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RESUMEN

RESUMEN

Las plantas, como organismos sésiles, deben ajustar su crecimiento y
metabolismo a las condiciones del ambiente en el que habitan. Es decir, bajo
condiciones o6ptimas, sus recursos son destinados principalmente al crecimiento y
desarrollo, mientras que, bajo condiciones de estrés, las plantas restringen el
crecimiento y activan una reprogramacion metabélica para mantener la homeostasis
energética y promover la supervivencia. Las mitocondrias desempenan un rol central en
estos ajustes al integrar la actividad respiratoria con el estado energético celular. El
citocromo ¢ (CYTc), un componente de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, media la transferencia de electrones entre los complejos Il y IV, acoplado
a la sintesis de ATP. En este contexto, las plantas deficientes en CYTc presentan raices
mas cortas, rosetas mas pequefas y un crecimiento retrasado, probablemente debido
a alteraciones en la actividad de las vias reguladoras del crecimiento asociado a la

disponibilidad energética.

En esta tesis, investigamos el rol de CYTc como regulador que vincula la
produccién de energia mitocondrial, la reprogramacién metabdlica y las vias de
sefalizacién que controlan el crecimiento vegetal y las respuestas a estrés. Nuestros
resultados muestran que la disminucion de los niveles de CYTc conduce a una
activacion de la via de SNF1-related protein kinase 1 (SnRK1), evidenciada por un
aumento en la fosforilacion de SnRK1 y la induccién de genes blancos de la via, como
DIN6 y SENb5. Esta activacion se asocia con ajustes metabdlicos especificos, incluyendo
una mayor acumulacién de aminoacidos libres asociada a un aumento del proceso de
autofagia, lo que sugiere su movilizacion como fuentes alternativas de energia bajo
condiciones de deficiencia mitocondrial. En concordancia con estos resultados, las
plantas deficientes en CYTc presentan una mayor tolerancia a condiciones de estrés en
comparacion con plantas silvestres (WT). Bajo oscuridad extendida, este aumento de la
tolerancia se asocia con una utilizacion mas eficiente de las reservas de almidén y una
disponibilidad sostenida de aminoacidos, mientras que, bajo estrés térmico, el aumento
de azucares solubles podria contribuir a la aclimataciéon de estas mutantes al estrés.
Adicionalmente, nuestros resultados muestran que la sefalizacién hormonal modula
este estado metabdlico, ya que el tratamiento con giberelinas atenua las alteraciones
observadas en las plantas deficientes en CYTc, provocando una disminucién del

proceso de autofagia y cambios en la acumulacion de metabolitos.
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Ademas, estudiamos de qué manera la actividad mitocondrial influye en el
desarrollo radicular. El crecimiento de la raiz depende de la coordinacién entre la
division, la diferenciacion y la elongacion celular, que ocurren en diferentes zonas de la
raiz. Nuestros resultados muestran que la alteracion en la expresion de CYTc afecta
tanto el tamafio del meristema y el numero de células meristematicas como el tamafio
de la zona de elongacién y el tamafo de las células maduras. Notoriamente, la expresién
especifica de CYTc en células en proliferacién es capaz de recuperar el crecimiento de
la zona meristematica, mientras que la expresion en tejidos vasculares recupera
principalmente el crecimiento de las células en la zona de elongacién. En conjunto,
nuestros resultados identifican a CYTc como un regulador central que vincula el
metabolismo energético, la reprogramacién metabdlica y el crecimiento en condiciones
normales y durante la aclimatacién de las plantas al estrés. En un sentido mas general,
nuestros resultados establecen mecanismos de sefalizacion mediante los cuales los
cambios en la actividad mitocondrial modulan el crecimiento y las respuestas al estrés

en plantas.

ABSTRACT

As sessile organisms, plants must adjust growth and metabolism to
environmental conditions. Under optimal growth conditions, energy and resources are
primarily allocated to growth and development, whereas under stress, plants limit growth
and activate metabolic reprogramming to maintain energy homeostasis and promote
survival. Mitochondria play a central role in these adjustments by integrating respiratory
activity with cellular energy status. Cytochrome c¢ (CYTc), a component of the
mitochondrial electron transport chain, mediates electron transfer between Complexes
[l and IV and is essential for efficient ATP production. CYTc-deficient plants have shorter
roots, smaller rosettes and delayed growth, probably due to changes in the activity of
growth regulatory pathways related to energy availability.

In this thesis, we investigated the role of CYTc as a regulatory component linking
energy production, metabolic reprogramming, and signaling pathways that control plant
growth and stress responses. Our results show that decreased CYTc levels lead to
constitutive activation of the SNF1-related protein kinase 1 (SnRK1) pathway, as
evidenced by increased SnRK1 phosphorylation and induction of SnRK1 target genes
such as DIN6 and SENb5. This activation is associated with specific metabolic
adjustments, including increased accumulation of free amino acids linked to higher levels
of autophagy, suggesting their mobilization as alternative energy source under

mitochondrial deficiency. Consistently, CYTc-deficient plants display enhanced
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tolerance to stress conditions compared to wild-type (WT) plants. Under extended
darkness, this higher tolerance is associated with a more efficient utilization of starch
reserves and sustained amino acid availability, whereas under heat stress, increased
soluble sugar may contribute to stress acclimation. In addition, hormonal signaling
modulates this metabolic state, since gibberellin treatment attenuates the stress-tolerant
phenotype of CYTc-deficient plants, accompanied by reduced autophagy and altered
metabolite accumulation.

Additionally, we addressed how mitochondrial activity influences root
development. Root growth depends on the coordination of cell division, differentiation,
and elongation that take place in different root zones. We show that altered CYTc
expression affects meristem size and meristematic cell number, as well as the size of
the elongation zone and of mature root cells. Interestingly, CYTc expression specifically
in proliferating cells restores the growth of the meristematic zone, while expression in
the vasculature recovers cell growth mainly in the elongation zone. Together, our findings
identify CYTc as a central regulator linking energy metabolism, metabolic
reprogramming, and growth control under normal conditions and during stress
acclimation in plants. In a broad sense, our results reveal signalling mechanisms
involved in transducing changes in mitocondrial activity into growth and stress responses

in plants.

RESUMO

Devido a sua natureza séssil, as plantas ajustam o crescimento e o metabolismo
as condicdes ambientais. Em condicbes o6timas, a energia e 0s recursos sao
prioritariamente direcionados ao crescimento e promovem uma reprogramacgao
metabdlica para manter a homeostase energética e favorecer a sobrevivéncia. As
mitocondrias desempenham um papel central nesses ajustes ao integrar a atividade
respiratoria com o estado energético celular. O citocromo ¢ (CYTc), um componente da
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, medeia a transferéncia de elétrons entre
os complexos lll e IV e é essencial para a producéo eficiente de ATP. Plantas deficientes
em CYTc apresentam raizes mais curtas, rosetas menores e crescimento retardado,
provavelmente devido a alteracbes na atividade de vias reguladoras do crescimento
associadas a disponibilidade energética. Nesta tese, investigamos o papel do CYTc
como regulador que conecta a producao de energia, a reprogramacao metabdlica e as
vias de sinalizagao que controlam o crescimento vegetal em respostas aos estresses.
Nossos resultados demonstram que a reducao dos niveis de CYTc leva a ativacao

constitutiva da via da proteina quinase relacionada a SNF1 (SnRK1), evidenciada pelo
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aumento da fosforilagdo de SnRK1 e pela indugcéo de genes-alvo como DING e
SENS. Essa ativacao esta associada a ajustes metabdlicos especificos, incluindo maior
acumulo de aminoacidos livres, relacionado ao aumento da autofagia, sugerindo sua
mobilizacdo como fontes alternativas de energia em condicbées de deficiéncia
mitocondrial. De forma consistente, plantas deficientes em CYTc apresentam maior
tolerancia ao estresse quando comparadas as plantas do tipo selvagem (WT). Sob
escuridao prolongada, essa maior tolerancia esta associada a uma utilizacdo mais
eficiente das reservas de amido e a manutenc¢ao da disponibilidade de aminoacidos; sob
estresse térmico, o aumento de acgucares sollveis pode contribuir para a aclimatacao.
Além disso, a sinalizacdo hormonal modula esse estado metabdlico, uma vez que o
tratamento com giberelinas atenua o fendtipo tolerante ao estresse das plantas
deficientes em CYTc, acompanhado por reducéo da autofagia e alteragcdes no acumulo
de metabalitos.

Adicionalmente, abordamos como a atividade mitocondrial influencia o
desenvolvimento radicular. O crescimento da raiz depende da coordenacdo entre
divisao celular, diferenciacdo e alongamento, processos que ocorrem em diferentes
zonas da raiz. Demonstramos que a alteracado na expressao de CYTc afeta o tamanho
do meristema e o numero de células meristematicas, bem como o tamanho da zona de
alongamento e das células maduras da raiz. Notavelmente, a expressdo de CYTc
especificamente em células proliferativas restaura o crescimento da zona
meristematica, enquanto sua expressao no tecido vascular recupera principalmente o
crescimento celular na zona de alongamento. Em conjunto, nossos resultados
identificam o CYTc como um regulador central que conecta o metabolismo energético,
a reprogramacao metabdlica e o controle do crescimento tanto em condi¢gdes normais
quanto durante a aclimatacdo ao estresse. De forma mais ampla, nossos achados
revelam mecanismos de sinalizacido envolvidos na transducido de alteragdes na

atividade mitocondrial em respostas de crescimento e estresse em plantas.
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1.INTRODUCCION GENERAL

Debido a su incapacidad para desplazarse, las plantas han desarrollado
mecanismos integrados de percepcién y respuesta que les permiten adaptarse a
condiciones adversas, tales como cambios extremos de temperatura, falta de agua,
salinidad, radiacion luminica excesiva o combinaciones de estos factores, conocidos
colectivamente como estrés abiotico (Jin et al., 2024; Zhang et al., 2022, 2023). En
situaciones donde se predice que el cambio climatico aumentara la frecuencia e
intensidad de las combinaciones de estrés abibdtico, entender los mecanismos
moleculares y fisiolégicos mediante los cuales las plantas perciben y responden a estos
tipos de estrés es esencial para disefiar estrategias biotecnolégicas que mejoren la
tolerancia de las plantas bajo condiciones desfavorables, asi como la eficiencia en el

uso de sus recursos (Zandalinas et al., 2022; Zhang et al., 2025).

El uso de Arabidopsis thaliana como organismo modelo ha sido fundamental
para desentrafiar los mecanismos moleculares y genéticos detras de estas respuestas
adaptativas. En este contexto, A. thaliana es una planta herbacea anual con un ciclo de
vida relativamente corto, es decir, puede completar desde germinacién hasta produccién
de semillas en aproximadamente 6 - 8 semanas bajo condiciones controladas (Figura
1a), lo que permite analizar multiples generaciones en un tiempo experimental reducido.
Entre sus principales ventajas como organismo modelo podemos destacar, ademas de
su ciclo de vida corto, que es capaz de autopolinizarse generando una gran cantidad de
descendencia, que posee su genoma secuenciado, e incluso se han desarrollado una
gran cantidad de herramientas genéticas que han permitido avances en el campo de la
fisiologia, el metabolismo, el desarrollo vegetal, la genética y la epigenética (Koornneef
& Meinke, 2010; Kramer, 2015). Ademas, su crecimiento compacto y su capacidad de
desarrollarse en medios simples hacen posible cultivar grandes poblaciones en
espacios pequefios y con recursos minimos, facilitando estudios genéticos, fisiologicos

y de respuesta a estrés (Woodward & Bartel, 2018; Yaschenko et al., 2025).

En Arabidopsis, exposiciones a estrés térmico, hidrico o estreses combinados
de calor y sequia provocan cambios tales como aumentos transitorios de azucares
solubles y aminoacidos, y alteraciones en el metabolismo de acidos grasos (Xu et al.,
2022). Incluso, estudios metaboldmicos han identificado respuestas comunes y
especificas de diferentes tipos de estrés abibtico, donde vias como la glucdlisis, el ciclo
del acido tricarboxilico (TCA) y el metabolismo de aminoacidos se modifican en
respuesta a frio, calor, déficit hidrico y alta intensidad luminica. Ademas, numerosas

investigaciones destacan que estos cambios no solo representan adaptaciones
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inmediatas, sino que pueden persistir y modular la tolerancia en generaciones
posteriores en el caso de estrés sostenido en el tiempo (Zhang et al.,, 2022),
demostrando que la reconfiguracion del metabolismo central es una caracteristica
esencial de la respuesta al estrés abidtico en plantas (Xu & Fu, 2022; Zandalinas et al.,
2022).

1.1 La mitocondria como fuente de energia en las plantas
Para abordar las fluctuaciones ambientales que pueden comprometer su

crecimiento y supervivencia, las plantas deben ser capaces de ajustar el uso y la
distribucién de los recursos energéticos, especialmente bajo situaciones de estrés. En
este sentido, la mitocondria constituye un componente clave de esta regulacion, ya que
integra el metabolismo del carbono con la produccion de energia y participa activamente
en la respuesta celular frente a condiciones adversas (Barreto et al., 2022; Welchen et
al., 2021).

Las mitocondrias son organelas semiautbnomas, delimitadas por una doble capa
fosfolipidica compuesta por una membrana externa permeable a pequefias moléculas y
una interna altamente especializada, que define un espacio intermembrana y una matriz
central (Figura 1b). La membrana interna presenta numerosos pliegues denominados
crestas, que permiten una mayor superficie de contacto con el espacio intermembrana
(Kahlbrandt, 2015) y se caracteriza por una elevada proporcién de proteinas de
transporte que permiten el pasaje selectivo de moléculas pequenas. Ademas, la
membrana interna presenta cardiolipina, un fosfolipido esencial para el mantenimiento
de la estructura y la funcién mitocondrial, asi como su respuesta a condiciones de estrés
(Pan et al., 2014; Wang et al., 2024). La matriz mitocondrial contiene enzimas, sustratos,
cofactores e iones inorganicos, asi como una maquinaria genética propia compuesta
por ADN, ARN y ribosomas. Sin embargo, como resultado de la transferencia de genes
al nucleo durante la evolucion, la mayoria de las proteinas mitocondriales estan
codificadas por el genoma nuclear y son importadas a la organela mediante un conjunto
de componentes de importacién mitocondrial como los complejos TOM y SAM en la
membrana externa, y TIM en la membrana interna (Endo & Wiedemann, 2025; Mgller et
al., 2021).

16



(b)

Apoptosis/PCD

(C) Glucalisis FOTOSINTESIS

DHactato ROS i i @

CITOSOL

Piruvato
D-lactate A

%\"LISH 2 L-ascorbato W
& :

@ ¥ Seiiales?
NAD(P)H Ll e ) — M

NAD(P*} - @ &
A . b - He H @
A4 Y 2 @ 1 @ Y

GLDH

ESPACIO
INTERMEMBRANA

iy

@

NDAZ2 AQX )
o]
NADH . . t e
. _ H0
NAD" 4 Sucginate 9
NADH f .
. Fumarato > ADP + Pi ks
NAD* Ciclo

MATRIZ

TCA

FIGURA 1. La mitocondria como fuente de energia. (a) Imagen descriptiva de Arabidopsis thalina, adaptada
de Kramer, (2015), en diferentes etapas de su ciclo de vida. (b) Estructura mitocondrial, adaptada de Mgller et al.,( 2021).
A la izquierda, micrografia electrénica de una mitocondria de una célula del meséfilo de haba (Vicia faba). En la imagen
podemos observar el espacio intermembrana (El), la membrana externa (ME), la membrana interna (MI), la matriz (M) y
las crestas mitocondriales (C). A la derecha, modelos tridimensionales obtenidos mediante tomografia electrénica a partir
de tomogramas 3D segmentados de una mitocondria de cerebelo de pollo. Arriba se muestran las crestas mitocondriales
en amarillo, la membrana interna en celeste y la membrana externa en azul oscuro. Abajo, membrana externa, membrana
interna y cuatro crestas representativas en distintos colores. (¢) Esquema representativo de los complejos enzimaticos,
proteinas y moléculas que participan en la OXPHOS. Abreviaturas: |-V, Complejos involucrados en el transporte de
electrones y la sintesis de ATP; CYTc: citocromo c¢; CoQ, coenzima Q/ubiquinona; NDA1/NDA2, NADH deshidrogenasas
alternativas internas; NDB1/NDB2, NADH deshidrogenasas alternativas externas; ERV1, sulfhidrilo oxidasa; DLDH, D-
lactato deshidrogenasa; GLDH, L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa; L-Gal, L-galactono-1,4-lactona; AOX, oxidasa
alternativa; MIA40, del inglés Mitochondrial Import and Assembly protein 40; PCD, del inglés Programmed Cell Death,
ROS, especies reactivas del oxigeno; ATP, adenosin trifosfato; ADP, adenosin difosfato; Pi, grupo fosfato inorganico; P,

fosforilacion; N, nitracion; Ac, acetilacion. Imagen adaptada de Welchen & Gonzalez, (2016).

Desde el punto de vista funcional, la mitocondria es el principal sitio de oxidacion

de compuestos carbonados y de sintesis de ATP mediante la fosforilacién oxidativa
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(OXPHQOS). En la matriz mitocondrial, el piruvato generado por la glucolisis y los
productos del metabolismo de acidos grasos son convertidos en acetil-CoA, que luego
es oxidado a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). Este proceso genera
didéxido de carbono y equivalentes de reducciéon, como NADH y FADH,, que alimentan
la cadena de transporte de electrones mitocondrial (ImETC), localizada en la membrana
interna (Mgller et al., 2021). La mETC vegetal esta compuesta por una via conservada,
integrada por los complejos NADH deshidrogenasa (complejo 1), succinato
deshidrogenasa (complejo II), citocromo ¢ reductasa (complejo Il) y citocromo ¢ oxidasa
(complejo IV), junto con transportadores méviles como la ubiquinona y el citocromo ¢
(Kahlbrandt, 2015). El flujo de electrones a través de estos complejos se acopla al
bombeo de protones desde la matriz hacia el espacio intermembrana, generando un
gradiente electroquimico que es utilizado por la ATP sintasa (complejo V) para la sintesis
de ATP (Figura 1c) (Mgller et al., 2021). Este sistema constituye la principal fuente de

energia para los procesos celulares.

Un rasgo distintivo de las mitocondrias vegetales es la presencia de rutas
alternativas de transporte de electrones, es decir, ademas de los complejos de la cadena
de transporte de electrones descriptos anteriormente, las plantas poseen
deshidrogenasas alternativas de NAD(P)H y la oxidasa alternativa (AOX), que permiten
dirigir el flujo de electrones desde la oxidacion de NAD(P)H y hacia la reduccién del
oxigeno a agua sin acoplar este proceso al bombeo de protones (Rasmusson et al.,,
2004; Vanlerberghe, 2013). Particularmente, la via de AOX cumple un papel relevante
durante situaciones de estrés abidtico, ya que bajo condiciones que alteran el equilibrio
metabdlico, energético o redox, como el estrés térmico, hidrico u oxidativo, la via
respiratoria clasica puede saturarse o volverse ineficiente. En este contexto, AOX
previene la sobrereduccion de la cadena respiratoria, disminuye la produccion excesiva
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y contribuye al mantenimiento de la
homeostasis metabdlica y redox celular (Feng et al., 2013; Saha et al.,, 2016;
Vanlerberghe, 2013). De este modo, aunque la respiracién alternativa implique una
menor eficiencia energética, resulta esencial para la supervivencia y adaptacion de las
plantas frente a condiciones ambientales desfavorables. En conjunto, estas
caracteristicas posicionan a la mitocondria vegetal no solo como una importante fuente
de energia en las plantas, sino como un componente central en la integracién metabdlica

y en la respuesta adaptativa al estrés abidtico.
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1.2 El citocromo ¢

El citocromo ¢ (CYTc) es una pequefia hemoproteina hidrofilica (~12,5 kDa)
localizada en el espacio intermembrana mitocondrial, donde cumple un rol central en la
respiracion celular al mediar la transferencia de electrones entre el complejo Il y el
complejo IV de la cadena de transporte de electrones (Figura 1c). Ademas de esta
funcién canodnica, CYTc participa en multiples procesos celulares, incluyendo el
mantenimiento de la estabilidad y actividad de los complejos respiratorios, el
metabolismo redox y, en plantas, participa en rutas metabdlicas especificas como la
sintesis de ascorbato (actuando como intermediario de la L-galactonolactona
deshidrogenasa) y la detoxificacion de compuestos reactivos como el metilglioxal, lo que
posiciona al CYTc como un nodo integrador entre la respiracién mitocondrial, el

metabolismo y el crecimiento vegetal (Szarka et al., 2013; Welchen & Gonzalez, 2016).
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FIGURA 2. El citocromo c. (a) Representacion esquematica de los genes CYTC-1y CYTC-2, que codifican CYTc en A.
thaliana, indicando los sitios de insercion de T-DNA (puntas de flecha) en las lineas mutantes usadas en este trabajo.
Los rectangulos indican exones y las lineas intrones. P1, P2y P3 corresponden a los cebadores utilizados en los ensayos
de RT-gPCR. Imagen adaptada de Welchen et al. (2012). (b) Analisis por Western blot de plantas WT y mutantes dobles
cyte-1b cyte-2a y cyte-1b cytc-2b, donde se observan los niveles de proteina CYTc en extractos proteicos de hojas y
flores (*). Se utilizaron anticuerpos contra COX2 y anhidrasa carb6nica gamma (CA) como controles de carga. La imagen
fue adaptada de Welchen et al. (2012). (c-e) Fenotipos de plantas mutantes en CYTC-1y CYTC-2, y de sobreexpresantes
de CYTC-1. Los fenotipos de plantas WT y mutantes dobles de 28 dias de edad cultivadas en macetas se observan en
(c); la longitud de raiz en plantulas WT y mutantes simples cytc-1a, cytc-1b, cytc-2a y cytc-2b de 10 dias de edad
cultivadas en placas se observa en (d); el fenotipo de plantas WT y dos lineas independientes 35S:CYTC-1 se observa
en (e). DAS: dias después de la siembra. Las imagenes fueron adaptadas de los trabajos de Welchen et al. (2012) y
Racca et al., (2018).
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En Arabidopsis, CYTc esta codificado por dos genes, CYTC-1 (At1g22840) y
CYTC-2 (At4g10040), originados a partir de una duplicacion reciente del genoma y que
conservan una estructura génica similar. No obstante, ambos genes presentan una
divergencia funcional parcial asociada a diferencias en sus regiones promotoras y
patrones de expresion. CYTC-1 se expresa preferentemente en tejidos meristematicos
y zonas de alta proliferacion celular, mientras que CYTC-2 muestra una expresiéon
predominante en tejidos vasculares (Welchen & Gonzalez, 2005). Para estudiar su
funcion, en trabajos previos se identificaron mutantes insercionales por T-DNA (Figura
2a): dos lineas para CYTC-1 (una nula, cytc-1a, y una de expresion reducida, cytc-1b)
y dos mutantes nulas para CYTC-2 (cytc-2a y cytc-2b). La obtencion de mutantes dobles
permitid evidenciar que la pérdida completa de ambos genes resulta letal a nivel
embrionario, mientras que lineas dobles de mutantes cyfc-2 con la mutante cytc-1a
(Figura 2b), con niveles significativamente reducidos de CYTc, son viables (Welchen et
al., 2012).

Desde el punto de vista fenotipico, las mutantes simples cytc-1 presentan un
retraso moderado en el crecimiento y el desarrollo, evidenciado por una menor area de
roseta, una reduccién en la elongacién radicular y un retraso en la transicion al estadio
reproductivo, mientras que las mutantes cyfc-2 no muestran alteraciones detectables
respecto a plantas silvestres. En contraste, las mutantes dobles cyfc-1b2a y cytc-1b2b
exhiben fenotipos aln mas severos que las mutantes simples cytc-1 (Figura 2c-d),
acompanados por una disminuciéon de la actividad respiratoria mitocondrial, menor
estabilidad y actividad del complejo IV y alteraciones metabodlicas como la acumulacion
de almidén y azucares solubles, asi como una homeostasis hormonal alterada (Racca
et al., 2018, 2022). De manera complementaria, plantas que sobreexpresan CYTC-1
muestran un aumento en la tasa de crecimiento y una aceleracién del desarrollo en
comparacion con plantas WT (Figura 2e) (Racca et al.,, 2018). En conjunto, estos
antecedentes indican que, si bien ambos genes presentan redundancia funcional
suficiente para sostener la viabilidad, CYTC-1 cumple un rol predominante en la

regulacién del crecimiento y el desarrollo vegetal.

1.3 Elrol de las hormonas en el crecimiento y las respuestas a estrés
Las hormonas vegetales cumplen un rol importante en la percepcion y la

transduccién de sefales frente al estrés abiético y coordinan complejas redes de

sefalizacidon que permiten ajustar respuestas fisiologicas y genéticas segun la
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naturaleza y severidad del estrés. Por ejemplo, el acido abscisico (ABA) constituye el
principal regulador hormonal de las respuestas de las plantas frente a estrés abibtico
(Figura 3a), en particular sequia, salinidad y temperaturas extremas, condiciones que
generan una acumulaciéon de esta hormona (Sah et al., 2016). La percepcion de ABA
ocurre mediante los receptores PYR/PYL/RCAR, que inhiben a las fosfatasas PP2C,
permitiendo la activaciéon de la quinasa SnRK2. Esta quinasa fosforila factores de
transcripcién como ABF/AREB, los cuales regulan directamente la expresion de genes
de respuesta a estrés, incluyendo RD29A/B, RAB18, DREB2A, LEA y genes asociados
a protecciéon celular (Jung et al., 2020; Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2013).
Ademas de la regulacién transcripcional, se ha demostrado que un aumento de ABA
induce una reprogramacion metabdlica, promoviendo la acumulacién de azucares
solubles y prolina, mientras restringe procesos anabolicos asociados al crecimiento
(Han et al., 2023; Li et al., 2019; Zhu & Assmann, 2017).

En contraste, las giberelinas (GA) son hormonas promotoras del crecimiento que
regulan procesos como la elongacién celular, la transicién vegetativa-reproductiva y el
desarrollo de d6rganos (Figura 3b). Su biosintesis ocurre principalmente en tejidos
jévenes y en expansién, involucrando pasos localizados en plastidios, reticulo
endoplasmico y citosol (Sun, 2008). La sefalizacion de GA se basa en la percepcion por
el receptor GID1, que en presencia de GA forma un complejo con las proteinas DELLA,
promoviendo su degradacion via proteasoma. Estas proteinas actian como represores
centrales del crecimiento, interfiriendo con factores de transcripcidn asociados a
expansiéon celular, al metabolismo y a la division. Bajo condiciones favorables, la
degradacion de DELLA libera estos programas de crecimiento (Murase et al., 2008;
Ritonga et al., 2023; Wang & Deng, 2011). Sin embargo, ante estrés abibtico, la
biosintesis de GA disminuye y/o se estabilizan las proteinas DELLA, lo que conduce a
una restriccion activa del crecimiento (Castro-Camba et al., 2022; Colebrook et al.,
2014). Este mecanismo permite priorizar la supervivencia, reducir la demanda
energética y redirigir recursos hacia respuestas adaptativas. Ademas, las proteinas
DELLA funcionan como nodos de integracion hormonal y metabélica, interactuando con
factores de ABA, auxinas y brasinosteroides, y participando en la regulacién del

metabolismo del carbono y del nitrogeno (Gilroy & Breen, 2022; Martins et al., 2018).
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FIGURA 3. Hormonas, crecimiento y respuesta a estrés. (a) Interaccién entre la via de acido abscisico
(ABA) y otras vias de sefializacion hormonal, adaptado de Waadt et al., (2022). Durante las respuestas mediadas por
ABA, las quinasas SnRK2 fosforilan factores de transcripcion tales como AREBs/ABFs y ABI5, activando la expresion de
genes dependientes de ABA. La sefializacion de ABA interactia con otras vias hormonales, ya que reprime la
sefializacion de brasinoesteroides a través de RD26, modula la biosintesis de giberelinas mediante ABI5 y se integra con
la sefalizacion de citoquininas a través de reguladores tipo ARR. En condiciones no estresantes, TOR promueve el
crecimiento al inhibir respuestas dependientes de ABA, mientras que bajo estrés, SnRK2 inhibe TOR, conduciendo a la
represion del crecimiento y la induccion de la via de ABA. Las lineas discontinuas indican interacciones indirectas. (b)
Funciones de las giberelinas (GA) en el control del crecimiento vegetal, adaptado de (Martins et al., 2018). Niveles
elevados de GA promueven la degradacion de las proteinas DELLA, las cuales acttian como inhibidores del crecimiento,
favoreciendo asi la elongacion celular, el crecimiento vegetativo y la germinacién de semillas. En raices, las GA estimulan
el crecimiento de forma directa o indirecta a través de HDT, que induce el aumento de los niveles de GA.Las flechas

negras indican activacion y las lineas rojas terminadas en barra indican inhibicién.

1.4 Vias de seiializacion TOR y SnRK1
Las vias de sefalizacion TOR (Target of Rapamycin) y SnRK1 (SNF1-Related

Kinase 1) constituyen dos nodos centrales en la regulacién del crecimiento y desarrollo
vegetal. Ambas rutas estan evolutivamente conservadas y presentan homologias
funcionales con mTOR/AMPK en mamiferos y TOR/SNF1 en levaduras, aunque en
plantas han adquirido particularidades asociadas a la fotosintesis, la plasticidad del
crecimiento y la integracion de sefales sistémicas (Crozet et al., 2014; Margalha et al.,
2019; Shi et al., 2018). En conjunto, las vias de TOR y SnRK1 coordinan el balance
entre procesos anabdlicos y catabdlicos, permitiendo a la planta ajustar su crecimiento

a la disponibilidad de recursos y a las condiciones de estrés.
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FIGURA 4. TOR (Target of Rapamycin). (a) Caracteristicas estructurales del complejo TORC1 de A. thaliana. Se
muestran las subunidades TOR (UniProt: Q9FR53), RAPTOR (UniProt: Q93YQ1) y LST8 (UniProt: Q9LV27) (1), junto
con la organizacién espacial de las mismas (2). Los rectangulos grises representan las secuencias proteicas completas,
mientras que los rectangulos o elipses coloreados indican dominios funcionales. (b) Red de sefializacion mediada por
TOR en plantas. La quinasa TOR integra mltiples sefiales y depende de RAPTOR y LST8 para fosforilar distintos
efectores, incluyendo S6K, TAP46, E2F, ATG1/13, Maf1 y Mei2p, regulando asi el metabolismo celular, el crecimiento y
la autofagia. AZD-8055, TORIN1/2, WYE-132/354 y KU-63794 corresponden a inhibidores farmacolégicos. P indica
eventos de fosforilacion. Las figuras (a) y (b) fueron adaptadas de los trabajos de Feng et al. (2025) y Zhao & Wang

(2020), respectivamente.

