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Resumen

La plasticidad fenotipica es generalmente definida como la capacidad de un organismo para
alterar su desarrollo a partir de sefiales ambientales. Normalmente se asume que la
plasticidad fenotipica son cambios que permiten una mayor adecuacién en comparacién
con individuos que no presentan los mismos cambios en el mismo ambiente. La plasticidad
fenotipica es cominmente representada por medio de diagramas de norma de reaccion, en
los que se compara el valor promedio de los fenotipos expresados por un solo genotipo bajo
distintas condiciones ambientales. En general, dentro de la literatura biolégica se reconoce
la importancia ecoldgica y evolutiva de la plasticidad fenotipica. En algunos estudios se
supone por simplicidad que los organismos se encuentran en un ambiente constante a lo
largo del tiempo, en el cual expresan un fenotipo dado. Sin embargo, estas condiciones no
se cumplen bajo ambientes naturales y los fenotipos se desarrollan a partir de la interaccién
organismo-ambiente. Hasta ahora, distintos acercamientos han identificado a la
heterogeneidad ambiental como un factor que puede favorecer la plasticidad fenotipica. En
este sentido, la seleccidn natural favorecera algunos atributos fenotipicos, ante Ia
variabilidad de factores ambientales que comunmente enfrentan los organismos. Sin
embargo, la capacidad ontogenética para producir estas gamas de respuestas plasticas
tienen costos o limites asociados a la incapacidad de los organismos de producir una éptima
adecuacién ante el ambiente, y por lo tanto, existe una tensidon evolutiva entre la
maquinaria ontogenética para producir una respuesta plastica adaptativa y las presiones
selectivas que genera la variabilidad ambiental del sitio donde se desarrollan los
organismos. A pesar de que comunmente se acepta que la heterogeneidad ambiental
favorece la plasticidad fenotipica, pocos estudios practicos la han abordado. Es por eso que
en el presente trabajo nos preguntamos si la heterogeneidad ambiental esta relacionada
con la plasticidad fenotipica, y si lo esta, de qué manera. Para ello exploramos la plasticidad
fenotipica desplegada en la forma y tamafio de las hojas, densidad de tricomas y numero de
hojas de roseta en ocho poblaciones o ecotipos de la planta modelo Arabidopsis thaliana
bajo distintas condiciones de temperatura ambiental. Se emplearon técnicas de

morfometria geométrica para evaluar el cambio en la forma de la hoja y se utilizaron
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técnicas de microscopia con luz polarizada para cuantificar la densidad de los tricomas bajo
las distintas condiciones de temperatura. Las respuestas fueron graficadas como normas de
reaccion para observar el tipo y grado de respuestas. Los resultados muestran que los
distintos atributos de la hoja de Arabidopsis thaliana en los ecotipos seleccionados
responden plasticamente al cambio de la temperatura. En particular, estas diferencias son
mas evidentes por tratamientos que por las propias diferencias morfolégicas entre ecotipos.
Sin embargo, nuestros resultados contrastan con la hipétesis sobre la correlacidén positiva
entre la heterogeneidad ambiental y la plasticidad fenotipica. Efectivamente, nosotros
Unicamente encontramos una correlacién positiva entre los intervalos plasticos desplegados
por los organismos bajo los tratamientos y la heterogeneidad ambiental (aproximada como
estacionalidad de la temperatura) que presentan los sitios de distribucion de las
poblaciones. De hecho, para el resto de los atributos estudiados, encontramos correlaciones
negativas con la estacionalidad de la temperatura. Estos resultados pueden atribuirse a que
la escala espacio-temporal utilizada para el andlisis de la heterogeneidad ambiental no es la
relevante para probar dicha relacién, o bien, debido a la compleja contribuciéon de otros
factores involucrados en la variabilidad ambiental de los sitios. Sin embargo, nuestros
resultados también pueden sugerir que en la actualidad la plasticidad no esta
correlacionada con la estacionalidad o incluso que hay una tendencia a la canalizacién de
algunos fenotipos cuando son expuestos a una constante variabilidad ambiental. Esto puede
reflejarse en una correlacion negativa en dénde una mayor variabilidad ambiental induce
fenotipos canalizados, por la falta de sefiales fiables. Ademds, observamos que el ecotipo
de Columbia (Col-0), el cual es cominmente utilizado en ensayos biolégicos, presenta bajos
intervalos plasticos en comparacion con el resto de las poblaciones estudiadas ante el
cambio de la temperatura. Resaltamos este resultado, debido a que este ecotipo es
comunmente empleado como organismo de referencia y puede estar presentando
fenotipos canalizados debido a su constante uso en condiciones controladas y es probable

gue esto a su vez generé sesgos en la informacién obtenida en otros estudios.
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Abstract

Phenotypic plasticity is commonly defined as the ability of an organism to express different
phenotypes depending on the environment. Phenotypic plasticity is usually represented by
reaction norms diagrams, which compares the average value of the phenotypes expressed
by a single genotype under several environmental conditions. Nowadays, biological
literature recognizes the ecological and evolutionary importance of the phenotypic
plasticity. However, in many studies it is assumed by simplicity that organisms remain in a
constant environment over time, in which as an outcome they express a given phenotype.
Doubtless, these conditions are not fulfilled under natural conditions and the phenotypes
has been developed from the organism-environment interaction. In fact, different
theoretical approaches have identified environmental heterogeneity as a main factor that
favors phenotypic plasticity. Although this relationship between phenotypic plasticity and
environmental heterogeneity has been widely accepted, few studies have addressed it. In
the present work we address the question if the environmental heterogeneity is related to
phenotypic plasticity, and if it is, in which way. Therefore, we explored the phenotypic
plasticity deployed in leaf shape, leaf size, trichome density and the number of rosette
leaves in eight populations of Arabidopsis thaliana under different temperature conditions.
In the present research, a geometric morphometrics approach was used to evaluate the leaf
shape change and polarized light microscopy techniques were used to quantify the
trichome density under the different temperature conditions. Plastic responses were
plotted in reaction norms diagrams in order to visualize the type and degree of responses.
The results, shows that several of the Arabidopsis thaliana leaf traits in different ecotypes
different plastic outcomes as a response to the temperature change. However, our results
contrast with the hypothesis about the positive correlation between environmental
heterogeneity and phenotypic plasticity. Indeed, we did not find a positive correlation
between the plastic intervals displayed by the organisms under treatments and the
environmental heterogeneity (seen as temperature seasonality) in the distribution sites. In

fact, a couple of analyzed traits were negative correlated with temperature seasonality. This
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could be attributed to the fact that the space-time scale used for the analysis of
environmental heterogeneity is not relevant to prove this relationship, or due to the
complex contribution of many factors involved in the environmental variability in the
natural conditions. However, our results may also suggest that the thermal plasticity in
Arabidopsis thaliana leaves are not strongly correlated with temperature seasonality or on
the other hand, there is a tendency to the canalization of some phenotypes which is
reflected in a negative correlation. In addition, the ecotype of Columbia (Col-0), which is
commonly used in biological experiments, show the lowest plastic intervals in the selected
populations. | highlight this result, because this ecotype is commonly used as a reference
organism and it might be presenting a canalized phenotypes due to its constant use under
experimental conditions and it is likely that this in turn generated biases in the information

obtained in following studies.
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1 Introduccion

Una nocidon ampliamente aceptada en el contexto de la biologia evolutiva es que los genes
son agentes que “guian” los procesos en el cambio adaptativo, mientras que los fenotipos
son agentes que “siguen” durante este proceso (Schwander y Leimar, 2011). Bajo esta
perspectiva, la evolucion suele ser definida como un cambio en la frecuencia de los alelos vy,
por lo tanto, supone que debe de existir suficiente variacidon genética heredable para que la
evolucion ocurra mediante la seleccién natural. Bajo esta perspectiva, la evolucién se enfoca
casi exclusivamente en el papel de la sustituciéon alélica o en la variacién genética
cuantitativa (Pigliucci y Murren, 2003; Schlichting, 2004). En consecuencia, la variacién
fenotipica que se genera a partir de la interaccion organismo-ambiente (O x A) sin afectar el

genotipo, se considera poco relevante (Wright 1931; Simpson 1953; Williams, 1966).

En este contexto la variacidn que es inducida por el ambiente limitaria o reduciria la tasa de
evolucién porque no expone directamente al genotipo ante los efectos de la seleccién (de
Grant, 1977; Falconer, 1981; Levin, 1988). Por esta razon, la seleccién que actua sobre la
variacion fenotipica en una poblacion es considerada como un tipo de seleccién que no
produce una respuesta evolutiva (Endler, 1986). Esta perspectiva ha dado paso a que
histdricamente las respuestas de la interaccidén organismo-ambiente hayan sido descartadas

como agentes relevantes (Wright, 1931; Simpson, 1953; Williams, 1966).

No obstante, durante las Ultimas décadas la acumulacidon de evidencia sugiere que la
evolucion de los fenotipos no puede ser explicada Unicamente por el cambio en las
frecuencias alélicas dentro de las poblaciones y que el resultado de la variacién fenotipica
tampoco puede ser generalizado como el resultado de mutaciones azarosas (West-
Eberhard, 1989, 2003; Jablonka y Lamb, 2005). Estas evidencias han dado paso a generar
una perspectiva que argumenta que la variacion fenotipica inducida por el ambiente, y no

necesariamente por mutaciones, tiene un papel importante para generar condiciones que
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favorecen respuestas genéticas adaptativas (West-Eberhard, 2003). Ademas, en los ultimos
afios se han observado que los factores epigenéticos también tienen una funcién
fundamental en la evolucién y en los procesos de adaptacién y plasticidad fenotipica

(Schlichting y Pigliucci 1998; Nicotra et al., 2010; Zhang et al., 2013).

Bajo esta perspectiva, la plasticidad fenotipica juega un papel importante en la evolucién.
De hecho, se ha propuesto que ésta puede ser inicialmente establecida y posteriormente
ser genéticamente asimilada hasta que el estimulo ambiental inicialmente necesario parala
produccidn del atributo ya no sea requerido (Baldwin 1896; Waddington 1942, 1952, 1953,
1956, 1959; Schmalhausen 1949; Suzuki y Nijhout, 2006). Bajo este nuevo paradigma, la
plasticidad puede facilitar o incluso acelerar el proceso del cambio adaptativo (Robinson &
Dukas 1999; Pigliucci y Murren 2003; Price, Qvarnstrom et al., 2003; West-Eberhard 2003;
Schlichting 2004; Badyaev 2005).

1.1 Plasticidad fenotipica

La plasticidad fenotipica es definida generalmente como la capacidad de los organismos de
alterar su desarrollo, fisiologia y su historia de vida dependiendo de las condiciones
ambientales a las que se encuentren expuestos (Nylin y Gotthard, 1998; Agrawal, 2001;
Pigliucci, 2005). El concepto de plasticidad fenotipica ha sido definido por diversos autores
y bajo diferentes supuestos (Whitman y Ananthakrishnan, 2009). Para fines practicos de esta
investigacidn se utilizara el término de plasticidad fenotipica como: la capacidad que
presentan los organismos de modificar un atributo morfolégico en respuesta a un estimulo

ambiental que permita una mayor adecuacién.

Los estimulos que propician la plasticidad fenotipica pueden ser generados por diferentes
factores ambientales como el pH del suelo, la humedad, la temperatura, el fotoperiodo, la
estacionalidad, la abundancia de depredadores o un alta densidad poblacional (Miller,

2007). Los organismos responden mediante mecanismos bioquimicos, fisiolégicos,
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etoldgicos, morfoldgicos en respuesta a los distintos estimulos ambientales (Agrawal, 2001).
El tipo y la intensidad de respuesta son especificas a las condiciones ambientales en las que
los organismos se encuentran expuestos, asi como de los atributos de los organismos
(Pigliucci et al., 2006). Ademas, el tipo de respuestas que presentan los organismos varian

entre genotipos, especies y poblaciones (Weinig y Delph 2001).

El tipo de respuestas que despliegan los organismos ante el ambiente pueden ser
instantaneas cuando el estimulo ambiental es contundente, o puede ser una respuesta lenta
dependiendo si el cambio en el ambiente es gradual. Posteriormente, una vez generadas las
respuestas pldsticas, éstas pueden variar en su permanencia y su reversibilidad. Por
ejemplo, los atributos fisiolégicos y conductuales pueden ser facilmente reversibles,
mientras que cambios morfoldgicos pueden llegar a ser permanentes (Whitman y Agrawal,
2009). En algunos casos estas modificaciones pueden llegar a ser heredadas de forma

transgeneracional (Jablonka y Raz, 2009).

Finalmente, el tipo de respuesta puede ser adaptativa o no adaptativa, la primera puede
contribuir a que las poblaciones se establezcan y persistan en nuevos ambientes, mientras
que la plasticidad no adaptativa puede llevar a que los organismos presenten restricciones
en la bioquimica, la fisiologia o el desarrollo que no necesariamente llevan a los organismos
a un mejor nivel de adecuacion (Fordyce, 2006; Pigliucci et al., 2006). Para conocer el tipo y
grado de plasticidad de un atributo es necesario medir la correlacidén entre el valor promedio
del atributo y el promedio de adecuacion bajo los distintos ambientes (Scheiner, 1993). Esta

correlacion es generalmente conocida como norma de reaccién.

1.2 Normas de reaccion

Uno de los conceptos centrales en estudios de plasticidad fenotipica es la norma de reaccién
(Woltereck, 1909; Schmalhausen, 1949). Estas reflejan principalmente el tipo de plasticidad
desplegada por los atributos o los organismos, generalmente cuando la respuesta es

adaptativa. Las normas de reaccion senalan el conjunto de fenotipos producidos por un
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genotipo bajo diferentes ambientes, muestran informaciéon de los fenotipos (atributos
morfoldgicos, conductuales, fisioldgicos, etc.) colectada durante estudios experimentales,
en los que, en general el investigador manipula el nivel de distintas variables independientes
(variables ambientales) (Glantz, 2002). Las normas de reaccion muestran diferentes curvas,
cada una de las cuales representa el promedio de la respuesta de varios individuos ante uno
o varios tratamientos ambientales (Pigliucci y Schlichting, 1998; Whitman y Agrawal, 2009;
ver figura 1). Las formas de las normas de reaccidn son utiles para inferir informacién
importante sobre la relacién del organismo-ambiente (O x A) durante el desarrollo de los

organismos (Falconer, 1990; Thompson, 1991; Via et al. 1995).

