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Resumen 

Autofagia es un mecanismo de homeostasis celular clave para degradar y reciclar material 

intracelular no deseado o dañado durante el desarrollo o bajo condiciones de estrés. 

Condiciones de estrés térmico (ET) y/o hídrico (EH) serán cada vez más frecuentes en el 

contexto del cambio climático global, afectando así el crecimiento, desarrollo y 

productividad de las plantas. Dichas condiciones de estrés ambiental se encuentran 

estrechamente asociadas aumentos de procesos oxidativos e inducción de senescencia 

temprana. Asimismo, diversas evidencias indican que la maquinaria autofágica estaría 

involucrada en reciclado removilización y de nutrientes (principalmente nitrógeno) durante 

la senescencia, jugando un importante rol en la el crecimiento y calidad de semillas. Si bien 

actualmente el estudio de autofagia está en auge, el efecto de estreses ambientales sobre 

autofagia y el impacto que esto podría tener sobre los procesos de removilización de 

nutrientes no está del todo esclarecido. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto 

del estrés térmico e hídrico sobre el proceso autofágico durante el desarrollo vegetativo y 

reproductivo, y su implicancia en la removilización de nutrientes en plantas de Arabidopsis 

thaliana. Los resultados mostraron que condiciones de EH, ET y tratamientos con ácido 

abscísico, hormona que media las respuestas a estas condiciones de estrés, son potentes 

inductores del proceso autofágico en estadíos vegetativos. Asimismo, mutantes autofágicos 

(atg) mostraron mayor sensibilidad al ET durante el crecimiento vegetativo. Por último, se 

observaron claras diferencias en el crecimiento reproductivo entre mutantes atg y plantas 

nativas.   
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Introducción 

La autofagia es un mecanismo altamente conservado en eucariotas mediante el cual 

se degradan componentes citoplasmáticos como proteínas e incluso organelas bajo 

condiciones de estrés o durante ciertos estadios del desarrollo (Klionsky et al., 2005; Liu et 

al., 2012; Michaeli et al., 2016). Autofagia puede ser dividida en: microautofagia, 

macroautofagia y autofagia mediada por chaperonas (Galluzzi et al., 2017). En plantas solo 

se ha demostrado la existencia de macro y micro autofagia. Durante la microautofagia, la 

membrana lisosomal o vacuolar envuelve e incorpora directamente el objetivo formando 

una vesícula que finalmente se desprende hacia el lumen (Nakamura et al., 2018). La 

macroautofagia se caracteriza por la formación de novo de una organela de doble 

membrana, el autofagosoma, que envuelve componentes citoplasmáticos y/u organelas y 

los transporta a vacuolas líticas o lisosomas para su degradación. Este trabajo se centrará en 

la macroautofagia (de acá en más referida como autofagia) (Fig. 1). 

Estudios genéticos en levaduras identificaron varios genes relacionados a la autofagia 

(ATG AuTophagic Genes) que son necesarios para la iniciación, maduración y fusión del 

autofagosoma con la vacuola (Figura 1.). Ortólogos de los genes ATG, se encuentran 

presentes en plantas y su función ha sido estudiada mediante la complementación de 

mutantes atg en levaduras, el estudio de ARN de interfencia (ARNi) y mutantes knock-out 

(Doelling et al., 2002; Hanaoka et al., 2002; Yoshimoto et al., 2004; Xiong et al., 2005; 

Contento et al., 2005; Thompson et al., 2005). En Arabidopsis, cerca de 40 genes ATG han 

sido identificados, los cuales cumplen funciones específicas en diferentes etapas del 

proceso (Fig. 1) (Yoshimoto et al., 2012). La inducción del proceso está regulada por una 

cascada de señalización dependiente de kinasas (Fig. 1). TOR kinasa hiperfosforila ATG1 y 

ATG13 impidiendo así su asociación. Bajo condiciones deficientes de nutrientes, ATG1 y 

ATG13 son desfosforilados, lo que conlleva a la re-asociación y activación del complejo 

(Fig. 1). Posteriormente, tiene lugar la distribución de membranas y la nucleación de 

vesículas que soportan el crecimiento del autofagosoma, donde ATG9 y el complejo PI3K, 

entre otros, cumplen funciones claves (Fig. 1). Asimismo, la formación y maduración del 

autofagosoma implica dos vías de conjugación de proteínas: el complejo ATG12-ATG5 y 

ATG8 (Fig. 1). ATG8 se encuentra en dos formas: cuando autofagia se activa, ATG8 se 
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lipida con fosfatidil-etanolamina (ATG8-PE) y localiza en la membrana del autofagosoma; 

cuando autofagia no se induce, ATG8 está libre y localiza en el citoplasma. El proceso de 

lipidación es iniciado mediante el clivado del ultimo residuo C terminal de ATG8 por 

acción de la proteasa ATG4, donde posteriormente, el complejo ATG5-ATG12-ATG16 

actuará como una ligasa facilitando la unión de ATG8 con el lípido (Marshall y Vierstra, 

2018). Una vez completada la vesícula autofágica, el complejo ATG12-ATG5 se disocia. 

ATG8 no se disocia del autofagosoma, por lo cual, como veremos más adelante, es 

ampliamente utilizada como marcadora del proceso. Finalmente, los autofagosomas son 

transportados hacia la vacuola, donde la membrana externa del autofagosoma se fusiona 

con el tonoplasto liberando la vesícula interna (cuerpo autofágico) en el lumen vacuolar 

para su degradación (fig. 1). Mutaciones en cualquiera de estos genes, llevará a 

insuficiencias en el desarrollo de la autofagia.  

Resulta importante destacar que la identificación de los genes que subyacen al 

proceso de autofagia ha permitido el desarrollo de herramientas de biología molecular para 

el estudio del proceso, lo cual ha sido de vital importancia para el estudio de las 

implicancias fisiológicas de autofagia. La unión de ATG8 a los autofagosomas ocurre 

tempranamente durante su formación y persiste hasta etapas tardías del proceso tales como 

la fusión de los autofagosomas a la vacuola, incluso en los cuerpos autofágicos presentes en 

el lumen vacuolar. Esta característica ha permitido la observación de los autofagosomas 

mediante microscopía de fluorescencia en organismos modificados genéticamente que 

expresan proteínas reporteras fluorescentes fusionadas al extremo N terminal de ATG8 (por 

ejemplo, GFP-ATG8) (Le Bars et al., 2014; Suttangkakul et al., 2011; Yoshimoto et al., 

2012). Además, mediante análisis de Western Blot es posible analizar el flujo autofágico; 

es decir, el tráfico de autofagosomas a la vacuola, mediante el análisis de degradación de la 

proteína fusión GFP-ATG8 utilizando anticuerpos contra GFP. Así, la cuantificación de los 

niveles de GFP libre respecto a la cantidad de proteína fusión GFP-ATG8 resulta un 

indicador ampliamente utilizado para estimar el flujo autofágico (Li et al., 2015; Slavikova 

et al., 2008).  
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Los mutantes atg aislados hasta la fecha evidencian que defectos en la autofagia 

comprometen la viabilidad, crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas, como así 

también las respuestas a condiciones de estrés abiótico y biótico (Zhou et al., 2013, 2014a, 

2014b; Liu et al., 2009; Wang et al., 2015, 2016; Guiboileau et al., 2012; Bassham et al., 

2006; Li and Hafren et al., 2017; Haxim et al., 2017; Lenz et al., 2011). La forma en que 

autofagia contribuye a hacer frente a estas condiciones de estrés podría resumirse en el 

reciclado de macromoléculas innecesarias o dañadas, contribuyendo a la biosíntesis de 

componentes anti-estrés, generación de energía y la eliminación de materiales tóxicos del 

citoplasma (Xiong et al., 2007; Zhou et al., 2013).   