Por un lado, TOR forma parte del complejo TORC1, compuesto por TOR,
RAPTOR y LST8, y actua como un regulador positivo del crecimiento bajo condiciones
energéticas favorables (Figura 4a). La activacion de TOR promueve la biosintesis
proteica, la progresion del ciclo celular y la expansién celular, particularmente en tejidos
meristematicos (Barrada et al.,, 2019; Zhao & Wang, 2020). Mutantes parciales en
RAPTOR presentan un marcado retraso en el crecimiento, reduccion del tamafo de la
roseta, alteraciones en la actividad meristematica y defectos en la progresién del ciclo
celular, asi como alteraciones en el balance hormonal y metabélico, lo que refleja la

importancia de TOR en la promocidon de procesos anabdlicos(Anderson et al., 2005;
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Salem et al., 2018). Adicionalmente, TOR estimula la biosintesis proteica y la expansion
celular mediante la activacién de quinasas como S6K y la regulacién de la traduccion
(Zhao & Wang, 2020). En contraste con sistemas animales o fungicos, la actividad de
TOR en plantas esta fuertemente acoplada a la disponibilidad de carbono derivado de
la fotosintesis (Song et al., 2021), lo que permite un control fino del crecimiento en

funcion del estado energético (Figura 4b).

Por el contrario, SnRK1 actia como un sensor de carbono y déficit energético,
funcionando como el principal regulador adaptativo bajo condiciones de estrés o
limitacién de recursos (Figura 5). Esta quinasa esta compuesta por una subunidad
catalitica a y subunidades reguladoras B y By. La subunidad catalitica esta codificada
por tres genes paralogos en Arabidopsis, KIN10, KIN11 y KIN12, siendo KIN10 la
isoforma dominante, KIN11 dependiente del tejido/condicion y KIN12 considerado por
algunos autores como un pseudogen (Baena-Gonzalez et al., 2007; Feng et al., 2025)
(Figura 5a). Trabajos previos han reportado que las mutantes con reduccién de la
actividad de SnRK1 (mutantes simples en KIN10) muestran una deficiencia en el
crecimiento de hipocétilos bajo condiciones de deficiencia de carbono, asi como una
regulacién del crecimiento de las raices asociada a una reprogramacién hormonal y
metabdlica (Retzer et al., 2025; Simon et al., 2018b). En este contexto, utilizando
mutantes de pérdida de funcion de la subunidad SnRK1a sesquia2, homocigotas para
KIN10 y heterocigotas para KIN11 y que presentan fenotipos mas fuertes que las
mutantes simples debido a la redundancia entre los genes KIN10 'y KIN11, se demostrd
que esta la via de SnRK1 contribuye a la homeostasis de sacarosa dependiente de las
fluctuaciones en los niveles de T6P a lo largo del dia (Belda-Palazén et al., 2020; Peixoto
et al., 2021).

En contraposicion, la sobreexpresion de la subunidad catalitica KIN10, o en
menor medida la de KIN11, conduce a un marcado retraso en el crecimiento, una
reduccién del tamafio de la roseta y una transicion tardia a la fase reproductiva. A nivel
molecular, las lineas sobreexpresantes muestran una induccién de genes asociados a
la degradacion de aminoacidos, almidon vy lipidos, junto con una represién de genes
involucrados en la biosintesis de proteinas y genes relacionados con rutas
mitocondriales, como el ciclo TCA (Baena-Gonzalez et al., 2007). Ademas, se ha
demostrado que SnRK1 regula negativamente el metabolismo de fenilpropanoides en
respuesta a la disponibilidad de carbono (Wang et al., 2021). En resumen, la activacion
de SnRK1 conduce a la represion de procesos anabdlicos asociados al crecimiento y la
induccion de programas transcripcionales que favorecen la movilizacioén de reservas, la

conservacion de energia y la tolerancia al estrés (Figura 5b).
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Figura 5. SnRK1 (SNF1-Related Kinase 1). (a) Organizacion estructural del complejo heterotrimérico SnRK1 en
Arabidopsis thaliana, compuesto por las subunidades SnRK1a (KIN10), SnRK1B (KINB1) y SnRK1By (SNF4). Los
blogues grises representan las proteinas completas y las regiones coloreadas indican dominios funcionales conservados
(1). Modelos estructurales del complejo SnRK1, generados por prediccion estructural, donde se destacan el T-loop con
el residuo conservado T175y los sitios de union a trehalosa-6-fosfato (T6P) en la subunidad a (2). (b) Esquema de la via
de sefalizacion de SnRK1. El complejo SnRK1 se activa bajo condiciones de deplecion energética y estrés, promoviendo
la homeostasis metabdlica mediante la regulacion postraduccional de enzimas claves y la reprogramacion transcripcional.
Su actividad es modulada por fosforilacion, azlcares fosfato (G6P, G1P y T6P) y sefiales redox. Las figuras (a) y (b)

fueron adaptadas de Feng et al. (2025) y Hulsmans et al. (2016), respectivamente.

1.5 El proceso de autofagia
La autofagia es un proceso catabolico altamente conservado en eucariotas que

permite la degradacion controlada y el reciclado de macromoléculas y organulos

celulares, desempefiando un rol clave en el mantenimiento de la homeostasis
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metabdlica. En plantas, la autofagia resulta particularmente relevante ante condiciones
de estrés abiotico como estrés oxidativo, salinidad, sequia, frio y calor, entre otras,
donde la disponibilidad de energia y nutrientes se ve comprometida y el crecimiento
debe ajustarse a favor de la supervivencia. A través de este mecanismo, las células
vegetales pueden reciclar componentes internos para sostener funciones metabdlicas
esenciales y mitigar el dafo celular inducido por condiciones ambientales desfavorables
(Chen et al., 2021; Magen et al., 2022). El proceso autofagico se inicia con la formacion
del fagéforo, una estructura membranosa que se expande progresivamente para
encapsular porciones del citoplasma o componentes celulares especificos. La
nucleacion y elongacién del fagéforo dependen de un conjunto de proteinas codificadas
por los genes AUTOPHAGY-RELATED (ATG), altamente conservados en plantas. Entre
ellos, el complejo ATG1-ATG13 regula las etapas iniciales del proceso, mientras que
los sistemas de conjugacion ATG12-ATG5 y ATG8—fosfatidiletanolamina (PE) son
esenciales para la expansion de la membrana y el cierre del autofagosoma. En
particular, ATG8 constituye un marcador clave de la autofagia, ya que su asociacion a
la membrana del autofagosoma permiten monitorear la actividad autofagica in vivo. Una
vez formado, el autofagosoma se fusiona con la vacuola, donde su contenido es
degradado por hidrolasas vacuolares (Feng et al., 2025; Petersen et al., 2024). Este
proceso conduce a la liberacion de aminoacidos, acidos grasos y azucares que pueden

reincorporarse al metabolismo celular (Figura 6).

Estudios previos han demostrado la importancia funcional de la autofagia en la
tolerancia al estrés abiético. Mutantes deficientes en genes ATG presentan una mayor
acumulacion de proteinas oxidadas, alteraciones en el estado redox celular,
desbalances metabodlicos y una mayor sensibilidad a condiciones como salinidad,
hipoxia y estrés térmico (Chen et al., 2015; Luo et al., 2017; Sedaghatmehr & Balazadeh,
2024). Adicionalmente, ante condiciones de estrés abiotico, la activacion de SnRK1 vy la
represion de TOR conducen a la induccién transcripcional de numerosos genes ATG,
en particular ATG8, ATG12 y ATG18, y a la activacién post-traduccional de
componentes claves de la maquinaria autofagica (Agbemafle et al., 2023; Soto-Burgos
& Bassham, 2017).
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La regulacién de la autofagia surge como un punto de convergencia funcional
entre TOR y SnRK1 (Figura 6), permitiendo a las plantas alternar entre crecimiento
activo y reciclado celular segun el estado energético. SnRK1 puede promover la
autofagia tanto de manera indirecta, mediante la inhibicion de TOR a través de la
fosforilacion de RAPTOR, como de forma directa, activando componentes del complejo
ATG1 (Figura 6a). En contraste, la actividad de TOR reprime la autofagia y favorece el
crecimiento mediante la induccién de la traduccion y la expansion celular (Figura 6b).
Esta regulacién antagonica asegura un balance dinamico entre anabolismo vy
catabolismo, fundamental para sostener el desarrollo vegetal frente a fluctuaciones
ambientales, y posiciona a la autofagia como un mecanismo clave en la integracion entre

energia, metabolismo y crecimiento (Feng et al., 2025).

En conjunto, frente a condiciones de estrés abidtico, las plantas activan una
compleja red de respuestas que integran ajustes en el crecimiento y la induccién de
mecanismos adaptativos. Estos procesos involucran tanto la restriccién del crecimiento
asociada a la modulacién de la via TOR como la activacion de respuestas de estrés
mediadas por SnRK1, en estrecha coordinacion con multiples vias hormonales.
Trabajos previos del laboratorio han permitido establecer un vinculo entre la actividad
mitocondrial y la regulacion de estas respuestas, particularmente a través de CYTc. En
este contexto, alteraciones en la funcidén mitocondrial se asocian con la represién de la

via TOR (Canal et al., 2024), la modulacién de la sefializacion de giberelinas mediante
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la regulacion de proteinas DELLA (Racca et al., 2018) y la activacion de respuestas
dependientes de ABA (Racca et al., 2022), evidenciando un rol central de la mitocondria

en la integracion entre estado energético y el crecimiento.

En esta tesis, nos proponemos profundizar el estudio de la relevancia de CYTc
en el crecimiento y el desarrollo de las plantas, considerando tanto su rol a nivel tejido-
especifico como sus efectos sistémicos. En particular, analizaremos cémo la actividad
mitocondrial se vincula con las principales vias de sefalizacion que controlan el
crecimiento vegetal y cdmo esta interaccion influye sobre procesos como el crecimiento
y la proliferacion celular. Ademas, estudiaremos el papel del estado energético celular
en la modulaciéon del desarrollo vegetal y de qué manera éste condiciona las respuestas

frente a situaciones de estrés abibtico.
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2 OBJETIVOS

El objetivo general del presente plan es estudiar la posible coordinaciéon que
existe entre la actividad respiratoria mitocondrial, particularmente a través de la
produccién de energia mediante la via dependiente de citocromo ¢ (CYTc), y vias de

sefalizacién reguladoras del crecimiento en plantas.
Los objetivos especificos son:

1. Profundizar la caracterizacién de plantas con niveles alterados de CYTc, de
modo de determinar el papel de esta hemoproteina en procesos tales como el

crecimiento y la proliferacion celular y el desarrollo de érganos.

2. Analizar si los cambios en los niveles de CYTc generan alteraciones en la
actividad de vias hormonales durante los procesos mencionados en el punto anterior.

Dilucidar a qué nivel de estas vias impacta la alteraciéon en los niveles de CYTc.

3. Analizar si los cambios en los niveles de CYTc generan alteraciones en la
actividad de vias reguladoras del crecimiento en funcién de la disponibilidad de energia.

Dilucidar a qué nivel de estas vias impacta la alteracién en los niveles de CYTc.

4. Determinar si los cambios observados dependen de alteraciones en el estado

energético y/o en el balance redox celular.

5. Determinar cual es el efecto de suplir la deficiencia de CYTc en tejidos u
organos especificos sobre el crecimiento de otros érganos o tejidos, de modo de evaluar
la existencia de una sefializacion a distancia y, en tal caso, analizar los posibles

mecanismos involucrados.
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3 MATERIALES Y METODOS

Los ensayos realizados durante la etapa experimental de este trabajo se llevaron
a cabo utilizando la planta modelo Arabidopsis thaliana Heyhn ecotipo Columbia (Col-0)
a menos que se indique lo contrario, cuyas semillas fueron adquiridas en Lehle Seeds
(Tucson, AZ, USA). Las lineas mutantes en el gen CYTC-1 (cytc-1a 'y cytc-1b) y en el
gen CYTC-2 (cytc-2a y cytc-2b) fueron descriptas previamente por Welchen et al.
(2012), como asi también las mutantes dobles 7b2a y 1b2b. Las condiciones de
crecimiento y las descripciones de las lineas utilizadas seran detalladas en cada

capitulo.

3.1 Cepas bacterianas

Todos los clonados fueron realizados utilizando la cepa de E. coli DH5a. Para la
generaciéon de lineas transformantes de Arabidopsis se empled la cepa de
Agrobacterium tumefaciens LB4404. Esta cepa presenta resistencia cromosdmica al
antibiético rifampicina (100 mg/L) y utiliza el sistema binario de transformacion de
Agrobacterium. Posee el plasmido pTi/pRi desarmado pAL4404 (cuyo agente selectivo
es la estreptomicina (300 mg/L) en la cepa Ach5. El vector utilizado para las
construcciones fue el pBI101.3, vector binario que permite el clonado de regiones
promotoras frente al gen reportero que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS).

Confiere resistencia a kanamicina tanto en bacterias como en plantas.

3.2 Transformaciéon de bacterias de E. coli con ADN plasmidico

Las células de E. coli fueron transformadas por el método de electroporacion. La
preparacion de células competentes se realizd segun las recomendaciones del
fabricante del equipo de electroporacién (Micro PulserTM, Bio-Rad Laboratories Inc.,
USA). Luego de la electroporacion, las células se recuperaron en 1 mL de medio LB
(peptona de carne 10% (p/v), extracto de levadura 5% (p/v) y cloruro de sodio 5% (p/v))
y se incubaron durante 1 h a 37°C. Posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm durante
5 minutos. El pellet fue resuspendido en 100 uL de medio LB y sembrado en placas de
Petri con medio LB-agar suplementado con el antibiético adecuado. Las placas se
incubaron toda la noche a 37°C y las colonias generadas fueron analizadas mediante
PCR. Los clones positivos fueron repicados y cultivados en medio LB para realizar

posteriormente mini-preparacion de ADN plasmidico.
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3.3 Transformacion de células de A. tumefaciens con ADN plasmidico

La preparacion de células competentes de A. tumefaciens (cepa LBA4404) se
realizé siguiendo las recomendaciones del fabricante del equipo de electroporacion.
Luego del disparo eléctrico las bacterias se recuperaron en 1 mL de medio LB y se
incubaron durante 2 h a 28°C. Posteriormente, se centrifugaron a 5000 rpm durante 5
minutos y el pellet fue resuspendido en 100 uL y sembrado en placas de Petri con LB-
agar suplementado con estreptomicina (300 pg/mL), rifampicina (50 pg/mL) y el

antibiotico correspondiente al plasmido con el que se procedié a la transformacion.

3.4 Mini-preparacion de ADN plasmidico
Las preparaciones de plasmidos a partir de células de E. coli transformadas se

realizaron segun el protocolo de (Birnboim & Doly, 1979). Para ello, se centrifugaron 1,5
mL de un cultivo saturado de células a 5000 x g durante 5 min. El sedimento celular fue
resuspendido en 100 pL de solucién de minipreparacion | (glucosa 50 mM, EDTA 10
mM y Tris-HCI 25 mM, pH 8,0). Luego de 5 min de incubacién a temperatura ambiente,
se agregaron 200 pL de solucién de minipreparacion Il (NaOH 0,2 M, SDS 0,1% p/v), se
mezcloé por inversion y se incubd en hielo durante 5 min. Posteriormente, se adicionaron
150 uL de acetato de potasio 5 M (pH 5,2) y se incubd nuevamente en hielo durante 15
min. Se centrifugd a 12000 g durante 15 min a 4°C y el sobrenadante se traté con 400
ML de una mezcla de fenol saturado en Tris-HCI (pH 8,0) y cloroformo (1:1) a fin de
remover las proteinas de la muestra. Se centrifugé durante 5 min a 8000 g y temperatura
ambiente y el ADN de la fase acuosa se precipité durante 2 h a 20°C con 2 vol. de etanol
absoluto frio en medio acetato de sodio 0,3 M (pH 5,2). EI ADN plasmidico se recuperé
mediante centrifugacion a 12000 g durante 10 min a 4°C y se lavé con etanol 70% (v/v)
para eliminar sales. Se centrifugd, se seco el precipitado y se resuspendio en 20 pL de
agua destilada estéril. Cuando se necesitd preparar ADN plasmidico de alta calidad, se
utilizé el kit comercial Mini-preps DNA Purification (AXYGEN) siguiendo las indicaciones

del fabricante.

3.5 Transformacién de plantas
La transformacién estable de plantas de Arabidopsis se llevé a cabo mediante el

procedimiento de inmersién floral utilizando bacterias de A. tumefaciens transformadas
con la construccion de interés (Clough & Bent, 1998). Brevemente, las inflorescencias
se sumergen en una suspension bacteriana que contiene el vector binario de interés,

sacarosa y un agente tensioactivo que facilita la penetracion bacteriana en los tejidos
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florales. Las plantas tratadas se mantuvieron en condiciones de alta humedad para
favorecer la infeccién. Las semillas transformadas fueron sometidas a sucesivas rondas

de seleccion con el antibidtico correspondiente hasta llegar a homocigosis.

3.6 Obtencion de ADN genémico de plantas por CTAB.
La extraccién de ADN gendémico se realizé por el método de CTAB (Doyle &

Doyle, 1987), para lo cual se cosecharon aproximadamente 100 mg de tejido fresco y
se congelo la muestra con N3 liquido. Posteriormente, se disgreg6 el tejido en mortero
y se trasvasé a un tubo Eppendorff donde se agregaron 600 ul de buffer CTAB
precalentado a 65°C (CTAB 2% (p/v), NaCl 1,4 M, Tris-HCI pH 8.0 100 mM, EDTA 20
mM, B-mercaptoetanol 0,2%). Se incubo durante 30 minutos, agitando cada 10 minutos,
a 65°C y, posteriormente, se agregé 1 volumen cloroformo:isoamilico (preparado en el
momento) y se agitd unos segundos, luego de lo cual se centrifugd 10 minutos a 5000
g a temperatura ambiente. Se transfirio la fase acuosa (superior) a un nuevo tubo y se
agregaron 0,6 volumenes de Isopropanol helado o 2,5 volumenes de etanol absoluto
helado con 0,1 volumen de acetato de amonio 7,5 M. Se mezclé por inversion y se
centrifugd 15 minutos a 12000 g y 4°C. Se descarté el sobrenadante y se lavd el
precipitado con 1 mL de etanol 70%. Por ultimo, el precipitado se resuspendié en 100

ML de agua y se llevo a bloque de 65°C para evaporar los restos de etanol.

3.7 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR (Reaccidon en cadena de
la polimerasa)

La amplificacion de fragmentos de ADN para los clonados o el analisis de
mutantes insercionales y lineas transgénicas se llevé a cabo mediante PCR.
Brevemente, en cada reaccién se empled una solucién buffer, MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2
mM, oligonucleétidos especificos (500 ng) y 1,5 U de la enzima Taq DNA polimerasa. A
esta mezcla de reaccién se le adicion6 el ADN molde y se procedié a la reaccion de
amplificacién. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador Dlab con Gradiente
modelo TC1000-G (D-LAB) utilizando los programas apropiados para cada caso y la
temperatura de hibridizacion se establecidé de acuerdo con la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados [Tm = 2(A+T) + 4(G+C)]. Los oligonucleoétidos utilizados

estan descriptos en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de oligonucleoétidos utilizados para chequeo de clonados y analisis de lineas mutantes.

Nombre Secuencia Descripcion

cytc1_GKmutant-LP  ATCGGGCCTTTGTTTTACATC Insercién TDNA mutantes cytc-1a
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cytc1_GKmutant-RP  ACAAACCTTCTTGGGGTTGAG

T-DNA GK ATATTGACCATCATACTCATTGC
CAT-11 GGCGAATTCATCTGATGGTGGATTGAT
C1H GGCGAATTCAAATTCCCACCAAGAACG  Insercion TDNA mutantes cytc-1b
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
cytc2-b1 mutant -LP TGGGAGATTTGCAAAACTACC
cytc2-b1 mutant -RP AAACGCATGTGGTAGATCCAG Insercion TDNA mutantes cytc-2a
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
CAT-21 TATATCTGGACGAGCCTGTCT
CAT-23 CATCATCATCTCAACAGTGT Insercion TDNA mutantes cytc-2b
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
akin10-2 LP TGAGCAACATAATGCGAGATG

i Insercion TDNA mutantes
akin10-2 RP GAAGTCCAAGAGCCCATTTTC SALKseq_093965 (akin10-2)
T-DNA GK ATATTGACCATCATACTCATTGC
pSUC2-Fcheq ACGTGTCACGAAGATACCCT
pCYCB1.1-Fcheq  ACAATCAGACCGTTGGGGTT p?ohrﬁg?oioegzggﬁzgfjEC»L()T?-S% y
CDS-CI-RXhol GGCctcgagTtcaCTTAGGCGCAGTAGATTC promotor especifico- GUS
GUSNH_R GGTTGGGGTTTCTACAGGAC

3.8 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.
Los productos de amplificacion obtenidos mediante PCR fueron separados y

visualizados mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa. Para esto, se
preparé agarosa en buffer TAE (Tris 5,5 g/L, EDTA 0.75 g/L, acido acético glacial
0,1%(v/v)) en la concentracion correspondiente al tamario del ADN que debia separarse.
Los productos de amplificacion se diluyeron en buffer de siembra de ADN con el agente
intercalante Gel Red y se sembraron en la matriz de agarosa. La corrida se llevé a cabo
a 80 V durante 20 minutos. Como marcador de peso molecular se emple6 ADN del
bacteriéfago A (Promega) digerido con las enzimas EcoRl y Hindlll. Finalizada la corrida

electroforética, se procedio a la visualizacidn del ADN mediante exposicién a luz UV.

3.9 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

A fin de obtener una medida cuantitativa de los niveles de ARN de interés, se
utilizé la técnica de RT-gPCR. A lo largo de esta tesis se emplearon diferentes
protocolos de extraccion de ARN, en funcién de las caracteristicas del material vegetal
analizado. Por este motivo, la descripcion de los procedimientos de extraccion y
protocolo de RT-qPCR se detalla en cada capitulo. Los oligonucleétidos utilizados para

el analisis de los niveles de transcriptos se encuentran especificados en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de Oligonucleétidos utilizados para RT-gPCR.
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Nombre

Secuencia

AGI

CYTC1a-qRT_F
CYTC1a-qRT_R
CYTC1b-qRT_F

CYTC1b_gRT_R

KIN10-qRT_F
KIN10-gRT_R
KIN11-qRT_F
KIN11-gRT_R
DIN6-qRT_F

DIN6-qgTR_R

SEN5-gRT_F
SEN5-gRT_R

AOX1a-qRT_F
AOX1a-gRT_R
RD29a-qRT_F
RD29a-gRT_R
DREB2A-qRT_F
DREB2A-gRT R

CGGTCACAAACAAGGACCCAATC
ACCAGCAGTTGTACCAGATTGTC
AAGGTGCCGGTCACAAACAAGGAC
TCTCCTCCCAATTCACAGCCATGC
TTGACAGAAACCACCTCATCGA
GATAGTACGTCACAGTGCCATCATT
TGTGCCATGACTTCACCCACTG
TTCCCGGGCTTTGTATAGCTGAAG
AAGGTGCGGACGAGATCTTTGG
ACTTGTGAAGAGCCTTGATCTTGC
ACTCCGCCGTCTTAGCTTAC
TCCCATCTAGTCCACAGAACA
AGCATCATGTTCCAACGACGTTTC
GCTCGACATCCATATCTCCTCTGG
TTCGGTGGTGGTGCGACTGATG
CCGGAACAACAGTGGAGCCAAGT
TGATTTTCAAATTTCGTCCCCTATAG
AGTACCGTCACCTCTACTTCTAG

AT1G22840
AT1G22840
AT4G10040

AT4G10040
AT3G01090
AT3G01090
AT3G29160
AT3G29160
AT3G47340
AT3G47340
AT3G15450
AT3G15450
AT3G22370
AT3G22370
AT5G52310
AT5G52310
AT5G05410
AT5G05410
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CAPITULO 1

“INTERACCION ENTRE LA FUNCION MITOCONDRIAL Y LA ACTIVIDAD DE
SNRK1 EN LA REGULACION DEL CRECIMIENTO Y LAS RESPUESTAS A
ESTRES EN PLANTAS”
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4 CAPITULO 1

4.1 INTRODUCCION

La energia es necesaria para mantener el crecimiento de los organismos vivos.
En las plantas, la principal fuente de energia es la fotosintesis, que también implica la
sintesis de compuestos de carbono reducidos que sirven como reservas de energia para
ser utilizadas cuando la fotosintesis no se encuentra activa, es decir, en la oscuridad o
en tejidos no fotosintéticos. La produccion de energia a partir de las reservas de carbono
se logra principalmente mediante la fosforilacién oxidativa (OXPHOS), que tiene lugar
en las mitocondrias y requiere la actividad de la cadena respiratoria. La cadena
respiratoria mitocondrial de las plantas vinculada a la OXPHOS es similar a la de los
animales y esta compuesta por cuatro complejos respiratorios y dos portadores de
electrones adicionales, la ubiquinona y el citocromo ¢ (CYTc) (Braun, 2020; Meyer et al.,
2019; Millar et al., 2011; Schertl & Braun, 2014). Sin embargo, a diferencia de los
animales, las mitocondrias vegetales contienen componentes de una via respiratoria
alternativa, concretamente NAD(P)H deshidrogenasas alternativas y la oxidasa
alternativa (AOX), que reducen y oxidan directamente la ubiquinona, respectivamente,
y no estan vinculadas a la OXPHOS (Del-Saz et al., 2018; Millar et al., 2011; Schertl &
Braun, 2014). La via alternativa es fundamental cuando la via vinculada a la OXPHOS,
en adelante llamada canodnica, esta bloqueada o saturada, ya que actua como una
valvula de seguridad para evitar la produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Del-Saz et al., 2018; Vanlerberghe, 2013). Se ha demostrado que el
bloqueo de la cadena respiratoria candnica con inhibidores quimicos induce la expresion
de genes que codifican componentes de la cadena respiratoria alternativa, asi como de
un conjunto de otros genes nucleares implicados en la adaptacion metabdlica y en las
respuestas a estrés (Ng et al., 2014; Wang et al., 2018b). Esta via de sefalizacién se
conoce como respuesta retrograda mitocondrial (MRR) y se desencadena por un
aumento de las ROS derivadas de las mitocondrias (Khan et al., 2024), seguido de la
activacién del factor de transcripcion ANACO17 (Ng et al., 2013a). El aumento de la
expresion de ANACO17 equilibra las respuestas al estrés y al crecimiento para evitar un
dafio celular excesivo en caso de una disfunciéon mitocondrial grave (He et al., 20223;
Meng et al., 2019). Ademas, las situaciones estresantes originadas fuera de las
mitocondrias, o incluso fuera de la célula, pueden provocar cambios en la funciéon
mitocondrial, 1o que implica que las mitocondrias pueden actuar como centros de
sefalizacion, integrando las respuestas ante diferentes perturbaciones celulares
(Dourmap et al., 2020; Van Aken, 2021; Welchen et al., 2014, 2021). Como ejemplo, el

estrés osmotico afecta la expresion de los genes involucrados en la MRR, lo que, en
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ultima instancia, optimiza las respuestas de la planta a este tipo de estrés (Skirycz et al.,
2010).

Un crecimiento deficiente y una alteracion de las respuestas al estrés también
son caracteristicas distintivas de las plantas que portan mutaciones no letales en genes
que codifican componentes de la OXPHOS. Se ha descrito que la deficiencia del
complejo | afecta el crecimiento y provoca la induccién de genes que responden al estrés
(Fromm et al., 2016; Keren et al., 2012; Koprivova et al., 2010; Meyer et al., 2009; Yuan
& Liu, 2012), y que aumenta la resistencia de las plantas a los patégenos (Yang et al.,
2022) y la tolerancia al estrés abidtico (Koprivova et al., 2010; Meyer et al., 2009;
Zsigmond et al., 2024). Por otra parte, las mutaciones en los componentes del complejo
Il afectan a la senalizacion del acido salicilico, las respuestas al estrés y la resistencia a
los patégenos (Belt et al., 2017; Gleason et al., 2011), mientras que la deficiencia del
complejo V provoca un retraso en el crecimiento (Geisler et al., 2012; Yang et al., 2024)
y una mayor sensibilidad al estrés térmico (Liu et al., 2021). Una conclusion general de
estas observaciones es que la funcién mitocondrial esta estrechamente relacionada con
el crecimiento de las plantas y con las respuestas al estrés. En la mayoria de los casos,
esto va acompanado de la activacion de la MRR, pero no se ha establecido de manera
definitiva una relacion causal entre esta activacion y las alteraciones fenotipicas

observadas.

Es ampliamente aceptado que el crecimiento de las plantas y las respuestas al
estrés se influyen negativamente entre si (He et al., 2022b; Zhang et al., 2020). La
consecuencia es que la mayoria de los intentos de mejorar la tolerancia de las plantas
mediante la activacion de la respuesta al estrés terminan en plantas cuyo crecimiento
se ve gravemente afectado, lo que a menudo resulta indeseable desde el punto de vista
agronomico. Aunque inicialmente se consideraba que la causa de la reduccion del
crecimiento era la limitacion de recursos en situaciones de estrés, las evidencias
actuales indican que, ante una situacion de estrés, las plantas despliegan mecanismos
regulatorios para inhibir el crecimiento antes de que se produzca una limitacion excesiva
de recursos o dafio celular (Zhang et al., 2020). Dos actores bien conocidos que
conectan el crecimiento y las respuestas al estrés con la disponibilidad de recursos
nutricionales son las quinasas de proteinas Target Of Rapamycin (TOR) y SNF1-
RELATED KINASE 1 (SnRK1) (Margalha et al., 2019; Meng et al., 2022; Peixoto &
Baena-Gonzalez, 2022). La via TOR promueve el crecimiento de las plantas y se activa
en condiciones de suficiencia de nutrientes, mientras que la via de SnRK1 se activa
principalmente ante la falta de fuentes de carbono para ajustar el crecimiento en funcién

de su disponibilidad. Ademas, la activacién de las vias de respuesta al estrés conduce
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a la inactivacion de TOR y a la activacion de SnRK1 (Belda-Palazén et al., 2020, 2022;
Wang et al., 2018a).

Aunque se desconoce el mecanismo molecular exacto, hay pruebas de la
existencia de una regulaciéon cruzada entre ambas quinasas, en la que SnRK1 actua
principalmente aguas arriba de TOR (Belda-Palazén et al., 2022; Soto-Burgos &
Bassham, 2017). Sin embargo, cabe mencionar que las acciones de TOR y SnRK1 no
siempre son antagoénicas. Por ejemplo, TOR promueve la activacion de SnRK1 a través
de la proteina FCS-Like Zinc finger 8 (FLZ8) en condiciones favorables,
presumiblemente para evitar una represion excesiva de los mecanismos de respuesta
al estrés, lo que ayudaria a optimizar la adaptacion en condiciones adversas(Jamsheer
et al., 2022). Ademas, las actividades de TOR y SnRK1 son necesarias
simultdneamente para optimizar el crecimiento del hipocotilo en oscuridad y durante la
desetiolacion de las plantulas (Saile et al., 2023). Por lo tanto, la relacion funcional entre

SnRK1 y TOR puede variar segun las condiciones internas y externas.

