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INTRODUCCION

Los microARNs son capaces de reconocer y unirse por complementariedad de bases
a un ARN mensajero farget para regular negativamente su acumulaciéon y de esta forma
controlan diversos procesos bioldgicos (Cuperus y col.,, 2011). miR394 participa en la
respuesta a estrés abidtico en Arabidopsis thaliana producidos por alta salinidad y sequia
(Song y col., 2013) y regula a nivel post-transcripcional la acumulacién del transcripto que
codifica para la proteina LEAF CURLING RESPONSIVENESS (LCR) que pertenece a la
familia F-BOX (Jones-Rhoades y Bartel, 2004). LCR forma parte de un complejo SCF que
participa en la ubiquitinacion de MLP28, una proteina perteneciente a la familia MAJOR
LATEX PROTEIN-like (MLP) (Celso y col., 2016) para su posterior degradacién por parte del
proteasoma. Por su parte, la caracterizaciéon de la ruta de miR394 es inexistente en maiz.
Estudios iniciales realizados en el laboratorio establecieron que, como ocurre en
Arabidopsis, en maiz también existen dos genes que codifican para precursores de miR394.
Ademas, en el genoma de maiz existen dos genes regulados por miR394 que codifican para
proteinas de la familia F-BOX (ZmLCR1y ZmLCR2).

En el laboratorio se obtuvieron plantas de Arabidopsis mutantes insercionales dobles
ath-mir394a/ath-mir394b y plantas de Arabidopsis ecotipo Col-0 sobreexpresantes de uno
de los genes precursores de este microARN de maiz (2X35S::ZM-MIR394B). En este trabajo
se analiz6 el comportamiento de estas lineas de plantas de Arabidopsis frente a estrés
hidrico. Por otro lado, se realizd un analisis filogenético para la identificacién de genes
ortélogos putativos de las proteinas MLP de Arabidopsis reguladas por LCR. Aqui se
presenta el analisis de expresion génica de genes ZmMLP en plantas de maiz mutantes
zmlicri/zmicr2.

Titulo del proyecto: Resistencia a sequia mediada por microARNs en plantas de maiz
Instrumento: PICT 2015-0198

ARo convocatoria: 2015

Organismo financiador: ANPCyT-FONCyT

Director/a: Dra. Marcela Dotto

Federacitn UNIVERSIDAD
< ﬂ “ e 100 @ NACIONAL ot LITORAL




OBJETIVOS

e Analizar el efecto de la sequia en plantas de Arabidopsis Col-0, dobles mutantes ath-
mir394a/ath-mir394b y sobreexpresantes 2X35S::ZM-MIR394B.

e |dentificar en maiz a los genes ortdlogos putativos de las proteinas MLP de
Arabidopsis reguladas por LCR a través de estudios filogenéticos.

e Analizar la expresién de los genes ZmMLP en plantas de maiz mutantes dobles
zmlicr1/zmlicr2.

METODOLOGIA

Material vegetal.

Se trabaj6é con plantas de Arabidopsis thaliana salvajes del ecotipo Col-0, mutantes
dobles ath-mir394a/ath-mir394b y plantas Col-0 sobreexpresantes 2X35S::ZM-MIR394B,
obtenidas en el laboratorio a través del método de inmersién floral. También se utilizaron
plantas de maiz salvajes T43 y plantas mutantes dobles zmlcri/zmicr2.

Ensayos de sequia.

Se cultivaron plantas de Arabidopsis Col-0 y sobreexpresantes 2X35S::ZM-MIR394B
en tierra y, posterior a un periodo estratificacion a 4°C, se llevaron a una camara de cultivo
durante dos semanas con irrigacion normal. Se suspendié el suministro de agua durante 15
dias, para luego reanudar la irrigacion. Se observo el crecimiento de los distintos grupos de
plantas y se cuantifico el porcentaje de sobrevida para los genotipos en estudio.

Para los ensayos en placas, se desinfectaron semillas de Arabidopsis Col-0 y
mutantes dobles ath-mir394a/ath-mir394b y se colocaron en placas de petri conteniendo
medio MS. Luego de un periodo de estratificacion a 4°C, se llevaron a camara de
crecimiento en posicion vertical. Se dejaron crecer por 8 dias, momento en el cual se
transplantaron a placas de petri conteniendo medio MS o MS con manitol. Se determiné el
largo de las raices para ambos genotipos en estudio en distintos puntos durante 15 dias.

Analisis filogenético.

Se construyd un arbol filogenético con secuencias de proteinas que comparten el
dominio Bet v1, caracteristico de las proteinas MAJOR LATEX PROTEIN-like (MLP),
proveniente de distintas especies. Para esto, se buscaron las secuencias proteicas de MLP
de Arabidopsis y se realizd una busqueda por homologia de secuencia usando BLASTP en
el genoma de maiz. Una vez obtenidas todas las secuencias, se utilizé el algoritmo Muscle
del programa MEGA 6.0 para realizar un alineamiento, a partir del cual se construyé un arbol
filogenético usando el método Neighbor-Joining con un bootsrap de 1000 réplicas.

Extraccion de ARN total y retrotranscripcion

Se realizé la extraccién de ARN total a partir de 100 mg de tejido de plantas de maiz
salvajes T43 y mutantes dobles zmlcr1/zmlicr2, usando el reactivo Trizol de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Luego de realizar tratamiento con ADNasa | (Promega), se
preparé ADNc a partir de 2 ug de ARN total usando la enzima retrotranscriptasa EasyScript
Reverse Transcriptase (M-MLV, Transgen Biotech), oligo(dT) y siguiendo las indicaciones
del fabricante.

Analisis de expresion génica.

