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RESUMEN

La luz es indispensable para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Es por esto que presentan
diferentes sistemas de captacion y sefalizacién que les permite ser capaces de modificar su
arquitectura en funcién de alcanzar la absorcion necesaria. Un mecanismo muy estudiado por el cual
las plantas que perciben sombra pueden modificar su morfologia y de esta manera dejar de ser
sombreadas, se conoce como shade avoidance syndrome o sindrome de sombreado. Este mecanismo
genera diferentes modificaciones fenotipicas dependiendo del estadio de la planta y es altamente
regulado por numerosos actores.

Analizando el fenotipo integral que presentan las plantas de Arabidopsis thaliana cuando se desregula
la expresion del ARN largo no codificante APOLO se observd que presentan similitudes con algunos
de los fenotipos observados durante el sindrome de sombreado, como son la alteracion en el numero
de ramificaciones y en la respuesta de hiponastia, que consiste en el movimiento de las hojas hacia
arriba, en busca de luz. Por este motivo es que se planted analizar si APOLO se encuentra involucrado
en la regulacion del sindrome de sombreado. Para ello se estudié tanto su expresion como el
mecanismo molecular mediante el cual actia, en condiciones de luz normal y en condiciones
simulando el sombreado. Se observé que, en condiciones de sombreado, APOLO regula la expresion
de BRCT1, el principal regulador de la ramificacion, a través de la formacion de R-loops y la modulacion
de un loop o bucle de cromatina que abarca y regula su regién promotora. Ademas, en estas mismas
condiciones se vio que APOLO modula la expresién de genes involucrados en la sintesis y transporte

de auxinas y, de esta forma, regula la respuesta de hiponastia.

Por otro lado, se observé que el fenotipo de alteracion en la respuesta de hiponastia, generado por la
desregulacion de los niveles de expresion de APOLO, también se consigue con el agregado exdgeno
de este ARNInc. Con este resultado se abre la puerta a nuevas estrategias para modular el desarrollo
de las plantas y sus respuestas al ambiente mediante la aplicacion de ARNInc epigenéticamente

activos.

Ademas de lo relacionado con la funcion de APOLO, en este trabajo de tesis se intenté ahondar
acerca de su origen y evolucion. Existen pocos estudios sobre el origen de los ARNInc en plantas y su
evolucion. Algunos se enfocan en las secuencias nucleotidicas, a pesar de que estos ARNs son muy
variables. Otros, considerando la poca conservacién de secuencias que existe entre especies y lo
altamente estructurados que son, analizan las estructuras que adoptan al plegarse. Sin embargo, a
pesar de que algunos autores sugieren que es la estructura y no la secuencia lo que determina la
funcién de estos ARNSs, existen pocas estructuras de ARNInc de plantas resueltas hasta el momento y
las predicciones bioinformaticas no suelen ser muy confiables. Para el caso de APOLO, no se conoce

por el momento la estructura secundaria que adopta. Es por esto que, para comenzar, el estudio se
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basé en su secuencia. Se observd que existe una familia de ARNInc APOLO que esta presente sélo
en el género Arabidopsis, con distinta cantidad de miembros por especie. Ademas, se sugirié que
existe conservacién de funcién, al menos entre algunos miembros de APOLO de A. lyratay A. thaliana

mas cercanos filogenéticamente.

Light is essential for plant growth and development. This is why they rely on different uptake and
signaling systems that allow them to modify their architecture to achieve the necessary absorption. A
well-studied mechanism by which plants sense shade and modify their morphology in order to stop
being shaded is the shade avoidance syndrome. This response triggers different phenotypic
modifications depending on the plant age and is highly regulated by numerous actors.

Analyzing the phenotype that Arabidopsis thaliana plants present when the long noncoding RNA
APOLO is deregulated, it was observed that they present similarities with some of the phenotypes
observed during the shade avoidance syndrome, such as the alteration in the number of branches and
hyponasty. For this reason, it was proposed to analyze whether APOLO is involved in the regulation of
shade avoidance syndrome. To this end, both its expression and the molecular mechanism by which it
acts were studied, in normal light conditions and in conditions simulating shade. It was observed that,
under shade conditions, APOLO regulates the expression of BRC1, the main regulator of shoot
branching, through R-loop formation and the modulation of a chromatin loop that encompasses its
promoter. Furthermore, under the same conditions, it was seen that APOLO modulates the expression

of genes involved in auxin synthesis and transport and, in this way, regulates the hyponasty response.

On the other hand, it was observed that the phenotype of hyponasty alteration, generated by APOLO
deregulation, was also achieved with the exogenous addition of this IncRNA. This result opens wide
perspectives to new strategies to modulate plant growth and their responses to the environment
through the application of epigenetically active IncRNAs.

In addition to APOLO function, in this thesis we attempted to delve into its origin and evolution. There
are few studies on the origin of IncRNAs in plants and their evolution. Some focus on nucleotide
sequences, even though these RNAs are highly variable. Others, considering the poor sequence
conservation that exists across species and how highly structured they are, analyze the structures they
adopt when folding. However, although some authors suggest that it is the structure and not the
sequence what determines the function of these RNAs, there are few plant IncRNA structures solved to
date and bioinformatic predictions are usually not very reliable. For APOLO, the secondary structure it
adopts remains unknown. Thus, we began our study based on its sequence. It was observed that there
exists an APOLO IncRNA family that is present only in Arabidopsis genus, with different numbers of
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members per species. Furthermore, it was suggested that there is function conservation, at least

between the phylogenetically closest members of APOLO in A. lyrata and A. thaliana.
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INTRODUCCION

Los estudios realizados en las ultimas décadas han sefnalado la presencia de grandes cantidades de
ARN transcripto que no codifica proteinas (ENCODE Project Consortium, (Dunham et al., 2012)). Se
estima que el 97% del genoma humano es transcripto a ARN, mientras que sélo un 2%
aproximadamente de esta fraccion contiene exones que codifican proteinas. Este porcentaje de genes
codificantes, relativo al tamano total del genoma, varia dependiendo de las especies. Por ejemplo, la
planta modelo Arabidopsis thaliana presenta un genoma en donde alrededor del 25% codifica proteinas.
Este porcentaje es alto comparado con humanos, pero también es alto comparado con otras especies
de plantas como trigo (Triticum aestivum), maiz (Zea mays) y Arabidopsis lyrata que es una especie
cercana (Chorostecki et al., 2023). Durante muchos afos, a esta porcion del genoma que puede ser
transcripta en ARN, pero luego no es traducida se la llamé “ADN basura” o “materia oscura” y se crey6
que no cumplia ninguna funcion, mas alla de representar un posible reservorio de potenciales
mutaciones que contribuyan a la aparicion de genes funcionales a lo largo de la evolucién (Mattick,
1994). Mas recientemente, y con el surgimiento de nuevas tecnologias de secuenciacion, se conformo
un nuevo campo de estudio dedicado a la biologia y la bioquimica de los ARNs no codificantes, con el
fin de dilucidar sus funciones bioldgicas y los mecanismos moleculares en los que participan.

Epigenética: el control de los genes por sobre la genética

La mayoria de las estructuras celulares, incluido el nucleo, fueron descubiertas y descriptas
morfolégicamente mediante microscopia (Rodriguez-Granados et al., 2016). Sin embargo, los acidos
nucleicos fueron tradicionalmente estudiados desde una perspectiva fisiologica y molecular, ignorando
inicialmente su distribucién y organizacién espacial en el nucleo (Cavalli & Misteli, 2013). En la ultima
década, varios trabajos han contribuido a dilucidar los principios y las funciones de la topologia del
genoma. Se determin6 que el ADN se encuentra altamente plegado formando un complejo con
proteinas histonas en el nacleo celular. Este complejo, dinamico pero estable, se denomina cromatina.
La compactacion y conformacién que adopta la cromatina permite o no la accesibilidad al ADN
afectando asi la disponibilidad de los genes para ser transcriptos (Kakoulidou et al., 2021).

La epigenética es el campo de estudio de aquellos cambios en la expresion génica que no estan
asociados con cambios en la secuencia de ADN, es decir, de la informacién genética. El término
epigenética (epi, en griego, significa “por sobre”), fue inicialmente acufiado con el fin de describir
aquellas caracteristicas que son heredables y estables, aunque en la actualidad, el término se ha
resignificado y se refiere de manera general a las modificaciones que generan cambios en el estado de
la cromatina que permite que esta esté mas o menos compacta y determinan asi cuando y donde se

16



expresan o silencian los genes (Agarwal et al., 2020). Dentro de esas modificaciones, denominadas
modificaciones o marcas epigenéticas se encuentra la metilacion del ADN y la modificacion
postraduccional de histonas, que se conjugan con las proteinas remodeladoras de la cromatina y los
ARNSs.

La metilacion del ADN consiste en la adicién de un grupo metilo a una citosina llevada a cabo por
enzimas ADN metiltransferasas sin alterar la secuencia del ADN. La metilacion se puede dar en 3
contextos dependiendo de qué metiltransferasa actue, a saber: CG, CHG y CHH (H = A, T, 0 C). Se ha
observado mayor metilacion del ADN en regiones de alta densidad de elementos repetitivos (Zhang et
al., 2006), por lo que se asocia a una configuracion cerrada de la cromatina, con baja actividad
transcripcional. Por otro lado, el ADN puede ser demetilado por la accién de enzimas demetilasas y de
esta forma la cromatina adopta una conformacidén mas laxa (Agarwal et al., 2020).

En cuanto a las histonas, existen variantes especificas que son intercambiadas con las canénicas para
regular respuestas transcripcionales durante el desarrollo o bajo diferentes condiciones ambientales
(Agarwal et al., 2020). Ademas, las histonas contienen colas de algunos aminoacidos que pueden sufrir
modificaciones postraduccionales como metilacion, acetilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
sumoilacion, biotinilacién, ribosilacién y deaminaciéon. Dentro de las mas estudiadas se encuentran la
metilacion y acetilacion de residuos de lisina en las histonas H3 y H4. La acetilacion neutraliza las
cargas induciendo una conformacion abierta de la cromatina, facilitando el acceso de los factores de
transcripcién y otras proteinas de union al ADN como las polimerasas para activar la transcripcién en
esa region. Este proceso es llevado a cabo por enzimas acetiltransferasas (HATs), mientras que el
proceso contrario es realizado por deacetilasas (HDACs). La metilacion puede darse de 3 formas
dependiendo de la cantidad de grupos metilos que se agreguen: mono (1), di (2) o trimetilacion (3). Los
resultados de este proceso pueden ser la activacion de la transcripcién o el silenciamiento, que
dependen de la combinacion de cudl es el residuo metilado y el grado de metilacién. Las marcas mas
estudiadas son H3K9me2/3 y H3K27me3 que son represivas y H3K4me3 y H3K36me2/3 que son
activadoras (Agarwal et al., 2020).

En lo que respecta a las proteinas remodeladoras, las proteinas del grupo Polycomb (PcG) actdan
como coordinadores esenciales del desarrollo en eucariotas. En animales, estas proteinas son
conocidas por regular la expresion de genes homeoticos y la arquitectura del genoma modificando la
conformacion de la cromatina de una manera especifica en el espacio y el tiempo. Las proteinas PcG
forman Complejos Represivos Polycomb (PRC) que, en general, catalizan diferentes modificaciones de
histonas y regulan el estado transcripcional de los genes blanco (Rodriguez-Granados et al., 2016).
Existen dos complejos principales, el PRC1 y el PRC2. EI PRC1 participa en el agregado de ubiquitina a
una lisina de la histona H2A. El complejo PRC2 se encarga del agregado de grupos metilo en la lisina
27 de la histona H3. Si bien existe conservacién de la actividad enzimatica de estos complejos entre
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animales y plantas, el complejo PRC1, tal como fue descripto en animales, no esta conservado en
plantas dado que no se han encontrado proteinas homodlogas para todos los componentes. Sin
embargo, se ha propuesto un complejo de tipo PRC1 en plantas que esta formado por proteinas con
funciones similares a las del de animales y la proteina especifica de plantas LIKE-
HETEROCHROMATIN PROTEIN 1 (LHP1) (Hennig & Derkacheva, 2009). Ademas, en plantas no
existen muchas proteinas accesorias confirmadas y se desconoce si pueden formar distintas variantes
de complejos como ocurre en vertebrados. Sin embargo, se estima que de esta forma podrian existir
complejos especializados que actien en diferentes tejidos o etapas de desarrollo. En cuanto al complejo
PRC2, en Arabidopsis se han encontrado homologos para todas las subunidades. Siendo la proteina
CURLY LEAF (CLF) la metiltransferasa de histona encargada de depositar la marca H3K27me3 vy la
demetilasa de histona RELATIVE OF EARLY FLOWERING 6 (REF6) la encargada de remover esta
marca (Baile et al., 2022).

Se sabe que la proteina de Arabidopsis thaliana LHP1 esta involucrada en reconocer, mantener y
expandir la marca epigenética H3K27me3 e interactia con miembros de los complejos PRC1 y PRC2.
Ademas, se ha demostrado que LHP1 reconoce ARNSs in vitro e in vivo (Ariel et al., 2014; Berry et al.,
2017; Roulé et al., 2022) y que participa en la organizacion de la cromatina a diferentes niveles, desde
las compactaciones locales mas simples hasta las configuraciones tridimensionales, afectando la

disponibilidad de los genes para la maquinaria transcripcional (Veluchamy et al., 2016).

Todas estas modificaciones, junto con la accién de los ARNSs, estan altamente relacionadas y actdan de
forma conjunta para coordinar la actividad génica a nivel transcripcional y, de esta manera, regular
diferentes procesos celulares como la replicacién y reparacién del ADN, el establecimiento de la
identidad de una célula, el desarrollo y diferenciacién de tejidos y érganos, asi como también responder
frente a estimulos ambientales. La estabilidad de estos cambios es esencial para mantener una
memoria epigenética, mientras que su naturaleza reversible le confiere plasticidad para responder

adecuadamente y adaptarse a estimulos internos o ambientales (Kakoulidou et al., 2021).

Los ARNSs no codificantes:

El genoma no codificante abarca una abundante cantidad de ARNs no codificantes con demostradas
funciones biologicas. Estos pueden ser clasificados en dos grupos principales, de acuerdo con su
longitud: en ARNs pequernos (SARN) y ARNs largos (ARNInc) (Waseem et al., 2021).

En plantas, los sARNs estan involucrados en la regulacién del crecimiento y la reproduccién, el control
de la actividad de transposones y en la respuesta adaptativa frente a estreses bidticos y abioticos.
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Este grupo, a su vez, se puede subdividir en dos clases: los microARNs (miARNs) de 20-22
nucleétidos (nt) y los ARNs pequerios de interferencia (siARN) de 21 a 24 nt.

La transcripcién de loci enddgenos genera precursores de ARN doble cadena que pueden ser
procesados en miRNAs, capaces de regular ARNs mensajeros (ARNm) especificos por silenciamiento
génico post transcripcional (PTGS). En las plantas, este silenciamiento consiste, principalmente, en el
clivaje y degradacion del ARN asociado. Por otro lado, ARNs doble cadena producidos por ARN
Polimerasa dependiente de ARNs pueden generar siARNs que median el silenciamiento génico post
transcripcional (PTGS) actuando en trans o transcripcional (TGS) a través de la metilacion del ADN
dependiente de ARN (RdDM). Ademas de estos roles en el silenciamiento génico, también estan
involucrados en la reparacion del ADN y el splicing de pre-ARNm (Chorostecki et al., 2023).

Los ARNSs largos no codificantes (ARNInc) tienen una longitud superior a 200 nt y poseen poco o nulo
potencial de codificacién de proteinas. Pueden ser clasificados segun su posicion con respecto a
genes codificantes (Figura 1). Los antisentido comienzan dentro o en el extremo 3’ de un gen
codificante, se transcribe en la direccion opuesta y se superpone al menos con un exon del gen. Los
intrénicos comienzan dentro de un intrdn en cualquier direccién y terminan sin superponerse con
ningun exon. Los ARNInc de promotor se ubican en regiones promotoras de genes codificantes. Los
ARNSs intergénicos son unidades transcripcionales separadas por una distancia de al menos 1 kb de
genes codificantes (Ariel et al., 2015).
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Figura 1. Clasificacion de los ARNInc. En color verde se representan los exones de genes
codificantes. En negro, los intrones. Los ARNInc se representan en color rojo. Las flechas indican el
sentido de la transcripcion de genes y ARNs. En el extremo derecho se muestran ejemplos de
ARNInc de cada clase (Figura modificada de Ariel et al., 2015).
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ARNSs largos no codificantes:

En plantas, estos ARNs de mas de 200 nt son transcriptos por distintas ARN Polimerasas (ARNP). Los
productos transcripcionales de la ARNPII presentan algunas similitudes con los ARNm (que si
codifican para proteinas) como la estructura del cap en el extremo 5, la cola de poli A en el extremo 3’
y que pueden sufrir splicing. Ademas de la ARNPII, los ARNInc pueden ser transcriptos por las
ARNPIV y la ARNPV y dependiendo de esto actian a través de diferentes mecanismos (Figura 2).

En el caso de los productos de ARNPIV y V, forman parte de un mecanismo conocido como Metilacion
del ADN dependiente del ARN (o RdDM, del inglés), que modula la compactaciéon de la cromatina
(Ariel et al., 2015; Zhai et al., 2015). Luego de ser transcriptos por la ARNPIV, estos ARNs son
transformados en ARNs doble cadena por la accion de una ARN polimerasa dependiente de ARN
(RDR2). Luego, estos ARNs doble cadena son procesados por DICER-LIKE3 (DCL3) en ARNs
pequefos de 24 nt que son cargados en AGO4. Estos complejos son guiados por ARNInc transcriptos
por la ARNPV hacia el ADN por complementariedad de secuencia, induciendo la metilacién de esa
region a través del reclutamiento de enzimas ADN metiltransferasas. Ademas, los ARNs transcriptos
por ARNPV son capaces de reclutar proteinas remodeladoras de la cromatina hacia regiones
promotoras de genes. Por su parte, los transcriptos por ARNPIlI pueden adoptar estructuras
secundarias que pueden ser precursoras de ARNs pequefos de 24 nt que, dependiendo qué proteina
DICER lo procese, va a desencadenar TGS o PTGS.

Por otro lado, los ARNInc también pueden ejercer roles moleculares sin ser procesados en pequenos
ARNs. Se ha demostrado que algunos ARNInc transcriptos por ARNPII actian como esponjas
secuestrando miARNs evitando asi el PTGS que estos generan sobre su/s gen/es blanco. Otros
pueden formar duplex de ARNInc-ARNm y conducir a la degradacion del ARNm asociado o promover
su traduccion por el reclutamiento de polisomas. Otros ARNInc son capaces de actuar como moléculas
transportadoras de proteinas asociadas entre el nucleo y citoplasma (Ariel et al., 2015). Algunos
ARNInc participan en la regulacién del proceso de splicing alternativo a través de (i) la interaccién con
factores de splicing especificos, (i) la remodelacién de la cromatina, o (iii) la formacién de duplex
ARNInc-preARNm donde el ARN se une a un intrén del mensajero favoreciendo su procesamiento y
remocion (Fonouni-Farde et al., 2021).
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Figura 2. Modo de accion de los ARNInc. Las flechas Naranja muestran el mecanismo de metilacion
del ADN dependiente del ARN. Las flechas celestes indican el reclutamiento de proteinas
remodeladores de la cromatina (PRC1 y 2, SNF/SWI). Las flechas azules muestran el proceso de
generacion de miRNAs a partir de ARNInc con estructura de hairpin. Las flechas amarillas sefalan
el secuestro de miRNAs por parte de ARNInc. Las flechas verdes muestran ARNInc que pueden
promover la degradacién de otro ARN o la traduccion por reclutamiento de polisomas. Las flechas
violetas muestran ARNInc que pueden interactuar con factores de splicing secuestrandolos y de
esta manera afectando el splicing alternativo de los ARNm. Los ARNs estan representados como
flechas rojas. (Figura modificada de Ariel et al., 2015)

Ademas de poder sufrir splicing alternativo, los ARNInc son capaces de plegarse y adoptar estructuras
secundarias complejas. Estas estructuras suelen estar mas conservadas que las secuencias
nucleotidicas por lo que se piensa que la forma que adoptan es lo que les permite cumplir su funcién.
De esta manera, la regulacién de estos ARNs esta dada principalmente por cambios en la estructura,

que a su vez pueden estar dados por cambios en la temperatura, interacciones con proteinas, con
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iones, con ADN o ARN, modificaciones post transcripcionales y mutaciones en la secuencia.
(Chorostecki et al., 2023). Respecto a las interacciones con el ADN, proteinas u otros ARNs, existen
muchos factores que contribuyen. En primer lugar, el patron de expresion y la localizacién subcelular
limitan las potenciales asociaciones. En segundo lugar, la secuencia, las modificaciones post
transcripcionales y la estructura secundaria y terciaria que adoptan los ARNInc determinan la
capacidad de interaccion. Por ultimo, el interactoma resultante del ARNInc participa en las vias
regulatorias del desarrollo y adaptacion de las plantas al ambiente ya que todos estos factores pueden
responder a sefales ambientales (Figura 3) (Manavella et al., 2022).
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Figura 3. La funcion de los ARNInc esta determinada por el interactoma de ese transcripto (Figura
modificada de Manavella et al., 2022)

Funcién fisiol6gica de los ARNInc:

Los ARNInc de plantas participan en numerosos procesos del desarrollo y de respuesta al ambiente.
En Arabidopsis, uno de los procesos altamente regulados por la accion de ARNInc es la vernalizacién
y transicién a floracién, donde estan involucrados COOLAIR, COLDAIR, COLDWRAP y AG-intron-4.
Estos ARNs regulan la expresion de FLOWERING LOCUS C (FLC) y AGAMOUS (AQG), factores de
transcripcién claves en el proceso de floracién (Heo & Sung, 2011; letswaart et al., 2012; Kim & Sung,
2017; Wu et al., 2018). En el desarrollo de las raices laterales participan APOLOy ASCO (Ariel et al.,
2014, 2020; Bardou et al., 2014), ademas APOLO esta involucrado en el crecimiento de los pelos
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radiculares (Moison et al., 2021; Pacheco et al., 2021). MARS estéa involucrado en la germinacién de
las semillas (Roulé et al., 2022). En frutilla, el ARN FRILAIR regula la maduracion del fruto (Tang et al.,
2021). En cuanto a las respuestas al ambiente, se conocen ARNInc involucrados en respuesta a la
vernalizacion, como COOLAIR (Csorba et al., 2014), o al calor y el frio, como APOLO (Fonouni-Farde
et al., 2022; Moison et al., 2021). También se han reportado regulando la homeostasis de nutrientes
como es el caso de IPS2 que participa en el equilibrio de fosfato (Franco-Zorrilla et al., 2007). Existen,
ademas, ARNInc como ELENA1 en Arabidopsis 0 MSTRG 18363 en tomate que estan involucrados en
la resistencia contra Pseudomonas syringae y Botrytis cinerea respectivamente (Seo et al., 2017; Zhou
et al., 2021). Respecto a los estreses abidticos, un ejemplo es DAN7, un ARNInc de algodén que
participa en la regulacidén del estrés por sequia (Tao et al., 2021). En cuanto a ARNInc de respuesta a
la luz, se ha reportado a HID1 participando en el proceso de fotomorfogénesis en condiciones de luz
roja continua (Y. Wang et al., 2014) y BLIL1 bajo condiciones de luz azul (Sun et al., 2020).