El CYTc es una pequefa proteina que transfiere electrones entre los complejos
[ll'y IV de la cadena respiratoria vinculada a la OXPHOS (Welchen & Gonzalez, 2016).
Las plantas de Arabidopsis thaliana con niveles reducidos de CYTc muestran un retraso
en el crecimiento vegetativo, lo que se relaciona principalmente con la accion de uno de
los dos genes CYTC presentes en Arabidopsis, concretamente el CYTC-1(Racca et al.,
2018; Welchen et al., 2012). Ademas, un aumento en la expresion de CYTC-1 favorece
un mejor crecimiento (Racca et al.,, 2018), lo que sugiere que los niveles de CYTc
determinan las caracteristicas de crecimiento de las plantas. El crecimiento defectuoso
de las mutantes en CYTC-1 se relacion6 con defectos en la sefalizacion de la via de
giberelinas y en la activacién de TOR (Canal et al., 2024; Racca et al., 2018). Las plantas
con deficiencia de CYTc también muestran un retraso en la germinacion, que solo se
evidencia tras la disminucion de la expresién de ambos genes CYTC, y una mayor
sensibilidad al acido abscisico (ABA) durante este proceso (Racca et al., 2022). Por otro
lado, no existe informacion sobre los posibles efectos de los distintos niveles de CYTc
en las respuestas de las plantas ante el estrés. En este contexto, nos proponemos
analizar, a lo largo de este capitulo, si la alteracion de los niveles de CYTc se asocia
con cambios en la actividad de vias de respuesta al estrés relacionadas con el estado

energético, como la via de SnRK1.
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4.2 OBJETIVOS

1.

2.

Profundizar la caracterizacion de plantas con niveles alterados de CYTc, de
modo de determinar el papel de esta hemoproteina en procesos tales como
el crecimiento y la proliferacion celular y el desarrollo de 6rganos.

Analizar si los cambios en los niveles de CYTc generan alteraciones en la
actividad de vias reguladoras del crecimiento en funcién de la disponibilidad
de energia. Dilucidar a qué nivel de estas vias impacta la alteracién en los
niveles de CYTc.

Determinar si los cambios observados dependen de alteraciones en el estado

energético y/o en el balance redox celular.
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se utilizaron lineas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ecotipo Columbia (Col-
0), salvo que se indique lo contrario. Las mutantes simples en CYTC-1 (cytc-1a, cytc-
1b), las mutantes dobles en CYTC-1y CYTC-2 (cytc-1b cytc-2a 'y cytc-1b cytc-2b) y las
plantas que sobreexpresan CYTC-1 (35S::CYTC-1) fueron descritas previamente
(Racca et al., 2018; Welchen et al., 2012). La linea mutante con una insercién de T-DNA
en KIN10 (SALKseq_093965, denominada akin10-2; Simon et al., (2018b) y las lineas
que sobreexpresan KIN10 fusionada a una etiqueta de hemaglutinina (HA) en el fondo
Ler (35S::KIN10; Baena-Gonzalez et al., 2007) fueron gentilmente provistas por el Dr.
Antony Dodd (John Innes Centre, Norwich, Reino Unido). Las lineas cytc-1a akin10-2 y
35S8::CYTC-1 35S::KIN10 se generaron mediante cruzamientos, seguidos de una
seleccion basada en los marcadores de resistencia correspondientes y de un

genotipado. Para los analisis se utilizaron plantas dobles homocigotas de la filial F3.

Las plantas se cultivaron sobre sustrato de turba blanca bajo condiciones de dias
largos (16 h de luz / 8 h de oscuridad), a 22-24°C y con un flujo foténico de 100 pumol
m~2 s, Alternativamente, las plantas se cultivaron en placas para analizar el crecimiento
en la etapa de plantula y los efectos del manitol. Para ello, las semillas se esterilizaron
con etanol al 70% (v/v) durante 5 min y luego con SDS al 0,1% (p/v) durante 15 min.
Tras enjuagar con agua, las semillas se sembraron en medio 0,5% Murashige y Skoog
(MS) con 0,8% o 1% (p/v) de agar para placas horizontales o verticales,
respectivamente; se almacenaron durante 4 dias a 4°C en oscuridad y, posteriormente,
se transfirieron a una camara de crecimiento bajo las condiciones de dia largo
mencionadas. El manitol se afiadié directamente al medio de cultivo en distintas
concentraciones (0-5% p/v y 0-50 mM de manitol para los analisis de largo de hipocétilo
y de area de roseta, respectivamente). La respuesta se midié en funcion del tiempo
transcurrido (DAS: dias después de la siembra). El material fue fotografiado y las

mediciones se realizaron utilizando el software ImageJ

Al comparar diferentes lineas, se utilizaron semillas obtenidas de plantas
cultivadas simultaneamente y bajo las mismas condiciones. Los experimentos se
repitieron al menos tres veces, obteniéndose resultados similares con semillas de

diferentes lotes.
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4.3.2 Aislamiento y anélisis de ARN

El ARN se aislé segun el método descrito por (Chang et al.,, 1993).
Resumidamente, el material vegetal se homogeneiz6 en presencia de N, liquido y
posteriormente se mezcld a 65°C con un buffer que contenia 2% (p/v) bromuro de
cetiltrimetilamonio, 2% (p/v) polivinilpirrolidona, 100 mM Tris—HCI (pH 8,0), 25 mM
EDTA, 2 M NaCl y 2% (v/v) 2-mercaptoetanol, seguido de dos rondas de extraccion con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). EI ARN se obtuvo a partir de la fase acuosa

después de la precipitacion con 2 M LiCl.

Los niveles relativos de transcriptos se midieron mediante transcripcion reversa
seguida de PCR cuantitativa (RT-qPCR) utilizando cebadores especificos. La
transcripcion reversa se realizo con 1 ug de ARN total empleando un cebador oligo(dT),g
y la transcriptasa reversa MMLV (Promega). Para la qPCR, una alicuota del ADNc se
sometid a amplificacion con cebadores especificos (Tabla 2, Seccion 3.7). La
amplificacion se detecté en un termociclador Bio-Rad CFX96 usando SYBR Green. Los
valores de Ct se normalizaron utilizando cebadores para los genes de actina ACT2/8
(Charrier et al., 2002).

4.3.3 Analisis de RNAseq

Para el andlisis de RNA-seq, se extrajo ARN total de la parte central (que
contenia el meristema apical del tallo y los primordios foliares) de rosetas de plantas
silvestres (WT) y de cyfc-1b cytc-2b en el mismo estado de desarrollo (11 hojas de
roseta), cultivadas en macetas. Se utilizaron tres réplicas bioldgicas por genotipo para
la secuenciacion de ARN, realizada por un servicio externo (BGl Americas Corporation,
Cambridge, MA, USA) mediante la tecnologia DNBSEQ™, con una longitud de lectura
de 150 pb.

Los datos crudos fueron filtrados con SOAPnuke v1.5.2 (Chen et al., 2018) y las
lecturas se alinearon con el genoma de referencia de A. thaliana TAIR10 utilizando
HISAT2 v2.0.4 (Kim et al., 2015). La identificacion y cuantificacion de transcritos se
realizé mediante Bowtie2 v2.2.5 (Langmead & Salzberg, 2012) seguida de RSEM v1.2.8
(Li & Dewey, 2011).

La expresion génica diferencial entre las lineas mutante y WT se evalud
mediante DESeq2(Love et al., 2014) con un valor de Q < 0.05. Los datos de RNA-seq
fueron depositados en la base de datos BioProject bajo el niumero de acceso
PRJNA1102306.
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4.3.4 Analisis por Western blot

El analisis por Western blot se realizé con extractos proteicos totales. Se
molieron 50 mg de material vegetal en nitrdgeno liquido y se extrajeron con 100 pL de
solucion Laemmli 2x suplementada con un inhibidor de fosfatasas (PhosSTOP; Roche),
un inhibidor de proteasas (cOmplete; Roche) y con 0,2 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
Las proteinas se desnaturalizaron a 95°C durante 5 min y luego se centrifugaron a
12000 g durante 10 min. Posteriormente, las proteinas del sobrenadante (10 uL) se
separaron en un gel SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a una membrana de fluoruro

de polivinilideno.

Las membranas se hibridaron con anticuerpos de conejo contra CYTc (AS08
343A, Agrisera; dilucion 1:2000), Fosfo-AMPKa (Thr172) (#4188; Cell Signaling
Technology; dilucion 1:10000), KIN10 (AS70 919, Agrisera; dilucién 1:4000), P-RPS6
(AS19 4302, Agrisera; dilucion 1:10000), RPS6A (AS719 4292, Agrisera; dilucion
1:10000) o actina (AS13 2640, Agrisera; dilucién 1:10000). La deteccidn con anticuerpos
secundarios se realizd con anticuerpos anti-lgG de conejo conjugados con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (Agrisera; dilucion 1:50000) y el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal West Pico (Thermo Fisher Scientific). El anticuerpo de rata anti-HA
(11867423001; Roche; dilucién 1:10000) se detectd utilizando anticuerpos anti-lgG de
rata conjugados con HRP (Agrisera; dilucion 1:20000). Las intensidades de las bandas

se cuantificaron utilizando el software ImageJ.

4.3.5 Extraccion y determinacion de carbohidratos y aminoécidos libres

Para la determinacién de almiddén, azucares solubles y aminoacidos libres, las
muestras (20 mg de plantulas frescas) se trituraron en N, liquido y se extrajeron con 250
ML de etanol al 80% en 10 mM HEPES—-KOH (pH 7,0). Las extracciones se incubaron a
80°C durante 20 min y luego se centrifugaron a 12000 g durante 10 min. El sobrenadante
(S1) se transfirié a un tubo nuevo y el precipitado se sometié a dos rondas adicionales
de extraccion con etanol al 80% y al 50%, respectivamente, en 10 mM HEPES-KOH
(pH 7,0). Los sobrenadantes obtenidos (S2 y S3) se combinaron con S1 y se utilizaron
para cuantificar metabolitos, mientras que el precipitado se reservd para la

determinacion de almidén.
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Los azucares solubles se cuantificaron en una alicuota del extracto etandlico
mediante un método enzimatico (Stitt et al., 1989). El contenido total de aminoacidos
libres se determiné mediante fluorometria utilizando fluorescamina (Sigma) y glutamato
como estandar, con longitudes de excitacion y emision de 405 y 485 nm,
respectivamente (Bantan-Polak et al., 2001). El contenido de almidén se determiné
mediante un método enzimatico (Hendriks et al., 2003) a partir del precipitado obtenido

en la extracciéon etandlica.

4.3.6 Medicion de ROS

Los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) se determinaron utilizando
2’ 7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCFDA; Molecular Probes). Se incubaron
plantulas de seis dias durante 10 min en placas multipocillos en oscuridad en una
solucion que contenia 1 uM H,DCFDA, luego se lavaron tres veces con 20 mM HEPES
(pH 7,2) y los niveles de ROS se cuantificaron midiendo la fluorescencia emitida a 538
nm (£ 25 nm) tras excitacion a 485 nm (14 nm) utilizando un fluorémetro Fluoroskan

Ascent™ (Thermo Scientific).

Alternativamente, las plantulas se tifieron con 10 mM nitroblue tetrazolium (NBT)
en fosfato de potasio (pH 7,8) durante 10 min. Luego se lavaron con etanol al 70%, se

mantuvieron protegidas de la luz y se fotografiaron.

4.3.7 Deteccion de estructuras tipo autofagosomas

Para detectar autofagosomas, se tiferon las raices con 1 uM de LysoTracker™
Green DND-26 (Invitrogen) durante 15 min y luego se lavaron con agua destilada
durante 5 min. Las imagenes se adquirieron de la capa externa de la raiz utilizando un
microscopio confocal Leica TCS SP8 con un objetivo seco 20%, empleando longitudes
de excitacion y deteccion de 488 y 498-531 nm, respectivamente. Las imagenes
originales se utilizaron para cuantificar el nimero de autofagosomas con el software Fiji
(Schindelin et al., 2012).

4.3.8 Mediciéon de ATP, ADP, AMP y adenilatos totales

Los adenilatos se extrajeron segun lo descrito por (Raveneau et al., 2017). En

resumen, se homogeneizaron 50 mg de plantulas con 400 pl de una mezcla
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metanol:cloroformo (1:1) y se indujo la separacion de fases mediante la adicién de 250
pl de H,O. Tras la centrifugacién, la fase acuosa se utilizé para la cuantificacion de
adenilatos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), como se describid
previamente (Menegollo et al., 2019). Las muestras (10 yl) se inyectaron en una
columna Luna Omega C18 (Phenomenex, Torrance, CA, EE. UU.; tamafio de particula
3 um, 150 x 4,6 mm), equipada con un cartucho de proteccion PS C18 SecurityGuard
(Phenomenex) y acoplada a un sistema Prominence-i LC-2030C Plus (Shimadzu, Kioto,
Japodn). La separacion se realizé a 30°C con un caudal de 0,75 ml min™ y utilizando
como fase mévil una solucion de NH,H,PO, 0,1 M, pH 6,0, con 1 % (v/v) de metanol. El
pico correspondiente a ATP se identific6 mediante la adicion de un estandar comercial
(Sigma-Aldrich). La cuantificacion se realizé6 mediante una curva de calibraciéon con
concentraciones conocidas y el software LabSolutions Lite (Shimadzu), a partir de la

absorbancia medida a 254 nm.

44 RESULTADOS

4.4.1 La deficiencia de CYTc desencadena la expresion de genes de respuesta al
estrés y altera las respuestas de crecimiento al manitol.

Las plantas con niveles reducidos de CYTc muestran un crecimiento retardado,
rosetas mas pequenas y floracién tardia (Racca et al., 2018; Welchen et al., 2012). Para
comprender mejor los procesos afectados por la deficiencia de CYTc, realizamos un
analisis de expresion global utilizando ARN extraido de la parte central de las rosetas
(que contienen el meristema y los primordios foliares) de plantas WT y de plantas
mutantes dobles cytc-1b cytc-2b en la misma etapa de desarrollo. Los resultados
indicaron que 2759 genes cambiaron su expresion en la mutante en relacion con la WT
(Q < 0,05), de los cuales 1113 se regulaban a la baja y 1646, al alza (Coronel et al.,
2025), Tabla S1). El analisis de ontologia génica (GO) de los genes regulados a la baja
evidencid un enriquecimiento moderado en las categorias «desarrollo floraly,
«regulacion del desarrollo» y «metabolismo de los carbohidratos» (Tabla 3), entre otras,
lo que concuerda con los cambios en la tasa de crecimiento y el metabolismo del
carbono descritos previamente para las mutantes cyfic (Racca et al., 2018).
Curiosamente, se observé un enriquecimiento significativo en términos relacionados con
el estrés («respuesta al estrés», «respuesta a estimulos bidticos» y «respuesta a

estimulos abidticos») para el grupo de genes regulados al alza (Tabla 3). Esto puede
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ser un indicio de que la deficiencia de CYTc desencadena mecanismos que activan una

respuesta relacionada con el estrés en las plantas.

Tabla 3. Las plantas deficientes en CYTc presentan un aumento en la expresion de genes
relacionados con la respuesta al estrés. Términos GO de procesos bioldgicos enriquecidos en los grupos
de genes con expresion modificada en plantas mutantes cytc-1b cytc-2b. El analisis se realizé con la

herramienta BioMaps de la plataforma VirtualPlant 1.3 (www.virtualplant.org). Se muestran los 10 términos

principales, basados en los valores de P mas bajos, para los genes inducidos y reprimidos. Los términos

mencionados en el texto se muestran en negrita.

Inducidos Categoria funcional p-value
GO0:0050896 Respuesta a estimulos 3,19E-30
GO0:0006950 Respuesta a estrés 8,13E-22
GO0:0006952 Respuestas de defensa 1,81E-21
GO0:0051707 Respuestas a otros organismos 4,22E-19
GO0:0009607 Respuesta a estimulos biéticos 5,5E-19
GO0:0009628 Respuesta a estimulos abiéticos 1,01E-18
GO0:0051704 Procesos multi-organismos 1,01E-18
GO:0009617 Respuesta a bacterias 2,93E-13
GO0:0042742 Respuesta de defensa a bacterias 1,72E-11
G0:0045087 Respuesta inmune innata 8,87E-10
Reprimidos Categoria funcional p-value
G0:0009908 Desarrollo floral 0,000141
GO0:0050896 Respuesta a estimulos 0,000141
G0:0065007 Regulacion biolégica 0,000141
GO0:0042221 Respuesta a estimulos quimicos 0,000155
G0:0050793 Regulacioén de procesos de desarrollo 0,000155
GO0:0007389 Proceso de establecimiento de patrones 0,000196
GO0:0050789 Regulacion de procesos bioldgicos 0,000279
GO0:0005975 Metabolismo de carbohidratos 0,000356
GO:0050794 Regulacion de procesos celulares 0,00036
G0:0009698 metabolismo de fenilpropanoides 0,000383

Entre las diferentes fuentes de estrés, el crecimiento en presencia de manitol es
un agente causante de estrés abiotico que anteriormente se relaciond con la funcién
mitocondrial (Skirycz et al., 2010). En relacion con esto, observamos que los cambios
en la expresion que ocurren en plantas deficientes en CYTc comparten caracteristicas
con los que ocurren en plantas WT cultivadas en presencia de manitol, un agente que
genera estrés osmotico (Tabla 4). Debido a esto, decidimos evaluar el comportamiento
de las plantas deficientes en CYTc al ser cultivadas en presencia de manitol. En primer
lugar, analizamos el crecimiento de las plantulas en placas que contenian
concentraciones relativamente altas de manitol (3 y 5% p/v, equivalentes a 165 y 274
mM, respectivamente). Como se observa en la Figura 7 (a), la inclusiéon de manitol en el
medio de cultivo provocé una inhibicién significativa del crecimiento del hipocotilo en las
plantas WT. En el caso de las mutantes cyftc, la reduccién del crecimiento en relacion
con las WT fue evidente en condiciones de control (es decir, sin manitol), pero el
crecimiento se vio significativamente menos afectado por la presencia de manitol

(Figuras 7a y 7b). De hecho, las diferencias de crecimiento entre las plantas WT y las
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mutantes casi desaparecieron con un 3% (p/v) de manitol, y las mutantes crecieron

mejor que las WT con un 5% (p/v) del agente osmético (Figura 7a).

Tabla 4. Las plantas deficientes en CYTc presentan un aumento en la expresion de genes
relacionados con la respuesta al estrés. Comparacion de los genes con expresion modificada en plantas
deficientes en CYTc (cytc_mut) y en plantas WT cultivadas en presencia de manitol (Skirycz et al., 2010).
Los numeros indican los valores Z como medida de la significancia del solapamiento entre los dos conjuntos
de genes comparados (genes inducidos o reprimidos, en cada caso). El valor Z representa el numero de
desvios estandar por el cual el solapamiento observado difiere de la media de los solapamientos obtenidos
con 1000 muestras aleatorias. Un valor superior a 5 se considera significativo y se destaca en gris. Los
numeros entre paréntesis indican el nimero de genes presentes en cada conjunto. El analisis se realizd

con la herramienta GeneSect de VirtualPlant 1.3.

cyte_mut - Reprimidos cytc_mut - Inducidos (1626)

(1100)
Manitol -Reprimidos (1705) 9.5 (139) 0.5 (101)
Manitol- Inducidos (2479) 0.5 (99) 17.2 (326)

El crecimiento de la roseta también se vio afectado de manera diferente por el
manitol en las plantas deficientes en CYTc. En este caso, el crecimiento de las plantas
WT fue sensible a concentraciones de manitol mas bajas que las utilizadas en los
ensayos de crecimiento del hipocotilo (es decir, 25 y 50 mM; Figura 7c,d), en
consonancia con observaciones previas (Kalve et al.,, 2020; Skirycz et al., 2010).
Mientras tanto, las plantas deficientes en CYTc se vieron significativamente menos
afectadas por el tratamiento y las diferencias en el crecimiento con respecto a las plantas
WT se minimizaron en presencia de 50 mM de manitol (Figura 7c-e). Concluimos que la
reduccion de los niveles de CYTc modifica la respuesta de crecimiento al estrés inducido
por manitol, lo que puede estar relacionado con la induccién basal de genes que
responden al estrés observada en las lineas mutantes. En consonancia con esto,
observamos que el gen RD29a, inducible por estrés, se activa de forma basal en plantas
deficientes en CYTc (Figura 7f).
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Figura 7. El crecimiento de las plantas deficientes en CYTc muestra una menor sensibilidad a la
presencia de manitol en el medio. (a,b) Crecimiento del hipocétilo en plantas WT y deficientes en CYTc (mutantes
dobles cytc-1b cytc-2a'y cytc-1b cytc-2b y mutantes simples cytc-1ay cytc-1b) cultivadas en 0.5x MS/0.8% (p/v) de agar
con distintas concentraciones de manitol (0—5% p/v). Las plantas se cultivaron durante 6 dias bajo condiciones de dia
largo y la longitud del hipocotilo se midid con el software ImageJ. La longitud absoluta del hipocétilo se muestra en (a),
mientras que (b) presenta el crecimiento relativo en presencia y ausencia de manitol. Letras diferentes indican diferencias
significativas (n = 18; P < 0.05; ANOVA). Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos independientes. (c-e)
Tamafo de roseta en plantas WT, cytc-1b cytc-2a'y cytc-1b cytc-2b cultivadas bajo distintas concentraciones de manitol
(0, 25 y 50 mM). El tamario absoluto de la roseta se muestra en (c), mientras que (d) muestra el crecimiento relativo en
presencia y ausencia de manitol y (e) el crecimiento en funcién del tiempo (DAS: dias después de la siembra). Letras
diferentes indican diferencias significativas (n = 9; P < 0.05; ANOVA). Se obtuvieron resultados similares en dos
experimentos independientes. En (e) los asteriscos indican diferencias significativas entre mutantes y WT (P < 0.05;
ANOVA). (f) Niveles de transcriptos del gen inducible por estrés RD29a en plantas WT y mutantes dobles cytc-1b2a y
cytc-1b2b, en ausencia y presencia de manitol. Los valores se expresan relativos al genotipo WT. Letras diferentes
indican diferencias significativas (tres réplicas biologicas; P < 0.05; test t de Student). Se obtuvieron resultados similares

en dos experimentos independientes.

4.4.2 La deficiencia de CYTc no activa la MRR candnica

Nuestros resultados establecen una relacion entre la funcion mitocondrial y las
respuestas al estrés a través de CYTc. Los cambios en la funcién mitocondrial estan
estrechamente relacionados con las respuestas al estrés, pero los mecanismos
implicados apenas se conocen en la mayoria de los casos. Un sistema bien definido
relacionado con las respuestas al estrés es la MRR canodnica, que se activa
normalmente cuando se bloquea la respiracién dependiente de CYTc con Antimicina A
(AA) u otros inhibidores quimicos de la OXPHOS (De Clercq et al., 2013; Ng et al,,
2013a). Esta respuesta esta asociada con un aumento de la produccion de ROS, induce

la expresion de genes que responden al estrés y de componentes de la via respiratoria
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alternativa (principalmente AOX7a) y estda mediada por los factores de transcripcion
ANACO013y ANACO17 (De Clercq et al., 2013; Ng et al., 2013a). Por lo tanto, evaluamos
si los cambios de expresion observados en las plantas mutantes cytc podrian deberse
a la activacion de la MRR canénica. Para ello, primero comparamos el transcriptoma de
las plantas mutantes cytc con el de las plantas tratadas con AA (Ng et al., 2013a). En
ambos casos los analisis de transcriptomicas se realizaron en plantas adultas de A.
thaliana. Sin embargo, mientras que en esta tesis se utilizaron muestras enriquecidas
en meristemas, en el estudio de Ng et al., 2013a, se emplearon plantas enteras de 15
dias de edad. Encontramos una superposicion significativa entre los genes regulados al
alza o a la baja por el tratamiento con AA y la deficiencia de CYTc (Figura 8a). Se
observé un resultado similar al analizar los cambios provocados por el tratamiento con
oligomicina (Figura 8b), que inhibe la ATP sintasa y, en consecuencia, detiene el
transporte de electrones acoplado a protones (Geisler et al, 2012). Ademas,
observamos que la respuesta transcriptomica a la deficiencia de CYTc comparte
caracteristicas con la de las plantas en las que la actividad del complejo V se ve
comprometida una deficiencia de la subunidad atp? codificada en la mitocondria (Figura
8c,d; Yang et al., 2024). Estos resultados sugieren que una parte significativa de los
cambios de expresién observados en las mutantes cytc probablemente esté relacionada
con defectos en la OXPHOS. Para realizar un analisis mas detallado, comparamos los
genes directamente asociados con la MRR candnica (es decir, aquellos que la AA
induce de manera dependiente de ANACO017) y los genes cuya induccién no depende
de este factor de transcripcién (Ng et al., 2013a). Los resultados indicaron que los
cambios observados en las plantas mutantes cyfc estan mas directamente relacionados
con los causados por el tratamiento con AA, que son independientes de ANACO017
(Figura 8e). Un resultado similar se observé al considerar los genes que también son

inducidos por la oligomicina (Figura 8e).
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Figura 8. Las alteraciones en la expresion génica observadas en plantas deficientes en CYTc son similares a las
descriptas en condiciones de disfuncion de la OXPHOS. (a—c) Comparacion de los genes con expresion modificada
en plantas deficientes en CYTc (cytc_mut) con aquellos de plantas tratadas con 50 uM AA durante 3 h (panel A; Ng et
al., 2013a), con 10 uM oligomicina durante 4 h (OM, panel B; Geisler et al., 2012) y con plantas con expresion defectuosa
del gen mitocondrial atp?1 del Complejo V (panel C; Yang et al., 2024). Ver la leyenda de la Figura 7(b) para mas detalles
sobre el analisis. (d) Analisis de agrupamiento jerarquico de genes con expresion diferencial en plantas deficientes en
CYTcy en plantas con expresion defectuosa del gen atp1. El agrupamiento se realizé con el Cluster 3.0 (de Hoon et al.,
2004). La intensidad del color indica el cambio de expresion (log,; cian: reprimido; rojo: inducido). (e) Comparacion de
los genes con expresién modificada en plantas deficientes en CYTc (cytc_mut) y distintos conjuntos de genes que
responden a la disfuncion mitocondrial: AA_G2_UP y AA_G3_UP representan genes inducidos por 50 yM AA que son
independientes de ANACO017 o regulados positivamente por ANACO017, respectivamente (Ng et al., 2013a);
OM_UP/AA_UP G2y G3 representan los subconjuntos mencionados que también son inducidos por 10 uM oligomicina;
“AOX1a reg context’ refiere a genes que responden al tratamiento con AA de manera similara AOX7a (Ng et al., 2013b);
MDS corresponde al “mitochondrial dysfunction stimulon” definido por De Clercq et al., 2013). Ver la leyenda de la Figura
7(b) para mas detalles sobre el andlisis. (f) Niveles de transcriptos de AOX7a medidos por RT-gPCR en plantulas WT y
deficientes en CYTc (dobles mutantes cytc-1b cytc-2a 'y cytc-1b cytc-2b) de 6 dias de cultivo en agar 0.5x MS/0.8% (p/v)
y tratadas o no con 3% (p/v) de manitol durante 3 h. Los valores se expresan en relacién con los de las plantas WT sin
tratamiento. Letras diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas biolégicas; P < 0.05; test de Student). Se
obtuvieron resultados similares en tres experimentos independientes. (g, h) Niveles de ROS en plantulas WTy mutantes
cytc-1b y cytc-2b de 6 dias de cultivo en agar 0.5x MS/0.8% (p/v), medidos tras la incubacion con NBT (g) o H,DCFDA
(h). Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 12; P < 0.05; test t de Student). Se obtuvieron resultados

similares en tres experimentos independientes.

Por otra parte, Ng et al., (2013b) definieron un grupo de genes que responden
de forma similar a AOX7a la disfuncién mitocondrial, mientras que De Clercq et al.,
(2013) identificaron genes que responden a diferentes tipos de disfuncién mitocondrial,

a los que denominaron «Mitochondrial Dysfunction Stimulon (MDS)». Nuestro analisis

indicé que no existe una superposicién significativa entre estos grupos de genes y los
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genes cuya expresion se ve afectada en las plantas mutantes cytc (Figura 8e). En este
sentido, la mayoria de los genes del MDS no presentan cambios significativos en la
expresion en las mutantes cytc (Tabla 5). Ademas, observamos que el gen AOX7a,
directamente regulado por ANACO017, no se induce de manera significativa en plantas
con deficiencia de CYTc en comparacion con plantas WT (Figura 8f) y que las plantas
con deficiencia de CYTc muestran niveles de ROS mas bajos que las plantas WT (Figura
8g, h). Concluimos que la MRR candnica no se activa de manera significativa en plantas
con deficiencia de CYTc.