Figura 1.- Ejemplos de graficas de normas de reaccion. (A) Un esquema de norma de reaccién que muestra la
respuesta de tres organismos (1, 2 y 3) expuestos a dos ambientes (A y B). El organismo 1 muestra la mayor
plasticidad fenotipica en comparacién con los organismos 2 y 3. (B) y (C) muestran ejemplos de plasticidad
adaptativa; estos datos se analizan frecuentemente seleccionando gradientes (bajo - alto). En (B) la adecuacion
se maximiza cuando hay un valor mayor del atributo fenotipico en el ambiente A, mientras que la adecuacion
es menor para cierto atributo en el ambiente B. (C) Representa un diferente enfoque para evaluar la plasticidad
adaptativa en la cual una medida de plasticidad (absoluta o un indice) es graficado contra el promedio de la
adecuacion, la relacién puede ser adaptativa, neutra o incluso no adaptativa (imagen tomada y modificada de
Nicotra et al., 2010).

Las normas de reaccion tienen tres caracteristicas generales relevantes para los analisis: (1)
El eje de X (variable independiente) debe medir el pardmetro ambiental al cual el organismo
es expuesto, (2) el eje de Y (variable dependiente) muestra el valor que refleja el fenotipo
en respuesta de cada manipulacidon ambiental, (3) la pendiente de una norma de reaccién
muestra la intensidad de la respuesta fenotipica de un organismo a cambiar en un
parametro ambiental, es decir, mayores valores (negativos o positivos) en las pendientes

representan una mayor sensibilidad al ambiente (Fuller et al., 2005).
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Los analisis basados en normas de reaccion requieren de al menos tres, y preferentemente
mas valores experimentales por fenotipo. Para usar las graficas de normas de reaccién con
propdsitos inferenciales, es necesario graficar al menos las respuestas para dos organismos.
Esto permite comparar sus reacciones fenotipicas bajo diferentes tratamientos
experimentales. Cada punto en la grafica representa el valor promedio del atributo o del
organismo, cada punto tiene barras de error que representan la sensibilidad fenotipica bajo

diferentes niveles del pardmetro experimental.

1.3 Plasticidad adaptativa

La capacidad de modular el desarrollo dependiendo del ambiente puede en principio ser de
valor adaptativo (Schlichting, 1986). Esta capacidad de modificar el desarrollo permite una
mayor adecuacion de los organismos bajo un entorno heterogéneo (Sultan, 2000). En
comparacién, los organismos que no presentan cambios ante la variabilidad ambiental
espacio-temporal presentan una baja adecuacién (Ghalambor et al.,, 2007). Es decir, las
poblaciones con alta plasticidad fenotipica en rasgos funcionales importantes presentan
mayor adecuacidon ante cambios en las condiciones ambientales, sin la necesidad de

generar una adaptacién genética (Valladares et al., 2007; Crispo, 2008).

En este sentido la plasticidad fenotipica al ser adaptativa desempefia un papel importante
en la diversificacién evolutiva de los organismos en nuevos ambientes (Via y Lande, 1985;
Schlichting, 1986; Scheiner, 1993), asi como en la distribucién y persistencia de las especies
(Reusch y Wood, 2007; Chevin et al., 2010; Nicotra et al., 2010, Palmer et al., 2012). Un
ejemplo son las especies invasoras, las cuales suelen presentar mayor capacidad para
modificar su desarrollo en comparacién de las especies nativas con las que compiten,

adaptandose asi rapidamente a una nueva area geografica (Sultan, 2003; Lande, 2009).

Si la plasticidad es adaptativa y permite que una poblacién persista en un ambiente nuevo

o0 cambiante, este puede volverse genéticamente asimilado o serd ajustado mediante la
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seleccidon natural, a pesar de que en un principio no se generd un fenotipo con una
adecuacién optima (Pigliucci et al., 2006). Este fendmeno puede acelerar la adaptacién
fenotipica ante nuevas condiciones de crecimiento, permitiendo que toda una poblacién
persista mediante plasticidad adaptativa con fenotipos adaptativos favorecidos por la
seleccion natural (Crispo, 2008). Recientemente se ha propuesto que el estudio de la
plasticidad fenotipica debe ser fundamental para evaluar los efectos del cambio climatico

(Charmantier et al., 2008; Nicotra et al., 2010; Merild y Andrew, 2014).

1.3 Plasticidad no adaptativa

Como se describid con anterioridad, la plasticidad es generalmente considerada como
adaptativa. Sin embargo, es importante sefialar que la variacién fenotipica que despliegan
los organismos en diferentes ambientes puede no afectar la adecuaciéon en absoluto, o
incluso puede tener un impacto negativo en la adecuacién. El impacto negativo que tiene la
plasticidad en la adecuacion es conocida como plasticidad no adaptativa. Tal plasticidad
puede reflejar un desarrollo con efectos negativos en el éxito individual, causados
principalmente por el estrés ante la limitacidén de recursos (Sultan, 2000; Weiner, 2004; Van

Kleunen y Fischer, 2005: Van Buskirk y Steinger, 2008).

La plasticidad no adaptativa reduce la probabilidad de persistencia de los organismos en un
nuevo ambiente y por lo tanto aumenta la fuerza de la seleccion. Grether (2005) sugiere que
cuando una especie encuentra nuevas condiciones ambientales se desencadenan cambios
fenotipicos con una baja adecuacion. En estas condiciones la seleccion favorecera en un
inicio cambios genéticos que contrarresten la baja adecuacion para restaurar el fenotipo a
su estado ancestral. Este fendmeno es conocido como compensacidn genética. Hasta ahora,
se ha visto que este fendmeno reduce la variacidon fenotipica y promueve la divergencia

genética (Ghalambor et al., 2007; Fitzpatrick, 2012).
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1.4 Costos y limites de la plasticidad

A pesar de parecer obvios los beneficios de la plasticidad, los intervalos plasticos en las
poblaciones naturales no son “perfectos” o “ilimitados”, es decir, la plasticidad tiene limites
y costos (Pigliucci y Schlichting, 1995; Van Kleunen y Fischer, 2005). Los costos son definidos
como los déficits de adecuacién asociados con los genotipos plasticos en comparacion con
los genotipos fijos, que producen el mismo fenotipo promedio en un ambiente particular
(DeWitt et al., 1998). Por lo general los costos hacen referencia a los requisitos necesarios
gue presenta el aparato ontogenético para producir una gama de cambios pldsticos ante la
variabilidad ambiental y que de otra forma se estarian dirigiendo al crecimiento, la
reproduccion, entre otros. Los costos son evidentes cuando, en condiciones ambientales
similares, la adecuacion de un organismo plastico es menor en comparacién con la que
presenta un organismo no pldastico. Se han identificado varios costos de la plasticidad y los
mas comunes parecen estar asociados a la deteccidn de las condiciones ambientales y la
transduccion de estas sefales en las respuestas del desarrollo (DeWitt et al., 1998, Auld et

al., 2010).

Los limites son restricciones funcionales que reducen los beneficios de la plasticidad
comparada con la plasticidad adaptativa que permite la adecuaciéon de los organismos bajo
todas las circunstancias. Los limites pueden reducir la adecuacion y reflejan una respuesta
plastica de baja adecuacidn. Hasta ahora los limites registrados con mayor frecuencia se
atribuyen a la baja correlacion entre el estimulo ambiental que desencadena la plasticidad
y las condiciones reales del ambiente, asi como, el retraso en la deteccién de la sefial
ambiental y la respuesta y los limites asociados al desarrollo, en el cual la maquinaria
ontogenética es incapaz de producir fenotipos extremos que son posibles a través de un

desarrollo fijo (Van Kleunen y Fischer, 2005, Valladares et al., 2007).
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1.5 Heterogeneidad ambiental

Distintos modelos han identificado varios factores que limitan o favorecen las condiciones
para que la plasticidad sea desplegada. Algunos factores son complejos y pocos han sido
sometidos a prueba para verificar sus predicciones. No obstante, la mayoria de los modelos
predicen que la heterogeneidad ambiental es una condicién necesaria, aunque no
suficiente, para que la condicidn de plasticidad sea favorecida (Via y Lande, 1985; Gabriel y
Lynch, 1992; Gomulkiewicz y Kirkpatrick, 1992; Moran, 1992; Gabriel y Lynch, 1992;
Zhivotovsky, 1996; Van Tienderen, 1997; Sultan y Spencer, 2002; Ernande y Dieckmann,
2004). Una conclusion general de los modelos es que bajo un ambiente uniforme se
favorecerd un fenotipo fijo (organismos especialistas), incluso si la plasticidad no es costosa,
mientras que en ambientes heterogéneos y bajo una fuerte competencia tienden a
generarse fenotipos plasticos (organismos generalistas) (Van Tienderen, 1997; Sultan,
2003). A pesar de que este supuesto ha sido aceptado en los distintos modelos, pocos
estudios se han enfocado empirica o experimentalmente en saber de qué forma la
heterogeneidad ambiental es necesaria para que la plasticidad como condicién se vea

favorecida o restringida (Pigliucci, 2005).

La heterogeneidad ambiental no es un concepto facil de definir (Pickett y Rogers, 1997
Wiens, 1989, 2000). Sin embargo, se entiende como heterogeneidad ambiental a la relacidn
entre las variaciones temporales y espaciales en el ambiente (Stewart et al., 2000). Estas
variables son todos aquellos factores como el suelo (profundidad, disponibilidad de
nutrientes, pH, etc.), el clima (temperatura, humedad, incidencia de luz, etc.), los mismos
organismos y sus interacciones (competencia, depredacidn, etc.) (Rees et al., 1996). Estos
factores relacionados a la heterogeneidad ambiental tiene marcadas consecuencias
ecoldgicas para los organismos, ya que estos actUan como agentes selectivos en la

adecuacion de los mismos (Stewart et al., 2000).
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La heterogeneidad ambiental se puede analizar a través de dos dimensiones, la espacial y la
temporal (Milne, 1991; Sparrow, 1999). La heterogeneidad de tipo espacial esta relacionada
con diferencias regionales entre las unidades geograficas (Stewart et al., 2000). La
heterogeneidad temporal denota la complejidad de las interacciones entre los factores
bidticos y abidticos relacionadas con el tiempo y el uso de los recursos que experimentan

los organismos durante su ciclo de vida (Terradas, 2009).

La evolucién de la plasticidad fenotipica en condiciones heterogéneas ha sido ampliamente
modelada en relacion a variaciones espaciales y temporales en comunidades vegetales
(Levins 1968; West-Eberhard, 1989; Grime, 1994; Via et al., 1995; Jackson y Caldwell, 1996;
Sultan, 2000; DeWitt y Scheiner, 2004). Se ha observado que las variaciones temporales
suelen ocurrir con mayor rapidez en comparacién con la velocidad a la que los organismos
modifican su fenotipo, reduciendo asi la probabilidad de que la plasticidad evolucione.
Generalmente estas variaciones se deben a eventos que cambian las condiciones climaticas,
afectando asi la disponibilidad o el total de los recursos (los patrones de estacionalidad,

disturbios ambientales y el uso del recursos por otros organismos) (Ehleringer, 1984).

1.6 Plasticidad fenotipica en las plantas

Las plantas, al ser organismos sésiles, estdn fuertemente condicionadas por el ambiente
gue las rodea en el cual tienen que completar su ciclo de vida (de Jong y Leyser, 2010).
Ademads, es probable que los ambientes donde éstas habitan cambian constantemente en
el tiempo y el espacio. Por ejemplo, factores como la intensidad de luz, la temperatura, la
humedad, la precipitacién, la disposicion de nutrientes presentan variaciones diurnas o

anuales (Bradshaw, 1965; Sultan 2000).

Un factor ampliamente estudiado en plantas es la temperatura. Se ha registrado que la
temperatura modifica la tasa fotosintética, dependiendo de la alta o baja incidencia de luz

(Reynaud et al.,, 2003). Uno de los mecanismos para responder al cambio de luz y
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temperatura es la produccién de antocianinas en las hojas. Esta respuesta es un mecanismo
plastico para la proteccidon de la maquinaria fotosintética y es un mecanismo reversible
(Steyn et al., 2002; Tallis et al., 2010). Asi mismo, se han reportado respuestas morfoldgicas
ante el cambio de temperatura como el tamafio del organismo, la longitud del internodo, la
orientacidén de la hoja, la orientacidén del meristemo, las ramificaciones, la elongacién de los

peciolos y el tallo (Myster y Moe, 1995).

La plasticidad que presentan las plantas posiblemente se debe a la naturaleza continua y
muchas veces indeterminada del desarrollo de las plantas (Palmer et al., 2012). Es decir, las
plantas tienen por lo general un constante desarrollo post-embrionario en el cual
desarrollan diferentes estructuras bajo distintas condiciones ambientales. Esto permite

generar una amplia gama de fenotipos (de Jong y Leyser, 2012).

Los primeros estudios de plasticidad fenotipica en las plantas se centraron en descriptores
simples de crecimiento y morfologia tales como el tamafio de la planta, nUmero de
ramificaciones y la longitud de los internodos. Asimismo, otros estudios incluian aspectos
fisioldgicos funcionales directamente relacionados al éxito funcional y reproductivo de los
organismos, como la asignacién proporcional de nutrientes a diferentes tejidos de la planta
o tasas de asimilacién, entre otros (Schlichting, 1986; Bradshaw y Hardwick, 1989). Una de
las posibles razones en el incremento de estudios sobre la plasticidad fenotipica en plantas
se debe a que estas pueden ser facilmente clonadas y expuestas a distintos ambientes

controlados.

Recientemente los estudios de plasticidad incluyen aspectos mas detallados de atributos
gue se encuentran directamente relacionados con la adquisicion de recursos. Estos incluyen
el tamafio de la hoja y el area foliar de toda la planta, ambos aspectos estan involucrados
directamente en la captura de luz fotosintética (Charmantier et al., 2008; Nicotra et al.,

2010; Merila y Andrew, 2014).
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Uno de los érganos que presenta un amplio interés en los estudios de plasticidad fenotipica
es la hoja. Las hojas son estructuras morfolégicamente diversas y pldsticas (Kaplan, 2001),
las cuales reflejan compensaciones funcionales que han sido resueltas de distintas maneras
por las diferentes especies desde su contexto ecoldgico, su fisiologia, ontogenia y sus
historias de vida (Nicotra et al.2011). Las hojas son drganos laterales, generalmente planos,
gue se producen en los meristemos apicales durante el desarrollo de las plantas (Dengler y
Tsukaya, 2001; Poethig, 1997). Por lo general, dentro de estas estructuras se realizan

funciones vitales en plantas como la fotosintesis y el intercambio gaseoso (Poethig, 1997).

Diversos estudios han abordado el estudio de la plasticidad en diferentes atributos de la
hoja en una amplia gama de especies (Rozendaal, 2006). Estos estudios se han enfocado a
estudiar las respuestas plasticas ante factores como la intensidad de luz (Jarcurska et al.,
2011), el tipo de sustrato (Perez et al., 1994; Sultan, 2003), la temperatura (Royer et al.,
2009), y la presencia de depredadores (Rosenthal y Kotanen, 1994; Agrawal, 2001). Asi
mismo, diferentes medidas se han utilizado para evaluar la amplia gama de respuestas de
los atributos ante estos factores ambientales (la longitud, el area y el grosor de la hoja, el
peso seco, contenido de clorofila, densidad estomatica, nimero de dientes, entre otros).