Estrés ambiental  

Las plantas son organismos sésiles que deben hacer frente a condiciones 

ambientales fluctuantes. El estrés térmico (ET) así como el estrés hídrico (EH) son las 

principales condiciones de estrés asociadas al cambio climático global, considerando que se 

pronostican grandes aumentos en los episodios de sequias y altas temperaturas por el panel 

intergubernamental de cambio climático (IPCC, 2013). Asimismo, existe una estrecha 

correlación entre condiciones de estrés y aumentos de la producción de especies activas de 

oxígeno (EAO), que devienen en aumentos de procesos oxidativos, daños oxidativos en 

macromoléculas y senescencia acelerada (Lu et al., 2008; Das et al., 2014). En este sentido, 

resulta importante mencionar que condiciones generadoras de estrés oxidativo también 

promueven la activación del proceso autofágico (Xiong et al., 2007a; Pérez-Pérez et al., 

2012). Más aún, ha sido reportada la participación de autofagia en la degradación de 

proteínas oxidadas (Xiong et al., 2007b; Xiong et al., 2007a) sugiriendo así una amplia 

participación de autofagia frente a diversas condiciones de estrés. 

Figura 1. Simplificación de las distintas etapas del proceso autofágico. Se puede observar la 

inducción de autofagia, seguida por la nucleación de las diferentes proteínas ATG al sitio de 

formación y expansión del fagóforo. Una vez formado el autofagosoma, será dirigido hacia la 

vacuola para su fusión con el tonoplasto. Dentro de la vacuola la estructura de membrana simple, 

el cuerpo autofágico, será degradado junto con los componentes que transportaba por proteasas 

vacuolares (ver texto para más detalles). Marshall RS y Viestra RD (2018). 
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Por otro lado, el ET y EH son dos factores ambientales que afectan dramáticamente 

características agronómicas claves para el rendimiento de los cultivos de grano, tales como 

los procesos reproductivos y el llenado de grano (Barnabas et al. 2008, Prasad et al. 2008), 

procesos en los cuales, como veremos más adelante, autofagia cumpliría funciones 

importantes.   

- Estrés térmico y autofagia  

A nivel sistémico, el estrés causado por altas temperaturas (ET) afecta la 

germinación, la producción del vástago, el crecimiento vegetativo, la producción de materia 

seca, el desarrollo reproductivo (como la iniciación de la floración), procesos reproductivos 

(como la polinización o fertilización), el rendimiento de grano (Saini and Aspinall et al., 

1981, 1982; Porter and Gawith et al., 1999; Boyer and Westgate et al., 2004; Ergo et al., 

2017) y la calidad del mismo (Gooding et al. 2003, Britz et al. 2007).  

A nivel celular, se ha demostrado que el ET, resulta en alteraciones en la fluidez de 

membranas que afectan el transporte de electrones a nivel cloroplástico y mitocondrial, la 

acumulación de proteínas insolubles no plegadas y oxidadas (Zhou et al., 2013) que a su 

vez inducen el proceso autofágico (Yang X C et al., 2016). En este sentido, se ha observado 

que tratamientos de ET inducen no sólo la expresión de genes ATG, sino también la 

formación de autofagosomas en plantas de Arabidopsis GFP-ATG8, reporteras de 

autofagia, sugiriendo la participación del proceso en las respuestas a dichas condiciones 

(Zhou et al., 2013). Además, plantas mutantes atg5 y atg7, mostraron menor tolerancia al 

ET y acumularon grandes cantidades de agregados proteicos ubiquitinados (Zhou et al., 

2013). 

- Estrés hídrico (EH) y autofagia 

Tanto condiciones de sequía como salinidad pueden causar déficit hídrico. Como se 

mencionó anteriormente, el rol del proceso autofágico en la degradación de proteínas 

oxidadas y en la modulación de las respuestas de defensa sugiere que autofagia también 

participaría en respuesta a este tipo de estreses. De hecho, ha sido demostrada la inducción 

en la expresión de genes ATG tanto en Arabidopsis como en arroz, en respuesta a estrés 
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osmótico (Slavikova et al., 2008). Posteriormente, Liu y colaboradores (2009) observaron 

tanto la inducción de la expresión de genes ATG como así también la formación de 

autofagosomas en raíces de plantas de Arabidopsis tratadas con manitol 350 mM. 

Asimismo reportaron hipersensibilidad de plantas mutantes atg ante estrés osmótico y 

salino.  A su vez, estudios en plantas de interés económico como el tomate han sugerido 

que la tolerancia al estrés hídrico estaría sustentada por una activación de autofagia y la 

consecuente degradación de proteínas ubiquitinadas (Wang et al., 2015). Sin embargo, 

hasta el momento no se ha evaluado la actividad autofágica en órganos foliares (fuentes 

clave en procesos de removilización), ni se han experimentado condiciones de estrés 

osmótico menos agudas.  

- Estrés, senescencia, autofagia y llenado de grano   

Como se mencionó anteriormente, diferentes condiciones de estrés conllevan 

aumentos en la generación de especies activas del oxígeno (EAO), daños oxidativos en 

macromoléculas de las células vegetales e inducen procesos de senescencia temprana. La 

senescencia es una respuesta adaptativa y de aclimatación elástica, caracterizada por la 

transición entre la asimilación de nutrientes al reciclado y removilización de los mismos 

(Masclaux et al., 2010). En este sentido el nitrógeno es un nutriente esencial para el 

crecimiento de cualquier planta y es uno de los fertilizantes más utilizados en agricultura. 