TABLA 5. Expresion de genes asociados a la disfuncién mitocondrial (MDS) en plantas deficientes en CYTc y en plantas
tratadas con inhibidores de la OXPHOS. Los datos de antimicina A (AA) se obtuvieron de (Ng et al., 2013a). Los numeros
en cursiva corresponden a genes que no se ven afectados por el tratamiento con AA en este experimento, pero que

muestran una expresion reducida en plantas mutantes anac017. Los datos de rotenona y oligomicina (OM) se obtuvieron

de De Clercq et al., (2013). n.d.: no detectado. n.s.: no significativo.

cytc_mut AA Rotenona OM (bajo) OM (alto)
é‘;’ Sess Qvalue  log2 FC log2 FC

AT1%°5°6 0,911 -0,01 11
AT1 %0568 0.8325 0,08 n.s. n.s. n.s.
AT1%24°9 0,1404 -0,45 n.s. 1,03 1,14 1,06
TG omes oo ORI e8I s
AT2%0313 0,0204 0,05 1,21 ns. n.s. n.s.
AT2%°376 0,0392 0,56

AT2%°4°5 0,8614 0,05

AT2%°4°7 0,8900 -0,04

ATZ%OWO 0,0354 -0,70

AT2C:530778 - nd

AT2G0781 - nd

AT2%2°8° 0,0922 -0,01

AT2%2164 0,2332 -0,36

AT2%32°2 0,8638 20,10

ATZ%"’O% 0,5673 0,28

AT2%4173 0,6944 0,25

ATZ%‘”OO 0,716 0,17

AT2%4752 0,0225 0,75

AT3G0°765 0,289 0,05

AT3%2237 0,4587 0,32

ATIG2525 g esq 0,16

AT3GO2728 0,1993 0,20 n.s. n.s. n.s. n.s.
AT3C4932 07865 0,14 0,78 n.s. n.s. ft.S.
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AT3G5093

5 0,0934 -0,01
AT3%61 10 07799 -0,11
AT3GOG1 63 00507 -0,43
AT4GO3737 0,0267 0,61
AT5%0957 0,9390 -0,04
ATS%1473 0,9321 0,07
AT5GO4165 0,6157 -0,26
AT5%4290 0,8195 0,13
AT5%4345 0,0000 1,35
AT5GO5144 0,5707 -0,30
AT5%5520 0,997 0,00 142 n.s. n.s. ns.
Escala

4.4.3 La deficiencia de CYTc activa la via dependiente de SnRK1.

Ademas de activar la MRR candnica al aumentar los niveles de ROS, los
inhibidores de OXPHOS afectan la produccion de energia mitocondrial. La proteina
quinasa SnRK1 conecta la disponibilidad de energia con las respuestas al estrés
(Margalha et al., 2019), lo que posiblemente establece un vinculo entre la disfuncion
mitocondrial y la activacién de sefiales de estrés. Esta conexién se ha propuesto
anteriormente, pero hasta el momento no se ha obtenido evidencia clara sobre su
relevancia en la fisiologia vegetal (Wurzinger et al., 2018). Para evaluar esto, primero
comparamos los cambios de expresion causados por la sobreexpresion de KIN10, que
codifica la subunidad alfal de SnRK1 (Baena-Gonzalez et al., 2007), y la deficiencia de
CYTc. Los resultados indicaron que una proporcién significativa de los genes inducidos
por SnRK1 estan inducidos en las mutantes cytc, mientras que lo mismo ocurre con los
genes reprimidos en ambas condiciones (Figura 9a,b). Por lo tanto, existe la posibilidad
de que parte de los efectos de la deficiencia de CYTc se deba a cambios en los niveles
de actividad de SnRK1. Para evaluar esto, primero analizamos los niveles de la forma
fosforilada de la subunidad SnRK1a, que estan relacionados con la activacion de la via
SnRK1 (Crozet et al., 2010; Shen et al., 2009). Se observé un aumento de la fosforilacion
de SnRK1a en las mutantes dobles cytc-1 cyfc-2 (Figura 9c), las cuales también
mostraron una induccion significativa de los genes regulados por SnRK1 DIN6 y SEN5
(Figura 9d), habitualmente utilizados como indicadores de la activacion de esta via
(Baena-Gonzalez et al., 2007; Shin et al., 2017). A su vez, se observé una disminucion

de la fosforilacién de SnRK1a y de los niveles de expresion de DIN6 en plantas que

52



sobreexpresan CYTc (plantas 35S::CYTC-1; Figura 9e,f). Mientras tanto, los niveles
totales de proteina SnRK1a (KIN10) no se vieron afectados significativamente en las
mutantes dobles cytc-1 cytc-2 ni en las plantas 35S::CYTC-1 (Figura 9g). Por lo tanto,
se puede concluir que los cambios en los niveles de CYTc afectan la actividad de la via
dependiente de SnRK1.
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Figura 9. Las plantas deficientes en CYTc presentan una mayor actividad de la via SnRK1. (a) Comparacion entre
los genes con cambios de expresion en plantas deficientes en CYTc (cytc_mut) y plantas que sobreexpresan la subunidad
SnRK1a (KIN10) (Baena-Gonzalez et al., 2007). Ver la leyenda de la Figura 7(b) para mas detalles sobre el analisis. (b)
Analisis de agrupamiento jerarquico de los genes diferencialmente expresados en plantas deficientes en CYTc y en
plantas que sobreexpresan KIN70. El andlisis se realiz6 utilizando Cluster 3.0 (de Hoon et al., 2004). La intensidad del
color indica el cambio de expresion (log,; cian: reprimidos; rojo: inducidos). Se usaron escalas de color diferentes para
facilitar la visualizacién, dado que los cambios causados por la sobreexpresion de KIN710 son mayores qu los observados
en las plantas deficientes en CYTc. (c) Andlisis mediante Western blot de la fosforilacion de la subunidad SnRK1a en
plantas WT y deficientes en CYTc, empleando anticuerpos anti-P-AMPK. A la derecha se presenta la cuantificacion de
las intensidades de banda de P-AMPK normalizadas con actina y expresadas en relaciéon con el genotipo WT. Letras
diferentes indican diferencias significativas (tres experimentos independientes; P < 0.05; ANOVA). (d) Niveles de
transcriptos de los genes regulados por SnRK1 DIN6 y SENS5, analizados mediante RT-gPCR en plantulas WT y
deficientes en CYTc de 6 dias. Los valores se expresan en relacion con la WT. Letras diferentes indican diferencias
significativas (tres réplicas bioldgicas; P < 0.05; test t de Student). Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos
independientes. (e) Analisis por Western blot de la fosforilacion de la subunidad SnRK1a en plantas WT y en dos lineas
independientes que sobreexpresan CYTc (35S::CYTC-1), empleando anticuerpos anti-P-AMPK. A la derecha se presenta
la cuantificacion de las intensidades de banda de P-AMPK normalizadas con actina y expresadas en relacién con la WT.
Letras diferentes indican diferencias significativas (tres experimentos independientes; P < 0.05; ANOVA). (f) Niveles de
transcriptos de los genes DIN6 y SEN5 medidos mediante RT-qPCR en plantulas WT y 35S::CYTC-1 cultivadas como
en (c). Los valores se expresan en relacion con la WT. Letras diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas
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biolégicas; P < 0.05; test t de Student). Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos independientes. (g)
Andlisis por Western blot de los niveles de KIN10 en plantas WT, deficientes en CYTc y 35S::CYTC-1 utilizando
anticuerpos anti-KIN10. Los extractos se prepararon como en (c). Se empled un extracto de la mutante akin10-2 para
confirmar la identidad de la banda correspondiente a KIN10. A la derecha se presenta la cuantificacion de las intensidades
de banda de KIN10 normalizadas con actina y expresadas en relacién con la WT. Letras diferentes indican diferencias

significativas (tres experimentos independientes; P < 0.05; ANOVA).

4.4.4 EIl CYTc afecta el crecimiento de las plantas a través de cambios en los niveles

de la actividad de SnRK1

Para continuar con nuestros estudios, evaluamos la relevancia de los cambios
en la actividad de la via dependiente de SnRK1 en las caracteristicas fenotipicas de las
plantas con niveles alterados de CYTc. Para esto, cruzamos la linea mutante simple
cytc-1a, que presenta crecimiento retrasado (Racca et al., 2018), con una mutante nula
en KIN10 (akin10-2; Simon et al., 2018b) (Figura 10). El analisis por Western blot mostré
que la mutante simple cytc-1a, al igual que la mutante doble cytc-1 cytc-2, presenta un
aumento en la fosforilacion de SnRK1a, lo cual se vio significativamente suprimido en el
fondo mutante akin10-2 (Figura 10a). Esto estuvo de acuerdo con los cambios
observados en los niveles de transcriptos de DIN6 (Figura 10b). Fenotipicamente, la
mutacién akin10-2 también suprimio los defectos de crecimiento del hipocétilo de la
mutante cytc-1a (Figura 10c,d). Ademas, el crecimiento de la roseta y el tiempo de
floracion se recuperaron en el fondo akin10-2 (Figura 10c,e,f). Estudios previos
mostraron que las plantas deficientes en CYTc presentan un aumento basal de la
autofagia y del contenido de aminoacidos libres, posiblemente asociado a un incremento
de la degradacion de proteinas (Canal et al., 2024). De manera notable, la mutacién en
KIN10 en el fondo cyfc-1a restaurd estos parametros a los niveles de las plantas WT

(Figura 10g—i).
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Figura 10. La pérdida de funciéon de KIN10 permite la recuperacion del crecimiento y reduce la autofagia y los
niveles de aminoacidos libres en plantas deficientes en CYTc. (a) Andlisis por Western blot de la fosforilacion de la
subunidad SnRK1a en plantas WT, mutantes simples cytc-1a 'y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2 (dos lineas
provenientes de cruzas independientes), utilizando anticuerpos anti-P-AMPK. Los extractos se obtuvieron de plantulas
de 6 dias cultivadas en 0.5x MS/0.8% (p/v) agar bajo fotoperiodo de dia largo. Se emplearon anticuerpos anti-CYTc y
anti-Actina para analizar los niveles de CYTc y controlar la carga de proteinas, respectivamente. A la derecha se presenta
la cuantificacion de las intensidades de las bandas P-AMPK'y CYTc relativas a las plantas WT tras la normalizacion con
actina. Letras diferentes indican diferencias significativas (tres experimentos independientes; P < 0.05; ANOVA). (b)
Niveles de transcriptos del gen blanco de SnRK1 DIN6 medidos mediante RT-gPCR en plantas WT, mutantes simples
cytc-1a y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2 (dos lineas independientes), cultivadas como en (a). Letras

diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas bioldgicas; P < 0.05; test t de Student). Se obtuvieron resultados
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similares en tres experimentos independientes. (c) Imagenes representativas de plantas de las distintas lineas analizadas
en los paneles (d—f). DAS: dias después de la siembra. Barras: 1 cm. (d) Longitud del hipocétilo de plantas WT, mutantes
simples cytc-1a y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2 (dos lineas) cultivadas como en (a). Letras diferentes
indican diferencias significativas (n = 19; P < 0.05; ANOVA). Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos
independientes. (e, f) Tamafio de la roseta a 19 DAS (e) y nimero de dias necesarios para alcanzar el estado reproductivo
(f) en plantas WT, mutantes simples cytc-1a 'y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2 (dos lineas), cultivadas en
macetas bajo fotoperiodo largo. Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 14; P < 0.05; ANOVA). (g)
Cuantificacion del numero de autofagosomas por cuadro correspondientes a raices de 5 dias de plantas WT, cytc-1a,
akin10-2 y cytc-1a akin10-2 tefiidas con 1 uM LysoTracker Green. Las plantas se cultivaron en placas orientadas en
forma vertical con 0.5x MS 1% (p/v) agar bajo fotoperiodo largo. Letras diferentes indican diferencias significativas (n >
9 raices; P < 0.05; ANOVA). Se obtuvieron resultados similares en dos experimentos independientes. (h) Contenido de
aminoacidos libres en plantas WT, mutantes simples cytc-1a'y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2 (dos lineas)
cultivadas como en (a). Letras diferentes indican diferencias significativas (cuatro réplicas biolégicas; P < 0.05; ANOVA).
(i) Imagenes representativas del experimento mostrado en (g). Las puntas de flecha sefialan estructuras similares a
autofagosomas. Barras: 20 pm. (j) Niveles de almidén y de carbohidratos solubles en plantas WT, mutantes simples cytc-
1a y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2, cultivadas como en (a). Letras diferentes indican diferencias
significativas (tres réplicas bioldgicas; P < 0.05; test t de Student). Se observaron resultados similares en dos
experimentos diferentes. (k) Niveles de transcriptos de CYTC-1, CYTC-2, KIN10 y KIN11 determinados mediante RT-
gPCR en plantas WT, mutantes simples cytc-1a y akin10-2, y mutantes dobles cytc-1a akin10-2 (dos lineas), cultivadas
como en (a). Los valores se expresan en relacion al genotipo WT. Letras diferentes indican diferencias significativas (tres

réplicas biologicas; P < 0,05; test t de Student). ns: no significativo.

Estos resultados indican que los defectos de crecimiento y la activacion de la
autofagia observados en plantas deficientes en CYTc se deben principalmente al
aumento de la actividad de la via de SnRK1, conocida por restringir el crecimiento bajo
condiciones de deficiencia de carbono y/o energia. Curiosamente, las plantas
deficientes en CYTc no presentan una disminucién en los niveles de almidén ni en los
carbohidratos solubles (Figura 10j), lo que sugiere que la falta de carbono no es la causa
principal de la activacion de la via de SnRK1 en este caso. Por otra parte, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de transcriptos de los genes KIN10
y KIN11 en las plantas mutantes cytc (Figura 10k), lo que indica la existencia de una

regulacion postraduccional de la actividad de SnRK1.

También cruzamos una linea 35S::CYTC-1 con una linea que sobreexpresa
KIN10, denominada 5.7 (Baena-Gonzalez et al.,, 2007; Simon et al., 2018a). La
sobreexpresion de KIN10 afectdé negativamente el crecimiento del hipocaétilo, mientras
que el aumento de los niveles de CYTc tuvo un efecto opuesto (Figura 11a,d). En las
lineas de cruza, el efecto negativo de la sobreexpresion de KIN10 sobre el crecimiento
se eliminé casi por completo, ya que la longitud del hipocétilo se recuper6 a valores
similares o incluso mayores a los de las plantas WT, tanto en fondo Col-0 como en Ler
(Figura 11a,d).

Estas caracteristicas fenotipicas también se observaron en plantas adultas,

donde el aumento de los niveles de CYTc suprimio el efecto negativo sobre el
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crecimiento de la roseta causado por la sobreexpresion de KIN10 (Figura 11b—d). Para
evitar cualquier efecto asociado a diferencias entre ecotipos por cruzar lineas de
distintos fondos genéticos, también analizamos el crecimiento del hipocdtilo en la
poblacion F1 (es decir, plantas dobles heterocigotas) de las cruzas entre ambas lineas
sobreexpresantes y/o las lineas WT correspondientes (Figura 11e). Los resultados

confirmaron lo observado en las lineas homocigotas ya establecidas.
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Figura 11. Un incremento de los niveles de CYTc inhibe la activacion de SnRK1 y atenua el defecto de crecimiento
de las plantas que sobreexpresan KIN10. (a) Longitud del hipocétilo de plantas WT (ecotipos Col-0y Ler), 35S::CYTC-
1,35S::KIN10 5.7y 35S::CYTC-1x 35S::KIN10 5.7 cultivadas durante 6 dias en 0.5x MS/0.8% (p/v) agar bajo fotoperiodo
de dia largo. Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 25; P < 0.05; ANOVA). (b, c) Tamafio de la roseta a
13 dias después de la siembra (DAS) (b) y numero de dias necesarios para alcanzar el estado reproductivo (c) de plantas
cultivadas en macetas bajo fotoperiodo de dia largo. Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 12; P < 0.05;
ANOVA). (d) Imagenes representativas de las plantas analizadas en los paneles (a—c). Barras: 1 cm. (e) Longitud del
hipocétilo de plantulas de la poblacién F1 de cruzas entre lineas en fondos Col-0 (WT o 35S::CYTC-1) y Ler (WT o
35S::KIN10). Se utilizé el polen de las lineas en Ler en todos los casos. Las plantas se cultivaron como en (a). Letras
diferentes indican diferencias significativas (n = 13; P < 0.05; ANOVA). (f) Cuantificaciéon del nimero de estructuras tipo
autofagosomas por cuadro correspondientes a plantas de las distintas lineas descritas en (a) cultivadas en placas
orientadas en forma vertical con 0.5x MS/1% (p/v) agar bajo fotoperiodo de dia largo y tefiidas con 1 pM LysoTracker
Green. Letras diferentes indican diferencias significativas (n > 8 raices; P < 0.05; ANOVA). (g) Contenido de aminoacidos
libres en las lineas cultivadas como en (a). Letras diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas biolégicas; P
< 0.05; test t de Student). (h) Imagenes representativas del experimento mostrado en (f). Las puntas de flecha sefalan

estructuras similares a autofagosomas. Barras: 20 ym.
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La sobreexpresion de CYTC-1 también eliminé el aumento de la autofagia y de
los niveles de aminoacidos libres en plantas que sobreexpresan KIN10 (Figura 11f—h).
Considerando esto y que el crecimiento del hipocétilo no parece verse influido por el
ecotipo, asumimos que los cambios observados se deben a los efectos de la
sobreexpresion de CYTc sobre la actividad de la via de SnRK1. De hecho, la
sobreexpresion de CYTC-1 produjo una disminucién de los niveles de fosforilacion de
SnRK1a en comparacion con los observados en plantas que sobreexpresan KIN710
(Figura 12a). Por otro lado, la sobreexpresion de CYTC-1 tuvo un efecto menor en los
niveles de transcriptos de KIN10 (Figura 12b) o en el contenido total de proteina
SnRK1a1, determinado mediante anticuerpos anti-HA, ya que las plantas 35S::KIN10
expresan una proteina fusionada a HA (Figura 12c). En concordancia con lo observado,
la sobreexpresion de CYTC-1 también eliminé el aumento en la expresiéon de DIN6
observado en plantas que sobreexpresan KIN10 (Figura 12b). Ademas, al analizar los
cruces entre plantas 35S::CYTC-1 y una linea 35S::KIN10 distinta, denominada 6.5, se
obtuvieron resultados similares a los de la linea 5.7 (Figura 12d-h). Estos resultados
refuerzan la idea de que los niveles de CYTc afectan la actividad de SnRK1 de manera
postraduccional y que el CYTc modula el crecimiento vegetal a través de este

mecanismo.

58



0

(a) 1 05 4438 0613 17 kp (B 2
P-AMPK — - e ==~ 60

ACT - 45

Nivel relativo de transcripto

Nivel relativo de transcrip
=)
Nivel relativo de transcripto

o
w
-
e}
w

4
o
jo
-
(=]
jo
o
o

CYTC| u s ™ |14

(d) (e) (f) (9)

[=}
w

I
=
o

o

o
=]

Niveles relativos de proteinas
o

Niveles relativos de proteinas
Nivel relativo de transcripto

Niveles relativos de proteinas

DING

e
o
v
o
a
©w
a
o

@
~
g
o
ow
oL

N
2]
o
=]
on

R

&
N
3] I

Area de roseta (cm?)
o
+
DAS

Largo del Hipocotilo (cm)
N
1dpe-0
n
(=1

ol
o

(h) kD
P-AMPK .

P-AMPK HA

o
o
~N
o

tn
s
o

HA| - s @ | 70

Niveles relativos de proteinas
Sl
tn =1
I
1
Niveles relativos de proteinas
=
[=]

o
w

ACT| e s e [~ 45

o
o

o
=

@ WT (Col-0) @ WT (Ler) @ 35S:CYTC-1 @ 35S:KIN105.7 @ 355:KIN10 6.5 @ 35S:KIN10 5.7 x 35S8::CYTC-1.1
358::KIN10 5.7 x 355::CYTC-1.2 358::KINT0 6.5 x 35S::CYTC-1.1 358::KINT0 6.5 x 355::CYTC-1.2

Figura 12. Analisis moleculares de las lineas de cruza entre plantas 35S::CYTC-1 y 35S::KIN10 (5.7 y 6.5). (a)
Andlisis por Western blot de la fosforilacion de la subunidad SnRK1a en plantas WT (ecotipos Col-0y Ler), 35S::CYTC-
1, 35S::KIN10 (dos lineas independientes: 5.7 y 6.5) y 35S::CYTC-1 x 35S::KIN10 (dos lineas dobles homocigotas)
usando anticuerpos anti-P-AMPK. Los extractos se prepararon a partir de plantulas cultivadas durante 6 dias en 0.5x
MS/0.8% (p/v) agar bajo fotoperiodo de dia largo. Se utilizaron anticuerpos anti-Actina como control de carga. Los
nameros sobre la imagen indican la intensidad de las bandas de P-AMPK relativa a la de las plantas WT (Col-0) y
normalizada con la sefial de actina. (b) Niveles de transcriptos de los genes que codifican la subunidad SnRK1a, KIN10
y KIN11, y del gen blanco de SnRK1, DIN6, medidos mediante RT-qPCR en plantulas cultivadas como en (a). Letras
diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas bioldgicas; P < 0.05; test t de Student) (c) Analisis por Western
blot de la fosforilacion de la subunidad SnRK1aq, niveles de la subunidad SnRK1a1 y niveles de CYTc en plantas
35S::KIN10 5.7 y 35S::CYTC-1 x 35S::KIN10 5.7 (dos lineas independientes). Los extractos se prepararon a partir de
plantulas cultivadas, como en (a). Se utilizaron anticuerpos anti-P-AMPK y anti-HA para analizar la fosforilacion de
SnRK1a y los niveles de la subunidad SnRK1a1, respectivamente. Se usaron anticuerpos anti-Actina como control de
carga. A la derecha, se muestra la cuantificacion de la intensidad de las bandas relativa a la de las plantas 35S::KIN10
5.7 tras normalizacion con actina. Letras diferentes indican diferencias significativas (tres experimentos independientes;
P < 0.05; ANOVA). (d) Longitud del hipocétilo de plantas WT (ecotipos Col-0 y Ler), 35S::CYTC-1, 35S::KIN10 6.5 y
35S::CYTC-1 x 35S::KIN10 6.5 cultivadas durante 6 dias en 0,5x MS/0,8% (p/v) agar bajo condiciones de dia largo.
Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 11; P < 0,05; ANOVA). (e,f) Tamano de la roseta a los 13 dias

después de la siembra (DAS) (e) y numero de dias requeridos para alcanzar la etapa reproductiva (f) de plantas cultivadas
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en macetas bajo un fotoperiodo de dia largo. Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 12; P < 0,05;
ANOVA). (g) Niveles de transcriptos del gen blanco de SnRK1, DIN6, medidos mediante RT-gPCR en plantas WT
(ecotipos Col-0y Ler), 35S::CYTC-1, 35S::KIN10 6.5y 35S::CYTC-1 x 35S::KIN10 6.5 cultivadas como en (a). Los valores
se expresan en relaciéon con la linea WT (Col-0). Letras diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas
biolégicas; P < 0,05; prueba t de Student). (h) Analisis por Western blot de la fosforilacion de la subunidad SnRK1a y de
los niveles de la subunidad SnRK1a1 en plantas 35S::KIN10 6.5y 35S::CYTC-1 x 35S::KIN10 6.5 (dos lineas). Los
extractos se prepararon a partir de plantulas cultivadas como en (a). Se utilizaron anticuerpos anti-P-AMPK y anti-HA
para analizar la fosforilacion de SnRK1a y los niveles de la subunidad SnRK1a1, respectivamente. Se utilizaron
anticuerpos anti-Actina como control de carga. A la derecha se muestra la cuantificacion de la intensidad de las bandas
en relacion con la de las plantas 35S::KIN10 6.5 después de la normalizaciéon con actina. Letras diferentes indican

diferencias significativas (tres experimentos independientes; P < 0,05; ANOVA).

4.4.5 La menor sensibilidad al manitol de las plantas deficientes en CYTc se debe a la

activacion de la via dependiente de SnRK1

Dado que los cambios en la expresién génica observados en las plantas
deficientes en CYTc comparten caracteristicas con los de plantas WT cultivadas en
presencia de manitol (Tabla 3) y que las mutantes dobles cytc son relativamente menos
afectadas que las plantas WT por la incorporacion de manitol en el medio de crecimiento
(Figura 7a-d), analizamos si este comportamiento también estd relacionado con
cambios en la actividad de la via de SnRK1. Tal como se observo en las mutantes dobles
cytc1 cytc-2, la mutante simple cytc-1a fue relativamente menos sensible a la inhibicion
del crecimiento inducidas por manitol que la linea WT. En concordancia con esto, los
hipocétilos de la mutante cyfc-1a, que eran mas cortos que los de la linea WT en
ausencia de manitol, se comportaron como los de la linea WT en presencia de 3% (p/v)
y de manitol fueron mas largos que estos con 5% (p/v) de manitol (Figura 13a-b). Por el
contrario, la doble mutante cytc-71a akin10-2 se comporté de manera similar a la mutante
simple akin10-2, que fue relativamente mas sensible que la linea WT al 3% (p/v) de
manitol (Figura 13a-b). Este resultado sugiere que la menor sensibilidad al manitol de
las plantas deficientes en CYTc se debe a cambios en la actividad de la via de SnRK1,
lo que vincula la funcién mitocondrial con las respuestas de crecimiento bajo estrés.
También analizamos el crecimiento de la roseta en presencia de un estrés osmdético
leve, provocado por 25 mM de manitol en el medio de cultivo. Como se describid
previamente (Kalve et al., 2020; Skirycz et al., 2010), el area de la roseta de plantas WT
a los 19 dias después de la siembra (DAS) se redujo entre 25 y 30% en comparacion
con el control sin manitol (Figura 13c-f). En cambio, la mutante cytc-71a no mostré un
cambio significativo frente a 25 mM de manitol (Figura 13c-f). Por otro lado, el
comportamiento de las mutantes simples akin10-2 y dobles akin10-2 cytc-1a fue similar
al de las plantas WT (Figura 13c-f). A una concentracion mas alta de manitol (50 mM),

el crecimiento de todas las lineas se vio severamente afectado (Figura 13c-f). Por lo
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tanto, la respuesta diferencial de crecimiento ante el estrés inducido por manitol también
se observa durante el crecimiento de la roseta y probablemente se relaciona con la
activacion de la via de SnRK1 en las plantas deficientes en CYTc. En concordancia con
esto, los niveles de transcriptos del gen marcador de estrés abidtico RD29a, que
estaban aumentados en la mutante cyfc-7a en condiciones basales, retornaron a niveles

WT después del cruce con la linea akin10-2 (Figura 13g).
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Figura 13. La pérdida de /a funcion de KIN10 restaura la sensibilidad al manitol en plantas deficientes en CYTc.
(a, b) Crecimiento del hipocétilo en plantas WT, mutantes simples cytc-1a y akin10-2, y en la mutante doble cytc-1a
akin10-2, cultivadas en 0,5%x MS 0,8% (p/v) agar con diferentes concentraciones de manitol (0-5% p/v). Las plantas se
cultivaron durante 6 dias bajo condiciones de dia largo y la longitud del hipocétilo se midié utilizando el software ImageJ.
La longitud absoluta del hipocétilo se muestra en (a), mientras que (b) presenta el crecimiento relativo en presencia y
ausencia de manitol. Letras diferentes indican diferencias significativas (n = 24; P < 0,05; ANOVA). Se obtuvieron
resultados similares en dos experimentos independientes. (c-f) Tamafio de roseta en plantas WT, mutantes simples cytc-
1a y akin10-2, y mutante doble cytc-1a akin10-2, cultivadas durante 19 dias en 0,5%x MS 0,8% (p/v) agar con distintas
concentraciones de manitol (0, 25 y 50 mM) bajo condiciones de dia largo. En (c) se muestran las cuantificaciones del
area de roseta en relacion al tiempo (DAS: dias después de la siembra). Los asteriscos indican diferencias significativas
con respecto a las plantas WT (n = 9; P < 0,05; ANOVA). El tamafio absoluto de la roseta se muestra en (d), mientras
que (e) presenta el crecimiento relativo en presencia y ausencia de manitol. Letras diferentes indican diferencias
significativas (n = 9; P < 0,05; ANOVA). Las imagenes representativas se muestran en (f). Barra: 1 cm. Se obtuvieron
resultados similares en dos experimentos independientes. (g) Niveles de transcriptos de RD29a medidos mediante RT-
gPCR en plantas WT, mutantes simples cytc-1a y akin10-2, y mutante doble cytc-1a akin10-2, cultivadas como en (a) en
ausencia de manitol. Letras diferentes indican diferencias significativas (tres réplicas bioldgicas; P < 0,05; prueba t de
Student).
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4.4.6 La deficiencia de CYTc afecta la actividad de la via TOR a través de SnRK1

Estudios previos mostraron que las plantas deficientes en CYTc presentan una
menor activaciéon de la via TOR (Canal et al., 2024). Esto se refleja en una disminucion
de los niveles de la forma fosforilada de la proteina ribosomal S6 (P-RPS6; Figura 14).
Mientras tanto, los niveles de P-RPS6 fueron mas altos que en la linea WT en la mutante
akin10-2, observandose un resultado similar en la cruza de akin10-2 con la mutante
cytc-1a (Figura 14). Esto ubica la actividad de TOR aguas abajo de SnRK1 e indica que
los cambios en los niveles de CYTc afectan la actividad de TOR a través de SnRK1.
Luego evaluamos si la activacion de la via TOR, observada tras introducir la mutacion
akin10-2, era requerida para la recuperacién del crecimiento observada en la doble
mutante cytc-1a akin10-2. Para esto, analizamos el crecimiento de las distintas lineas
en presencia del inhibidor de TOR AZD-8055. Como se muestra en la Figura 14, la
mutante cytc-7a fue relativamente menos sensible a la inhibicion por AZD-8055, como
se habia reportado previamente (Canal et al., 2024), probablemente porque la actividad
de TOR ya esta reducida en estas plantas. Ademas, la recuperacion del crecimiento
observada en la doble mutante cytc-7a akin10-2 se perdio en presencia del inhibidor de

TOR (Figura 14), indicando que TOR participa aguas abajo de SnRK1 en este proceso.
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Figura 14. La deficiencia de CYTc afecta la actividad de la via TOR a través de SnRK1. (a) Analisis por Western blot
de la fosforilacion de RPS6 en plantas WT, mutantes simples cytc-1a y akin10-2, y mutante doble cytc-1a akin10-2,
utilizando anticuerpos anti-P-RPS6. Los extractos se prepararon a partir de plantulas cultivadas durante 3,5 dias en

medio 0,5x MS, seguidos de una noche extendida (16 h) para agotar nutrientes y un tratamiento con 20 mM glucosa

62



durante 3 h para activar TOR (Xiong et al., 2013). Se utilizaron anticuerpos anti-RPS6 como control de los niveles totales
de RPSB6. Los anticuerpos anti-Actina se usaron como control de carga. A la derecha se presenta la cuantificacion de las
intensidades de banda de P-RPS6 y RPS6 total, relativas a las de las plantas WT, luego de la normalizacién con actina.
Letras diferentes indican diferencias significativas (tres experimentos independientes; P < 0,05; ANOVA). (b) Crecimiento
del hipocdtilo en plantas WT, mutantes simples cytc-1a 'y akin10-2, y mutante doble cytc-1a akin10-2, cultivadas como
en (a) y tratadas con distintas concentraciones de AZD-8055. La longitud del hipocétilo se midié con el software ImageJ.
Los asteriscos indican diferencias significativas respecto a plantas WT (n = 20; P < 0,05; ANOVA). (c) Imagenes

representativas del experimento mostrado en (b). Barra: 0,5 cm.

4.4.7 La deficiencia de CYTc afecta la actividad de la via SnRK1 a través de sefiales

energéticas

Por ultimo, nos centramos en estudiar los mecanismos subyacentes a la
activacioén de la via SnRK1 en plantas deficientes en CYTc. Dada la funcién de SnRK1
como sensor del estado energético celular (Baena-Gonzalez, 2010; Baena-Gonzalez et
al., 2007; Broeckx et al., 2016; Nukarinen et al., 2016; Wu et al., 2025), analizamos si
los cambios en los niveles de energia podrian desencadenar su activacion, utilizando
Antimicina A (AA). Este inhibidor quimico actia bloqueando la funcién del complejo Il
de la cadena respiratoria, interrumpiendo el transporte de electrones y la produccién de
ATP (De Clercq et al., 2013; Dojcinovic et al., 2005). Para confirmar el efecto del
tratamiento con AA sobre el estado energético celular, medimos el contenido de ATP,
ADP y AMP, asi como la carga energética de adenilatos (AEC) mediante HPLC (Figura
15a). Los resultados obtenidos muestran una disminucion de los niveles de ATP y AEC
como consecuencia del tratamiento con AA (Figura 15a). A su vez, este tratamiento
provoca un aumento de la actividad de ShnRK1 y una disminucién de la actividad de TOR
(Figura 15b). Por ultimo, al analizar la respuesta de la mutante cytc-7a al tratamiento
con diferentes concentraciones de AA observamos que esta presenta una menor
sensibilidad que el genotipo WT, como fue reportado previamente por Canal et al.,
(2024). La sensibilidad a AA se recupera al disminuir la actividad de SnRK1 en la cruza
con la mutante akin10-2, observandose una respuesta similar a la de las plantas WT
(Figura 15¢). En base a estos resultados, y considerando evidencias previas que indican
que las plantas deficientes en CYTc presentan una disminucion en el potencial de
membrana mitocondrial y en los niveles de ATP (Canal et al., 2024; Racca et al., 2022),
podemos proponer que el aumento en la actividad de SNRK1 observado en las mutantes
cytc podria estar vinculado a una disminucién en la produccién de energia mitocondrial.
Estudios usando otros inhibidores de la OXPHOS podrian ayudar a confirmar esta

propuesta.
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Figura 15. La alteracion del estado energético mitocondrial se asocia con cambios en la actividad de SnRK1 y
TOR. (a) Cuantificacion del contenido de ATP, ADP y AMP y de la AEC (nmol mg™ de peso fresco) en plantulas cultivadas
durante 3,5 dias en medio MS liquido, seguidos de una noche prolongada para la deplecion de nutrientes (16 h de
oscuridad) y posterior tratamiento con 90 mM sacarosa en oscuridad durante 3 h. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (n = 3 réplicas biolégicas, P < 0,05; prueba t de Student). (b) Analisis mediante Western
blot de la fosforilacion de la subunidad SnRK1a luego del tratamiento con AA en plantulas crecidas durante 6 dias en MS
0.5x agar 0,8% (p/v) y tratadas posteriormente durante 2 horas con 40 pM AA en medio MS liquido. Se utilizaron
anticuerpos anti-P-AMPK fosforilada para analizar la activacion de SnRK1 y anticuerpos anti-Actina como control de
carga. (c) Crecimiento de hipocotilos en plantas WT, mutantes simples cytc-1a y akin10-2, y doble mutante cytc-1a
akin10-2, cultivadas durante 6 dias en medio 0,5x MS/0,8% (p/v) agar y con el agregado de AA en distintas

concentraciones. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas (n = 9-17; P < 0,05, ANOVA).