Sin embargo, una cuantificacién detallada de la forma de la hoja pocas veces se ha realizado.

1.7 Plasticidad fenotipica en Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis en adelante) es una planta modelo que se ha utilizado
para estudiar el potencial de la interaccidon planta-ambiente, entre muchos otros aspectos
de la biologia de las plantas (Meinke et al., 1998; Alonso-Blanco y Koorneef, 2000). Es una
planta pequeia que mide de 10 a 30 cm de alto, tiene un ciclo de vida corto de entre 6 y 8
semanasy pertenece a la familia Brassicaceae (Haughn y Kunst, 2010). Esta planta tiene gran
importancia como organismo modelo y cuenta con disponibilidad de datos genéticos y
genomicos recopilados en diversas bases de datos (Alonso-Blanco et al., 2009). Presenta

autopolinizacién y genera individuos genéticamente idénticos, los cuales pueden ser
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comparados a través de distintas condiciones de crecimiento en el laboratorio o sitios en

campo (Meinke et al., 1998).

Arabidopsis presenta una amplia gama de variantes fenotipicas entre poblaciones silvestres,
las cuales son conocidas como ecotipos. Este concepto resalta la diferencia ambiental y
geografica entre las poblaciones de estudio, bajo el supuesto de que ha habido adaptaciones
locales (Turesson, 1992). A la fecha, se han recolectado 2000 accesiones de Arabidopsis
alrededor del mundo (figura 2). Estas poblaciones son variables en cuanto a su forma,
desarrollo y fisiologia, lo que se refleja en diferentes adaptaciones locales (Pico et al., 2008).
Existen varios reportes en los que se ha caracterizado las diferencias en su arquitectura
aérea (MacGregor et al., 2008) o radicular de algunos de los ecotipos (Aceves et al., 2016).
Frecuentemente, el ecotipo de Columbia (Col-0) se utiliza como ecotipo de referencia el cual
se ha producido constantemente en laboratorios de Estados Unidos de América para
estudios de genética y desarrollo. El resto de los ecotipos han sido escasamente descritos,
aun cuando pueden proveer informacién relevante respecto a la ecologia y evolucién de

esta planta modelo.

Arabidopsis presenta hojas basales en forma de roseta y también puede presentar hojas en
el tallo que son sésiles (caulinares). El desarrollo de la hoja de Arabidopsis se ha
caracterizado a partir de tres eventos principales. El primero es la iniciaciéon de la hoja,
seguido de un crecimiento de la hoja y finalmente la expansion y maduracion de la hojay
el margen. Estos eventos estdn estrechamente regulados por factores genéticos y
ambientales y son regulados espacial y temporalmente (Tsukaya et al., 2000, 2003, 2005;

Cookson et al, 2007; El-Soda et al., 2014).
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Figura 2.- Mapa de la distribucion mundial de los ecotipos de Arabidopsis thaliana. Las areas en rojo
corresponden a la distribucién continua de A. thaliana (mapa elaborado por Matthias Hoffmann, 2014. Crédito
por Ute Kramer y Klaus Hagemann, 2008).

Generalmente, las hojas de Arabidopsis presentan tricomas unicelulares que se encuentran
en la mayoria de los drganos aéreos, incluyendo las hojas de roseta, el tallo, las hojas
caulinares y los sépalos (Unicamente no se encuentran en los cotiledones) (Szymanski y
Marks, 1998). El desarrollo de los tricomas de Arabidopsis esta regulado por una red de
factores genéticos, hormonales y ambientales, y de igual modo son regulados espacial y
temporalmente en la epidermis de la hoja (Hulskamp et al., 1998; Benitez y Espinosa-Soto,

2002, 2008; Morohashi et al., 2009; Benitez et al., 2011).

Arabidopsis es un excelente sistema para el estudio de la plasticidad fenotipica, ya que
presenta cambios en distintos atributos en respuesta al ambiente y tiene poblaciones
distribuidas en sitios que presentan diferencias en su heterogeneidad espacial y temporal.
Ademads, cuenta con gran cantidad de informacién disponible en bases de datos y puede ser
utilizada en una amplia gama de disefios experimentales, permitiendo asi estimar el grado

de plasticidad fenotipica bajo distintas condiciones ambientales.
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En este trabajo se evalué la plasticidad de ocho ecotipos de Arabidopsis bajo tres diferentes
condiciones de temperatura. Se registré la variacién de las respuestas plasticas que
muestran los atributos de la forma de la hoja, densidad de tricomas y numero de hojas. El
objetivo principal fue conocer si las diferencias en la plasticidad fenotipica de los atributos
bajo los tratamientos ambientales se relacionan positivamente con la heterogeneidad

ambiental de los sitios de donde provienen los ecotipos.
2. Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

La presente investigacidn pone a prueba una de las hipdtesis centrales en los estudios de
plasticidad fenotipica: Los organismos vegetales que presentan mayores intervalos de
plasticidad fenotipica se encuentran en sitios con mayor variacién ambiental.

Por lo tanto, si esta hipdtesis fuese verdadera, se esperaria que se cumplieran las siguientes
predicciones:

1. Las poblaciones (ecotipos) de Arabidopsis presentaran distintas morfologias en sus
hojas de roseta, debido a las distintas condiciones geograficas-ambientales de las
que provienen.

2. Las poblaciones de Arabidopsis localizadas en sitios con mayor variacién en la
estacionalidad de la temperatura (ambientes heterogéneos) presentaran mayores
intervalos plasticos en comparacién de las poblaciones bajo temperaturas estables

y constantes (ambientes homogéneos).

2.2 Objetivo general

Para poner a prueba la hipdtesis central de este trabajo fue necesario analizar los atributos
de las hojas en cada ecotipo y las respuestas plasticas de diferentes atributos en distintos
ecotipos de Arabidopsis bajo un conjunto de tratamientos experimentales. Por

consiguiente, el objetivo principal de este trabajo fue: evaluar la relacién de la plasticidad
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fenotipica exhibida por los distintos atributos de la hoja de los ecotipos bajo los tratamientos
ambientales, con la variabilidad ambiental del sitio de origen de cada poblacién.
Para esto se plantearon los siguientes objetivos particulares:

1. Seleccionar poblaciones de Arabidopsis que se distribuyan bajo diferentes
condiciones geograficas y ambientales.

2. Caracterizar la variacidon de la temperatura de los sitios donde se ubican los
diferentes ecotipos.

3. Establecer un disefio experimental que permita evaluar la plasticidad de distintos
atributos de los organismos de Arabidopsis ante un cambio en la temperatura.

4. Generar un protocolo para producirimagenes de microscopia con luz polarizada para
cuantificar de forma semi-automatizada la densidad de tricomas en la epidermis de
la hoja de los distintos ecotipos bajo los distintos tratamientos.

5. Evaluar mediante técnicas de morfometria geométrica la varianza en la forma de la
hoja dentro y entre los distintos ecotipos de Arabidopsis. Asi mismo, cuantificar esta
variacion entre tratamientos.

6. Describir, a partir de graficas de normas de reaccidn, el tipo y grado de plasticidad
qgue presentan los atributos medidos en los ecotipos ante el cambio en la

temperatura.

3. Materiales y métodos

Para alcanzar los objetivos planteados y poner a prueba la hipétesis central en la presente
investigacidén, se seleccionaron ocho poblaciones (ecotipos) de Arabidopsis distribuidas
bajo diferentes zonas geograficas y condiciones ambientales (Tabla 1). En la presente
investigacidn se estudio la hoja de roseta de Arabidopsis debido a que existen registros que
indican que su forma, tamafo y densidad de tricomas son atributos los cuales son regulados
por factores ambientales y genéticos durante su desarrollo. Ademas, es importante sefialar
que no se ha realizado la evaluacion empirica y sistematica del efecto de variables

ambientales en la densidad de tricomas de Arabidopsis. Finalmente, estos resultados son
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parte de un proyecto mas amplio en el que en ultima instancia se pretende integrar esta
informaciéon con modelos mecanisticos del desarrollo de los patrones de tricomas en las

hojas.

3.1 Material vegetal

Las semillas de los ocho ecotipos fueron facilitadas por la Dra. Ma. De la Paz Sdnchez Jiménez
del Laboratorio de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucién de Plantas del Instituto de
Ecologia de la UNAM, quien previamente adquirié las semillas a través de “The European

Arabidopsis Stock Centre” (NASC) (http://arabidopsis.info/2016). La informacién geografica

de los ecotipos seleccionados se adquirio en la pagina https://www.arabidopsis.org/2016 y
puede verse en la Tabla 1. Asimismo, la distribucion geografica y los valores de la
temperatura promedio anual (MAT por sus siglas en inglés) pueden verse en la figura 3, la

cual fue realizada con Qgis version 2.14 (http://qgis.osgeo.org).

Tabla 1.- Caracterizacidn geografica y nimero de inventario de los ocho ecotipos de Arabidopsis utilizados en
la presente investigacion.

Ecotipo Numero de Latitud | Longitud | Altitud Pais

inventario Norte | Este (msnm)
Columbia (Col-0) N1092 - - - E.U.A.
Cabo Verde (Cvi-0) CS8580 15.1 -23.6 304 Cabo Verde
Tabor (Ta-0) CS6867 49.3 16.8 567 Republica Checa
San Eleno (Se-0) CS6852 41.5 2.2 222 Espafia
Altai (altai-5) CS76433 47.75 | 88.4 912 China
Kyoto (Kyo) CS28425 43 141.3 27 Japdn
Ovelgoenne (Ove-0) CS6823 49 11 533 Alemania
Shahdara (Sha) CS76227 38.3 68.4 646 Tajikistan



http://arabidopsis.info/2016
https://www.arabidopsis.org/
http://qgis.osgeo.org/

Figura 3.- Mapa de la temperatura promedio anual y la distribucién geografica de los ecotipos seleccionados

de Arabidopsis. Capa de temperatura media anual se obtuvo a partir de Worldclim.com. (Hijmans et al., 2005).

3.2 Caracterizacion ambiental

La variabilidad climatica que presentan los sitios donde se distribuyen los ocho ecotipos, se
estimd a partir de las 19 variables bioclimaticas (tabla 2) extraidas de WorldClim (Hijmans
et al., 2005). El proceso consistio en interpolar capas climaticas generadas a nivel global y a
partir de estas extraer los valores desde las estaciones ambientales de donde provienen los
ecotipos. Con el fin de obtener informacion detallada, en el presente estudio se utilizaron
gradillas rasters con una resolucién espacial de 30’ (aproximadamente 1 km? de resolucién)

por cada sitio de donde provienen los ecotipos.

Tabla 2.- Descripcidn de las 19 variables bioclimaticas obtenidas desde http://www.worldclim.org/
2016.

Variable ambiental Descripcion de la variable

1 | Temperatura media anual °C ((tmax1 + tmax2 + ... + tmax12)/12 + (tminl + tmin2 +...+
tmin12)/12)/2, en cada estacién
2 | Rango de temperatura media | ((tmaxl + tmax2 + ... + tmax12)/12 - (tminl+ tmin2+...+

diurna tmin12)/12), en cada estacion
3 Isotermalidad/ indice de | (intervalo promedio de temperatura diurna/ intervalo de
variabilidad de la temperatura temperatura anual)(*100)

30




4 | Estacionalidad de la temperatura (desviacion estandar *100) en cada estacion
5 | Temperatura maxima del mes mas | De las 12 climatologias mensuales de temperatura maxima, se
calido (°C) elige el valor mas alto por estacién
6 | Temperatura minima del mes mas | De las 12 climatologias mensuales de temperatura minima, se
frio (°C) elige el valor mas bajo por estacion
7 | Intervalo de temperatura anual (°C) | (temperatura maxima del mes mas calido- temperatura
minima del mes mas frio)
8 | Temperatura promedio del | (((Tmax1+Tmax2+Tmax3)/3) + ((Tmin1+Tmin2+Tmin3)/3)) / 2,
trimestre mas humedo por estacion
9 | Temperatura promedio del | (((Tmax1+Tmax2+Tmax3)/3) + ((Tmin1+Tmin2+Tmin3)/3)) / 2
trimestre mas seco
10 | Temperatura promedio del | (((Tmax1+Tmax2+Tmax3)/3) + ((Tmin1+Tmin2+Tmin3)/3)) / 2
trimestre mas calido
11 | Temperatura promedio del | (((Tmax1+Tmax2+Tmax3)/3) + ((Tmin1+Tmin2+Tmin3)/3)) / 2
trimestre mas frio
12 | Precipitacion anual (precl + prec2 + ... + precl2)
13 | Precipitacion del mes mas humedo | De las 12 climatologias mensuales de precipitacion, se elige el
valor mas alto por estacion
14 | Precipitacion del mes mas seco De las 12 climatologias mensuales de precipitacion, se elige el
valor mas bajo por estacidn
15 | Estacionalidad de precipitacion | (Desviacion estandar  (precl, prec2,...,prec12)*100)/
(coeficiente de variacion) (1+((precl+ prec2...+prec12)/12))
16 | Precipitacion del trimestre mas | Precl+Prec2+Prec3, por estacion
humedo
17 | Precipitacion del trimestre mas | Precl+Prec2+Prec3, por estacion
seco
18 | Precipitacion del trimestre mas | Precl+Prec2+Prec3, por estacion
calido
19 | Precipitacion del trimestre mas frio | Precl+Prec2+Prec3, por estacion

3.3 Disefio experimental

Para abordar la hipétesis central del presente estudio fue necesario establecer un disefio
experimental que permitiera caracterizar el tipo y los intervalos de las respuestas pldsticas
de los distintos atributos bajo condiciones ambientales controladas. Por consiguiente, el
disefio experimental consistid en la siembra de los ocho ecotipos seleccionados bajo
distintas condiciones ambientales (tratamientos) en la misma cdmara de crecimiento (esto
reduce el ruido generado por distintas cdmaras de crecimiento). Los tratamientos
consistieron en modificar la temperatura ambiental dentro de la camara. Se selecciond la

temperatura por ser un factor importante en el desarrollo de la planta, asi como uno de los
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principales reguladores ambientales de la morfogénesis de las hojas de distintos organismos

(Chitwood y Sinha, 2016).

Como primer paso se generd un semillero de los ecotipos seleccionados para contar con un
acervo comun de semillas, las cuales fueron posteriormente utilizadas en los tratamientos
ambientales (figura 4a). Todas las siembras de los ecotipos se realizaron bajo condiciones
de iluminacion de dia largo (16 horas luz/ 8 horas oscuridad) con luz blanca y fria a una
intensidad de 110 pumol m2 sy riego constante de 1300 mL por charola (aprox. 32 macetas
por charola). En los tratamientos, todas las semillas fueron incubadas durante cuatro dias a
una temperatura de 4°C para romper la dormancia. Subsecuentemente fueron colocadas en
macetas de 2 cm de didmetro y 5 cm de profundidad con un sustrato de Agrolita, Peat moss
(musgo Sphagnum descompuesto y comprimido) y vermiculita (1:1:1). Todas las siembras
experimentales se realizaron con al menos 12 individuos por ecotipo. Se generd una n total

de 345 organismos a partir de los tres tratamientos.