Procesos que permitan el reciclado de nitrógeno orgánico y su exportación desde órganos 

senescentes a sumideros como las semillas son determinantes cruciales en la calidad y 

productividad de las plantas, como así también en la sustentabilidad de los sistemas 

productivos (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Los cloroplastos son la principal fuente 

para reciclado y removilización de nitrógeno durante la senescencia foliar (Masclaux-

Daubresse et al., 2000). Dependiendo de las especies de plantas, 75% o más del nitrógeno 

está presente en estas organelas (Wittenbach, 1978; Mae et al., 1983; Peoples and Dalling, 

1988) y son las primeras en ser desmanteladas durante la senescencia (Peterson and 

Huffaker, 1975; Matile, 1992). La forma en que las proteínas del cloroplasto son 

degradadas durante la senescencia foliar (natural o inducida por algún tipo de estrés) no se 

conoce en su totalidad. La degradación de proteínas del estroma podría ocurrir tanto dentro 

como fuera de la organela (Martinez et al., 2008; Reumann et al., 2010) En este sentido, el 
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ambiente oxidativo existente en el cloroplasto durante la senescencia o bajo condiciones de 

estrés catalizaría la fragmentación oxidativa de RuBisCo (Ishida et al., 1997) y los péptidos 

oxidados resultantes serían unidos a la envuelta cloroplástica para ser distribuidos en 

compartimentos citoplasmáticos de tipo vesicular llamados RCB (Rubisco Containing 

Bodies) (García-Ferris & Moreno, 1994; Chiba et al., 2003; Prins et al., 2008). Existen 

evidencias que indican que la maquinaria autofágica participa en el tráfico de los RCB a la 

vacuola central (Ishida et al., 2008; Wada et al., 2009; Izumi et al., 2010). En este sentido, 

mutantes atg5 poseen interrumpida la acumulación de RCBs en la vacuola, indicando así 

que el proceso autofágico estaría participando en el reciclado cloroplástico (Ishida et al., 

2008; Wada et al., 2009). Posteriores evidencias muestran que el proceso autofágico resulta 

clave en el manejo de nitrógeno a nivel sistémico de la planta mediante el control de la 

removilización del mismo (Guiboileau et al., 2012; Li et al., 2015; Chen et al., 2018). Por 

último, resultan interesantes reportes enfocados en semillas, en donde se demuestra que si 

bien los mutantes atg poseen una menor removilización de nitrógeno desde las fuentes, 

poseen mayores porcentajes de contenido de nitrógeno en las semillas contrariamente a lo 

esperado. Estos autores plantean que el mayor número de aborto de semillas en las 

mutantes disminuye la demanda total de los sumideros, permitiendo la correcta nutrición de 

las pocas semillas restantes. Además hipotetizan un rol fisiológico de autofagia en las 

semillas independientemente de su rol en la planta madre (Di Berardino et al., 2018).  

Si bien actualmente el estudio de autofagia como mecanismo de degradación de 

componentes celulares y su rol fisiológico en i) la tolerancia a condiciones de estrés  y ii) la 

eficiencia en el uso del nitrógeno está en auge, el efecto de los estreses ambientales sobre 

autofagia y como esto impacta sobre los procesos de removilización de nutrientes resulta 

aún desconocido. Dados estos antecedentes, se plantean para este trabajo la siguiente 

hipótesis y objetivos:  
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Hipótesis 

La regulación del proceso autofágico posee un rol clave en la respuesta a condiciones 

de estrés hídrico y térmico, tanto en etapas de desarrollo vegetativo como reproductivo, 

afectando finalmente el reciclado y removilización de nutrientes en Arabidopsis thaliana. 

Objetivo general 

En el presente trabajo se plantea como objetivo general la evaluación del efecto del 

estrés térmico e hídrico sobre el proceso autofágico durante el desarrollo vegetativo y 

reproductivo y su implicancia en la removilización de nutrientes en plantas Arabidopsis 

thaliana. 

Objetivos específicos 

1. Caracterizar las respuestas morfofisiólogicas y el desarrollo vegetativo de plantas de 

Arabidopsis thaliana nativas y mutantes atg sometidas a estrés térmico e hídrico. 

2. Evaluar la participación de la autofagia durante estadíos vegetativos en plantas 

Arabidopsis thaliana sometidas a los tratamientos de estrés mencionados 

anteriormente. 

3. Evaluar la incidencia de condiciones de estrés hídrico y térmico sobre el proceso de 

autofagia durante el desarrollo reproductivo y su impacto sobre el rendimiento y 

calidad de semilla (peso y contenido de proteínas).  

Materiales y Métodos  

Material vegetal y condiciones de crecimiento: se trabajó con plantas de Arabidopsis 

thaliana (Col-0) i) nativas, ii) trasgénicas resporteras de autofagia 35S:GFP-ATG8a y iii) 

mutantes atg5 y atg4. Las plantas fueron crecidas en cámaras de cultivo bajo condiciones 

controladas de luz (16/8h luz/oscuridad), temperatura (23 °C) y humedad controlada (50 %) 

salvo que se indique lo contrario.  

Objetivo específico I: Plantas Arabidopsis thaliana nativas y mutantes atg4 y atg5 fueron 

crecidas en medio Murashide Skog (MS) en placas de Petri durante 7 días. Posteriormente, 
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las plantas fueron sometidas a condiciones de i) estrés térmico, en placas de Petri con MS 

colocadas en cámara térmica de 35°C o, ii) estrés hídrico, en placas de Petri con medio MS 

suplementado con manitol 150. Luego de 3 días de tratamiento, se tomaron imágenes de las 

plantas y se evaluaron las siguientes variables de crecimiento: largo de raíz principal (LRP), 

número de raíces laterales (NRL), largo de raíces laterales (LRL= suma del largo de todas 

las raíces laterales de la planta) y como una estimación de la Superficie Radical, la suma 

del largo de la raíz principal y laterales (SR= LRP + LRL). Una vez obtenidos estos 

parámetros se calculó el porcentaje de reducción de cada variable bajo el tratamiento 

respecto a la condición control. Las mediciones se realizaron con el software imageJ.  

Objetivo específico II: Con el objetivo de evaluar el proceso de autofagia en las hojas de 

plantas sometidas a las condiciones de estrés mencionadas, y debido a que Arabidopsis 

desarrolla su primer hoja luego de 2 semanas de crecimiento, plantas transgénicas 

35S:GFP-ATG8a reporteras de autofagia fueron crecidas en tierra:vermiculita (1:2). Luego 

de 2 semanas, se escindieron las primeras hojas y se sometieron a los tratamientos de i) 

estrés hídrico (EH) con manitol 150 mM, ii) estrés térmico (ET) en cámara térmica a 35ºC 

o, iii) diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 20 µM) de la hormona del estrés ácido 

abscisico. Luego de 2, 4, 6 y 24 h de EH, 2, 4, 6 y 8 h de ET y 6 h de tratamiento con ABA 

se evaluó la formación de autofagosomas mediante microscopía de fluorescencia, como así 

también el flujo autofágico por análisis de liberación de GFP mediante Western Blot. La 

electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida se realizó en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE), de acuerdo con el método de Laemmli (1970). Se 

utilizaron anticuerpos primarios antiGFP y secundarios con actividad Fosfatasa alcalina 

asociada. Los niveles de proteínas se determinaron por el método de Lowry (1951) 

utilizando como estándar de proteína albúmina de suero bovina (BSA). 

Objetivo específico III: Se trabajó con plantas Arabidopsis thaliana tanto nativas como 

mutantes atg4 y atg5 crecidas en tierra:vermiculita (1:2) en macetas de 200 cc.  

Al ser Arabidopsis thaliana una planta con crecimiento reproductivo indeterminado, el 

período de determinación del número de semillas y el periodo de llenado de las mismas se 

encuentran constantemente superpuestos. Además, las mutantes atg muestran leves 

alteraciones fenológicas respecto el genotipo nativo. Entonces, para la estimación del 
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período de llenado de grano específico de cada genotipo se realizaron evaluaciones 

fenotípicas durante el crecimiento reproductivo, desde el momento de aparición de las 

primeras silicuas (30-35 días desde la siembra (DDS)) hasta el cese de producción de las 

mismas (50-60 DDS). Asimismo, se realizó una curva temporal de producción de silicuas y 

peso por silicua. A su vez, se midió la eficiencia cuántica del fotosistema II de las hojas 5 y 

6 de la roseta utilizando un fluorómetro de pulso modulado, con el objetivo de encontrar 

síntomas de senescencia ya que consiste en un indicador de procesos de removilización.   

