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1. RESUMEN

Los seres vivos estan sujetos a diversas condiciones ambientales durante su desarrollo,
que interactian de manera compleja con variables internas del organismo, como
factores genéticos, epigenéticos y restricciones fisicas (Davila y Alvarez., 2015),
generando diferentes fenotipos en las poblaciones.

Estas variaciones fenotipicas a nivel morfoldgico, fisologico y molecular le han
permitido a los organismos responder adecuadamente ante las adversidades ambientales
y de esta manera colonizar nuevos habitats, dado el caracter sésil de las plantas, estas
tienen sofisticados mecanismos para contender ante climas hostiles, como el estrés
osmotico, cambios en el fotoperiodo, temperatura, entre otros (Mitchell Olds et al.,
2006 y 2007, Trontin et al., 2011).

Los resultados de este estudio contribuyen a explorar la diversidad en las respuestas
fenotipicas, a tanto macroscopicas, como microscopicas y genéticas de la raiz de
algunos ecotipos de la especie Arabidopsis thaliana, colectados en diferentes partes del
mundo, sometiéndolos a condiciones de estrés osmotico y nos da un acercamiento a la
naturaleza compleja de los mecanismos que regulan la tolerancia o sensibilidad del

sistema radicular ante un estrés determinado.



1. Introduccion

1.1. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio, su origen Yy
diversificacion en el mundo.

Arabidopsis thaliana es una planta anual de la familia de las Brassicaceae, descrita por
Johanes Thal en 1577. En la actualidad se encuentra ampliamente estudiada por diversas
disciplinas de la biologia, como la genética, la biologia molecular y celular, la fisiologia, la
ecologia, la epigenética y la biologia del desarrollo. Esto se debe a que se ha convertido en
un modelo de estudio de plantas por presentar diferentes caracteristicas como son: tiempo
de vida corto, que tarda aproximadamente, 80 dias en concluir (Figura 1), es una planta
pequefia que permite que se cultive una gran cantidad de las mismas en espacios pequefios
y a que puede autofecundarse, lo cual permite la conservacion de lineas puras. Por otro
lado, se pueden hacer cruzas ya que es facil emascularla y polinizarla con cualquier otra
planta. Ademads, el genoma de esta planta esta totalmente secuenciado desde el afio 2000
(Somerville & Koornneef, 2002) y otra de las grandes ventajas de trabajar con Arabidopsis
es que es posible conseguir semillas de todos los ecotipos disponibles en diferentes bancos
de semillas, asi como de las mutantes en casi todos los genes del ecotipo Columbia-0 (Col-
0 de ahora en adelante) que es el mas estudiado. Finalmente, el genoma de esta planta
modelo es uno de los mas pequenios en el mundo vegetal, mide apenas 125Mb, lo que
equivale a aproximadamente 20 veces el genoma de Escherichia coli y 10 veces el de

Saccharomyces cerevisiae (Marsch y Folter, 2010).



Figura 1. Ciclo de vida de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0) en diferentes estados de
desarrollo desde la planta adulta a los 59 dias (A) y en estado vegetativo a los 39 dias (A). (B) Flor
hermafrodita de Arabidopsis, (C) Grano de polen y (D) Vainas de semillas maduras, una cerrada y

otra abierta (tomado de Kréamer, 2015).

Gracias a toda esta informacion y a las tecnologias de analisis genético y molecular, se
han logrado enormes avances en el entendimiento de algunos mecanismos moleculares,
celulares y de desarrollo en Arabidopsis, que se conservan en diferentes plantas bajo
diferentes condiciones de crecimiento. Sin embargo, a pesar de contar con todas las
facilidades de trabajar con esta especie biologica, es dificil establecer una relacion clara y
directa entre el genotipo y los fenotipos observados, puesto que estos ltimos son resultado
de la intereaccion de mecanismos complejos durante el desarrollo de los organismos vivos,
no solo de la informacién contenida en el genoma (Davila y Alvarez, 2015), por lo que es
necesario seguir realizando estudios sobre la evolucién de su desarrollo. Una manera de

aproximarnos a entender las respuestas y adaptaciones de Arabidopsis a diferentes



condiciones ambientales, es usando la variacion natural de esta especie que se encuentra en

los diferentes ecotipos.

1.2. Variacion natural en Arabidopsis.
Arabidopsis es una especie originaria de Eurasia, aunque se desconoce su lugar exacto

de origen; sin embargo, algunos autores sugieren que el centro de diversificacion de
Arabidopsis esta en el sur de Suecia. Esto lo postulan basandose en estudios sobre los
patrones de diversificacion del genoma, que muestran que la diversidad decrece hacia el sur
del pais y hacia el norte de Rusia (Alonso-Blanco et al., 2016). Esta planta vive en una gran
variedad de hébitats, como son islas, laderas de montafias a gran altitud, bosques templados
antiguos, meandros de rios, incluso zonas semidesérticas y zonas agricolas (Mitchell-Olds y
Schmitt, 2006).

Las condiciones ambientales donde habitan las poblaciones de esta especie, han influido
activamente en su historia de vida, tanto la precipitacién, la humedad relativa y la
temperatura de la localidad donde fueron colectadas, tienen un papel preponderante en las
respuestas y los fenotipos que presenta cada poblacion ante un estrés hidrico y uno
osmotico. Estos factores ambientales afectan especialmente el crecimiento de la raiz, ya que
este organo esta sujeto constantemente a cambios en la disponibilidad de agua, por lo que
decidimos buscar la informacion sobre estos pardmetros ambientales en los sitios de colecta
de algunas poblaciones alrededor del mundo.

Arabidopsis presenta una interesante historia biogeografica, se sabe que es una mezcla
compleja de supervivientes de multiples refugios glaciares y durante el holoceno, su
distribucion fue influida de manera considerable por la actividad humana. Esta especie
muestra un patréon de distribucion de menor diversidad en gradientes longitudinales que en
gradientes latitudinales, es decir, su distribucion geografica ha sido mas eficiente a lo largo
del eje este-oeste (Francois et al., 2008), 1o que indica que es una especie limitada por las
temperaturas y la cantidad de luz solar que reciben las latitudes donde se distribuye.

Se han reportado mas de 7000 accesiones de Arabidopsis colectadas alrededor del

mundo, y se han secuenciado alrededor de 1000; esta informacién, se encuentra disponible



en las bases de datos conocidas como “1001 Genomes”(http://1001genomes.org/) vy

“TAIR”( https://www.arabidopsis.org/)

1.3. Concepto de Ecotipo.
El concepto de ecotipo se desarrolld en 1922 por Turesson, y se referia a la unidad

ecoldgica producto del resultado de la respuesta genotipica de una poblacion a un hébitat
particular, mediante evidencia fisiologica, morfologica o ecoldgica. Sin embargo,
actualmente se denomina ecotipo a una subpoblacion de una especie que se caracteriza por
estar adaptada a un ecosistema bien definido; esto quiere decir, que desarrolla
caracteristicas fenotipicas o fisioldgicas especificas producto de las presiones de seleccion
del ambiente en el cual se desarrolla. Los ecotipos son parte de una misma especie ya que
es posible obtener cruzas entre los mismos que tengan descendencia fértil. Especificamente,
en el caso de Arabidopsis, los ecotipos son lineas endogdmicas que presentan claras
diferencias fenotipicas. En sentido estricto, a los ecotipos de Arabidopsis se les deberia de
llamar accesiones que se definen como poblaciones con claras diferencias fenotipicas que
pueden estar separadas por varios kilometros o por tan solo unos metros (y no
necesariamente estar adaptadas a un ambiente como en el caso de los ecotipos). Sin
embargo, y para fines de comparacion con lo reportado en la literatura, se denominaran
ecotipos en este trabajo a las accesiones de Arabidopsis.

Los andlisis llevados a cabo con ecotipos nos permiten tener variantes naturales con
adaptaciones especificas a diferentes condiciones ambientales, lo cual nos abre la
posibilidad de estudiar la variacion adaptativa de las poblaciones vegetales y estudiar como

la variacion genética se traduce en variacion fenotipica.

1.4. Variacion genética
Los cambios en el material genético de una poblaciébn o una especie, se generan

principalmente por dos vias, por mutaciones espontaneas que escapan a los mecanismos de
reparacion del genoma durante los eventos de replicacion y reparacion, y por
recombinaciones genéticas via sexual. En Arabidopsis, la tasa de recombinacion es apenas

de 0.3%, ya que se reproduce principalmente mediante autopolinizacidon, lo que provoca
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que la variacion genética de las poblaciones de esta especie se de principalmente mediante
mutaciones en el genoma. (Horton et al., 2012)

Las mutaciones en el material genético se generan a diferentes frecuencias dependiendo
de las region en el cromosoma en donde se encuentre el material genético y se sabe que hay
genomas que tienen zonas con mayor propension a tener mutaciones (a estas zonas se les
denomina “hotspots”) (Lichten and Goldman, 1995). En Arabidopsis, estos “hotspots” se
encuentran en abundancia en transposones, pseudogenes, en el DNA intergénico y en los
loci involucrados tanto en la autoincompatibilidad reproductiva (Locus S) como en la
resistencia al dafio (Horton et al., 2012).