La primera siembra experimental (control) se realizé a 22 +1 °C en la cdmara de crecimiento
con las condiciones previamente descritas. Se seleccioné esta temperatura ya que
recurrentemente los estudios con Arabidopsis emplean esta temperatura como referencia.
Posteriormente, se realizaron siembras bajo temperaturas de 19 +1 °Cy 25 +1 °C (figura
4b). Se seleccionaron estas temperaturas porque son valores cercanos a la referencia o
control y no comprometen la germinacién de los organismos, pero permiten explorar en
intervalos similares una temperatura mayor y una menor. Finalmente, 37+1 dias posteriores

a la germinacidn, se colectd la sexta hoja de los organismos bajo los distintos tratamientos.
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Se selecciond este tiempo debido a que la diferenciacién celular y la expansion de la [dmina

foliar han concluido.

Figura 4.- Esquema general del disefio experimental utilizado en la presente investigacion. A) siembra
“semillero” con condiciones controladas bajo 22°C, para generar el acervo de semillas que fueron empleadas
en las siguientes siembras experimentales. B) tratamientos experimentales con los ocho ecotipos en la cdmara
ambiental a 22°C, 19°Cy 25 °C. C) Adquisicion de las distintas medidas a partir de las imagenes de las hojas, 1)
plantilla utilizada para los andlisis de morfometria geométrica, 2) cuantificacién de tricomas a partir de
técnicas de microscopia polarizada.
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La seleccidén de la sexta hoja de Arabidopsis se realizé con base en el método propuesto por
Farmer y colaboradores (2013). Esto permiti6 mejorar la reproducibilidad de los
experimentos y examinar de manera adecuada los anadlisis de la plasticidad. Ademas,
realizar este procedimiento permitié un adecuado conteo del nimero de hojas bajo los
tratamientos para los diferentes ecotipos. Este atributo, también fue considerado para

evaluar la plasticidad fenotipica en los ocho ecotipos de Arabidopsis.

3.4 Adquisicion de imagenes, medidas y tricomas

Para realizar los distintos analisis de los atributos de las hojas, fue necesario generar varios
conjuntos de imagenes y asi realizar para cada tratamiento la cuantificacién del cambio
fenotipico de los atributos seleccionados por tratamiento. Por esta razon, los conjuntos de
imagenes se realizaron tanto por cada planta, como por ecotipo y por tratamiento. Las hojas
fueron escaneadas por la superficie adaxial con un escédner Epson Perfection V-700 a una
resolucién de 300 dpi., las mediciones del area y el perimetro de la hoja se realizaron con
el programa ImagelJ 1.31 (Abramoff et al., 2004; Schneider et al., 2012). El area de las hojas
se estandarizé utilizando el método propuesto por Abramoff y colaboradores (2004), este
método consiste en extraer el area total unilateral del tejido foliar por unidad de superficie

conocida.

También se utilizé el indice de diseccidn (ID) propuesto por McLellan y Endler (1998) como
otro descriptor del cambio en la forma de las hojas. Este indice se ha utilizado para describir
cambios en la forma de la hoja bajo distintos tratamientos (McLellan, 2005; Kimura et al.,
2008; Xu et al., 2009; Tsukaya, 2010, 2011; Sicard et al., 2014; Nakayama y Kimura 2015).
Este indice senala que altos valores estan relacionados a una mayor lobulacion de la hoja,
es decir a hojas compuestas. Mientras que valores bajos estan asociados a hojas simples. El
indice de diseccién (ID) es la proporcion entre el perimetro (p) de un contorno y la raiz

cuadrada de su area (a) estandarizada por pi.

D= P

m/a

34



La densidad de tricomas en la epidermis de las hojas fue analizada a partir de una plataforma
semi-automatizada que permitié determinar el nimero y la disposicién de los tricomas a
partir de imagenes de alto contraste. Para lograr estas imagenes, fue necesario que las hojas
pasaran por un proceso de aclaramiento. Este proceso se realizd segun el método propuesto
por Gudesblat y colaboradores (2012), con algunas modificaciones, el cual consiste en
remover la clorofila mediante una serie de bafios de etanol. Posteriormente, una vez que
las hojas son aclaradas, se utilizan técnicas de microscopia de luz polarizada como se
describe en Pomeranz y colaboradores (2013). Se obtuvieron imagenes con los tricomas de
Arabidopsis iluminados sobre un fondo negro. El protocolo para la adaptacién del
microscopio estereoscépico y la descripcion del proceso de aclaramiento de hojas, puede
consultarse en el Anexo 1, el cual también se encuentra disponible publicamente en la

pagina web: http://laboratoriostropic.wixsite.com/laparcela.

Una vez que las imagenes de alto contraste fueron generadas, se analizaron a través de la
plataforma  Trichomenet que puede Vvisitarse en la siguiente liga
http://www.trichomenet.com/ (Pomeranz et al., 2013). Bajo esta plataforma se realizo el
marcaje de tricomas de manera semi-automatizada (figura 4C-2). Sin embargo, todas las
imagenes fueron revisadas visualmente en caso de que algunos no fueran registrados o de
que se marcaran algunos por duplicado. Finalmente, el indice de tricomas (nUmero de
tricomas por hoja sobre el area de la hoja) se obtuvo como se describe en Gravano (1998),

Tattini (2000) y Pérez-Estrada (2009).

3.5 Protocolo de morfometria geométrica

En las ultimas dos décadas se ha incrementado el uso de herramientas basadas en modelos
matematicos para el analisis de la forma. Estos estudios generalmente estdn basados en
marcas y permiten cuantificar detalladamente la compleja variacion de la forma
(posteriormente se describira que son las marcas). Mediante estas técnicas se ha analizado

una amplia gama de modelos y atributos. No obstante, solo algunos estudios han abordado
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el estudio de la plasticidad fenotipica en plantas mediante estas técnicas (Viscosi et al., 2015,
Klingenberg et al., 2012). De igual forma, recientemente, se han comenzado a abordar
temas relacionados al estudio del desarrollo a partir de datos con marcas (Klingenberg et

al., 1998; Debat V. et al., 2000; Badyaev y Foresman, 2000).

En la presente investigacion fue crucial caracterizar la forma de las hojas, asi como evaluar
las diferencias entre ecotipos y el cambio de la forma a través de los tratamientos. Por esto,
se utilizdé la herramienta de morfometria geométrica que permite cuantificar
detalladamente la variacién de la forma de las hojas y al mismo tiempo permite visualizar

graficamente los cambios de la misma.

La morfometria geométrica (GM) tiene como objetivo principal analizar la forma de los
organismos o la forma de los atributos de los organismos. Bajo este enfoque, la forma es
definida como toda la informacion geométrica que se mantiene a partir de una
configuracién de marcas, restando el efecto del tamafio, posicion y orientacién (Bookstein,
1997; Zelditch et al., 2004; Mitteroecker y Gunz, 2009). Para realizar un analisis
morfométrico es necesario hacer uso de marcas. Las marcas son puntos colocados en sitios
de importancia biolégica que estdn continuamente presentes en todos los organismos
observados y que permiten una rapida comparacion de estructuras presumiblemente
homodlogas. Sin embargo, no todos los organismos despliegan estructuras o atributos en los
gue es posible colocar las marcas de manera regular e inequivoca. Estos atributos por lo
general son definidos por contornos o espacios entre estructuras que aportan informacién

relevante sobre la forma (Adams et al., 2004; Mitteroecker y Gunz, 2009; Zelditch, 2012).

La hoja de Arabidopsis presenta una morfologia complicada, es dificil establecer claramente
marcas homologas, y por otro lado, gran parte de la informacidn de la forma de la hoja se
encuentra en el contorno. Para caracterizar el contorno de la hoja se utilizd un tipo de
marcas conocidas como semi-marcas, éstas permiten marcar zonas donde la homologia de
puntos son dificiles de identificar (Bookstein, 1997; Zelditch et al., 2004; Sheets, 2006). El

objetivo principal de las semi-marcas es obtener una buena cobertura del contorno del

36



objeto de estudio, apoydndose en gradillas o lineas equidistantes que se colocan

digitalmente sobre el objeto y permiten recuperar la forma (Sheets, 2006).

En el presente estudio se utilizaron dos marcas por hoja: la primera marca se colocé en el
sitio basal del peciolo y la segunda marca se colocé en la zona distal del margen de la ldmina
(figura 4C-1, puntos rojos). El contorno fue caracterizado mediante el uso de 46 semi-marcas
(figura 4C-1, puntos negros). Para la medicién del contorno se utilizd una plantilla (conocida
como peine) que permitié establecer las lineas que sirvieron de guia para marcar los
espacios a lo largo del contorno de la hoja de forma equidistante (Sheets et al., 2004;
Guralnick et al., 2001). La plantilla fue colocada mediante el programa MakeFan6 (Sheets,
2006) usando las dos marcas como referencia sobre la hoja. El peine trazado permitié
colocar 46 semi-marcas entre la interseccion de la curva de la hoja y la plantilla; todas las

marcas y semi-marcas se colocaron utilizando el programa TPSdig2 (Sheets, 2006).

Finalmente, las imagenes digitalizadas con las marcas y semi-marcas fueron sometidas a un
analisis generalizado de Procrustes (Ross, 2004), el cual es relevante ya que remueve las
diferencias presentes en todos los individuos que pueden ser debidas a posicion, rotacién o
escala. Este paso fue realizado en el programa Morphol (Klingenberg, 2012). El protocolo
utilizado para realizar los andlisis de morfometria geométrica puede consultarse en el anexo

3.

Generalmente los estudios que utilizan técnicas de morfometria geométrica hacen uso del
tamafno centroide como descriptor del tamafo. Este tiene como ventaja no inducir una
correlacion entre el tamano y la forma (Bookstein, 1991), por lo tanto, bajo este contexto el
tamafio centroide es matematicamente independiente de la forma. El tamano centroide

(CS, por sus siglas en inglés) de una configuracion (x) esta dado por la siguiente férmula:

En donde CS= es el tamafio centroide; Xij= es la distancia de las marcas al centroide y Cj=es el

centroide
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Este es la raiz cuadrada de la suma de las distancias al cuadrado de las marcas (x) desde el

centroide a cada marca de la configuracion.

Esta medida ha sido ampliamente utilizada como valor dependiente de la forma en
regresiones multivariadas para el estudio de la alometria (Monteiro, 1999, Klingenber 2005,
2006, 2008). En la presente investigacion se utilizé el tamafio centroide para observar la
relacidon entre el tamafio y la forma (Klingenberg, 2011). Asimismo se hace mencion del
tamariio centroide de las configuraciones de la hoja haciendo referencia al tamano como

atributo de la hoja. Este se calculd a partir del software Morphol.

3.6 Analisis estadisticos

Como primer paso en la presente investigacidn, se cuantificaron las diferencias entre las
formas de las hojas entre los ecotipos. Se realizd una comparacién de los ocho ecotipos y se
observé el espacio empirico o morfoespacio que éstas ocupan. La evaluacién de este
espacio consistié en la aplicacién del andlisis de variables candnicas (CVA por sus siglas en
inglés). Este andlisis permite enfatizar las diferencias entre los grupos y reducir las
diferencias dentro de los grupos mediante un reescalamiento de los valores de cada una de
las matrices (Klingenberg, 2010). El andlisis de CVA fue realizado con el programa Morphol

versiéon 2.0 (Klingenberg, 2011).

Se realizd un analisis de componentes principales (PCA) de las hojas de los ecotipos bajo el
tratamiento de 22°C. El PCA es uno de los métodos mas utilizados para explorar datos
multivariados. En el contexto de morfometria geométrica es utilizado para mostrar las
principales caracteristicas de la variacion de la forma en un conjunto de datos y también
como un método de ordenacidn para visualizar patrones dentro de las observaciones. La
significancia estadistica de las formas promedio de los ecotipos fue evaluada mediante
pruebas de permutacion de las distancias Procustres (10 000 permutaciones por prueba)

como ha sido descrito por Klingenberg (2011). Finalmente, para ilustrar los cambios y la
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variaciéon en los tratamientos y entre ecotipos se realizaron superposiciones entre los
diagramas de la forma promedio y el valor de cambio de la forma conocidos como
“wireframe”. Estos diagramas permiten visualizar la variacién de la forma de manera

estilizada (Souza et al., 2012).

Para visualizar la intensidad y el tipo de respuesta plastica de los diferentes atributos de los
ocho ecotipos de Arabidopsis dentro de los tratamientos se emplearon graficas de normas
de reaccion. Estas consistieron en colocar a la variable independiente (tratamiento
ambiental) y la variable dependiente: el valor promedio del atributo fenotipico (forma de la
hoja, tamafio, niUmero de tricomas por area, numero de hojas y el indice de diseccion). Para
estas normas se obtuvieron los valores de la regresion y la pendiente como descriptores de
la plasticidad. Ademds, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, ya que de
este andlisis se derivan tres componentes que permiten describir la variacién: 1) la varianza
debida a los organismos, 2) la varianza debida al tratamiento, y 3) la variacion debida a la
interaccién organismo ambiente (OxA) (Schlichting, 1986). De esta manera, contrastamos

cual fue la principal fuente de variacidn en nuestro disefio experimental.

Para los datos de la forma mediante el uso de marcas se realizaron regresiones
multivariadas por el método propuesto por Drake y Klingenber (2008) desde el programa
Morphol. Estas regresiones generan una proyeccién del vector de la forma (generalmente
el vector del PC1), en la direccién de la variable dependiente (tratamiento), las cuales dan
como resultado un porcentaje de la variable que se encuentra mayormente asociada a dicha
correlacioén, este proceso ha sido utilizado y descrito por Klingenberg (2011) y Souza y
colaboradores (2012) para evaluar los cambios de la hoja en diferentes condiciones
ambientales. Es por eso que en el presente trabajo, se decidid utilizar el porcentaje de la

variable asociada al PC1 como descriptor de la forma.

En la actualidad existen diferentes enfoques para medir la interaccién de los organismos con
el ambiente. Desafortunadamente, todos tienen dificultades operacionales o conceptuales.
Los métodos mas sencillos para el calculo de la variabilidad a través de los tratamientos

incluyen las desviaciones estandar, varianza, o el coeficiente de variacion (desviacién
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estandar/ la media) de los atributos a través de los tratamientos. En el presente estudio se
utilizé el coeficiente de variacién de los distintos atributos como descriptor de la plasticidad
desplegada por los ecotipos a través de los tratamientos para visualizar la correlacién entre
la plasticidad fenotipica y los valores de estacionalidad de la temperatura (indicador de la

heterogeneidad ambiental).