4.5 DISCUSION

Segun la teoria endosimbidtica, la adquisicion de las mitocondrias esta
relacionada con el origen, el desarrollo y la diversificacion de las células eucariotas. A
lo largo de la evolucién, se establecié una compleja red de sefiales para ajustar la
funcion mitocondrial a las necesidades celulares y, a su vez, adaptar los procesos
celulares en funcion del estado mitocondrial (Picard & Shirihai, 2022; Welchen et al.,
2021). Estas sefales se clasifican en dos categorias generales: anterégradas, que se
originan en otras partes de la célula y modulan la funcién o la composicion mitocondrial,
y retrogradas, que comunican el estado de las mitocondrias al resto de la célula,
activando respuestas adaptativas (Ng et al., 2014). Considerando las funciones
candnicas de las mitocondrias, es probable que sefales metabdlicas, redox y asociadas
al estado energético —entre otras— participen en la sefalizacién retrograda. Sin
embargo, los mecanismos moleculares mediante los cuales los cambios en la
homeostasis mitocondrial se transmiten al resto de la célula estan lejos de estar
completamente dilucidados. En este trabajo mostramos que una deficiencia en el

componente de la cadena respiratoria CYTc activa la expresion de genes relacionados
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con las respuestas al estrés, lo que sugiere un posible rol del CYTc en la tolerancia al
estrés en plantas. La tolerancia al estrés puede evaluarse mediante la supervivencia o
el crecimiento de las plantas en condiciones adversas (Skirycz et al., 2011). En nuestro
caso, observamos que el crecimiento de las plantas deficientes en CYTc se ve
relativamente menos afectado que el de las plantas WT en presencia de manitol en el
medio. Esto podria deberse a la activacién basal de genes de respuesta al estrés
observada en las mutantes cytc. De hecho, los cambios transcripcionales en plantas
deficientes en CYTc se superponen significativamente con los de plantas cultivadas en
presencia de concentraciones no letales de manitol. Ademas, la activacion de
programas de respuesta al estrés, conocidos por impactar en el crecimiento vegetal (
He et al., 2022b), podria contribuir parcialmente al crecimiento reducido de las plantas

deficientes en CYTc bajo condiciones normales.

Una activacion de las respuestas a estrés y un crecimiento reducido fueron
previamente observados al analizar plantas con mutaciones que afectan los niveles de
otros componentes de la cadena respiratoria, asi como después de bloquear el
transporte electrénico mitocondrial mediante inhibidores quimicos (Belt et al., 2017; De
Clercq et al., 2013; Fromm et al., 2016; Geisler et al., 2012; Gleason et al., 2011; Keren
et al., 2012; Koprivova et al., 2010; Meyer et al., 2009; Ng et al., 2013a; Yang et al.,
2024, 2022; Yuan & Liu, 2012; Zsigmond et al., 2024). En la mayoria de los casos, si no
en todos, esto estuvo acompanado de la induccidén de genes que codifican componentes
alternativos de la cadena respiratoria y de otros genes involucrados en la sefializacion
retrbgrada mitocondrial (MRR) canonica, controlada por ANACO017 y factores de
transcripcion relacionados (De Clercq et al., 2013; Ng et al., 2013a). Durante mucho
tiempo se asumié —y fue demostrado recientemente— que un aumento en la
produccion de ROS mitocondriales activa la MRR candnica (Khan et al., 2024)
generalmente como consecuencia de la fuga de electrones desde componentes
reducidos de la cadena respiratoria (Huang et al., 2016). De manera notable, nosotros
encontramos que AOX7a y otros genes controlados por ANACO17 no se inducen en
plantas deficientes en CYTc, las cuales ademas presentan niveles de ROS normales o

incluso reducidos.

Aun asi, se observo previamente un leve aumento en la actividad de la via AOX
y en la derivacion de electrones hacia esa via en rosetas de plantas deficientes en CYTc
cultivadas en condiciones de dia largo similares a las empleadas aqui (Florez-Sarasa et
al., 2021). Por lo tanto, las plantas deficientes en CYTc pueden ajustar su metabolismo
respiratorio sin activar de manera marcada la MRR canonica. No obstante, los cambios

transcripcionales observados indican que probablemente se vean afectadas otras vias
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de sefalizacion. De hecho, establecimos una relacidn causal entre las caracteristicas
fenotipicas y metabdlicas de las plantas deficientes en CYTc y la actividad de la via de
sefializacion de SnRK1. Observamos que las plantas deficientes en CYTc, en particular
las mutantes cytc-1b cytc-2a, cytc-1b cytc-2b y cytc-1a, presentan niveles aumentados
de la forma fosforilada de la subunidad SnRK1a y de transcriptos de DIN6, marcadores
asociados a la activacion de SnRK1 (Baena-Gonzalez et al., 2007; Crozet et al., 2010;
Shen et al., 2009; Shin et al., 2017). Ademas, la pérdida de funcién de KIN70, uno de
los genes que codifican la subunidad SnRK1a, mejor6 de manera marcada el
crecimiento de las plantas mutantes en CYTC-7, reduciendo a la vez la fosforilacion de
SnRK1a y los niveles de expresion de DIN6. La subunidad SnRK1a esta codificada por
tres genes (KIN10—12), pero so6lo KIN10 y KIN11 se expresan en niveles relevantes,
siendo KIN10 el que presenta una expresién ligeramente mayor (entre 10 y 100% segun
el érgano) (http://travadb.org/; Klepikova et al., (2016). Si bien las mutantes simples en
estos genes no muestran alteraciones fenotipicas evidentes (Nukarinen et al., 2016), la
mutante doble no es viable (Baena-Gonzalez et al., 2007), lo que revela la existencia de
un alto grado de redundancia entre ambos genes. Sin embargo, se ha demostrado que
las mutantes simples en KIN10 presentan alteraciones en la fosforilacion del factor de
transcripcion bZIP63 durante la respuesta a la escasez de energia (Mair et al., 2015).
Ademas, la mutacion de KIN70 elimina los defectos de crecimiento de la raiz de las
mutantes snrk2 (Belda-Palazéon et al.,, 2020, 2022), afecta la formacién de raices
laterales bajo condiciones de limitacion energética (Muralidhara et al., 2021), revierte
defectos de desarrollo en plantas con funcién reducida de TPS17 (Zacharaki et al., 2022)
y atenua la induccion de la autofagia y de DIN6 en mutantes flz14 (Yang et al., 2023).
En conjunto, estos antecedentes indican que la funcidon de KIN10 puede adquirir
especial relevancia en condiciones en las que la actividad de SnRK1 se encuentra

elevada, como ocurre en las plantas deficientes en CYTc.

El hecho de que la mutacion en KIN10 restablezca el crecimiento en condiciones
normales, asi como la sensibilidad al manitol, sugiere que el desempefio de las plantas
deficientes en CYTc en ambas condiciones se debe a la activacion de SnRK1, lo que
proporciona un mecanismo de transduccion de determinados cambios en la actividad
mitocondrial en respuestas de crecimiento en tolerancia a estrés (Figura 16a-f). La via
de SnRK1 es conocida por restringir el crecimiento como estrategia para evitar una
disminucion excesiva de carbono o de nutrientes (Margalha et al., 2019; Peixoto &
Baena-Gonzalez, 2022). Ademas, se propuso que SnRK1 actuaria por encima de TOR
(Belda-Palazén et al., 2020, 2022; Nukarinen et al., 2016; Soto-Burgos & Bassham,
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2017), lo cual concuerda con que las plantas deficientes en CYTc presentan una menor

actividad de la via TOR, que se restituye cuando KIN710 esta mutado.

Se han reportado o propuesto previamente conexiones entre la funcion
mitocondrial y SnRK1. Por un lado, la actividad de SnRK1 influye en distintos aspectos
del metabolismo mitocondrial en condiciones de escasez de carbono (Pedrotti et al.,
2018; Wurzinger et al., 2018), que constituye una respuesta anterégrada. Ademas,
SnRK1a1 (KIN10), pero no SnRK1a2 (KIN11), interactia con el componente del médulo
quinasa del complejo Mediator, COKE1/CDK8/RAO1, implicado tanto en la sefializacion
retrograda mitocondrial como en respuestas generales al estrés (Ng et al., 2013b).
También, las mutaciones en kin10y kin11 rescatan parcialmente la letalidad en plantulas
de las mutantes en AtTIM21/SD3, que codifica un posible receptor de importacion
proteica mitocondrial (Hamasaki et al., 2019). Por otra parte, FLZ14, que interactua con
SnRK1 e inhibe su activacion por fosforilacion, se localiza en la superficie de la
mitocondria (Yang et al., 2023; Zhao et al., 2025). En conjunto, estos datos indican la
existencia de vias y sefiales que conectan a SnRK1 con la mitocondria, lo cual resulta
coherente con su rol en el metabolismo energético. En el caso de CYTc, es notorio que
no solo los defectos en esta proteina provocan un aumento en la actividad de la via de
SnRK1, sino que, ademas, un incremento en los niveles de CYTc atenua dicha actividad,
sobre todo en plantas que sobreexpresan KIN10. Esta menor activacion —evaluada
mediante la fosforilacion de SnRK1a y la expresién de DIN6— no se relaciona con
cambios en los niveles de transcripto ni de proteina KIN10 (Figura 10k), lo que indica

que los niveles de CYTc modulan la actividad de SnRK1 y no sus niveles.

AUTOFAGIA
Respuestas a Estres

Y

Figura 16. Modelo de la conexion entre los niveles de CYTc y las respuestas de crecimiento y estrés. Bajo

condiciones normales (izquierda), CYTc —probablemente actuando como un componente de la OXPHOS— ejerce una
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represion sobre la actividad de SnRK1, permitiendo asi la activacién de TOR y el crecimiento vegetal. Una disminucion
en los niveles de CYTc (derecha) activa SnRK1, lo que conduce a la inhibicion del crecimiento y a la activacién de la
autofagia y de las respuestas al estrés. Dado que las condiciones de estrés afectan la funcién mitocondrial, se puede
considerar que los procesos dependientes de CYTc forman parte de una sefial que modula el equilibrio entre el

crecimiento y las respuestas de estrés a través de SnRK1.

En relacion con la conexién entre los niveles de CYTc y las respuestas de
crecimiento y estrés a través de la via de SnRK1, dado que las plantas deficientes en
CYTc presentan una disminucién en la produccion de ATP y en el potencial de
membrana interna (Canal et al., 2024; Racca et al.,, 2018, 2022), sin un aumento
evidente en los niveles de ROS, proponemos la participacién de sefiales vinculadas a la
produccion energética mitocondrial. Esta hipétesis implica que la via de SnRK1 en
plantas responderia a cambios en la disponibilidad energética celular, aun cuando
SnRK1, en plantas, no parece activarse alostéricamente por AMP o ADP como su
homodloga animal AMPK (Emanuelle et al., 2015). En este sentido, si bien nuestros
resultados muestran que la actividad de las vias SnRK1 y TOR podria estar vinculada a
la produccion de ATP mitocondrial (Figura 16), son necesarios estudios mas exhaustivos
para confirmar esta hipétesis, ya que, en plantas, la actividad de SnRK1 se ha asociado
principalmente con la disponibilidad de recursos de carbono a través de sus efectos
sobre los niveles de trehalosa-6-fosfato (Baena-Gonzalez & Lunn, 2020; Zhang et al.,
2009). Es importante destacar que, en nuestras condiciones experimentales, las
reservas de carbohidratos fueron similares a las de las plantas WT en las mutantes
deficientes en CYTgc, lo que indica que la activacién de SnRK1 en estas plantas no se
debe a una limitacion de carbono. A partir de estos parametros, puede postularse que,
ademas de las reservas de carbono, la célula vegetal monitorea el uso de esas reservas
para la produccion de energia, ajustando el crecimiento mediante la via de SnRK1 en
funcion de esto. En este escenario, una disfuncion leve del sistema OXPHOS
desencadenaria una senal que desvincularia el estado de activacion de SnRK1 de la
disponibilidad de carbono. En cambio, una disfuncion mas severa activaria la
senalizacion retrograda mitocondrial candénica (MRR), promoviendo mecanismos
adaptativos adicionales. La activacion de ANACO017, por ejemplo, también provoca
penalizaciones en el crecimiento en condiciones normales, pero mejora el desempeno
de las plantas bajo estrés (He et al., 2022a; Meng et al., 2019; Van Aken et al., 2016).
En definitiva, la respuesta de las plantas dependera de la integracién de multiples
sefales relacionadas con la funcién mitocondrial, que probablemente interactian con
sefales provenientes de otros compartimentos celulares para optimizar el desempefio

ante distintas condiciones.
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46 CONCLUSIONES

En este capitulo realizamos un andlisis de los cambios globales en la expresion
génica que se producen como consecuencia de una deficiencia de CYTc. Observamos
que esto provoca cambios similares a los observados tras tratamientos con inhibidores
de la OXPHOS, la regulacioén a la baja de la actividad del complejo V y los originados al
someter las plantas a un estrés osmotico leve. Cabe destacar que en el caso de la
deficiencia de CYTc, estos cambios no implican una activacién general de la MRR
canodnica. En cambio, demostramos que la alteracion de los niveles de CYTc afecta la
actividad de la via dependiente de SnRK1 y que ello se relaciona con las modificaciones
en el crecimiento observadas tanto en condiciones normales como bajo estrés por
manitol en estas plantas. Nuestros resultados establecen una conexion entre la funcion
mitocondrial y la actividad de SnRK1 que, junto con otras vias de sefalizacion, puede
funcionar en la modulacion del crecimiento de las plantas y de las respuestas al estrés

en funcion de la disponibilidad de energia y nutrientes.
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CAPITULO 2:

‘IMPACTO DE LA DEFICIENCIA DE CYTC EN LOS AJUSTES
METABOLICOS VINCULADOS A LAS RESPUESTAS A
ESTRES”
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5 CAPITULO 2

51 INTRODUCCION
Los nuevos escenarios relacionados al cambio climatico nos han llevado a

profundizar en el estudio de herramientas que nos permitan entender cdmo las plantas
se adaptan a ambientes cada vez mas variables y restrictivos, generando
reconfiguraciones metabdlicas que permitan mantener la homeostasis energética (Xu &
Fu, 2022). Los mecanismos de adaptacion de las plantas a condiciones de estrés
abiotico han sido motivo de estudio a lo largo de los anos, y se los ha relacionado tanto
con plasticidad fenotipica vinculada al metabolismo del almidén (Fettke & Fernie, 2025),
como con la acumulacion de prolina y otros aminoacidos, asi como azucares (Gurrieri
et al., 2020; Saddhe et al., 2021; Wang et al., 2015; Yu et al., 2025). Estas respuestas
metabdlicas se encuentran acompafadas por una reconfiguracion transcripcional y un
incremento de la actividad enzimatica (Usadel et al., 2008, p. 20), las cuales dependen
tanto del tipo de estrés como de la especie vegetal considerada (Krasensky & Jonak,
2012).

Las respuestas al estrés en las plantas ocurren a distintos niveles de
organizacién e incluyen ajustes celulares estructurales asociados al sistema de
membranas, modificaciones de la pared celular y cambios metabdlicos orientados a
mantener la estabilidad y la homeostasis celular (Krasensky & Jonak, 2012). En este
contexto, el papel de la mitocondria ha sido ampliamente estudiado. Por ejemplo, se ha
demostrado que el estrés térmico provoca alteraciones significativas en estas organelas,
incluyendo cambios en la ultraestructura mitocondrial, acumulaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y redistribucién de cardiolipina, un lipido necesario para el
mantenimiento de la estructura mitocondrial (Wang et al., 2024). En relacién con la
acumulacion de ROS como consecuencia del estrés mitocondrial, en estas condiciones
se activa la sefalizacién retrégrada mediante los factores de transcripcion ANACO017'y
ANACO013, lo que conduce a la induccién de la via de la oxidasa alternativa (AOX),
contribuyendo a la modulacién de la respuesta metabdlica al estrés (Giraud et al., 2009;
Ng et al., 2013a; Van Aken & Pogson, 2017). Por otra parte, se ha propuesto que la
disfuncidén mitocondrial esta intimamente relacionada con el metabolismo del carbono,
incluyendo la inhibicién de la glucdlisis y la induccién de la via alternativa de la malato
deshidrogenasa citosolica (Busi et al., 2011). Asimismo, el tratamiento con rotenona, un
inhibidor del Complejo | mitocondrial, modifica los niveles de aminoacidos y acidos
organicos, con una marcada disminucion temprana de 2-oxoglutarato, aspartato y
glutamina (Garmier et al., 2008), lo que evidencia una fuerte conexién entre la actividad

mitocondrial y la remodelacion de distintas vias metabdlicas.
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Como se ha descripto en el capitulo anterior, el citocromo ¢ (CYTc) es una
pequefia hemoproteina localizada en el espacio intermembrana cuya funcién canédnica
es la de transportar electrones entre el Complejo Il y el Complejo IV de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial y se encuentra estrechamente relacionado con el
crecimiento y el desarrollo de las plantas(Canal et al., 2024; Racca et al., 2018; Welchen
et al., 2012). Un estudio de los niveles de respiracion y de particion de electrones entre
la via dependiente de CYTc y la via alternativa en rosetas de plantas deficientes en
CYTc indicé que, bajo determinadas condiciones, se produce una leve disminucién de
la respiracion a expensas de la respiracion alternativa (Florez-Sarasa et al., 2021). Esto
sugiere que, ante la deficiencia de CYTc, las plantas activan mecanismos regulatorios
que limitan el consumo de carbono por parte de la respiraciéon. En concordancia con
esto, las mutantes en ambos genes CYTC acumulan mayores cantidades de almidén y

carbohidratos durante el periodo de iluminacién (Racca et al., 2018).

A diferencia de las mutantes en CYTC-1, las plantas deficientes en CYTC-2 no
presentan cambios fenotipicos aparentes en comparacion con las plantas WT (Welchen
et al., 2012). Sin embargo, estudios detallados de la region promotora de este gen han
demostrado que, a diferencia del promotor de CYTC-1, el promotor de CYTC-2 adquirié
dos dominios regulatorios tras la duplicacién génica (G-BOXy ACGT), los cuales se han
asociado con respuestas a sefiales ambientales (Welchen et al., 2009). Estos hallazgos
se complementan con estudios basados en fusiones de los promotores unidos al gen
reportero GUS, que mostraron que las regiones aguas arriba de los genes CYTC-
1y CYTC-2 dirigen patrones de expresién parcialmente diferentes, sugiriendo que
CYTC-1 estaria predominantemente asociado a procesos de crecimiento y desarrollo,
mientras que CYTC-2 podria cumplir un rol mas relevante en respuestas a estrés
(Welchen & Gonzalez, 2005). No obstante, resultados recientes demostraron que la
mutacién del gen CYTC-1 incrementa la actividad basal de SnRK1, una via central de
respuesta a estrés que se activa por multiples estimulos, tales como hambreado de
carbono, calor e hipoxia (Baena-Gonzalez et al., 2007; Chan et al., 2017; capitulo 1 de
esta Tesis, Coronel et al., 2025; Eom et al., 2024; Gutierrez-Beltran et al., 2021). Estos
resultados indican que la relacion entre CYTc y la respuesta al estrés podria ser mas
amplia y compleja de lo que analizamos hasta el momento y no restringirse
exclusivamente a la regulacién transcripcional de CYTC-2. En concordancia con esta
idea, se ha reportado que los genes que codifican CYTc presentan patrones de
expresion diferencial frente a distintos tipos de estrés abidtico como frio, calor y
radiacion UV-B (Welchen et al., 2009; Welchen & Gonzalez, 2016). Adicionalmente, se

ha sugerido que, bajo condiciones de estrés térmico, el CYTc podria ser capaz de salir
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de la mitocondria, como consecuencia de sefales dependientes de calcio,
desencadenando respuestas que afectan la dinamica de acidos nucleicos y proteinas,
el metabolismo del carbono y la regulacion de la muerte celular programada, mostrando
una estrecha relaciéon entre CYTc y los cambios metabdlicos en respuesta a estrés
(Dourmap et al., 2020; Martinez-Fabregas et al., 2013; Vacca et al., 2006; Wagner et

al., 2016). Sin embargo, muchos de estos procesos aun se encuentran bajo estudio.

La reestructuracién metabdlica en las plantas bajo condiciones de estrés también
depende, en gran parte, de la actividad hormonal. Por ejemplo, se ha reportado que el
receptor de auxinas TIR1, a través de HSP90, mejora la respuesta a auxinas en altas
temperaturas y que genes blancos como los SAUR se regulan positivamente ante estrés
térmico (Franklin et al., 2011; Musazade et al., 2025; Wang et al., 2016). Ademas, se
reportdé que la aplicacion exdégena de auxinas podria atenuar el estrés por sequia,
asociandose con un aumento en la acumulacién de aminoacidos como la leucina y
diferentes azucares (Shi et al.,, 2014), lo que sugiere un rol de las auxinas en la
modulacion del metabolismo primario bajo condiciones de estrés. Por otra parte, en
condicién control, el tratamiento con giberelinas modula el contenido de aminoacidos,
nitrato, malato y fumarato, metabolitos asociados al crecimiento y desarrollo en
Arabidopsis (Ribeiro et al., 2012). En contraste, se ha demostrado que una mayor
resistencia a estrés térmico en Arabidopsis se encuentra intimamente relacionada a la
acumulacion de proteinas DELLA (Zhang & Wang, 2011), destacando el rol de la
sefalizacién de giberelinas en la adaptacion al estrés. Finalmente, el acido abscisico
(ABA) se ha implicado como mediador central en las respuestas de las plantas a
diversos tipos de estrés, asociado al metabolismo de oligosacaridos como la rafinosa 'y

de biosintesis de aminoacidos (Urano et al., 2009).

En este contexto, Welchen et al. (2021) presentaron una descripcion detallada
de las vias hormonales que podian verse moduladas por cambios en la funcion
mitocondrial, en relacion con el crecimiento y las respuestas a estrés. Si nos detenemos
en CYTc, nuestro objeto de estudio, trabajos recientes han demostrado que el fenotipo
de las plantas deficientes en CYTc depende, al menos en parte, de la actividad de la via
de giberelinas, como consecuencia de un aumento en el contenido de proteinas DELLA
(Racca et al., 2018). Por otro lado, se ha demostrado que CYTc modula la sensibilidad
a ABA durante la germinacién, actuando en relacion con el factor de transcripcion
ABSCISIC ACID INSENSITIVE 4 (ABl4). En este contexto, ABA reprime la expresion de
CYTC-2 mediante la union de ABI4 a una regién especifica de su promotor, necesaria
para la regulacion negativa del gen. Estos resultados posicionan a CYTC-2 como un

componente aguas abajo de la sefalizacion de ABA—-ABI4 y revelan un mecanismo por
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el cual una via hormonal asociada a estrés controla la expresion de un componente
mitocondrial clave. Sin embargo, aunque este trabajo establece una conexién directa
entre CYTc, ABA y la germinacién, el rol de esta interaccion en respuestas metabdlicas

y fisiolégicas al estrés en etapas post-germinativas alin permanece poco explorado.

Teniendo en cuenta observaciones previas que reportan una mayor tolerancia
de plantas deficientes en CYTc a distintas condiciones de estrés, como el hambreado
de carbono y el estrés osmético (Canal et al., 2024; capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et
al., 2025), asi como el incremento en la actividad de la via de SnRK1 en estas plantas
(capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et al., 2025), resulta relevante analizar de qué manera
la deficiencia de CYTc modula los ajustes metabdlicos asociados a la respuesta al

estrés.
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5.2 OBJETIVOS

1.

2.

Profundizar la caracterizacidon de plantas con niveles alterados de CYTc, de
modo de determinar el papel de esta hemoproteina en procesos tales como
el crecimiento y la proliferacion celular y el desarrollo de 6rganos.

Analizar si los cambios en los niveles de CYTc generan alteraciones en la
actividad de vias hormonales durante los procesos mencionados en el punto
anterior. Dilucidar a qué nivel de estas vias impacta la alteracion en los

niveles de CYTc.
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5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Condiciones de crecimiento

En este capitulo se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ecotipo
Columbia (Col-0). Las mutantes simples en CYTC-1 (cytc-1a, cytc-1b) y las mutantes
dobles en CYTC-1y CYTC-2 (cytc-1b cytc-2a y cytc-1b cytc-2b) fueron descritas en
trabajos previos (Racca et al., 2018; Welchen et al., 2012).

5.3.1.1 Oscuridad extendida

Plantulas WT, cytc-1a, cytc-1b, cytc-1b cytc-2a y cytc-1b cytc-2b se cultivaron
durante 10 dias en placas de Petri con medio MS suplementado con agar 1% y sacarosa
1% (Figura 17a). Posteriormente, se transfirieron a sustrato comercial (MECPLANT
TABACO, MECPLANT, https://mecplant.com.br/produto/tabaco/) donde crecieron bajo

fotoperiodo de dia corto (8 h de luz/ 16 h de oscuridad, 60% de humedad relativa con

un flujo fotonico de 150 pmol de fotones m? s™') durante 3 semanas y se expusieron a
9 dias de oscuridad prolongada en la misma camara de crecimiento, seguidos de 3 dias
de recuperacioén bajo las condiciones iniciales de iluminacién. Para definir los puntos de
muestreo, realizamos mediciones de Fv/Fm a lo largo del tratamiento. Este parametro
indica la eficiencia maxima del PSII (es decir, la proporcién de luz absorbida por el PSII
que se convierte en energia quimica; (Baker et al., 2007) (ver seccién 5.3.2). Las
muestras se recolectaron en tres puntos experimentales: control (C), oscuridad (O) y
recuperacion (R). La colecta se realizé a la mitad del dia en cada condicion. Las plantas
fueron fotografiadas en cada punto de colecta y la cuantificacion del area de roseta se

realizé utilizando el software ImageJ.

5.3.1.2 Estrés térmico

Como se detalla en la Figura 17b, plantas WT, cytc-1b cytc-2a 'y cytc-1b cytc-2b
fueron cultivadas durante 8 dias en placas de Petri con medio MS suplementado con
agar 1% y sacarosa 1%. Posteriormente, fueron transferidas a sustrato comercial
(MECPLANT TABACO, MECPLANT, htips://mecplant.com.br/produto/tabaco/) y

cultivadas durante 10 dias bajo dia neutro (12 h de luz / 12 h de oscuridad, 60% de

humedad relativa con un flujo foténico de 150 umol de fotones m=2 s™). Luego, el material
fue dividido en dos grupos experimentales: —GA (sin tratamiento con giberelinas) y +GA
(tratadas con la hormona). Las plantas del grupo +GA se pulverizaron cada dos dias

con una solucién de acido giberélico (GAz, 20 M) suplementada con Tween-20 0,1%
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(v/v), mientras que las plantas —GA recibieron agua suplementada con 0,1% Tween-20

como control.

Ambos grupos se sometieron a cuatro condiciones de temperatura:

° Control (C): 23 °C durante 10 dias previo al tratamiento térmico.
° Estrés térmico (HS): 6 h de exposicién a 38 °C.
° Recuperacion (R): 24 h a 23 °C posteriores al tratamiento de HS.

° Alta temperatura (28°C): 3 dias de exposicion a 28 °C

Los tratamientos hormonales se realizaron Unicamente durante la condicion
control. Las muestras se recolectaron a mitad del fotoperiodo en cada caso, se
congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a —80 °C hasta su procesamiento.
Las plantas fueron fotografiadas para analisis fenotipico y las imagenes obtenidas se

analizaron utilizando el software ImageJ.
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Figura 17. Imagen representativa de los experimentos realizados. (a) Tratamiento de oscuridad extendida. Plantas
WT, cytc-1a, cytc-1b, cytc-1b2a y cytc1b2b fueron cultivadas durante 10 dias en placas de Petri con medio MS
suplementado con 1% agar y 1% sacarosa. Posteriormente, fueron transferidas a macetas y cultivadas durante 3
semanas en condiciones de dia corto (8 h de luz/16 h de oscuridad) (C), seguidas por 9 dias de oscuridad extendida (O)
y, finalmente, 3 dias de reiluminacién (R). (b) Esquema representativo del experimento de estrés térmico. Plantas WT,
cytc-1b2a y cytc-1b2b fueron cultivadas durante 8 dias en placas de Petri con medio MS suplementado con 1% agar y
1% sacarosa y, posteriormente, transferidas a macetas y mantenidas a 23°C durante 10 dias. A continuacion, las plantas
fueron separadas en 2 grupos y mantenidas durante 3 dias: alta temperatura (28°C) y control (C). Al finalizar el
tratamiento, se tomaron ambas muestras. Ademas, un grupo de las plantas control fue transferido a otra camaray, al dia
siguiente, se aplicé un tratamiento térmico de 6 h a 38°C (HS) seguido por un dia de recuperacién en las condiciones

control (R). Durante todo el experimento se realizaron dos grupos experimentales, -GA 'y +GA, correspondientes a plantas
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sin tratar y tratadas con GA; (20 pM) respectivamente. Las plantas fueron tratadas con hormona unicamente durante los

primeros 10 dias de siembra. Se tomaron un total de 6 muestras por cada genotipo: -GA (C, HS, R) y +GA (C, HS, R).

5.3.2 Eficiencia cuantica maxima del PSIl (Fv/Fm)

La fluorescencia de clorofila se midi6é utilizando un analizador de rendimiento
fotosintético (MINI-PAM Il, Walz, Alemania). Las plantas fueron previamente
aclimatadas durante 2 horas en oscuridad previo a la adquisicion de los datos. La
fluorescencia inicial (minima) del PSIl en estado adaptado a la oscuridad (Fy) y la
fluorescencia maxima del PSIlI en estado adaptado a la oscuridad (F,) se determinaron
mediante pulsos de saturacién, siguiendo el procedimiento descrito por (Maxwell &
Johnson, 2000). A partir de estos valores, se calculé el rendimiento cuantico maximo del
PSII (Fv/F,) como (F., — Fo)/F.,. Todas las mediciones de fluorescencia se realizaron
siempre sobre la misma hoja y a la mitad del fotoperiodo correspondiente al tratamiento,

aun cuando las determinaciones se efectuaron en oscuridad.