De manera interesante, se especula que la autopolinizacion que es predominante en
Arabidopsis thaliana, probablemente surgidé como resultado de los polimorfismos
acumulados en los ecotipos del Locus S a lo largo de la historia evolutiva de esta especie,
ya que es importante en la auto incompatibilidad. Se sabe que a partir de un ancestro de
polinizacion cruzada, se diversificaron A.thaliana y A.lyratha (su especie hermana de
polinizacion cruzada) hace aproximadamente 5 millones de afios (Tang et al., 2007). Es
muy interesante que, a pesar del tiempo que ha transcurrido desde la divergencia de estas
dos especies, es posible restaurar la capacidad de autoincompatibilidad de Arabidopsis
thaliana insertando el Locus S de A. lyratha en su genoma (Charleswroth y Verkemans,
2005).

A pesar de que la autopolinizacion reduce el flujo génico y puede conducir a un proceso
de depresion endogamica, tiene efectos positivos en la colonizacion de nuevos territorios
por no requerir de un polinizador con especificidad ecoldgica para que la planta pueda
reproducirse y dispersarse. Este tipo de reproduccion se ha asociado historicamente a
especies invasoras también llamadas malas hierbas, debido a que invaden terrenos de
cultivo rapidamente y, gracias a su alta competitividad, comprometen el desempeno del
cultivo (Tang et al., 2007).

En el genoma de los diferentes ecotipos de Arabidopsis podemos encontrar una gran
cantidad de polimorfismos de nucledtidos, ubicados de manera diferencial a lo largo de
todo el genoma. Estas variaciones naturales a nivel genético que se encuentran aisladas
entre poblaciones que comparten los mismos polimorfismos, representan adaptaciones a

diferentes condiciones ambientales (Mitchell-Olds y Schmidtt 2006). Debido a lo anterior
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se dice que las secuencias polimorficas nos dan evidencia de la expansion historica de las

poblaciones de Arabidopsis (Nordborg et al., 2005, Schmid et al., 2005).

1.5. La raiz como principal 6rgano de absorcion

La raiz representa una de las adaptaciones mas importantes de las plantas terrestres para
la supervivencia ya que cumple con las funciones de absorcion de nutrientes, soporte de la
planta y absorcion de agua a pesar de que esto ultimo también lo pueden llevar a cabo los
estomas y las lenticelas. El sistema radical es sumamente plastico y tiene la capacidad de
modificarse cuando responde a las diferentes condiciones ambientales, como son la
temperatura del suelo, la cantidad de agua disponible en el sustrato, la interacciéon con
microorganismos y la disponibilidad de nutrientes, entre otros. Por este motivo, la raiz de
las plantas es altamente sensible a las perturbaciones ambientales y es un 6rgano de

respuesta inmediata a variaciones climaticas y a la disponibilidad de agua. (Rasheed et al.,

2016)

1.6. Caracteristicas de la raiz, tipos celulares, regionalizacion en
dominios y zonas de crecimiento.

La raiz es un 6rgano transparente y facil de usar para el seguimiento de estudios
cuantitativos porque nos permite observar cé€lulas de un tipo especifico en diferentes
estados de desarrollo a lo largo del eje longitudinal y dar seguimiento a los diferentes
patrones de proliferacion y diferenciacion celular durante el ciclo de vida de la planta (Taiz
y Zeiger., 2006). Especificamente, el sistema radical de Arabidopsis se ha convertido en un
excelente modelo de estudio, debido a que solo posee una capa de células por tipo celular
en contraste con lo que sucede con A. halleri, que tiene dos capas adicionales por capa de
células especializadas (De Lucas and Brady 2013; Hanikenne et al., 2008); ademas, A.
thaliana no tiene meristemos axilares rodeando al RAM (por sus siglas en inglés Root
Apical Meristem). Estas dos caracteristicas hacen que, la raiz de A. thaliana sea un modelo
de estudio muy simple, en donde se reduce la complejidad del 6rgano de estudio y se

facilita el andlisis de las lineas celulares de la raiz a nivel microscopico.
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La raiz se compone de 4 regiones claramente identificables en su eje longitudinal: La
columela y la cofia lateral, el RAM, la zona de elongacion y la zona de maduracion celular
(Figura 2). La cofia lateral y la columela forman una capa de tejido diferenciado que
recubre al RAM protegiéndolo de los dafios mecanicos provocados por las particulas del
suelo cuando la raiz va creciendo; esta estructura es algunas veces llamada caliptra. Las
células que conforman la columela tienen la capacidad de percibir estimulos gravitropicos y
secretar mucopolisacaridos para facilitar el deslizamiento de las raices en el suelo (Taiz y
Zeiger., 2006).

El RAM de la raiz primaria consta de dos dominios celulares: El dominio de
proliferacidon que esta en la punta de la raiz y se compone de células en constante division y
el dominio de transicién que tiene pocas células en division, ya que tiene un alargamiento
importante de las mismas. En la parte central del dominio de proliferacion, se localiza el
Nicho de Células Troncales (NCT) con un centro organizador, que se llama centro
quiescente (QC) que estd rodeado de 4 grupos de células iniciales. E1 CQ consta de cuatro
células y tiene una tasa de proliferacién cercana a 0, tiene la mayor concentracion de
auxinas y se ha demostrado que es el encargado de mantener a las células iniciales
indiferenciadas. Las células iniciales que rodean al CQ tienen una tasa de proliferacion un
poco mas alta y es a partir de estas células que se originan los diferentes tipos celulares que
componen la raiz.

Las células iniciales de los diferentes tejidos de raiz se dividen periclinalmente’, dos de
ellas, ademas, tienen otra division anticlinal’, las que dan lugar a las células del cortex y la
endodermis y las que originan a la epidermis y a la cofia lateral. Los otras dos tipos de
células iniciales, que solo se dividen periclinalmente, dan lugar a la columela y al tejido
vascular. A medida que las células se dividen desde el nicho de células troncales, se van
recorriendo hacia la parte distal del apice de la raiz y entran en el dominio de proliferacion
donde es maxima la tasa de proliferacion. Esta capacidad de dividirse, va disminuyendo de

acuerdo al gradiente de concentracion de auxinas (Friml 2003) en conjunto con variaciones

! Las divisiones periclinales dan origen a células hijas de Norte a Sur, como si estuvieran en un plano
cartesiano. (Barlow et al., 2002)
% Una division en un plano anticlinal da lugar a células hijas en direccién Este- Oeste (Barlow et al., 2002)
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en el cambio de estado o abundancia de factores quimicos y fisicos que rigen las tasas de
proliferacion celular (Barrio et al., 2013)

Hacia arriba del dominio de proliferacion se encuentra el dominio de transicion que es el
sitio en donde las células adquieren capacidades fisiologicas necesarias para entrar a la
zona de elongacion; esta zona se compone de entre 10 y 15 células que se dividen poco y
comienzan a alargarse, aumentando su tamafo de, aproximadamente, 8.5um a 35 um.
Después del dominio de transicion se encuentra la zona de elongacioén que es en donde las
células tienen duplicacién del ADN pero no division celular; a este proceso genético se le
llama endorreduplicacion o endociclo y este comportamiento celular normalmente ocurre
en tejido diferenciado. En esta zona las células se elongan aceleradamente antes de pasar a
un estado diferenciado en donde las células adquieren sus caracteristicas finales; a esta
ultima zona se le conoce como zona de maduracién y es facilmente identificable porque las
células de la epidermis desarrollan el primer pelo radicular (Figura 2).

Haciendo un corte transversal de la raiz primaria, podemos observar que se trata de un
cilindro organizado en 4 capas concéntricas de células, en la capa exterior encontramos la
epidermis, después se encuentra el cortex, le sigue la endodermis y justo en el centro se
encuentra el tejido vascular, rodeado de las células del periciclo, que son las células donde
se originan las raices laterales.

En la morfogénesis y el desarrollo del sistema radicular, existe una regulacion constante
entre los procesos ligados de proliferacion y de diferenciacion celular. Estos dos procesos,
que son los que permiten el desarrollo de cualquier 6rgano, son interdependientes; es decir,
las células que se alargan provienen de la zona meristematica y la zona meristematica
depende de que las células se desplacen a la zona de alargamiento para poder seguir
produciendo mas células. Ademas, la proliferacion y diferenciacion celular estan afectados
por factores externos e internos como son los gradientes de concentraciones hormonales,
diferentes estimulos ambientales y algunos factores fisicos como la expansion y la
contraccion celular; éstos ultimos dos factores dependen de los procesos de turgencia, de
las diferentes etapas de desarrollo de la planta y de la cantidad de agua disponible en el

medio y dentro del tejido radical. (Lopez-Bucio et al. 2003)
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1.7. Plasticidad fenotipica de la raiz ante diferentes condiciones

ambientales.