4 Resultados

4.1 Caracterizacion climatica del sitio de origen de los ecotipos de Arabidopsis

A partir de la caracterizacién bioclimatica se observé que los ocho ecotipos seleccionados
se encuentran distribuidos bajo diferentes condiciones geograficas y ambientales. Estos se
distribuyen a través de distintas altitudes, siendo el ecotipo de altai-5 el que se distribuye a
mayor altitud (912 m.s.n.m.), mientras que el ecotipo Kyo de Japdn se distribuye a menor
altitud (26 m.s.n.m.). Los datos de las 19 variables bioclimaticas para caracterizar los sitios
de donde provienen los ecotipos seleccionados pueden verse en el Anexo 2. Sin embargo,
para la presente investigacidn solo fueron seleccionadas cinco variables, las cuales explican
medidas de tendencia central y de dispersién para las variables de temperatura y

precipitaciéon. Estos datos pueden verse en la tabla 3.

Tabla 3.- Informacion de cinco variables bioclimaticas y la altitud para los sitios de los ecotipos a partir de las
bases de datos de worldclim, 2016.

Ecotipo Altitud Temperatura Isotermalidad | Estacionalidad | Precipitacién | Estacionalidad
(msnm) media anual (%) dela media anual dela
(°C) Temperatura (mm) precipitacion
(%) (%)
Columbia - 12.8 31 93.21 100.5 30
(Col-0)
Cape Verdi | 304 22.2 62 14.56 36.9 150
(Cvi-0)
Tabor 567 7.1 32 69.02 68.8 36
(Ta-0)
San Eleno | 222 15 37 68.59 50.2 48
(Se-0)
Altai 912 3.6 25 136.38 16.9 33
(altai-5)
Kyoto (Kyo) | 27 15.5 28 81.75 172.7 42




Ovelgoenne | 533 8.8 32 58.00 76.1 18
(Ove-0)

Shahdara 646 12.1 34 82.29 58.0 79
(Sha)

La regidn que presenta un mayor valor en la temperatura promedio anual es la de Cabo
Verde (22.2°C) donde se ubica el ecotipo de Cvi-0. En contraste, el ecotipo de Altai-5 (China)
se ubica en la zona mas fria con una temperatura promedio anual de 3.6°C. Cabe sefialar
que la temperatura maxima que registra el sitio de Alemania de donde proviene el ecotipo
de Ove-0 es de 21.3°C (Anexo 2). Esto es importante, pues durante el tratamiento de 25°C

ningun individuo de esta poblacidn completé su desarrollo, es decir, no llegd a la floracion.

Similarmente, el indice de variabilidad de la temperatura (isotermalidad) indica que los
ecotipos de Altai-5 y Cvi-0 presentan una alta y baja oscilacion en la temperatura,
respectivamente (tabla 3). Es decir, la poblaciéon de Cvi-0 se ubica en un sitio donde el
intervalo de la temperatura diurna es igual al intervalo de temperatura anual. En
contraparte, el ecotipo de Altai-5 se ubica en un sitio donde el rango de la temperatura
diurna es la mitad del intervalo de la temperatura anual. Asi mismo, los valores de
estacionalidad de la temperatura confirman que la poblacidon que presenta mayor variacion
en la temperatura promedio por mes es Altai-5 y el de menor variacion fue el de Cvi-0. En
resumen, el sitio donde se distribuye Altai-5 presenta mayor variabilidad en la temperatura
promedio mensual, mientras que el ecotipo de Cvi-O presenta condiciones constantes

durante los meses.

Por otra parte, la variable de precipitacion exhibe diversos contrastes para los sitios de
donde provienen los ecotipos. El ecotipo de Kyo ubicado en Japdn presenta la mayor
precipitacién media anual con 172.7 mm., mientras que Altai-5 presenta el valor promedio
mas bajo con 16.9 mm. Por otro lado, cvi-O presenta el mayor porcentaje de variaciéon
(estacionalidad) en la precipitacion, mientras que el ecotipo de Ove-0 presenta la menor
variacion de la precipitacion. Es decir, Cvi-O se ubica en un sitio donde la precipitacion
presenta cambios abruptos en la precipitacidén a lo largo del afio, mientras que Ove-0 se

ubica bajo un régimen de precipitacién constante.
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4.2 Variacion natural en la morfologia de la hoja de Arabidopsis

Los resultados de los andlisis de variables candnicas (CVA) y el de componentes principales
(PCA) se obtuvieron a partir de los ocho ecotipos que fueron expuestos bajo la temperatura
de referencia (22°C). Estos andlisis se realizaron con una n total de 244 observaciones. A
partir de estos resultados, se caracterizo las diferencias en la forma de las hojas entre las
poblaciones de Arabidopsis. Se establecidé un cddigo de colores por ecotipo, con el fin de

visualizar de forma sencilla los resultados que se muestran en las siguientes secciones

(figura 5).

Figura 5. Forma promedio de la sexta hoja de los ecotipos de Arabidopsis. Los colores indican las clasificaciones
establecidas para visualizar de manera sencilla los resultados.

El resultado del andlisis de variables candnicas generé un morfoespacio donde algunos
ecotipos presentan traslapes parciales. Sin embargo, entre algunas poblaciones se observan
claras diferencias en el espacio ocupado. La primer variable candnica explica el 33.79% de
la variacidn entre grupos y permite discriminar la forma entre el ecotipo de Sha y el resto
de los ecotipos. Particularmente, las formas que mas contrastan en este eje son la de Shay
la de Cvi-0. Las diferencias de la forma asociadas a esta variable estan relacionadas al
tamarfio relativo de la lamina, asi como con el alargamiento del peciolo. Estos cambios
permiten discriminar a los ecotipos con hoja en forma de cuchara o “cupshaped” como lo

es Cvi-0 y hojas con formas ovaladas como las de Sha, ver en figura 6.
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Figura 6. Morfoespacio ocupado por las hojas de los ocho ecotipos de Arabidopsis generado por el CVA. Los
diagramas “wireframe” (lineas azules punteadas) estan asociados al CV1y CV2 (52.959% de la varianza total).
Las elipses de confianza representan el promedio de los ecotipos con probabilidad del 90%.

Por otro lado, la variable candnica dos (CV2) explica el 19.16% de la variacién y se encuentra
asociada con diferencias en la expansion de la zona distal de la lamina foliar y a cambios en
la expansion de la zona media de la ldmina foliar o la zona de unidn entre la lamina y el
peciolo. Sobre este eje es posible ver diferencias significativas entre el ecotipo de Altai-5 y
los ecotipos de Sha, Ove-0, Se-0 y Cvi-0. En total, estas dos variables candnicas explican el
52.95% de la variacion entre grupos y permiten discriminar a los ecotipos a partir de estas

diferencias. Las distancias Procustres entre ecotipos fueron significativas en la mayoria de
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las comparaciones por pareja, con excepcién de los ecotipos de Col-Kyo, Se-0 — Cvi y, Se-0 —
Ove-0. Es decir, estos ecotipos presentan mayor grado de traslape o similitud en el espacio

morfométrico (tabla 4).

Tabla 4.- Diferencias en la forma de la hoja entre los ocho ecotipos de Arabidopsis en condiciones de
crecimiento estandar. Distancias Procrustes calculadas a partir del CVA de una matriz de 244 observaciones.
La significancia de las distancias entre poblaciones se calculd utilizando una prueba de permutacién (10 000
iteraciones) mediante el programa Morphol (Klingenber, 2011). P-values (*** altamente significativos p<

0.001).

Altai-5 Col-0 Cvi-0 Kyo Ove-0 Se-0 Sha
ecotipo
— — — — ——— |
Col-0 0.0447*
%k
Cvi-0 0.1049* | 0.1175**
%k *
Kyo 0.0542* | 0.0215 0.1063**
%k *
Ove-0 0.0808* | 0.0721** | 0.0671** | 0.0576**
%k * * *
Se-0 0.0847* | 0.0886** | 0.0369 0.0751** | 0.0381
%k 3k * *
Sha 0.0955* | 0.0879** | 0.1879** | 0.1042** | 0.1525** | 0.1651**
%k %k * * * * *
Ta-0 0.0372* | 0.0384** | 0.0835** | 0.0333 0.056*** | 0.0573** | 0.1119**
%k 3k * % % *

Los primeros cuatro componentes principales explican el 90,87% de la variacion total de la
forma de la hoja (tabla 5). Las variaciones de la forma expresadas por los cuatro
componentes principales (PC) se muestran en la (figura 7). El PC1 explica el 60.18% de la
varianzay, al igual que la primera variable candnica, explica cambios en la seccion media de
la [dmina relacionados a hojas con forma de cuchara y formas ovaladas. Es decir, sobre este
componente se observan las mayores diferencias entre las formas de los ecotipos,
particularmente entre los ecotipos de Cvi-0 y Sha (figura7A; PC1). Es importante sefialar que
este eje es el principal descriptor de la diferencias de la forma entre ecotipos, por tal motivo
este fue utilizado como descriptor de la forma. En adelante cuando se menciona el atributo

de la forma, se hace referencia al valor de la forma descrito por el PC1.



Tabla 5. Las principales cuatro variables de la forma de la hoja en los ocho ecotipos de Arabidopsis, a partir del
analisis de Componentes Principales (PCA).

Componentes Eigenvalores % varianza Acumulado %
Principales

PC2 0.00092399 17.357 77.537

PC3 0.00051534 9.681 87.218

PC4 0.0001946 3.655 90.873

El segundo componente principal representa el 17.36% de la variacién y se encuentra
asociado a cambios en la orientacién del peciolo, asi como con un ligero incremento en la
parte superior de la ldmina foliar. Este eje es el segundo componente mas importante, pero
este no permite separar facilmente los grupos y observar diferencias biolégicamente

significativas (figura 7A; PC2).

El tercer componente principal contiene el 9.68% de la varianza y explica principalmente
modificaciones en la zona de unién de la lamina y el peciolo, este cambio puede relacionarse
principalmente a la presencia-ausencia de lébulos. Bajo este eje, es posible observar

diferencias entre los ecotipos de Altai-5, Col y Kyo (figura 7A; PC3). Finalmente, el cuarto

componente principal explica el 3.66% de la varianza. A partir de este componente se
observa una correlacién en la modificacién del peciolo y un incremento de la base de la
lamina, permitiendo asi observar diferencias entre los ecotipos de Altai-5, Kyo y Sha con el

resto de los ecotipos (figura 7A; PC4).




Figura 7.- Variacién de la forma de la hoja de los ocho ecotipos bajo la temperatura estandar de 22°C. (7A)
Imagenes completas de la forma promedio y las desviaciones estandar en los primeros cuatro componentes
principales. Las desviaciones son calculadas a partir del promedio de la muestra, multiplicada por los valores
de los coeficientes de los componentes principales (eigenvectores). (7B) Grafica de dispersion de los
componente 1y el componente 2. (7C) Grafica de dispersion de los componentes 3 y 4. Los cuales en total
explican el 90.87% de la varianza. Cada punto en la grafica representa un organismo de la muestra. Las elipses
de confianza representan el promedio de las observaciones con un 0.9 de probabilidad.

Los resultados de la regresidon alométrica de forma y tamafio son de un 5.66% de prediccion,
con un valor de P de 0.0002, lo cual indica que no existe una fuerte relacién entre la forma
de los ecotipos y el tamafio que estos alcanzan. No obstante, en la figura 8 se puede

observar que las hojas de Col presentan un tamafio centroide menor entre los organismos
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de la muestra, mientras que el ecotipo Ta-0 presenta un mayor tamano. El resto de los

ecotipos presentd valores similares en el tamafio de las configuraciones.

Figura 8.- Regresion alométrica entre la forma-tamafio de los ocho ecotipos bajo la temperatura de referencia.

Las elipses representan el promedio de las observaciones con un intervalo de confianza de 0.9.

4.3 Relacidon entre la forma y el tamafio de las hojas con las variables bioclimaticas del

sitio de origen de los ecotipos

El resultado de la evaluacién de la relacidn entre la forma y el tamafio de las hojas con
algunas variables bioclimaticas, permite observar correlaciones positivas entre forma de la
hoja con los valores de isotermalidad y de estacionalidad de la temperatura. Sin embargo,
no se encontraron relaciones con los descriptores del MAT y el MAP como se esperaba. Por
otro lado, el tamafio del centroide presenta una relacién positiva con las variables del MAT
y el MAP, pero no presenta relacion con el resto de las variables. Las graficas de estas
correlaciones pueden verse en la figura 9 y los valores en la tabla 6. Es importante

mencionar, que el ecotipo de Sha modifica la correlacion entre la variable del MAT vy la
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forma. Es decir, cuando se excluye a este ecotipo de la regresién el valor de la prediccion
aumenta y permitiria explicar el traslape de las formas entre los ecotipos que presentan

condiciones ambientales similares.

Tabla 6.- Correlaciones entre la forma y tamafio de la hoja y las variables bioclimaticas.

Grafica | Variable Forma de la hoja Grafica Tamaio
ambiental %prediccion | Pvalue %prediccidon | Pvalue
A Temperatura | 3.3% 0.0005 E 13.9% <.0001
media anual
(MAT)
Isotermalidad | 9.1% <.0001 0.2% 0.5107
C Estacionalidad | 11.4% <.0001 0.9% 0.1620
de la
temperatura
B Precipitacion | 4.4% 0.0002 F 10.1% <.0001
media anual
(MAP)
D Estacionalidad | 1.8% 0.0157 0.1% 0.5799
de la

precipitacion




Figura 9.- Correlaciones entre los atributos de forma y tamafio del centroide con las variables bioclimaticas
seleccionadas. En las presentes gréficas el valor de la forma es el valor del PC1 que explica el 60.2% de la
varianza. A) Relacién de la forma y temperatura media anual. B) relacién entre la forma y la precipitacion
promedio anual, C) relacion de la forma y la estacionalidad de la temperatura, D) relacion de la forma y
estacionalidad de la precipitacidn, E) relacién del tamafio del centroide y la temperatura promedio anual, F)
relacién del tamano del centroide y la precipitacion promedio anual. Los valores de las correlaciones pueden
observarse en la Tabla 6.

49



4.4 Plasticidad fenotipica de la hoja en los diferentes ecotipos de Arabidopsis

Una vez concluidos los tratamientos, se realizé un CVA con el fin de visualizar el cambio de
las poblaciones ante el cambio de temperatura. Interesantemente, los resultados
permitieron observar que los cambios de la hoja de Arabidopsis pueden contrastarse mejor
a partir de los tratamientos ambientales que por las caracteristicas intrinsecas por ecotipo.
En la figura 10 puede observarse que las diferencias son mayores entre los tratamientos de

19 °Cy 25°C, mientras que a 22°C se observan traslapes con el resto de los tratamientos.