En el presente trabajo de tesis se estudié al ARNInc APOLO y su interaccién con la proteina LHP1
para modular la conformacion tridimensional de la cromatina en el contexto de sombreado. Ademas,

se realizé un andlisis para determinar el origen y la conservacion entre especies de este.

El ARN largo no codificante APOLO de Arabidopsis thaliana:

APOLO (del inglés, AUXIN REGULATED PROMOTER LOOP RNA) es un ARNInc intergénico
presente en Arabidopsis thaliana. Esta codificado 5 kb corriente arriba de su gen vecino, PID (Kakar et
al., 2013), involucrado en el transporte polar de auxinas en la raiz. Es transcripto por las ARNPII, IV y
V y tiene una longitud de 1 kb. Previamente, se ha demostrado que la transcripcién de APOLO por
complejos alternativos de Polimerasas modula la formacion dinamica de un bucle de la cromatina
(Figura 4). Este bucle comprende la region promotora de PID, regulando su actividad transcripcional
(Ariel et al., 2014). En respuesta a las auxinas, el locus de APOLO se desmetila, provocando la
apertura del bucle. Una vez abierto, la region promotora intergénica queda accesible para el
reconocimiento por factores de transcripcion y tiene lugar la transcripcion en ambas direcciones, de
PIDy APOLO, respectivamente. Como consecuencia, ambos transcriptos se acumulan. EI ARNm PID
es exportado al citoplasma para su traduccién, mientras el de APOLO es acumulado en el nucleo.
APOLO recluta al complejo PRC1, particularmente a través de la interaccion directa con LHP1, para
comenzar el proceso de reformacién del bucle de cromatina. Ademas, la transcripcion del locus de
APOLO por ARNP IV/V conlleva a su remetilacion, restableciendo el perfil epigenético de la region. De
manera similar ocurre un restablecimiento de modificaciones postraduccionales de histonas, como ser
H3K27me3 (dependiente de PRC2). Como resultado, el bucle de cromatina vuelve a formarse,
reprimiendo la transcripcion de PID, ademas de la de APOLO. Asi, pues, la transcripcién del ARNInc
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APOLO influye en la regulacién de la expresion de su gen vecino, PID, mediante la modulacion de la
conformacion tridimensional local de la cromatina (Ariel et al., 2014).

Ademas de la regulacién de la expresion de PID en cis, se ha demostrado que APOLO es capaz de
regular la expresion de otros genes en trans a través del reconocimiento por complementariedad de
secuencia, formacién de R-loops (duplex de ARN-ADN) y modulacion de la formaciéon de bucles de
cromatina en los loci de estos genes (Figura 4). En su mayoria, se trata de genes de respuesta a
auxinas que estan involucrados en el desarrollo de la raiz lateral (Ariel et al., 2020).
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Figura 4. APOLO regula la expresion de genes en cis y en trans. Del lado izquierdo se muestra la
regulacién en cis del gen PID y del derecho, la regulacién en trans de otros genes. En rojo se
muestra a APOLOy en verde a PID y demas ARNm. Los circulos celestes representan a LHP1. En
amarillo se muestra la ARNPII. mmmm indica metilacion del ADN. (Figura modificada de Ariel et al.,
2020)

Ademas, se ha visto que APOLO es capaz de interactuar directamente con otras proteinas, ademas de
LHP1. Entre ellas, se identificd al factor de transcripcion WRKY42. La formacién de este complejo
permite reconocer y regular la expresién de RHD6 (ROOT HAIR DEFECTIVE 6) y, de esta manera,
modular la expansion de los pelos radiculares en respuesta al frio (Moison et al., 2021), entre otros
genes involucrados en el mismo proceso (Moison et al., 2021). Otra proteina asociada a APOLO es
VIM1 (VARIANT IN METHYLATION 1), con demostrada capacidad de unién a ADN hemi-metilado
(Hye et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que VIM1 y LHP1 pueden interactuar entre ellas. El
complejo APOLO-VIM1-LHP1 regula de manera directa la transcripcion del gen YUCCAZ (involucrado
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en la biosintesis de auxinas) a través de la metilacion del ADN y deposicion de la marca H3K27me3 en
el promotor de este gen durante la respuesta de termomorfogénesis (Fonouni-Farde et al., 2022).

Uso de ARNs exégenos como potencial herramienta biotecnoldgica

En los ultimos anos hubo una explosion de tecnologias basadas en ARNs, que se acrecent6 durante la
pandemia de COVID-19 con el desarrollo de las vacunas de ARNm (Damase et al., 2021). Ademas,
con el crecimiento acelerado de la poblacion mundial, la disminucién de los terrenos aptos para la
produccion de alimentos y el calentamiento global que genera nuevos y mayores estreses bidticos y
abioticos, se acentla la necesidad de desarrollar insumos agricolas mas amigables con el ambiente.
En este contexto, el potencial del ARN como molécula bioactiva para una agricultura sustentable esta
tomando gran relevancia. El ARN es, en definitiva, un lenguaje universal, como molécula intermediaria
del dogma central de la biologia. Se puede ofrecer informacién a las plantas de manera codificada en
ARN, y de esta manera modular su respuesta al ambiente (Rodriguez Melo et al., 2023).

A lo largo de los afios, el control de las enfermedades de los cultivos se ha basado en el uso de una
amplia variedad de pesticidas sintéticos. Estos tienen las ventajas de estar altamente disponibles, y
ser baratos y de rapida accion. Sin embargo, existen efectos secundarios como el surgimiento de
patdgenos resistentes, la accion inespecifica sobre organismos benéficos y el potencial riesgo a la
salud de las personas que lo aplican, asi como también de las poblaciones rurales cercanas al cultivo
y los consumidores (Rodriguez Melo et al., 2023). Si bien han surgido cultivos transgénicos o de
mejoramiento clasico que son resistentes a ciertas plagas o que son capaces de crecer en condiciones
o ambientes adversos, su obtencion requiere de tiempos muy largos. Ademas, la tecnologia
transgénica depende de protocolos muy extensos de transformacion y desregulacion que dificultan la
generacién de variedades capaces de superar la constante aparicion de amenazas ambientales a la
agricultura. También existe mucha controversia alrededor del consumo de organismos transgénicos,
que complica su aceptacion social. Es por esto que han surgido numerosas investigaciones sobre el
uso de moléculas de ARNs como soluciones no transgénicas para la proteccién de cultivos, capaces
de garantizar una alta productividad, pero sin modificar genéticamente a las plantas.

Las plantas cuentan con un mecanismo de defensa ante infecciones virales basado en ARNs de
interferencia. Esta maquinaria, reconoce ARNs doble cadena provenientes de una infeccion y los
procesa en ARNs pequefos que luego sirven como guia para el silenciamiento de un gen blanco por
homologia de secuencia. Este mecanismo complejo ha sido estudiado durante muchos anos, lo cual
permitié que se proponga como base para desarrollos tecnolégicos que mejoren las respuestas de los
cultivos frente a determinados patégenos. Como resultado, se generaron plantas transgénicas
capaces de producir los ARNs doble cadena y de esta forma conferir resistencia o tolerancia a un
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amplio rango de patégenos. Estos ARNs doble cadena expresados por la planta presentan secuencias
relevantes para el desarrollo o la infeccién de los patdgenos. De esta manera, los ARNs pequefios
producidos dentro de las plantas son luego los responsables de producir el silenciamiento del gen o
los genes blanco del patdgeno. La eficiencia de este sistema depende de la capacidad y estabilidad de
estos ARNs pequenos. Existen numerosos ejemplos de plantas transgénicas en la bibliografia que son
resistentes a virus, hongos e insectos (Rodriguez Melo et al., 2023). Debido a lo comentado
anteriormente, a pesar de la eficiencia de esta tecnologia, se comenzaron en los Ultimos afos a
estudiar la posibilidad del uso directo de los ARNs en los cultivos sin necesidad de transformarlos. Se
sabe que las plantas son capaces de absorber estas moléculas a través de sus tejidos por lo que se
desarrollaron varias estrategias para el delivery de los ARN doble cadena o ARNs pequefios maduros
entre las cuales se incluyen el rociado, infiltracidén e inoculacién mecanica entre otras. Ademas, se han
estudiado numerosas formas de estabilizar los ARNs como son las modificaciones quimicas, el uso de
nanoparticulas de distinto origen, de vesiculas lipidicas o bacterianas y de particulas similares a virus
(VLPs) (Rodriguez Melo et al., 2023).

Hasta el momento, sélo se ha estudiado el uso exdégeno de ARNs doble cadena para modular la
expresion de genes de la planta o de patdgenos. Sin embargo, no hay antecedentes del agregado
exd6geno de ARNSs largos no codificantes (Dalakouras et al., 2020). En este trabajo de tesis se diseio
un protocolo para el agregado del ARN APOLOQ y se estudié la respuesta de las plantas de Arabidopsis
thaliana.

Origen de los ARNInc y conservacién entre especies

Durante los ultimos afos, el avance de las nuevas tecnologias de secuenciacién masiva de acidos
nucleicos ha permitido la identificacion y anotacién de numerosos nuevos ARNInc en distintas
especies y se ha determinado la funcion de varios de ellos. Sin embargo, muy pocas investigaciones
se han llevado a cabo con el fin de determinar el origen de estos ARNInc en plantas y su conservacion
entre especies. Entre los estudios realizados, algunos se enfocan en determinar conservacion de
secuencias (Sang et al., 2021), donde se analizan los ARNInc de 25 especies de plantas con flores; o
donde estudian ARNInc intergénicos en 4 especies pertenecientes a la familia Brassicaceae (Palos et
al., 2022). De manera alternativa, otros trabajos utilizan la estructura secundaria para determinar
conservacion. Es el caso de los trabajos de Hawkes (Hawkes et al., 2016) y de Gultyaev (Gultyaev et
al., 2023) donde analizan y comparan la estructura de COOLAIRy ENOD40 respectivamente.

En cuanto al origen de los ARNInc, no existe un consenso hoy en dia. Algunas hipétesis sugieren que
derivan de elementos transponibles (TE), otras que surgen a partir de la duplicacién de otros ARNInc,

que se originan mediante la transformaciéon de un gen codificante, o que lo hacen de novo a partir de
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secuencias que no eran transcriptas anteriormente (Kapusta et al., 2013). Se han encontrado algunos
ejemplos para algunas de estas hip6tesis por lo que no serian mutuamente excluyentes. Debido a

esto, es necesario hacer un analisis puntual para cada ARNInc o familias de ellos.

En este trabajo de tesis se analizé la conservacién del ARNInc APOLO en la familia Brassicaceae
mediante una comparacién de secuencias y similitudes funcionales. Ademas, se indagd acerca del

posible origen de este.
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OBJETIVOS

Este proyecto tiene como objetivo general identificar y caracterizar los complejos involucrados en la
regulacion de la expresion génica formados por los ARNs largos no codificantes (ARNInc) APOLOs y

proteinas asociadas a la cromatina en Arabidopsis thaliana'y Arabidopsis lyrata.

Objetivos Especificos:

1. Profundizar los conocimientos acerca del rol del complejo formado por LHP1 y el ARNInc
APOLO en la regulacién de genes especificos en Arabidopsis thaliana.

2. Caracterizar la funcion fisiolégica y los mecanismos moleculares en los que participa el
complejo LHP1-APOLO en respuesta al ambiente.

3. Desarrollar una estrategia para el tratamiento de plantas de Arabidopsis thaliana con el

agregado exdgeno de un ARNInc epigenéticamente activo.

4. Analizar del impacto fisiologico del tratamiento de plantas con el ARNInc APOLO.
5. Determinar el origen evolutivo y molecular de APOLO.
6. Si APOLO existe en otras especies de la familia Brassicaceae u otras familias de plantas,

determinar su funcién y mecanismo de regulacion.
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CAPITULO 1. Funcién molecular vy
fisiologica del ARNInc APOLO

INTRODUCCION

Las plantas son capaces de adaptar su arquitectura y fisiologia en respuesta a cambios en las
condiciones ambientales y sefales enddgenas a lo largo de su ciclo de vida. Esta plasticidad
incrementa la eficiencia de acceso y uso de recursos y es determinante para su adaptacién en
ambientes variables (Sultan, 2010). Uno de los casos mejores estudiados de plasticidad fenotipica en
plantas es el sindrome de sombreado o shade avoidance syndrome (SAS) (Smith, 1995). Este
sindrome se caracteriza por respuestas morfologicas y fisiolégicas que les permiten a las plantas evitar
ser sombreadas por plantas vecinas y, de esta manera, incrementa la captacién de luz. Se trata de
respuestas a senales luminicas que indican proximidad de otras plantas, particularmente la reduccién
de la relacion de radiacién rojo (R) y rojo lejano (FR; relacion R/FR), causada por la absorciéon de
fotones rojo y la reflexion de rojo lejano por tejidos que contienen clorofila (Ballaré & Pierik, 2017;
Casal, 2012; Fiorucci & Fankhauser, 2017). Los cambios en la relacién R/FR son percibidos por el
fotorreceptor fitocromo B (phyB), que controla numerosos aspectos del crecimiento y desarrollo de las
plantas (Legris et al., 2019). Las respuestas morfolégicas que permiten a las plantas evitar el
sombreado se manifiestan y dependen en gran medida de la arquitectura y el estadio de desarrollo de
las plantas. Entre las respuestas morfoldgicas mejor caracterizadas se encuentra el incremento de la
tasa de elongacion del tallo, el incremento de la dominancia apical (con reduccién de la ramificacion) y
el reposicionamiento de las hojas adoptando una orientacion mas vertical (hiponastia) (Fernandez-
Milmanda & Ballaré, 2021). La combinacién de estas respuestas resulta en una configuracion de la
arquitectura de la planta que incrementa la intercepcién de fotones en un ambiente densamente
ocupado por otras plantas. En este trabajo de tesis hemos abordado las respuestas de ramificacion y
de hiponastia en condiciones de sombreado.

La ramificacion del tallo como respuesta a la disponibilidad de luz depende del gen BRC1 en

Arabidopsis thaliana

La ramificacién en las plantas depende de la capacidad de las yemas axilares de crecer y formar una
nueva rama. Este proceso es inhibido como parte del SAS, mientras se prioriza el crecimiento del tallo
principal, de forma que la planta crezca hacia arriba en busca de la luz y no hacia los costados. En
Arabidopsis thaliana, el crecimiento de las yemas axilares esta regulado de manera negativa por
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BRANCHED1 (BRCT), que es un gen que codifica un factor de transcripcién de la familia TCP de clase
Il'y solamente se expresa en yemas axilares. Se ha observado que las plantas mutantes brct
presentan mayor cantidad de ramas axilares que plantas salvajes (Aguilar-Martinez et al., 2007).
Ademas, BRC1 es considerado un regulador clave de la ramificacion porque integra numerosas
sefales tanto endégenas como exdgenas, incluyendo el balance hormonal y la relacién R/FR (Aguilar-
Martinez et al., 2007; Gonzalez-Grandio et al., 2013; Rameau et al., 2015) (Figura 5).
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Figura 5. BRC1 integra sefales internas y externas para regular el crecimiento de yemas axilares.
En circulos celeste se representan las fitohormonas: GA (giberelinas), SL (estrigolactonas), CK
(citoquininas) y ABA (acido abscisico). En Amarillo se muestran proteinas: DELLA, FT (factores de
transcripcion), SPL9 y SPL15. En verde, sacarosa representando azucares. El sombreado esta
representado como una baja relacién R/FR. Las flechas indican induccion, mientras que la
represion se muestra con barras. Las lineas punteadas indican que la relacién no es directa. Figura
modificada de Rameau et al., 2015.

En el contexto del SAS, se ha reportado que los niveles de expresion de BRC1 aumentan cuando las
plantas son expuestas a luz blanca enriquecida con rojo lejano (simulando sombra) y que BRC1 es
necesario para detener el crecimiento de las yemas axilares en respuesta al sombreado. Ademas,
BRC1 estaria regulado negativamente por phyB (Gonzéalez-Grandio et al., 2013). En conclusion, la
regulacién y la accion de BRCT integra sefales del desarrollo con aquellas derivadas de la percepcion

del ambiente, contribuyendo a la plasticidad del desarrollo de esta especie en funcién del entorno. A
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pesar de todo lo estudiado, hasta el momento de comenzar este trabajo de tesis se desconocia si este

gen era regulado a nivel epigenético.

La respuesta de hiponastia al sombreado depende de las fitohormonas auxinas

La hiponastia es una respuesta tipica del SAS, particularmente en plantas con roseta como
Arabidopsis thaliana, y es una respuesta muy importante para optimizar la captacién de luz en zonas
donde la vegetacion es densa (Pantazopoulou et al., 2017). Este fendmeno es desencadenado por
una baja relacién R/FR percibida por phyB, lo cual ocurre mas efectivamente en la punta de la hoja
(Michaud et al.,, 2017; Pantazopoulou et al., 2017). Las hojas responden a esta senal con un
crecimiento asimétrico entre las caras abaxial y adaxial del peciolo, lo que resulta en un movimiento
hacia arriba de la lamina de la hoja (Figura 6). Las auxinas juegan un rol central en esta respuesta.
Estudios recientes han demostrado que una baja relacion R/FR percibida en la punta de la hoja
promueve la acumulacién de auxinas derivadas de ese punto en la cara abaxial del peciolo. Esta
acumulacién local de auxinas es responsable del crecimiento asimétrico que causa la respuesta de
hiponastia en respuesta a la baja relacion R/FR, y esta determinada por la proteina transportadora de
auxinas PIN3 (Kupers et al., 2023).

FR EN FREN

LA PUNTA TODALA
ROSETA

LUZ BLANCA

Figura 6. El FR, o la baja relacién R/FR resulta en la elevacion de las hojas. La primera imagen
muestra una planta WT bajo condiciones normales de luz. La imagen del medio muestra una planta
WT a la que se le iluminé la punta de una hoja con luz enriquecida en FR y se puede ver como se
eleva sblo esa hoja. La tercera muestra una planta WT a la cual se iluminé completamente con luz
enriquecida en FR y se puede observar como todas las hojas se elevan. Figura modificada de

Pantazopoulou et al., 2017.
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Ademéas de la respuesta al sombreado, las plantas de Arabidopsis muestran una respuesta hiponastica
al calor. Durante la termomorfogénesis, las hojas de la roseta también se mueven hacia arriba,
separandolas del suelo y permitiendo una disminucién corporal de la temperatura. Se ha demostrado
que la hiponastia en respuesta al calor también es sefalizada por phyB y genes clave corriente abajo,
como el factor de transcripcién PIF4. Notablemente, esta cascada de sefalizacion incluye la activacion
directa de la transcripcion de PID por PIF4 (Park et al., 2019a), lo que involucra un reconocimiento del
factor de transcripcion a la region intergénica entre PID y APOLO. Teniendo en cuenta que APOLO
participa en la respuesta termomorfogénica de Arabidopsis (Fonouni-Farde et al., 2022), en particular en
el contexto de elongacion del hipocotilo, y la regulacién de la regidn PID-APOLO en el proceso de
hiponastia, surge la hipotesis de que APOLOQO participe en SAS.
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OBJETIVOS

1. Profundizar los conocimientos acerca del rol del complejo formado por LHP1 y el ARNInc
APOLO en la regulacién de genes especificos en Arabidopsis thaliana.

2. Caracterizar la funcion fisiolégica y los mecanismos moleculares en los que participa el
complejo LHP1-APOLO en respuesta al ambiente.

3. Desarrollar una estrategia para el tratamiento de plantas de Arabidopsis thaliana con el

agregado exdgeno de un ARNInc epigenéticamente activo.