La plasticidad fenotipica es la funcion que describe la produccion de diferentes fenotipos
a partir de un mismo genotipo cuando éste se expone ante diferentes condiciones
ambientales. Esta plasticidad puede ser a nivel fisiolégico o morfoldgico y puede tener
diferente magnitud (Nufiez-Farfan et al., 2004). Se ha visto que la relacion genotipo y
fenotipo no se establece de manera lineal debido a que éstos ultimos dependen de la
interaccion de redes de regulacion genética que se modifican por diferentes factores
ambientales y de desarrollo. (Davila y Alvarez., 2015) Por lo anterior, podemos decir que
la plasticidad fenotipica representa una modificacion en el mapeo entre el genotipo y el
fenotipo y que es uno de los sustratos sobre el cual actia la seleccion natural, por ello es
importante estudiarla.

Para medir la plasticidad se puede realizar un andlisis de normas de reaccion en donde
un mismo ecotipo es expuesto a diferentes condiciones ambientales y, ademads, se puede
comparar la respuesta entre ecotipos. En el caso de los ecotipos de Arabidopsis, que son
genotipos variables de una misma especie adaptados a diversas condiciones ambientales,
podemos encontrar variaciones en la respuesta a la tolerancia a diferentes condiciones
ambientales. Especificamente, nos interes6é analizar la plasticidad y como se alterd el
crecimiento de la raiz primaria de Arabidopsis en condiciones de estrés osmotico y si esta
respuesta provino de un proceso de seleccion en los diferentes ecotipos. De ser cierto esto
ultimo, esperariamos que aquellos ecotipos originarios de ambientes con déficit hidrico
tuvieran mayor tolerancia a una condicion de estrés osmotico. Finalmente, geremos
entender si la amplitud de la variabilidad fenotipica, ha sido un rasgo importante para la

tolerancia a ambientes con baja disponibilidad de agua.
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1.8. Homeostasis y osmoregulacion como propiedades esenciales de los

sistemas vivos.

Los organismos vivos, son estructuras disipativas termodindmicamente abiertas, que
intercambian materia, energia e informacion con el ambiente externo (Prigogine y
Kondepudi 1998). Este intercambio bidireccional provoca la necesidad de una regulacion
de las condiciones internas respecto a las externas por parte del sistema vivo, para
economizar la mayor energia posible, a esta regulacion la conocemos como homeostasis.
Los mecanismos homeostaticos se encargan de autorregular las condiciones internas del
organismo con respecto a los cambios ambientales, alterando la regulacion de temperatura,
las concentraciones de iones dentro de las células, la presion, entre otras

La osmoregulacion es el mecanismo homeostatico encargado de mantener un equilibrio
entre la cantidad de solutos internos del organismo y los solutos contenidos en el ambiente.
Debido a que los solutos se encuentran disueltos en el agua, una manera de equilibrar los

potenciales osmoticos es mediante el movimiento del agua de la siguiente manera: el flujo

B B
A

Figura 2. A) Dominios de la raiz de Arabidopsis (Barrio et al., 2013) en donde se observa el RAM
compuesto de 2 dominios: el dominio de proliferacion (CPD) en donde se encuentra el nicho de
células troncales y el dominio de transicion (TD). Arriba del RAM se localiza la zona de elongacion
(EZ) en donde las células tienen un crecimiento exponencial. B) Organizacion celular del meristemo
de Arabidopsis en donde se pueden ver los diferentes tipos celulares y tinicamente dos grupos de
células iniciales (Sparcks et al 2013).
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de agua se mueve en un gradiente positivo referente a la concentracion de solutos; es decir,
de la zona de menor concentraciéon de solutos hacia la zona de mayor concentracion. De
modo que cuando una célula se encuentra en una solucién hipoténica® la célula absorbe
agua para equilibrar la concentracion de solutos y, cuando una célula se encuentra en una
solucién hiperténica® el agua del citosol se mueve hacia afuera, para equilibrar la cantidad
de solutos disueltos en el exterior.

Un cambio abrupto en la condiciones de disponibilidad de agua en el medio donde se
desarrollan las plantas, provocado por alta salinidad en el suelo y baja precipitacion o
congelamiento, puede provocar alteraciones en las condiciones fisiologicas que tienden a

alterar el equilibrio osmético de la planta, provocando una situacion de estrés hidrico.

1.9. Efecto del estrés osmotico en el desarrollo de las plantas

Una condicion de estrés se genera cuando los cambios ambientales provocan una
alteracion en el equilibrio homeostatico, que resulta en un impacto en el crecimiento y en la
biomasa de un organismo (Shao et al. 2008) y se ha visto que la sequia es el factor que mas
afecta el crecimiento y la productividad de las plantas. Sin embargo, algunas plantas
superiores han desarrollado mecanismos de tolerancia tanto morfolégicos como fisiologicos
ante el estrés osmotico provocado por la sequia o déficit hidrico; estas respuestas dependen
de la duracién, de la intensidad del estrés y del momento del desarrollo en el cual ocurren.
A nivel morfolédgico, ante una condicién en donde baja la disponibilidad del agua, ocurre
una pérdida de turgor en las células de toda la planta y, ante la baja presion de turgencia, se
suprime la elongacion celular (Hsiao 1973). En estas condiciones, la parte aérea,
experimenta una reduccion en el potencial hidrico de las hojas y disminuye la absorcion de
CO;, debido a un cierre estomatico lo que, trac como consecuencia, que baje la tasa
fotosintética. Durante exposiciones prolongadas a una condicion de sequia, la planta
experimenta cambios en su biomasa y se altera la relacion entre el crecimiento de la parte
aérea y de la raiz de tal forma que, mientras que la raiz continlia su crecimiento, este

disminuye en la parte aérea (Noctor et al; 2003).

3 .z . , . . . .

Solucién que tiene menor numero de solutos en el ambiente exterior que en el interior celular.
4 .y . . . . . .

Solucidén que tiene mayor cantidad de solutos en el medio exterior que en el interior celular.
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A nivel fisioldgico, ante el déficit de agua, se produce sintesis de acido abscisico (ABA)
que tiene un papel activo en el cierre de los estomas (Wilkinson y Davies 2002) y que
activa una gran cantidad de genes que son importantes para contender con este tipo de
estrés, como los que se abordan en la siguiente seccion de esta introduccion. EI ABA, es
una hormona vegetal reguladora del crecimiento de brotes y raices que, ante diferentes tipos
de estrés ambiental, como frio, calor, sequia, y de manera especial en respuesta a alta
salinidad en el suelo o a deshidratacion, aumenta su concentracion en los tejidos y regula
una gran cantidad de genes que le permiten a la planta contender con ésta situacion de
estrés (Gomez et al., 1988 y Hubbard et al., 2010).

Por otro lado, a nivel bioquimico y como resultado del estrés por falta de agua, se
generan especies reactivas de oxigeno (ERO) que, en ciertas concentraciones, son muy
toxicas y pueden dafar estructuras y biomoléculas importantes para las células como la
membrana celular o el material genético. Al mismo tiempo, se incrementa
significativamente la presencia de defensas de tipo enzimdtico y no enzimatico, como
pigmentos accesorios, para disminuir la abundancia de éstas ERO (Reddy et al., 2004).
Otra de las respuestas tempranas de las plantas para combatir el estrés osmotico es la
acumulacion y sintesis de solutos compatibles, u osmolitos, que pueden ser de naturaleza
16nica, como el K*, compuestos nitrogenados, como algunos aminoacidos (glicina, serina y
glutamato) y, finalmente, azucares como la sacarosa, los polioles, o el pinitol (Tamura et
al., 2003).

A nivel molecular, la respuesta a éste estrés ambiental es regulada por dos vias
principales, las que son dependientes de la presencia de ABA, y las que son independientes
de ésta. Para ayudar a la planta a contender contra ambientes desfavorables, la via de ABA
regula genes que ayudan a que se dé un ajuste osmotico, a que se retome el crecimiento de
brotes y de la raiz, a la compartamentalizacion idnica y al cerrado o apertura de estomas
(Versules et al., 2006). Entre los genes que se regulan por ABA encontramos factores de
transcripcion, genes que codifican proteinas que ayudan a tolerar el estrés, como son las
proteinas LEA (por sus siglas en inglés Late Embriogenesis Abundant), enzimas requeridas
en la desintoxicacion por acumulacion de EROs y otras proteinas que funcionan en la

transduccion de sefales como cinasas y fosfatasas.
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1.10. Algunos genes implicados en la respuesta a estrés utilizados en

esta investigacion.

A nivel transcripcional se han detectado dos grandes grupos de genes que se activan en
respuesta a estrés abidtico, como cambio osmotico, sequia alta salinidad o frio; el primero
de ellos protege directamente las estructuras celulares e implica la produccion de sustancias
osmoprotectoras como las proteinas LEA y los osmolitos compatibles, asi como algunas
chaperonas y algunas enzimas que se sintetizan en respuesta a la desecacion. El segundo
grupo esta integrado principalmente por factores de transcripcion que regulan la expresion
genética y por otras proteinas que funcionan en la via de transduccion de sefiales, que
incluyen cinasas y otras proteinas receptoras (Shinozaki et al., 2007).

