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INTRODUCCION

El maiz es un cultivo de gran importancia en nuestro pais, utilizdndose en la
alimentacion humana, animal y para muchas aplicaciones industriales. Gran parte de la
superficie agricola en Argentina se realiza en condiciones de secano, incrementandose asi la
probabilidad de episodios de limitacion de agua en este cultivo. Esto destaca la necesidad de
profundizar el conocimiento acerca las posibles mejoras que puedan introducirse a los fines
de disminuir el efecto del estrés hidrico, tal como fue ya manifestado por otros investigadores
(Zdenek et al., 2017).

Existen evidencias de que la ruta regulada por el microARN miR394 en Arabidopsis
participa en diversos procesos tales como el desarrollo del embridén y de las hojas, asi como
también en la respuesta a algunos tipos de estrés abibticos, producidos por la alta salinidad y
sequia (Knauer et al., 2013; Song et al., 2012; 2013). La caracterizacién de la ruta en maiz se
encuentra en sus inicios; hasta el momento se ha comprobado que la ruta de miR394 esta
conservada en maiz y su estudio resulta sumamente interesante por la posibilidad de
participar en la tolerancia a sequia en esta especie de gran interés agronémico. Se ha logrado
avanzar en el estudio de la participacion de esta ruta en la tolerancia a sequia de plantas de
maiz, mediante el uso de lineas mutantes en los componentes de la ruta regulada por miR394.
Para esto, se obtuvieron mutantes de maiz en los genes regulados post-transcripcionalmente
por miR394, denominados ZmLCR1 y ZmLCR2, los cuales serian ortélogos al gen LCR,
regulado por miR394 en Arabidopsis y posteriormente se obtuvieron lineas de mutantes
dobles en ambos genes por cruzamientos dirigidos. Se realizaron ensayos de sequia para
plantas de los genotipos salvajes y mutantes zmlcr1, zmlcr2 y zmlcr1/zmicr2 y se determiné
el porcentaje de sobrevivientes luego de 25 dias de sequia junto con la determinacién de
parametros ecofisiolégicos a distintos puntos durante el ensayo.
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OBJETIVOS

e Analizar los parametros ecofisiolégicos y de crecimiento de plantas salvajes y
mutantes en condiciones de sequia en la parte aérea de plantas en estadios V2-V3.
¢ Analizar la posible influencia de las mutaciones en la tolerancia a sequia.

METODOLOGIA
Material vegetal

Se utilizaron plantas de maiz salvajes de la linea endocriada T43 (WT), plantas
mutantes simples zmlcr1 'y zmlcr2, y plantas mutantes dobles zmlcr1/zmicr2.

Ensayos de sequia

Se sembraron plantas de los genotipos antes mencionados en vasos de 1000 cm3, los
cuales se llenaron con un sustrato homogéneo para garantizar la igualdad de condiciones en
las que se desarrollaria el experimento; estos contenedores se colocaron en una camara con
condiciones de irradiancia, temperatura y humedad relativa atmosférica controladas. Se
sembraron 22 individuos de cada genotipo en estudio (88 en total), de los cuales 11 se
utilizaron como control, recibiendo una irrigacidén normal durante todo el tiempo que duré el
experimento, mientras que los 11 individuos restantes recibieron una irrigacion normal hasta
alcanzar el estadio V2-V3, después de lo cual el suministro de agua se suspendi6é (D1) hasta
la eliminacién total de humedad en el suelo, determinado por pesaje de los contenedores
hasta que el peso de estos se volvié constante, lo que sucedié 11 dias después de la
suspension de la irrigacion (DPC). Desde el punto en que los contenedores alcanzaron el peso
constante se continud sin irrigacion por 15 dias mas, es decir que el tratamiento de sequia se
prolongo por 25 dias (D25) en total, después de lo cual el riego se reanudé durante 7 dias
(D7R).