4. Analizar el impacto fisioldégico del tratamiento de plantas con el ARNInc APOLO aplicado de

manera exdgena.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los ensayos realizados durante esta tesis se llevaron a cabo utilizando Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia (Col 0) como planta salvaje. Las lineas denominadas 35S:APOLO1 y 35S:APOLO2 que
sobre expresan a APOLO contienen el ARNInc clonado bajo el promotor 35S del virus del mosaico de
la coliflor (35SCaMV). Las lineas con niveles reducidos de APOLO (RNAi APOLO1 y RNAi APOLO2)
han sido obtenidas mediante el uso de un ARN de interferencia. Las lineas CRISPR APOLO 1y 2 han
sido generadas a partir de la delecién del locus completo de APOLO, usando la metodologia de Durr y
col. (Durr et al., 2018).

También se utilizaron plantas mutantes cff, ref6, Ihp1 y sobre expresantes 35S:LHP1.
Las semillas de todas estas plantas estaban disponibles en el laboratorio.

Ademas se utilizaron las lineas proAPOLO:GFP-GUS reportada por (Ariel et al., 2020) y otsA 'y otsB
descriptas por Schluempmann y col. (Schluepmann et al., n.d.).

Las plantas fueron crecidas en macetas, en camaras de cultivo, bajo condiciones de luz de dia largo
(16 horas de luz, 90 umol m? s/ 8 horas de oscuridad) a 23° C.

Para los siguientes tratamientos se utilizaron plantas en estadio reproductivo que tuvieran una altura

de tallo principal de entre 1 y 1,5 cm.

-Con estrigolactonas (SL): se adiciond directamente a las yemas axilares 50 yL de una solucién de 10
UM GR2455S y 0,1% (v/v) de Tween-20. Las muestras fueron tomadas 6 horas después.

-Con auxinas: las plantas fueron decapitadas y se agreg6 en el extremo 500 pL de una solucién 0,6%
(p/v) de agarosa y 50 uM NAA o 0,005% de NaOH 1N (control). Las muestras fueron tomadas 24
horas después de la decapitacién.

-Con rojo lejano: las plantas fueron expuestas durante algunas horas a luz blanca suplementada con
luz rojo lejano (R/FR=0,11; control R/FR=2,7)

Caracterizacion del fenotipo de ramificacion:

Para determinar el fenotipo de ramificacion, las plantas se crecieron individualmente en macetas en

camara de cultivo. Luego de 15 dias del pasaje de estado vegetativo al estado reproductivo, se
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contaron las ramas primarias (las que se generan desde la roseta) mayores a 0,5 cm y las hojas de
roseta. Se utilizaron 24 plantas de cada genotipo. Los resultados se expresan como la relacion entre el

namero de ramas y el nimero de hojas de roseta.

Para el fenotipado en rojo lejano, las plantas se crecieron en condiciones normales de luz (R/FR=2.7)
hasta el pasaje a estadio reproductivo, cuando la inflorescencia era visible. Luego se crecieron durante
15 dias en luz blanca enriquecida con rojo lejano (R/FR=0.11). Al finalizar los 15 dias se contaron las
ramas y hojas. Se utilizaron 24 plantas de cada genotipo.

Caracterizacion del fenotipo de hiponastia

Para determinar el fenotipo de hiponastia, se utilizaron plantas de los distintos genotipos de 3
semanas a las que se expuso a luz blanca enriquecida con rojo lejano durante 8 horas. Durante ese
periodo se tomaron fotos cada 30 minutos, las cuales se usaron luego para medir el angulo formado
entre la tierra y la hoja que mas se habia elevado con el software Imaged. El ensayo se realizé de 10 a
18 hs, teniendo en cuenta que con el fotoperiodo de dia largo la luz de la camara de cultivo se
encuentra prendida entre las 6 y las 22 hs.

Tincién histoquimica (guses)

Para determinar en qué 6rganos y tejidos es activo el promotor de APOLO, se utilizaron plantas de 3
semanas que poseen el promotor de APOLO controlando la expresion del gen reportero GUS. A estas
plantas se las sumergié en la solucién de tincion (fosfato 0,1 M pH 7.5, 20% tritén X100, k-ferrocianuro
100 mM, k-ferricianuro 100 mM, X-Gluc 50 mM) y se realiz6 vacio durante 30 minutos. Luego se
incubaron a 37° C es oscuridad durante toda la noche para dar lugar a la reaccién de GUS.
Posteriormente, se procedi6 a la decoloracion de los tejidos con etanol 70% el tiempo necesario y por

ultimo se fotografiaron con lupa.

Extraccion de ARN y tratamiento con DNAsa

Para la extraccién de ARN, todas las muestras fueron tomadas y congeladas en nitrégeno liquido para
su posterior uso. Para las muestras enriquecidas en yemas axilares, se tomaron plantas de 3 semanas
a las que, con un sacabocados, se les cortd el centro de la roseta. Cada muestra contiene 3 centros de
roseta.
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Una vez congeladas, se procedié a la pulverizacion de los tejidos usando mortero y nitrégeno liquido.
La extraccion del ARN se llevo a cabo usando aproximadamente 1 ug de tejido pulverizado y trizol
casero seguido de una precipitacién con cloruro de litio y una precipitaciéon con etanol. Por ultimo, al
ARN obtenido se lo resuspendié en agua y se lo traté con DNAsa | de NEB siguiendo el protocolo del
fabricante.

Retrotranscripcion y Cuantificacion por PCR en tiempo real:

Para la retrotranscripcion (RT) se utilizé aproximadamente 1 ug de ARN con un cebador oligo (dT) y la
enzima MMLYV transcriptasa reversa (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La PCR en
tiempo real (QPCR) se realizd en un aparato StepOne (Applied Biosystems) usando los
oligonucledtidos especificos enumerados en la tabla 1 del anexo y el reactivo SsoAdvanced Universal
SYBR Green Supermix (Bio Rad). Se usaron protocolos estdndar (40 a 45 ciclos, 60° C de annealing)

y el analisis se realiz6 utilizando el método de delta Ct. La expresidn fue normalizada usando Actina.

Finalmente, el analisis de los datos y la produccion de los graficos se realizaron con el software
Graphpad Prism 8.

Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)

Para estos ensayos se utilizaron plantas WT, 35S:APOLO1, RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1 de 3
semanas crecidas en macetas en condiciones de dia largo y 23°C. Para el estudio en hojas se usaron
aproximadamente 5 plantas por muestra, mientras que para yemas axilares se usaron 24 plantas por
muestra. Los experimentos fueron realizados como se describe en (Ariel et al., 2020) usando 2
réplicas biolégicas para cada genotipo y/o condicion.

Las muestras se crosslinkearon usando formaldehido 1%. Luego de la extraccion y lisis de los nucleos,
la cromatina se sonicé en un bano de agua Bioruptor Pico (Diagenode: 10 ciclos de 30 s prendido y 30
s apagado, pulsos de baja intensidad, en microtubos Bioruptor). Para la inmunoprecipitacion, las
muestras se incubaron durante toda la noche a 4°C con Proteina A Dynabeads (Invitrogen) recubiertas
con los anticuerpos anti-H3K27me3 (Diagenode pAb-195-050) o anti-IgG (Abcam ab6702; control
negativo). Los fragmentos de ADN inmunoprecipitados se recuperaron mediante una extraccion con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y posterior precipitacién con etanol. La cuantificacién de
las regiones gendmicas inmunoprecipitadas se realizd mediante qPCR como se describid
anteriormente y usando los oligos enumerados en la tabla 1 del anexo. Para el analisis de los
resultados se utiliz6, de cada muestra, una fraccion de cromatina sonicada sin inmunoprecipitar a la

que se proceso paralelamente a las demas y se consideré como la muestra de entrada (input).
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Aislamiento de cromatina por purificacién de ARN (ChIRP)

Para este ensayo se utilizaron plantas WT, RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1 de 3 semanas,
crecidas en maceta en condiciones de dia largo y 23°C. Las muestras se crosslinkearon con

formaldehido 1% y el experimento fue realizado como describe (Ariel et al., 2020).

Luego de la extraccion y lisis de nucleos, la cromatina se sonicé en un bafo de agua Bioruptor Pico
(10 ciclos de 30 s y 30 s). Después se procedi6é a la hibridizacion de los oligos biotinilados con los
fragmentos de ADN durante 4 horas a 37°C y posteriormente se agregd las beads con estreptavidina y
se incub6 1 hora a 50°C. Finalmente se realizaron varios lavados, la elucién de los fragmentos
purificados, una extraccion con fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y precipitacion con etanol. La
cuantificacion de los fragmentos aislados se realiz6 mediante qPCR como se describi6é anteriormente y
usando los oligos enumerados en la tabla 1 del anexo.

Ensayo de inmunopurificacién de duplex ADN-ARN (DRIP)

Para este ensayo se utilizaron plantas WT, RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1 de 3 semanas,
crecidas en maceta en condiciones de dia largo y 23°C. Las muestras se tomaron y congelaron en
nitrégeno liquido, sin crosslinkear. El experimento se realizd como describe (Fonouni-Farde et al.,
2022).

Luego de la extraccion y lisis de nucleos, se purifico el ADN-ARN con fenol:cloroformo:isoamilico.
Luego se sonicd (4 ciclos: 30 s prendido y 30 s apagado) y se procedié a la inmunoprecipitacion
usando el anticuerpo S9.6 que reconoce ADN-ARN. Se realizaron lavados, eluciéon y una nueva
purificacién con fenol:cloroformo:isoamilico. Por ultimo, se precipitd con etanol y se realizd la
cuantificacion mediante qPCR con los oligos enumerados en la tabla 1 del anexo. Como control
negativo se trat6 las muestras con RNAsaH que digiere el ARN.

Ensayo de Captura de Conformacién de la Cromatina (3C)

Este ensayo se realizé como se describe en (Ariel et al., 2014). Se utilizaron 2 gramos de tejido
pulverizado tanto de hojas como de yemas axilares previamente crosslinkeados con formaldehido 1%.
Luego de extraer nucleos se realizé la digestion durante toda la noche a 37°C con 400 U de Dpnll
(NEB). EI ADN digerido se ligé mediante incubacion en shaker a 16°C, 100 rpm, por 5 horas usando
100 U de T4 ADN ligasa (NEB). Luego de un reverse crosslinking y un tratamiento con proteinasa K

(Invitrogen), el ADN fue recuperado con una extraccion con fenol:cloroformo:isoamilico y precipitacion
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con etanol. La frecuencia de interaccién relativa fue calculada por gPCR y una regién libre de sitios

Dpnll fue usada para normalizar la cantidad de ADN.

Transcripcion in vitro de ARN y ensayo de spray

Para las transcripciones in vitro de los ARNs APOLO'y GFP se us6 1 ug de ADN purificado de cada
molde, incluyendo el promotor de la T7 en el extremo 5’ (previamente agregado por PCR usando los
oligos de la tabla 1 del anexo), con la enzima HiScribe T7 High Yield RNA Synthesis kit (NEB) y
siguiendo el protocolo del fabricante. Las plantas fueron rociadas con 1 ug de ARN transcripto en
agua. Al dia siguiente, las plantas rociadas fueron expuestas a luz blanca enriquecida con rojo lejano
durante 8 horas (entre las 10 y las 18 hs; mitad del fotoperiodo de 6 a 22 hs).

Para el fenotipado de hiponastia, las plantas fueron rociadas y durante el tratamiento con rojo lejano
se fotografiaron para medir el angulo de elevacion de las hojas.

La tincién histoquimica de las plantas rociadas con ARN se realiz6 luego de la exposicidn con rojo

lejano.

Para la medicion de transcriptos, las plantas fueron rociadas con los ARNs y al dia siguiente se
tomaron las muestras y congelaron con nitrégeno liquido. Luego se realiz6 la extraccién de nucleos y
posterior extraccibn de ARN como se mencioné anteriormente. El nivel relativo de transcriptos fue

medido por RT-gPCR como se indicd anteriormente.
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RESULTADOS

Estudio de la regulacién de la ramificacién mediada por el ARNInc APOLO

La ramificacion de las plantas determina su forma final y por ende la capacidad de uso de los recursos
como la luz. Es un proceso de desarrollo que esta altamente regulado tanto por sefiales internas de la

planta como por senales del entorno que la rodea.

En el laboratorio contamos con plantas de Arabidopsis thaliana que tienen niveles elevados o
reducidos del ARNInc APOLO (Ariel et al., 2014, 2020; Fonouni-Farde et al., 2022). Creciendo estas
plantas individualmente en macetas observamos que tienen afectado el nimero de ramificaciones
secundarias, también llamadas de roseta, con respecto al que presentan las plantas salvajes. Para
determinar si esta diferencia era significativa, se crecieron en maceta plantas salvajes junto con 2
lineas independientes que sobreexpresan APOLO (35S:APOLO1 y 2), 2 lineas independientes
knockdown que tienen los niveles de APOLO reducidos considerablemente por la accién de un ARN
de interferencia (RNAi APOLO1 y 2) y 2 lineas independientes knockout que tienen delecionado el
locus completo de APOLO mediante CRISPR/Cas9 por lo cual la expresion de este es casi nula
(CRISPR APOLO1 y 2). A estas plantas se les contaron las ramas secundarias (que nacen de yemas
axilares de la roseta) 15 dias después de la aparicion de la inflorescencia principal.
Sorprendentemente, todas las lineas estudiadas exhiben un numero mayor de ramas secundarias que

las plantas salvajes (Figura 7).
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Figura 7. Analisis del numero de ramificaciones de las plantas con distintos niveles de APOLO. WT

indica plantas salvajes. A) Relacién entre el nimero de ramas laterales y el nimero de hojas de
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roseta de las distintas plantas contadas a los 15 dias de aparicion del tallo principal. El asterisco
indica diferencias significativas con las plantas WT (P<0,05; t Student, n=24). B) Foto de las plantas.

La linea blanca de escala corresponde a 2,5 cm.

Teniendo en cuenta que el fenotipo observado se repite en las dos lineas independientes de cada
genotipo, se decidié disminuir el numero de lineas para las caracterizaciones moleculares. Para esto
se midieron los niveles de expresién de APOLO en todas las plantas (Figura 8) y se decidi6 continuar
con la linea 35S:APOLO1 (que tiene niveles moderados de sobre expresion), la RNAi APOLO2 (que
presenta los menores niveles de expresion) y a la CRISPR APOLO1.
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Figura 8. Andlisis de la expresion de APOLO. Niveles relativos de expresion de APOLO en las
distintas lineas. WT indica plantas salvajes. Los asteriscos indican diferencias significativas con las
plantas salvajes (P<0,05; t Student; n=3). Las mediciones individuales de cada replicado biolégico

se muestran con los puntos negros.

Considerando el fenotipo observado de ramificacion, lo primero que nos preguntamos fue si APOLO se
encuentra presente en las yemas axilares de donde luego surgen ramas. Para responder este
interrogante, analizamos plantas de Arabidopsis salvajes que fueron transformadas con la

construccion que contiene la region intergénica entre PID y APOLO dirigiendo la expresién del gen
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reportero GUS. Esta construccién permite observar en qué 6rganos y tejidos es activa esta region
promotora. Realizando la tincion histoquimica, pudimos determinar que la region promotora proximal
de APOLO es inactiva en yemas axilares, al menos en las condiciones en que se realizé el
experimento. Por otro lado, en el peciolo se observa coloracion, es decir que, al menos en esas
condiciones el promotor conduce a la transcripcion del gen de la B-glucuronidasa (Figura 9. A). De
acuerdo con esto, vimos también que los niveles de transcripto de APOLO medidos por gPCR son
mas elevados en hojas que en muestras enriquecidas en yemas axilares y, ademas, en ambos
organos los niveles son mayores que en raices (6rgano donde fue previamente caracterizado, (Ariel et
al., 2014, 2020)) (Figura 9. B). El hecho de que no se vea tincidon en yemas, pero si se midan los
transcriptos en muestras enriquecidas en yemas podria deberse a que para realizar la tincion se utiliza
solo la region promotora dirigiendo la expresion del gen GUS. Cabe destacar que la region del cuerpo
del gen normalmente se encuentra muy metilada a nivel del ADN, y se ha demostrado que la
activacién de la transcripcion de APOLO esta asociada a una desmetilacion del locus (Ariel et al.,
2014). Es decir, que la construccion reportera podria no evidenciar el control epigenético y otro tipo de
regulaciones, como podria ser la estabilidad del transcripto.
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Figura 9. Analisis del patron de expresion de APOLO. A) Tincion de GUS de plantas
proAPOLO:GFP-GUS. Las flechas rojas indican las yemas axilares y las flechas verdes los peciolos.
Las lineas blancas corresponden a 100um. B) Niveles de expresion de APOLO medidos por RT-
gPCR en diferentes érganos de plantas salvajes. Las mediciones individuales de cada replicado
biolégico se muestran con los puntos negros. Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto a raices que fue el primer érgano donde se describid la presencia de APOLO (Ariel et al.,
2014) (P<0,05; t Student; n=3).
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El control del numero de ramas también depende de LHP1 y de la deposicion de H3K27me3

Considerando los casos reportados anteriormente en que APOLO actda junto con LHP1 en la
regulacion de genes diana, decidimos analizar el fenotipo de ramificaciéon de plantas que tienen sobre
expresados y reprimidos los niveles de LHP1 en las mismas condiciones en las que estudiamos las
plantas con distintos niveles de APOLO. En este analisis se pudo observar que las plantas mutantes
Ihp1 presentan mayor cantidad de ramificaciones que una planta salvaje. Ademas, se observo que las
que sobreexpresan LHP1 también presentan afectado el nimero de ramificaciones, pero en el sentido
contrario a la mutante, es decir, tienen menor cantidad de ramificaciones que las plantas salvajes
(Figura 10). Estos resultados indicarian que tanto APOLO como LHP1 estan involucrados en la
regulacién de la ramificacion de las plantas de Arabidopsis thaliana. Ademas, nuestros resultados
indican que la desregulacion de cada uno por separado es suficiente para observar el fenotipo

diferencial.
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Figura 10. Andlisis del numero de ramificaciones de las plantas con distintos niveles de
LHP1. Relacién entre el nimero de ramas laterales y el nimero de hojas de roseta de las
distintas plantas contadas a los 15 dias de aparicién de la inflorescencia principal. WT indica
plantas salvajes. El asterisco indica diferencias significativas con las plantas salvajes
(P<0,05; t Student, n=24).

Por otro lado, considerando que LHP1 esta involucrada en reconocer, mantener y expandir la marca
epigenética H3K27me3 (Veluchamy et al., 2016), analizamos también el fenotipo de ramificacion de
plantas mutantes en clf, la metil-transferasa de histonas del complejo PRC2, encargada de depositar
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esa marca. Ademas, caracterizamos a las plantas mutantes ref6 la proteina encargada de removerla.
Para el caso de cIf no se observaron diferencias significativas en cuanto al niumero de ramas
comparado con las plantas salvajes. Lo que sugiere que una baja en la deposicion de H3K27me3 no
afectaria la ramificaciéon, o que la redundancia con sus proteinas homologas MEDEA y/o SWINGER
(Chanvivattana et al., 2004; Grossniklaus et al., 1998) es suficiente para suplir la ausencia de CLF en
este evento del desarrollo. Sin embargo, en el caso de ref6 si se vieron diferencias significativas. Estas
plantas, que presentan un incremento general de la deposicion de la marca H3K27me3, presentan
menor cantidad de ramas que las plantas salvajes (Figura 11). Estos resultados sostienen la idea de

que existe una regulacion del proceso de ramificacion de tipo epigenética.
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Figura 11. Andlisis del nimero de ramificaciones de las plantas mutantes ref6 y clf.
Relacion entre el nimero de ramas laterales y el nimero de hojas de roseta de las distintas
plantas contadas a los 15 dias de aparicion de la inflorescencia principal. WT indica plantas
salvajes. El asterisco indica diferencias significativas con las plantas salvajes (P<0,05; t
Student, n=24).

APOLO regula epigenéticamente la expresiéon del gen BRANCHED1 (BRC1)

Sabiendo que APOLO es capaz de reconocer y regular distintos genes en trans a lo largo del genoma
de Arabidopsis, lo siguiente que realizamos fue una busqueda entre los genes blanco de APOLO
(obtenidos en un ChIRP-seq, (Ariel et al., 2020)) de aquellos que pudieran explicar las diferencias
observadas en la ramificacion de las plantas con niveles desregulados de APOLO. Entre ellos,
identificamos a BRCT, un regulador negativo crucial de la ramificacibn en Arabidopsis thaliana
(Aguilar-Martinez et al., 2007). Para determinar si APOLO tiene un rol en la modulacién de la
expresion de BRCT se realizd la medicion de niveles de transcriptos mediante RT-gPCR, usando las
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plantas con niveles de APOLO desregulados. Este andlisis revelé que los niveles basales de
transcriptos de BRCT son significativamente menores en yemas axilares de plantas que expresan
ectépicamente APOLO (35S:APOLO) o que tienen su expresion silenciada por ARN de interferencia
(RNAI-APOLO, (Ariel et al., 2014)) o incluso anulada por remocion del locus completo (CRISPR-
APOLO,(Fonouni-Farde et al., 2022)) (Figura 12) lo que podria explicar el fenotipo observado de
mayor cantidad de ramas.

BRC1

aly
o
1

o
3]
|

Niveles relativos de transcripto

Figura 12. Los niveles de expresion de BRC1 estan disminuidos en las plantas con distintos niveles
de APOLO. Niveles relativos de BRC1 medidos por RT-gPCR en las distintas lineas. Las
mediciones individuales de cada replicado biolégico se muestran con puntos negros. WT indica
plantas salvajes. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a plantas salvajes
(P<0,05; t Student; n=3).