Con la idea de que las variaciones genéticas que se encuentran en los diferentes ecotipos
se asocian con su adaptacion a condiciones ambientales locales, en la siguiente seccion, se
daran las caracteristicas de algunos genes que estan involucrados en la respuesta tanto a
estrés osmotico como a iénico y que se eccionaronsel para ver sus niveles de expresion en
el ecotipo Col-0, por ser de los principales involucrados en la respuesta a estos dos tipos de

estrés.

o LEA4-5(AT5G06760)

Las proteinas LEA se caracterizan por ser proteinas intrinsecamente desordenadas ya
que carecen total o parcialmente de una estructura tridimensional bien definida (Tompa,
2002). Son proteinas que poseen alto contenido de glicina y alto indice de hidrofilicidad por
lo que las podemos clasificar como hidrofilinas (Garay-Arroyo et al., 2000). En plantas
superiores, estas proteinas se acumulan en grandes cantidades durante la ltima etapa de la
formacion de la semilla (de ahi su nombre de LEA, Late Embryogénesis Abundant) y
también en tejidos vegetativos durante situaciones de estrés hidrico. Se ha demostrado que
estas proteinas forman parte importante de las respuestas adaptativas ante la escasez de
agua en diferentes taxones procariotas y eucariotas y que, dado su cardcter hidrofilico,
actian como protectores de estructuras celulares y moléculas importantes, formando una
capa de hidratacion ante la pérdida de agua a nivel celular (Hoekstra et al., 2001). Se ha

visto que los genes que codifican para estas proteinas, se expresan en diversos tipos de
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plantas superiores, en bacterias como Bacillus subtilis y Deinococcus radiodurans, en
cianobacterias, en nematodos, rotiferos, entre otros (Goyal et al., 2005, Stacy et al., 1998).
Es muy interesante que, haciendo un andlisis en la pagina de los 1001 genomas, las
proteinas LEA abordadas en este estudio presentan pocos polimorfismos, en secuencias
codificantes dentro del genoma de todos los ecotipos registrados, pues los ecotipos mas
polimérficos presentan solo 4 modificaciones como maximo
(http://signal.salk.edu/atg1001/3.0/gebrowser.php)

Esta proteina pertenece al grupo 4, de 9 grupos existentes en la clasificacion de
proteinas LEA de acuerdo a sus similitudes a nivel de secuencia genética (Battaglia et al.,
2008), las LEAs de este grupos son interesantes porque son las mas diversas, pues los
productos génicos difieren mucho en tamafio e indice de hidropatia (Hundertmark &
Hincha, 2008), pero comparten una region amino-terminal conservada de 70 a 80 residuos
de aminoacidos que probablemente se ordenan en una estructura de alfa hélice (Dure,
1993). Se ha estudiado la expresion de LEA4-5 en Arabidopsis y se vio altos niveles de
acumulacion durante la embriogénesis tardia, en semillas secas, en tejidos vegetativos
sometidos a NaCl 150 y 200mM y ABA 100mM durante un tratamiento de 12 horas de
exposicion. Ademas, acumulacion del transcrito es menor que la acumulacion de la proteina
lo que sugiere que la proteina es muy estable probablemente debido a una modificacion
postraduccional (Reyes et al., 2010).

Finalmente, esta reportado que, cuando este gen esta sobreexpresado, no existe un
mayor porcentaje de germinacidon bajo estrés osmotico y por ABA, pero si una mayor
recuperacion ante deshidratacion por falta de riego en parte aérea tanto en hojas como en

brotes florales y axilares (Reyes et al., 2010).
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e COR-15A (AT2G42540.2)
CORI15A, (Cold Regulated) es otro gen que codifica para una proteina tipo LEA que

también se agrupa con las LEA del grupo 4 por poseer propiedades estructurales y
funcionales relacionadas, a pesar de no presentar el dominio Pfam caracteristico
(Hundertmark & Hincha, 2008). El gen se induce por ABA exo6geno y se sugiere que esta
implicado en la respuesta a estrés abiodtico por frio y por sal; sin embargo, en condiciones
de sequia su expresion no es significativamente diferente a la que presenta en condiciones
control (Wilhem y Thomashow 1993). Ademads, se sabe que este gen estd implicado en
conferir tolerancia al estrés por congelamiento, en rangos de -4.5°C a -7°C en protoplastos
aislados (Steponkus 1998). A pesar de que en esta investigacion no analizamos el estrés por
frio, es un tipo de estrés que disminuye la disponibilidad de agua, y como consecuencia, un
aumento en la concentracion de solutos intercelulares que provocan estrés osmotico en la
planta, ademas hay estudios donde ha visto inducida la expresion de CORIS5A bajo
condiciones de estrés osmoético a 300mM con Manitol y salino con 200Mm con NaCl

La proteina codificada por el gen COR15A tiene una masa de aproximadamente 9kDa y
presenta un péptido de sefal para su localizacion en cloroplasto (Nakayama et al., 2007).
COR15a y su homologo COR15b, se caracterizan por tener una estructura desordenada en
condiciones normales de crecimiento igual que el resto de las proteinas LEA. Sin embargo,
se ha demostrado en estas dos proteinas que, ante situaciones de estrés, adquieren una
configuracion tridimensional en hélices alfa anfipaticas que protege las membranas
celulares y que se pierde al volver al estado de hidratacion (Navarro et al., 2016). A pesar
de que son desordenadas en condiciones Optimas de crecimiento, no lo son cuando la planta
esta sometida a un estrés hidrico lo cual podria generar que haya una fuerte presion de
seleccion ante los cambios. Por otro lado, se ha visto que, esta proteina, también ayuda a
estabilizar a los liposomas durante la congelacion, previniendo la fusion de fosfolipidos
ante la pérdida de turgencia por falta de agua (Hand et al., 2011, Thalhammer et al., 2014).

Finalmente, se ha reportado que la sobreexpresion de COR15A, mejora la tolerancia al
frio y reduce la propension de los fosfolipidos presentes en las membranas celulares (como

la dioleilfosfatidiletanolamina) a transitar de su fase lamelar a su fase hexagonal. Esto evita
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que se dafien las membranas celulares en las plantas que estdn creciendo en estrés por
congelacion, ya que aumenta la temperatura de transicion estructural de estos fosfolipidos

(Steponkus et al. 1998).

AREB-1 (AT1G45249)

Otro grupo de factores transcripcionales (FT) que participan en la respuesta a estrés
mediados por ABA, son los de tipo bZIP, que pertenecen a la familia AREB. En
Arabidopsis se encuentran mas de 75 miembros divididos en 10 familias de acuerdo al
proyecto REGIA (Regulatory Gene Initiative in Arabidopsis) y se ha demostrado que
participan en la regulacion de diferentes procesos celulares (Jakoby et al., 2002). Algunos
de estos FT se unen a elementos llamados ABRE (por sus siglas en inglés ABA Response
Element) una vez que estan fosforilados. La caja ABRE tiene una region conservada,
llamada nucleo ACGT, que puede estar contenida en cajas de tipo A, C y G dependiendo de
las bases de nucleotidos circundantes al nicleo ACGT (Fujita et al., 2011). Las proteinas
AREB tienen un dominio conservado con dos regiones importantes para interactuar con el
DNA: la primera es de tipo basica con cerca de 16 residuos de aminoacidos. La segunda
region del dominio, tiene 7 leucinas y otros aminoacidos hidrofébicos que crean una hélice
anfipatica que le ayuda a interactuar con el DNA (Jakoby et al., 2002).

Dentro del grupo de los FT AREB, el que es mas inducido por sequia via ABA, es
AREBI, por lo que es interesante estudiarlo (Bensmihen et al., 2002; Jakoby et al., 2002;
Kim et al. 2004). Este FT es también conocido con el nombre de ABF2, Abscisic Acid
Responsive Element-Binding Factor 2, que se induce en raices y tejidos vasculares de las
hojas bajo condiciones de falta de agua y presencia de ABA (Fujita et al., 2011). Se sabe
que regula genes como RD29B (Uno et al., 2000), genes tipo LEA (AIL1, KIN2 y RAB18)
donde AIL1 (ABA induced LEA) es un gen tipo LEA inducible por ABA; KIN2 (Protein
Kinase 2B), que es un gen que codifica para una proteina cinasa inducible por estrés por
frio y RAB18 (Responsive to ABA 18) codifica para una proteina dehidrina que se expresa
en respuesta al estrés por sequia (TAIR) y 4 genes reguladores implicados en la respuesta a
estrés abidtico en Arbidopsis: HIS1-3 (Histone H1-3), AIA1 (ABA induced AAA ATPase),
GBF3 (G box binding factor) y RD20 (Responsive to desiccation 20) (Fujita et al., 2005).

HIS1-3 codifica para una histona que se expresa en respuesta a deshidratacion y por
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presencia de ABA; AlIAl codifica para un gen ATPasa inducible por ABA; GBF3 codifica
para una proteina de union bZIP que responde a ABA y, RD20, codifica para una proteina
de unidn a calcio y el gen es inducido por tratamiento con NaCl.

