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INTRODUCCION

El miARN miR394 juega un papel importante en la regulacién de varios aspectos
del crecimiento y desarrollo vegetal, entre los que se incluyen la regulacién del tiempo
de floracién y la respuesta a estrés abibtico en Arabidopsis thaliana (Song et al., 2013;
Bernardi et al., 2022). Resultados de nuestro grupo de trabajo establecieron que
plantas de Arabidopsis mutantes en los genes MIR394 (denominadas
mir394a/mir394b), presentan floracion temprana en comparacion con plantas salvajes
del ecotipo Col-0, indicando que miR394 participa en la regulacién del tiempo de
floracion en esta especie vegetal (Bernardi et al., 2022).

En maiz existen dos genes regulados por miR394, a los que hemos denominado
ZmLCR1y ZmLCR2 de acuerdo al nombre de su ortélogo LCR en Arabidopsis, para
los cuales contamos con lineas mutantes simples y una linea mutante doble
denominada zmlcr1/zmicr2. Estas lineas mutantes muestran una mayor supervivencia
que plantas salvajes de la linea endocriada W22 tras ser sometidas a tratamientos
prolongados de 25 dias de sequia (Miskevish et al., 2021).

En esta presentaciébn se muestran resultados relacionados con el estudio del
tiempo de floraciébn de plantas de maiz mutantes zmlcri/zmicr2 y de plantas de
Arabidopsis mutantes mir394a/mir394b, en relacion con su respuesta a estrés por
sequia. Ademas, se presenta una caracterizaciéon inicial de mutantes de maiz
zmlicri/zmlcr2 en contextos genéticos hibridos, con el fin de analizar la respuesta a
sequia de estos mutantes en un contexto similar al de comercializacion de esta
especie de interés agrondémico.

OBJETIVOS

1. Caracterizar el tiempo de floraciéon en plantas de maiz mutantes en los genes
regulados por miR394, zmlcr1/zmlicr2.

2. Caracterizar el tiempo de floracién bajo condiciones de sequia en las plantas
de Arabidopsis thaliana mutantes mir394a/mir394b.

3. Caracterizar la respuesta fisiologica de hibridos de maiz mutantes
zmlcr1/zmlcr2 en condiciones de sequia en camaras de crecimiento.

Titulo del proyecto: Estudio de las funciones de la ruta de mir394 en plantas de maiz y de Arabidopsis
thaliana

Instrumento: PICT-2021-CAT-I1-00015

Ao convocatoria: 2021

Organismo financiador: ANPCyT-FONCyT

Director/a: Dra. Marcela Dotto
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Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana salvajes de ecotipo Col-0 y
mutantes mir394a/mir394b. Ademas, se trabajé con plantas de maiz salvajes de la
linea W22 y mutantes zmlcr1/zmlicr2y plantas de maiz hibridos salvajes B73xW22 (W)
y mutantes zmlicri/zmlcr2 en el contexto genético hibrido B73xW22, denominadas
zmler1/zmler257W22 (M),

Las condiciones de crecimiento fueron de dia largo (16 h de luz/8 h de
oscuridad) y temperatura entre 21 y 24 °C para Arabidopsis y de entre 24 y 28 °C para
maiz.

Determinacion del tiempo de floracion de plantas de Arabidopsis y maiz.

El tiempo de floracién en plantas de Arabidopsis thaliana se determiné contando
el numero de hojas de roseta al momento de floracién y el nimero de dias hasta la
floracion para todas las lineas en estudio.

En plantas de maiz se caracterizé el tiempo de floracion como el numero de
dias hasta alcanzar el estadio R1 (aparicion de estigmas en la inflorescencia
femenina).

Aplicacion de estrés por sequia

Las plantas de Arabidopsis fueron cultivadas con riego normal durante 10 dias,
luego el total de plantas se dividié en dos grupos: el grupo control recibié irrigacién
normal y el grupo sequia no fue regado durante 15 dias y luego se retomé el riego
normal hasta el final del ciclo de vida.

Las plantas de maiz recibieron riego normal hasta el estadio V2-V3 (15 dias),
luego se dividieron en dos grupos y se suspendié el riego para el grupo sequia,
durante 40 dias, mientras que el grupo control recibié riego normal durante todo el
experimento. Luego se reanudé el riego durante 7 dias para evaluar supervivencia.

Determinacion de parametros fisiolégicos.

Para los hibridos de maiz salvajes y mutantes se determiné transpiracion (E),
conductividad estomatica (gs) y tasa fotosintética (Pn) usando el medidor CIRAS-2 (PP
biosystems), y se calculd la eficiencia de uso de agua (EUA = Pn/gs). Ademas, se
midi6 el indice de verdor usando el medidor SPAD 502 (Minolta). Estas
determinaciones se realizaron el primer dia de sequia (dia 1 de sequia y dia 15 de
crecimiento) y luego de 15 dias de sequia (dia 15 de sequia y dia 30 de crecimiento).

