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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) es una especie de graminea anual originaria de América que
presenta metabolismo de tipo C4. Junto con el trigo y el arroz, es uno de los cereales
con mayor volumen de produccién a nivel mundial. Su uso méas conocido es en la
industria alimenticia, pero también se utilizan productos derivados para producir papel,
pegamentos, bioetanol, farmacos y cosméticos, entre otros. En Argentina el maiz
representa el 24 % de la produccién total de granos del pais, siendo el segundo cultivo
mas importante después de la soja. Dada la relevancia que esto le otorga, a lo largo del
tiempo se han desarrollado y aplicado diferentes tecnologias que permitieron mejorar el
germoplasma y el proceso productivo.

Las plantas responden a las variaciones del ambiente generando cambios moleculares y
fisioldgicos capaces de atenuar los efectos de las condiciones adversas que afectan su
crecimiento y desarrollo. Algunas de estas respuestas especificas se dan por la
regulacion mediada por factores de transcripcion (FT) de vias de transduccion de
sefiales. Los FT son proteinas capaces de reconocer y unir secuencias de ADN
especificas presentes en regiones regulatorias de genes blancos. Estas proteinas
presentan al menos dos dominios: uno de unién al ADN y otro de interaccion con
proteinas, siendo este ultimo el que media, directa o indirectamente, la activacion o
represion de la transcripcion al unirse a proteinas de la maquinaria transcripcional basal
(Brivanlouy col., 2002). Los FT se clasifican en familias principalmente por el dominio de
union a ADN, también se pondera la estructura génica y la presencia de otros motivos y
dominios conservados (Riechmann y col., 2003). Entre las familias de FT de plantas, la
llamada HD-Zip se caracteriza por la presencia de un homeodominio (HD), responsable
de la unién a ADN, asociado a un cierre de leucinas (LZ, del inglés leucine zipper), que
actia como dominio de dimerizacion. La familia HD-Zip se divide a su vez en 4
subfamilias (I a IV, Ariel y col., 2007; Capella y col., 2015).

En el laboratorio donde se lleva a cabo este trabajo, se estudian las respuestas de las
plantas a las condiciones medioambientales y, en particular, la participacion de los FT de
la familia HD-Zip | en estas respuestas en condiciones normales y cuando las plantas se
enfrentan a estrés abidtico.

OBJETIVO

Identificar un factor de transcripcion de tipo HD-Zip | de maiz que resulte interesante
para modular su expresion.

METODOLOGIA

Cultivo de plantas de maiz y toma de muestra para evaluar expresién génica
Se utilizaron semillas de maiz de genotipo B73. Las plantas se crecieron en un
invernéaculo con fotoperiodo regulado (16 hs luz, 8 hs oscuridad). Al momento en que las

Proyecto: PICT START UP 3779. “Obtencién de plantas transgénicas de maiz, arroz y soja con
caracteristicas de alta productividad y tolerancia a estrés abiotico”

Director del proyecto: Raquel Lia Chan

Director del tesinista: Jesica Raineri

Co-Director del tesinista: Julieta Cabello


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Gram%C3%ADnea

plantas tenian dos hojas completamente expandidas (estadio de desarrollo V2) se
procedié a tomar muestras de raices, tallos y hojas para evaluar la expresién de genes
en condiciones de crecimiento Optimas. En todos los casos se trabajé con
triplicados/cuadriplicados biolégicos.

Generacioén de estrés hidrico

Las plantas en estadio V2 se saturaron con agua durante 8 hs, luego se retiré el
excedente y se dejaron de irrigar para general el estrés hidrico severo. Se tomaron
muestras de forma periddica durante el ensayo.

Andlisis del fenotipo de las plantas

Consumo de agua de las plantas: Las macetas se identificaron individualmente, se
tomo su peso al inicio del ensayo y se sigui6 el mismo de forma periddica.

Pérdida de agua en hojas: Se tomo el peso de porciones de hojas completamente
expandidas (P0). Dichas hojas se pusieron a rehidratar y se volvieron a pesar (Pn). La
pérdida de agua se cuantific6 como el porcentaje del peso respecto al inicial.

Extraccion y cuantificaciéon de ARN

Las extracciones de ARN se realizaron utilizando el reactivo Trizol® (Invitrogen™) de
acuerdo a instrucciones del fabricante. Las concentraciones y purezas de los ARN
obtenidos se determinaron por medio del equipo Nano Drop®.

Andlisis de expresién génica

Se cuantificaron los transcriptos por transcripcion reversa (RT) seguida de PCR en
tiempo real (RT-qPCR). Los niveles de expresion del gen ZmAct2, se usaron para
normalizar los niveles de expresion de los genes de interés.

