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INTRODUCCION

A nivel global y debido al cambio climatico, el estrés abiotico cada vez cobra mas importancia
como causante de grandes pérdidas en la produccion agropecuaria. Los tipos de estrés abiodtico
mas comunes son el déficit o exceso hidrico y las temperaturas extremas. Para paliar estas
pérdidas, se han desarrollado nuevos cultivos transgénicos con mayor tolerancia a alguna o
varias condiciones adversas, incurriendo en menores penalidades en la produccion.

Nuestro laboratorio trabaja especialmente con factores de transcripcion (FT), proteinas
encargadas de controlar y regular la expresion de genes en las células de un individuo. Uno de
estos FT de girasol (Helianthus annuus), de tipo HD-Zip tipo | llamado HaHB11, fue usado para
transformar especies heterélogas, cuyas evaluaciones arrojaron resultados prometedores. Las
plantas de Arabidopsis sobreexpresantes de HaHB11 presentan un aumento en su produccion
de semillas, a la vez que toleran mejor el estrés por inundacién (Cabello et al., 2016). Ademas,
HaHB11 mostré ser capaz de conferir mejores rendimientos de produccion cuando era expresado
constitutivamente en plantas de maiz (Raineri et al., 2019). Es por esto que se procedié a evaluar
si también era capaz de mejorar la tolerancia de estas plantas al estrés por exceso de agua, es
decir, por anegamiento, en un ensayo en invernadero.

OBJETIVOS

Determinar si las plantas transgénicas de maiz, que expresan el factor de transcripcioén de girasol
HaHB11, son mas tolerantes a anegamiento que sus controles no transgénicos.

Evaluar posibles respuestas fisiologicas diferenciales de los maices HaHB11 respecto a sus
controles, al enfrentarlos a un estrés por anegamiento.

Titulo del proyecto: Mejoramiento de cultivos extensivos para condiciones de estrés hidrico: escalando
niveles desde el laboratorio a la produccién con una aproximacion interdisciplinaria

Instrumento: PICT-2671

Afo convocatoria: 2015

Organismo financiador: ANPCyT (Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica — MinCyT)
Director/a: Chan, Raquel Lia
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METODOLOGIAS
Ensayo de anegamiento

Para el experimento se utilizaron semillas pertenecientes a dos eventos independientes que
fueron transformados con la construccion 35S:HaHB11 (Eventos 2 y 3, E2 y ES3,
respectivamente), asi como plantas segregantes nulas que servirian como controles no
transgénicos. Las semillas se germinaron directamente en macetas individuales de 8 cm x 7cm
con sustrato Growmix master E y semanalmente se agrego fertilizante. El ensayo se llevo a cabo
en un invernadero de bioseguridad BS1, con fotoperiodo regulado (16 h de luz, 8 h de oscuridad).
La temperatura oscil6 entre 15°C y 40°C. Esta amplitud se debe a que el invernadero no dispone
de un control estricto de temperatura, pues cuenta con un sistema de refrigeracion compuesto
por ventiladores y tela refractante de luz solar. Las condiciones de riego fueron normales hasta
el comienzo del ensayo de anegamiento.

Al alcanzar los maices el estadio V4, se procedié a disponerlos aleatoriamente en bandejas, y
llenarlas hasta el nivel del suelo con agua. Se dispuso también una bandeja sin inundar, como
condicion control, a la cual se le mantuvo el riego normal.

Durante el ensayo se cosecharon entre 3 a 5 plantas por punto para evaluar biomasa y
caracteristicas alométricas, realizar cortes histolégicos, y cuantificar carbohidratos, proteinas y
pigmentos.

Con el fin de evaluar su capacidad de recuperacion del estrés, una vez concluidos los 14 dias del
anegamiento se procedid a reubicar las plantas en condiciones normales de crecimiento: 8 de
cada genotipo que sufrieron el estrés, y 3 de cada genotipo que se mantuvieron en control.

Fase de recuperacion

Los maices fueron trasplantados a macetones de 20 L, para continuar con el ensayo hasta el final
del ciclo de vida. Se utilizé el mismo sustrato, fotoperiodo y condicion de riego normal que en el
resto el experimento. Se tomaron mediciones alométricas, como altura y ancho de tallo, nimero
y largo de raices, area foliar y biomasa aérea seca. También se llevé registro de las fechas de
floracién (antesis y silking) y la senescencia de las hojas.

Finalmente, al cabo de aproximadamente 140 dias, y una vez que los maices hubieran secado
sus hojas por completo, se los coseché y se cuantificaron distintos parametros relacionados con
la produccion: biomasa vegetativa total, biomasa de la espiga, peso y numero de granos
producidos, e indice de cosecha.