Usando informacion epigenémica publicamente disponible (Ariel et al., 2020; Veluchamy et al., 2016;
Xu et al., 2017), encontramos que el perfil epigenético del locus de BRC1 se asemeja al de un tipico
gen blanco de APOLO: con alta deposicion de la marca H3K27me3 a lo largo de todo el cuerpo del
gen, unién de LHP1, interaccién con APOLO y formacion de R-loop. Ademas, vimos que APOLO se
une 6277 pb corriente arriba de BRC1, cerca del extremo 5’ del gen vecino (Figura 13).
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Figura 13. El perfil epigenético del locus de BRC1 es idéntico al de otros genes blanco de APOLO.
Perfil epigenético del locus de BRC1 de plantulas de 14 dias crecidas en condiciones de dia largo
obtenido de informacién publica disponible. Fila 1: deposicion de la marca H3K27me3 determinada
por ChIP-seq. Fila 2: deposicion de LHP1 por ChIP-seq (Veluchamy et al., 2016). Filas 3-5: unién de
APOLO determinada por ChIRP-seq (fila 3 y 4, usando las series de oligos contra APOLO
denominadas ODD y EVEN respectivamente; fila 5 control negativo usando oligos contra LacZ)
(Ariel et al., 2014). Filas 6-9: formacion de R-loops determinada por DRIP-seq en la hebra Watson
(fila 6), hebra Crick (fila 7), o sin distincion de hebra (fila 8). El control negativo del DRIP luego del
tratamiento con RNAsaH se muestra en la fila 9 (Xu et al., 2017). En la parte inferior se muestra la
anotacion de los genes.

Como la informacién disponible de la literatura provenia de experimentos realizados en plantulas,
decidimos validar la interaccion entre APOLO y el locus de BRC1 en yemas axilares. Para esto
realizamos un ChIRP-gPCR y DRIP-gPCR en plantas salvajes vs. CRISPR APOLO1 y RNAi APOLO2.
Con el ChIRP confirmamos que APOLO interacciona con el locus de BRC1 en plantas WT (Figura 14.
A). Tanto para el set de oligos ODD como para el EVEN se detecta enriquecimiento. Se puede
observar ademds que cuando los niveles de APOLO son muy bajos, en la linea RNAI, el
enriquecimiento disminuye considerablemente. Sélo para la inmunoprecipitacién usando los oligos
ODD se puede detectar algo de enriquecimiento, mientras que para el otro grupo de oligos no. Y en
las plantas CRISPR, que carecen del locus completo de APOLQO, no se observa enriquecimiento. Con
el DRIP demostramos que el R-loop es mediado por APOLO ya que en plantas salvajes puede
detectarse el duplex de ADN-ARN, mientras que cuando hay bajos niveles de APOLO, la deteccién del
R-loop es significativamente menor. En la linea CRISPR-APOLO, por su parte, la senal detectada para
R-loops es similar a la del control negativo (Figura 14. B).
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Figura 14. Uniéon de APOLO al locus de BRC1. WT indica plantas salvajes. A) Interaccion de
APOLO medida por ChIRP-gPCR en plantas WT vs CRISPR APOLO1 y RNAi APOLO2. Se expresa
la media para los 2 sets independientes de oligos denominados ODD y EVEN. Los asteriscos

indican diferencias significativas (P<0,05; t Student; n=2). La linea punteada determina el nivel de

background definido usando oligos contra LacZ. B) Formacion de R-loop determinada por DRIP-
gPCR en plantas salvajes vs RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1. IP indica los valores obtenidos
luego de la inmunoprecipitacion de las muestras. RNAseH indica los valores para el control

negativo, determinado luego de la inmunoprecipitacion de las muestras tratadas con RNAseH. Los

asteriscos indican diferencias significativas (P<0,05; t Student; n=2).

De la misma manera, considerando que la informaciéon epigenémica analizada anteriormente (Figura

13) habia sido generada en plantulas, realizamos un ChIP-qgPCR para determinar el perfil de la marca

H3K27me3 en el locus de BRC1 en hojas maduras y yemas axilares en plantas salvajes. Encontramos

que los niveles de la marca represiva de la transcripcion H3K27me3 en ese locus son mas elevados

en hojas que en yemas, en concordancia con el patron de expresién de BRC1 (Figura 15. A). Ademas,

realizamos un ChIP-gPCR de H3K27me3 en yemas axilares de las plantas con distintos niveles de

APOLO. Notablemente, la represion parcial de BRC1 en estas lineas (Figura 12) se correlaciona con

una elevada deposicién de H3K27me3 en yemas axilares de estas plantas respecto de las salvajes

(Figura 15. B). En conjunto, los resultados sugieren que APOLO participa en la regulacién epigenética

de BRCT.
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Figura 15. Variacion en la deposicién de H3K27me3. A) Deposicion de H3K27me3 en el locus de
BRC1 determinado por ChIP-gPCR en hojas vs yemas axilares de plantas salvajes. El asterisco
indica diferencia significativa entre los porcentajes recuperados de hojas y yemas (P<0,05; t
Student; n=2). B) Deposicion de H3K27me3 en el locus de BRC1 determinado por ChIP-gPCR en
yemas axilares de plantas salvajes, 35S:APOLO1, RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1. WT indica
plantas salvajes. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto a las plantas salvajes
(P=<0,05; t student; n=2). ND indica muestras no detectadas. En ambos experimentos se usaron 2
replicados biolégicos independientes por linea.

Anteriormente se ha reportado que APOLO modula la conformacion tridimensional de la cromatina al
reconocer genes blanco (Ariel et al., 2020). Por lo tanto, nos propusimos analizar qué bucles de
cromatina habian sido identificados por capture-HiC tanto en parte aérea como en raiz (Huang et al.,
2021). Este analisis revel6 que existe un bucle de cromatina que une a BRC1 con su gen vecino,
precisamente en las regiones de unién de APOLO que habian sido identificadas por el ChIRP-seq
(Ariel et al., 2020). Este bucle de cromatina esta presente en parte aérea y es dependiente de la
actividad de CLF, la metiltransferasa de histona de PRC2 (Figura 16), dado que deja de ser detectado
en plantas mutantes clf. Esto sugiere que la marca H3K27me3 actia como una caracteristica
regulatoria clave para la disposicidn tridimensional de la cromatina en este locus. En muestras de
raices si bien se detectaron algunos bucles de cromatina, no se observo presencia de alguno que

uniera al locus de BRC1 con el de su gen vecino.
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Figura 16. Contexto tridimensional del locus de BRC1. Capture HiC en parte aérea y raices de
plantas salvajes y parte aérea de plantas mutantes cff. La primera fila muestra la anotacién de los
genes. La fila 2 muestra los bucles de cromatina en el locus de BRC1 en parte aérea de plantas
salvajes. Las flechas negras indican los sitios donde se une APOLO mostrados en la figura 10. En la
tercera fila, los bucles detectados en raices de plantas salvajes. En la cuarta fila, el bucle detectado
en parte aérea de plantas clf. WT indica plantas salvajes.

Nos preguntamos entonces cdmo estd organizada la conformacion local de la cromatina en este locus
en yemas axilares. Para responder esta pregunta realizamos un 3C-PCR, seguida de electroforesis y
posterior secuenciacion del amplicdn. Este andlisis reveldé que el bucle de cromatina en el locus de
BRC1 sélo se encuentra formado en hojas, lo que se correlaciona con una alta expresiéon de APOLO'y
represion de BRC1 (Figura 17. A). Luego, realizamos el mismo ensayo en muestras enriquecidas en
yemas axilares de las plantas con niveles desregulados de APOLO (Figura 17. B). Notablemente, este
ensayo reveld que la interaccion identificada en hojas de plantas salvajes también fue encontrada en
yemas axilares de plantas que sobreexpresan APOLO. Sin embargo, en las plantas knockdown vy
knockout de APOLO no se encontré esta interaccién. En conjunto, estos resultados indican que los
transcriptos de APOLO son necesarios y suficientes para modular la disposicion tridimensional de la
cromatina en el locus de BRC1 y regular su expresion en diferentes tejidos.
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Figura 17. APOLO regula un bucle de cromatina que abarca la region intergénica entre BRC1y su
vecino AT3G18353. A) Foto de gel de agarosa 1%. 3C-PCR en muestras de hojas (H) vs yemas
axilares (Y). Se muestran 2 replicados. La flecha roja indica las bandas correspondientes a la
religacion y amplificacion del bucle de cromatina. B) Foto de gel de agarosa 1 %. 3C-PCR en hojas
de plantas salvajes y yemas axilares de plantas salvajes, 35S:APOLO1, RNAi APOLO2 y CRISPR
APOLO1. Se muestran 4 replicados. Las flechas rojas indican las bandas correspondientes a la

religacion y amplificacion del bucle de cromatina. WT indica plantas salvajes

APOLO regula la expresion de BRC1 en el contexto de sombreado

Para determinar cuél o cuales condiciones estan involucradas en la variacion de la disposicién de la
cromatina en el locus de BRCT, nos propusimos investigar si las vias conocidas que controlan la
expresion de BRC1 también controlan los niveles de transcriptos de APOLO en yemas axilares. Para
esto, medimos los niveles de expresion de APOLO en plantas tratadas con hormonas que intervienen
en este proceso (auxinas y estrigolactonas, (Rameau et al., 2015)), luz blanca suplementada con rojo
lejano que simula una condicion de sombreado (baja relacion R/FR, (Gonzélez-Grandio et al., 2013)) y
plantas con el metabolismo de azlcares alterado (Schluepmann et al.,, 2003) (Figura 18. A). De
acuerdo con reportes previos (Ariel et al., 2014, 2020), APOLO fue inducido por auxinas. Por otro lado,
no se observaron cambios en los niveles de expresién de APOLO en respuesta a estrigolactonas o en
las plantas con metabolismo de azlcares alterado. Los niveles de transcriptos de APOLO en yemas
axilares se vieron reducidos en respuesta a 2 horas de baja relacion R/FR. Ademas, esta respuesta es
dependiente del fotoreceptor phyB dado que los niveles de APOLO en mutantes phyB son
significativamente mas bajos que en plantas salvajes y no se observé represion cuando las plantas
fueron expuestas a una baja relacién R/FR (Figura 18. B).
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Figura 18. Regulacion de BRC1 mediada por APOLO en el contexto de sombreado. A) Niveles de
expresion relativos de APOLO en muestras enriquecidas en yemas axilares de plantas salvajes y
mutantes phyB en condiciones control y tratadas con luz blanca enriquecida con rojo lejano (FR).
Las medidas individuales se muestran con puntos negros. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto de plantas salvajes en condiciones control (P<0,05; t student, n=3). B)
Niveles de expresion relativos de APOLO en muestras enriquecidas en yemas axilares de plantas
salvajes sin tratamiento (control), tratadas con auxinas (Aux), expuestas a luz blanca enriquecida en
rojo lejano (FR), con aplicacion de estrigolactonas (SL) y en muestras enriquecidas en yemas
axilares de plantas otsA (una sobre expresante de la T6P sintasa, que acumula mas trehalosa 6
fosfato) y otsB (sobre expresante de T6P fosfatasa, que tiene menos trehalosa 6 fosfato que una
WT). Todas las mediciones individuales se muestran con puntos negro. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los tratamientos y el control (P<0,05; t student; n=3). WT indica

plantas salvajes.

Considerando el comportamiento dinamico de APOLO en respuesta a auxinas (Ariel et al., 2014),
caracterizamos su respuesta a las condiciones de baja relacion R/FR. En un experimento a distintos
tiempos a lo largo del dia se observé que los niveles de APOLO en yemas axilares primero decrecen y
luego se incrementan gradualmente hasta alcanzar niveles basales. Interesantemente, los transcriptos
de BRCT1 presentaron un comportamiento opuesto (Figura 19. A). En plantas que sobre expresan
APOLO vy las que tienen niveles reducidos, los niveles de transcriptos de BRCT tienen el mismo
comportamiento que en plantas salvajes, primero se incrementan y luego decrecen. Sin embargo,
estos fueron mas bajos que en plantas salvajes a lo largo de todo el tratamiento con luz enriquecida en
FR (Figura 19. B).
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Figura 19. La respuesta de APOLO al FR varia a lo largo del dia y es opuesta a la de BRC1. A)
Niveles de expresion relativos de APOLO y BRC1 en muestras enriquecidas en yemas axilares de
plantas salvajes a las que se expuso durante 0, 2, 4 y 8 horas a luz blanca enriquecida en rojo
lejano (FR). El asterisco indica diferencia significativa (P<0,05; t student, n=3). B) Niveles relativos
de expresion de BRC1 en muestras enriquecidas en yemas axilares de plantas salvajes,
35S:APOLO1, RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1 que fueron expuestas a luz blanca enriquecida
con FR durante 0, 2, 4 y 8 horas. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto de la WT

(P=<0,05; t student; n=3). WT indica plantas salvajes.

Luego caracterizamos la ramificacién axilar en respuesta al tratamiento con luz enriquecida en FR.
Como era de esperar (Holalu et al., 2020), una baja relacion R/FR reprimié la ramificacion en plantas
salvajes. En las plantas sobre expresantes de APOLO que presentan mas ramificaciones que las
plantas salvajes en condiciones de luz control, se mantuvo una respuesta significativa al tratamiento
con FR. En cambio, las plantas RNAi APOLO y CRISPR APOLO exhibieron un alto nimero de ramas
en condiciones controladas, y ademds respondieron deficientemente al FR, sin verse afectadas en el
numero de ramas (Figura 20). En conjunto, estos resultados indican que los transcriptos de APOLO
son necesarios para la inhibicion del crecimiento de yemas axilares inducido por luz enriquecida en
FR.
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Figura 20. Las lineas con niveles reducidos de APOLO fallan en reprimir la ramificacion en FR.
Fenotipado de ramificacion. Relacion entre el nimero de ramas y de hojas de plantas salvajes,
35S:APOLO1, RNAi APOLO2 y CRISPR APOLO1 crecidas en condiciones control vs plantas

tratadas durante 15 dias con luz blanca enriquecida en FR. El término interaccion “genotipo x
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tratamiento de luz” del two-way ANOVA fue significativo (P=0,019). Las diferentes letras indican las

diferencias significativas entre las medias (P<0,05; test de Tukey). WT indica plantas salvajes

Considerando el rol clave de la marca H3K27me3 en la formacion de bucles de cromatina, nos
preguntamos si esta marca esta modulada por FR. Se realiz6 un ChIP-gPCR en muestras
enriquecidas en yemas axilares y se observaron niveles normales de H3K27me3 en control vs. 8 hs de
FR (Figura 21. A). Sin embargo, luego de 8 horas de tratamiento, cuando los niveles de APOLO
retornan a niveles basales, el bucle de cromatina observado en hojas también fue detectado en yemas
axilares (Figura 21. B).
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Figura 21. La formacién del bucle de cromatina responde al tratamiento con FR, pero es
independiente de H3K27me3. A) Deposicion de H3K27me3 en el locus de BRC1 determinada por
ChIP-gPCR en muestras enriquecidas en yemas axilares de plantas salvajes luego de un
tratamiento de 8 horas con luz blanca enriquecida en FR vs control con luz blanca. ND significa no
detectado. Se usaron 2 replicados bioldgicos para cada linea y condicién. B) Foto de gel de agarosa
1%. 3C-PCR en muestras enriquecidas en yemas de plantas salvajes con y sin tratamiento con FR.
La flecha indica la banda correspondiente a la religacion y amplificacion del bucle de cromatina en el
locus de BRC1. WT indica plantas salvajes.

En conjunto, los resultados indican que APOLQO participa en la formacién de un bucle de cromatina que
responde a FR sobre el locus de BRC1. El comportamiento del bucle de cromatina parece alinearse
con la abundancia de transcriptos de APOLO, incluso en presencia de niveles invariables de
H3K27me3. Esto sugiere la posibilidad de un mecanismo mediado por un ARNInc que ejerce una
influencia alternativa en la expresion de genes en distintos contextos celulares. EI FR reprime
dinamicamente la expresién de APOLO e induce a BRC1. Considerando el rol significativo de APOLO
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en la formacioén del bucle de cromatina en el locus de BRC1, los resultados apuntan a un rol de estos

transcriptos en la regulacién epigenética de BRC1 en respuesta al FR.

APOLO modula la respuesta de hiponastia de las hojas ante la exposicion al rojo lejano

Habiendo establecido que el FR modula la expresion de APOLO, nos parecié interesante investigar si
APOLO esta involucrado en otra respuesta del SAS en Arabidopsis thaliana, tal como el control de la

hiponastia de las hojas.

Estudios previos han mostrado que APOLO regula directamente en cis la expresién de su gen vecino
PID (Ariel et al., 2014) y en trans al homologo de PID, WAGZ2 (Ariel et al., 2020). PID y WAGZ codifican
2 quinasas que se encargan de determinar la posicién de los transportadores de auxinas PIN en la
membrana celular, y asi modulan el flujo de auxinas (Benjamins et al., 2001; Dhonukshe et al., 2010).
Ademas, otros estudios han demostrado que APOLO también controla la expresion de YUCCAZ a
través de la coordinacion de la accion de LHP1 y VIM1 en la metilacién de histonas y del ADN
(Fonouni-Farde et al., 2022). Entre los genes YUCCA, YUCCAZ es un factor clave en la biosintesis de
auxinas (Mashiguchi et al., 2011). Considerando que la sintesis, la acumulacion y la distribucion de las
auxinas controlan la hiponastia en respuesta al FR (de Wit et al., 2015; Keuskamp et al., 2010; Kipers
et al.,, 2023; Michaud et al., 2017; Pantazopoulou et al., 2017) proponemos que APOLO estaria
involucrado en esta respuesta. Para demostrar nuestra hipétesis, expusimos las plantas a luz blanca
suplementada con FR y medimos los cambios de angulo de la hoja que mas se levanté al finalizar el
experimento durante un periodo de 8 horas. La misma hoja de cada planta fue considerada durante
todo el experimento. En plantas salvajes, el angulo maximo que alcanzaron fue a las 4 horas y varia
entre 30 y 40 grados. En cambio, las plantas knockdown y knockout de APOLQO exhibieron un
movimiento retrasado y presentaron un angulo final de entre 20 y 30 grados. Finalmente, las plantas
sobre expresantes de APOLO presentaron el efecto mas drastico en términos de retraso y angulo final,
que no excedi6 los 20 grados (Figura 22). Este resultado indica que, ademas de la ramificacion, la
desregulacién de APOLO compromete la respuesta de hiponastia en respuesta al rojo lejano.
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Figura 22. La respuesta de hiponastia esta afectada en las lineas con niveles desregulados de
APOLO. Medicién del angulo de elevacion de la hoja mas alta cada 30 minutos, durante un
tratamiento de 8 horas con luz blanca enriquecida en FR. Los asteriscos indican diferencias

significativas respecto de las plantas salvajes (P<0,05; t student; n=12). WT indica plantas salvajes.

La aplicacién exdgena del ARN APOLO transcripto in vitro altera la homeostasis de auxinas de las

plantas y la respuesta al rojo lejano

El efecto de la sobre expresion de APOLO nos llevé a pensar si un tratamiento exégeno con APOLO
transcripto in vitro podria modular la respuesta de la planta al ambiente. Ha sido demostrado que las
plantas pueden absorber ARNs exdégenos, y con el tiempo ha aumentado el uso de transcriptos doble
hebra que funcionan como precursores para la produccién de ARNs pequefios capaces de silenciar
genes endégenos o bloquear infecciones de virus, hongos o incluso insectos (Rodriguez Melo et al.,
2023). Sin embargo, el potencial uso de ARNInc epigenéticamente activos como moléculas bioactivas
no habia sido probado aun. Se realiz6 la transcripcién in vitro del ARN APOLO y se roci6 plantas de
Arabidopsis thaliana a las cuales al dia siguiente se les realizé un tratamiento con FR durante 8 horas.
Encontramos que luego de esas 8 horas de tratamiento, el angulo final de la hoja méas alta era
significativamente menor en las plantas rociadas con APOLO que en las rociadas con el ARN GFP que

fue usado como control (Figura 23).
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Figura 23. El agregado exdégeno de APOLO simula una sobre expresién. Medicién del angulo de
elevacion de la hoja mas alta, luego de 8 horas de exposicidn a la luz blanca enriquecida en FR, en
plantas salvajes a las que se rocié previamente con ARN transcripto in vitro de APOLO y GFP

(control). El asterisco indica diferencia significativa (P<0,05; t student; n=12).

Para determinar si el comportamiento diferencial obtenido con el tratamiento de agregado exdégeno de
APOLO estaba relacionado a la homeostasis de auxinas, se rocié plantas de Arabidopsis
transformadas con la construccion DR5:GUS de la misma forma que las plantas anteriores y se realiz6
la tincién histoquimica. Estas plantas contienen el promotor sintético de respuesta a auxinas DR5
(Ulmasov et al., 1963) controlando la expresién del gen reportero GUS. Anteriormente, se ha descripto
que la construccion DR5:LUC dirige la expresién del gen LUC que codifica para la luciferasa en la
vasculatura de las hojas y el peciolo en respuesta al FR (Pantazopoulou et al.,, 2017).
Sorprendentemente, las plantas rociadas con APOLO exhibieron una tincién expandida en el contorno
de la lamina de la hoja, indicando un impacto en la sintesis, distribucion y/o sefalizacion de auxinas
(Figura 24. A). Para determinar si este efecto es mediado por la interaccion directa de APOLO con la
cromatina, usamos una versién de APOLO mutagenizada (APOLOmut) al cual se le mutagenizaron las
2 cajas TTCTTC, conocidas por ser esenciales para la formacién de R-loops y reconocimiento de
targets (Ariel et al., 2020). Notablemente, APOLOmut fue incapaz de inducir la expresion del reportero
de auxinas de la forma que lo habia hecho APOLO (Figura 24. B), sugiriendo que la interaccién

ARNInc-ADN es necesaria para desarrollar la respuesta biolégica.
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Figura 24. El agregado de APOLO exdgeno produce una alteracion en la homeostasis de las
auxinas a través de la union a sus genes blanco. A) Tincién de GUS de plantas DR5:GUS a las
cuales se rocié con GFP y APOLO transcriptos in vitro y luego se expuso durante 8 horas a luz
blanca enriquecida en FR. La barra negra de escala corresponde a 2 cm. B) Tincion de GUS de
plantas DR5:GUS a las cuales se roci6 con APOLO y APOLOmut (incapaz de formar R-loops) y
luego se expuso 8 horas a luz blanca enriquecida en FR. La barra negra de escala corresponde a 2
cm.

