119, 0.1712]
A17 vs B12 0,06420 | ns [-0.0007992, 0.1292]
B3 vs B6 0,06425 | ns [-0.0007492, 0.1293]
B3 vs B12 0,02226 | ns [-0.04274, 0.08726]
B6 vs B12 -0,04199 | ns [-0.1070, 0.02301]

Tabla suplementaria S2 Comparaciones multiples de Tukey, post hoc al ANOVA, entre lineas RVE8-FL y RVE8-AS en
los experimentos de inhibiciéon de la elongacién de hipocotilos bajo distintos fotoperiodos. Se indica la diferencia de
medias entre pares de grupos, el nivel de significancia (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente
diferente, p < 0,01; ***: significativamente diferente, p < 0,001; ns: no significativo) y el intervalo de confianza del
95% en condiciones de LL (a), LD (b) y SD (c).
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a
) Comparacion | A Media | Significancia IC 95%

A12 vs A15 0,03205 ns [-0.07587 to 0.1400]
A12 vs A17 -0,003672 | ns [-0.1116, 0.1042]
A12 vs B3 0,06793 ns [-0.03999, 0.1759]
A12 vs B6 0,08287 ns [-0.02505, 0.1908]
A12 vs B12 0,1437 o [0.03580, 0.2516]
A15vs A17 -0,03572 | ns [-0.1436, 0.07220]
A15 vs B3 0,03588 ns [-0.07204, 0.1438]
A15 vs B6 0,05082 ns [-0.05710, 0.1587]
A15 vs B12 0,117 * [0.003752, 0.2196]
A17 vs B3 0,07160 ns [-0.03632, 0.1795]
A17 vs B6 0,08654 ns [-0.02138, 0.1945]
A17 vs B12 0,1474 o [0.03948, 0.2553]
B3 vs B6 0,01494 ns [-0.09298, 0.1229]
B3 vs B12 0,07579 ns [-0.03213, 0.1837]
B6 vs B12 0,06086 ns [-0.04706, 0.1688]

b)
Comparacion | A Media | Significancia IC 95%
A12 vs A15 -0,008519 | ns [-0.06773, 0.05069]
A12 vs A17 0,0002320 | ns [-0.05898, 0.05944]
A12 vs B3 0,04428 ns [-0.01493, 0.1035]
A12 vs B6 0,08192 *x [0.02271, 0.1411]
A12 vs B12 0,09095 * [0.03174, 0.1502]
A15 vs A17 0,008751 ns [-0.05046, 0.06796]
A15 vs B3 0,05280 ns [-0.006408, 0.1120]
A15 vs B6 0,09044 i [0.03123, 0.1497]
A15 vs B12 0,09947 * [0.04026, 0.1587]
A17 vs B3 0,04405 ns [-0.01516, 0.1033]
A17 vs B6 0,08169 * [0.02248. 0.1409]
A17 vs B12 0,09072 i [0.03157, 0.1499]
B3 vs B6 0,03764 ns [-0.02157, 0.09685]
B3 vs B12 0,04667 ns [-0.01254, 0.1059]
B6 vs B12 0,009031 ns [-0.05018, 0.06824]

Tabla suplementaria S3 Comparaciones multiples de Tukey, post hoc al ANOVA, entre lineas RVE8-FL y RVE8-AS en
los experimentos de inhibicién de la elongacién de hipocotilos a 28°C. Se indica la diferencia de medias entre pares
de grupos, el nivel de significancia (*: significativamente diferente, p < 0,05; **: significativamente diferente, p < 0,01;
*** significativamente diferente, p < 0,001; ns: no significativo) y el intervalo de confianza del 95% en condiciones

de LD a 1 ymol/m?/seg (a) o 10 umol/m?/seg (b).
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