RESULTADOS

Debido a la existencia de 17 FT de tipo HD-Zip | identificados en plantas de maiz, se
decidié estudiar aquellos genes homélogos a AtHB7,12, 13, 23, 5 y 16, que han sido
caracterizados en el laboratorio donde se desarrolld el presente trabajo (Capella y col.,
2015; Ré y col., 2012; Ribone y col., 2015; Perotti y col., 2017). Se realizé una busqueda
en bases de datos de publicaciones de filogenias y alineamientos de secuencias para de
este modo seleccionar los genes homélogos (Harris y col. 2011; Zhao y col., 2011).
ZmHDZ 4, 6, 9 y 12 como homodlogos a AtHB7 y 12; y ZmHDZ 5, 11, 13 y 14 como
homélogos a AtHB13 y 23. En los casos de AtHB5 y AtHB16, no se localizaron
homdélogos putativos debido a que pertenecen a un clado en el que no hay
representantes en maiz. Ademas, se eligié un gen, ZmHDZ 14, el cual pertenece a un
clado en el que no hay representantes en Arabidopsis.

Expresion génica en condiciones control

A partir de los resultados obtenidos de los ensayos de RT-gPCR se confeccioné la Tabla
1, en la que se muestran los drganos en los que se detectd la expresion de los distintos
genes estudiados. Se indican asimismo los homélogos correspondientes de Arabidopsis.
El ensayo fue repetido con resultados muy similares.
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La informacién presente en la base de datos, “MaizeGDB” (Maize Genetics and
Genomics Database), permitid establecer que los patrones de expresion evaluados en
nuestro laboratorio en condiciones normales de desarrollo se correlacionan. En base a
este analisis se continud trabajando con muestras correspondientes a las hojas y tallos
de la planta.

Expresidon génica en plantas en estrés hidrico

Con el objeto de realizar ensayos de estrés hidrico y para determinar el nivel de estrés al
gue estd sometida la planta en cada punto, se midié el consumo de agua de las plantas y
la pérdida de agua en hojas (Figura 1). Como se observa en la Figura 1 A hay un
marcado consumo de agua en los primeros dias y, avanzado el ensayo, se pone de
manifiesto una falta de agua disponible para ser tomada por la planta. En relacién con
estas observaciones, la Figura 1B muestra que a medida que la planta deja de tener
agua disponible, cuando el estrés es mas severo, hay una mayor pérdida de agua en las
hojas.
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Figura 1: A. Consumo de agua de las plantas en los distintos dias del ensayo. B.
Porcentaje del agua perdida en las hojas de las plantas sometidas al estrés.

Por otro lado, del andlisis de la expresion de los genes en estas condiciones de
crecimiento se determind que varios de ellos estan regulados, como se muestra en la
Figura 2.
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Figura 2: Niveles de expresion génica de las plantas sometidas a estrés hidrico. El color verde
representa las medidas hechas en las hojas y con color naranja se muestran las curvas
correspondientes a los tallos.

Se observo que la expresion de los genes ZmHDZ 11 y 14 de las muestras de hojas, es
regulada positivamente en respuesta a la sequia, en cambio ZmHDZ 4, 9 y 13 responden
de manera diferente observandose un pico y luego una caida, indicando una expresion



génica inducida y posteriormente reprimida hacia el final del ensayo, cuando el estrés es
mas severo. ZmHDZ 6 no ha podido ser detectado en hojas. Los patrones de expresion
observados en las muestras de tallos son diferentes. La expresion de ZmHDZ 4, 6y 9 es
inducida en estas condiciones de desarrollo, y en el caso de ZmHDZ 11, 13 y 14 no se
puso de manifiesto un cambio en sus niveles de transcriptos, comparados con los tallos
bajo condiciones normales de crecimiento.

En 2011 un grupo de investigacion publicé un estudio sobre los patrones de expresion de
los genes ZmHDZ de tipo | en hojas de tres semanas bajo estrés hidrico. Compararon
los niveles de expresion de genes HD-Zip | en condiciones normales y sometidas a
estrés hidrico leve, moderado y severo. Determinaron que las expresiones de algunos
genes ZmHDZ | eran reguladas positivamente en respuesta a la sequia (ZmHDZ4, 6, 9,
12 y 14), mientras que las de los otros genes eran reguladas negativamente (ZmHDZ5,
11y 13, Zhaoy col., 2011).

De la comparacion de los resultados con lo reportado, se observa en la mayoria de los
casos una correlacion en la regulacion de la expresiéon génica. En el caso de ZmHDZ 11
y 13 los resultados obtenidos son diferentes, lo que podria deberse a la forma en la que
se llevd a cabo el estrés. Se dej6 a las plantas con sus raices al descubierto,
sometiéndolas de esta forma a un estrés hidrico que no ocurre en su naturaleza; esto
puede llevar a que los genes se regulen de forma diferencial por el cambio abrupto de
condiciones.

En base a los resultados obtenidos se seleccioné el gen ZmHDZ 6, el cual esta regulado
de especificamente en tallos en estrés hidrico. En plantas crecidas en condiciones
normales, este gen no ha sido detectado, lo que indica que no se expresa, sometiendo
las plantas a un ensayo de estrés hidrico tampoco se vio expresion en las hojas, al
analizar los tallos se observé que la expresion es inducida en estas condiciones.

Sobre este gen seleccionado se hara un estudio mas detallado del patron de expresion
en estadio reproductivo y se intentard aislar la regién promotora para caracterizarla.
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