Figura 10.- Morfoespacio utilizado por los ocho ecotipos bajo los tres tratamientos. Las elipses representan un
99% en el intervalo de confianza.

441 Formay tamafo de la hoja

Los resultados de las normas de reaccion entre los valores de la forma y los tratamientos
muestran que todos los ecotipos respondieron plasticamente a los tratamientos, exhibiendo

modificaciones en la forma de la hoja bajo los tratamientos ambientales. Por el contrario,
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los valores del tamafio del centroide no presentaron cambios significativos a través de los
tratamientos (con excepcién del ecotipo de Ove-0, el cual solo se desarrollé en los
tratamientos de 22°C y 19°C y no generd el mismo numero de individuos para comparar
dicha relacion). Las normas de reaccion correspondientes pueden verse en la figura 11 y los

resultados de las regresiones en la Tabla 7.

Tabla 7.- valores de la regresion de las normas de reaccién de tamafio y forma por ecotipo.

Forma de la hoja Tamafo
Ecotipo % prediccion Pvalue % prediccion | Pvalue
Col 31.8% <.0001 3.4% 0.1108
Kyoto 46.2% <.0001 1.9% 0.2502
Cvi-0 75.6% <.0001 1.9% 0.3421
Ta-0 53.2% <.0001 2.6% 0.1921
Altai-5 60.3% <.0001 1.3% 0.2954
Se-0 41.4% <.0001 3.2% 0.1636
Sha 49.0% <.0001 3.8% 0.1207
Ove-0 57.4% <.0001 45.6% <.0001

A partir de las normas de reaccidn de la forma de la hoja de las ocho poblaciones se pueden
observar dos caracteristicas asociadas a los tratamientos experimentales. La primera es que
la mayoria de los ecotipos presentaron una tendencia a mostrar valores bajos de la forma
bajo el tratamiento de 19°C, los cuales estan asociados al incremento en la zona media de
la [dmina (valores asociados al PC1). En contraparte, los ecotipos bajo la temperatura de

25°C presentaron una reduccién en el tamanio relativo de la zona media de la lamina.

Vale la pena sefialar que los ecotipos de Altai-5 y Cvi-0 presentaron los valores mas altos en
la respuesta al tratamiento ambiental. Esto quiere decir, que fueron los que presentaron un
cambio mayor en la forma promedio bajo los tratamientos. Sin embargo, no
necesariamente fueron los mas plasticos, pues la plasticidad al ser descrita mediante el
coeficiente de variacion, indica que estos valores, no varian drasticamente entre los

tratamientos. Estos ecotipos provienen de los sitios con las temperaturas promedio anual
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mas contrastantes de la muestra, asi como de la zona con mayor y menor estacionalidad en
la temperatura respectivamente. En contraparte, el ecotipo de Col-0 presentd el valor mas
bajo en la regresidn, indicando que este ecotipo es el qgue menos cambios en la forma de la
hoja exhibe. Esto es relevante en términos practicos, debido a que cominmente éste es
utilizado bajo una amplia gama de tratamientos como organismo de referencia. Ademas, a
partir de esta observacion, puede especularse sobre el posible efecto de su constante

reproduccion en condiciones de laboratorio.

Figura 11.- Normas de Reaccién de la forma de los distintos ecotipos bajo los tratamientos ambientales. Es
importante sefialar que esta regresidon ocupa el valor del primer componente principal que explica el 69.6%
de la varianza.

4.4.2 Tricomas

El nUmero de tricomas por area foliar presentd mayores diferencias entre ecotipos que por
tratamiento. El resultado del ANOVA de 2 vias permitid confirmar que existe una ligera

interaccion organismo-ambiente (f 11.34), mientras que la mayor parte del cambio se debe
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a las diferencias entre ecotipos (f 65.58) y otra parte se debe al tratamiento ambiental (f 27.

52). Esto es interesante, pues es un atributo que permite diferenciar a las poblaciones.

En general no se observaron tendencias claras como las mostradas en las normas de
reaccién de la forma de las hojas. Sin embargo, los resultados de la regresiones indican que
los ecotipos de Sha, Altai-5, Se-0, Ove-0 y Kyo presentan cambios positivos con el
incremento de la temperatura. Es decir, presentan un mayor nimero de tricomas en
temperaturas mas calidas. En contraste, el ecotipo de Cvi-0 presenta una reduccion en el
numero de tricomas bajo el tratamiento de 25°C (figura 12), mientras que Ta-0 y Col, no

presentaron cambios significativos entre los tratamientos.

Al igual que los resultados de las normas de reaccion de la forma, el ecotipo de Col-0
presentd el valor mas bajo en la regresién. En las graficas de norma de reaccion de tricomas
se observa un menor numero de tricomas bajo el tratamiento de 19°C, posiblemente esto

se deba a la normalizacién del numero de tricomas por area foliar.

Figura 12.- Normas de reaccion del nimero de tricomas bajo los tratamientos experimentales. Las barras de
error representan el error estandar (ver intervalos de error anexo 6). Las equis en el ecotipo de Ove-0 marcan
gue ninguln organismo de este ecotipo se registro.

53



4.4.3 indice de diseccion.

Una medida utilizada para describir la complejidad de la hoja es el indice de diseccién
(Gianoli y Gonzdlez, 2005; Nicotra et al., 2008, Kimura et al., 2008), el cual fue previamente
descrito en la seccidon de métodos. Generalmente este indice estd asociado a la complejidad
y lobulacién de los bordes de las hojas. Nuestros resultados indican que los ecotipos de altai-
5 y Sha muestran altos valores bajo la temperatura de 19°C. Sin embargo, este ultimo
presenta cambios drdsticos durante el resto de los tratamientos. En general, altos valores
en el indice describen un mayor nimero de I6bulos (mayor complejidad en la hoja) y valores
bajos o cercanos al 0, estan relacionados a contornos simples. Por esta razén, se esperaria
que los ecotipos que presentan mayor lobulacién en el margen de la hoja como Altai-5 y Sha
obtuvieran valores superiores respecto al resto de los ecotipos y particularmente contra el
ecotipo de Cvi-O que presenta una hoja simple y un peciolo alargado. Estos resultados se
cumplen Unicamente para los ecotipos de Altai-5 y Sha bajo la temperatura de referencia,
pero estos valores no se mantienen en todos los tratamientos. Estos resultados concuerdan
con lo observado en el PC3 del analisis de componentes principales, siendo estos dos
ecotipos los que presentan mayor lobulacién. Las imagenes con la forma de la hoja pueden

verse en el anexo 4.

De igual manera se esperaba que el ecotipo de Cvi-0 presentara el valor mas bajo durante
todos los tratamientos ya que este presenta una morfologia simple, con una pequefia lamina
y un peciolo alargado. No obstante, el ecotipo de Cvi-0 no presenté los valores mas bajos a
través de los tratamientos. En general, la mayoria de los ecotipos presentaron valores bajos
en el indice de diseccién bajo el tratamiento de 25°C en comparacion con el tratamiento de
19°C. Sin embargo, ecotipos como Kyo y Col-0 presentaron incrementos significativos en

22°C, pero similares a los registrados en 19°C (figura 13).
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Figura 13.- Norma de reaccion para el indice de diseccidén bajo los tratamientos ambientales, las barras
representan el error estandar (ver intervalos de error anexo 6). Las equis en el ecotipo de Ove-0 marcan que
ningln organismo de este ecotipo se registro.

4.4. 4 Nimero de hojas por ecotipo

Las normas de reaccién en el nimero de hojas de roseta producidas bajo los tratamientos
mostraron que existe una alta interaccién entre organismo-ambiente (f 63.79). Siendo la
mayor parte del cambio debido al tratamiento (f 1209.34). Asi mismo, parte de la varianza
puede explicarse por la variacion dentro de los ecotipos (f 81.19). En general, el nimero de
hojas producidas bajo la temperatura de 19°C es mayor a la del resto de los tratamientos.
Sin embargo, el ecotipo de Cvi-0 presentd un incremento en la produccidn de hojas bajo el
tratamiento de 25°C a comparacion del tratamiento de 22°C. El ecotipo que presentd mayor
numero de hojas bajo los tres tratamientos fue el de Ta-0. Por el contrario, Sha presenté el
menor numero de hojas. Las normas de reaccién del nimero de hojas de roseta para cada
ecotipo bajo los tratamientos se pueden observar en la figura 14. Igualmente, se puede

realizar una inspeccidn visual en el cambio del nimero de hojas en el Anexo 4.
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Figura 14.- Norma de reaccion del nimero de hojas de roseta bajo los distintos tratamientos ambientales. Las
barras de error representan los valores del error estandar tipico. Las equis en el ecotipo de Ove-0 marcan que
ningln organismo de este ecotipo se registro.

4.5 Relacion de plasticidad y heterogeneidad ambiental

Para poner a prueba la relacién entre los valores de plasticidad y la heterogeneidad
ambiental, se evaluaron las correlaciones de los valores de la estacionalidad de la
temperatura y los valores de los coeficientes de variacién de los distintos atributos
observados bajo los diferentes tratamientos ambientales. Se utilizaron los coeficientes de
variacién porque estos fueron empleados como indicadores de la plasticidad en la

investigacién realizada por Lind y colaboradores (2007).
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Tabla 8.- Correlaciones entre los coeficientes de variacion de los distintos atributos y el coeficiente de variacién

de la temperatura (estacionalidad de la temperatura).

Figura Correlacién Coeficiente de correlacion | R? t p value

15 multiple

A Cv forma 0.471 0.2224 | -1.30 | 0.238

B CV tamafio 0.123 0.0152 | - 0.770

0.304

C cv indice de | 0.694 0.4821 | - 0.056
diseccion 2.363

D CV tricomas 0.025 0.0006 | 0.062 | 0.952

E CV area 0.471 0.119 | 0.900 | 0.402

F CV nimero de hojas | 0.665 0.4432 | 2.185 | 0.071

Los resultados que se esperaban eran los siguientes: poblaciones que presentaran mayor

estacionalidad en la temperatura como son los ecotipos de Col-0 y principalmente el ecotipo

de Altai-5 presentarian mayores valores en los intervalos pldsticos. En contraparte,

esperabamos que el ecotipo de Cvi-0 presentara menores valores en las respuestas plasticas

debido a que este se ubica en la zona mas homogénea. Asimismo, esperabamos que el resto

de las poblaciones presentaran

valores similares en las respuestas plasticas ya que

compartian valores similares en la estacionalidad de la temperatura (los ecotipos de Ta-0,

Se-0y Ove-0, asi como Kyo y Sha).
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Figura 15.- Correlaciones entre los valores de los coeficientes de variacion (CV) de los distintos atributos y la
heterogeneidad ambiental (estacionalidad de la temperatura). A) CV de la forma, B) CV del tamaiio centroide,
C) CV del indice de diseccion, D) CV del numero de tricomas, E) CV del area de la hoja, F) CV del numero de
hojas.
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Los resultados de estas correlaciones se pueden observar en la figura 15 y en la tabla 8.
Estos resultados sugieren que atributos como la forma de la hoja y el indice de diseccion se
correlacionan de manera negativa con nuestras medidas de heterogeneidad ambiental. Por
otro lado, los atributos como el nimero de tricomas, el tamafio del centroide y el area de
la hoja presentaron una falta de relacidon con la estacionalidad de la temperatura. Sin

embargo, el Unico atributo que presenta una correlacién positiva es el nimero de hojas.

5.0 Discusion

En general los resultados obtenidos a partir de la evaluacién cuantitativa de la forma
mediante técnicas de morfometria geométrica permiten confirmar parcialmente una de las
predicciones esperadas en la hipodtesis. Las poblaciones de Arabidopsis presentan distintas
morfologias en sus hojas de roseta, asociadas a las distintas condiciones geograficas-
ambientales de las que provienen. Por otro lado, los resultados no permiten confirmar por
completo lo esperado en la hipétesis central. Es decir, los ecotipos de Arabidopsis ubicados
en sitios con mayor variacion ambiental (estacionalidad de la temperatura), no presentaron
mayores intervalos plasticos en comparacion con los ecotipos que se ubican en sitios con
menor variacion. Por el contrario, se encontraron correlaciones negativas entre la
plasticidad de los atributos y la estacionalidad de la temperatura. Estos resultados y su

posible interpretacién se discuten con mayor detalle a continuacion para cada atributo.

5.1 Morfologia de las hojas

La evaluacion morfométrica mediante los analisis de CVA y PCA ofrecié una valoracion
cuantitativa parcial de las similitudes y diferencias entre las formas de las hojas (figura 5).
Este conjunto de poblaciones despliega un abanico morfoldgico que va desde formas
comprimidas de la [damina foliar en forma de “cuchara” y con peciolos alargados, hasta

formas amplias en la zona media de la ldmina y con reduccién en la longitud del peciolo, es
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decir, formas similares a las hojas caulinares en plantas rosetéfilas (figura 6 y 7). No

obstante, algunas poblaciones presentaron traslapes en el morfoespacio.

Posiblemente el traslape en la forma de los ecotipos se deban a que el conjunto de
poblaciones presentan un sistema del desarrollo similar o sean relativamente similares en
términos genéticos (Grbic y Bleeker, 1996; King et al., 2003; Chevalier et al., 2004). Las
diferencias entre los ecotipos que no presentan traslapes puede explicarse parcialmente
por diferencias genéticas (Chevalier et al., 2004) que responde a temperaturas calidas.
También, las similitudes de las formas pueden explicarse a partir de diferentes condiciones

ambientales compartidas como la temperatura y la precipitacion (figura 6 y tabla 3). Sin

embargo, para poder visualizar cudl es la causa principal que genera las diferencias o
similitudes entre los ecotipos, es necesario ampliar los estudios a un mayor nimero de

ecotipos y de variables ambientales.

5.2 Relacién entre forma y tamafio de hoja con las variables ambientales

Muchos atributos de las plantas son sensibles a las condiciones ambientales en las que se
distribuyen (Woodward, 1987; Walter, 2002), estudios paleo-botdnicos han utilizado esta
caracteristica para establecer relaciones entre planta-ambiente y reconstruir posibles climas
del pasado (Chaloner y Creber, 1990; Demko, 1998). Estos estudios han registrado
continuamente correlaciones positivas entre la presencia de lobulaciones o serraciones en
las hojas con la MAT del sitio donde provienen los organismos cuando estos se distribuyen
a bajas temperaturas (Bailey y Sinnott, 1916; Wolfe, 1979, 1993; Wilf, 1997; Jacobs, 1999,
2002; Gregory- Wodzicki, 2000; Kowalski, 2002; Huff et al., 2003; Greenwood et al., 2004;
Greenwood, 2005a; Royer et al., 2005; Traiser et al., 2005).

Contrario a lo esperado, los resultados de la forma descrita a partir de técnicas de

morfometria geométrica presentan una baja relacion con la MAP y MAT (figura 9 y tabla 6).