La sobreexpresion de AREB1 da tolerancia a la desecacion y sensibilidad a ABA y los
mutantes de perdida de funcion de AREB1 presentan una mayor tolerancia a tratamiento

con ABA exdgeno y poca tolerancia bajo estrés por sequia (Fujita et al., 2005).

« DREB26 (AT1G21910.1)

Otros de los FT que se inducen en condiciones de baja disponibilidad de agua, son los
genes DREB, por sus siglas en inglés Dehydration Responsive Element Binding Factor.
Estos FT pertenecen a la familia ERF/AP2 (Ethylene-Responsive Factor/APETALA?2), se
unen a una secuencia en el ADN conocida como caja DRE y requieren de ser activados post
traduccionalmente para ser funcionales (Quin et al., 2008; Sakuma et al., 2006).
Especificamente, el FT DREB26 se expresa en el nticleo y es regulado bajo estrés por sal y
sequia y su expresion confiere tolerancia a estos dos tipos de estrés abidtico
(Krishnaswamy et al., 2010). Las lineas que sobre expresan este gen muestran un fenotipo
de plantas deformadas en condiciones control; sin embargo, no presentan alteraciones en el
fenotipo en condiciones de estrés por sequia y estrés salino (Krishnaswamy et al., 2010).
Ademas, es interesante que la proteina codificada por este gen se elimina por protedlisis
dependiente de ubiquitinacion por medio de las ubiquitin-ligasas DRIPs (DREB Interactin
Protein) (Quin et al., 2008) (Figura 3).

. RD29A (At5g52310)

RD29A (Responsive to Dehydration 29A) es un gen inducido en varias especies de plantas
como son, soya, arroz y Arabidopsis, en tratamientos de estrés por NaCl, frio, ABA
exogeno y sequia (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1993). Este gen codifica para una proteina
hidrofilica de 78kDa, que desafortunadamente no se ha podido caracterizar, pero se piensa
que puede tener funcion en la respuesta ante diferentes tipos de estrés abiotico (Msanne et
al., 2011). Este gen presenta cajas ABRE asi como DRE por lo que se piensa que también

se regula por la via independiente de ABA (Zimmermann et al., 2004; Yamaguchi-
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Shinozaki, 2000 y Nakashima et al., 2009). Por otro lado, se ha comprobado que los genes
RD29A y RD29B se inducen por una via que involucra cascadas de senalizacion de MAP
kinasas (Hua et al 2006). Ademas, cuando la planta esta creciendo en condiciones 6ptimas
de crecimiento, la expresion de RD29A se reprime por medio del dominio AREB de las
proteinas KEG (Keep on going) (Chen et al 2013) (Ver Figura 3). Cuando la planta se
encuentra creciendo en condiciones favorables, se elimina la proteina codificada por este
gen mediante protedlisis dependiente de ubiquitinacion, por medio de ubiquitin-ligasas,

como son las DRIPs para DREB2 (Quin et al., 2008) (Figura 3).

Figura 3. Esquema de la via de sefializacion via DREB en respuesta a NaCl a la izquierda y
via AREB en respuesta a ABA a la derecha. El estrés por NaCl y por ABA exdgeno activan la
cantidad de DREB2 y a AREB2 por medio de dos rutas: i) una enzimdtica que modifica
postraduccionalmente a estos dos factores de transcripcion y ii) aumentando la expresion de los
mismos. Ademads, tanto DREB2 como AREB, son proteinas sujetas a degradaciéon por
ubiquitinacion dependiente de DRIP y KEG respectivamente. Tomado de Lee et al., (2017).
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2. Justificacion

La tolerancia al estrés osmotico y al estrés idnico-osmotico, provocado por la carencia
de agua y el exceso de sales en el suelo, representan dos de los grandes retos que la
agricultura enfrenta en la actualidad. Entender las bases moleculares y genéticas que
subyacen los mecanismos de resistencia a estrés osmotico o estrés salino de ciertas
poblaciones de plantas es fundamental para poder avanzar en el entendimiento de la
relacion genotipo, ambiente y fenotipo y, eventualmente, para generar estrategias de
tolerancia en diferentes plantas.

El trabajo presentado en este estudio se llevd a cabo en ecotipos de la planta de
Arabidopsis, la planta modelo utilizada para hacer estudios de biologia molecular y de
evolucién del desarrollo debido a que existen poblaciones naturales que se han adaptado a

crecer bajo diferentes condiciones ambientales.

Preguntas experimentales

(Qué tanto influyen los factores ambientales en la respuesta de los ecotipos a
condiciones de estrés osmotico?
(Qué papel desempefian algunos factores genéticos, de cada uno de los diferentes

ecotipos, en la determinacion de la respuesta a estrés osmotico?

3. Hipotesis

* Los ecotipos provenientes de sitios con menor precipitacion y/o menor humedad
relativa seran los menos afectados a nivel radicular por una situacion de estrés
osmotico

* Los ecotipos provenientes de lugares con caracteristicas climaticas similares tendran

respuestas similares al mismo tipo de estrés.

4. Objetivos

4.1.0bjetivo general
* Estudiar las diferentes estrategias de respuesta a estrés osmotico y estrés idnico-

osmotico, que presentan las raices de 5 ecotipos de Arabidopsis thaliana
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4.2.0bjetivos particulares

e Evaluar el crecimiento y el desarrollo de la raiz primaria de 5 ecotipos de
Arabidopsis thaliana (Col-0, Cvi-0, Bu-5, Sha-1 y Sg-2) por medio de cinéticas de
crecimiento en condiciones control y en condiciones de estrés osmatico.

e Analizar si existe una relacion entre el ambiente de la zona de colecta de cada uno
de los ecotipos en condiciones naturales (como la precipitacion, la humedad relativa y la
temperatura media) y ver si hay una relacion con el crecimiento de la raiz primaria bajo
condiciones de estrés osmatico.

e Analizar, mediante microscopia, el desarrollo de las células del cortex de la raiz
primaria para determinar como se alteran las tasas de proliferacion y diferenciacion celular
debido al estrés i6nico y osmotico en cada uno de los cinco ecotipos.

e Medir la expresion genética de algunos de los factores involucrados en la tolerancia
a estrés osmotico, en el ecotipo de referencia Col-0, y estudiar los polimorfismos de estos
genes presentes en los ecotipos estudiados en este trabajo, en la base de datos de los 1001

genomas de Arabidopsis.
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5. Materiales y métodos

5.1. Material biologico y tratamiento de las semillas

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron 15 ecotipos, de los cuales se
seleccionaron 5 para continuar con el estudio a fondo, (Bu-5, Col-0, Cvi-0, Sg-2 y Sha-1)la
compaiiia Riken BRC nos vendié las semillas de los ecotipos (Sg-2, y Bu-5) que son
propagadas y cuidadas a través del proyecto nacional de Bio-recursos del MEXT, Japon.
Los 3 ecotipos restantes (Col-0, Sha-1 y Cvi-0) fueron proporcionados por la Dra Maria de
la Paz Séanchez del Laboratorio de Genética Molecular, Epigenética, Desarrollo y
Evolucion de Plantas del Instituto de Ecologia UNAM. Las semillas fueron desinfectadas
con una solucién 20% de cloro comercial mas 1ul de Tween 20 (Agdia®) durante 13
minutos en agitacion constante y enjuagadas con agua estéril 4 veces. Posterior a e
desinfeccion, las semillas fueron almacenadas a 4°C durante un lapso que fue de 4 hasta 7
dias en completa oscuridad para sincronizar su germinacion. En todos los casos se
utilizaron cajas de Petri cuadradas de 12 cm con 80ml de medio s6lido para germinar las

semillas y crecerlas en los diferentes tratamientos, detallado en la siguiente secion.

5.2. Medio de cultivo
Se utiliz6 como base mineral el medio de cultivo MS (1962) 0.2X para proporcionar las
condiciones control, se adiciono a este medio con manitol 300mM (Sigma-Aldrich®) para
el tratamiento en condiciones de estrés osmoético y con NaCl 100mM (Sigma-Aldrich®)
respectivamente para inducir estrés salino-osmotico.
El medio MS 0.2X se prepard como se describe a continuacion:
e Sacarosa (Sigma Aldrich) al 1% p/v
e 0.0005g/ml de M.E.S. monohidratado (Sigma Aldrich)
e 0.00088g/ml de M.S (Murashige y Skoog MP Biomédicals).
e Elmedio de cultivo se ajusté a un pH de 5.6 con KOH 1M.
e Para solidificar se afiadid 1% p/v de Agar (Becton Dickinson).
e Se esterilizd en autoclave a 120°C durante 20 minutos

e Finalmente se llenaron cajas de Petri con 80ml de medio de cultivo
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5.3. Condiciones de crecimiento

Las semillas se germinaron y las plantulas crecieron tanto en condiciones control como
en condiciones de estrés en camaras climaticas de cultivo Percival a 24°C con un
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad con una intensidad luminosa de 800 a 1000

luxes, o de 16 a 20 mm/m? de fotones

5.4. Cinética de crecimiento

Después de germinar las semillas y crecer las plantulas en medio MS0.2X durante 5
dias, cuando las raices contaban con una longitud entre 1 y 2 cm, se cambiaron a
condiciones de estrés ionico-osmotico (NaCl 100mM), osmotico (manitol 300mM) y a
condiciones MS (control), para marcar el crecimiento diario en centimetros de la raiz
primaria, se marc6 la longitud radical en la caja a la misma hora, durante 6 dias posteriores
al cambio de medio de cultivo.