5.3.3 Extraccion de material para analisis metabodlicos

El protocolo de extraccién fue adaptado de (Lisec et al., 2006). Brevemente, se
utilizaron aproximadamente 30 mg de peso fresco de tejido vegetal colocados en tubos
de rosca de 2 mL resistentes a altas temperaturas. A cada muestra se adicionaron 500
ML de metanol puro. Las muestras se homogeneizaron y se incubaron durante 20
minutos a 80°C en un termomixer a 750 rpm. Luego, se dejaron enfriar y se centrifugaron
a 13500 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se transfirié a un tubo
de 2 mL, conservando el pellet para posteriores analisis de proteinas y almidén. Se
realiz6 una cuantificacién de clorofilas antes de continuar con la extraccion. Al
sobrenadante se adicionaron 260 pL de cloroformo y 525 pL de agua destilada.
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 13500 rpm durante 10 minutos a 4°C y la
fase superior (acuosa) fue cuidadosamente transferida a un nuevo tubo y almacenada
a —20°C hasta su analisis. La fraccion obtenida fue utilizada para la cuantificacién de
glucosa, fructosa, sacarosa y aminoacidos. El pellet remanente se lavd con etanol 70%

y se empled para la determinacién de proteinas totales y almidén.
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5.3.4 RT-GPCR

El ARN total se extrajo utilizando TRIzol® siguiendo el protocolo de (Barrios &
Gouveia, 2023) adaptado a muestras con alto contenido de metabolitos secundarios.
En resumen, a 30 mg de tejido fresco se le agregaron 500 pL de TRIzol y 30 mg de
PVPP, seguido por una separacion de fases con cloroformo frio y centrifugacion para
aislar la fase acuosa. Posteriormente, se practicO una segunda extraccién con
cloroformo para mejorar la pureza del ARN. La precipitacion se efectud con isopropanol
frio y se incubd a —80 °C, seguida de dos lavados consecutivos con etanol al 75%. El
pellet se resuspendié en agua tratada con DEPC y se traté con DNasa para eliminar el
ADN genoémico. La integridad del ARN se verific6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) y la concentracion se determiné con un espectrofotdmetro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). A partir de 1 ug de ARN total, se realizd la
transcripcién reversa utilizando un cebador oligo(dT) y el kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific), segun las instrucciones del fabricante.
Las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) se efectuaron en placas
de 96 pocillos (Applied Biosystems) utilizando el kit de reaccion SybrMaster (Cellco
Biotech). Los cebadores seleccionados fueron previamente validados por curva
estandar (eficiencia entre 90-110%). Por ultimo, los valores de Ct se normalizaron
utilizando los genes de referencia TIP41 y MON1 en los experimentos de oscuridad
extendida, y TIP41y UBC9 para el analisis de las muestras sometidas a estrés térmico
(Ver Tabla 2 para mayor detalle de los oligonucleétidos utilizados). Los niveles relativos

de transcripto se calcularon mediante el método AACH.

5.3.5 Analisis de estructuras tipo autofagosomas

El analisis de autofagia se realiz6 mediante microscopia confocal utilizando la
linea reportera 35S::GFP-ATG8a en fondos WT y cyfc-1a. Plantas de 4 dias cultivadas
en medio MS suplementado con 1% agar fueron transferidas a MS liquido en
condiciones control o suplementado con GAs; (10 o 100 pM) durante 24 h.
Posteriormente, el material se dividi® en dos grupos experimentales: control, cuyas
plantas fueron visualizadas inmediatamente, y HS, expuestas a un tratamiento térmico
de 4 h. Las imagenes se adquirieron en la capa externa de la raiz utilizando un
microscopio confocal Leica TCS SP8 con un objetivo seco 20x%, empleando longitudes
de excitacion y deteccion de 488 y 498-531 nm, respectivamente. Las imagenes
originales se utilizaron para cuantificar el nimero de autofagosomas con el software Fiji
(Schindelin et al., 2012).
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5.3.6 Analisis por Western Blot

El analisis por Western Blot se realizd utilizando extractos proteicos totales. Se
molieron 30 mg de material vegetal en nitrégeno liquido y se extrajeron con 60 L de
tampon Laemmli 2x suplementado con un inhibidor de fosfatasas (PhosSTOP; Roche),
un inhibidor de proteasas (cOmplete; Roche) y 0,2 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
Las proteinas se desnaturalizaron a 95°C durante 5 min y luego se centrifugaron a
12000 g durante 10 min. Posteriormente, 10 pyL del sobrenadante se separaron en un

gel SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.

Las membranas se hibridaron con anticuerpos de conejo contra Fosfo-AMPKa
(Thr172) (#4188; Cell Signaling Technology; dilucion 1:10 000), GAPC1/2 (AS15 2894,
Agrisera; dilucion 1:5000) o actina (AS13 2640, Agrisera; dilucion 1:10 000), seguido de
la deteccidn con anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo conjugados con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (Agrisera; dilucién 1:50 000) y el sustrato quimioluminiscente

SuperSignal West Pico (Thermo Fisher Scientific).

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Oscuridad extendida

5.4.1.1 Las plantas deficientes en CYTc presentan una menor susceptibilidad frente a
periodos prolongados de oscuridad.

Se ha reportado que las plantas que son sometidas a periodos prolongados de
oscuridad presentan una marcada disminucién de los pigmentos fotosintéticos,
activacion de programas de senescencia y degradacién del aparato fotosintético
(Weaver & Amasino, 2001). En concordancia con estos antecedentes, en nuestros
experimentos las plantas WT mostraron fuertes alteraciones luego del tratamiento de
oscuridad extendida (Figura 18a), evidenciadas por una disminucién de los valores de
Fv/Fm, parametro asociado con la actividad fotosintética (Eckstein et al., 2021; Zhu et
al., 2022). Asimismo, luego de 9 dias de oscuridad, las plantas WT presentaron signos
evidentes de senescencia y no fueron capaces de recuperarse por completo tras 3 dias

de reiluminacion, lo que se reflejé en una disminucion significativa del area de roseta
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(Figura 18b-c). En contraste, las plantas deficientes en CYTc, tanto las mutantes dobles
cytc-1b cytc-2a y cytc-1b cytc-2b, como las mutantes simples cyfc-1a y cyfc-1b,
mostraron valores de Fv/Fm significativamente mas altos en comparacién con las
plantas WT luego de 9 dias de oscuridad (Figura 18a). Ademas, se observé un aumento
mas pronunciado de este parametro luego de 3 dias de reiluminacién (Figura 18a), lo
que podria indicar que las mutantes cyfc no so6lo presentan una menor susceptibilidad
durante el tratamiento de oscuridad, sino que también son capaces de recuperarse mas

rapido luego del periodo de estrés.
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Figura 18. La deficiencia de CYTc aumenta la tolerancia a la oscuridad extendida. (a) Eficiencia cuantica maxima
del PSII (Fv/Fm) en plantas WT y deficientes en CYTc (mutantes dobles cytc-1b cytc-2a y cytec-1b cytc-2b, y mutantes
simples cytc-1a 'y cytc-1b) antes del tratamiento de oscuridad (TO), durante el tratamiento (dias 3, 6y 9) y después de 3
dias de re-iluminacion (R3D), cultivadas como se detalla en el inciso 5.3.1.1. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y entre genotipos en cada condicion comparados con las
plantas WT (en cada punto del eje X). ns: no significativo (p < 0.05, ANOVA de dos vias; n = 4 réplicas bioldgicas). (b)
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Cuantificacion del area de roseta de plantas WT y deficientes en CYTc (mutantes dobles cytc-1b cytc-2a 'y cytc-1b cytc-
2b, y mutantes simples cytc-1a y cytc-1b) luego de 30 dias de crecimiento en dia corto (8 h de luz/ 16 h de oscuridad),
seguidos de 9 dias de oscuridad extendida y 3 dias de re-iluminacion (C, Oy R respectivamente). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y entre genotipos en cada condicion
comparados con las plantas WT (en cada punto del eje X). ns: no significativo (p < 0.05, ANOVA de dos vias; n = 4-5).
(c) Imagen representativa del tamafio de roseta medido bajo condiciones Control (C), Oscuridad (D) y Recuperacion (R).
(d) Cuantificacion del contenido total de pigmentos fotosintéticos en plantas WT y deficientes en CYTc (mutantes dobles
cytc-1b cytc-2a y cytc-1b cytc-2b, y mutantes simples cytc-1a y cytc-1b) en condiciones Control (C), Oscuridad (O) y
Recuperacioén (R). Para mayor detalle ver inciso 5.3.1.1.De izquierda a derecha: clorofila a, clorofila b, contenido total de
clorofilas (a+b), relacion clorofila a/clorofila b y carotenoides, relativizados al contenido de masa fresca (MF). Las
comparaciones se realizaron entre las mutantes dobles y las plantas WT (arriba), y entre las mutantes simples y las
plantas WT (abajo). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y
entre genotipos en cada condicién comparados con las plantas WT (en cada punto del eje X) (p < 0.05, ANOVA de dos
vias; n = 4-5 réplicas bioldgicas).

Uno de los principales procesos afectados durante el tratamiento de oscuridad
prolongada es la senescencia, que esta intimamente relacionada con la actividad del
PSIl y el contenido de pigmentos fotosintéticos (Weaver & Amasino, 2001). Este no
constituye unicamente un proceso destructivo para las células, sino que también cumple
una funcion adaptativa, al permitir la disminucion de la demanda global de nutrientes o
agua, que interfiere con la recuperacion post oscuridad (Dornbusch et al., 2012). En este
contexto, las plantas deficientes en CYTc se mantuvieron relativamente estables a lo
largo del experimento, mientras que en las plantas WT se evidencié una senescencia
mas severa, especialmente durante la fase de recuperacion, consistente con una mayor
pérdida foliar y una capacidad limitada para la restituciéon del tejido (Figura 18b-c). En
conjunto, estos resultados sugieren que las plantas deficientes en CYTc presentan una
mayor tolerancia a la oscuridad prolongada, lo que podria estar asociado con la

preservacion de la integridad del PSII.

Estudios previos en plantas deficientes en CYTc han demostrado que mutantes
simples y dobles de 4 dias de edad presentan una mayor tolerancia a la privacién de
carbono, reflejada en un aumento en el contenido de clorofila comparado con plantas
WT (Canal et al., 2024). Sin embargo, nuestros resultados no evidenciaron diferencias
significativas en el contenido de clorofila entre los genotipos WT y deficientes en CYTc
bajo los diferentes tratamientos evaluados. Esto puede deberse a que, en plantas
adultas, las respuestas en el contenido de pigmentos fotosintéticos suelen ser
moderadas o manifestarse de manera mas tardia, y no siempre permiten discriminar
claramente entre genotipos (Eckstein et al., 2021). No obstante, todos los parametros
relacionados con el contenido de clorofila y carotenoides siguieron un patrén comun,
caracterizado por una disminucion durante el periodo de oscuridad, seguida de una re-

acumulacion durante la fase de recuperacion (Figura 18d). Esta respuesta consistente
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entre distintos compuestos es indicativa de que el tratamiento de oscuridad prolongada

fue efectivo para inducir una respuesta fisiologica.

5.4.1.2 Las plantas deficientes en CYTc muestran una respuesta diferencial a la
oscuridad prolongada acompafiada por un mayor consumo de almiddn.

Durante los periodos de estrés, las plantas movilizan almidén para sostener la
respiracion. Se ha demostrado que, ante condiciones de estrés por sequia, la
degradaciéon de almidon en los cloroplastos genera maltosa y glucosa, que son
exportadas al citosol mediante transportadores especificos, como por ejemplo, MEX1.
Estos azucares son posteriormente convertidos mayoritariamente en sacarosa que se
carga al floema a través de transportadores tipo SUT/SUC y de la familia SWEET/MST,
permitiendo su llegada a tejidos sumidero (Kaur et al., 2021). Resultados previos han
mostrado que plantas deficientes en CYTc en estado vegetativo presentan una mayor
acumulacion de almidoén dependiente del momento del dia (Racca et al.,, 2018). En
concordancia con estos antecedentes, nuestros resultados evidencian una mayor
acumulacion de almidon en condicion control tanto en las mutantes simples cyfc-1a 'y
cytc-1b como en las mutantes dobles cyfc-1b cytc-2a y cytc-1b cytc-2b (Figura 19a). Sin
embargo, durante el periodo de oscuridad esta diferencia se atenua, observandose

niveles de almidén comparables entre plantas mutantes y WT.

Trabajos previos han reportado que, durante la noche extendida u oscuridad
prolongada, SnRK1 se activa y promueve una reprogramacion metabdlica hacia
procesos catabdlicos, inhibiendo rutas consumidoras de energia y favoreciendo la
movilizacién de reservas de carbono (Nukarinen et al., 2016; Peixoto & Baena-
Gonzalez, 2022). En concordancia, los analisis de RT-qPCR mostraron que, en
condiciones control, las mutantes presentan niveles basales mas elevados del
transcripto DIN6, un marcador de la activacion de la via de SnRK1 (Baena-Gonzalez et
al., 2007), mientras que durante el tratamiento de oscuridad extendida todos los
genotipos incrementaron su expresion, reduciéndose las diferencias entre WT y
mutantes (Figura 19b). En este sentido, nuestros resultados sugieren que la mayor
tolerancia de las plantas deficientes en CYTc a la oscuridad extendida podria estar
asociada a una utilizacion mas eficiente del almidén, posiblemente regulada por la
actividad de SnRK1, que se encuentra aumentada en las plantas mutantes en CYTC

(capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et al., 2025).
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Figura 19. Las plantas deficientes en CYTc presentan un mayor consumo de almidon durante el tratamiento de
oscuridad extendida. (a) Cuantificacion del contenido de azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) y almidén,
relativizados al contenido de masa fresca (MF), en plantas WT y deficientes en CYTc (mutantes dobles cytc-1b cytc-2a
y cytc-1b cytc-2b, y mutantes simples cytc-1a y cytc-1b) cultivadas en condiciones Control (C), Oscuridad (O) y
Recuperacion (R). Para mayor detalle ver inciso 5.3.1.1.Las comparaciones se realizaron entre las mutantes dobles y las
plantas WT (arriba), y entre las mutantes simples y las plantas WT (abajo). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y entre genotipos en cada condicion comparados con las
plantas WT (en cada punto del eje X). ns; no significativo (p < 0.05, ANOVA de dos vias; n = 3-6 réplicas bioldgicas). (b)
Niveles de transcripto del gen DIN6, gen blanco de la via SnRK1, en plantas WT y mutantes doble cytc-1b2a y simple
cytc-1b. Los analisis se realizaron con plantas en condiciones Control y Oscuridad. Los valores se expresan en relacion
al genotipo WT de la condicion control. Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en las
comparaciones de las mutantes con la linea WT en la misma condicién (tres réplicas bioldgicas; p < 0.05; prueba t de
Student).

5.4.1.3 La mayor tolerancia de las plantas deficientes en CYTc podria estar
relacionada con la utilizacion de aminoacidos como fuente alternativa de
energia.

Bajo condiciones de limitacién energética como noches extendidas o privaciéon
de carbono, SnRK1 se activa y desencadena un programa de ahorro energético que
promueve la degradacion de carbohidratos, proteinas y lipidos, asi como la induccion
de genes asociados al proceso de autofagia y la gluconeogénesis. En paralelo, la
actividad de la via TOR disminuye en raices y meristemas en respuesta a la oscuridad
y la falta de azucares, lo que conduce a una reduccion de la traduccién y del crecimiento
(Margalha et al., 2019). En este contexto, estudios previos reportaron que la autofagia
contribuye a la movilizacién de aminoacidos durante la privacion de carbono y que su

activacion bajo oscuridad proporciona sustratos (aminoacidos) para vias respiratorias
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alternativas y el mantenimiento energético (Barros et al., 2017; McLoughlin et al., 2020).
En concordancia con estos antecedentes, nuestros resultados muestran un incremento
de los niveles de aminoacidos libres luego del tratamiento de oscuridad prologada,
seguido de una disminucion durante la recuperaciéon (Figura 20a). Esto se acompafa
con cambios opuestos en los niveles de proteinas, indicando que la degradacién de
proteinas es una fuente importante de estos aminoacidos. También se observé un
mayor contenido de aminoacidos libres en plantas deficientes en CYTc, en relacién con
plantas WT, en condicidén control, sobre todo en las mutantes simples en CYTC-1 (Figura
20a). Sin embargo, este incremento no se acomparié de cambios significativos en el

contenido total de proteinas (Figura 20a).

Por otra parte, las mutantes simples exhibieron una reduccion estadisticamente
significativa en la acumulacion de aminoacidos durante la etapa de oscuridad y una
acumulacion adicional durante la recuperacion (Figura 20a). Esta respuesta diferencial
entre mutantes dobles y simples sugiere que el gen CYTC-2 podria ejercer un efecto
modulador, hasta ahora no descripto, sobre el metabolismo durante la oscuridad
prolongada. En este escenario, la menor acumulacion de aminoacidos observada en las
mutantes simples en oscuridad podria estar asociada a una reprogramacién metabdlica
mas eficiente, mientras que este efecto apareceria atenuado en las mutantes dobles.
Sin embargo, seran necesarios estudios adicionales para evaluar de manera directa el
rol especifico de CYTC-2 y su contribucidén a los ajustes metabodlicos observados bajo

estas condiciones.
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Figura 20. Niveles de aminoacidos durante periodos de oscuridad prolongada en plantas deficientes en CYTc.
(a) Cuantificacion del contenido de proteinas totales y aminoacidos, relativizado al contenido de masa fresca (MF), en
plantas WTy deficientes en CYTc (mutantes dobles cytc-1b cytc-2ay cytc-1b cytc-2b, y mutantes simples cytc-1ay cyte-

1b) cultivadas en condiciones Control (C), Oscuridad (O) y Recuperacion (R). Para mayor detalle ver inciso 5.3.1.1. Las
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comparaciones se realizaron entre las mutantes dobles y las plantas WT (arriba), y entre las mutantes simples y las
plantas WT (abajo). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y
entre genotipos en cada condicion comparados con las plantas WT (en cada punto del eje X) (p < 0.05, ANOVA de dos
vias; n = 4-6 réplicas biologicas). (b) Niveles de transcriptos de los genes ETFQO e IVDH, pertenecientes a la via
respiratoria alternativa, LKR/SDH, involucrado en la degradacién de lisina, y ATG7, asociado al proceso de autofagia, en
plantas WTy mutantes doble cytc-1b2ay simple cyfc-1b. Los analisis se realizaron con plantas cultivadas en condiciones
Control y Oscuridad, como se describe en el inciso 5.3.1.1. Los valores se expresan en relacion al genotipo WT de la
condicion control. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones de las
mutantes con la linea WT en la misma condicion (tres réplicas bioldgicas; p < 0.05; prueba t de Student).

En concordancia con los cambios observados, nuestros resultados reflejan que,
bajo condiciones control, las plantas mutantes presentaron mayor expresion de varios
genes relacionados tanto con el catabolismo de aminoacidos como con la activacion de
la autofagia, en comparacion con las plantas WT (Figura 20b). En particular, se observo
una induccion de LKR/SDH, gen que codifica una enzima clave en la degradacion de
lisina (Tang et al., 2000), asi como del gen ATG?7, asociado con la activacién del proceso
autofagico (Michaeli et al., 2016), lo que sugiere una reprogramacion metabdlica
orientada a sostener el aporte de sustratos respiratorios. Sin embargo, los resultados
obtenidos tras nueve dias de oscuridad fueron menos concluyentes, probablemente
debido a que la expresion génica fue evaluada en una etapa tardia de la respuesta a la
privacion de carbono. En este sentido, se ha reportado que la autofagia se activa
rapidamente durante los primeros dias de oscuridad prolongada (Izumi et al., 2013), lo
que indica que la dinamica temporal de induccion de los genes ATG es un factor critico
para interpretar adecuadamente su contribucion a la homeostasis energética bajo estrés
(Michaeli et al., 2016) . Por lo tanto, el analisis de multiples puntos temporales permitiria
reconstruir con mayor precision la secuencia de eventos transcripcionales asociados a
la adaptacion metabdlica durante la oscuridad extendida en las plantas deficientes en

CYTc.

La via de respiracion alternativa ETF/ETFQO se activa en condiciones de
deficiencia de carbono/energia, como la oscuridad extendida, sequia, salinidad, estrés
osmoético, proporcionando electrones a la cadena respiratoria a partir de aminoacidos
en lugar de azucares (Hildebrandt et al., 2015; Pires et al., 2016). En plantas deficientes
en CYTc se observd una mayor expresion de ETFQO, un gen implicado en la
transferencia de electrones desde la degradacién de aminoacidos hacia la cadena
respiratoria (Araujo et al., 2010; Ishizaki et al., 2005), en condicién control. Por otra parte,
tras el tratamiento de oscuridad, los niveles de expresion fueron similares a los del WT
(Figura 20b). En contraste, /IVDH, que codifica una deshidrogenasa asociada con la
oxidacién de acido isovalérico (Araujo et al., 2010; Daschner et al., 2001), mostré un

patrén de expresion diferente (Figura 20b). En forma notoria, la induccion de los genes
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LKR/SDH, ATG7 y ETFQO fue mayor en las mutantes simples que en las mutantes
dobles en condiciones control, nuevamente evidenciando la presencia de un
comportamiento diferencial. Estos resultados sugieren que el metabolismo alternativo
mitocondrial podria ajustarse diferencialmente entre genotipos dependiendo del estado
energético. No obstante, dado que estas respuestas metabdlicas son altamente
dinamicas, un analisis temporal mas detallado sera necesario para comprender como

fluctua la expresidon de estos genes a lo largo del tratamiento de oscuridad.

En conjunto, nuestros resultados indican que la deficiencia de CYTc confiere una
mayor tolerancia a la oscuridad prolongada, reflejada en una reprogramacion metabdlica
que favorece la movilizacidén de las reservas de carbono y la utilizacién de aminoacidos
como sustratos alternativos para la respiracion, junto con una preservacion de la
integridad de proteinas, posiblemente asociada a un aumento de la actividad basal de
la via de SnRK1.

5.4.2 Estrés térmico

5.4.2.1 La deficiencia de CYTc esta relacionada con una mayor tolerancia al estrés
térmico

Los cambios fenotipicos observados ante altas temperaturas dependen
fuertemente de la etapa de desarrollo y del nivel de incremento de la temperatura en
relacién con la de crecimiento 6ptimo de las plantas. Durante la termomorfogénesis,
asociada a temperaturas moderadamente elevadas, se han descripto como respuestas
tipicas la elongacién de hipocétilos y peciolos y la hiponastia foliar (Patel & Franklin,
2009; Zhou et al., 2022). La hiponastia se refleja en un aumento del angulo de las hojas
respecto al suelo y forma parte de un sindrome morfolégico adaptativo que incluye
también cambios en el area foliar y la arquitectura de la planta (Thomas et al., 2024). En
este contexto, las plantas WT mostraron una elongacion significativa de los peciolos,
caracteristica de respuestas termomorfogénicas, al ser sometidas a una temperatura de
28 °C, mientras que las lineas deficientes en CYTc mostraron una respuesta mas
atenuada (Figura 21a-b). Dado que las respuestas termomorfogénicas estan asociadas,
entre otras cosas, a cambios en la homeostasis de giberelinas (Lu et al., 2021) y que las
plantas deficientes en CYTc poseen mayores niveles de proteinas DELLA, inhibidores

de la respuesta a giberelinas (Racca et al., 2022), analizamos el efecto de un tratamiento
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con esta hormona sobre la respuesta de las plantas al aumento de temperatura. Se
observé un efecto significativo de la hormona sobre la elongacién de los peciolos, tanto
en plantas WT como mutantes, sobre todo en condiciones control, mientras que el efecto
fue menos marcado luego del tratamiento térmico (Figura 21a-b). Ademas, las mutantes
mostraron un comportamiento similar al de las plantas WT en estas condiciones, lo que
sugiere que la respuesta diferencial al calor se debe a cambios en la homeostasis de

giberelinas.

Por otra parte, al someter las plantas a una temperatura mayor (38 °C) durante
6 h, el efecto mas evidente fue el de un pronunciado aumento de la hiponastia en las
plantas WT (Figura 21c). En este contexto, las lineas mutantes deficientes en CYTc
mostraron una mayor estabilidad fenotipica a lo largo del experimento, evidenciada por
una menor respuesta hiponastica frente al estrés térmico (Figura 21c). Por otra parte, la
aplicacion de GA; anulo las diferencias entre las lineas deficientes en CYTc Yy las plantas

WT, incrementando la respuesta hiponastica de las mutantes (Figura 21c).
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Figura 21. Las plantas deficientes en CYTc presentan una menor respuesta al estrés térmico y esta diferencia se
pierde con el agregado de GA. (a) Imagen representativa del fenotipo observado en plantas WT y mutantes cytc-1b2a
y cytc-1b2b bajo tratamientos sin y con giberelinas (-GA y +GA, respectivamente) en condiciones de temperatura control
(C; 23 °C) y alta temperatura (28 °C) como se detalla en el inciso 5.3.7.2. (b) Largo de peciolos de plantas WTy mutantes
cytc-1b2ay cytc-1b2b tratadas como se indica en (a). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p < 0.05; ANOVA de dos vias; n = 5-6), (c) Imagen representativa del fenotipo observado en plantas WT y mutantes
cytc-1b2a y cytc-1b2b bajo tratamientos sin y con giberelinas (-GA y +GA, respectivamente) en condiciones de

temperatura control (C; 23°C), shock térmico (HS; 38°C) y recuperacion (R; 23°C) como se detalla en el inciso 5.3.1.2.
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5.4.2.2 Las plantas deficientes en CYTc presentan mayor acumulacion de pigmentos
fotosintéticos luego de la fase de recuperacion al calor

A nivel metabdlico, el estrés térmico impacta sobre la fotosintesis, la respiracion,
la estabilidad de membranas y el balance redox, promoviendo una reprogramacion de
rutas centrales como la glucalisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y el metabolismo
de almiddén y aminoacidos (Wang & Xu, 2025; Zhang et al., 2020). En base a esto,
analizamos el contenido de pigmentos fotosintéticos en las plantas bajo estudio al ser
sometidas a un estrés por aumento de temperatura a 38 °C. En condiciones sin
tratamiento hormonal (-GA), no se detectaron diferencias significativas entre genotipos
ya sea en condicion control o luego del estrés térmico (C y HS) Figura 22a). Sin
embargo, tras la fase de recuperacion (R), las plantas deficientes en CYTc presentaron
un mayor contenido de clorofila total y carotenoides en comparacién con las plantas WT
(Figura 22a). Estas diferencias se perdieron con el agregado de GAs; (+GA),
observandose niveles comparables o incluso menores en plantas deficientes en CYTc
comparados con plantas WT, principalmente durante la etapa de recuperacién (R)
(Figura 22a). Al analizar el efecto del tratamiento hormonal (-GA vs +GA) en cada
condicion (Figura 22b), se detectaron diferencias significativas principalmente en las
plantas deficientes en CYTc, mientras que en el genotipo WT estas diferencias no fueron
significativas. En conjunto, estos resultados indican que las plantas deficientes en CYTc
presentan una mayor acumulaciéon de pigmentos fotosintéticos que las plantas WT en
ausencia del tratamiento con GA, particularmente tras la recuperacion del estrés
térmico, lo que podria indicar una mayor tolerancia. Dado que esta respuesta es
revertida por el tratamiento hormonal, la respuesta diferencial podria estar relacionada
con cambios en la homeostasis de esta hormona. En relacion con eso, en trabajos
previos se ha reportado la importancia de la via de giberelinas en la tolerancia de las
plantas al estrés térmico, asociada a una mayor acumulacion de proteinas DELLA
(Zhang & Wang, 2011).
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Figura 22. Las plantas deficientes en CYTc presentaron una mayor variacion en el contenido de pigmentos

fotosintéticos al ser tratadas con GA;. (a) Contenido total de pigmentos fotosintéticos medido en plantas WT y

mutantes cyfc-1b2ay cytc-1b2b bajo tratamientos sin y con giberelinas (-GA y +GA, respectivamente) en condiciones de

temperatura control (C; 23 °C), shock térmico (HS; 38 °C) y recuperacion (R; 23 °C) como se detalla en el inciso 5.3.1.2.

Las comparaciones se realizaron entre diferentes tratamientos hormonales, asi como a lo largo de los tratamientos

térmicos (C, HS Y R). Arriba se muestran las cuantificaciones de los tratamientos control (-GA) y abajo las del tratamiento

hormonal (+GA). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y entre

genotipos en cada condicion comparados con las plantas WT (en cada punto del eje X) (p < 0.05; ANOVA de dos vias;

n = 4-6 réplicas biolégicas). ns: no significativo. (b) Valores de p correspondientes a las comparaciones entre -GA y +GA

(ANOVA de dos vias; n = 4-6 réplicas biologicas). En verde se encuentran los valores estadisticamente significativos (p

< 0.05).
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5.4.2.3 Las plantas deficientes en CYTc responden a los tratamientos térmicos
aumentando el contenido de azucares solubles.

Se ha reportado que, en condiciones de estrés térmico, los azlcares solubles
cumplen un rol dual, actuando como osmoprotectores y como moléculas sefializadoras
que regulan la expresion de genes asociados a la tolerancia (Keunen et al., 2013;
Sharma et al., 2019). En concordancia, la acumulacion de azucares bajo condiciones de
estrés en plantas se asocia con cambios coordinados en el perfil hormonal y en rutas de
sefializacién (Hernandez et al.,, 2021). Nuestros resultados mostraron que, bajo
condiciones -GA, no se detectaron diferencias significativas en el contenido de
azucares solubles entre los genotipos (Figura 23a-b). Sin embargo, luego del estrés
térmico y durante la etapa de recuperaciéon, las mutantes mostraron una mayor
acumulacion de azucares solubles comparadas con las plantas WT (Figura 23a-b). Esta
respuesta se revirtié en condiciones +GA, donde observamos una menor acumulaciéon
de azucares solubles en las mutantes en comparacién con las plantas WT (Figura 23a-
b). Este cambio sugiere la existencia de un ajuste metabdlico inducido por la activacion
de la via de las giberelinas, mas que una diferencia en la capacidad de acumulacion
basal de azucares. De manera consistente, este comportamiento se refleja en el
contenido de almidon, el cual presentdé una tendencia al aumento en condicién control,
como fue previamente reportado (Racca et al., 2018), mientras que esta diferencia se
perdid con el agregado de GAs. En este sentido, el agregado de GAs; seria capaz de
mitigar la respuesta normal de las plantas deficientes en CYTc al estrés por calor,

provocando una respuesta similar a la de las plantas WT.
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Figura 23. El tratamiento con GA afecta la acumulacién de azicares en plantas deficientes en CYTc expuestas
a estrés térmico. (a) Cuantificacion de azucares solubles (glucosa, fructosa y sacarosa) y almidon en plantas WT y
mutantes cyfc-1b2ay cytc-1b2b bajo tratamientos sin y con giberelinas (-GA y +GA, respectivamente) en condiciones de
temperatura control (C; 23 °C), shock térmico (HS; 38 °C) y recuperacion (R; 23 °C) como se detalla en el inciso 5.3.1.2.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y entre genotipos en
cada condicién comparados con las plantas WT (en cada punto del eje X) (p < 0.05; ANOVA de dos vias; n = 4-6 réplicas
biolégicas). ns= no significativo. (b) Valores p resultados de las comparaciones entre los tratamientos -GA vs +GA. Las
celdas coloreadas indican los valores estadisticamente significativos (p < 0.05; ANOVA de dos vias; n = 4-6 réplicas
biologicas).