Una vez definido el período de llenado de las semillas, un total de 54 plantas, incluyendo 

18 atg4, 18 atg5 y 18 nativas (6 por cada tratamiento) fueron crecidas en macetas 

individuales. Los tratamientos de EH o ET fueron realizados durante el período de llenado 

de grano establecido para cada genotipo. El ET se realizó en episodios diarios de aumentos 

de 10 °C sobre la temperatura de crecimiento y 6h de duración. El EH se llevó a cabo 

mediante suspensión de riego una semana antes del período de llenado de grano 

establecido, con el fin de llegar al período crítico con niveles significativos de EH.  

Luego de 7 días de estrés las plantas fueron cosechadas, el material procesado y 

determinadas las siguientes variables: i) peso de 1000 semillas como un indicador de 

rendimiento ii) contenido de proteína en semillas como un indicador de calidad de las 

mismas iii) contenido de proteína en Vainas de Silicuas (VS) y restos secos (RS=hojas de 

roseta, tallo y hojas caulinares). Estos valores luego se utilizaron para calcular los Índices 

de cosecha de proteína (ICPs) como indicadores de removilización: ICP de Restos 

Vegetales a Semilla (ICP= Prot en semillas cómo % de Prot Sem + Prot RV), ICP de 

Vainas de Silicuas a Semilla (ICP= Prot en semillas cómo % de Prot Sem + Prot VS) e ICP 

de Total a Semilla (ICP= Prot en semillas cómo % de Prot Sem + Prot VS + Prot RV).  
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Resultados 

1. Efectos del EH y ET sobre el desarrollo radical de plantas Arabidopsis nativas 

y mutantes de autofagia  

Plantas de Arabidopsis fueron sembradas y crecidas en medio MS durante 7 días, 

para ser luego sometidas a tratamientos de EH o ET durante 3 días. Primero, se evaluaron 

plantas de 7 días en condiciones control, y se observó que plantas nativas y mutantes atg, 

no presentan diferencias significativas entre sí en ninguno de los 4 parámetros de 

crecimiento evaluados: largo de raíz principal (LRP), número de raíces laterales (NRL), 

largo de raíces laterales (LRL) y superficie radical (SP) (Figura 2.). 

Figura 2. Efectos de las mutaciones en los genes atg sobre los parámetros de crecimiento 

vegetativo: A. Largo de raíz principal, B. Número de raíces laterales, C. Largo de raíces 

laterales, D. Superficie radical. Plantas nativas y mutantes atg4 y atg5 de 7 días sembradas 

y crecidas en placas de Petri con medio MS en condiciones control. No se observan 

diferencias significativas entre los genotipos en ninguno de los parámetros evaluados. La 

estadística ANOVA se realizó dentro de cada variable entre los diferentes genotipos. Las 

letras indican diferencias significativas. Test DGC. P<0.05. 



15 
 

 

Para el tratamiento de EH, las plantas fueron transferidas a medio MS suplementado 

con Manitol 150 mM. Luego de 3 días de tratamiento de EH se observa una reducción en el 

desarrollo tanto de la raíz principal (largo de raíz principal, LRP) como de raíces laterales 

(número de raíces laterales, NRL; largo de raíces laterales, LRL), afectándose así la 

superficie radical total (superficie radical, SR) en todos los genotipos respecto la condición 

control (Fig. Tabla 1). Curiosamente, no se observaron diferencias significativas en los 

efectos del EH sobre el desarrollo radical entre el genotipo nativo y los mutantes atg, salvo 

el LRL en las mutantes atg4 las cuales fueron menos afectadas por el EH (Tabla 1.). 

 

Para evaluar los efectos del ET sobre el desarrollo radical, plantas de 7 días fueron 

transferidas a placas de Petri con MS y sometidas a episodios de estrés térmico diarios de 

35°C y 6 h de duración. En plantas nativas, el tratamiento de ET afectó negativamente el 

desarrollo de raíces laterales (NRL, LRL), mientras que no se observó tal efecto sobre el 

Tabla 1. Efecto del estrés hídrico sobre variables de crecimiento vegetativo: largo de raíz 

principal, número de raíces laterales, largo de raíces laterales y superficie radical. El efecto 

se expresa como porcentaje de reducción de la variable bajo EH respecto al control (=1-

(EH/Control))*100). La estadística ANOVA se realizó dentro de cada variable entre los 

diferentes genotipos. Las letras indican diferencias significativas. Test DGC. P<0.05 
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crecimiento de la raíz principal (LRP) respecto la condición control. No obstante, el LRT se 

vió afectado negativamente bajo condiciones de ET (Tabla 1). En las plantas mutantes atg, 

el efecto del ET sobre el desarrollo de las raíces laterales (NRL, LRL) y el LRT fue 

significativamente más dramático que en las plantas nativas, observándose una caída de 

hasta el 96% en el caso del NRL y LRL en las mutantes atg5, y del 98% y 97% en los 

parámetros de NRL y LRL en las mutantes atg4 respecto a la condición control (Tabla 2).  

Tabla 2. . Efecto del estrés térmico sobre variables de crecimiento vegetativo: largo de raíz 

principal, número de raíces laterales, largo de raíces laterales y largo total de raíces. El 

efecto se expresa como porcentaje de reducción de la variable bajo ET respecto al control 

(=1-(ET/Control))*100). La estadística ANOVA se realizó dentro de cada variable entre los 

diferentes genotipos. Las letras indican diferencias significativas. Test DGC. P<0.05. 

 

2. Efectos del EH y ET sobre autofagia: activación específica del proceso 

dependiente del órgano 

Con el objetivo de evaluar los efectos del EH y ET sobre autofagia en hoja, plantas de 

Arabidopsis reporteras del proceso, 35S:GFP-ATG8a, fueron crecidas 2 semanas en 

tierra:vermiculita (1:2). Posteriormente, las hojas fueron escindidas y sometidas a los 

distintos tratamientos: Control, incubación en agua; EH, manitol 150 mM y ET mediante 

incubaciones a 35ºC. La activación de autofagia fue estimada mediante microscopía de 

fluorescencia (formación de autofagosomas) y por Western Blot anti GFP (flujo 
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autofágico). En la figura 3 se observa que bajo condiciones de EH se indujo la formación 

de autofagosomas (Figura 3 B.) como así también el flujo de los mismos hacia la vacuola 

(Figura 3 A-C), indicando la activación del proceso en hojas. Además, con el objetivo de 

evaluar autofagia en raíz, plantas de dos semanas fueron sometidas a EH en placa de Petri 

con MS suplementado con manitol 150 mM y se analizó la formación de autofagosomas. 

Como se observa en la figura 4, también hubo un incremento en la formación de vesículas 

autofágicas en las raíces de plantas sometidas a EH.  