Determinacion de parametros ecofisiolégicos y de crecimiento

Se midieron distintos parametros asociados al crecimiento de las plantas, tales como
altura, indice de verdor usando el medidor SPAD, conductividad estomatica, tasa fotosintética
y tasa respiratoria usando el medidor CIRAS-2. Ademas, se tomaron fotografias para poder
evaluar visualmente el estado general de las plantas. Estas determinaciones se realizaron en
algunos de los distintos puntos mencionados anteriormente: D1, DPC, D15 y D25.

RESULTADOS
Supervivencia al tratamiento de sequia

Con el fin de analizar si los genes ZmLCR1 y ZmLCR2 estan relacionados con la
tolerancia a sequia en maiz, se analizé el porcentaje de sobrevivientes para plantas WT,
zmlcr1, zmlcr2 y zmlcr1/zmlcr2 tras reanudar el riego durante 7 dias, luego de 25 dias de
sequia. Como se muestra en la Figura 1, luego de reiniciar el riego, el 100% de las plantas
zmlcr1y zmlcr1/zmlcr2 reanudaron su crecimiento, mientras que por otro lado solo un
33,33% de las plantas WT y un 25% de las plantas zmlcr2 lo hicieron.
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Figura 1: (A) Porcentaje de plantas de los genotipos en estudio que se recuperaron del estrés
hidrico en los dias posteriores a la reanudacién del riego, (B) Plantas pertenecientes al genotipo
zmlcr1 (arriba) y al salvaje (abajo), luego de 7 dias de reanudado el riego

Un 70% de las plantas zmlcr1 mostré una mejoria luego de solo 1 dia de reanudado el
riego, comenzando a recuperar la turgencia y a expandir nuevamente sus hojas que hasta el
momento se encontraban deshidratadas y enrolladas sobre si mismas, a la vez que
recuperaban una tonalidad mas verde. Las plantas zmlcr1/zmicr2 tuvieron un comportamiento
similar, aunque en este caso la recuperacion fue algo mas lenta, ya que luego de 1 dia de
reanudado el riego solo se habian recuperado el 33,33% de los individuos, pero al llegar al
dia 6 el 100% de los mismos se encontraba en buenas condiciones. Por otro lado, los
individuos pertenecientes al genotipo zmlcr2 mostraron el menor porcentaje de recuperaciéon
de entre todos los genotipos en estudio, recuperandose el dia 1 el 25% de las plantas tratadas,
pero permaneciendo en ese valor hasta el dia 7. Finalmente, las plantas de genotipo salvaje
tuvieron la recuperacién mas lenta, siendo la misma en el dia 1 de solo el 16,67% del total de
plantas tratadas de este genotipo, pero aumentando gradualmente hasta alcanzar en el dia 4
el 33,33%, permaneciendo asi hasta el dia 7. De esta manera se puede concluir que la
mutacion en el gen ZmLCR1 confiere a las plantas una mayor tolerancia a la sequia.

Evaluacion de los parametros ecofisiolégicos y de crecimiento

Con el fin de caracterizar los cambios en algunos parametros ecofisiolégicos y de
crecimiento en las plantas en estudio durante el tratamiento, se determiné la Eficiencia de uso
de agua (EUA= Pn/Gs, [mmol CO,.mmol H20"], siendo Gs la conductividad estomatica y Pn
la fotosintesis neta. En la Figura 2 se muestran los resultados de las determinaciones de EUA
y Pn luego de 15 dias de sequia, donde puede verse que hay diferencias significativas entre
las plantas crecidas en condiciones control y aquellas que fueron sometidas a sequia para
todas las lineas en estudio. Sin embargo, en ningun caso se observaron diferencias en EUA
0 en Pn entre los distintos genotipos que puedan explicar las diferencias en la tolerancia a
sequia observada.
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Figura 2: (A) Eficiencia del uso de agua (EUA, [mmol CO2.mmol H20-"], (B) Fotosintesis neta (Pn)
para plantas crecidas con irrigacién normal (Control) o sin riego durante 15 dias (Sequia).
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