Las raices fueron medidas con el Software Fiji Image J (Schindelin et al., 2012) y
graficadas con el software GraphPadPrism (Motulsky et al., 2007). Para seleccionar los 5
ecotipos para trabajar en esta investigacion se cuantificd la disminucion del crecimiento
diario ante situaciones de estrés con respecto a su crecimiento en medio MS in vitro (que
represento las condiciones favorables de crecimiento al 100%).

Posteriormente se realizaron tres replicas biologicas de cinética de crecimiento para
analizar solamente los 5 ecotipos elegidos llegando a una n experimental de mas de 40

plantas para cada una en los 3 tratamientos

5.5. Analisis microscopico de la raiz a 1 dia de estrés

Se analizaron plantulas de 6 dias de edad crecidas in vitro en medio MS por 5 dias y
posteriormente sometidas a 28h en condiciones de estrés osmoético y estrés idnico y
osmotico con sus respectivas plantulas en condiciones control. Después de crecer en los
diferentes tratamientos, las plantas fueron tefiidas con una modificacion al método de
tincion con Pseudo Schiff descrito por Truernit et al. (2008) y las modificaciones de
montaje en portaobjetos reportadas por Dubrovsky et al. (2000) para su posterior analisis.
Con la ayuda de un microscopio Olympus Bx60 se capturaron imagenes en serie del plano

medio longitudinal de la raiz, con énfasis en las células del cortex, y con microscopia
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confocal para observar las células del NCT y de la columela, utilizando el Software Fiji-
Image J. Para cada raiz, se obtuvieron las longitudes celulares del cortex desde el CQ hasta
20 células después del inicio de la zona de maduracion. Estos datos se utilizaron para
identificar como se afectan las tasas de proliferacion y diferenciacion de los diferentes
ecotipos en las dos condiciones de estrés probadas (manitol 300mM y NaCl 100mM).

Se midieron los diferentes parametros celulares que se enlistan a continuacion: 1) el
numero de células en los diferentes dominios, 2) la longitud de cada uno de los mismos 3)
la distancia del centro quiescente al primer pelo radical, 4) los tamafios criticos que
alcanzan las células al salir de cada dominio del RAM y entrar al siguiente. Casi todos éstos
parametros, excepto la longitud de las células completamente alargadas, fueron obtenidos
gracias al algoritmo de multiples cambios estructurales para el analisis de los perfiles de
longitudes celulares en las raices de Arabidopsis reportado por Pacheco-Escobedo et al.
(2016). Para determinar el tamafio de las células completamente alargadas, en condiciones
control y con NaCl, se tomaron las 10 células posteriores a la célula cortical nlimero 6 a
partir de la aparicidon del primer pelo en la epidermis de la raiz. Para el caso de las raices
sometidas a estrés por manitol, se tomaron las longitudes de 10 células posteriores a la
célula 6 al terminar la cicatriz caracteristica de la que hablaré con mas detalle en los

resultados. (Cajero-Sanchez et al., 2018).

5.6. Tincion y fijacion de muestras

El método de Pseudo Schiff consistié en colocar las plantulas en una solucion fijadora
de metanol 50% v/v y acido acético 10% v/v durante 18h a 4°C. Posteriormente, se
lavaron las plantulas cuidadosamente con agua y se aiadié 1ml de Acido periédico 1% v/v
durante 40 minutos a 40°C. Después de un lavado con agua destilada, se incubaron a
temperatura ambiente con Reactivo de Schiff (metabisulfito de sodio 100mM, HCL 0.15N
PI 100png/mol) con KI (yoduro de potasio) por una hora y media. Posteriormente se retir6 el
reactivo y se colocaron las plantulas en 1ml de una solucién de DMSO 2% v/v con glicerol
30% v/v y se dejaron un fin de semana, y posteriormente fueron montadas en portaobjetos

con yoduro de sodio (Nal), donde fueron aclaradas para ser observadas al microscopio.
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5.7. Analisis de microscopia

Las preparaciones de las raices tefiidas se observaron en un microscopio Olympus®
Bx60 adaptado a una camara Evolution MP COLOR Media Cybernetics®, que proyecta las
imagenes a un ordenador mediante el uso del software Image Prolnsight®. Se tomaron
fotografias mas detalladas de los meristemos radicales de las mismas preparaciones
mediante micorscopia confocal. Las fotografias tomadas en ambos microscopios se
analizaron con el Software Fiji Image J® (Schindelin et al., 2012) para cuantificar la
longitud de las células del cortex de la raiz a partir del centro quiescente y el area de las

células de la columela.

5.8. Analisis de PCR tiempo real cuantitativa

Para analizar la expresion de los genes que participan en la respuesta a estrés
osmotico/idnico y estrés osmotico, se obtuvieron entre 160 y 240 plantas por cada réplica
experimental para tres tratamientos (MS, manitol 300mM y NaCl 100mM del ecotipo de
referencia, Col-0). Se crecieron las plantulas durante 5 dias y posteriormente se sometieron
a 24 horas de estrés. El tejido bioldgico utilizado para el analisis de expresion, fue todo el
sistema radical a partir del hipocétilo, recolectado con cuidado para causar el menor estrés
mecanico posible. Las muestras se congelaron en tubos Eppendorf® con nitrogeno liquido
y la extraccion de RNA, se llevo a cabo con el kit de extraccion de RNA Zymo Research®
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, se midi6 la cantidad de RNA obtenido por muestra con un NanoDrop
2000 (Thermo Scientific®), corroborando su integridad y calibrando la cantidad de RNA
en las muestras mediante geles de electroforesis. Se utilizaron las muestras de RNA
calibradas para sintetizar cDNA mediante una reaccion de PCR por duplicado para cada
muestra usando la enzima transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen®), siguiendo las
instrucciones del fabricante y llegando a un volumen final de 20pl.

Para realizar las PCR cuantitativas se utiliz6 el cDNA sintetizado anteriormente a una
concentracion de 5Sng/ul realizando 3 réplicas por cada muestra de cDNA y se hizo la

reaccion de PCR con SYBRGreen Master MIX (Thermo Fisher®). Las corridas se

30



realizaron en un equipo StepOnePlus (Applied Biosystems®) y se dieron 45 ciclos para la
amplificacion de cada gen a probar y 40 ciclos para la amplificacion de los normalizadores
UPL7, PDF2 y RNAH. Los resultados obtenidos fueron analizados con el algoritmo online
Real-time PCR Miner (Zhao y Fernald 2005) y después del analisis de los valores de CT,
la expresion relativa de cada uno de los genes, se calculé usando el método DDCT con el
sofware qBase+ (Biogazelle).

Tabla 1. Oligonucleoétidos utilizados en las RT-PCRs

Nombre del | Locus ATG Nombre del Secuencia 5°- 37
Gen Oligonucleotido
RD29A At5g52310 RD29A PA gF CTGATGAGGTGAAGCCAGAA

RD29A PA gqR | GAGCCAAGTGATTGTGGAGA

CORI15A AT2G42540.2 | CORISA PA gF | AACGAGGCCACAAAGAAAGC
CORI15A PA gR | CCCAATGTATCTGCGGTTTC

AREBI AT1G45249 | AREB1 VR gF | TACACCGTGGAGCTTGAAGC
AREB1 VR gR | TCCGTCTCCTGATTCTTTTGC
LEA4-5 AT5G06760.1 | LEA4.5 VR gF | AGGAAAAGGCGGAGAAGATG

LEA45 VR qR | TTCTGCATCTCAGCTTGATTG

DREB26 | ATIG21910.1 | DREB26 VR _gF | CTCCATTCAATTACTCTCCTC
DREB26_VR gR | CTCCAAAGCGGAATGTCAGC

5.9. Analisis estadistico.
Los graficos mostrados en esta tesis fueron analizados con el software estadistico

GraphPad Prism 5 y Statistics mediante pruebas de ANOVA 1 via con tres niveles (tres
tratamientos) y tres bloques (réplicas experimentales). En los andlisis de cinéticas de
crecimiento se aplico un test de Tukey que nos ayuda para hacer comparaciones en parejas
y contra nuestro modelo de referencia Col-O0.