Para validar estos resultados, extrajimos nucleos de hojas de plantas salvajes a las que se habia
rociado con APOLO o GFP para cuantificar los niveles de transcriptos tanto de estos como de genes
blanco de APOLOQ involucrados en la homeostasis de las auxinas. A pesar de que se rocio con la misma
cantidad de ARN transcripto in vitro de APOLO y GFP, solo APOLO fue detectado acumulado en
nucleo. Posiblemente esto haya ocurrido por una falta de reconocimiento de este ARN por parte de
proteinas asociadas capaces de transportarlo al nucleo.

Considerando la relacién entre SAS y la homeostasis de auxinas y el control de APOLO sobre los genes
relacionados a auxinas, nos preguntamos como responden estos genes en las plantas rociadas con
ARNSs. Interesantemente, en las hojas que habian sido rociadas con APOLO (+APOLO) la abundancia
de transcriptos de PID, WAG2 y YUCCAZ fue aumentada (Figura 25), indicando que altos niveles de
APOLO desencadenan la transcripcién de genes blanco, desregulando asi la homeostasis de auxinas.
También se pudo observar que el agregado de FR en las plantas rociadas con APOLO (+APOLO+FR)
no genera ningun efecto adicional al que genera APOLO por si solo. En conjunto, los datos muestran
que la aplicacién exdgena de un ARNInc es suficiente para desencadenar una activacion mediada
epigenéticamente de genes que modulan la homeostasis de auxinas y estan involucrados en SAS.
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Figura 25. APOLO esta involucrado en la respuesta de hiponastia frente al sombreado. Niveles de
expresion relativos de APOLO, PID, WAG2, YUC2 y GFP en nucleos extraidos de plantas salvajes
sin tratamiento (control), rociadas con APOLOQ transcripto in vitro (+APOLO), rociadas con APOLO
transcripto in vitro y expuestas durante 8 horas a luz blanca enriquecida con FR (+APOLO+FR),
rociadas con GFP (+GFP) y rociadas con GFP y expuestas a FR 8 horas (+GFP+FR). Todas las
mediciones individuales se muestran con puntos negro. Los asteriscos indican diferencias

significativas entre cada tratamiento y su control (P<0,05; t student; n=3)
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

La luz controla el crecimiento y desarrollo de las plantas, permitiendo a estos organismos sésiles
optimizar la captacion y utilizacion de los recursos ambientales. Andlisis fisioldgicos y moleculares
realizados en Arabidopsis thaliana y otras especies de plantas indican que la plasticidad de las
respuestas frente a cambios en la intensidad y calidad de la luz se basan en la integracién de sefales
de una amplia gama de actores hormonales (Fernandez-Milmanda & Ballaré, 2021) siendo las auxinas
quienes juegan un rol clave en las respuestas para evitar el sombreado (Li et al., 2012; Tao et al., 2008).
En este contexto, el nucleo resulta un centro importante para la integracion de sefiales a nivel cromatina
(Patitaki et al., 2022), incluyendo la reorganizacién de la informacion genética en tres dimensiones. En
este trabajo de tesis se mostrd que el ARNInc APOLO participa en el SAS a través de la modulacion de
la conformacién local de la cromatina en los loci de distintos genes blanco en yemas axilares y hojas,
regulando la homeostasis de las auxinas y coordinando del desarrollo vegetal (Figura 26). Los
diferentes niveles de transcriptos de APOLO en estos érganos regulan la expresién de genes clave
involucrados en las respuestas del SAS. Previamente ha sido reportado en un trabajo de nuestro
laboratorio que APOLOQO es capaz de reconocer multiples loci de respuesta a auxinas en trans a lo largo
del genoma de Arabidopsis thaliana a través de la complementariedad de secuencia, formando R-loops.
Como resultado de esto, APOLO afecta la dindmica de formacién de bucles de cromatina y la actividad
transcripcional de estos genes (Ariel et al., 2020). Entre ellos, se identificaron a su gen vecino PID (Ariel
et al., 2014) y su homdlogo WAGZ (Ariel et al., 2020), involucrados en el transporte polar de auxinas,
ademas del gen YUCCAZ2 (Fonouni-Farde et al., 2022), involucrado en la sintesis de esta hormona
vegetal. Mas recientemente, se descubrié en células de mamiferos que existe una relacién entre la
formacion de R-loops mediada por ARNInc y la conformaciéon 3D de la cromatina (Luo et al., 2022), lo
que sefnala que el mecanismo estaria conservado entre plantas y animales, conectando la transcripcion

no codificante, las estructuras no canénicas del ADN y la actividad génica.
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Figura 26. APOLO participa en las respuestas de shade avoidance. Los niveles de transcriptos de
APOLO son mas altos en hojas que en yemas axilares. En condiciones basales, APOLO participa
en la formacién de un loop de cromatina que abarca el promotor de BRC1, YUC2, PIDy WAGZ2 en
hojas. En respuesta a una baja relacion R/FR, los niveles de APOLO disminuyen. En yemas
axilares, esto permite la apertura del loop de cromatina sobre el promotor de BRC1, y por lo tanto
se produce una induccién dindmica de este gen, probablemente a través de la interaccion con
proteinas como factores de transcripcion (TF). Como resultado, la expresion de BRC1 bloquea el
crecimiento de las yemas axilares frenando la ramificacion. A medida que transcurre el tiempo, los
niveles de APOLO se incrementan y se produce nuevamente el cierre del loop, disminuyendo asi
los niveles de BRC1. En hojas, la activacién de YUC2, PID y WAGZ2 promueve la sintesis de
auxinas y su transporte, dando lugar a la respuesta de hiponastia.

Durante este capitulo del trabajo de tesis se describié que APOLO se expresa en bajos niveles en las
yemas axilares, en contraste con su alta expresion en hojas. En respuesta a una baja relacién R/FR
simulando el sombreado, la expresion de APOLOy BCR1 siguen un patrén opuesto sugiriendo que el
FR podria inducir la expresion de BCRT1 aliviando la represién causada por el bucle de cromatina
dependiente de APOLO en el locus de BCR1. Interesantemente, en las lineas RNAi y CRISPR, la
suplementacion del FR fall6 al suprimir la ramificacion (Figura 20), sugiriendo que los transcriptos de
APOLO son necesarios para esta respuesta a la sombra mediada por BCR1. En este sentido, el hecho
de que la reduccion de los niveles de APOLO y la sobreexpresion resulten en fenotipos fisiolégicos
similares (como la reduccién de la dominancia apical y la hiponastia de las hojas) surgen como
observaciones desconcertantes. Sin embargo, una situacion similar fue observada con otro fenotipo
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del desarrollo relacionado a las auxinas como la expansion de los pelos radiculares (Moison et al.,
2021). Se ha propuesto que bajos y altos niveles de APOLO tendrian similares efectos moleculares
sobre los genes blanco. En raices, se ha demostrado que tanto el knockdown como la sobreexpresion
de APOLO perjudican el reconocimiento del ADN del factor de transcripcion WRKY42. Como
resultado, la activacion del gen blanco por frio por accién del complejo APOLO-WRKY42, RHD6, se ve
afectada, asi como también la elongacion de los pelos radiculares. De manera similar, bajos niveles de
APOLO imposibilitan la formacién del complejo compuesto por LHP1 y VIM1 sobre el locus de
YUCCAZ en calor. Notablemente, la sobreexpresion de APOLO también impide la uniéon de LHP1 y
VIM1 al locus del gen blanco, accion que fue reproducida con la sobreexpresion del ARNInc de
humanos UPAT (Fonouni-Farde et al., 2022). En este trabajo se observd que bajos niveles de APOLO
(tanto en las lineas knockdown como en las knockout) resultan en un fenotipo similar al de las plantas
que sobreexpresan APOLO, teniendo en cuenta la ramificacion y la respuesta de hiponastia. En
yemas axilares, los niveles de BRC1 son significativamente mas bajos en todos los fondos genéticos
comparados con las plantas salvajes. Sin embargo, las razones que explicarian la desregulacién de
BRCT1 serian diferentes. Por un lado, los altos niveles de APOLO estimulan la formacion de un bucle
de cromatina que comprende la regién promotora de BRC1, parecido a lo que ocurre en una respuesta
tardia frente a una baja relacion R/FR. Por el otro, el knockdown o knockout de APOLO podria fallar en
la activacion de BRCT1 a través de la interaccién con otras proteinas, de forma similar al mecanismo
descripto para WRKY42 en el control de la expresién de RHD6 (Moison et al., 2021). En conclusién,
los resultados expuestos anteriormente se alinean con hallazgos precedentes sobre el papel de
APOLO en respuesta al frio (Moison et al., 2021) y al calor (Fonouni-Farde et al., 2022). Ademas,
nuestros estudios apoyan la base estequiométrica de la accién de APOLQO, dilucidando cémo integra la
formacion de bucles de cromatina con la participacidén de las proteinas asociadas.

Entre las angiospermas, la supresién del crecimiento de las yemas axilares depende de un mecanismo
altamente conservado que involucra genes del tipo BRC1. En Nicotiana tabacum, una serie de ARNInc
han sido propuestos como participantes del crecimiento de las yemas axilares (Wang et al., 2022). Al
menos 4 ARNInc fueron presentados como actores corriente abajo de NtTB1 (el ortélogo de BRCT en
Nicotiana), mientras que MSTRG.28151.1 fue identificado como un ARNInc antisentido de N{TB1. La
reduccion de los niveles de MSTRG.28151.1 atendan significativamente la expresién de NiTB1 'y
resulta en mayor cantidad de ramificaciones. No obstante, el mecanismo molecular involucrado es
desconocido. En hojas de maiz, se han identificado varios bucles de cromatina sobre el locus de TB1
en concordancia con la deposicion de H3K27me3, insinuando un silenciamiento epigenético del gen
TB1 en este 6rgano (Ricci et al., 2019). Sin embargo, aun se desconoce si la deposicion de
H3K27me3 y/o la conformacién tridimensional de la cromatina en el locus de TB1 esta controlada por
la accién de algun ARNInc. En este trabajo de tesis se muestra cdmo un ARNInc intergénico regula la
ramificacién en Arabidopsis thaliana a través de la modulacién directa de la expresion de BRC1 en
trans. La desregulacion de APOLO afecta la deposicion de la marca H3K27me3, aunque una
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recuperacion tardia de los niveles de APOLO por la baja relacion R/FR (8 hs) parece impulsar la
formacién de un bucle de cromatina abarcando el promotor de BRCT1, causando la represién
transcripcional, independientemente de la deposicion de H3K27me3. Los resultados sugieren que la
respuesta transcripcional del ARNInc podria modular la conformacion de la cromatina mas
rapidamente que las modificaciones de las histonas. La notoria abundancia de H3K27me3 sobre el
locus de BRC1 en hojas sugiere que la represiébn mediada por el complejo PRC2 juega un rol
importante en el control de la expresién tejido-especifica de BRC1. Ademas, este estudio remarca la
importancia de caracterizar el rol de los ARNInc en diferentes 6rganos, considerando que altos niveles
de APOLO desencadenan la adopcion de conformaciones tridimensionales alternativas sobre el mismo
locus.

Asimismo, las observaciones realizadas a partir de estos resultados sugieren el rol de APOLO en la
respuesta de hiponastia a la baja relacion R/FR a través de la modulacién de genes blanco
previamente reportados. EI FR modula la sintesis de auxinas (Michaud et al., 2017), su dindmica
(Pantazopoulou et al., 2017) y redistribucion (Keuskamp et al., 2010; Kupers et al., 2023), las cuales
son necesarias para desencadenar la hiponastia de las hojas. Ademas, el FR inactiva a phyB, lo que
resulta en un incremento en la actividad del factor de transcripcion PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR7 (PIF7) (Li et al., 2012). PIF7 controla la redistribucion de las proteinas PIN y las auxinas
(Michaud et al., 2017) y, en conjunto con otros miembros de la familia PIF, regula la respuesta de
hiponastia en respuesta al FR (Kipers et al., 2023). Considerando que PIF7 activa la sintesis de
auxinas a través de los genes YUCCA (Li et al., 2012), y que APOLO es inducido por auxinas, es
posible que la redistribucién de las PIN se deba a la activacion epigenética mediada por APOLO de
PID y WAGZ2 (Ariel et al., 2020), que pueden fosforilar a las proteinas PIN en respuesta al FR,
produciendo la hiponastia. Ademas, APOLO regula directamente el gen de sintesis de auxinas
YUCCAZ (Fonouni-Farde et al., 2022), sefialando un feedback positivo mediado por el ARNInc en
respuesta a la baja relacion R/FR. Por otro lado, el impacto opuesto de la baja relacion R/FR y el
agregado exdgeno de auxinas en la acumulacion de APOLO (Figura 18 A) podria explicar la respuesta
dinamica de APOLO durante el transcurso del tiempo bajo FR, es decir, una represioén inicial seguida
de un incremento gradual en los niveles de expresién de APOLO (Figura 19 A). En plantas mutantes
en phyB con el balance de auxinas alterado, APOLO exhibe niveles de expresion basales bajos y una
sensibilidad alterada al FR (Figura 18 B).

APOLO coordina la metilacién de histonas y del ADN para bloquear la transcripcion de YUCCAZ en
condiciones basales, a través de la interaccién directa con LHP1 y la proteina de union al ADN
hemimetilado VIM1. En respuesta al calor, los niveles de APOLO decrecen, el complejo
ribonucleoproteico se desarma y la transcripcion de YUCCAZ2 se incrementa, desencadenando la
respuesta de termomorfogénesis dependiente de auxinas (Fonouni-Farde et al., 2022). Temperaturas
altas promueven la elongacién del hipocotilo y peciolos y la hiponastia de las hojas (Casal &
Balasubramanian, 2019; Quint et al., 2016). Estos patrones de crecimiento son similares a los que se
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activan durante el SAS y, de hecho, ambas respuestas comparten importantes actores moleculares,
incluyendo phyB y algunos factores de transcripcién (Burko et al., 2022; Chung et al., 2020; Fiorucci et
al., 2020; Koini et al., 2009; Li et al., 2012; Quint et al., 2016).

La baja relaciéon R/FR o temperaturas elevadas activan las vias de auxinas (Bellstaedt et al., 2019;
Kohnen et al., 2016) mediante la regulacién transcripcional dependiente de PIF de los genes YUCCA.
Ha sido demostrado que PIF4 modula el movimiento hiponastico de las hojas bajo temperaturas
elevadas a través de la senalizacion de auxinas de dos vias (Park et al., 2019b). Por un lado, PIF4
activado por una elevada temperatura induce directamente la transcripcion de PID en células del
peciolo, resultando en una acumulacion polar de las auxinas. Por el otro, PIF4-YUC8 promueve la
produccion de auxinas en la lamina de las hojas, que es transportada al peciolo y funciona como
sustrato para la maquinaria PIN3. La transcripcién de PID mediada por PIF4 ocurre mayormente en la
cara abaxial del peciolo produciendo la hiponastia de la hoja mediada por PIF4 (Park et al., 2019b).
Interesantemente, PIF4 reconoce el promotor de PID, es decir, la region intergénica entre PID y
APOLO. La desregulacién de APOLO también afecta la elongacion de hipocotilos en respuesta al
calor, y el transcriptoma de las plantulas que sobreexpresan APOLO se asemeja al de una planta
salvaje crecida en calor (Fonouni-Farde et al., 2022). En conjunto, estos estudios y los datos obtenidos
en este trabajo de tesis muestran que la desregulacion de APOLO impacta en la ramificacion y la
hiponastia, planteando la posibilidad de que APOLO integre las vias de senalizacion de temperatura y
luz mediante la modulacion de la via de las auxinas.

Recientemente, se identificaron ARNInc regulados por FR en Dendrobium officinale, y se sugirié que
podrian estar involucrados en SAS a través de la transduccidn de sefales hormonales y metilacién del
ADN (Li et al.,, 2021). Sin embargo, los potenciales roles dentro de estas vias siguen siendo
desconocidos. En Arabidopsis thaliana, el ARNInc HIDDEN TREASURE 1 (HID1) regula positivamente
la fotomorfogénesis bajo una relacion R/FR baja, desregulando los niveles de expresion de PIF3 (Y.
Wang et al., 2014). Se ha sugerido que HID1 participa de un complejo ribonucleoproteico y se asocia
con el primer intrén del locus de PIF3. Otro ARNInc de Arabidopsis thaliana involucrado en la
fotomorfogénesis es BLUE LIGHT INDUCED LNCRNA 1 (BLIL1), que participa en la regulacion de
este proceso bajo condiciones de luz azul y en respuesta a estrés por manitol a través del secuestro
del miR167 (Sun et al., 2020). De manera similar, nuestros datos muestran que el ARNInc de
respuesta a auxinas APOLO esté también involucrado en SAS. Interesantemente, hemos descubierto
un rol érgano especifico de APOLO, dependiente de la acumulacién relativa de transcriptos. Ademas,
la aplicacién exégena del ARN APOLO transcripto in vitro desencadena respuestas mediadas por
auxinas. APOLO es un ARNInc enriquecido en el nucleo (Ariel et al., 2014), y hasta la fecha, su
presencia no ha sido detectada en polisomas. Estas observaciones, junto con su bajo potencial
codificante, apoyan el rol de APOLO como un transcripto no codificante, aunque tenga un pequeno
ORF potencialmente traducible. En este trabajo se mostré que a partir del agregado mediante spray de
APOLO transcripto in vitro (sin CAP ni cola de poli A) este se acumula en el nacleo en contraste con el
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ARN de GFP usado como control. Como resultado, APOLO activa la transcripciéon de los genes blanco
y modula el fenotipo de hiponastia de las plantas frente al FR (Figura 22). Por lo tanto, estos
resultados proveen fuerte evidencia que apoya la idea de que APOLO funciona como un transcripto no
codificante en vez de un ARNm traducible.

Un namero creciente de reportes en plantas indican que la aplicacién exégena de ARNs doble cadena
desencadenan cambios en la expresion génica, a veces dirigiéndose a genes enddgenos o0 genes
especificos de patégenos resultando en resistencia a la infeccion (Rodriguez Melo et al., 2023). Este
trabajo muestra que la aplicacion exdégena de APOLO activa la expresion de blancos especificos a
través de la interaccion directa con la cromatina y que esta respuesta esta sustentada por motivos
especificos de la secuencia que son las cajas TTCTTC con la que forma los R-loops. Esto abre la
puerta a nuevas estrategias para modular el crecimiento de las plantas y sus respuestas al ambiente
mediante la aplicacién de ARNInc epigenéticamente activos.
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CAPITULO 2. EL ORIGEN DE APOLO

INTRODUCCION

En los ultimos afnos han surgido numerosos estudios con el objetivo de identificar nuevos ARNInc y
sus funciones. Sin embargo, y sobre todo en plantas, poco se conoce sobre el origen y la evolucion de
estos. En vertebrados, segun Kapusta y colaboradores (Kapusta et al., 2013), existen 4 hip6tesis no
mutuamente excluyentes acerca del origen de los ARNInc. Estas son:

-a partir de la transformacion de un gen codificante

-a traveés de la duplicacion de otro ARNInc

-de novo a partir de secuencias previamente no transcriptas o sin exones
-a partir de transposones.

En el caso de Xist, un ARNInc que controla la inactivaciéon del cromosoma X en mamiferos, se observo
que se origina en el ancestro euteriano a partir de una mezcla de exones de genes que codificaban
anteriormente proteinas, en conjunto con TEs que se fueron acumulando progresivamente en ese
locus. Se ha observado también que, en humanos, ratén y zebrafish existe una gran cantidad de
ARNInc que presentan al menos una parte de origen TE, lo que apoya estas hipétesis. Y, ademas, se
cree que los TEs al ser elementos repetitivos podrian estar involucrados en la estructura secundaria de
los ARNInc, contribuyendo a su plegamiento (Kapusta et al., 2013). Sin embargo, exceptuando
algunos ARNInc muy estudiados, el origen de la mayoria sigue siendo desconocido.

Por otro lado, estudiando la conservacion de los ARNInc entre especies y comparandola con la
conservacion de genes codificantes, se observd que los ARNInc estan menos conservados que las
regiones UTR y se vio que en humanos acumulan mutaciones a tasas elevadas. De este tipo de
estudios surge la hipétesis de que los ARNInc son destacadamente plasticos y no requieren un alto
grado de conservacién para funcionar (Palazzo & Koonin, 2020). Lo que se sugiere es que la funcion
dependeria fundamentalmente de la estructura y no de la secuencia especifica.

En plantas, la baja calidad de los genomas junto con la disparidad en los esquemas de identificacion,
sumado a los diferentes estadios de desarrollo y condiciones ambientales en los que se realizan los
experimentos, al alto grado de divergencia de secuencias entre los ARNInc y la falta de buena
anotacioén y caracterizaciéon de estos, hace dificil la comparacion de secuencias o estructuras de los

ARNInc entre especies (Palos et al., 2022; Sang et al., 2021). Es por esto que, hasta el momento, se
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han realizado pocos analisis de conservacion evolutiva de ARNInc en plantas. En ellos se observé que
la conservacion de estos entre diferentes especies de plantas es menor que la que se puede encontrar
en animales (Deng et al., 2018). Sin embargo, se han reportado algunos ARNInc homdlogos en
diferentes especies (Sang et al, 2021), lo que sugiere que podrian participar en mecanismos

moleculares y eventos del desarrollo similares en especies diferentes.

