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INTRODUCCION

El proceso de respiracion resulta esencial para la obtencién de energia por parte de la mayoria
de los seres vivos. En organismos eucariotas, este proceso es llevado a cabo en las
mitocondrias y resulta fundamental para la obtencién de energia (Welchen et al., 2014). En la
membrana interna mitocondrial existen cuatro complejos multiproteicos y una hemoproteina
soluble, el Citocromo ¢ (CYTc), los que posibilitan el transporte de electrones desde
coenzimas reducidas al oxigeno molecular (O2), acoplando este proceso a la sintesis de ATP
por parte de la ATP sintasa o Complejo V.

Ademas, las mitocondrias serian organelas capaces de percibir y senalizar el estado
energético celular, coordinando el desarrollo a través de la interaccién con diferentes vias
reguladoras del crecimiento. Un punto clave de interconexidén son los mecanismos de accién
de distintas hormonas vegetales (Racca et al., 2018,). Por otro lado, distintas proteinas con
localizacién mitocondrial han sido involucradas en procesos celulares no canénicos, como la
defensa de las plantas frente al ataque por patégenos bacterianos o resistencia al dafno
oxidativo generado por estreses abibticos como exposicion a UV-B y el estrés salino.

En Arabidopsis thaliana existen dos genes que codifican para CYTc denominados CYTc1
(At19g22840) y CYTc2 (At4g10040) que presentan una estructura intron/exén conservada y
una identidad entre proteinas superior al 90%. Sin embargo, analisis de sus promotores
demostraron diferencias en los patrones de expresién, por lo que su diferencia funcional seria
generada por la expresion tejido-especifica (Welchen et al., 2005, 2009, 2012).
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En los ultimos afos han surgido numerosas evidencias sefalando que los niveles de
nutrientes y el balance metabdlico constituyen el nucleo central para la regulacion del
crecimiento y desarrollo en plantas (Lastdrager et al., 2014). Se conoce que el crecimiento de
la raiz principal es un proceso regulado por multiples estimulos. La longitud final de la raiz es
regulada coordinando la tasa de division celular, el numero de células en division, la velocidad
de elongacién y la longitud celular final (Ubeda-Tomas et al., 2012). Diferentes hormonas
vegetales tienen un papel importante en el control del crecimiento, division y diferenciacion
celular en raices. Entre ellas, las giberelinas (GAs) controlan la proliferacién celular en el
meristema proximal en raices y el acido abscisico (ABA) estd asociado con el mantenimiento
del estado las células del centro quiescente y la elongacion celular en la zona de
diferenciacion (Takatsuka & Umeda, 2014; Dietrich et al., 2017).

Se ha reportado que las GAs poseen un rol importante en el fenotipo de las mutantes de
CYTc, que presentan desarrollo retrasado con respecto a plantas salvajes. Se propone que
la disminucién de la produccién energética o de la actividad mitocondrial impacta en la
homeostasis de GAs, fendmeno que seria responsable del crecimiento méas lento. En
concordancia, el tratamiento con GAs de manera exdgena es capaz de rescatar algunos de
los fenotipos de estas mutantes. (Racca et al., 2018). En adicion, datos recientes de nuestro
laboratorio indicarian que la reduccidon de los niveles de CYTc impactaria en la
sefalizacidbn/homeostasis mediada por ABA, alterando la germinacién en plantas.

OBJETIVOS

Estudiar el rol que cumple la funcidbn mitocondrial, a través de la proteina CYTc, en el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Se evaluaran lineas de la especie Arabidopsis
thaliana que presentan una disminucién en los niveles de la proteina CYTc y se analizara
cémo esta alteracion afecta el crecimiento de raices.

1. Analizar el impacto de la disminucién del CYTc en el crecimiento y morfologia celular de
raices de A. thaliana.

2. Analizar el impacto de diferentes condiciones de crecimiento (nutrientes, pH, hormonas)
sobre el crecimiento de raices de plantas de A. thaliana mutantes en CYTc.