Para los andlisis de cuantificaciones celulares, se realizo una prueba T no paramétrica de
tipo Mann Withney para detectar significancia en la diferencia de medias. Esta misma
prueba fue realizada para comparar la respuesta de cada uno de los ecotipos ante los 3

tratamientos usados en esta investigacion.
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Se analizaron las é4reas celulares de las células de las diferentes filas de células
diferenciadas de la columela. Este analisis se llevo a cabo con fotografias tomadas con
microscopia confocal, midiendo las células con el software image J, y se realiz6 una
prueba de Barlett de comparacion de varianzas y una prueba de Mann Withney no
paramétrica para comparar las medias entre las medidas celulares de plantas crecidas en

condiciones control (MS) y en estrés osmotico (con manitol 300mM) para cada ecotipo.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Seleccion de ecotipos a utilizar
Para seleccionar los 5 ecotipos utilizados, se realizo un estudio preliminar, llevando a cabo

cinéticas de crecimiento de 15 diferentes ecotipos en condiciones de estrés osmotico por
manitol 300mM vy estrés salino por NaCl 100mM. Es interesante notar que, en condiciones
control, los 15 ecotipos tienen una cinética de crecimiento diferente y terminan con
longitudes radicales que van de casi 4 a mas de 8 centimetros (ver Figura 4); esto suguiere
que hay variaciones naturales en cuanto al crecimiento de la raiz primaria de los diferentes
ecotipos, a pesar de que las semillas utilizadas provienen de plantas que llevan varias
generaciones creciendo en condiciones favorables. También es interesante notar la
plasticidad de cada poblacion natural que se refleja en la variacion en el tamafio final de la
raiz de las diferentes plantas analizadas (Figura suplementaria 1).

Como los ecotipos tienen diferente longitud de crecimiento en la raiz primaria en
condiciones control (MS), para poder hacer comparaciones entre los mismos, se calculo el
porcentaje de crecimiento bajo estrés con respecto a su desempeiio en MS para cada uno de

ellos (Figura 5 y Tabla 2).

Figura 4. Longitud total de la raiz primaria en cm de los 15 ecotipos analizados en el estudio
preliminar bajo condiciones control con medio de cultivo MS 0.2x

33



Figura 5. Porcentaje de crecimiento de la raiz primaria en condiciones de estrés con
NaCl 100mM (marcado en barras color gris oscuro) y 300mM de manitol (barras gris
claro) con respecto a su longitud radicular en condiciones control (100%).

Como se puede ver en la Figura 5 y en la Tabla 2, hay mucha variacion en la respuesta a
las dos condiciones de estrés que aplicamos, siendo la condicidon de estrés i6nico/osmotico
por NaCl la mas severa, excepto en el caso de los ecotipos Cvi-2 WI-0 y Bch-4, que
parecen afectarse mas por e manitol que por el NaCl.

Para entender cudl de los dos tipos de estrés (el estrés osmdtico o el i6nico) es mas
relevante cuando las plantas crecen en 100mM de NaCl, se midid el potencial osmotico de
diferentes concentraciones de manitol (100, 200 y 300mM), de 100mM NaCl y de MS 0.2X
como control. Los medios de cultivo de condiciones control, tienen un potencial osmotico
de -0.135 Mpa, mientras que un medio de cultivo con manitol 300mM tiene un potencial
osmotico de -0.824 MPa, que al ser méas negativo provoca que el agua que se encuentra
dentro de las células se mueva hacia el exterior, y un medio de cultivo con NaCl 100mM
tiene un potencial osmédtico de -0.540MPa (casi lo mismo que un medio de cultivo con
manitol 100mM, cuya presion osmética es de -0.587MPa). Por lo anterior, intuimos que el
estrés provocado por los iones de Na' y el Cl” es muy daiiino para el crecimiento de la raiz
primaria de la mayoria de los ecotipos de Arabidopsis por el estrés de tipo ionico mas que por

un estrés osmotico.
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Tabla 2. Porcentajes de crecimiento de la raiz primaria correspondientes a la figura
5, ordenadas de mayor a menor, para los tratamientos de estrés y las condiciones
control.

Ecotipo | Longitud | Crecimiento en | Longitud | Crecimiento en | Longitud

en MS manitol en NaCl en NaCl
manitol
Bu-5 5.63 cm Bu-5 829, | 4.60 cm Bu-5 51% 3.91cm
Sg-2 7.21 cm Sg-2 71% | 5.10 cm Sg-2 399, 2.84 cm
Sh-0 6.27 cm Sh-0 71% | 4.43 cm Sh-0 38% 1.64 cm

Cvi-0 3.61 cm Cvi-0 83% | 2.03 cm Cvi-0 54%, 0.89 cm

Cvi-2 4.58 cm Cvi-2 44% | 2.01 cm Cvi-2 49% 1.33 cm

Sha-1 5.77 cm Sha-1 599, | 3.40 cm Sha-1 45% 1.76 cm

Col-0 6.95 cm Col-0 63% | 4.37cm Col-0 41% 2.38 cm

WI-0 7.25cm WI-0 44% | 3.20 cm WI1-0 45% 2.80 cm
Bch-4 8.36cm Bch-4 37% | 3.08cm Bch-4 47% 3.29cm
TaO 5.18 cm Ta-0 63% | 3.25 cm Ta-0 32% 1.30 cm
CICBI10 | 4.83 cm CIBC10 | 67% | 3-22 cm CIBC10 | 29% 1.39 cm
SeO 6.03 cm Se-0 520, | 3.12 cm Se-0 22% 0.80 cm
Ove-O |4.34cm Ove-0 539, | 2.28 cm Ove-0 42% 2.58 cm
Fr2 491 cm Fr-2 539, | 2.60 cm Fr-2 27% 1.93 cm
Hr5 3.72 cm Hr-5 62% | 2.30 cm Hr-5 24%, 1.80 cm

En la Figura 5 y en la Tabla 2 podemos notar que, en condiciones de crecimiento
utilizando manitol 300mM, los ecotipos Sg-2 y Cvi-0 se ven menos afectados que el resto
en el crecimiento de la raiz primaria; sin embargo, en esta condicion de estrés, hay ecotipos
cuyas raices se afectaron mucho ante este tipo de estrés, pues tienen un porcentaje de
crecimiento menor al 50% (Cvi-2, Bch-4 y WI-0) un porcentaje muy parecido al que
presentan en estrés por sal (NaCl 100mM)

. En el caso del tratamiento con el estrés por 100mM de NaCl, los ecotipos que menos se
afectaron crecieron entre un 40-50% (Cvi-0 y Bu-5) con respecto al control y los que mas
se afectaron crecieron entre un 20 y un 30% (Fr-2, Hr-5 y Se-0). Esto ya sugiere que,
efectivamente, existen ecotipos cuyo crecimiento de la raiz primaria se ve afectado
diferencialmente en estas dos condiciones de estrés. En los siguientes parrafos vamos a

justificar la seleccion de los 5 ecotipos utilizados.
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El ecotipo Columbia (Col-0,) proveniente de Landsberg Alemania (NASC), tuvo un
desempefio promedio de crecimiento ante condiciones de estrés (Figura 5 y Tabla 2) y por
ello fue utilizado como modelo de referencia para compararlo con el mayor o menor
crecimiento del resto de los ecotipos a los diferentes tratamientos. Esto lo decidimos ya que
ha sido el ecotipo més empleado para estudios de biologia molecular, evolucioén y genética
del desarrollo. Debido a esto tltimo, se tiene bien caracterizada su respuesta ante diferentes
tipos de estrés, a nivel fenotipico, genético, molecular y fisioldgico.

El ecotipo Cvi-0 de las islas Cabo Verde, también fue elegido para continuar con el
estudio porque es el ecotipo en el que se observdo menos afectado el crecimiento de la raiz
primaria en ambos tratamientos de estrés (Figura 5 y Tabla 2). Es un ecotipo
particularmente interesante ya que se ha reportado en la literatura que esta adaptado a
ecosistemas aislados, por pertenecer a una poblacion relicta (Alonso-Blanco et al., 2016)
separado por una barrera de aguas oceanicas que impide el poco flujo génico con otros
ecotipos del continente africano (Lobin 1983). Este ecotipo presenta particularidades
fenotipicas, como el hecho de ser de raiz corta, tener una arquitectura radical distinta a Col-
0 y una capa extra de células iniciales de columela (Aceves-Garcia et al., 2016), ademas
presenta una respuesta estomadtica diferente a la que presenta Col-0, ante diferentes
concentraciones de CO; (Li et al., 2006) debido a que sus células guarda almacenan altas
cantidades de osmolitos, como el malato, el Cl"y el K* (Schroeder and Hagiwara, 1989).
Estos autores reportan que el malato junto con el CI', son los responsables de la apertura
estomadtica y que, cuando se acumulan, se inhibe el cierre estomatico que se activa con el
eflujo de K. Esto indica que este ecotipo posee mecanismos particulares para regular sus
respuestas fisiologicas al ambiente como es, en este caso, el intercambio de gases (Li et al.,
2006). Por otro lado, hay otros estudios que reportan que, bajo diferentes condiciones de
estrés, Cvi-0 acumula altas cantidades de jasmonato, acido salicilico y ABA (Brosché et al.
2010). Esto es interesante ya que el ABA es una hormona clave en la respuesta a estrés por
falta de agua y, el 4cido salicilico, junto con el jasmonato, son compuestos reguladores de
las respuesta ante estrés bidtico y estrés causado por heridas mecanicas (Vivanco et al.,
2005). Este ecotipo posee diferentes estrategias para contender con un ambiente de déficit
hidrico ya que tiene incrementada la expresion de genes en respuesta a ABA en condiciones

de baja humedad con respecto a lo que sucede en Col-0 y regula de manera diferente el
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cierre estomatico bajo éstas condiciones de estrés (Monda et al; 2011). Finalmente este
ecotipo ha sido estudiado en este laboratorio ante las condiciones que se probaran en este
estudio y resultd ser mas tolerante ante estrés osmotico por manitol que el ecotipo Col-0
(Aceves-Garcia et al., 2016)

El ecotipo Bu-5 (de nombre Buchslag), fue colectado en Burgahun Rhén Alemania, y lo
elegimos porque es el segundo ecotipo en donde se afecté menos el crecimiento de la raiz
primaria en condiciones de estrés idonico-osmotico (Figura 5 y Tabla 2). Bu-5 esta reportado
como uno de los 5 ecotipos (de 350) que toleraron altas concentraciones de NaCl (500mM)
en plantas de 3 semanas de edad trasplantadas a sistrato y sometidas a este estrés durante 35
dias (Katori et al., 2010).