En un estudio realizado por Sang y colaboradores (Sang et al., 2021), donde analizaron las
secuencias anotadas de los ARNInc de 25 especies de plantas con flores, se observ6 que algunos de
ellos se encuentran desde el inicio de las angiospermas. Ademas, se observd que un pequefo
porcentaje (6.79%) de los ARNInc analizados estan conservados en el reino vegetal y se determino
que el porcentaje de conservacioén de ARNInc entre A. thaliana y las demas especies es de 15.56%, un
porcentaje elevado en comparacion con las otras especies analizadas donde éste ronda el 7%.
Ademas, analizando y clasificando estos ARNInc en conservados y no conservados, observaron que
los conservados tienen secuencias mas largas, mas exones y niveles de expresién mas altos que los
no conservados. También presentan especificidad de tejido mas baja, lo que implica que los ARNInc
conservados son mas propensos a la expresion constitutiva. En esta investigacion concluyen que los
ARNInc conservados podrian estar involucrados en las relaciones regulatorias establecidas
tempranamente en la evolucion de las plantas. Ademas, la expresidn especifica de los ARNInc en
diferentes tejidos refleja que podrian desempenar funciones importantes en diversas etapas del
crecimiento y desarrollo de las plantas (Sang et al., 2021).

Por otro lado, en un estudio llevado a cabo por Palos y colaboradores donde se analizaron las
secuencias de los ARNInc intergénicos (ARNIlinc) anotados en 4 especies pertenecientes a la familia
Brassicaceae (Arabidopsis thaliana, Camelina sativa, Brassica rapa y Eutrema salsugineum) se ha
observado que estos presentan ciertas caracteristicas comunes como ser: menor contenido GC que
los genes codificantes, los transcriptos son en promedio mas cortos que los ARNm y los exones
suelen ser mas largos que los de genes codificantes. Sin embargo, en algunas especies existen
excepciones. Por ejemplo, la mayoria de los ARNInc en Arabidopsis son monoexdnicos (Palos et al.,
2022). En este mismo estudio se observd que en Arabidopsis el 7.8% de los ARNIinc anotados son
especificos de la especie y un 29% estan restringidos al género. Ademds, se analizaron
especificamente 5 ARNIlinc muy estudiados en Arabidopsis: HID1 de respuesta a luz, DRIR de
respuesta a sal, APOLO, ELENA asociado a resistencia a patégenos y SVALKA de respuesta al frio.
Para HID1, se encontré que existe el locus en las 4 Brassicaceae estudiadas. Ademas, se identificé un
paralogo de este en Arabidopsis que no habia sido reportado hasta el momento y se encontraron otros
en otras Brassicaceae. Se identificaron homologos de secuencia para ELENA'y SVALKA en Camelina,
pero no se encontraron en las especies relacionadas mas distantes. A pesar de esto, fue posible
identificar 4 ARNIlinc adyacentes a multiples loci CBF1 en Brassica rapa, en una orientacion y distancia
similar a la de SVALKA a CBF1 en Arabidopsis que podrian estar cumpliendo la misma funcion.
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También se identificaron 2 paralogos de APOLO en Arabidopsis thaliana y multiples paréalogos en A.
lyrata, pero no se pudieron identificar secuencias homoélogas en otras especies. Ninguno de los
homdlogos de APOLO en A. lyrata esta adyacente a PID1 por lo que sugieren que la funcion podria no
estar conservada. En cuanto a DRIR, no se encontraron secuencias homdlogas en ninguna
Brassicaceae de las analizadas. Sin embargo, se identificé un locus DRIR putativo en Brassica rapa, 1o
que sugiere que este ARNIinc podria estar conservado funcionalmente fuera del género Arabidopsis.

Sin embargo, a pesar de haberse encontrado paralogos de estos ARNIinc, se desconoce si las

funciones y los mecanismos moleculares estan conservados o no.

Por otro lado, y teniendo en cuenta la existencia de ARNIinc paralogos, también se analizé la
frecuencia de expansion o contraccion de familias de ARNIinc y si esta dinamica es coincidente con los
eventos de duplicacion genomica. De este analisis se observé que para Arabidopsis y Eutrema, que no
tienen duplicaciones recientes, las familias de ARNIinc son predominantemente estables, mientras que
para Camelina y Brassica, que sufrieron recientemente triplicacion del genoma, la mayoria de los
ARNIinc se encuentran en 1 0 2 copias en vez de 3, indicando que los paralogos fueron removidos por
fraccionamiento durante la duplicacion del genoma (Palos et al., 2022).

Ademas de los estudios comparando secuencias y, sabiendo que los ARNInc son muy estructurados y
su funcion podria depender de dicha estructura, se realizaron algunos analisis evolutivos centrados en
la conservacién de estructuras secundarias. Este tipo de andlisis no es tan comun debido a que, en
plantas, son pocos los ARNInc que tienen estructuras resueltas (Bugnon et al., 2022). Sin embargo, se
sugiere que se podrian determinar conservaciones estructurales que puedan definir su funcién y que,

estudiando por comparacién de secuencia, se perderian.

A diferencia de los ARNIlinc, COOLAIR es un transcripto antisentido del locus FLC en Arabidopsis
thaliana (Swiezewski et al., 2009), lo cual facilité su identificacion en otras especies vegetales. Se
observd que sus exones corresponden a secuencias no codificantes de la hebra sentido y estan
pobremente conservados en plantas evolutivamente distantes. Sin embargo, analizando quimicamente
la estructura secundaria de estos exones en distintas especies de la familia Brassicaceae, se observo
la conservacién estructural desde Arabidopsis thaliana a Brassica rapa. Esto podria sugerir una misma
funcién en las distintas especies. Ademas, se pudo observar que algunas alteraciones dentro de esta
estructura serian las que permitirian explicar diferencias en su funcién como ocurre entre los ecotipos
Col0y Var2-6 que presenta fenotipo de retardo en la floracion (Hawkes et al., 2016).

EARLY NODULIN 40 (ENOD40) fue el primer ARNInc identificado en plantas, y fue caracterizado en el
marco de la nodulacion simbiética de las plantas leguminosas (Crespil et al., 1994; Ganguly et al.,
2021; Rohrig et al., 2002), y es capaz de relocalizar a su proteina asociada, el factor de splicing RBP1,
del nudcleo al citoplasma (Campalans et al., 2004). Analizando sus estructuras, también se encontr6
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que aparentemente ENODA40 esta conservado en las angiospermas y se encontraron homdélogos no
anotados previamente por la baja homologia de secuencia. Sin embargo, las estructuras secundarias
identificadas presentan alta diversidad de elementos estructurales, combinados con caracteristicas
conservadas. Esto sugiere que durante su evolucién podria haberse mantenido el nucleo principal,
potencialmente encargado de la localizacién y/o afinidad con proteinas, mientras que se generaron
otras estructuras menos conservadas que podrian ser las encargadas de determinar con qué proteinas

va a interactuar o qué patrones de splicing alternativo va a beneficiar (Gultyaev et al., 2023).

Al comienzo de esta tesis doctoral, y previo a la publicacion del trabajo de Palos y colaboradores, ya
se habia realizado en el laboratorio una busqueda de secuencias usando la herramienta BLAST
utilizando como secuencia query a APOLO (AT2G34655; (Ariel et al., 2014)) de Arabidopsis thaliana y
se evaluaron secuencias similares dentro de la familia Brassicaceae (Tesis de Licenciatura de Virginia
Ibarra, 2019). Exclusivamente, se encontraron secuencias similares en A. thaliana, A. lyrata y A.
halleri, todas ellas pertenecientes al género Arabidopsis. Sin embargo, no hubo secuencias similares
en ninguna de las demds especies analizadas de la familia. Se aclara que se establecié como limite
inferior un tamarno de 200 bp para la busqueda de potenciales homdlogos, que es lo esperado para
que un transcripto largo no codificante sea considerado como tal. Habiendo identificado otros ARNInc
similares a APOLO se decidi6 analizar si todos cumplen la misma funcién y si actian a través del
mismo mecanismo que lo hace el ya estudiado de A. thaliana, al que denominamos Ath_APOLO 1.
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OBJETIVOS

1. Indagar sobre el origen evolutivo y molecular de APOLO.

2. Si existe(n) otra(s) copias de APOLO en la familia Brassicaceae u otras familias de plantas con

flores, determinar su funciéon y mecanismo de regulacion.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los ensayos realizados durante esta tesis se llevaron a cabo utilizando Arabidopsis thaliana ecotipo
Columbia (Col-0) y Arabidopsis lyrata cuyas semillas fueron provistas por Arabidopsis Biological
Resource Center (ABRC).

Las plantas fueron crecidas en macetas bajo condiciones de luz de dia largo (16 horas de luz, 90 umol
m2 s/ 8 horas de oscuridad) a 23° C.

Cepas bacterianas

Los clonados fueron realizados utilizando la cepa de Escherichia coli DH5a [supE44 AlacU169
(¢80lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 (Nailr) thi-1 relA1]. Para la transformacién de
Arabidopsis se empled la cepa de Agrobacterium tumefaciens EHA105. Esta cepa presenta resistencia

cromosoémica al antibiético rifampicina.

Vectores

PENTR3C: es un vector de entrada (Entry Vector) disefiado para el clonado mediante el sistema
Gateway (Life Technologies). Este vector permite el clonado de una secuencia de ADN de interés
dado que cuenta con un sitio de multiple clonado entre los sitios denominados attL. La secuencia
clonada entre estos sitios puede recombinarse con los sitios attR del vector binario de destino
(Destination Vector). Este vector genera resistencia a kanamicina (50 pg/ml) en bacterias.

35S:6XMS2:GW: es un vector de destino (Destination Vector) binario disefiado para el clonado
mediante sistema Gateway que dirige la expresion constitutiva de la secuencia de interés clonada en
plantas. El vector posee los sitios de recombinacion attR que se encuentran corriente abajo del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (35SCaMV) y de las secuencias MS2 x 6. Contiene
ademas un cassette de seleccién en plantas (BaR: resistencia a Basta® (glufosinato de amonio,
Bayer, CropScience)) para conferir resistencia a las plantas transformadas.
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PENTR3cC p355 6xMS52 GW

2723 bp 12,033 bp

Figura 27. Representacion de los vectores utilizados. A. Vector pPENTR3C. B. Vector p35S:6 XMS2:GW

Medios de cultivo para E. coliy A. tumefaciens
Medio Luria-Bertani (LB): Peptona de carne 10 g/I; NaCl 5 g/I; extracto de levadura 5 g/I.

Para preparar medio LB sélido se adicion6 agar-agar como agente solidificante a una concentracion
final de 15 g/l (1,5% p/v).

Blsqueda de secuencias

Para la busqueda de secuencias similares a APOLO se utiliz6 la herramienta BLAST consultando la
base de datos Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov; versiéon V12.1.6). Como secuencia query se utilizé
la del ARNInc APOLO (AT2G34655; (Ariel et al., 2014)) de Arabidopsis thaliana y se evaluaron
secuencias similares de mas de 200pb dentro de la familia Brassicaceae. A partir de las secuencias
obtenidas se construyeron con ellas archivos en formato FASTA. Con estos archivos se llevaron a
cabo los alineamientos de secuencias con Muscle y ClustalW (Edgar, 2004; Larkin et al., 2007),

utilizando parametros estandar.

Andlisis filogenéticos

Para la realizacién de los analisis filogenéticos se utilizaron los alineamientos realizados como se
indicd anteriormente. Dichos andlisis se realizaron usando el criterio de maxima verosimilitud (MV) y
por medio de inferencia bayesiana (IB), implementados en los programas RaxML (Versiéon 8;
(Stamatakis, 2014)) y Mr Bayes (3.1.2; (Ronquist & Huelsenbeck, 2003)), respectivamente. El valor de
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soporte de las ramas se obtuvo con 1000 réplicas de Bootstrap, para el analisis de MV, y mediante
probabilidad posterior para IB.

Andlisis bioinformatico

Para caracterizar in silico si las secuencias encontradas son también ARNInc, se consultaron las
siguientes bases de datos de acceso publico a través de internet:

-Coding Potential Calculator (http://cpc.pku.edu.cn; (Kong et al., 2007)), es una base de datos que
evalla el potencial codificante de una determinada secuencia, y de esta forma permite discriminar
entre secuencias codificantes y no codificantes.

-UniProt (http://uniport.org), es una base de datos que almacena informacion sobre secuencias,
estructuras y funciones de proteinas y péptidos.

-Rfam 14.1 (http://fam.xfam.org), es una base de datos de ARNs estructurales como tRNA, rRNA,
snRNA.

-Plant non-coding RNA database (PLncDB) (http://chualab.rockefeller.edu/gbrowse2; (Jin et al., 2013)),
esta base de datos contiene datos aportados por distintos ensayos de tiling array y se utiliza para

verificar la existencia de transcriptos en determinadas regiones del genoma de A. thaliana.
-The Arabidopsis Information Resource TAIR (https:/www.arabidopsis.org) y Araport
(https://www.araport.org) permiten evaluar la identidad de los genes de potencial interés. Ademas,

Araport permite verificar la presencia de TEs.

Ademas, se utiliz6 el software Integrated Genome Browser (IGB; (Nicol et al., 2009)). Esta herramienta
permite analizar los datos obtenidos de experimentos a escala gendémica. En este trabajo se
analizaron datos de Hi-C obtenidos por (C. Liu et al., 2016) y (Veluchamy et al., 2016); de metilacion
del ADN obtenidos de (Zhu et al.,, 2017) y (Seymour et al., 2014); de deposicion de H3K27me3
mediante ChlP-Seq de (Cui et al., 2016; J. Liu et al., 2015; Veluchamy et al., 2016; H. Wang et al.,
2016; Yang et al., 2016). Para A. lyrata se utilizaron datos de RNA-Seq de (Rawat et al., 2015); de
ChIP-Seq de H3K27me3 de (Gdbel et al., 2018; Zhu et al., 2017) y patrones de metilacién de [106] y
[107].

Inmunoprecipitacién del ARN (RIP)

Para este ensayo se utilizaron hojas de roseta de A. lyrata de 4 semanas, crecidas en maceta en
condiciones de dia largo y 23°C. Las muestras se crosslinkearon con formaldehido 1% y el
experimento fue realizado como se describe en Ariel y col., 2014. Luego de la extraccién y lisis de los
nucleos, la cromatina se fragmentd por sonicacion en un bafo de agua Bioruptor Pico (Diagenode: 5
ciclos de 30 s prendido y 30 s apagado, pulsos de baja intensidad, en microtubos Bioruptor). Para la
inmunoprecipitacién, las muestras se incubaron durante toda la noche a 4°C con Proteina A

Dynabeads (Invitrogen) recubiertas con los anticuerpos anti-lgG (Abcam ab6702; control negativo) y
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anti LHP1 comercial (Covalab pab0923-P) que reconoce de forma especifica el dominio CHROMO de
la proteina LHP1 que se encuentra conservado en especies del género Arabidopsis. Los fragmentos
de ARN inmunoprecipitados se recuperaron mediante una extraccion con trizol y cloroformo y posterior
precipitacién con isopropanol. Posteriormente, se realizd un tratamiento con DNAsa seguido de la
reaccion de retrotranscripcion. La cuantificacion de los fragmentos inmunoprecipitados se realizé
mediante qPCR como se describié anteriormente (capitulo 1) y usando los oligos enumerados en la
Tabla 1 del anexo. Para el analisis de los resultados se utilizd, de cada muestra, una fraccion de
cromatina sonicada sin inmunoprecipitar a la que se procesé paralelamente a las demas y se

consider6 como la muestra de entrada (input).

Ensayo de inmunoprecipitacion de duplex ADN-ARN (DRIP)

Para este ensayo también se utilizaron hojas de plantas A. lyrata de 4 semanas, crecidas en maceta
en condiciones de dia largo y 23°C. Las muestras se tomaron y congelaron en nitrégeno liquido, sin
crosslinkear. El experimento se realiz6 como describe Fonouni-Farde y colaboradores (Fonouni-Farde
et al., 2022).

Luego de la extraccion y lisis de nucleos, se purifico el ADN-ARN con fenol:cloroformo:isoamilico.
Luego se sonicd (4 ciclos: 30 s prendido y 30 s apagado) y se procedié a la inmunoprecipitacién
usando el anticuerpo S9.6 que reconoce ADN-ARN. Se realizaron lavados, elucién y una nueva
purificacién con fenol:cloroformo:isoamilico. Por ultimo, se precipitd con etanol y se realiz6 la
cuantificacion mediante gPCR con los oligos enumerados en la tabla. Como control negativo se traté
las muestras con RNAsaH que digiere el ARN que esta unido a ADN y por ende esta muestra no
presenta R-loops.

Extraccion de ADN genémico

Se utilizaron hojas de A. lyrata a las cuales se congel6 en nitr6geno liquido y luego se pulverizé. La
extraccion se llevo a cabo segun el protocolo de Murray y Thompson, usando aproximadamente unos
100 mg de tejido a los cuales se les agregd solucion CTAB previamente calentada a 65°C. Las
muestras fueron incubadas a esa temperatura durante 30 minutos y luego se adicion6 1 volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se mezclé por agitacion y luego se centrifugé a 5000 g durante 10
minutos. Se separ6 la fase superior, la cual se precipitdé con isopropanol. Luego se centrifugé,
descartando el sobrenadante, y se resuspendié en agua. Por ultimo, se realiz6 un tratamiento con
RNAsa A (Biodynamics) con 0,4 U a 37°C durante 15 minutos.

Amplificacién de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa)
Las reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 50 o 20 pl, segun el caso. Para

cada fragmento de interés se empled solucién amortiguadora, MgCI2 2 mM, dNTPs 0,25 mM,
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oligonucledtidos especificos (500 ng) y 1,5 U de la enzima Taq ADN polimerasa. A esta mezcla de
reaccién se le adiciond el ADN molde, o se pic6 una colonia con un escarbadiente estéril en caso de
PCR de colonias, y se procedi6 a la reaccion de amplificacion. En todos los casos se realiza un
control negativo, sin la incorporacion del ADN molde, y se lleva a volumen final con agua destilada
estéril. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador (BioRAD) utilizando los programas
apropiados para cada caso, donde la temperatura de hibridizacién se establecié de acuerdo con la
secuencia de los oligonucledétidos utilizados [Tm = 2(A+T) + 4(G+C)].

Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los productos de amplificacion obtenidos por PCR fueron separados y visualizados mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa de acuerdo con lo descripto por Sambrook y col., 1989.
Para esto, se prepar6 agarosa en solucidon amortiguadora TAE 1x a la concentracién correspondiente
al tamafno del ADN que debia separarse. Los productos de amplificacion se diluyeron en solucion
amortiguadora de siembra de ADN con el agente intercalante Gel Red, se sembraron en la matriz de
agarosa y se corrieron a 80 V hasta obtener buena resolucion de las bandas. Como marcador de
tamano de los fragmentos de ADN se emple6 ADN del bacteriéfago A (Promega) digerido con las
enzimas EcoRl y Hindlll. Finalizada la corrida electroforética, se procedio a la visualizacion del ADN
mediante exposicién a luz UV en un transiluminador ENDURO GDS (Labnet, CA, USA).

Purificacion de fragmentos de ADN a partir de gel de agarosa
La purificacién de los fragmentos de ADN se realiz6 empleando el kit comercial de purificacion de
geles (Transbionovo), utilizando el protocolo recomendado por el fabricante.

Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la obtencion de los vectores de clonado depositados en E. coli se utilizé el kit de Miniprep
comercial Puro Pldsmido de PBL, siguiendo las instrucciones brindadas por el fabricante. Para la
preparacion de ADN plasmidico a partir de células de E. coli para realizar PCR de chequeo y confirmar
la transformacién de una colonia se utilizé el método de lisis alcalina, descripto por Birmboim y Doly
(Birnboim & Doly, 1979). Para ello, las células transformadas de E. coli se cultivaron en medio LB
suplementado con el antibiético correspondiente a 37°C y en agitacion continia a 180 rpm, durante
toda la noche. Luego, se tomé 1 ml de cada cultivo y se centrifugaron a 5000 rpm durante 3 minutos.
Se descarto el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 100 ul de soluciéon | (Solucion GTE) y
se incubd en hielo durante 5 minutos. Luego, se agreg6 200 ul de solucion |l (Solucién de lisis), se
mezcld por inversién y se incubé durante 5 minutos en hielo. Posteriormente, se agregd 150 ul de
solucién Il y se incubé en hielo durante 5 minutos. A continuacién, se centrifugd durante 15 minutos a
12000 rpm a 4°C. Se recupero el sobrenadante, y se realizd una extraccion utilizando fenol:cloroformo
1:1 (v/v), centrifugando a 8000 rpm durante 5 minutos. Se recuperé la fase acuosa y se precipitd el
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ADN plasmidico mediante el agregado de 1 ml de etanol absoluto. Esta mezcla se incub6 a -20°C
durante 15 minutos, y a continuaciéon, se centrifugdé a 14000 rpm durante 5 minutos a 4°C.
Posteriormente y luego de un lavado con etanol 70%, se resuspendié en 30 pl de agua Milli-Q estéril.
Finalmente, se realizé tratamiento con RNasa A (Biodynamics) con 0,4 U de dicha enzima a 37°C
durante 15 minutos, segun las indicaciones del fabricante.