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Krieger y colaboradores (2007) donde

ellos tampoco registraron relaciones significativas. Estos autores atribuyen que la falta de
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correlacidn se debe a que no existe una calibracion en las bases de datos en estudios donde
previamente se utilizaban descriptores como indices de la forma. Finalmente, ellos también
sefialan que la falta de correlacion de la mayoria de estas investigaciones se puede atribuir
a que Unicamente se ha puesto a prueba en plantas lefiosas y no se han utilizado a plantas
herbaceas. En este sentido, las especies lefosas tienen un ciclo de vida en el cual estan
continuamente expuestas a diversas condiciones ambientales, mientras que algunas plantas
herbaceas presentan ciclos de vida cortos y el tiempo de exposiciéon al ambiente es mas

breve.

Es importante sefalar que en los resultados obtenidos, los traslapamientos en la forma de
la hoja no se pueden explicar por completo a partir de las diferencias en las condiciones
climaticas de las que provienen los ecotipos, con excepcion del ecotipo Sha que no se ajusta

a los traslapamientos compartidos con el resto de los ecotipos con condiciones climaticas

similares (tabla 3).

Una caracteristica importante observada en nuestros resultados es que el componente
principal 3 (PC3) esta relacionado con la presencia de I6bulos en las hojas de los ecotipos
(figura 7A). Particularmente los ecotipos que presentan mayores valores en el PC3 son los
gue provienen de sitios con temperaturas bajas. Ademas, bajo el tratamiento de 19°C es
mas evidente la presencia de I6bulos en estos ecotipos. Estos resultados concuerdan con las
observaciones de Royer y colaboradores (2005), asi como lo descrito por Krieger y
colaboradores (2007) en sus analisis de contornos. Estas relaciones apoyan la relacion entre
el aumento en el area de la ldamina y en el ndmero de Iébulos, que incrementan la tasa
fotosintética en temporadas donde la incidencia de luz no es la 6ptima (Baker-Brosh & Peet,

1997; Royer & Wilf, 2006).

Se haregistrado que la formacion de [6bulos permite a las plantas liberar la presién osmética
de la raiz a través de un fendmeno conocido como gutacién, evitando de este modo la
inundacion de espacios intercelulares en las plantas. Este fendmeno es util en climas frios

donde las embolias por congelacién son comunes (Feild et al.,, 2005). A pesar de que
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Arabidopsis no presentan estas embolias por congelacién, algunos ecotipos de Arabidopsis
presentan la produccion de hidatodos para la liberacion de auxina. Este proceso permite
controlar la maduracién y la diferenciacién vascular en el desarrollo de la hoja de

Arabidopsis (Pilot et al., 2003; Szydlowski et al., 2013; Madsen et al., 2016).

5.3 Plasticidad fenotipica de la hoja en los diferentes ecotipos de Arabidopsis

El disefio experimental permitié observar los intervalos plasticos desplegados por las ocho
poblaciones de Arabidopsis bajo diferentes temperaturas. Se observé que la mayor parte de
la variacién de los organismos se debe a los tratamientos experimentales (figura 10),
también se registraron costos y limites en la plasticidad para el ecotipo de Ove-0. Estos son
evidentes al no complementar su ciclo de vida bajo la temperatura mas calida del disefio

experimental.

Ademas, un resultado a remarcar es que el ecotipo Col-0 presentd los valores mas bajos de
plasticidad en la mayoria los atributos, presentando normas de reaccién casi planas. Esto es
importante debido a que este ecotipo es utilizado continuamente como organismo modelo
en diferentes tipos de investigaciones y particularmente éste ecotipo se ha estado
generando en condiciones de laboratorio estdndar por varias generaciones. Es probable que
los atributos de este ecotipo no se encuentren expuestos a la seleccion y por esta razon, la
variacién genética de previos disefios experimentales puede estar acumulandose en
respuesta a un nuevo ambiente (Queitsch 2002; Leddn et al., 2010; Rohner et al., 2013),
generando asi una respuesta canalizada (Debat y David, 2001), es decir, se produce el mismo
fenotipo a pesar de la variabilidad ambiental de su entorno. Un modelo realizado por Levis
y Pfennig (2016) sugiere que las condiciones constantes de laboratorio pueden llevar a un
refinamiento adaptativo a través de la seleccidn, generando cambios genéticos cuantitativos

gue presentan tanto el incremento o el decremento en la sensibilidad ambiental.

Las normas de reaccidon de los ocho ecotipos del atributo de la forma presentaron
trayectorias similares. En las trayectorias se observa un gradiente claro en la forma de los

ecotipos. La zona media de la [dmina es el principal eje de cambio incrementando bajo
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temperaturas frias y estrechandose en temperaturas calidas. Es probable que estos cambios
direccionales observados en la regulacion de la forma de la hoja de Arabidopsis ocurran
debido a mecanismos fisiolégicos, biomecanicos, hidrdulicos, entre otros (Givnish y Kriebel,
2017). Estos mecanismos son ciertamente influenciados por el ambiente fisico durante su
ontogenia (Milthorpe, 1959; Humphries y Wheeler 1963; Whitehead, 1962; Milthorpe y
Newton, 1963).

Particularmente, un proceso fisiolégico involucrado en el cambio de la forma de la hoja bajo
distintas temperaturas, es el de evapotranspiracion. Este proceso permite la regulacion de
la temperatura, el vapor de agua y el diéxido de carbono, los cuales dependen también del
tamariio de la hoja (Bonan et al., 1993). Algunas investigaciones han registrado que en bajas
temperaturas el balance hidrico es crucial y la demanda por evaporacién podria estar
asociado al incremento del drea foliar, mientras que en condiciones cdlidas se presenta una
reduccion en el tamaino de la ldmina para regular la temperatura (Parkhurst et al. 1968;
Parkhurst 1968; Vogel 1970). Estas caracteristicas apoyan lo observado en los resultados de

la forma de la hoja de las poblaciones de Arabidopsis (figura 10 v figura 11).

Otros mecanismos posiblemente involucrados en el desarrollo de la forma de la hoja que
permiten explicar este gradiente de formas observado bajo el cambio en la temperatura son
los asociados al enfriamiento de la temperatura foliar mediante la generacién de l6bulos
(Givnish 1979; Givnish y Kriebel 2017), el incremento en el patrén de venacion de la hoja
para dar un mejor soporte y suministro a la hoja y el incremento en el tamano de la [damina
para incrementar la tasa fotosintética (Givnish, 1987; Givnish y Kriebel, 2017). Estos
mecanismos permiten mantener las funciones de la hoja bajo diferentes condiciones
ambientales (Givnish, 1987). Ademas, estos cambios se pueden deber a los mecanismos
subyacentes que regulan la morfogénesis del atributé (ej. Hormonas, factores de
transcripcién, elementos cis-regulatorios, etc.) (West-Eberhard, 2003; Moczeck et al, 2011;

Williams et al, 2009; Ehrenreich y Pfening, 2015).
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5.4 Tricomas

Comunmente los estudios que abordan el cambio en la densidad de tricomas por factores
ambientales estan relacionados a la herbivoria. Estos estudios reportan que existe una
relacion positiva entre el aumento en la densidad de tricomas y la presencia de herbivoros
(Agrawal, 1999, 2005, 2006, 2007; Dalin, 2003). Ademas, se ha registrado que existe un
incremento en el nimero de tricomas asociado a altos valores de irradiacion (Johnson 1975,
Ehleringer and Mooney 1981, Ehleringer 1988, Ehleringer and Cook 1990). Este incremento
en el niumero de tricomas esta asociado a una reflexidn de la radiacidn solar, disipando el
calor absorbido en la superficie de la hoja, reduciendo la temperatura en la hoja y las tasas

de transpiracion.

En nuestro disefio experimental no se modificaron las condiciones en la intensidad de luz,
ni se presentaron herbivoros dentro de la camara. Sin embargo, se observd que bajo el
tratamiento de 25°C existe un incremento en la densidad de tricomas en la gran mayoria de
los ecotipos (figura 12). Posiblemente esta relacién ocurre para reducir la temperatura en la
hoja y las tasas de transpiracién como lo observado en otros estudios (Burton et al., 1977;
Brewer et al., 1991; Steinglein et al, 2005). En contraparte, bajo la temperatura de 19°C es
notoria la reducciéon en la densidad de tricomas en distintos ecotipos. Estos resultados
concuerdan con los encontrados por Gianfagna y colaboradores (1992), donde reportan
cambios en la densidad de tricomas a bajas temperaturas en L. hirsutum bajo condiciones

de dia largo y corto.

5.5 [ndice de diseccién

Estudios realizados por Amano y colaboradores (2015) registraron que el indice de diseccién
no permite describir diferencias bajo temperaturas de 20°C y 30°C en las hojas de Rorippa
aquatica, mientras que a bajas temperaturas (15°C) se observan cambios drasticos en el

valor del indice. Similarmente, los resultados generados en la presente investigacion
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concuerdan con lo encontrado por Amano donde en las temperaturas de 22°C y 25°C los
ecotipos no presentaron diferencias significativas entre estos tratamientos, mientras que en
el tratamiento de 19°C se observan cambios en los valores del indice asociados
principalmente a la diseccidon de la hoja (figura 13). Cabe sefialar que R. aquatica y
Arabidopsis pertenecen a la misma familia de Brassicaceae y se ha registrado que existen
similitudes en las redes reguladoras del desarrollo de las hojas (Baharathan et al., 2002). Por
lo tanto, es probable que las similitudes entre los resultados encontrados en R. aquatica y
Arabidopsis se deban a mecanismos similares subyacentes en la regulacién de

morfogénesis de la hoja y la interaccién entre el ambiente.

5.6 Numero de hojas

Estudios realizados por Kleiman y Aarssen (2007) sefialan que algunas especies de plantas
mantienen una relacién positiva entre una mayor produccidon de nimero de hojas y el
tamafio de hojas producidas. Esta observacion concuerda con los resultados registrados en
la presente investigacion, ya que existe un incremento en el nimero de hojas, el tamafio
centroide y el area de las hojas bajo el tratamiento de 19 °C (figura 14). También, algunas
especies lefiosas presentan una mayor produccion de hojas para hacer frente a daios fisicos
causados por la nieve o la congelacion (Vesk y Westoby, 2004). En efecto, nuestros
resultados concuerdan con la relacién en el incremento del nimero de hojas y el

tratamiento experimental de 19 °C.

Finalmente, es importante sefialar que la evaluacidon de la plasticidad de los atributos
descritos en las secciones de arriba se realizd bajo temperaturas constantes en la cdmara de
crecimiento, lo cual puede estar subestimando la plasticidad expresable en respuesta a la
heterogeneidad espacio-temporal ambiental de los habitats naturales como lo ha registrado
Wayne y Bazzaz (1993). Asi mismo, el desarrollarse bajo condiciones constantes de
laboratorio, puede estar reduciendo los costos asociados a la plasticidad, pues las senales

son fiables y no comprometen el desarrollo de los organismos.
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5.7 Relacién de la plasticidad fenotipica con la heterogeneidad ambiental

Hasta ahora, diferentes modelos tedricos han sefalado que la plasticidad fenotipica es
favorecida a partir de la heterogeneidad ambiental (Bradshaw y Hardwick, 1989; Alperts y
Simms, 2002). Por esa razdn, se esperaba que las poblaciones de Arabidopsis localizadas en
sitios con mayor variacion en la estacionalidad de la temperatura (ambientes heterogéneos)
presentaran mayores intervalos plasticos en comparacién de las poblaciones bajo
temperaturas estables y constantes (ambientes homogéneos). Sin embargo, los resultados
son opuestos a lo esperado en la hipdtesis, con excepcion de la plasticidad desplegada en el
numero de hojas. Es decir, el ecotipo ubicado bajo condiciones de temperatura homogéneas
presenté mayores valores de plasticidad en la forma de la hoja en comparacion del ubicado

en el sitio con mayor estacionalidad de la temperatura (figura 15 y tabla 8).

En general, los modelos que sugieren una relacién positiva entre heterogeneidad ambiental
y plasticidad fenotipica que despliegan los organismos, son muy imprecisos en los detalles
de escala temporal y ambiental (DeWitt y Scheiner, 2004). Mayoritariamente, estos asumen
que las fluctuaciones o son periddicas o estocasticas y no son precisas en las caracteristicas
de la variacion (Huey y Kingsolver, 1998). Esto representa un problema que no se ha
refinado en estos modelos y que tiene que ser abordado para generar mayor certeza en las
predicciones (Levins, 1963). Estas razones pueden ser las causas de concordancia entre las
predicciones de los modelos y los resultados obtenidos en la presente investigacidn a partir
de las poblaciones de Arabidopsis. Ademas, los modelos no consideran diversos factores
como los ciclos de vida de los organismos (Arabidopsis presenta un ciclo de vida corto
respecto a los descriptores anuales utilizados para evaluar la hipoétesis), tal como lo han

identificado Hoverman y Relyea (2008).

Se ha registrado que la temperatura tiene efectos pleiotropicos en el desarrollo de las
plantas (Wang et al., 2003). Diversos estudios han reportado que las poblaciones de plantas
difieren en los niveles de plasticidad desplegados por distintos atributos (Linhart y Grant,

1996; Heschel et al., 2002; Maldonado et al., 2003). En este sentido, los resultados
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concuerdan con las diferencias presentadas en las respuestas de algunos atributos
observados de Arabidopsis (positivas, nulas o negativas) y las condiciones de variacion de
la temperatura (figura 15). Asi mismo, puede ser que la estacionalidad de la temperatura no
sea el factor mas adecuado para caracterizar la heterogeneidad ambiental o que, los
tratamientos de temperatura no sean el mayor factor que desencadene la plasticidad de los

atributos registrados.

Moran (1992) propone un modelo donde contrasta explicitamente las diferencias generadas
por la heterogeneidad espacial y por la temporal. En su modelo la heterogeneidad de tipo
espacial siempre favorecerd la plasticidad fenotipica, siempre y cuando no existan costos
relacionados a la plasticidad, asi como cambios ambientales impredecibles. En contra parte,
la variacidon temporal, favorece tanto la plasticidad como la canalizacién debido a los amplios
intervalos de condiciones ambientales a los cuales estdn expuestos los organismos. Estos
resultados del modelo concuerdan parcialmente con lo encontrado en los ecotipos de
Arabidopsis. El presente trabajo propone que algunos atributos son canalizados a mayor
variacién ambiental de tipo temporal, mientras que mayores intervalos plasticos ocurren en
algunos atributos bajo condiciones ambientales temporalmente homogéneas. Atribuimos
qgue la falta de sefiales ambientales fiables en ambientes heterogéneos da paso a la
canalizacién del fenotipo como estrategia ante la variacion ambiental. Por otro lado, en
ambientes homogéneos los organismos recurren a la plasticidad fenotipica ante cambios

ambientales, siendo estos no necesariamente siempre adaptativos.