 

Figura 3. Efecto del estrés osmótico sobre el flujo autofágico a 2, 4, 6 y 24 hs de tratamiento sobre 

las primeras 2 hojas de plantas transgénicas GFP-ATG8 de 2 semanas de edad. A. Análisis de 

Western Blot con anticuerpo anti-GFP, mostrando la relación entre la fusión GFP-ATG8a (~40 

kDa); y GFP libre (~25 kDa).B. Densitometría del ensayo de clivaje de GFP-ATG8a en A, GFP 

libre fue expresado como porcentaje de GFP total en cada muestra. C. Los autofagosomas fueron 

observados en el mesófilo de las hojas con microscopia de fluorescencia. Las flechas indican 

autofagosomas unidos a GFP. 
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Figura 4. Autofagia se activa en raíces al ser sometidas a EH, pero no así bajo ET. Plantas 

de 2 semanas reporteras de autofagia (ATG8-GFP) crecidas en placas de Petri en medio 

MS, en donde se muestra la activación del proceso autófagico en raíces al ser sometidas a 

EH (Manitol 150 mM) durante 4 y 8 hs, pero no así al ser sometidas a ET (35°C) durante 

los mismos tiempos La observación fue realizada mediante microscopía de fluorescencia. 

Se advierten con flechas verdes autofagosomas marcados con la proteina de fusión ATG8-

GFP.  

Bajo condiciones de ET, el proceso de autofagia también se vió activado en las hojas, 

observándose una inducción en la formación de autofagosomas (Figura 5 B.) como así 

también del flujo autofágico, principalmente en los tiempos más tempranos (Figura 5 A-C). 

Sin embargo, a diferencia de lo observado en los tratamientos de EH, no se pudo evidenciar 

formación de autofagosomas en las raíces de las plantas sometidas a ET (Figura 4.). 
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Por último, se realizaron tratamientos con ácido abscísico (ABA), hormona que 

participa en los mecanismos de respuestas a las condiciones de estrés evaluadas. Hojas de 

plantas reporteras de autofagia de 2 semanas fueron incubadas 6 h con diferentes 

concentraciones de ABA, emulando concentraciones endógenas basales (entre 0,7 a 1,5 

µM) y concentraciones mayores asociadas a condiciones de estrés (entre 5 a 20 µM) y se 

analizó la formación de autofagosomas por microscopía de fluorescencia (Figura 6.). Los 

tratamientos con ABA mostraron una inducción en la formación de autofagosomas (Figura 

6.). 

Figura 5. Efecto del estrés térmico sobre el flujo autofágico a 2, 4, 6 y 8 hs de tratamiento sobre las 

primeras 2 hojas de plantas transgénicas GFP-ATG8 de 2 semanas de edad. A. Análisis de Western 

Blot con anticuerpo anti-GFP, mostrando la relación entre la fusión GFP-ATG8a (~40 kDa); y GFP 

libre (~25 kDa). B. Densitometría del ensayo de clivaje de GFP-ATG8a en A, GFP libre fue 

expresado como porcentaje de GFP total en cada muestra. C. Los autofagosomas fueron observados 

en el mesófilo de las hojas con microscopia de fluorescencia. Las flechas indican autofagosomas 

unidos a GFP. 
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Figura 6. La hormona ABA genera una activación del proceso autofágico. Fotos de hojas de 

plantas de 2 semanas reporteras de autofagia (ATG8-GFP) en donde se muestra una clara 

activacion de la autofagia al ser sometidas a diferentes concentraciones (1, 5, 10 y 20 µM) 

de la hormona ácido absíscico durante 6 hs. La observación fue realizada mediante 

microscopía de fluorescencia Se advierten con flechas verdes autofagosomas marcados con 

la proteina de fusión ATG8-GFP. Se imitaron concentraciones endógenas basales (0,7 a 1,5 

µM) y condiciones de estrés (20-30 µM) de la hormona ABA en células vegetales 



21 
 

3. Rendimiento y calidad de semillas bajo condiciones de EH y ET: ¿está 

implicada autofagia?   

Con el objetivo de caracterizar la fenología del crecimiento reproductivo en A. 

thaliana nativa y mutantes atg y su relación con la senescencia foliar, se midieron a 

diferentes tiempos las siguientes variables: número y peso de silicuas y rendimiento 

cuántico fotoquímico del fotosistema II de las hojas 5 y 6 (Figura 7.). Las plantas nativas 

llegaron a partir de los 50 DDS (días después de la siembra) a una meseta en la producción 

de silicuas (Figura 7 A.), mientras que el peso máximo por silicua se alcanzó dentro de los 

50-55 DDS (Figura 7 B.). La eficiencia fotosintética de la hoja 5 y 6 cayeron por debajo del 

valor 0,6 entre los 50-55 DDS y cercano a los 55 DDS, respectivamente (Figura 7 A.-B.).  

En el caso de las mutantes atg, la meseta en la producción de silicuas se alcanzó 5 días más 

temprano respecto las plantas nativas (45 DDS, Figura 7 A.), el peso máximo por silicua se 

alcanzó dentro de los 40-45 DDS (Figura5. B) y la eficiencia fotosintética de la hoja 5 y 6 

cayeron por debajo de 0,6 entre los 40-45 DDS y cercano a los 45 DDS, respectivamente 

(Figura 5. A. y B.). Como se observa, las plantas mutantes atg presentaron un menor 

rendimiento respecto las plantas nativas, no sólo debido a una menor producción de 

silicuas, sino también menor peso de las mismas (Figura 8.). Además, y de acuerdo a 

reportes previos, las plantas atg mostraron un fenotipo de senescencia acelerada (Figura 7 

C-D.) 
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Figura 7. Seguimiento del número de silicuas, peso de silicuas y rendimiento cuántico fotoquímico del 

fotosistema II de las hojas 5 y 6 durante el crecimiento reproductivo de plantas de Arabidopsis nativas 

y mutantes atg. Los parámetros fueron evaluados desde el momento de aparición de las primeras 

silicuas 30-35 DDS hasta la llegada a una meseta en la aparición de nuevas silicuas 50-60 DDS. A. 

Curvas de acumulación de silicuas en el tiempo. B. Curvas de peso por silicua en el tiempo. C. Curvas 

de caída de la eficiencia cuántica del fotosistema II de la hoja 5 en el tiempo. D. Curva de caída de la 

eficiencia cuántica del fotosistema II de la hoja 6 en el tiempo.  
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Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos, y a fin de no afectar de manera 

significativa el número de silicuas, se estimó como período para la aplicación del EH y ET 

a partir del día 53 DDS para las plantas nativas y a partir del día 46 DDS para las mutantes 

atg, y 7 días de duración. Cabe aclarar que para los tratamientos de EH, el riego fue 

suspendido una semana previa al día establecido para el tratamiento, de modo tal de llegar 

al período crítico con niveles significativos de EH. Luego de realizados los tratamientos, se 

cosecharon las silicuas y se separaron las semillas de las vainas y los restos vegetales (RV) 

(tallo y hojas) y se secaron en estufa a 60ºC. Resulta importante en aclarar que, debido a la 

característica dehiscente de los frutos de Arabidopsis, muchas semillas fueron perdidas en 

el transcurso de los experimentos, por lo que no se cuenta con el número total de las 

mismas.  