Digestion de ADN con endonucleasas de restriccion

Las digestiones de los fragmentos de ADN y del vector de entrada se realizaron empleando las
enzimas de restriccidbn EcoRl y Xhol (Promega), en la solucion reguladora H, agregando 1 a 5 U de
enzima por cada microgramo de ADN a digerir. La reaccion se realizd a 37°C durante 3 horas y se
detuvo inactivando la enzima a 65°C durante 10 minutos. Luego, se realizd una precipitacion
alcohdlica con el fin de eliminar sales y reactivos que pudiesen interferir en las siguientes reacciones y
se resuspendié en agua estéril Milli-Q en 40 pl finales.

Ligacion de moléculas de ADN

Para los clonados en los que se utiliza el vector pENTR-3C, la ligacion de los fragmentos, previamente
escindidos con las enzimas de restriccion, se realiz6 utilizando 0,2 U de la enzima T4 DNA ligasa (New
England Biolabs) en un volumen de reaccion final de 10 pl empleando la solucién amortiguadora de
reaccidn provista por el fabricante. Se utilizan las cantidades adecuadas de inserto y vector escindido
tales que la relacion molar entre ellos sea 5 a 1 respectivamente. La incubacién se realiza durante toda
la noche a 4°C.

Generacion de las construcciones génicas

Con el fin de obtener las construcciones 35S:Aly_ APOLO3 y 35S:Aly_APOLQOS8, se amplificaron las
regiones codificantes para ambos usando ADN gendmico de A. lyrata como molde y los
oligonucleétidos especificos (Tabla 1 del anexo) y el fragmento obtenido se cloné en los sitios EcoRl'y
Xhol del vector de entrada pENTR-3C (Thermo Fisher Scientific) previamente cortado con esas
enzimas de restriccion. Luego se realiz6 una recombinacion LR en el vector binario p35S:6XMS2:GW,
segun recomienda el proveedor de la enzima. La recombinacién se realiz6 utilizando la enzima LR
Clonasa (Invitrogen). Debido a que el vector de entrada y de destino poseen un gen de resistencia al
mismo agente de seleccion (kanamicina), hubo que realizar una reaccion de PCR a tiempo final
usando como molde el vector de entrada y los oligonucle6tidos AHL1/AHL2 tal como se describid
anteriormente y luego se debi6 purificar el producto como ya se detall6. Finalmente, la reacciéon de
recombinacion se realiz6 usando LR clonasa, Buffer TE 10x, el producto de PCR, y el vector de

destino, en un volumen final de 5 ul, durante toda la noche a temperatura ambiente. Por ultimo, se
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utilizaron 2 pl del producto de esta reaccion para transformar células competentes de E. coli cepa
DH5a.

Determinacion de la secuencia de moléculas de ADN

Para determinar la secuencia de ADN de los distintos fragmentos clonados se utilizd el servicio
provisto por Macrogen Sequencing System en Seul, Corea. Para ello se enviaron 10 yl de plasmido
(100 ng/pl) y 5 pl de un oligonucleétido especifico (5 uM). Las muestras fueron procesadas en un
secuenciador automatico ABI3730XL. Los datos de las secuencias y sus respectivos cromatogramas

fueron recibidos en forma electrénica.

Transformacion de Escherichia coli con ADN plasmidico por electroporacion

La preparacién de las células competentes y las condiciones de electroporacion empleadas son las
recomendadas por el fabricante del equipo BioRad Micro Pulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La
electroporacién se realizd en cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad) aplicando una diferencia de potencial de 2,5
kV. Inmediatamente después de la descarga se agregé 1 ml de medio de cultivo LB fresco a la
suspensién de células para su recuperacidén, y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Luego de
centrifugar a 4000 g durante 5 minutos y descartar el sobrenadante, el sedimento celular se
resuspendié en 100 pl de medio LB. A continuacién, se sembraron en placas de Petri que contienen
medio LB suplementado con los agentes de seleccién adecuados, segun corresponda. Las placas se
incuban a 37°C durante toda la noche. Luego de la aparicion de colonias, las mismas se utilizaron para
realizar PCR de colonia, como se describié anteriormente. Cuando la PCR fue positiva (presencia de
un amplicdn del tamafno adecuado) se procedié al repique de la colonia correspondiente para realizar
posteriormente mini-preparacién de ADN plasmidico. Ademas, esa colonia se hizo crecer nuevamente

en LB liquido para guardar un stock en glicerol a -80°C.

Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con ADN plasmidico por electroporacion

La preparacién de células competentes de A. tumefaciens se realizd siguiendo las recomendaciones
del fabricante del equipo de electroporacion. Luego del disparo eléctrico las bacterias se recuperaron
en 1 ml de LB, se incubaron durante 2 h a 28°C y se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos. El
pellet se resuspendié en 100 pl de LB y se sembr6 en placas de Petri con LB-agar suplementado con
rifampicina (50 pg/ml) y el antibiético correspondiente al plasmido con el que se procedié a la
transformacién. Las placas se incubaron durante 2 dias (o hasta la aparicién de colonias) a 28°C.
Luego de la aparicién de colonias, las mismas se utilizaron para realizar PCR de colonia, como se
describié anteriormente. Ademas, esa colonia se hizo crecer nuevamente en LB liquido para guardar

un stock en glicerol a -80°C.
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Transformacion estable de Arabidopsis thaliana

El método que se usé para transformar plantas de A. thaliana es el de inmersion floral (floral dip)
descripto por Clough y Bent (Clough & Bent, 1998). Para ello se crecieron plantas en macetas hasta la
floracion (aproximadamente 4 semanas) en un régimen de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a
23°C. A partir de este momento, se empezaron a cortar las inflorescencias para aumentar el nimero
de flores por planta a ser sometida al evento de transformacion.

Para preparar la suspension de transformacion, se cultivaron las células de A. tumefaciens, que
poseian el vector especifico de interés, en frascos con 10 ml de medio LB suplementado con los
agentes de seleccion adecuados. El cultivo se incubd a 28°C durante toda la noche en agitacion
continta. Y luego se utilizé para inocular 200 ml del mismo medio suplementado con los mismos
antibiéticos, contenido en un Erlenmeyer. Las células se cultivaron hasta alcanzar la fase estacionaria
(16 horas, a 28°C, en agitacidén continua). Luego se cosecharon por centrifugacién a 4500 g durante
15 minutos a 4°C. Los sedimentos se resuspendieron cuidadosamente en 500 ml de una solucién de
infiltracién que contiene sacarosa (50 g/l) a la que se agregd 500 pl de detergente Silwet. Las plantas
se sumergieron en la solucién durante 30 a 60 segundos, tratando de evitar que el liquido entrara en
contacto con la tierra. Luego, las macetas se ubicaron en posicion horizontal en una bandeja, que se
tap6 con papel de nylon para conservar un ambiente humedo y se llevo a la camara de cultivo. Al dia
siguiente, se colocaron las plantas en posicidén vertical permitiendo que las plantas se desarrollaran
hasta la formacién y maduracion de las semillas (4-5 semanas aproximadamente para nuestras
condiciones de cultivo). Finalmente, se recolectaron las semillas de cada maceta por separado, se
limpiaron de los restos de vainas y tierra y se guardaron a 4°C hasta su posterior analisis.

Seleccion de plantas transformadas

Las semillas provenientes de las plantas transformadas fueron sembradas en tierra y se trataron
mediante aspersién con una diluciéon (1/500) de la solucibn comercial del herbicida BASTA®
(glufosinato de amonio) (0,25 g/l). La aplicacién del herbicida se repiti6 una vez por semana hasta
completar los 15 dias de crecimiento con el agente de seleccion.

Las plantulas que son sensibles a BASTA se tornan amarillas y su crecimiento se detiene, dando lugar
a la muerte de las mismas. Sélo las plantas transformadas, que presentan resistencia, sobreviven.
Estas son cosechadas individualmente y sometidas a una nueva ronda de seleccién hasta obtener
plantas T3 o T4 homocigotas.

Analisis del fenotipo de tiempo de floracion

Las plantas se crecieron individualmente en macetas en camara de cultivo. Una vez ocurrido el pasaje
de estado vegetativo al estado reproductivo, donde comienza a hacerse visible el tallo principal, se
contaron las hojas de roseta. Se utilizaron 24 plantas de cada genotipo.
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RESULTADOS

APOLO pertenece a una familia de ARNInc que sb6lo se encuentra en el género Arabidopsis

Utilizando la herramienta BLASTN y los genomas de plantas pertenecientes a la familia Brassicaceae,
depositados en la base de datos Phytozome, se explor6 la posible existencia de secuencias similares
a la del ARNInc APOLO (AT2G34655; (Ariel et al., 2014)) de Arabidopsis thaliana y se seleccionaron
aquellas cuya longitud era igual o mayor a 200 pb. De un primer analisis se obtuvieron 8 secuencias
similares en Arabidopsis thaliana, 31 en A. lyratay 11 en A. halleri. No hubo resultados de secuencias
similares para las demas especies analizadas por lo que estas copias conformarian una familia que

exclusivamente esta presente en el género Arabidopsis.

Luego de una segunda exploracion, donde se indagé sobre el grado de identidad entre las secuencias
encontradas en A. thaliana, se decidié descartar 4 copias que presentaban un porcentaje de disimilitud
elevado con respecto a Ath_APOLO1. Se usb como valor de corte un 60%, es decir, todas las
secuencias que presentaban un porcentaje de disimilitud superior a este fueron descartadas por
considerarse que no son suficientemente similares. Con respecto a las 4 secuencias que no fueron
descartadas, se observo que estan distribuidas en diferentes cromosomas y ocupando exclusivamente

regiones intergénicas.

Tabla 1. Copias de APOLO pertenecientes a A. thaliana

APOLO Cromosoma | Gen corriente arriba | Gen corriente abajo Tamarno (pb)
Ath_APOLO1 2 AT2G34650.1 AT2G34660.1 880
Ath_APOLO3 5 AT5G49460.1 AT5G49470.2 867
Ath_APOLO4 1 AT1G58300.1 AT1G58310.1 525
Ath_APOLO5 3 AT3G47350.2 AT3G47360.1 520
Ath_APOLQO9 5 AT5G42500.1 AT5G42510.1 270

Ademas de las secuencias descartadas para A. thaliana, y en funcion del mismo criterio, se
descartaron secuencias identificadas en los genomas de A. lyrata y A. halleri. Finalmente, con las
secuencias seleccionadas (5 de A. thaliana, 20 de A. lyratay 8 de A. halleri), que resultaron ser todas
intergénicas, se realiz6 un arbol filogenético empleando el software RAXML (Figura 28).
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Figura 28. Existe una familia APOLO presente en el género Arabidopsis. Arbol de Maxima
Verosimilitud de los miembros de APOLO en el género Arabidopsis. Los nimeros que se
encuentran por encima de cada rama indican el soporte obtenido con 1000 réplicas de Bootstrap.
Los numeros ubicados por debajo indican los valores de probabilidad posterior (PP) obtenidos del
analisis bayesiano. En color rojo se muestran los miembros pertenecientes a A. thaliana, en azul
los de A. lyratay en verde los de A. halleri.

De la observacién del arbol filogenético se puede deducir que las secuencias utilizadas efectivamente
estan relacionadas filogenéticamente. Los valores de bootstrap y PP obtenidos, permiten concluir que
la mayoria de las ramas se encuentran soportadas en el andlisis. Ademas, se puede observar que se
distinguen 2 grandes clados, a los que denominamos 1y 2, en los que hay presentes copias de las 3
especies.

Para la construccion del arbol se incluy6 a la secuencia Ath. APOLO6 dado que se encuentra muy

cerca del valor de corte establecido para el descarte. Sin embargo, en el arbol se puede observar que
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diverge del resto de las copias de APOLOy la longitud de la rama indica elevada tasa de cambio por lo

que se descart6 de los siguientes andlisis.

También se puede observar que el clado 1 se subdivide en dos clados que fueron denominados A y B.
Dentro del clado 1 A se encuentra Ath. APOLO1 (la secuencia utilizada como query) y la secuencia
mas cercana es la que corresponde a Ath_ APOLO3. En ese mismo clado estan presentes las copias
de A. lyrata Aly_APOLQO3, Aly_APOLO1 y Aly APOLO8 y la copia de A. halleri Aha_APOLO1. En el
clado 1 B s6lo se encuentran copias de A. lyrata 'y A. halleri. Las demdas copias de A. thaliana se

encuentran en el clado 2.

Los ARNInc pertenecientes al clado 1 A presentan caracteristicas similares en cuanto a sus

secuencias

Para determinar si estas secuencias similares a Ath. APOLO1 encontradas podrian ser en definitiva
ARNInc lo primero que se evalud, haciendo foco en el clado 1 A, fue el potencial codificante utilizando
la base de datos Coding Potential Calculator (http://cpc.pku.edu.cn/; (Kong et al., 2007)). Esta base de
datos brinda un valor denominado CPC Value que es negativo para las secuencias no codificantes.

Ademas, se utilizé Uniprot (http://www.uniprot.org), que clasifica una secuencia como no codificante

cuando presenta marcos abiertos de lectura (del inglés, ORFs) para menos de 120 aminoacidos (360
pb), y Rfam (http://fam.xfam.org/), que corrobora que las secuencias no correspondan a ARNs

estructurales como ARNt, ARNr o ARNsn. La informacion obtenida se resume en la siguiente tabla:

Tabla 2. Las copias de APOLO del clado 1 A son ARNInc.

APOLO UniProt (Hits) Rfam CPC CPC Value
Ath_APOLOA * No hits ORF (62 AA) 184666
Ath_APOLO3 * No hits ORF (33 AA) 115312
Aly APOLO3 * No hits No coding -0.938009
Aha_APOLOA * No hits No coding -1.18121
Aly_APOLOA No hits No hits No coding -1.21316
Aly _APOLO8 No hits No hits No coding -1.03798
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En la tabla se puede ver marcadas con un asterisco (*) aquellas secuencias que aparecen en UniProt
por superar los 120 aa. Esta base de datos permite ver proteinas caracterizadas o conocidas que son
similares, sin embargo, al comparar los resultados dados por UniProt con las secuencias de las copias
de APOLO, no presentan un porcentaje de identidad elevado (mayor a 60%). Ademas, para el caso de
Ath_APOLO1 y Ath APOLO3 el valor de CPC sugiere que se trata de secuencias codificantes. Esto
podria deberse a que la base de datos detecta la presencia de un pequefio ORF. Sin embargo,
Ath_APOLO 1 ya ha sido caracterizado como ARNInc de acumulaciéon nuclear (Ariel et al., 2014), lo
cual fue respaldado en el Capitulo 1 de este trabajo de Tesis, al hacer un tratamiento con APOLO
exogeno, sin CAP ni cola de poliA, y conservando su actividad sin poder ser traducido. Esto sugiere
que el caso de Ath_APOLQO3 podria ser similar.

Teniendo en cuenta el perfil epigenético del ARNInc Ath APOLO1 ya caracterizado, se decidio
analizar la informacidén disponible publicamente tanto para A. thaliana como para A. lyrata con el
objetivo de determinar si los ARNInc del clado 1 A pertenecientes a estas dos especies presentan un
perfil similar. Para A. thaliana se utilizaron datos de interacciones intragenémicas (Hi-C; (C. Liu et al.,
2016; Veluchamy et al., 2016)), patrones de metilacién del ADN (Bis-seq; (Seymour et al., 2014; Zhu et
al., 2017)) y el perfil de H3K27me3 (ChlP-Seq; (Cui et al., 2016; J. Liu et al., 2015; Veluchamy et al.,
2016; H. Wang et al., 2016; Yang et al., 2016)). Para A. lyrata se utilizaron datos de transcriptémica
(RNA-Seq; (Rawat et al., 2015)), perfil de H3K27me3 (Goébel et al., 2018; Zhu et al., 2017) y patrones
de metilacion teniendo en consideracion los tres contextos posibles (CG/CHG/CHH; donde Hes A, T o
C) (Seymour et al., 2014; Zhu et al., 2017).

De este analisis se pudo observar que, como ya se sabia, el locus de Ath_APOLO1 presenta
metilacién del ADN tanto simétrica (CG/CHG) como asimétrica (CHH). También hay deposicion de la
marca H3K27me3 sobre ese locus. Ademas, existe un loop de cromatina que abarca toda la regién
intergénica entre el locus del ARN y el de su gen vecino PID (Figura 29. A). Para el caso de
Ath_APOLQOS, que es el miembro mas cercano de la familia en Arabidopsis thaliana, se observé que
también presenta metilacion del ADN de los dos tipos en su locus, aunque no se observa deposicion
de H3K27me3. También se pudo observar la presencia de un loop de cromatina que abarcaria a los
genes AT5G49450 y AT5G49460. Ademads, se vio que, a diferencia de Ath_ APOLO1, la copia 3 esta
superpuesta al TE AT5TE72235, perteneciente a la familia de retrotransposones LINE (Long
interspersed nuclear elements) (Figura 29. B). Segun la base de datos PLncDB (Plant long non-coding
RNA database http://chualab.rockefeller.edu/gbrowse?2/; (Jin et al., 2013)) este ARN se transcribe y se
encuentra clasificado como ARNInc segun la base de datos de Matsui y col. (Matsui et al., 2008).
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Figura 29. A. Andlisis bioinformatico del locus de Ath APOLO1. B. Analisis bioinformatico del locus de
Ath_APOLQOG3. Se puede observar en la parte superior la anotacién de los genes. Por debajo se encuentran
graficados los loops de cromatina detectados en el ensayo de HiC utilizado. Los graficos correspondientes a Zhu
[106] y Seymour [107] muestran la metilacion del ADN en los distintos contextos (azul para CG, rojo para CHG y
verde para CHH) utilizando datos publicos de estos dos autores. Los rectangulos celestes indican presencia de
la marca H3K27me3 obtenida de los datos publicados de cada uno de los autores mencionados en el extremo
izquierdo (Cui, Li, Wang, Yang y Veluchamy).

De la informacion disponible para A. lyrata se pudo observar que los 3 ARNInc pertenecientes al clado
1 A (Aly_APOLO1, Aly APOLO3 y Aly APOLO8) presentan metilacion simétrica y asimétrica en su
locus, aunque ninguno presenta deposicién de la marca H3K27me3 (Figura 30 A, B y C). Los 3 se
encuentran proximos a un TE, aunque de distinto tipo. Aly_ APOLO1 se ubica adyacente a un TE del
tipo DNA/TcMar-Stowaway, Aly APOLO3 a uno LTR/Gypsy y Aly APOLO8 a uno DNA/TcMar-
Stowaway y un LINE. Ademas, de datos de RNAseq se observa que las 3 copias se expresan
[117,118].
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Figura 30. A. Andlisis bioinformético del locus de Aly_ APOLQO1. B. Andlisis bicinformatico del locus
de Aly_APOLOG3. C. Analisis bioinformatico del locus de Aly_APOLO8. Se puede observar en la
parte superior la anotacion de los genes. Por debajo se encuentran graficados los TEs. Los graficos
correspondientes a Zhu [2016] y Seymour [107] muestran la metilacion del ADN en los distintos
contextos (azul para CG, rojo para CHG y verde para CHH) utilizando datos publicos de estos dos
autores. Los rectangulos celestes indican la presencia de la marca H3K27me3 obtenida de los datos
publicados de Zhu y Gébel (2017; 2018).

Con la informacion obtenida de estas bases de datos y teniendo todas las secuencias mas de 200 pb,

se sugiere que todas ellas efectivamente son ARNInc.
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Ademas de la caracterizaciéon epigenética y, considerando que todos estos ARNInc son intergénicos,
se realiz6 un analisis de sintenia comparando los genes que se ubican corriente arriba y abajo de
estos loci. Se puede observar que no existe sintenia aunque hay algunas copias que se encuentran
entre un gen que codifica una ATPasa y otro que codifica una quinasa, al igual que Ath__ APOLO1 que
se encuentra flanqueado por la quinasa PID y una ATPasa transportador ABC (Figura 31). Este es el
caso de Aly APOLO8 que esta rodeado de un gen que codifica una ATPasa transportadora de
maltosa de un lado y una quinasa asociada a membrana del otro. También Ath_ APOLO3, por su parte,
se encuentra entre un gen codificante de una ATP-citrato liasa y uno de una tirosin-quinasa. En un
principio, esta disposicién entre ATPasa y quinasa podria suponer un caso de sintenia, es decir, que la
conservacion refiera también al contexto gendmico y a la orientacién de los genes y no solo a la
similitud de secuencias. Para determinar esto, se alinearon las secuencias aminoacidicas de los genes
que codifican para las ATPasas que flanquean Ath_ APOLO1, Ath_APOLO3 y Aly_ APOLQO8 por un
lado (Figura 32) y los que codifican para las quinasas que flanquean estas copias por el otro (Figura
33). Este analisis permitié observar que las proteinas no se encuentran relacionadas filogenéticamente

por lo que no se trata de un caso de sintenia sino de convergencia evolutiva.
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Figura 31. Contexto gendmico de los miembros de APOLO del clado 1 A. Con un rectangulo rojo se
representan los miembros de APOLO. Las lineas negras representan las regiones intergénicas y
sobre ellas se indica la distancia en kb. Los rectangulos grises muestran los genes corriente arriba y
corriente abajo de cada ARNInc. Se muestra ademas el tipo de proteina que codifican.
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Figura 32. Las ATPasas no se encuentran relacionadas. Regién del alineamiento mdltiple de las

secuencias aminoacidicas correspondientes a las ATPasas adyacentes a los miembros
Aly_APOLQO8, Ath APOLO1 y Ath APOLQOS.
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Figura 33. Las quinasas no se encuentran relacionadas. Regién del alineamiento multiple de las

secuencias aminoacidicas correspondientes a las proteinas quinasas adyacentes a los miembros
Aly_APOLQO8, Ath APOLO1 y Ath_ APOLQOS.
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Existe una correlacion entre la expresiéon de los Aly APOLOs y sus genes vecinos, al igual que entre
Ath_APOLO1y PID

En trabajos previos del laboratorio se ha observado que la expresion de Ath_ APOLO1 en respuesta a
las auxinas se correlaciona con la expresién de su gen vecino PID (Ariel et al., 2014). Habiendo
analizado los ARNInc pertenecientes al clado 1 A del arbol filogenético, y sabiendo que éstos se
expresan, se examino si existia alguna correlacion entre la expresion de las copias de A. lyrata con
sus genes vecinos. Usando datos de RNAseq disponibles (Klosinska et al., 2016; Muino et al., 2016)
se observé que la expresion del ARNInc Aly APOLO1 se correlaciona positivamente con la expresion
del gen corriente arriba, es decir que cuando este se expresa también lo hace el gen de al lado (Figura
34 A). Para el caso de Aly_APOLOS8 se observ6 una tendencia, pero la correlacion no es significativa
con ninguno de los dos genes vecinos. Sin embargo, se puede observar que si la hay entre ellos
(Figura 34 B). Por otro lado, la expresién del ARNInc Aly APOLQOS se correlaciona positivamente con

la expresion del gen corriente abajo (Figura 34 C).
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Figura 34. La expresion de los Aly_APOLOs esté correlacionada con la expresién de alguno de
sus genes vecinos. A. Analisis de la correlacién de expresion de Aly APOLO1 y el gen que lo
flanquea corriente arriba. B. Andlisis de Aly APOLO8 y ambos genes flanqueantes. C. Andlisis de
Aly_ APOLO3 y ambos genes flanqueantes. A mayor intensidad del color azul, mayor es la

correlacion. Los asteriscos indican diferencias significativas.