Los promedios provienen de al menos tres réplicas biologicas. El error corresponde a la
desviacion estandar media de la muestra. Se realizaron test estadisticos: el asterisco (*) indica
una diferencia estadisticamente significativa respecto al control en una prueba T de dos colas,
con p<0,05. Por otro lado, los simbolos a, by cindican diferencias significativas en un ANOVA a
2 factores y test de multiples comparaciones de Tuckey.
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RESULTADOS/CONCLUSIONES

Durante el estrés pudimos observar que los maices transgénicos desarrollaban tallos mas anchos
y de mayor volumen que los maices Control, asi como una mayor biomasa de raices. Los distintos
genotipos (Control, E2 y E3) mostraron diferencias en la estructura de sus raices. Los cortes
histolégicos pusieron en evidencia que los transgénicos tendrian mayor numero de vasos
protoxilematicos y una menor relacion de area xilematica/medular.

Por otro lado, en las extracciones de pigmentos se vié que E2 y E3 presentan un mayor nivel de
carotenoides y menores niveles de clorofila B que las plantas Control. Las extracciones de
carbohidratos mostraron que los maices E2 y E3, durante el estrés, tienden a acumular menores
niveles de almidon en hojas que los controles, mientras que acumulan mayor cantidad en sus

raices, respecto al genotipo Control (Figura 1).

Cinética de Almidén - Hojas - Anegamiento

by - 1

mg alm/g tejido

3 5 7 9 11 13
Dias de anegamiento

—o—Ctrl —e—E2 E3

Cinética de Almiddn - Raices - Anegamiento

035
= 03 i\
0,25 T

0,15
0,1
< 0,05

HL»—'}

Almidon [mg HdeC/g Tejido
o
o
(

3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15
Dias de anegamiento

e Ctr| o E2 E3

Figura 1: Cinética de los contenidos de almiddn en hojas (izquierda) y raices (derecha) de maices durante

el ensayo de anegamiento.

Mas adelante, durante la fase de recuperacion,
pudimos ver que la altura final del tallo en maices
transgénicos era mayor que los Controles, asi
como su numero de raices nodales. Respecto a
las hojas, los eventos E2 y E3 desarrollaron
mayor nimero y consecuentemente mayor area
foliar maxima que sus controles (Figura 2).

También se observo floraciéon tardia para los
genotipos transgénicos, acentuada en maices
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Figura 2: Area foliar maxima desarrollada por
maices Control, E2 y E3 que se mantuvieron en
condiciones normales o fueron sometidos el
estrés.

qgue sufrieron el estrés, aunque también se ve la tendencia en las plantas que se mantuvieron en
condiciones control (Figura 3.A). Asimismo, se ve una senescencia tardia en los maices
transgénicos, incluso después de relativizar el area verde foliar restante a los dias después de

floracion (Figura 3.B).

Federacién
< Universitaria
delLioral

UNIVERSIDAD
NACIONAL pet LITORAL



]
E Encuentro
I de Jévenes
l Investigadores

A Floracion B Senescencia

85-
£ B Control R
E & b . MEE : O L -
2 4 : E3 5 60 * A
pe ab ab ac - g ¢ -

w 40 -

B 754 g A g
3 20 3 =
[= % 0.‘
o 0 o A% B oo
g 704
o 35 40 45 50 55 60 65 70 75
E Dias luego de Silking
[m] 654

# Anegamiento Ctrl W Anegamiento E2 A Anegamiento E3
Control Anegamiento

Figura 3.A) Fechas de floracion promedio para plantas Control, E2 y E3 en condicién control o de
anegamiento. B) Senescencia foliar, medida como porcentaje de area foliar maxima verde, de maices
enfrentados al anegamiento.

Por ultimo, al evaluar la produccion final de granos y biomasa vegetativa, observamos que los
transgénicos mostraron resultados muy interesantes a nivel agronémico (Figura 4). Los que
sufrieron el estrés mostraron una tendencia a producir mayor biomasa total y de granos que sus
controles; mientras que en condiciones control, si bien se veria una tendencia al aumento de la
produccion de biomasa vegetativa, ésta no se traduce en aumento del peso de granos, sugiriendo
gue no serian capaces de transportar o transformar todos los fotosintatos en granos. Si bien las
diferencias no son significativas, pensamos que esto se debe a la dispersion y al bajo numero de
muestras. Se planean realizar futuros estudios con un niumero mayor de réplicas biolégicas para
evaluar estos parametros.
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Figura 4: Produccion de biomasa vegetativa (izquierda) y de granos (derecha) por planta, para maices en
condiciones control y maices enfrentados al estrés por anegamiento.
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