Con el objetivo de estimar los procesos de removilización, particularmente de 

nitrógeno, se midieron los contenidos de proteínas en semillas, vainas y restos vegetativos 

en plantas de Arabidopsis nativas y mutantes atg sometidas a condiciones de EH, ET y bajo 

condiciones control (Figura 9. y Figura 10.). Si bien se observa que el contenido de proteína 

en semillas se encuentra reducido en plantas nativas sometidas a condiciones de estrés, 

particularmente bajo EH, las diferencias no son significativas (Figura 9 A.). Asimismo, el 

contenido de proteína en vaina fue afectado negativamente por ambas condiciones de estrés 

Figura 8. Peso de 1000 semillas (mg) de plantas nativas y mutantes atg sometidas a EH y ET. 

Luego de ser sometidas durante 7 días a ET, EH o condiciones control según corresponda, plantas 

de 54 DDS mutantes atg, y de 60 DDS nativas fueron cosechadas y las semillas secadas. Luego se 

cuantificaron 1000 semillas para ser pesadas. El pesado se realizó con una balanza de precisión y la 

cuantificación mediante el software Image J.  
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(Figura 9 B.), mientras que sólo en ET se observaron incrementados los niveles de proteína 

en los restos vegetales (Figura 9 C.).  

De acuerdo a lo reportado previamente, los mutantes atg5 mostraron mayor 

acumulación de proteína en semilla respecto las plantas nativas en condiciones control, 

mientras que las plantas atg4 presentaron menores contenidos de proteínas en semillas 

(figura 10 A.). La mayor acumulación de proteína en semilla de las plantas atg5 no se vió 

asociada con una menor acumulación de proteínas en los RV, de hecho los niveles en RV 

fueron mayores respecto las plantas nativas (Figura 10 C.). Por otro lado, estos mutantes 

presentaron menores contenidos proteicos que el genotipo nativo en las VS (Figura 10 A.). 

Asimismo, al observar los índices de cosecha de proteína (ICP) de los mutantes atg5 en 

condiciones control, no se observa un menor ICPPC (planta completa) en comparación al 

genotipo nativo (Figura 11 A.). Sin embargo, al desglosar dicho índice entre la cosecha 

desde VS y desde los RV, si se observa una mayor cosecha desde las vainas (Figura 11 A-

B-C.). Curiosamente, todo esto indicaría una eficiente removilización en los mutantes atg5 

desde el último tejido materno en contacto con la semilla en formación y explicaría sus 

mayores contenidos proteicos en semilla. Por otro lado, en condiciones control, los 

mutantes atg4 acumularon menor cantidad de proteína en semillas que las plantas nativas 

(Figura 10 A.). Asimismo, poseen mayores cantidades de proteína tanto en VS como en RV 

comparado con el genotipo nativo (Figura 10. B-C.). Congruentemente estos mutantes 

Figura 9. Efecto del estrés hídrico y térmico sobre el contenido de proteínas en semillas (A), vainas 

de silicuas (B), y restos vegetales (C) de A. thaliana wt. Plantas de 60 DDS fueron sometidas a 7 

días de EH, episodios de ET o condiciones control, para ser luego cosechadas, separadas las 

semillas, las vainas de silicuas y los restos vegetales y cuantificados sus contenidos proteicos. 

Contenido de proteínas en semillas expresado como µg proteína/10 semillas (A). Contenido de 

proteínas de vainas de silicuas y restos vegetales expresados como µg de proteína/mg de Materia 

Seca. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos. Test DGC. P<0.05. 
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presentan el menor ICP total (Figura 11 A.). Todo esto iría acorde a lo esperado para 

plantas carentes en autofagia, con procesos de removilización alterados.  

En condiciones de EH, llamativamente, las plantas nativas presentaron un menor 

contenido de proteína en semilla que las mutantes (Figura 10 G.) Las mutantes atg5 

Figura 10. Efecto del estrés hídrico y térmico sobre el contenido de proteínas en semillas, vainas, y 

restos vegetales de A. thaliana wt y mutantes atg. Luego de ser sometidas durante 7 días a EH, 

episodios de ET o condiciones control según corresponda, plantas de 54 DDS mutantes atg, y de 60 

DDS nativas fueron cosechadas y separadas las semillas, las vainas de silicuas y los restos vegetales 

para la posterior cuantificación de proteínas. A-B-C. Plantas en condiciones control. D-E-F. Plantas 

sometidas a episodios diarios de ET. G-H-I. Plantas sometidas a EH. A-D-G. Contenido proteico de 

semillas expresado como µg proteína/10 semillas. B-E-H. Contenido proteico de vainas de silicuas 

expresado como µg de proteína/mg de Materia Seca. D-F-I. Contenido proteico de restos vegetales 

expresado como µg de proteína/ mg de Materia Seca. Las letras indican diferencias significativas 

entre los genotipos. Test DGC. P<0.05. 
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mostraron la mayor cantidad de proteína en VS, revirtiéndose el fenotipo de mayor 

removilización desde VS observado en la condición control (Figura 11 B.). No se 

observaron diferencias significativas en el caso de los RV (Figura 10 C.) ni tampoco en los 

ICP en esta condición (Figura 11 G-H-I.). En términos generales, las mutantes atg5 y atg4 

mostraron un comportamiento similar bajo condiciones de estrés (Figura 10 D-I.), mientras 

que en términos de ICP no se observaron diferencias significativas respecto las plantas 

nativas en las condiciones mencionadas (11 D-I.). Bajo condiciones de ET, la 

concentración de proteína en semillas se iguala para todos los genotipos no encontrando 

diferencias significativas entre los mismos (Figura 10 E.). A su vez, bajo ET los mutantes 

atg5, acumulan la misma cantidad de proteína en VS y RV que las plantas nativas (Figura 

10. E-F.) y los ICP desde VS, desde RV y planta completa se igualan al genotipo nativo 

(Figura 11. D-F). Por su parte, las plantas mutantes atg4 acumularon mayores cantidades de 

proteína tanto en VS como en RV (Figura 10. D-F.) viéndose esto reflejado en los ICP 

(Figura 11. D-F.).  
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Figura 7. Efectos del estrés hídrico y térmico sobre ICPs (Índices de Cosecha de Proteína) de A. 

thaliana wt y mutantes atg. Luego de ser sometidas durante 7 días a EH, episodios de ET o 

condiciones control según corresponda, plantas de 54 DDS mutantes atg, y de 60 DDS nativas 

fueron cosechadas y separadas las semillas, las vainas de silicuas y los restos vegetales para la 

posterior cuantificación de proteínas y cálculo de los ICN. A-B-C Plantas en condiciones control. 