Los miembros de APOLO integrarian complejos moleculares similares entre especies

Ademas del anadlisis de similitud de secuencias y la busqueda de caracteristicas particulares
conservadas, se analizd si existe conservacion de la funcion entre estos ARNInc. Para ello, y
conociendo que Ath_ APOLO1 se une a la proteina LHP1, lo primero que se estudié fue si esta
interaccion molecular se encuentra conservada entre los ARNInc APOLOs de A. thalianay A. lyrata.
Se sabe de estudios previos que la proteina LHP1 esta conservada dentro de la familia Brassicaceae y
que ademas presenta un dominio CHROMO que reconoce y se une a la marca H3K27me3,
conservado entre A. thalianay A. lyrata. Es por esto que se realizd un ensayo de inmunoprecipitacién
del ARN (RIP) seguido de qPCR en A. lyrata para determinar si estos ARNInc se unen a LHP1. Para
tal fin, se utilizé un anticuerpo comercial (Covalab pab0923-P) desarrollado para reconocer el dominio
CHROMO de AtLHP1, que podria reconocer a AlyLHP1, por conservacion de secuencia. Para este
ensayo se incluyé a Aly_ APOLO5 dado que se observé en datos de RNAseq que también se expresa.
Los resultados muestran que a partir de la inmunoprecipitacion se obtuvo un enriquecimiento en los
miembros Aly_APOLO1, Aly APOLO3 y Aly APOLOS5. Sin embargo, no se observa enriquecimiento
significativo para Aly_APOLQOS8 (Figura 35). Estos resultados indican que LHP1 de A. lyrata también es
capaz de unir miembros de APOLO al igual que ocurre en A. thaliana. Esto sugiere que podria existir
una conservacién del mecanismo molecular entre ambas especies. El hecho de que no se detecte
enriquecimiento para Aly APOLO8, a pesar de ser cercano filogenéticamente al resto y a
Ath_APOLO1, podria deberse a una cuestién tejido-especifica (por lo cual al tomar hojas enteras el
resultado se vea enmascarado o diluido), o a que AlyLHP1 no presente preferencia por todos los
miembros de APOLO.
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Figura 35. LHP1 de A. lyrata es capaz de unir algunas copias de AlyAPOLQ, al igual que ocurre
con Ath APOLO1 de A. thaliana. Nivel de enriquecimiento de Aly APOLO1, Aly APOLQOS,
Aly APOLO5 y Aly APOLOS8 luego de la inmunoprecipitacion de ARN (RIP) en A. lyrata. Los
valores fueron relativizados al control negativo realizado contra IgG que se muestra en linea

punteada.

El siguiente analisis que se efectud fue para determinar si estos ARNInc de A. lyrata eran capaces de
formar R-loops al igual que Ath_APOLO1. En A. thaliana hemos demostrado que APOLO es capaz de
formar R-loops a través de dos cajas UUCUUC que hibridan con el ADN en su secuencia GAAGAA
(Ariel et al., 2020). Para ello primero se analiz6 silos ARNInc de A. lyratadel clado 1 Ay Aly APOLO5
presentaban cajas para formar estos duplex. Se observé que, en las secuencias genomicas,
Aly_APOLQOS presenta una sola caja TTCTTC mientras que Aly APOLOS5 presenta tres. En el caso de
Aly_ APOLO1 y Aly APOLOS8 se encontraron cajas que presentaban una mutacién en una de sus

bases (Figura 36).
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Figura 36. Las copias de APOLO de A. lyrata pertenecientes al clado 1 Ay Aly APOLQOS5 presentan
cajas para formar R-loops. Alineamiento de secuencias de los miembros de A. lyrata Aly APOLO1,
Aly APOLQOS, Aly APOLO8 y Aly APOLQOS5. Con los rectangulos sombreados se sefalan, en las
secuencias genémicas, las cajas TTCTTC para formar R-loops. Con el rectangulo negro se indican
las cajas presentes en Aly_ APOLO1 y Aly_ APOLQO8 que presentan una mutacion.

Seguidamente se realiz6 un ensayo de DRIP donde se inmunoprecipitaron los duplex ADN-ARN,
seguido de la purificacion del ARN asociado, RT y qPCR. Los resultados de este ensayo muestran
enriquecimiento de todos los ARNInc, principalmente para Aly APOLO3 que es el mas cercano
filogenéticamente a Ath_ APOLO1 (Figura 37). En conjunto estos resultados parecerian indicar que las
copias de APOLO en A. lyrata forman R-loops al igual que lo hace Ath_APOLO1 y por lo tanto el

mecanismo de accién estaria conservado entre ambas especies.
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Figura 37. Las copias de APOLO de A. lyrata son capaces de formar R-loops. Determinacion de la

capacidad de formacién de R-loops mediante DRIP-gPCR.

La funcidn fisiolégica de los miembros de APOLO estaria conservada entre especies

Teniendo en cuenta los resultados mostrados anteriormente donde al parecer el mecanismo de accidon
estaria conservado, nos resulté interesante analizar si los ARNInc de A. lyrata eran capaces de cumplir
su funcién en A. thaliana. Para este andlisis decidimos enfocarnos en un fenotipo de relevancia
adaptativa, como es el tiempo de floracion, que habiamos observado preliminarmente en el laboratorio.
Es por esto que se realizd dicho estudio donde se cuantificd el nimero de hojas al momento de la
aparicion de la inflorescencia principal de plantas Arabidopsis thaliana salvajes y de las plantas con
niveles desregulados de APOLO (sobre expresante, knockdown y knockout). Los resultados mostraron
que, al igual que habiamos observado para el patron de ramificacién, la desregulacion de APOLO
presenta el mismo fenotipo en todas las lineas (Figura 38). Estas plantas presentaron una floracion
adelantada respecto a las plantas salvajes, representada como un menor nimero de hojas de roseta
al momento del pasaje de estado vegetativo al estadio reproductivo.
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Figura 38. Las plantas con niveles desregulados de APOLO presentan la floraciéon adelantada.
Los asteriscos indican diferencias significativas entre cada linea y las plantas salvajes (WT)
(P<0,05; t student; n=12)
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Habiendo determinado el fenotipo diferencial producido por la desregulacion de los niveles de APOLO,
se decidi6 transformar las plantas de A. thaliana CRISPR APOLO1 (que tienen delecionado el locus
completo de Ath_ APOLO1) con las construcciones 35S:Aly APOLO3 y 35S:Aly APOLQO8. Con estas
plantas se realiz6 nuevamente la caracterizacion fenotipica del tiempo de floracion donde se observé
que también presentan adelantada la floracion respecto de las plantas salvajes, es decir, tienen menor
cantidad de hojas de roseta a la hora de pasar de estadio vegetativo a estadio reproductivo, cuando
comienza a hacerse visible la inflorescencia principal (Figura 39). Si bien las plantas CRISPR APOLO
presentaban una floracion adelantada, el nimero de hojas que presentaron las lineas transformadas
con las copias de A. lyrata fue menor. Esto podria sugerir que estas copias estarian involucradas en la
regulacion de este proceso.
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Figura 39. Las plantas de A. thaliana sobreexpresantes de los APOLOs de A. lyrata presentan
adelantada la floracién respecto de las plantas salvajes (WT) y esta diferencia es aun mayor de la
que presentan las plantas CRISPR APOLO. Las letras indican diferencia determinada por un
ANOVA.

Con los resultados obtenidos se sugiere que la funcién de estos ARNInc estd conservada entre
especies.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante los ultimos afos se han identificado numerosos ARNInc en plantas, pero solo algunos fueron
caracterizados funcionalmente y se conoce muy poco acerca del origen de estos y la conservacién

entre especies.

Si bien existen algunas teorias acerca del posible origen de los ARNInc, aliin no hay un consenso entre
los cientificos sobre las generalidades y es necesario el estudio de cada uno en particular. Este
andlisis puede realizarse a partir del estudio de las secuencias nucleotidicas o, dado que las
secuencias son muy variables, de la estructura secundaria. Si bien las estructuras pueden predecirse
con andlisis bioinformdtico, en los ultimos afos han surgido distintas técnicas experimentales para
determinarlas y esto ha dado origen a algunas investigaciones donde se observé que existen ARNInc
que, a pesar de no tener la secuencia conservada, presentan conservacion de su estructura en
diferentes especies (Gultyaev et al., 2023; Hawkes et al., 2016). Esto podria reforzar la idea de que el
plegamiento que adoptan los ARNInc es lo que determina su funcién y no tanto la secuencia.

En este trabajo de tesis se estudié al ARNInc APOLO de Arabidopsis thaliana que hasta el momento
no presenta estructura resuelta experimentalmente. Es por esto que el estudio se abordé a partir de la
comparacion de secuencias. De este andlisis surgid la existencia de secuencias similares, de igual o
mayor longitud a 200 pb, en A. thaliana, A. lyrata (como habia observado Palos y col) y en A. haleri,
todas plantas pertenecientes a la familia Brassicaceae y del género Arabidopsis. La diferencia entre el
namero de secuencias encontradas por nosotros y el hallado por Palos y col. podria deberse a los
criterios utilizados para realizar esa busqueda. Estas secuencias encontradas corresponden a una
familia de ARNInc en la que todos los miembros son intergénicos. Visto que esta familia de ARNInc
s6lo se encontr6 en el género Arabidopsis se podria sugerir que son secuencias que han aparecido
recientemente en el genoma. Sin embargo, no se puede descartar que existan secuencias similares en
especies filogenéticamente méas alejadas dado que algunos genomas no presentan aun versiones
completamente “curadas”. Ademas, podrian existir ARNInc en otras especies que, a pesar de tener
secuencia muy variable a la de APOLO, presenten conservacion de estructura y de ese modo cumplan
las mismas funciones. Esto se ha observado en el trabajo realizado por Fonouni-Farde en nuestro
laboratorio (Fonouni-Farde et al., 2022) donde se mostré6 que el ARNInc de humanos UPAT, que
interactia con una proteina homéloga a la que interactta APOLO en Arabidopsis, es capaz de
reemplazar a este ultimo pesar de la gran diferencia de secuencia que presentan. En concordancia

con esto, estamos esperando obtener la estructura de APOLO para poder seguir con este estudio.

En cuanto a la funcién, Palos y col. sugieren que al no haber sintenia la funcion podria no estar
conservada. Sin embargo, durante este trabajo de tesis se ha podido comprobar que los ARNInc de A.
lyrata mas cercanos filogenéticamente a Ath APOLO1 presentan al igual que este una expresién
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correlacionada con la de sus genes vecinos, significativa al menos para Aly APOLO1 y Aly APOLQOS.
El andlisis de la orientacién de estos ARNInc respecto de esos genes nos permitira definir si esta
correlacion de expresion esta dada por la utilizacién de una misma region promotora divergente, como
sucede en el caso de Ath_APOLO1 y PID, o si es consecuencia de la apertura de la cromatina en esa
region dada por otra razén. Ademas, hemos podido determinar que estos ARNInc se unen a LHP1 al
igual que lo hace el de A. thaliana. En conjunto, estas observaciones podrian sugerir una conservacion
de funcién. También se ha visto que son capaces de formar R-loops, lo que sugeriria que la funcion en

trans también podria estar conservada.

Por otro lado, la sobreexpresién de estos ARNInc de A. lyrata en plantas de A thaliana a la que se ha
delecionado el locus completo de Ath_ APOLO1 presenta un fenotipo mas marcado del que presentan
las lineas con niveles desregulados de APOLO, lo que podria indicar que cumplen la misma funcién o
al menos estan involucrados en el mismo proceso. Sin embargo, al presentar las plantas CRISPR
APOLO una floracion adelantada, no se puede descartar que el efecto observado sea producto de la
desregulacién de Ath_APOLO1. Prdoximamente se realizard el mismo estudio, pero utilizando plantas
salvajes para transformar. De esta forma se podra confirmar si el fenotipo observado se debe
exclusivamente a la accion de estos ARNInc. En conjunto, estos resultados apoyan la hipétesis de que
APOLO integra una familia de ARNInc. Resta evaluar si son capaces de modular la conformacién
tridimensional de la cromatina y analizar qué gen o genes estarian regulando para explicar el fenotipo
observado, y si las vias estdn conservadas entre A. thaliana y A. lyrata. Ademas, se habria que
determinar si todos los miembros presentan igual patron de expresién o si tienen una expresion tejido-
especifica determinada y si todos actdan bajo las mismas condiciones o lo hacen bajo diferentes

estimulos.

Con respecto a la conservacién entre ecotipos, se ha observado para COOLAIR (Hawkes et al., 2016)
que, a pesar de tener una estructura conservada, existen algunas diferencias que serian las
encargadas de determinar cambios en la funcion de este ARNInc, dando como resultado un fenotipo
diferencial que permite un mejor desarrollo de la planta en el ambiente en el cual se encuentra.
Durante este trabajo de tesis se realizaron los analisis en Arabidopsis thaliana ecotipo Col 0 y no en
otros ecotipos. La razén por la cual no se utilizaron otros ecotipos, a pesar de la existencia del
proyecto 1001 Genomes (Kawakatsu et al., 2016), fue que esos genomas no estan bien curados. Para
su ensamblado se han alineado fragmentos cortos usando Col 0 como referencia y, por lo tanto, se ha
perdido mucho detalle del genoma no codificante. Sin embargo, recientemente se han re secuenciado
los genomas de mas de 400 ecotipos usando fragmentos mas largos (Pacbio) (Kornienko et al., 2023).
La informacion ahora disponible nos permitira, en un futuro proximo, evaluar si el ARNInc
Ath_APOLOQOT1 esta conservado en otros ecotipos al igual que los demas miembros analizados en este
trabajo de tesis. Ademas, sera posible determinar si estos miembros se expresan y si se co regulan

Con genes Vecinos.
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Por otro lado, en cuanto al origen de esta familia de ARNInc no esta claro como han surgido. Dado que
todas las copias del clado 1A presentan metilacién del ADN y que varias de ellas estan superpuestas o
se encuentran muy cercanas a TEs, se podria sugerir un origen de este tipo. Mas especificamente, la
familia APOLO podria provenir de un retrotransposén de la familia LINE. Ademas, aquellos miembros
que se encuentran cercanos a TE o restos de TE podrian ser miembros evolutivamente mas recientes.

No obstante, la informacion disponible no es suficiente para realizar una conclusion sobre esto.
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CONCLUSIONES GENERALES

La investigacién que se realizd en el marco de este trabajo de tesis permitié concluir que, a las
funciones ya estudiadas del ARNInc APOLO, se le suma la regulacion de la ramificacion y de la
respuesta de hiponastia en el contexto del sindrome de shade avoidance. EI mecanismo molecular a
través del cual APOLO cumple esta funcién es el mismo mediante el cual regula el crecimiento de las
raices en presencia de auxinas (Ariel et al., 2020). Sin embargo, en este estudio se remarca la
importancia de caracterizar el rol de los ARNInc en diferentes érganos, considerando que altos niveles
de APOLO desencadenan la adopcion de conformaciones tridimensionales alternativas sobre el mismo
locus.

Ademas, los resultados de este estudio respaldan el modelo antes propuesto acerca de la base
estequiométrica de la accion de APOLO (Moison et al., 2021), dilucidando coémo integra la formacion
de bucles de cromatina con la participacion de las proteinas asociadas.

También hemos demostrado que la aplicacién exdégena de APOLO modula la expresion de genes
blanco especificos a través de la interaccion directa con la cromatina y que esta respuesta esta dada
por motivos UUCUUC presentes en la secuencia. Esto abre la puerta al disefio de nuevas estrategias
para modular el crecimiento de las plantas y sus respuestas al ambiente mediante la aplicacion de
ARNInc epigenéticamente activos.

Por otro lado, los resultados sugieren que el ARNInc estudiado pertenece a una familia de ARNInc
presentes en el género Arabidopsis cuyos miembros son todos intergénicos. El hecho de que sélo
estén presentes en este género podria sugerir que su origen es reciente, sin embargo, no se puede
concluir fehacientemente acerca de cémo fue el origen molecular.

En cuanto a la funcion de los ARNInc miembros de esta familia, se observé que los miembros de A.
lyrata Aly APOLO3 y Aly_ APOLOS8 (los mas cercanos filogenéticamente al de A. thaliana estudiado)
se unen a LHP1 y son capaces de formar R-loops. Es por esto que se sugiere que existe conservacion
de la funcién. Ademas, se vi6 que la sobreexpresion de estos ARNInc en plantas de A. thaliana genera
un fenotipo mas marcado que el de la desregulacion de Ath APOLO1, lo que apoyaria la hipoétesis

acerca de la conservacion de funcion.
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ANEXO

Tabla 1: lista de oligos

nombre gen secuencia experimento
ACTIN Fw ACTIN GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG gPCR
ACTIN Rev ACTIN AACGACCTTAATCTTCATGCTGC gPCR
APOLO Fw APOLO CTTCGAGGCGCTAAACAATC gPCR
APOLO Rev APOLO ACAGCGGTGCCACCTATTAC gPCR
BRC1 Fw BRC1 GATTAACCACCATCGCAGCC gPCR, ChIP, ChiRP,
DRIP
BRCT1 Rev BRC1 TTTCGCGCCGAAGGAGTAAT gPCR, ChIP, ChIRP,
DRIP
BRC1 loop Fw BRC1 CCCAATTCGACATTGTGTGA 3C gPCR
BRC1 loop Rev | BRC1 ATGGTGAGAAAGGGTTGTCG 3C gPCR
APOLOT7 Fw | APOLO TAATACGACTCACTATAGGGTCTAA | in vitro transcription
ACTAGTTTTTTTGGG
APOLOR APOLO ATCGTCTGAAAGTTTATTATAG in vitro transcription
GFPT7 Fw GFP TAATACGACTCACTATAGGGATGGT | in vitro transcription
GAGCAAGGGCGAGGA
GFPR GFP CTTGTACAGCTCGTCCATGC in vitro transcription
PID Fw PID TGAGGCGAAAATCTCGGAAG gPCR
PID Rev PID TCAGCCGGTTATCATTCGAC gPCR
WAG2 Fw WAG2 TCTTCATCTCCGTCGCTTCG gPCR
WAG2 Rev WAG2 GAACGCCCACCAGTCTACTC gPCR
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YUC2 Fw yucza TCGGCAGAGTTTGTTGATGGGAGA [ gPCR
YUC2 Rev Yucz2 TCCCTTTAGCCACATGGGTACGTT | gPCR
GFP Fw GFP TCAAGGAGGACGGAAACATC gPCR
GFP Rev GFP AAAGGGCAGATTGTGTGGAC gPCR
Aly_APOLO3Fw | Aly_APOLO3 | GGGGAATTCTTTGATTTGGTCTTAG | clonado
ATGGCTT
Aly_APOLO3 Aly_APOLO3 | CCCCTCGAGAAAGAAAGGGAAACA | clonado
Rev ACAAGGC
Aly_APOLO8Fw | Aly_APOLO8 | CCCGAATTCATCTTTGATTTGTTCTT | clonado
AGATG
Aly_APOLOS8 Aly_APOLO8 | CCCCTCGAGGTGAAATACAAGAGT | clonado
Rev GAAATA
Aly3 Fw Aly_APOLO3 | CGGTCTTTTGTGTTTTAGCTC gPCR, RIP, DRIP
Aly3 Rev Aly_APOLO3 | GAAGAAGATAAACAGCAGGAC gPCR, RIP, DRIP
Aly8 Fw Aly_APOLO8 | TCTTAGATGGCTTCTGTCGTA gPCR, RIP, DRIP
Aly8 Rev Aly_APOLO8 | GAATCTAAAGCAATCACCACAT gPCR, RIP, DRIP
Aly1 Fw Aly_APOLO1 | TACTCTAAAGATCTGGTCCAAA gPCR, RIP, DRIP
Aly1 Rev Aly_APOLO1 | GTACTACCTATTACGATGAAGACT | gPCR, RIP, DRIP
Aly5 Fw Aly APOLO5 | ATAAAAGAAGCCAGCGACGA gPCR, RIP, DRIP
Aly5 Rev Aly APOLO5 | GGTTCCCAAGTGTCTCGTGT gPCR, RIP, DRIP
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