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INTRODUCCION

El citocromo C es una hemoproteina transportadora de electrones, ubicada en el espacio
intermembrana de la mitocondria, que cumple un rol fundamental en la cadena
transportadora de electrones, proceso esencial para la obtencion de ATP (moneda
energética de la planta). Al mutar esta proteina se observan efectos en el fenotipo tales
como raices mas cortas, menor diametro de roseta y un retraso en el crecimiento, por otra
parte, la sobreexpresion de CYTC1 genera un efecto contrario ya que las plantas
aceleraron su ciclo de vida y, presentaron rosetas y raices mas grandes. En Arabidopsis
thaliana existen dos genes que codifican para el Citocromo C (CYTc), CYTc-1y CYTc-2.
Previamente en el laboratorio, se obtuvieron plantas mutantes en el gen CYTc-1, y se las
caracteriz6 fenotipicamente. En estos analisis se observd que dichas plantas presentan
raices e hipocétilos mas cortos respecto a las plantas salvajes, asi como también una
menor biomasa de roseta (Welchen et al. 2012, Racca et al. 2018). Por otra parte, plantas
con mayores niveles de CYTc-1 presentan un fenotipo opuesto, es decir raices e
hipocotilos mas largos, asi como mayor biomasa de roseta.

Dada la relevancia del CYTc en la obtencion de energia, resulta interesante estudiar su
relacion con la via TOR, ya que esta se encarga de la regulacién del crecimiento en funcién
de la disponibilidad de nutrientes y energia (Pacheco et al 2021).

A su vez, la autofagia es un proceso fundamental en la degradacién decomponentes
celulares con la finalidad de obtener energia para sobrevivir a periodos de estrés o falta de
nutrientes (Inoue et al. 2006). Se sabe que la via TOR es el principal inhibidor de este
proceso en condiciones éptimas nutricionales. Resultados previos del laboratorio muestran
que el proceso de autofagia estd aumentado en las plantas mutantes CYTc. En base a
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esto, planteamos profundizar el analisis mediante el uso de mutantes en la via de autofagia
en el background mutante CYTc.

OBJETIVOS

Estudiar la posible coordinacion que existe entre la actividad respiratoria mitocondrial,
particularmente a través de la produccion de energia mediante la via dependiente de
Citocromo ¢ (CYTc), y vias de sefalizacion reguladoras del crecimiento en plantas.

METODOLOGIA

Para el estudio de la interaccién entre la via TOR y el CYTc, se generaron lineas
sobreexpresantes de CYTc-1, en un background wild type (WT), asi como también en un
background mutante para la proteina RAPTOR (componente del complejo TOR) vy
mutantes en la proteina RPS6B (componente de esta via corriente abajo). A estas lineas
se les realizo una extraccion de ARN de hojas de roseta para luego detectar mediante RT-
gPCR el nivel de transcripto de CYTc-1, y asi seleccionar las lineas con mayores niveles.
Sobre las lineas seleccionadas, se realizé una medicion por Western Blot para detectar los
niveles de proteina CYTc, y corroborar de esta manera que los niveles de transcripto se
traducen correctamente a proteina. Tanto para la RT-qPCR como para los Western Blot se
utilizaron como controles plantas WT, plantas mutantes en RAPTOR y en RPSEB vy,
sobreexpresantes de CYTc-1.

En cuanto al estudio de la autofagia, se trabajé con mutantes en los genes ATG5 y ATG?7,
los cuales codifican para dos proteinas claves en la formacién del autofagosoma. Se
generaron lineas de cruzas entre plantas mutantes ATG5 y ATG7 con mutantes en CYTc-
1 (AGK o0 ASALK), para obtener de esta manera lineas mutantes dobles para ambos genes.
Altener lineas con pérdida de funcion fue necesario realizar sucesivas rondas de seleccién
hasta obtener las lineas dobles homocigotas. Esto se realiz6 mediante seleccion con
antibiético en placa y posterior genotipificacion mediante PCR. Una vez obtenidas las
lineas doble homocigota atg5 x cytc-1a(AGK) se les realizaron mediciones de raices en
plantulas en medio MS o suplementado con sacarosa al 1%, con el fin de analizar si afectar
la autofagia empeoraba el fenotipo de plantas mutantes CYTc-1 y si el agregado de una
fuente exdgena de azucares generaba cambios.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El andlisis mediante RT-gPCR permiti6 identificar lineas con elevados niveles de
transcripto en las lineas sobreexpresantes de CYTc en el background WT, RAPTOR y
RPS6B. Por otra parte, al realizar el western blot de las lineas con elevados niveles de
transcripto para CYTc, se observd en primera instancia que las lineas WT
sobreexpresantes presentaban mayores niveles de proteina que su control WT (plantas
WT no transformadas). En segunda instancia, al analizar los niveles endégenos de proteina
CYTc en plantas mutantes RAPTOR y RPS6B, observamos que presentaban mayores
niveles respecto a las plantas WT. Luego al comparar las lineas sobreexpresantes CYTc
en el background RAPTOR y RPS6B con sus respectivos controles parentales, se observa
que los niveles de proteina son iguales o menores en dichas lineas. Esto permite pensar
que la expresion de CYTc en el background mutante para RAPTOR y RPS6B podria estar
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siendo regulada a nivel post-transcipcional o post-traduccional, ya que los altos niveles de
transcripto que observamos previamente no se condicen con los niveles de proteina.

En cuanto a la autofagia, pudimos ver que el hecho de alterar este proceso no altera la
longitud de las raices respecto de la mutante CYTc-1, sino que mantiene valores similares.
Esto permite pensar que las lineas mutantes en CYTC1 no estarian utilizando como una
posible fuente de energia la autofagia para su crecimiento en estadio de plantula. Una
observacion es que suplementar el medio con sacarosa al 1% mejora notablemente el
crecimiento en las lineas mutantes en ATGS5, con respecto a la longitud de raices
observadas en medio MS.
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