D-E-F. Plantas sometidas a episodios diarios de ET. G-H-I. Plantas sometidas a EH. A-D-G. ICPRV 

de Restos Vegetales (RV) a semillas (=Prot Sem/ (Prot RV + Prot Sem)). B-E-H. ICPVS de Vainas 

de Silicuas (VS) a semillas (=Prot Sem/ (Prot VS + Prot Sem)). D-F-I. ICPPC (planta completa) a 

semilla (=Prot Sem/ (Prot RV + Prot VS + Prot Sem)). Las Test DGC. P<0. Las letras indican 

diferencias significativas entre los genotipos. Test DGC. P<0.05. 
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Discusión  

Autofagia es un proceso clave para hacer frente a condiciones de estrés, permitiendo el 

reciclado de macromoléculas innecesarias o dañadas, contribuyendo a la biosíntesis de 

componentes anti-estrés, generación de energía y la eliminación de materiales tóxicos del 

citoplasma (Xiong et al., 2007; Zhou et al., 2013). Si bien existen trabajos en donde se ha 

mostrado una mayor vulnerabilidad de los mutantes autofágicos a condiciones de EH y ET 

(Zhou et al., 2013; Liu et al., 2009), en ningún trabajo se había realizado un seguimiento de 

las variables de crecimiento al aplicar estos tratamientos. En este trabajo, las plantas 

sometidas a EH mostraron una disminución tanto del LRP, NRL, LRL, viéndose reflejado 

esto en la SR, tanto en plantas nativas como mutantes atg (Tabla 1.). Asimismo, no se 

observaron diferencias significativas en los efectos del EH sobre las variables estudiadas 

entre los genotipos nativo y mutantes (Tabla 1.). Estos resultados podrían deberse a que el 

ambiente óptimo que supone una placa de cultivo sumado de la juventud de las plantas (7 

días), no habría permitido expresar un fenotipo diferencial en los mutantes. No obstante, se 

observó acumulación de autofagosomas en raíces de plantas sometidas a EH (Figura 4.), lo 

que sugiere una participación de autofagia en respuesta al mencionado estrés. Por otro lado, 

observamos que episodios diarios de ET tuvieron un claro efecto sobre la arquitectura 

radical afectando negativamente el desarrollo de raíces laterales, tanto en plantas nativas 

como mutantes atg (Tabla 2.). Dicho efecto resultó más agudo sobre los mutantes atg y 

significativamente diferente a las plantas nativas, generando disminuciones de entre un 

95% y un 98% en el NRL y LRL con respecto a las condiciones control (Tabla 1.). Sin 

embargo, no se observó la formación de autofagosmas en las raíces de las plantas sometidas 

a ET (Figura 4.).  

Los resultados de Western Blot y microscopia de fluorescencia muestran una clara 

activación del flujo autofágico ante condiciones de EH a varios tiempos tanto en hoja como 

en raíz (Figura 3 y 4.) e incluso a una presión osmótica menor a la demostrada por los 

trabajos previos de Liu (2009). Por otro lado, Jung (2016) no logra evidenciar por 

microscopía la presencia de autofagosomas al tratar plántulas con manitol y plantea que los 

resultados observados en los Western Blot se debían en realidad a una inhibición de la 

degradación de la proteína fusión debido a cambios en la vacuola generados por el estrés 
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osmótico. Estos cambios, estabilizarían GFP libre simulando un aumento del flujo 

autofágico ante EH. Nosotros logramos la observación directa de autofagosomas tanto en 

hojas como en raíces de plantas de 2 semanas y plántulas enteras de 2 semanas 

respectivamente con 150mM de manitol (Figura 3 y 4.). Además, resultados no publicados 

del grupo de trabajo demuestran que el análisis de flujo autofágico mediante western blot 

de GFP es una metodología más sensible que la observación de autofagosomas por 

microscopia. Por lo tanto nuestros resultados reafirman la activación de la autofagia en 

tejidos foliares ante condiciones de EH a diferentes tiempos.  

Según los resultados obtenidos por Liu (2009), inhibidores de la NADPH oxidasa no logran 

bloquear la inducción de autofagia bajo estrés osmótico causado por manitol. La NADPH 

oxidasa es un complejo clave en la inducción de autofagia en varios tipos de estreses (por 

ej: salino o hambreado de nitrógeno). Estos autores plantean que existiría una vía 

dependiente y otra independiente del complejo NADPH oxidasa para la inducción de 

autofagia bajo condiciones de estrés. En plantas existen dos vías principales de respuesta a 

estrés osmótico, una dependiente de ABA y otra independiente de la hormona (Chinnusamy 

V. et al., 2004), por lo que ABA podría ser un importante mediador de esta vía 

independiente de EAO. Además, estudios implican a la autofagia selectiva en el proceso de 

degradación de ciertas proteínas de membrana inducidas transcientemente por estrés 

abiótico (Vanhee and Batoko, 2011). Si bien en el trabajo de Liu (2009) se indica que 

tratamientos con la hormona ABA no generan activación de autofagia, en este trabajo se 

puede ver una clara formación de autofagosomas en plantas transgénicas que expresan 

GFP-ATG8a en respuesta a diferentes concentraciones de la hormona. Esto último abre 

puertas a estudios para conocer más a fondo la regulación diferencial de autofagia ante 

diferentes condiciones de estrés. 

Los resultados de Western Blot obtenidos bajo ET, muestran una activación transitoria del 

flujo autofágico (Figura 5.). El flujo aumenta a tiempo cortos (2 hs), pero disminuye a 

tiempos prolongados (4 a 8 h). Esto complementa lo obtenido por Zhou y colaboradores 

(2013), quienes reportaron inducción de la expresión de genes Atg y de la formación de 

autofagosomas en respuesta a ET. Además, al ser realizados nuestros estudios en hojas se 

confirma la activación del proceso bajo ET en órganos fuentes importantes en la 
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removilización de nutrientes a sumideros. Además, resulta interesante en destacar que bajo 

ET, contrariamente a lo observado bajo EH, no se observaron autofagosomas en raíz 

(Figura 4.). Esto abre puertas a futuros análisis relacionados a la activación órgano 

específico o sistémico de la autofagia. En este sentido, trabajos previos han postulado un rol 

para autofagia en el control de calidad de los peroxisomas en forma específica de órganos 

(Yoshimoto et al., 2014). 

Trabajos previos demuestran el rol clave del proceso autofágico en el manejo de nitrógeno 

a nivel sistémico (Guilboileau et al., 2012; Li et al., 2015) así como su rol a nivel celular en 

el desmantelado de cloroplastos (~ 75% del N total de la planta) (Ishida et al., 2008). Otros 

trabajos advierten que la degradación de proteínas como RuBisco durante la senescencia 

foliar se encuentra fuertemente aumentada por condiciones de estrés ambiental (Jiang et al., 

1999), por lo que resulta de gran interés conocer el efecto del ET y EH sobre variables de 

calidad y rendimiento de las semillas de Arabidopsis mutantes atg. Bajo esta premisa, 

resultó de vital importancia la caracterización del crecimiento reproductivo de plantas de 

Arabidopsis thaliana tanto nativas como mutantes atg para lograr estimar el período de 

llenado de las semillas y determinar el período de aplicación de los estreses. Arabidopsis es 

una planta de crecimiento reproductivo indeterminado, por lo que los períodos de 

determinación del número de semillas y el llenado de las mismas no se encuentran 

separados discretamente, si no que forman parte de un continuo. Una manera de lograr 

cierta separación de ambos, es con un sistema experimental limitado, en donde las plantas 

llegarían pronto a una meseta en la generación de nuevas silicuas, suponiendo desde allí el 

período netamente de llenado de semillas. Asimismo, cuando se trabaja con genotipos 

diferentes (nativas y mutantes) es de fundamental importancia tener en cuenta las 

diferencias fenológicas a la hora de aplicar condiciones de estrés y comparar sus efectos. Si 

bien diferentes trabajos han demostrado modificaciones en el ciclo de vida de las plantas 

mutantes atg, destacando su fenotipo de senescencia foliar temprana (Hanaoka et al., 2002; 