Analisis estadisticos

Los datos se analizaron empleando la prueba t de Student, ANOVA de dos o tres
vias utilizando el software SigmaPlot 12.0 sobre aquellos datos que superaron las
pruebas de normalidad de Shapiro e igualdad de varianzas de Levene (p>0,05),
seguido de comparaciones multiples utilizando el método de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS/CONCLUSIONES
Tiempo de floracion de Arabidopsis thaliana
El andlisis estadistico del tiempo de floracidon para plantas de Arabidopsis

indica que no existe interaccion entre genotipo y tratamiento, tanto para los dias hasta
floracibn como para el numero de hojas de roseta (Fig. 1), observandose que el
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fenotipo de floracién temprana se mantiene tanto en condiciones de irrigacién normal
como en sequia.

Los resultados obtenidos para las plantas mutantes mir394a/mir394b sugieren
que el papel de miR394 en la respuesta a sequia (Song y col., 2013) es independiente
del papel que este grupo de trabajo demostrd para miR394 en la regulacion del tiempo
de floracion (Bernardi y col., 2022).

Dias hasta Floracion
Niamero de Hojas de Roseta

Figura 1: Tiempo de floraciéon de plantas de Arabidopsis thaliana (plantas salvajes Col-0 y
mutantes dobles mir394a/mir394b) en condiciones control de irrigaciéon normal y de sequia.
(Promedio = DE; letras distintas indican diferencias significativas segin ANOVA a dos
factores (p < 0,05), seguido de comparaciones multiples por el método de Tukey; n = 18)

Tiempo de floracion de plantas de maiz mutantes zmlicr1/zmicr2

Las plantas de maiz zmlcr1/zmicr2 no mostraron diferencias significativas en el
tiempo de floracion con respecto a plantas salvajes W22 (Fig. 2). Este resultado esta
de acuerdo con resultados obtenidos por este grupo de trabajo al estudiar el papel del
médulo regulatorio miR394/LCR en plantas de Arabidopsis thaliana, donde tampoco se
observaron cambios en el tiempo de floracién entre plantas salvajes y mutantes lcr
(Bernardi y col., 2022), sugiriendo que la regulaciéon del tiempo de floracién por
miR394 ocurre a través de otro gen regulado por este miARN, desconocido hasta el
momento.

Figura 2: Determinacion del tiempo de

floracién a través del nimero de dias

hasta aparicion de estigmas en plantas

de maiz salvajes W22 comparadas con

mutantes zmlcri/zmicr2. (Promedio +

Aparicién de estigmas DE; * = p < 0,05 segun prueba t de
WW22 W zmicr1/zmicr2 Student; n= 5)

Dias hasta R1

Andlisis de parametros fisiologicos durante el crecimiento de hibridos salvajes
B73xW22 y mutantes zmlcr1/zmlcr2573xW22

Los resultados de las mediciones asociadas a la fisiologia de plantas de maiz
salvajes (W) y mutantes (M) en contextos genéticos hibridos se presentan en la Figura
3. No existen diferencias significativas entre plantas salvajes y mutantes al dia 1 de
tratamiento para las variables transpiraciéon (E), conductividad estomatica (gs) y
eficiencia del uso de agua (EUA), tanto para el grupo control como para el tratado
(Figura 3a, b, d). La tasa fotosintética (Pn) al dia 1 fue mayor para plantas salvajes del
grupo control (Fig. 3c) y el indice de verdor en este dia fue menor para plantas
mutantes del grupo control (Fig. 3e). Tras 15 dias de sequia se evidencia una
disminucion para E y Pn en el grupo sequia comparado con el control, pero sin
diferencias entre genotipos (Fig. 3a, c). Por otra parte, a los 15 dias de sequia no
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existen diferencias entre grupos o genotipos para el indice de verdor, siendo
superiores en todos los casos a los observados en el dia 1 (Fig. 3e). Finalmente, no
existen diferencias para EUA entre plantas salvajes y mutantes del grupo control, ni
con plantas salvajes en sequia, pero si se observé una disminucién en la EUA de
plantas mutantes en sequia durante 15 dias (Fig. 3e). Por lo tanto, las mutaciones no
afectarian la fisiologia de las plantas para la mayoria de los parametros analizados.
Sin embargo, la disminucién observada en EUA para las plantas mutantes sometidas a
sequia indica que serian mas susceptibles que las plantas salvajes a este estrés, lo
cual se contrapone a resultados previos obtenidos por este grupo de trabajo para
mutantes en la linea endocriada W22 (Miskevish et al., 2021). Serd necesario llevar
adelante nuevos experimentos para corroborar los datos obtenidos hasta el momento.
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Figura 3: Parametros fisiol6gicos durante el crecimiento de plantas de maiz hibridos salvajes
(W) y mutantes en el mismo contexto genético (M). a) Transpiraciéon (E), b) Conductividad
estomatica (gs), ¢) Fotosintesis neta (Pn), d) Eficiencia del uso de agua (EUA) y e) indice de
verdor, en condiciones normales de irrigacién (CONTROL) y en condiciones de sequia
(SEQUIA). Dia 1: inicio del tratamiento de sequia, dia 15: 15 dias de sequia, corresponden a 15
y 30 dias de crecimiento, respectivamente. (Promedio + DE; letras distintas indican diferencias
significativas segiin ANOVA a tres factores (p < 0,05), comparaciones mudltiples por el método
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