5.4.2.4 Las mutantes deficientes en CYTc responden al estrés térmico con cambios en
el contenido de aminoacidos asociados al proceso de autofagia

La autofagia es un proceso de reciclado celular que se activa ante diversos
estimulos, entre ellos distintas condiciones de estrés (Su et al., 2020). Durante el estrés
térmico, se ha demostrado que el numero de autofagosomas aumenta, reflejando una
respuesta fisiolégica asociada a la necesidad de las plantas de sostener el metabolismo
energético ante condiciones adversas (Chen et al., 2021). Este incremento del proceso
de autofagia suele estar acompafado por un aumento del contenido total de

aminoacidos como productos de la degradacidn de macromoléculas celulares

92



(McLoughlin et al., 2020), los cuales pueden ser utilizados como fuente alternativa en la

respiracion mitocondrial (Heinemann & Hildebrandt, 2021; Hirota et al., 2018).
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Figura 24. Niveles de aminoacidos y autofagia en plantas deficientes en CYTc durante los tratamientos térmicos
en ausencia y presencia de giberelinas. (a) Cuantificacion de proteinas totales y aminoacidos en plantas WT y
mutantes cytc-1b2ay cytc-1b2b bajo tratamientos sin y con giberelinas (-GA y +GA, respectivamente) en condiciones de
temperatura control (C; 23 °C), shock térmico (HS; 38 °C) y recuperacion (R; 23 °C) como se detalla en el inciso 5.3.1.2.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (corchetes) y entre genotipos en
cada condicién en comparacion con las plantas WT (en cada punto del eje X). ns: no significativo (p < 0.05; ANOVA de
dos vias; n = 4-6 réplicas bioldgicas). (b) Valores p resultados de las comparaciones entre los tratamientos -GA vs +GA.
Las celdas coloreadas indican los valores estadisticamente significativos (p < 0.05; ANOVA de dos vias; n = 4-6 réplicas
biologicas). (c-e) Cuantificacion de estructuras tipo autofagosomas en plantulas WT y mutantes cytc-1b2a y cytc-1b2b
de 5 dias de edad cultivadas en condicion control y tratadas con GA3; 100 uM durante 24 h a 23 °C, seguido de un periodo
de 5 h a 38 °C (HS). Se fotografiaron entre 3 y 5 raices, tomando entre 6 y 8 fotos de cada una. Los asteriscos y letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05; ANOVA de dos vias; n = 16-32). Los graficos de las respuestas a
los tratamientos se muestran en (c), mientras que los valores totales de cada medicion se graficaron en (d). En (e) se

observa una imagen representativa de los datos presentados en los incisos anteriores. Escala: 100 pm.

En concordancia con resultados previos (Canal et al., 2024; capitulo 1 de esta
Tesis; Coronel et al., 2025; Racca et al., 2018), el contenido total de proteinas de las
plantas deficientes en CYTc no difirié significativamente respecto al de las plantas WT
a lo largo de los diferentes tratamientos (Figura 24a). Este resultado sugiere que las
diferencias observadas en la respuesta al estrés no se asocian con una degradacion

proteica global.
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En contraste, el analisis del contenido de aminoacidos libres revelé un patron
diferencial entre genotipos y tratamientos. En ausencia de giberelinas (-GA), las plantas
deficientes en CYTc manifestaron una acumulacion relativamente mayor de
aminoacidos respecto a la linea WT. Sin embargo, tras la aplicacion de GA; (+GA), dicha
acumulacion se redujo hasta niveles comparables con los del genotipo WT (Figura 24a).
En concordancia, el anadlisis estadistico muestra diferencias significativas entre
tratamientos (-GA vs +GA) unicamente en las lineas mutantes, preferentemente luego
de la recuperacion (Figura 24b). Estos resultados indican que las alteraciones en la via
de sefalizacion de giberelinas podrian ser responsables de la mayor capacidad de
acumulacion de aminoacidos en las plantas deficientes en CYTc, posiblemente

sustentada por un mecanismo de reciclaje activo via autofagia (Figura 24c-e).

En este sentido, en ausencia de tratamiento hormonal (-GA), las plantas WT
mostraron una induccion de la autofagia en respuesta al estrés térmico, evidenciada por
un aumento en el nimero de autofagosomas (Figura 24c-e). En contraste, las lineas
deficientes en CYTc exhibieron, en condicién control, niveles aumentados de autofagia,
acompafados por un incremento en el contenido de aminoacidos, como reportamos
previamente (Canal et al., 2024; capitulo 1 de esta Tesis, Coronel et al., 2025). En estas
mutantes, el tratamiento térmico no indujo un aumento adicional en el niumero de
autofagosomas (Figura 24c-e). Sin embargo, el contenido de aminoacidos continud en
aumento, lo que podria estar relacionado con la activacion basal de esta via.
Notablemente, tras la aplicacion de GA;, las plantas deficientes en CYTc ya no
presentaron un nivel basal aumentado de autofagia en condicién control (Figura 24c-d),
lo que coincide con la reversion en la acumulacion de aminoacidos que se observa en
dicha condicién (Figura 24a). Por otra parte, bajo estrés térmico y en presencia de GA3,
nuestros resultados muestran que tanto las mutantes como las plantas WT respondieron
al tratamiento aumentando significativamente el numero de autofagosomas; sin
embargo, esta activacion de la autofagia no se acomparié del un incremento en el
contenido de aminoacidos, cuyos niveles se mantuvieron relativamente bajos. Estos
resultados nos permiten generar dos hipoétesis: por un lado, que la acumulacién de
aminoacidos en las mutantes en genes CYTC podria estar relacionada, en gran medida,
con el aumento basal en el proceso de autofagia; por otra parte, que el tratamiento con
GA; podria inducir la utilizacién de los aminoacidos durante el estrés térmico en estas
plantas, impidiendo su acumulacién. No obstante, seran necesarios estudios adicionales

para evaluar de manera directa estas posibilidades.

En conjunto, estos resultados sugieren que la mayor tolerancia al calor

observada en las mutantes CYTc en ausencia del tratamiento con GA esta parcialmente
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sustentada por un mecanismo de reciclaje activo de aminoacidos via autofagia, el cual
es reprimido cuando se promueve el crecimiento mediante sefalizacion hormonal. En
este sentido, nuestros resultados apoyan la hipétesis de que las mutantes en CYTc
poseen un estado metabdlico mas conservado — es decir, priorizan mecanismos de
proteccién por sobre el crecimiento — lo cual les confiere ventaja frente al estrés
térmico. Mientras tanto, la aplicacion de GA; desplaza este balance hacia el crecimiento,

lo que revierte su ventaja de tolerancia al estrés por calor.

5.4.2.5 El tratamiento con GA3 altera la actividad de SnRK1 durante la respuesta al
estrés térmico en plantas deficientes en CYTc.

La actividad de SnRK1 como sensor de energia en respuesta al estrés ha sido
ampliamente reportada (Baena-Gonzalez et al., 2007; Broeckx et al., 2016; Nukarinen
et al., 2016). Si bien la mayoria de estos estudios se han enfocado en condiciones de
estrés nutricional o hambreado de carbono (Peixoto & Baena-Gonzalez, 2022),
evidencias mas recientes indican que esta via también participa en la respuesta a estrés
térmico (Suzuki, 2023). Se ha demostrado que HOS1, un componente del complejo del
poro nuclear con actividad E3 ubiquitina ligasa, es esencial para la correcta sefalizacion
de SnRK1, regulando su dinamica subcelular y contribuyendo a la tolerancia al estrés
por calor bajo condiciones de baja disponibilidad energética (Margalha et al., 2023). En
nuestras condiciones experimentales, bajo condicion control, las plantas deficientes en
CYTc mostraron un aumento de la fosforilacion de SnRK1 en comparacion con las
plantas WT (Figura 25a). Sin embargo, tras 6 h de tratamiento a 38 °C, los niveles de
fosforilacion de SnRK1 en las plantas WT fueron iguales, o incluso superiores, a los
observados en las plantas deficientes en CYTc (Figura 25b). Por otra parte, en la etapa
de recuperacién no se observaron diferencias entre los genotipos (Figura 25c). Estos
resultados son consistentes con la hipétesis de que un aumento en la fosforilacion de
SnRK1 en plantas deficientes en CYTc podria contribuir a un estado de aclimatacion
metabolica, reduciendo la necesidad de una activacion adicional de esta via frente a

estrés térmico.
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Figura 25. Niveles de fosforilacion de SnRK1 en plantas sometidas a estrés térmico. (a-c) Analisis por Western Blot
de la fosforilacion de la subunidad SnRK1a en plantas WT y deficientes en CYTc en tratamientos control y luego del
estrés térmico (HS, 38 °C) y la recuperacion (23 °C). Se empleo el anticuerpo anti-P-AMPK para analizar la fosforilacion
de SnRK1 y el anticuerpos anti-GAPC como control de carga.

A pesar de estos resultados, las plantas deficientes en CYTc presentaron niveles
elevados de transcriptos del gen DIN6 (gen blanco de la via de SnRK1 segun Baena-
Gonzalez et al., 2007) en comparacion con las plantas WT, en las condiciones de estrés
térmico (Figura 26a). Este resultado podria deberse al aumento basal de la actividad de
la via de SnRK1 (capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et al., 2025). En contraste, en
condiciones de tratamiento hormonal (+GA), los niveles de DIN6 en las mutantes en
CYTC se redujeron luego del estrés térmico, alcanzando valores similares a los

observados en las plantas WT (Figura 26a).
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Figura 26. La actividad de SNRK1 en plantas deficientes de CYTc es afectada por el tratamiento con GAj;. (a-b)
Niveles de transcriptos de los genes DIN6, y DREB2A, asociados a la actividad de SnRK1 (Baena-Gonzalez et al., 2007)
y las respuestas a estrés térmico en plantas (Sato et al., 2014), en plantas WT y mutantes dobles cytc-1b cytc-2ay cytc-
1b cytc-2b. Los analisis se realizaron con plantas cultivadas en condiciones de shock térmico (HS; 38 °C) y recuperacion
(R; 23 °C) como se detalla en el inciso 5.3.1.2. Los valores se expresan en relacion con el genotipo WT de cada condicién.
Asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones con la linea WT (tres réplicas
biolégicas; p < 0.05; prueba t de Student).

En concordancia con estos resultados, los analisis de los niveles de transcriptos
del gen DREBZ2A, un factor de transcripcion implicado en la respuesta al estrés en
plantas (Sato et al., 2014), mostraron patrones de respuesta similares a los observados
en los analisis de DIN6. Durante el tratamiento térmico, el grupo -GA presenté un
aumento de los niveles de transcriptos de DREB2A en las plantas deficientes en CYTc
en comparacion con plantas WT, respuesta que se revirtid tras la aplicacion de GAs
(Figura 26b). En sintesis, nuestros resultados sugieren que el tratamiento con GAs
podria interferir con la regulacion de la respuesta a condiciones de estrés, posiblemente

a través de la regulacion de SnRK1, promoviendo una reprogramacién metabélica que
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contribuye a una disminucion de la tolerancia al estrés térmico en plantas deficientes en
CYTc.

5.5 DISCUSION

La respuesta a estrés abidtico en las plantas cuenta con diferentes mecanismos,
desplegandose primero respuestas rapidas de proteccion y luego respuestas
adaptativas que remodelan el desarrollo y el metabolismo (Zhu, 2016). En este sentido,
se ha postulado que distintos tipos de estrés abidtico desencadenan la acumulacion de
diversos metabolitos, entre ellos sacarosa, trehalosa, rafinosa, manitol, sorbitol, inositol
y prolina, asi como metabolitos azufrados, como la metionina, la cisteina y el glutatién
(Xu & Fu, 2022). A nivel fisiologico, las respuestas rapidas de los estomas limitan la
pérdida de agua temporalmente, mientras que las disminuciones a corto y mediano
plazo de las tasas de division y expansién celular conducen a una emergencia mas lenta
de nuevas hojas y a una reducciéon de su tamafio final (Munns & Millar, 2023). Se
demostré, ademas, que algunas respuestas rapidas se propagan por toda la planta
mediante ondas de especies reactivas de oxigeno (ROS) y Ca?*, posiblemente

mediadas por el sistema vascular vegetal (Kollist et al., 2019).

5.5.1 Respuestas adaptativas

Algunos tipos de estrés, como la privacién de carbono, constituyen una sefial
metabdlica clave que activa respuestas adaptativas en las plantas, caracterizadas por
la represién del crecimiento y la reprogramacion del metabolismo hacia la movilizacién
de reservas y el uso de fuentes alternativas de energia, permitiéndole a la planta
mantenerse viable hasta que retorne a una condicién favorable (Baena-Gonzalez &
Sheen, 2008; Law et al., 2018). En efecto, la disponibilidad de carbono de la célula
influye en la activacién de programas transcripcionales que incluyen tanto la induccién
de rutas catabodlicas como la supresion de procesos anabdlicos, integrando sefiales
energéticas y de estrés (Usadel et al.,, 2008). Ademas, la represion del crecimiento
durante periodos prolongados de oscuridad puede desencadenar procesos de
senescencia, lo que constituye un cambio fisioldgico que puede utilizarse para evaluar
la susceptibilidad de las plantas a la privacion prolongada de carbono (Trivellini et al.,
2012). En este sentido, la deficiencia mitocondrial, en nuestro caso representada por la

deficiencia de CYTc, es capaz de generar un aumento en la tolerancia a la oscuridad

97



extendida, asociada al mantenimiento de la integridad del PSII. Esto es consistente con
trabajos previos que reportaron que las plantulas de las mutantes en genes CYTC
pueden sobrevivir mejor a la privacién de carbono (Canal et al., 2024), aunque hasta el
momento no se ha indagado en las respuestas metabdlicas que sostienen estas

adaptaciones.

En este sentido, estudios previos muestran que la activacién sostenida de la via
de SnRK1 durante la privacion de carbono incrementa la tolerancia a la oscuridad y
promueve mecanismos de ajuste metabodlico adaptativos, caracterizados por la
represién de rutas consumidoras de energia y la activacion de procesos catabdlicos,
incluyendo la movilizacion de reservas de carbono y un aumento del proceso de
autofagia (Baena-Gonzalez et al., 2007; Margalha et al., 2023; Nukarinen et al., 2016;
Peixoto et al., 2021; Wurzinger et al., 2018). En concordancia con esto, se ha reportado
que la sobreexpresion de KIN10, que codifica la subunidad catalitica ShnRK1a, confiere
una mayor tolerancia a distintos tipos de estrés, asociada a una reprogramacién
transcripcional, limitacién del crecimiento y activacion de procesos de reciclaje celular
(Chen et al., 2017; Cho et al., 2012; Soto-Burgos & Bassham, 2017). De manera
consistente, en plantas deficientes en CYTc se ha demostrado que tanto la restriccion
en el crecimiento como el aumento basal del proceso de autofagia, dependen del
aumento en la actividad de SnRK1 (capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et al., 2025).
Asimismo, la acumulaciéon de aminoacidos en estas mutantes se ha vinculado
funcionalmente a esta via, dado que la mutacién de KIN10 en el fondo mutante CYTC-
1 revierte esta acumulacion (capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et al., 2025),
estableciendo una relacion directa entre la disfuncién mitocondrial y la reprogramacion
metabdlica mediada por SnRK1. En este contexto, durante el tratamiento de oscuridad,
todos los genotipos respondieron con un aumento de la expresion de DING, gen blanco
de SnRK1 (Baena-Gonzalez et al., 2007), aunque la diferencia entre las plantas WT y
las mutantes se vio reducida luego del tratamiento. Este patrén sugiere que, mientras
las plantas WT inducen la via en respuesta al estrés energético, las plantas deficientes
en CYTc podrian presentar un estado basal elevado de actividad SnRK1 que las
predispone a afrontar de manera mas eficiente la privacion prolongada de carbono, por
ejemplo, optimizando el uso de almidon y aminoacidos o ajustando las vias alternativas
mitocondriales. En conjunto, nuestros resultados indican que las alteraciones en la
funcion mitocondrial dependientes de los niveles de CYTc, que conducen a una
activacion de SnRK1, son capaces de modificar la disponibilidad y el consumo de
fuentes de carbono y coordinar respuestas adaptativas necesarias para mantener la

integridad metabdlica durante situaciones de estrés.
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Otra via estrechamente vinculada con la respuesta mitocondrial frente a
condiciones de estrés abibtico es la via de la oxidasa alternativa (AOX), la cual se induce
ante distintos tipos de estrés, incluyendo el estrés nutricional, siendo particularmente
importante para mantener la homeostasis metabodlica (Buchanan-Wollaston et al., 2005;
Feng et al., 2013). En este contexto, se ha reportado que, en respuesta a estrés abibtico,
la activacion de AOX puede promover la utilizacion de aminoacidos como fuente
alternativa de energia (Oh et al., 2022). En trabajos previos se ha reportado una mayor
sensibilidad al ABA en mutantes cytc-2a y cytc-2b, que ademas son regulados
transcripcionalmente por el factor de transcripciéon AB/4 (Racca et al., 2022). De manera
consistente, la expresién de AOX7a también se encuentra regulada por ABA a través
de sitios de unién de ABI4 en su region promotora (Giraud et al., 2009). Adicionalmente,
se ha reportado que la activaciéon de la via AOX es parte de una respuesta retrégrada
mitocondrial mediada por el factor de transcripcion ANACOQ17, particularmente bajo
condiciones de oscuridad, promoviendo la induccién de genes asociados a la funcién
mitocondrial, entre ellos CYTC-2 (Broda et al., 2021). En este sentido, si la actividad de
CYTC-2 estuviera relacionada con una respuesta a oscuridad prolongada similar a la
observada cuando se incrementa la actividad de AOX, este mecanismo podria explicar
las diferencias observadas en la acumulacién de aminoacidos entre las mutantes
simples y las mutantes dobles en genes CYTC. En conjunto, estos resultados permiten
sugerir que CYTC-2 podria desempefiar un rol regulador del consumo de aminoacidos
bajo condiciones de estrés por oscuridad extendida. No obstante, son necesarios
estudios mas exhaustivos que aborden de manera directa la actividad de CYTC-2, su
regulacién ante el estrés y su relacién con el metabolismo de aminoacidos para validar

estas hipétesis.

En resumen, nuestros resultados indican que la deficiencia mitocondrial es capaz
de inducir la actividad de la via de SnRK1, lo que conferiria una mayor tolerancia a
oscuridad extendida a partir de una reprogramacién metabdlica asociada tanto al uso
mas eficiente de las reservas de almidon, asi como a una mejor utilizacién de las
reservas de aminoacidos (Figura 27a). No obstante, seran necesarios estudios
adicionales para dilucidar de manera especifica como estos mecanismos contribuyen a
mejorar la supervivencia de las plantas frente al hambreado de carbono bajo

condiciones de deficiencia mitocondrial.
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Figura 27. Modelo que representa de qué manera la deficiencia mitocondrial (representada por bajas
cantidades de CYTc) es capaz de aumentar la tolerancia a estrés en las plantas. (a) El aumento basal de la actividad
de SnRK1 incrementa la tolerancia a oscuridad extendida en las plantas mutantes en genes CYTC, asociada al uso
eficiente de las reservas de almidén y de aminoacidos libres. (b) La activaciéon de SnRK1 también mejora la tolerancia al
estrés térmico mediante un aumento de azlcares solubles y aminoacidos, esto Ultimo provocado por el proceso de
autofagia. Sin embargo, la sefializacion por giberelinas (posiblemente a través de cambios en las vias de TOR y/o SnRK1)
aumenta la sensibilidad de las mutantes al calor e inhibe la acumulacion de azucares solubles y aminoacidos. Esta
sefializacion podria estar relacionada con una indiccion de esta hormona sobre la via TOR, o a través de la regulaciéon
de T6P, la cual inhibiria la actividad de SnRK1, Las flechas continuas indican relaciones demostradas experimentalmente

o previamente reportadas, mientras que las lineas punteadas reflejan relaciones hipotéticas o aiin no confirmadas.

5.5.2 Respuestas rapidas

Las respuestas rapidas de las plantas a estrés abarcan un gran numero de vias
metabdlicas y moleculares en escalas temporales que van desde segundos a horas,
dependiendo del tipo de estrés, y que generalmente se encuentran asociadas a
sefializaciones de ROS/Ca?* (Kollist et al., 2019). El heat shock response se considera
una respuesta rapida al estrés térmico, caracterizada por la activacién de heat shock
factors (HSFs) y la sintesis inmediata de heat shock proteins (HSPs) para proteger la
funcién proteica y mitigar dafios celulares (Diindar et al., 2025; Wang & Xu, 2025). Entre
las respuestas caracteristicas a este tipo de estrés térmico, las plantas exponen
fenotipos tales como la elongacién del hipocétilo y el crecimiento hiponastico, que

contribuyen a promover la capacidad de enfriamiento de la planta, asi como un aumento
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en la sintesis de sustancias o proteinas protectoras, incluyendo azicares solubles,
prolina y antioxidantes (De Smet et al., 2021; Park et al., 2019; Wahid et al., 2007).
Adicionalmente, diversos estudios han propuesto que la modulacién de las HSPs y otros
mecanismos de defensa pueden estar regulados por fitohormonas, contribuyendo de

este modo a mejorar la termotolerancia de las plantas (Li et al., 2021; Yu et al., 2025).

En Arabidopsis y otras especies vegetales, las giberelinas promueven la
elongacién del hipocotilo, la elongacion del peciolo y un desarrollo acelerado,
principalmente a través de la degradacién de proteinas DELLA, que actuan como
represoras del crecimiento (Achard & Genschik, 2009). La activacion de programas de
crecimiento mediante la aplicacion de giberelinas bajo condiciones de estrés térmico
puede limitar la capacidad de la planta para inducir respuestas protectoras, como la
acumulacion de HSPs o la activacion de defensas antioxidantes, reduciendo la
tolerancia al calor (Zhang & Wang, 2011). En este contexto, se ha reportado que las
plantas deficientes en CYTc presentan una mayor acumulacién de proteinas DELLA, lo
que se asocia a un retraso en el crecimiento y el desarrollo (Racca et al., 2018). De
acuerdo con estos antecedentes, nuestros resultados muestran que la aplicacion de
GA; en plantas mutantes en genes CYTC libera programas de crecimiento, pero a
expensas de los mecanismos adaptativos al estrés térmico. Este fenémeno permitiria
explicar por qué la ventaja fenotipica observada en las mutantes a altas temperaturas
desaparece tras el tratamiento con GA;, conduciendo a una respuesta similar a la de

las plantas WT.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que, ante un estrés térmico, el
contenido de azucares solubles aumenta en las mutantes, posiblemente desempenando
un papel como osmoprotectores o sefalizadores ante este tipo de estrés (Keunen et al.,
2013; Sharma et al., 2019). En contraste, se ha reportado que la aplicacién de GA; es
capaz de modular el metabolismo de los azucares solubles, reduciendo su acumulacion
y promoviendo su utilizaciéon en rutas anabdlicas vinculadas al crecimiento (Li et al.,
2024; Zhang & Wang, 2011). En este contexto, las plantas deficientes en CYTc podrian
ser particularmente sensibles a esta redistribucién del carbono debido a su homeostasis
mitocondrial alterada, lo que modificaria el balance entre el consumo energético y la
respuesta al estrés. De este modo, la activacion de la via de giberelinas podria interferir
con estos mecanismos al favorecer procesos de crecimiento, reduciendo Ila

disponibilidad de azlicares para funciones protectoras.

En respuesta a este desbalance entre crecimiento y disponibilidad energética, la

autofagia actia como una via compensatoria de reciclaje celular, liberando aminoacidos
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que pueden utilizarse como sustratos auxiliares en condiciones de estrés (Hirota et al.,
2018). En plantas, TOR actia como un regulador negativo de la autofagia, de modo que
cuando TOR se encuentra activo, la autofagia se inhibe. En el contexto de las plantas
deficientes en CYTc, la acumulacion elevada de aminoacidos en ausencia del
tratamiento con GA podria deberse a una autofagia mas activa (Canal et al., 2024;
capitulo 1 de esta Tesis;Coronel et al., 2025). En este sentido, la aplicacién de GAs
podria activar TOR, cuya actividad se encuentra disminuida en las mutantes, como se
ha sugerido previamente (Marash et al., 2024; Meng et al., 2022; Smailov et al., 2020),
lo que conllevaria a la represion del proceso de autofagia (Liao & Bassham, 2020) y, en

consecuencia, a inhibir la acumulacidon de aminoacidos en condicion control.

Por otra parte, en el contexto de respuesta a estrés por calor, nuestros resultados
muestran que, si bien el tratamiento con GA3 provoca una induccién de la autofagia en
plantas WTy mutantes en genes CYTC, la acumulacién de aminoacidos en estas lineas
no se ve significativamente aumentada, anulandose las diferencias entre ellas. En este
sentido, diversos estudios han demostrado que el proceso de autofagia se activa en
plantas expuestas a estrés por calor, contribuyendo a la eliminacion de proteinas
dafiadas y a la adaptacion celular frente a altas temperaturas (Chen et al., 2021,
Sedaghatmehr et al., 2019; Zhou et al., 2014), La mayor induccién de la autofagia luego
del estrés térmico y el tratamiento hormonal podria estar relacionada con esto ultimo
mas que con un proceso de adaptacion metabdlica. Aunque no existe evidencia clara
de que la aplicacién de giberelinas modifique la activacién de la autofagia bajo estas
condiciones, la respuesta metabodlica a GA; puede incluir modulaciones en el perfil de
aminoacidos y otros metabolitos. Por ejemplo, en Arabidopsis, niveles bajos de GA se
asociaron con aumentos en varios aminoacidos (incluyendo leucina, alanina, aspartato,
entre otros), mientras que el tratamiento con GAs; produjo cambios menores en el
contenido de aminoacidos comparado con plantas control (Ribeiro et al., 2012). Estos
antecedentes podrian indicar que la aplicacion de GAs; seria capaz de promover una
reorganizacion del metabolismo primario bajo estrés, que incluye ajustes en las rutas de
aminoacidos y otros compuestos solubles, aunque el mecanismo especifico de
utilizacion y redistribucion de estos metabolitos bajo estrés térmico no esta del todo

claro.

En relacién con los mecanismos mediante los cuales la sefializacién hormonal
modula la respuesta al estrés por calor en las plantas mutantes en genes CYTC,
nuestros resultados permiten plantear dos hipétesis principales. Dado que las plantas
deficientes en CYTc presentan una actividad aumentada de SnRK1 (capitulo 1 de esta

Tesis; Coronel et al., 2025) y que el tratamiento con giberelinas revierte la menor
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susceptibilidad de estas mutantes a estrés térmico asi como la mayor expresion del gen
blanco de SnRK1 DIN6, nuestros resultados nos permiten proponer que el efecto de la
hormona podria estar mediado, al menos en parte, por la via de SnRK1. Si bien la
evidencia directa que vincula la sefalizacién de giberelinas con la regulacién de SnRK1
es aun limitada, revisiones bibliograficas sugieren que este efecto podria producirse a
través de dos rutas no excluyentes: por un lado, a través de la regulacién de la via TOR
y, por el otro, mediada por cambios en los niveles de trehalosa-6-fosfato (T6P), un
metabolito estrechamente asociado al estado energético celular y a la actividad de
SnRK1 (Baena-Gonzalez et al., 2007; Zhang et al., 2009).

En concordancia con la primera hipétesis, en las lineas mutantes en genes
CYTC, hemos reportado una mayor actividad de SnRK1 en comparacion con las plantas
WT y posicionado a esta quinasa como un regulador negativo de TOR en estas plantas
(capitulo 1 de esta Tesis; Coronel et al., 2025). En este contexto, se ha demostrado que
la sefializacion por giberelinas es capaz de aumentar la actividad de TOR para inducir
la germinacioén en trigo (Smailov et al., 2020), reforzando su rol como sefial promotora
del crecimiento. En otros sistemas, como en mamiferos, TOR es capaz de inhibir la
actividad de AMPK (homélogo funcional de SnRK1) a través de la via TSC1/TSC2/Rheb
(Inoki et al., 2003; Shaw et al., 2004). Mientras que en plantas, aunque la evidencia
directa aun no ha sido probada, se ha propuesto que TOR podria inhibir la actividad de
SnRK1 mediante la fosforilacién de un residuo conservado de manera analoga a lo
observado en mamiferos y levaduras (Ingargiola et al., 2020). Alternativamente, dado el
caracter antagbénico de estas vias, el aumento de la actividad de TOR podria ser
suficiente para disminuir la actividad de SnRK1, actuando como un sefializador del
crecimiento. En conjunto, podriamos proponer que un aumento en la sefializacion por
GA podria inhibir la actividad de SnRK1 a través de la activaciéon de la via TOR, limitando
asi las respuestas a estrés observadas en las plantas deficientes en CYTc. En cualquier
caso, son necesarios estudios adicionales para confirmar estos mecanismos y

establecer su relevancia en este contexto fisiolégico.

En otro escenario, podemos sugerir un punto de convergencia a través de la via
de trehalosa-6-fosfato (T6P). Este metabolito, sintetizado por las trehalosa-6-fosfato
sintasas (TPS), actia como un sensor del estado del carbono y modula la actividad de
SnRK1, reprimiéndola bajo condiciones de abundancia de carbono (Figueroa & Lunn,
2016; Zhang et al., 2009). En este contexto, T6P promueve la expresion de genes
relacionados con la sintesis de aminoacidos, proteinas y nucleétidos, asi como con rutas
metabdlicas vinculadas al ciclo de los acidos tricarboxilicos y el transporte de electrones

mitocondrial, respuestas relacionadas, al menos en parte, con la actividad de las auxinas
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en este modelo (Morales-Herrera et al., 2023; Zhang et al., 2009). Adicionalmente, se
ha demostrado que T6P determina el crecimiento inducido por temperatura a través de
la regulaciéon de la sefializacién KIN10-PIF4, integrando respuestas al calor con el
estado enddégeno de azucares (Hwang et al., 2019). Por otra parte, se ha demostrado
que la sefalizacion por GA puede influir sobre rutas del metabolismo de carbohidratos,
particularmente de la sacarosa, regulando el crecimiento en plantas de remolacha
azucarera (Beta vulgaris) (Gonzalez & Cejudo, 2007). Sin embargo, hasta el momento
no existen evidencias directas que vinculen a las GA con la regulacién de TPS/T6P.
Bajo este marco, podriamos proponer que un aumento de GA favoreceria
indirectamente un estado de abundancia de carbono, elevando los niveles de T6P, lo
que contribuiria a la inhibicion de SnRK1 y al desplazamiento del balance metabdlico
hacia rutas de crecimiento y anabolismo. Aunque esta relacién aun requiere
confirmacion experimental directa, el modelo es consistente con la integracion de
sefiales hormonales y energéticas que regulan el crecimiento y la respuesta al estrés en

plantas.