Se disefiaron oligonucleétidos especificos para analizar expresion génica de genes
de interés usando RT-PCR semicuantitativa. Para esto, luego de evaluar la zona de
linealidad de las reacciones de PCR para cada gen de interés y para el gen de referencia, se
seleccion6 el numero de ciclos adecuado para comparar la expresion de los genes en
estudio en las muestras de interés.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Ensayos de sequia

Con el fin de evaluar si la ruta de miR394 de maiz participa en la tolerancia a estrés
hidrico, tal como ha sido reportado en Arabidopsis (Song y col., 2013), se generaron plantas
de Arabidopsis transgénicas sobreexpresantes de uno de los genes miR394 de maiz, a las
cuales denominamos 2X35S::ZM-MIR394B. Las mismas fueron utilizadas en ensayos de
sequia en tierra, junto con plantas salvajes Col-0. Para plantas mutantes knock out en los
dos genes endégenos MIR394 de Arabidopsis, a las que denominamos ath-mir394a/ath-
mir394b, se realizaron ensayos de sequia en placas verticales con medio MS suplementado
con manitol.

En los ensayos en tierra, luego de un periodo de 15 dias de sequia se reanudé la
irrigacién y se cuantificd la cantidad de plantas que reiniciaron su crecimiento para los
distintos genotipos en estudio. En la Figura 1 se presentan los porcentajes de sobrevida
para un total de 19 individuos salvajes Col-0 y 23 individuos 2X35S::ZM-MIR394B, donde se
observé que las plantas sobreexpresantes son mas tolerantes a la sequia en comparacion
con las plantas salvajes. Este ensayo se realizé para obtener datos preliminares sobre un
posible rol de la ruta de miR394 de maiz en la tolerancia a sequia. Cabe aclarar que el
analisis de las plantas 2X35S::ZM-MIR394B se realizara utilizando como control plantas de
una linea transgénica transformada con el vector pGWB402Q vacio que ya se esta

generando en el laboratorio, ya que es
Porcentaje sobrevida el control mas adecuado para plantas

120 sobreexpresantes.
100 Para simular el efecto de
© condiciones de sequia y estudiar el
2801 patron de desarrollo radicular, se
Seo sembraron semillas de Arabidopsis
240 Col-0 y ath-mir394a/ath-mir394b en
" placas conteniendo MS y luego de 8
20 1 dias de crecimiento se transplantaron
0 - a medio MS (control) o a medio MS
Col0 2X355:ZM-MIR3948 suplementado con 250 mM de manitol
(tratadas). Se midi6 el largo de las
Figura 1: Porcentaje de sobrevida para Col-0 y raices de todos los individuos para 5
2X35S::ZM-MIR394B. puntos dentro de los 15 dias de
crecimiento. En la
10 1 Figura 2 se puede ver
21 I =4 Col-0 CONTROL que tanto las plantas
81 salvajes como las
T 7 mutantes dobles en
S 5 —H=Col-DTRATADAS medio MS-+manitol
R desarrollan raices
g a - ath-mu3Saaath- significativamente mas
T 3 mir394b - CONTROL cortas en comparacion
B2 con su control. Ademas,
- 14 —= ath-mir394a/ath- dentro del grupo de
0 ‘ : : : : mir394b - TRATADAS plantas tratadas existe
Dia6 Dia8 Diall Dial3 Diais diferencia  significativa

entre ambos genotipos
a partir del dia 8, siendo
mas cortas las raices
de las plantas dobles

Figura 2: Largo de raices de plantas Col-0 y ath-mir394a/ath-mir394b a
los dias 6, 8, 11, 13 y 15 de crecimiento en condiciones control y
tratadas. Se marca con asterisco las diferencias significativas (p<0,05).
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mutantes. Dentro del grupo control, no se observaron diferencias significativas entre los
genotipos estudiados.

Analisis filogenéticos y de expresién génica.

Se buscaron secuencias proteicas de MLP de Arabidopsis para identificar proteinas
homologas usando BLASTP en el genoma de maiz. Las proteinas identificadas, junto con
secuencias proteicas de otras especies de monocotiledéneas y dicotiledéneas que
contienen el dominio denominado Bet v1, caracteristico de esta familia de proteinas se
utilizaron para construir un arbol filogenético (no mostrado). A partir de este arbol se
identificé un unico ortélogo putativo de las proteinas MLP de Arabidopsis reguladas por
miR394, al que denominamos ZmMLP. Se disefid un par de oligonucleétidos especificos
para este gen y para uno de los genes de maiz que no pertenece al clado de las proteinas
MLP, al que denominamos ZmBetv1-like; y se usaron para analizar cambios en la expresion
de estos genes usando RT-PCR semicuantitativa en platas de maiz salvajes o mutantes en
los genes ZmLCR de maiz,
denominadas zmlcr1/zmicr2 A B
(Figura 3).

En la Figura 3 (A y B) se
muestra que no hay diferencia de ~
expresion de ZmBetv1-like tanto =
en muestras de hoja como de ZmBetv1-like
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ZmMLP e

apice para ambos genotipos ZmBetvi-like RO
estudiados, mientras que en la Tubulina “ Tubulina .-
figura _3,B se observa una mayor -RT ADNC hoja _RT ADNC apice

expresion de ZmMLP en plantas
zmlcr1/zmlicr2 comparado con las
plantas salvajes, lo cual podria
estar relacionado con una
regulacién en la acumulacion del
gen ZmMLP por parte de las
proteinas ZmLCR1 y/o ZmLCR2.

Figura 3: (A) RT-PCR semicuantitativa sobre muestras de
ADNCc de hoja. (B) RT-PCR semicuantitativa para muestras
de ADNCc de apice. Para ambos casos se uso6 tubulina como
control interno.
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