3. Generar plantas de A. thaliana transformadas con el gen CYTc-1 bajo el control de los
promotor propio del gen (pCYTc1::CYTc1) y evaluar cémo el patrén de expresién afecta el
desarrollo y crecimiento en lineas “wild-type” (Wt) y mutantes en CYTc.

METODOLOGIA

En el presente trabajo se emplearon mutantes insercionales por T-DNA en uno o ambos
genes que codifican para la proteina CYTc, denominadas mutante simple 7a (mutante nula
en el gen CYTc-1) y mutante doble 71b62b (mutante con niveles reducidos en el gen CYTc-1y
nula en el gen CYTc-2), ambas con niveles de expresion de CYTc disminuidos (Welchen y
col.,, 2012). Se evaludé cdémo la deficiencia de CYTc afecta el desarrollo de la raiz y la
morfologia de los diferentes tipos de células que la conforman. Se efectué una evaluacion
diaria del crecimiento de la misma, con el objetivo de poder establecer una cinética de
crecimiento para evaluar si las plantas presentan distintas tasas de crecimiento y si las
mismas son afectadas de forma diferencial por diferentes condiciones de pH (5.8 y 7.0) y
frente a tratamientos con sacarosa (1%), GA3 (1, 10 y 100 uM) y ABA (0.01, 0.1 y 1 uM).
Ademas, se analiz6 por microscopia laser confocal qué ocurria a nivel tisular con distintas
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zonas de la raiz principal (zona mit6tica, de diferenciacion y de células elongadas) en las

mutantes en CYTc tanto en condicion control como bajo el efecto de diferentes
concentraciones de GA3 y ABA.

CONCLUSIONES

En comparacion a lineas salvajes, los resultados demuestran que tanto la mutante simple
(7a) como la mutante doble (7b2b) presentan un crecimiento mas lento de la raiz principal,
diferencia que se incrementa a lo largo del tiempo. Esto se debe a que la tasa de crecimiento
de las plantas mutantes es menor. Notoriamente, las mutantes en CYTc presentaron una
reduccion en el numero de las células zona mitética (ZM) y un menor numero de células en
la zona de diferenciacién (ZD). Las células maduras y completamente elongadas (CE), que
constituyen cerca del 90% del tamario total de raiz, fueron significativamente mas cortas,
diferencia probablemente responsable del menor largo de raiz principal de mutantesen CYTc
(Fig. 1).
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Fig. 1. Crecimiento de raiz principal en dias luego de siembra (DAS) y largo de células elongadas de
raiz principal (CE) de lineas Wt, 1a'y 1b2b.

Se ha reportado, que un aumento de pH estimula el crecimiento de raiz principal en plantas
salvajes. Sin embargo, este cambio en las condiciones ensayadas tiene un menor efecto en
la mutante 1a y nulo efecto en la mutante 1b2b, lo que sugeriria que la deficiencia de CYTc
afectaria la magnitud de esta respuesta (Fig. 2).
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Respecto al tratamiento hormonal, el ABA a bajas concentraciones, se ha reportado que
demuestra un efecto estimulatorio del crecimiento de la raiz, principalmente a la
concentracion de 0.01 pM. Las mutantes en CYTc logran una reversion parcial del fenotipo
de raiz corto con un aumento mayor en la tasa de crecimiento. Esto reflejaria que las
mutantes en CYTc serian mas sensibles a esta concentracién de hormonas. Las CE
presentaron un aumento en la longitud de las células en todas las lineas, con mayor impacto
en las mutantes. Este ultimo cambio seria el responsable de la recuperacion parcial del largo
de raiz de las mutantes (Fig. 3). El tratamiento exdgeno con GAS3 no presentd diferencias
significativas en las tasas de crecimiento de raiz.
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Fig. 3. Crecimiento de raiz principal en DAS vy largo de CE bajo tratamiento con ABA 0,01 uM con
lineas Wt, 1a'y 1b2b.
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