En resumen, podemos proponer un modelo en el cual la deficiencia mitocondrial,
reflejada en la disminuciéon de CYTc, conduce a la activacién basal de la via de ShnRK1,
otorgando a las plantas un estado de adaptacién que se traduce en una mayor tolerancia
al estrés térmico. Esta respuesta estaria relacionada con una mayor acumulacion de
azucares solubles, posiblemente actuando como osmoprotectores o sefalizadores, asi
como un aumento basal en el proceso de autofagia, acompafiado de un incremento de
aminoacidos solubles, los que podrian ser utilizados como fuente alternativa de energia
ante situaciones de estrés. Por otra parte, el tratamiento con giberelinas podria inducir
la actividad de TOR, e inhibir la actividad de SnRK1, ya sea a través de mecanismos
especificos de regulacién entre estas vias o mediante la sefializacion dependiente de
T6P. Este cambio se ve reflejado en una inhibicién de la respuesta favorable observada
en las mutantes, lo cual esta asociado a una disminucion del proceso de autofagia y, en
consecuencia, a una menor acumulacion de aminoacidos, asi como a modificaciones
en la acumulaciéon de azucares solubles (Figura 27b). Este marco conceptual abre
nuevas perspectivas para explorar cdmo la interaccion entre la sefializacidon
mitocondrial, el metabolismo del carbono y las hormonas de crecimiento contribuye a la

adaptacion de las plantas frente al estrés térmico.
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5.6 CONCLUSIONES

A lo largo de este capitulo, hemos descripto dos tipos de respuestas vinculadas
a la actividad de citocromo c. Por un lado, la deficiencia de CYTC-1 se asocia a una
reestructuracion metabdlica, posiblemente dependiente de la actividad de la via de
SnRK1, que conferiria a estas plantas un estado de aclimatacion, otorgandoles una
mayor tolerancia ante condiciones de estrés. Esta respuesta estaria relacionada con
una utilizacion mas eficiente de las reservas de azucares y aminoacidos, esto ultimo
vinculado con el proceso de autofagia. Asimismo, estas vias se encuentran intimamente
vinculadas con sefalizaciones hormonales, particularmente de giberelinas, las que
serian capaces de inhibir estas respuestas al promover programas asociados al
crecimiento y desarrollo. Por otra parte, nuestros resultados permiten proponer la
hipotesis de que, bajo condiciones de estrés, las plantas activarian respuestas
relacionadas con CYTC-2, contribuyendo éste a la induccién de respuestas adaptativas
al estrés. Si bien estas ultimas hipotesis aun deben ser comprobadas
experimentalmente, resaltan el papel central de la mitocondria como organela clave en
la coordinacidon de las respuestas a estrés en las plantas. En un contexto de cambio
climatico a nivel global, comprender el rol de la mitocondria y de los mecanismos que
optimizan el uso de recursos energéticos en las plantas resulta fundamental para el
desarrollo de herramientas biotecnolégicas orientadas a mejorar el crecimiento y la

tolerancia a condiciones ambientales desfavorables.
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CAPITULO 3:

“IMPLICANCIAS DE LA EXPRESION TEJIDO-ESPECIFICA
DE CYTc EN EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE
A.thaliana”
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6 CAPITULO 3

6.1 INTRODUCCION

En plantas, la regulacién del crecimiento depende de un conjunto de procesos
que ocurren simultaneamente y que involucran proliferacion, elongacion y diferenciacion
celular en distintos 6rganos. Tras la germinacion, el crecimiento postembrionario se
sostiene a partir de células madre localizadas en los meristemas apicales del tallo (SAM)
y de la raiz (RAM), que actuan como centros organizadores del crecimiento (Jirgens,
2001). En el SAM, la produccion continua de células permite la formacion de hojas y
brotes en el tejido aéreo de las plantas, mientras que, en raices, la organizaciéon en
zonas de proliferacion y elongacion controla la expansion del sistema radicular
(Chaiwanon et al.,, 2016). Dado que estos procesos celulares requieren energia y
recursos, la demanda energética variara segun el estado de desarrollo de la plantay la
actividad de cada tejido, lo que implica una integracién entre sefales de crecimiento y

estados metabdlicos de las células.

La importancia de la generacion de energia por parte de las mitocondrias en
plantas es menos evidente que en organismos no fotosintéticos, debido a que en las
plantas gran parte de la energia se obtiene a partir de la luz mediante la fotosintesis,
que ocurre en los cloroplastos. Es por esto que el estudio de la funcién mitocondrial en
plantas es necesario para entender el papel de esta organela en el funcionamiento
vegetal. Existen evidencias que indican que la biogénesis mitocondrial en plantas es un
proceso regulado, ya que distintos tipos celulares presentan diferente nimero de
mitocondrias por célula y diferentes niveles de transcriptos de algunos genes de
proteinas mitocondriales (Welchen et al., 2014). Ademas de esto, existen senales que
se originan en las mitocondrias y que impactan en el funcionamiento celular global
(Kleine & Leister, 2016).

Como hemos descripto en los capitulos anteriores, trabajos previos del
laboratorio han propuesto al CYTc como un elemento esencial para la regulacién del
crecimiento y el desarrollo de las plantas, asi como para la respuesta a estrés. Hemos
demostrado que las lineas mutantes dobles homocigotas, nulas en CYTC-2y deficientes
en CYTC-1 (cytc-1b2a y cytc-1b2b), presentan un retraso en el crecimiento y el
desarrollo (Welchen et al., 2012), mientras que la sobreexpresién de CYTC-1 o0 CYTC-
2 (35S:CYTC-1y 35S:CYTC-2) utilizando el promotor constitutivo 35SCaMV produce un
efecto contrario al de la mutacién, es decir un mayor crecimiento de las raices, un
aumento en el tamafo de las rosetas y un adelanto en el inicio de la etapa reproductiva

(Racca et al., 2018). En cuanto a los patrones de expresion, el gen CYTC-1 se expresa
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preferentemente en regiones meristematicas y tejidos con alta tasa de proliferacion,
como el apice del tallo, el apice de las raices principales y secundarias y los primordios
de las hojas, mientras que el gen CYTC-2 se expresa principalmente en haces
vasculares, anteras y polen (Welchen & Gonzalez, 2005). Si bien CYTc es una proteina
que seria necesaria durante todas las etapas del desarrollo de la planta, los patrones de
expresion observados sugieren que su importancia seria mayor en determinados tejidos
o estadios de desarrollo. Considerando que CYTC-1 se expresa preferentemente en
tejidos meristematicos (Welchen & Gonzalez, 2005), en este capitulo nos proponemos

analizar la importancia de este gen desde una perspectiva tejido-especifica.
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6.2 OBJETIVOS
1. Profundizar la caracterizacién de plantas con niveles alterados de CYTc, de

modo de determinar el papel de esta hemoproteina en procesos tales como
el crecimiento y la proliferacion celular y el desarrollo de 6rganos.

2. Determinar cual es el efecto de suplir la deficiencia de CYTc en tejidos u
organos especificos sobre el crecimiento de otros érganos o tejidos, de modo
de evaluar la existencia de una sefalizacion a distancia y, en tal caso,

analizar los posibles mecanismos involucrados.
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6.3 MATERIALES Y METODOS

Al igual que en los capitulos anteriores, en este capitulo se utilizaron plantas de
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ecotipo Columbia (Col-0). Las mutantes simples en
CYTC-1 (cytc-1a, GK586B10) fueron descritas en trabajos previos (Welchen et al.,
2012). Con el fin de indagar sobre el efecto de CYTc en distintos tejidos, hemos
generado herramientas de complementacién, que contienen la secuencia codificante del
gen CYTC-1 bajo el control de promotores especificos de tejido, de manera de restaurar
la expresiébn de este gen en sitios puntuales de la planta. Las construcciones se
realizaron bajo el control de los promotores del gen CYCB1;1 (At4g37490), que dirige la
expresion en células en division (Beeckman et al., 2001), y del gen SUC2 (At1g22710),

que dirige la expresion en vasculatura (Truernit & Sauer, 1995).

6.3.1 Generacion de lineas cytc-1a transformantes estables con las construcciones

pCYCB1;1::CYTC-1y pSUC2::CYTC-1

Dado que estas herramientas se encontraban disponibles en el laboratorio,
durante esta tesis se procedié a la transformacion mediante el método de floral dip
(Clough & Bent, 1998). Ambas construcciones se encontraban en el vector pBi101.3 en
Escherichia coli DH5a. Los plasmidos se extrajeron utilizando un kit de extraccion
Wizard™ Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) segun las
especificaciones del fabricante. Brevemente, las células fueron lisadas por un método
alcalino, el lisado se aplicé a una columna de silice para la unién del ADN vy
posteriormente se realizaron pasos de lavado para eliminar contaminantes. Finalmente,
el ADN plasmidico fue eluido con agua libre de nucleasas y almacenado a -20°C para su

posterior analisis.

Los plasmidos se introdujeron en Agrobacterium tumefaciens LB4404 por el
método de electroporacién para continuar con la transformacién de plantas de A. thaliana
utilizando el método de floral dip. La seleccién de plantas transformantes positivas se
realiz6 mediante su resistencia al antibiético kanamicina. En las lineas transformantes
obtenidas se confirmo la integracién del transgén mutante cytc-7a y de la construccion de
interés en el genoma vegetal por medio de la técnica de Reaccidén en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos para cada construccion (Tabla 1). El
ADN gendmico se extrajo a partir de tejido de hoja de plantas de dieciséis dias siguiendo
el protocolo que utiliza CTAB (Doyle & Doyle, 1987). En resumen, el tejido vegetal fue
macerado e incubado en un buffer de lisis (CTAB, NaCl, EDTA y Tris). Posteriormente,

se realizaron extracciones con cloroformo:alcohol isoamilico para separar la fase acuosa,
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seguidas de la precipitacion con isopropanol frio. Finalmente, el ADN fue lavado, secado
y resuspendido en buffer TE para su posterior analisis. Se incluyeron en el analisis plantas
WT y mutantes cyfc-1a como controles negativo y positivo, respectivamente, para la

presencia del transgén mutante cytc-1a.

6.3.2 Caracterizacion morfolégica de los genotipos bajo estudio.

Se analiz6 el crecimiento de las lineas transformantes pCYCB1,;1.:CYTC-1 y
pSUC2::CYTC-1 (al menos dos lineas independientes para cada construccién), en
comparacion con plantas WT y mutantes cytc-1a. Se midié la duracién de las distintas
etapas de desarrollo: largo de las raices, numero y tamafio de las hojas y tiempo
necesario para alcanzar el estadio reproductivo. Los estudios de crecimiento de la raiz
se realizaron mediante el cultivo de plantulas en placas de Petri con medio Murashige y
Skoog (MS) 0.5x y agar 0,8% (p/v) en un fotoperiodo de 16 h de luz/8 h de oscuridad
durante siete dias. Para el analisis de los estadios vegetativo y reproductivo, las plantas
fueron cultivadas en sustrato de turba blanca bajo condiciones de dias largos (16 h de
luz/8 h de oscuridad), a 22—24°C y con un flujo foténico de 100 ymol m™ s™. El material
fue fotografiado y las mediciones se realizaron sobre las imagenes utilizando el programa

ImagelJ.

Para estudiar los parametros celulares afectados, se analizaron las distintas zonas
radiculares segun indican Ubeda-Tomas et al. (2012). Para ello, se cultivaron plantas
durante siete dias en placas mantenidas en posicién vertical con medio MS que contenia
agar 1% (p/v). Las raices fueron posteriormente tefidas con Yoduro de Propidio 1 uM
(Invitrogen®). El analisis se realizé utilizando un microscopio confocal Leica TCS SP8 con
un objetivo seco 20x bajo excitacion/emision de 488/498-531 nm. Para cada genotipo, se
cuantifico el tamafio de las células maduras, el numero de células y el tamarfio de la zona
meristematica, y el tamafo de la zona de elongacion. Las mediciones se realizaron sobre

las imagenes utilizando el programa ImageJ.

6.3.3 Tincion de GUS

Se realizé la tincion histoquimica de la actividad de B-glucuronidasa (GUS) en
plantulas de 4 dias de edad, siguiendo el método reportado por Li (2011). Brevemente,
las plantulas fueron fijadas en tampon TBS (10X: 100 mM Tris, 500 mM NaCl)
suplementado con 0,4% formaldehido y luego lavadas para eliminar el exceso de fijador.

Posteriormente, los tejidos se incubaron en una solucién de tincion compuesta por
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tampédn fosfato (50 mM), Triton X-100, ferrocianuro de potasio, ferricianuro de potasio y 1
mM 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucurénido (X-Gluc) como sustrato cromogénico. La
incubacién se realizé a 37°C en oscuridad hasta la aparicidon de la coloracion azul
caracteristica. Finalmente, las muestras fueron aclaradas mediante una serie creciente
de etanol para remover la clorofila y posteriormente almacenadas en etanol al 70% hasta

su analisis y documentacion.

6.3.4 Analisis por Western Blot

Raices de plantulas de 7 dias de edad fueron separadas del tejido aéreo y
almacenadas a -80°C hasta su procesamiento. Para el analisis de Western blot, se
molieron 15 mg de material vegetal en nitrégeno liquido y se extrajeron con 30 pL de
tampoén Laemmli 2x suplementado con un inhibidor de proteasas (cOmplete; Roche) y
0,2 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo. Las proteinas se desnaturalizaron a 95°C durante
5 min y luego se centrifugaron a 12000 g durante 10 min. Posteriormente, 10 uL del
sobrenadante se separaron en un gel SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno. La membrana se incubé con los anticuerpos de
conejo contra CYTc (AS08 343A, Agrisera; dilucion 1:2000) y actina (AS13 2640,
Agrisera; dilucion 1:10000) como control de carga. La deteccion con anticuerpos
secundarios se realizd con anticuerpos anti-lgG de conejo conjugados con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (Agrisera; dilucion 1:50000) y el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific).

6.4 RESULTADOS

6.4.1 La expresion tejido-especifica de CYTC-1 es capaz de recuperar el crecimiento
de las rosetas y el tiempo de floracién en plantas deficientes en este gen.
Como se detalld previamente, la expresién de CYTC-1 se ha observado
principalmente en tejidos meristematicos, mientras que CYTC-2 presenta expresion
preferencial en tejido vascular (Welchen & Gonzalez, 2005). Por otra parte, las mutantes
simples en CYTC-1 presentan alteraciones en el crecimiento mientras que las mutantes
en CYTC-2 no presentan diferencias evidentes en relaciéon con plantas WT (Welchen et
al., 2012). Para evaluar el rol del CYTc en distintos tejidos, se transformaron plantas de
A. thaliana mutantes cyfc-1a con construcciones que dirigen la expresion de CYTC-1

especificamente a tejidos en proliferacion (pCYCB1;1::CYTC-1) o a la vasculatura
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(pSUC2::CYTC-1), utilizando promotores previamente caracterizados para estos

dominios de expresion (Beeckman et al., 2001; Truernit & Sauer, 1995).

Nuestros resultados muestran que, como se ha descrito anteriormente, las
plantas deficientes en CYTc presentaron alteraciones en el crecimiento y el desarrollo,
evidenciadas por rosetas de menor tamafio y un mayor tiempo requerido para la
transicién a estadio reproductivo en comparacién con plantas WT (Figura 28a-b). En
contraste, las lineas mutantes complementadas mostraron una reversion del fenotipo,
es decir, en estas lineas, el tamafio de la roseta, el tiempo de aparicién del escapo floral
y el numero de hojas al momento del cambio al estadio reproductivo recuperaron valores
comparables a los observados en plantas WT, independientemente del promotor
utilizado (Figura 28a-b).
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Figura 28. La expresion de CYTC-1 en diferentes tejidos es capaz de recuperar el crecimiento de las mutantes
cytc-1a. (a) Tamafo de la roseta de plantas de 19 dias, humero de hojas al momento del cambio a estadio reproductivo
y tiempo de aparicion del escapo floral (medido en dias después de la siembra: DAS). Las plantas fueron cultivadas a
una temperatura de 22-24°C y una intensidad luminica aproximada de 100 pmol.m2s™". Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas con las plantas WT en cada conjunto de datos. (n= 13-40; p <0,05; ANOVA).
Los experimentos se realizaron al menos tres veces obteniendo resultados similares. (b) Imagen representativa de las
cuantificaciones presentadas en (a). DAS: dias después de la siembra. (c) Tincién de GUS en plantulas cultivadas en
0.5%x MS agar 0.8% (p/v) que expresan el gen reportero GUS bajo los promotores de los genes SUC2y CYCB1;1 0 el

promotor constitutivo 35SCaMV. Escala: 1 mm.
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Para confirmar que los promotores utilizados dirigen la expresion en los sitios
esperados, se realizd un analisis con construcciones que contienen el gen reportero
GUS bajo el control de dichos promotores. Los resultados indicaron que tanto el
promotor CYCB1,;1 como el promotor SUC2 reprodujeron los patrones de expresion
previamente descriptos para estos genes (Figura 28c). En particular, la expresién de
pCYCB1;1::GUS se detectd en regiones meristematicas, incluyendo el apice de la raiz
(tanto primaria como laterales) y el meristema apical del tallo, extendiéndose hacia los
primordios foliares (Figura 28c), en concordancia con lo reportado previamente
(Beeckman et al., 2001). Por su parte, la expresién de pSUC2::GUS se restringi6 a la
vasculatura (Figura 28c), de acuerdo con descripciones previas para este promotor
(Truernit & Sauer, 1995). En conjunto, estos resultados sugieren que la expresion tejido-
especifica de CYTC-1 en tejidos particulares es suficiente para restaurar el crecimiento

de la roseta y la transicion al estadio reproductivo en plantas deficientes en este gen.

6.4.2 La expresion tejido-especifica de CYTC-1 se vincula con distintos patrones de
recuperacion del crecimiento radicular en mutantes cytc-1a.

El crecimiento radicular ocurre a lo largo de un eje organizado en zonas con
funciones diferenciadas, que incluyen la regidbn meristematica, de transicién y de
elongacién (Figura 29a; Salvi et al.,, 2020; Ubeda-Tomas et al., 2012). En la zona
meristematica predomina la proliferacion celular, mientras que en la zona de elongacion
el aumento del tamafio celular contribuye principalmente a la extension de la raiz
(Verbelen et al., 2006). En este contexto, se analizé el crecimiento radicular en lineas
complementadas que dirigen la expresion de CYTC-1 mediante los promotores de los
genes SUC2y CYCB1;1. Nuestros resultados indican que la longitud total de la raiz se
recuper6é parcialmente en ambas lineas complementadas en comparaciéon con las

plantas deficientes en CYTc (Figura 29b).

Cuando analizamos los parametros celulares asociados al crecimiento radicular,
observamos que las plantas deficientes en CYTc presentaron alteraciones tanto en el
numero de células y el tamafio de la zona meristematica como en el tamano de la zona
de elongacién y de las células maduras (Figura 29b—d). En las lineas complementadas,
el efecto sobre cada zona de la raiz dependié del promotor utilizado. En las plantas que
expresan CYTC-1 bajo el control del promotor del gen SUC2, la recuperacion del largo
radicular se asocid principalmente a un aumento en el tamafio de las células maduras

elongadas. En contraste, en las lineas complementadas con pCYCB1;1::CYTC-1, la
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recuperacion se observé mayoritariamente en la zona meristematica, reflejada en un

aumento del tamafio y el nimero de células de esta region (Figura 29b—d).

Por otra parte, se analizaron los niveles de proteina CYTc en tejido radicular
mediante Western blot. Las lineas complementadas presentaron un incremento en los
niveles de proteina en comparacion con las plantas mutantes cyfc-1a (Figura 29e-f). En
conjunto, estos resultados indican que la expresion tejido-especifica de CYTC-1 se
asocia con la recuperacion del crecimiento radicular, a través de contribuciones
diferenciales en las regiones meristematica y de elongacion, segun el dominio de
expresion conferido por cada promotor, destacando la importancia de CYTc para el

crecimiento de distintas zonas de la raiz.
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Figura 29. El desarrollo radicular varia en funcién de la region de la raiz en la que se expresa CYTC-1. (a) Imagen
ilustrativa de las zonas radiculares adaptada de Salvi et al. (2020). (b) Cuantificacion del largo de la raiz, tamario y
nimero de células de la zona meristematica, tamafio de la zona de elongacion y tamafio de las células maduras de
plantas WT, mutantes cyfc-1a y lineas que dirigen la expresién de CYTc bajo los promotores de los genes SUC2 y
CYCB1;1 (pSUC2::CYTC-1y pCYCB1;1::CYTC-1 respectivamente). Las plantas se cultivaron durante 7 dias en placas
con medio MS que contenia agar 1% (p/v), se tifieron con yoduro de propidio 1 uM (Invitrogen®) y se observaron mediante
microscopia confocal bajo una excitacion/emision de 488/498-531 nm. Se tomaron entre 8 y 10 fotos de cada raiz. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (n = 9-26 para zonas radiculares y largo de raices; n > 200
para células elongadas, tomadas de al menos 9 raices; p <0,05; ANOVA). (c-d) Imagenes adquiridas por microscopia
confocal representativas de las zonas meristematicas (c) y de las células elongadas (d). Escala: 100 uM. (e) Analisis por

Western Blot de raices de plantulas de 7 dias de edad, cultivadas en medio MS suplementado con agar 1% (p/v) en
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condiciones de dia largo (16 h de luz/8 h de oscuridad). Se emplearon anticuerpos anti-CYTc y anti-Actina para analizar

los niveles de CYTc y controlar la carga respectivamente.

En conjunto, nuestros resultados indican que la expresion de CYTC-1 es
suficiente para recuperar el crecimiento aéreo de las plantas deficientes en CYTc (Racca
et al., 2018; Welchen et al., 2012), ya sea cuando su expresion se restituye en tejidos
meristematicos como cuando se dirige su expresién a la vasculatura. Esta recuperacion
no solo se refleja en el crecimiento vegetativo, sino también en el desarrollo, evidenciado
por la restauracién del tiempo de aparicion del escapo floral en las plantas
complementadas. Estos resultados podrian revelar la existencia de un componente
tejido-especifica que se traduce en efectos sistémicos. En raices, el impacto de la
expresion de CYTC-1 depende del sitio donde se dirige su expresion, lo que sugiere que
los mecanismos que conducen a la recuperacion del crecimiento y desarrollo podrian
estar condicionados por el contexto tisular en el que se restablece la actividad
mitocondrial. Sin embargo, seran necesarios estudios adicionales que permitan

confirmar estas hipétesis y dilucidar los mecanismos subyacentes.

6.5 DISCUSION

La regulacién del crecimiento y el desarrollo en plantas ocurre de manera
dependiente del estadio ontogénico y se sustenta en la coordinacién de diferentes
procesos celulares como la proliferacion, la elongacién y la diferenciacion celular. La
contribucién relativa de cada uno de estos procesos varia segun el contexto tisular y
determina los patrones de crecimiento observados en los distintos 6rganos (De Veylder
et al., 2007; Donnelly et al., 1999). La proliferacion celular predomina en las regiones
meristematicas y esta controlada por redes hormonales especificas: en el meristema
apical del tallo (SAM), la actividad proliferativa depende principalmente del balance entre
citoquininas y auxinas, junto con la accion de factores de transcripcion como WUSCHEL
y CLAVATA, que regulan el mantenimiento de las células madres en el meristema
(Leibfried et al., 2005; Shpak & Uzair, 2025; Somssich et al., 2016). De manera analoga,
en el meristema apical de la raiz (RAM) la proliferacién esta organizada en el centro
quiescente y regulada por gradientes hormonales de auxinas y citoquininas (Petricka et
al., 2012; Zhang et al., 2013). En contraste, la elongacién celular ocurre principalmente
en tejidos en proceso de diferenciacion y constituye el principal mecanismo de
crecimiento en érganos ya formados. Este proceso esta asociado a la remodelacion de

la pared celular, mediada por proteinas como las expansinas, y a la posterior entrada
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de agua impulsada por la presién de turgencia, lo que permite la expansion celular (Ali
et al., 2023; Pacifici et al., 2018).

A nivel molecular, la importancia de la proliferacion celular en la determinacion
del tamario de érganos ha sido ampliamente documentada. Se ha reportado que la
deficiencia en ciclinas de tipo B (CYCB), componentes clave de la maquinaria del ciclo
celular que regulan la transicion G2/M, compromete la proliferacién celular en los
meristemas y, en consecuencia, impacta sobre el crecimiento generando raices mas
cortas y rosetas mas pequenas (Romeiro Motta et al.,, 2021; Weimer et al., 2016).
Adicionalmente, estudios previos han demostrado que la actividad mitocondrial es
esencial para el correcto desarrollo y mantenimiento de la actividad meristematica en
plantas, ya que las células de estas regiones presentan una elevada demanda
energética asociada a la proliferacion celular activa (Van Aken et al., 2007; Wang et al.,
2019; Zhou et al., 2011). En este sentido, nuestros resultados refuerzan la importancia
de la expresién de CYTC-1 en los meristemas, reflejada en la recuperacion del tamafio
de las rosetas y raices y el tiempo de floracién en plantas complementadas con la
construccion que contiene el promotor de ciclina. Ademas, la expresiéon de CYTC-1 en
el RAM fue suficiente para restaurar el tamafio del meristema radicular y el nimero de
células en este tejido, lo que sugiere que la recuperacion del crecimiento estaria

asociada, al menos en parte, con la actividad proliferativa.

Por otra parte, se ha demostrado que las células vasculares, particularmente las
células acompanantes del floema, cumplen un rol activo en la regulacion del crecimiento
vegetal mediante la integracion del estado metabdlico y la distribucion de recursos
(Lépez-Salmerdn et al., 2019). En Arabidopsis, la expresion del gen SUC2 en células
acompanantes es esencial para la carga de sacarosa al floema, ya que plantas mutantes
en este gen provocan defectos severos en la particion del carbono y reducciéon del
crecimiento, generando desarrollo retardado, crecimiento atrofiado y esterilidad
(Gottwald et al.,, 2000). Estos antecedentes sugieren que SUC2 condicionaria la
disponibilidad de carbono en los tejidos sumidero, lo cual impacta directamente sobre
los procesos de crecimiento (Wippel & Sauer, 2012). En este contexto, nuestros
resultados muestran que la expresion de CYTC-1 bajo el promotor del gen SUC2 es
suficiente para recuperar el crecimiento y desarrollo de la parte aérea, alcanzando
valores similares a los observados para plantas WT. Considerando que mutantes cytc-
1a presentan una acumulacion de almidén y azucares en etapas vegetativas (capitulo 2
de esta tesis; Racca et al., 2018), es posible que la recuperaciéon del fenotipo en las
lineas complementadas pSUC2::CYTC-1 esté relacionada con una utilizacién de las

reservas de carbono una vez que se recupera la actividad mitocondrial.
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En particular, la elongacién celular depende de la provision de precursores
necesarios para la expansion celular, asi como de la sefializacién de azlcares y
hormonas que induzcan el crecimiento (Braidwood et al., 2014; Kircher & Schopfer,
2012; Zluhan-Martinez et al., 2021). Estos antecedentes explicarian por qué la
recuperacion del crecimiento de la raiz en las lineas pSUC2::CYTC-1 se da por la
expansion de las células elongadas. En contraste, esta expresion tejido-especifica no
fue capaz de recuperar el tamafio y nimero de células del meristema. Esto podria estar
relacionado con que la actividad meristematica se encuentra regulada principalmente
por redes hormonales, sefalizacién de la via de TOR y el control del ciclo celular, mas
que por la disponibilidad de carbono per se (Lee et al., 2013; Mohammed et al., 2018).
En consecuencia, modificaciones en la distribuciéon de carbono ya disponible en las
plantas mutantes cytc-1a pueden no traducirse en cambios en el tamafio o la actividad
meristematica. Podriamos concluir que la expresion tejido-especifica de genes
mitocondriales puede generar efectos sistémicos sobre el crecimiento de la planta,
aunque los mecanismos mediante los cuales estas sefiales se integran y coordinan alin

requieren ser esclarecidos.

6.6 CONCLUSIONES
En este capitulo hemos demostrado la importancia de la expresion de CYTc para

el crecimiento y el desarrollo de las plantas. Asimismo, se establecio un vinculo entre la
expresion del gen CYTC-1 en tejidos especificos y el crecimiento de distintos 6rganos
de la planta, evidenciando un rol central de CYTC-1 en este proceso. Finalmente, este
trabajo resalta la importancia de abordar el estudio del crecimiento vegetal desde una
perspectiva tejido-especifica, para entender como se coordinan los diferentes niveles

regulatorios que gobiernan el mismo.
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7 CONCLUSIONES GENERALES

A lo largo de esta tesis hemos profundizado en la caracterizacion de plantas
deficientes en CYTc, particularmente desde el punto de vista de su crecimiento y
respuestas a estrés abiotico. En este sentido, demostramos que la deficiencia en el
crecimiento de plantas mutantes en CYTC-1 esta estrechamente vinculada con la
activacion de SnRK1 como via de sefalizaciéon ante condiciones de deficiencia
energética. La activacion de esta via, ademas, les confiere a las plantas mayor

tolerancia a condiciones desfavorables.

En segundo lugar, demostramos que la deficiencia mitocondrial originada por
una disminucién en los niveles de CYTc se asocia con una optimizacion en el uso de los
recursos metabdlicos vinculados con la produccién alternativa de energia, como son los
aminoacidos, cuya acumulacién se da por un aumento de la actividad de la via de
autofagia. Esta optimizaciéon de recursos se correlaciona con la menor sensibilidad de
plantas deficientes en CYTc a diferentes tipos de estrés, como oscuridad extendida y
estrés térmico. Adicionalmente, observamos que estos procesos se relacionan con la

homeostasis hormonal, al menos a nivel de la via de giberelinas.

Por ultimo, en relacion con el rol del CYTc en el desarrollo de 6érganos,
demostramos su importancia para el desarrollo tejido-especifico, particularmente en el
desarrollo de la raiz, donde la expresion localizada del mismo en tejidos en proliferacion
0 en tejido vascular es capaz de promover en forma especifica el crecimiento del

meristema o la elongacioén celular, respectivamente.

En conjunto, los resultados presentados a lo largo de esta tesis permiten integrar
la actividad mitocondrial, particularmente a través de la via de CYTc, como un
componente central en la coordinacién entre el estado energético celular, las vias
reguladoras del crecimiento y las respuestas a estrés en plantas. Si bien los
mecanismos moleculares que subyacen a esta funcion sefializadora aun se encuentran
bajo estudio, la evidencia presentada en este trabajo aporta nueva informacién para
comprender cdmo las alteraciones en la actividad mitocondrial pueden integrarse con
distintas vias reguladoras a nivel celular, tisular y sistémico. En este marco, los hallazgos
de esta tesis abren nuevas preguntas y lineas de investigacidén que permitiran
comprender el rol de la mitocondria como un componente clave en la adaptacién y la

plasticidad vegetal frente a condiciones ambientales cambiantes.
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