Xiong et al., 2005), no se han reportado efectos sobre la fenología del crecimiento 

reproductivo. Como era esperado, existen diferencias en el crecimiento reproductivo de las 

mutantes atg en comparación a las nativas, presentando una menor cantidad de silicuas, así 

como un cese en la producción de las mismas a tiempos más cortos que el genotipo nativo 

(Figura 7 A.) menores pesos de silicuas (Figura 7 B.) y un caída más rápida de la eficiencia 
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fotosintética del fotosistema II en las hojas 5 y 6 en el tiempo (Figura 7 C y D.). Estas 

variables permitieron establecer que el momento para la aplicación de los estreses sería a 

partir del día 46 DDS para las mutantes y del día 53 DDS para las nativas.   

Luego de la cosecha, al medir el peso de 1000 semillas como un indicador del 

rendimiento, se observó que las plantas nativas en condiciones control correspondían a las 

semillas más pesadas. Sin embargo, estas no presentan diferencias tan marcadas con las 

mutantes en las mismas condiciones como lo presentado por Di Bernardino (2018). Para los 

3 genotipos en las 3 condiciones, las diferencias fueron muy pequeñas notándose gran 

homogeneidad (Figura 8.). Probablemente el peso de semillas no presenta cambios tan 

evidentes bajo diferentes condiciones como ocurre en plantas de grano, por ejemplo soja. 

Igualmente, bajo condiciones de estrés se observa una tendencia de reducción en el 

contenido de proteína en las semillas acompañada de mayores concentraciones en RV, lo 

que indicaría defectos en los procesos de degradación/removilización. Asimismo, los 

niveles estables de proteína en grano en la planta nativa bajo condiciones de estrés podría 

estar compensado por parte de la VS (Figura 9.).  

Los resultados obtenidos sobre la calidad de las semillas en genotipos atg arrojaron 

interesantes discrepancias con otros trabajos. Bajo condiciones control, los RV de las 

plantas nativas concentraron menor cantidad de proteínas que los mutantes atg, suponiendo 

esto una menor removilización por parte de los mutantes (Figura 10 C.). Esto último se ve 

reflejado en el mayor ICP de RV a semilla de las plantas nativas (Figura 11 A.). En 

segundo lugar en condiciones control, los mutantes atg5 acumularon mayores cantidades de 

proteínas en semillas comparado con las nativas, fenotipo ya descripto por trabajos previos 

(Guilboileau 2012; Di Bernardino et al., 2018). Llamativamente, no observamos el mismo 

fenotipo en las mutantes atg4, que presentan incluso menores cantidades de proteína que las 

nativas (Figura 10 A.). Según Di Bernardino (2018) se puede explicar los altos contenidos 

proteicos en semillas atg5 por dos razones: la primera es un mayor aborto de semillas 

(menos semillas mejor alimentadas), y la segunda es que defectos en autofagia habrían 

limitado la duración de la fijación de C (senescencia acelerada), impidiendo el llenado de 

las semillas con C y concentrando el N. Según nuestras observaciones, las mutantes atg4 

tenían rosetas muy pequeñas en comparación a las atg5, incluso antes de ser sometidas a las 
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condiciones de estrés (Figura suplementaria 1.). Una senescencia acelerada permitiría un 

desbalance en los contenidos de C y N de las semillas en el caso de las mutantes atg5. Por 

el contrario, cuando el tamaño de las rosetas es tan reducido (alto déficit fotosintético), 

incluso para el transporte de N se necesitarían estructuras carbonadas inexistentes que 

impedirían la correcta alimentación de las semillas. Esto explicaría lo observado en las 

semillas de las mutantes atg4 y su menor índice ICPPE (Figura 11 C.). Los resultados más 

novedosos bajo condiciones control, se encuentran en las concentraciones de proteína en las 

VS, siendo estas uno de los últimos tejidos maternos en contacto con las semillas. Las 

mutantes atg5 poseen las menores concentraciones de proteína en VS (Figura 10 B.) y los 

mayores ICP de vaina a semilla (Figura 11 B.), lo cual correlaciona con la mayor 

acumulación de proteína en semilla en las plantas atg5. Paradójicamente, esto no se 

correlaciona con lo demostrado por Di Bernardino (2018), en donde muestran mayor 

expresión de ATG8F en tejidos maternos en contacto con la semilla.  

En términos generales, bajo condiciones de estrés se observó una reducción en las 

diferencias en el ICP entre los diferentes genotipos (Figura 11. D-I). Asimismo, cabe 

destacar que nuestros experimentos se han realizado bajo condiciones nutricionales 

óptimas, donde los contenidos de nitrógeno en el sustrato nunca fueron una limitante. Los 

mutantes atg compensan la falta de nitrógeno proveniente de la removilización de las hojas 

de roseta, asimilando nitrógeno exógeno durante la fase reproductiva y el desarrollo de la 

semilla (Mascalux-Daubresse et al., 2010). Por lo que este contexto nutricional podría 

haber llevado a una compensación en los mutantes atg. Sería interesante combinar 

experimentos de EH, ET y condiciones de deficiencia de nitrógeno. Además, en los 

cereales está bien aceptado que la senescencia se encuentra directamente asociada con altos 

índices de cosecha en semillas y altos índices de removilización de nitrógeno (Kichey et al., 

2007). Sin embargo, estudios muestran que en las plantas de Arabidopsis, la correlación 

entre la eficiencia en la removilización de nitrógeno para la producción de semillas y la 

senescencia de la planta no es tan obvia como en cereales (Diaz et al., 2008; Masclaux-

Daubresse y Chardon, 2011). Esto explicaría los pocos cambios observados en el 

rendimiento de las semillas de Arabidospis (peso y calidad).  
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Conclusión  

Este trabajo, suma nuevas evidencias a la participación del proceso autofágico en las 

respuestas frente a condiciones de EH y ET. Asimismo, se reporta una activación 

diferencial del proceso dependiente del órgano, abriendo puertas para nuevos estudios en 

cuanto a la modulación específica de autofagia y los componentes de su señalización, como 

por ejemplo la hormona ABA. Por otro lado, todavía quedan interrogantes por responder en 

la interacción entre autofagia y la removilización de nutrientes a semillas bajo ET y EH.  
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Figuras Suplementarias  

 

 

Figura suplementaria 1. Rosetas de plantas de 35 DDS. Figura A. Rosetas de plantas wt. 

Figura B. Rosetas de plantas atg5. Figura C. Rosetas de plantas atg4. Las rosetas de las 

plantas mutantes resultan más pequeñas que las wt. Al comparar las mutatnes entre sí, las 

rosetas de las atg4 son de tamaños aun más reducidos que las atg5.  