6. Conclusiones y perspectivas

El presente trabajo es una una contribucidn en el conocimiento sobre la relacién que tiene
la heterogeneidad ambiental con los intervalos de plasticidad fenotipica desplegados en las
poblaciones de Arabidopsis. Esto se realizd utilizando herramientas de morfometria
geométrica, microscopia con luz polarizada, una caracterizacion ambiental detallada y un
disefio experimental dirigido para explorar el cambio causado por cambios en la

temperatura. Los resultados permitieron generar las siguientes conclusiones:
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Existe variacion en la forma de la hoja entre los ecotipos estudiados en este trabajo,
y ésta variacion se correlaciona positivamente con la temperatura promedio y la
estacionalidad de la temperatura de los sitios donde habitan.

Las principales diferencias en la forma de la hoja fueron en la parte media de la
[dmina foliar. Estas diferencias permitieron separar a la mayoria de los ecotipos, y
estuvieron asociadas al cambio en la temperatura.

La mayoria de los ecotipos de Arabidopsis utilizados en este trabajo responden
plasticamente al cambio en la temperatura. Sin embargo, el tipo de respuesta que
exhiben es especifica para el atributo.

Los resultados de las normas de reaccién permiten concluir que los cambios en los
atributos se deben principalmente al cambio en la temperatura, mas que a
diferencias intrinsecas de los ecotipos de Arabidopsis.

El ecotipo de Ove-0 no presentd plasticidad fenotipica adaptativa ante un cambio
en la temperatura. Esto sugiere que la maquinaria ontogenética de este ecotipo
presenta limites o costos para desarrollar respuestas plasticas.

La baja respuesta de plasticidad en los distintos atributos de Col-0 sugieren, que el
uso constante de este ecotipo en condiciones de laboratorio durante varias
generaciones, pudieran estar generando una pérdida en la sensibilidad ambiental.
Una mayor variacidon en la temperatura del sitio de origen de los ecotipos de
Arabidopsis no siempre favorece mayores intervalos plasticos. Esta relacidn positiva
solo se cumple dependiendo del atributo; en algunos atributos es de hecho nula o

negativa.

Los resultados obtenidos muestran que la morfometria geométrica es una buena

herramienta para estudiar la plasticidad fenotipica en la morfologia de las hojas de

Arabidopsis. Ademas, permitid describir cuantitativamente las diferencias entre la forma de

la hoja de los ecotipos seleccionados y los cambios causados por el cambio en la

temperatura. En este sentido, algunas perspectivas que surgen de este trabajo son:
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Estas herramientas pueden ser aplicadas en cualquier otro modelo bioldgico, como
plantas de interés agricola. Incluso es posible considerar cualquier otra condicién

ambiental para evaluar la relacién organismo-ambiente.

AuUn es necesario evaluar el efecto de la heterogeneidad ambiental considerando
diferentes escalas, tanto espaciales como temporales, asi como ampliar el nimero

de atributos a evaluar (fisioldgicos, genéticos, morfoldgicos).

Estudiar la plasticidad fenotipica de la forma de la hoja en un mayor nimero de
poblaciones de Arabidopsis o poblaciones emparentadas, bajo diferentes
condiciones ambientales.

Evaluar las diferencias genéticas entre las poblaciones y a través de distintos
tratamientos para generar un panorama mas comprensivo de los mecanismos
subyacentes de la plasticidad fenotipica ligada al cambio de la morfologia de la hoja

de Arabidopsis.
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8 Anexos

* * % * %%k *k*k ** *k*k * * %%k *k*k ** *k*k * * %%k

Anexo 1. Protocolos.

Anexo 1.1 Protocolo para el aclaramiento de hojas.

1. Seleccionar la hoja que se desea aclarar (en la presente investigacién se utilizé la
hoja numero seis). En seguida hay que colocarla en cajas Petri o en tubos Falcon
de 15mL.

2. Adicionar etanol al 70% cubriendo toda la hoja (es importante que el alcohol cubra
toda el drea de la hoja para que el aclaramiento sea homogéneo).

3. Agitar uniformemente el frasco que contenga el etanol y las hojas, esto puede
realizarse por medio de un agitador o mezclador del laboratorio.

4. Las hojas pueden mantenerse en agitacion durante dos dias, sin embargo, es
necesario que el contenido de etanol sea retirado del envase. El tamafiio de la hoja
es importante debido a que existe una relacién de a mayor tamafio, mayor tiempo
de exposicidn al etanol.

5. Una vez que las hojas se notan aclaradas y no se desprenden mas residuos
fotosintéticos, se retira el etanol del envase y se pueden hacer bafios con agua
directa.

6. Inmediatamente, se coloca acido lactico al 70% y se calienta el envase durante 15
minutos.

7. Finalizado este proceso, las muestras pueden almacenarse a temperatura

ambiente durante meses o pueden ser utilizadas en el momento.
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*Es altamente recomendable hacer un uso adecuado del equipo de laboratorio y usar

bata, el uso de pinzas es muy importante para manipular las hojas con el acido lactico.

87



Anexo 1.2 Protocolo para la toma de imdgenes polarizadas en microscopio
estereoscopico.

1. Montar la hoja en un porta objetos y agregar unas gotas de acido lactico sobre
esta. Inmediatamente, colocar un cubre objetos sobre las hojas, es importante que
al colocarlo, no se generen burbujas, ya que estas impiden un conteo adecuado de
los tricomas.

2. Colocar una fuente de luz en la parte inferior del organismo a fotografiar (*puede
ser una Tablet, preferentemente con un fondo azul o blanco bien iluminado).

3. Colocar un filtro por encima de la fuente de luz, asi mismo, colocar otro filtro sobre
el objetivo a fotografiar. Es importante que en este paso se ajusten los filtros hasta
alcanzar la fase obscura que se genera mediante el uso de los filtros. En este paso,
los tricomas presentan un brillo contrastante con el fondo negro generado por los
filtros polarizados.

4. Esimportante que la camara con la que se tomé la foto mantenga condiciones
continuas del diafragma f de 5.6, EV -1 y que la toma de imagenes se realice bajo
condiciones de poca luz. Realizar esta estandarizaciéon del método ofrece una

mejora en la calidad de las imagenes.

Este protocolo puede modificarse, dependiendo el tipo de microscopio, sin embargo, el
principio de la microscopia de luz polarizada debe de realizarse de esta manera para la

obtencidn de imagenes de alto contraste.
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Anexo 2. Tabla de las 19 variables bioclimaticas de los sitios donde provienen los ecotipos de

Arabidopsis.
Ecotipo latitud longitud Temperatura Intervalo Isotermalidad Estacionalidad de | Temperatura
media anual promedio la temperatura maxima del
(MAT) diurno (%) mes mas
calido
Columbia 38.5 -92.5 12.8 12.4 31 93.21 32.0
(Col-0)
Cape Verdi 15.111 | -23.6 22.2 7 62 14.56 27.6
(Cvi-0) 1
Tabor (Ta-0) 49.5 14.5 7.1 8.9 32 69.02 22.2
San Eleno 38.333 | -35 15 12 37 68.59 34.1
(Se-0) 3
Altai (altai-5) 47.75 88.4 3.6 12.7 25 136.3 27.5
Kyoto (Kyo) 35.008 | 135.7 15.5 9 28 81.75 325
5
Ovelgoenne 53.342 8.4 8.8 7.5 32 58 213
(Ove-0) 2
Shahdara 38.3 68.4 12.1 12.7 34 82.29 321
(Sha)

Intervalo

Temperatura anual de Temperatura Temperatura Temperatura

minima del la promedio del promedio del promedio del  Temperatura Precipitacién

mes mas frio temperat  cuarto mas cuarto mas seco  cuarto mas promedio del promedio
Ecotipo °C ura °C hdmedo °C °C calido cuarto mas fio °C anual

e

Columbia
(Col-0) -7.2 39.2 18.0 2 24.4 2 1005
Cape
Verdi
(Cvi-0) 16.4 11.2 24.1 213 24.1 20.4 369
Tabor
(Ta-0) -5.6 27.8 15.9 -7 15.9 -1.8 688
San Eleno
(Se-0) 1.7 32.4 10.2 242 24.2 6.8 502
Altai
(altai-5) -2.29 5.04 19.7 -124 19.7 -15.2 169
Kyoto
(Kyo) 4 32.1 25.7 53 26.1 5.3 1727
Ovelgoen
ne (Ove-
0) -1.6 229 16.1 41 16.1 1.4 761
Shahdara
(Sha) -4.7 36.8 6.9 214 22.7 1.3 580

Precipitaci
ondelmes  Precipitaciéon  Estacionalida Precipitaciéon Precipitaciéon Precipitacion Precipitacidn
mas delmesmés ddela del cuarto mas del cuarto del cuarto mds  del cuarto
Ecotipo himedo seco precipitacion hdmedo. mas seco. calido. mas frio.
e
Columbia
(Col-0) 128 36 30 334 142 287 142
Cape Verdi
(Cvi-0) 149 0 150 315 0 315 5
Tabor (Ta-
0) 92 35 36 264 117 264 118
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San Eleno

(Se-0) 69 6 48 184 34 34 164
Altai (altai-

5) 26 7 33 61 24 61 31
Kyoto (Kyo) 244 66 42 665 222 635 222
Ovelgoenn

e (Ove-0) 81 39 18 233 141 233 168
Shahdara

(Sha) 117 0 79 293 6 10 204
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Anexo 3.- Protocolo de morfometria geométrica empleado para la presente investigacion.

Serie de pasos para el andlisis de morfometria geométrica.

1.- Imagen obtenida a partir del escaner Epson Perfection.
2.- Peine generado con el programa MakeFan6g.

3.-Marcas generadas con el programa TpsDig y Semi marcas sefialadas con el programa
Semiland. Las marcas se encuentran de color azul, mientras que las semi marcas se
encuentran de color rojo.

4.-Metodo de superposicion de Procrustes realizado en el Morphol. 5.-Analisis de
Variables candnicas empleando Morphoj.

6.-Anadlisis de Componentes Principales empleando el Morphoj
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Anexo 4 .- Imagenes de los ecotipos bajo los tres tratamientos, vista superior.
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Anexo 5.- Material Electrénico Suplementario.

Anexo

Cddigo para correr en Rstudio 3.3.1

H#ANOVA (atributos) #

#Base de datos de tricomas, nimero de hojas, area #

Attach ()

Tricomas totales (nombre del archivo)

Numero de tricomas

Tratamiento (es la temperatura)

Ecotipos

>boxplot(tratamientoSNUmero de tricomas™~tricomas totalesSecotipo*tricomas
totalesStratamiento)

>plot.design(tricomas totales,main="Main effects”)
>interaction.plot(tricomastotalesStratamiento,tricomas totalesSecotipos, tricomas
totalesSnumero de tricomas,col=c(“red”,”blue”,”black”))
>av2<-aov(time~(numero de
tricomas~tratamiento+ecotipo+tratamiento:ecotipo,data=tricomas totales)
>summary(av2)

>boxplot(residuals(av2)~ecotipos*tratamiento)
>tk1<-TukeyHSD(av2,”tratamiento”)

>tk2<-TukeyHSD(av2,”ecotipo”)

>plot(tk1)

>plot(tk2)

Anexo 5.2 Correlaciones entre heterogeneidad ambiental y resultaods CV.

# leer archivo de correlaciones###

Correlaciones <- read.delim("valores para correlacionar.txt", row.names=1)
View(Correlaciones)

attach(Correlaciones)

View(Correlaciones)

levels(Correlaciones)

names(Correlaciones)

# A continuacién todas las variables van a tener nombres cortos.#
x<-(estacionalidad.e.la.temperatura)

a<-(CV.Forma..)

b<-(valor.de.R.del..ndice.de.disecci.n)
c<-(X..de.la.regresi.n..norma.de.reacci.n.)
d<-(CV.Tama.o.Centroide.)

e<-(CV.del..ndice.de.di..)

f<-(Valor.de.F.en.N.mero.de.hojas)

g<-(cv.n.mero.hojas)

h<-(Valor.de.F.en.N.mero.de.hojas)
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i<-(CV..rea)

j<-(CV.tricomas)

K<-(Regresi.n..rea)
L<-(Valor.de.F.en.N.mero.de.tricomas)
M<-(X..regresi.n.tama.o.centroide)
N<-(PC3..)

#haciendo las correlaciones

regl<- Im(x~a, data = Correlaciones)#heterogeneidad ambiental(X) Vs % de la regresién de
la forma

summary(regl)

reg2<- Im(x~b, data=Correlaciones)
summary(reg2)

## Correlaciones ##

cor(x,e) # HA y Tsukaya

cor.test(x,e)

plot(x,e)

cor(x,a)

cor.test(x,a)
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Anexo 6. Estadistica descriptiva de los tratamientos.

Tabla de promedios y desviaciones estandar de los atributos de tricomas/area, area y nimero de hojas.

Ecotipo

Col

Sha

Altai

Atributo

Tricomas

area

numero de hojas
Tricomas

area

numero de hojas
Tricomas

area

namero de hojas
Tricomas

area

ndamero de hojas
Tricomas

area

numero de hojas
Tricomas

area

numero de hojas

Tricomas

area

namero de hojas
Tricomas

area

19°C 22°C 25°C
Promedio | Desvst | Promedio | Desvst | Promedio Desv st

"~ Col | Tricomas | 79.64 | 13.19 | 11646 | 29.75 | 100.35 | 1491
18.66 5.91 15.76 3.08 18.33 5.11
19 1.195 10.86 0.967 11.392 1.64
21.31 2.20 66.38 7.24 51.05 13.71
14.40 3.44 11.72 2.40 12.55 3.71
19.68 1.52 13.64 1.15 14.00 1.18
65.21 8.92 55.80 11.05 159.19 34.18
17.98 4.41 13.63 5.83 17.82 3.85
18.86 1.04 11.14 0.86 12.36 0.90
195.87 34.74 210.19 27.85 161.57 48.78
15.76 4.49 16.79 8.29 16.42 5.76
14.3 1.4 9.1 0.4 12.2 1.6
79.7 14.2 192.2 15.2 285.4 31.8
16.2 0.0 16.8 5.4 16.4 5.6
12.59 2.15 13.31 2.09 11.10 1.17
64.26 10.99 | 81.49 13.40 /T T
15.12 4.85 15.65 3.23 N 1T
17.55 1.82 13.82 1.76 T T
179.57 14.96 87.29 11.68 82.15 6.98
2241 4.54 15.60 5.88 16.33 5.76
11.36 1.14 7.22 0.81 7 0.00
115.13 18.99 256.02 30.98 265.97 47.07
19.55 2.40 20.08 3.90 19.95 2.96
18.56 1.20 11.36 0.74 11.39 1.04

numero de hojas
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