El ecotipo Sg-2 proveniente de St.Georgen Alemania, fue colectado a una altitud de 417
metros sobre el nivel del mar en tierras agricolas en donde se han hecho tratamientos con
agroquimicos. Nos parecid un ecotipo interesante para seguir con su caracterizacion
porque, ademas de que fue el tercero que menos se afectd en el tratamiento con manitol y
mostrd una tolerancia media en el tratamiento con NaCl 100mM, es el ecotipo que presentd
la mayor longitud de raiz en los tratamientos de estrés (Figura 5 y Tabla 2).

Finalmente, el ultimo ecotipo que escogimos fue Sha-1 (Shakhdara) que proviene de una
region semiarida de Tajikistan, Asia. Este ecotipo fue colectado en una regioén cercana a
rios y, a pesar de que el sitio donde fue colectado tiene una precipitacion media de 900mm
en primavera y en verano escasea la lluvia, se reporta en la literatura que no tiene un
periodo de floracion bien establecido. Ha sido caracterizado como de floracion temprana
por Johanson et al. (2000) pero, por otro lado, este ecotipo crece en sitios en donde se
presenta la temperatura ambiental més alta y la segunda mas baja en el afio, respecto al
resto de los ecotipos. Sha-1 fue un ecotipo en el cual el crecimiento de la raiz primaria se
afecta menos en NaCl que en manitol, como si fuera tolerante a estrés salino (Figura 5y
Tabla 2). Sin embargo, es interesante estudiarlo ya que la ubicacion geografica de donde
fué colectado, presenta fluctuaciones climaticas abruptas a lo largo del afio. Finalmente, es
el tinico ecotipo disponible proveniente de Asia.

Tomando en cuenta que cada ecotipo esta adaptado a las condiciones ambientales del
entorno donde fueron colectadas sus semillas, las condiciones adecuadas para el desarrollo

reproductivo son distintas y los tiempos de floracion varian ligeramente entre ecotipos. Esto
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se ha visto reflejado en la regulacion especifica de diferentes genes que responden a
condiciones externas e internas y que regulan la transicion del meristemo vegetativo a
meristemo de inflorescencia (Simpson y Dean, 2002). Esta reportado que los ecotipos Cvi-0
y Sha-1 son de floracion temprana ya que tienen una delecion del gen de FRIGIDA, (FRI),
que es un gen que estd implicado en la determinacion del tiempo de floracion por
vernalizacion debido a que induce a FLOWERING LOCUS C (FLC) y FLC es un FT que
reprime la expresion de dos genes que promueven la floracion (FT y SOC1) (Johanson et

al., 2000).

Figura 6. Fenotipo de la parte aérea de los 5 ecotipos en etapa de floracion con 26 dias de edad. Se
pueden ver diferencias en la morfologia de las hojas de roseta dependiendo del ecotipo.

En la Figura 6 se puede observar la diferencia fenotipica en las hojas de roseta de los 5
ecotipos utilizados; Bu-5, Col-0 y Sg-2 tienen las hojas mas redondeadas que las de Cvi-0 y
Sha-1. Por otro lado, Sg-2 es el ecotipo que tiene las hojas mas largas y, en una amplia
roseta y Sha-1 presenta las hojas de roseta mas delgadas. En la figura 7 se encuentran las

localizaciones geograficas de los ecotipos utilizados.

Figura 7. Distribucion geografica de mas de 7000 ecotipos de Arabidopsis thaliana. En rojo
se muestra la distribucion geografica de la especie y en puntos amarillos el sitio de origen de
los ecotipos utilizados (Modificado de Kridmer y Hagemann. 2015).
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6.2. Condiciones ambientales y distribucion geografica de los 5

ecotipos.

Como se puede ver en la Tabla 3, el ecotipo proveniente del lugar con mayor precipitacion

anual es Sg-2, seguido por Col-0, Bu-5 y Sha-1 y Cvi-0 que es el ecotipo que crece en

lugares con menos precipitacion. Con respecto a las condiciones de humedad relativa en los

sitios de colecta, podemos ver que Bu-5 proviene de la zona de mayor humedad (78.41%),

seguido por Sg-2 (76% ), Cvi-0 (75%), Col-0 (70%) y Sha-1 (54%).

Tabla 3 Condiciones climaticas anuales de los sitios en donde naturalmente crecen los ecotipos utilizados para
este estudio. Coordenadas obtenidas de TAIR e informacién climatica de http://worldclim.org/version2 humedad
relativa de http://www.fao.org/nr/water/aquastat/quickwms/climate.htm

Ecotipo

Bu-5

Col-0

Cvi-0

Sg-2

Sha-1

Origen  Coordenadas

Burghaun/
Rhon

Alemania

Columbia
Landsberg,

Alemania.

IslasCabo
Verde

St.Georgen/

Alemania

Tajikistan

50.5°N,
9.5°E

250msnm

47.984°N
10.8719°E

200msnm

15.110°N,
23.610°0

1200msnm

47.667°N,
9.5°E

250msnm

38.500°N,
68.350°E
3400msnm

Precipitacion

936
mm/afo

1011

mm/ano

281
mm/afio

1029

mm/afo

454

mm/afio

Humedad

Relativa

78.41%

69.5%

75%

76%

54.13%

Temp

minima

-0.8°C

-1.1°C

20.4°C

0.4°C

Temp

maxima

16.7°C

16.8°C

24.6°C

18.8°C

27.1°C

Fotografia GPS
Localidad.
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Ademas, las condiciones ambientales por mes, indican que el sitio en donde crece el
ecotipo Sha-1 es el que tiene menor humedad relativa ambiental ya que, de Mayo a
Octubre, disminuye tanto la humedad relativa como las precipitaciones. Finalmente, y a
pesar de que el sitio donde se colectd Cvi-0 no tiene mucha precipitacion de agua, la
humedad relativa es alta durante todo el afio, (aproximadamente de un 75%) y posiblemente

esto influya en su tolerancia ante un estrés i6nico-osmotico y osmotico (Figura 8).

Figura 8. Condiciones ambientales (humedad relativa, precipitacion y temperatura) de los sitios
donde fueron colectados los 5 ecotipos utilizados. La precipitacion estd dada en mm/mes
representada con barras de diferentes colores que corresponden a cada uno de los ecotipos. La
humedad relativa y la temperatura en °C estan graficados con lineas; los meses que corresponden a
la primavera estan marcadas con el rectangulo negro.

Se sabe que la mayoria de los ecotipos de Arabidopsis son de floracion anual y que ésta
ocurre durante los meses de Marzo, Abril y Mayo (Kramer, 2015). Por este motivo, y a
pesar de que las condiciones ambientales varian durante todo el afio, lo que ocurre durante
esos meses es de vital importancia para la sobrevivencia y reproduccion de esta planta, por
lo que se decidié poner una tabla adicional con la informacién de la humedad relativa y la
precipitacion de esos meses (Tabla 4). Como en el rectangulo negro de la Figura 8, durante

estos meses la humedad relativa de todos los ecotipos es alta y las precipitaciones
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relativamente abundantes a excepcion del sitio en donde crece Cvi-0 que durante casi todo

el afio es normal que se mantenga cercana a cero. Por otro lado y como se puede ver en el

Tabla 4, las condiciones de crecimiento en donde se encontraron estos 5 ecotipos son

contrastantes tanto en la temperatura, que va de 7.56°C (para el ecotipo Bu-5) hasta 21°C

(para el ecotipo Cvi-0) como en la precipitacion, que va de 0 mm/mes (para el ecotipo Cvi-

0) a 82 mm por mes (para el ecotipo Sg-2). También es interesante notar que la humedad

relativa no varia tanto en estos sitios de crecimiento aunque cabe destacar que el ecotipo

Cvi-0 se colecto en el sitio en donde la humedad relativa es la mas alta durante todo el afio,

pero la precipitacion es la mas baja lo cual podria compensar la disponibilidad de agua en

este sitio.

Tabla 4. Promedio de la precipitacion, humedad relativa y temperatura durante la primavera en

zonas de colecta

de los 5 ecotipos

''worldclim.org/version2

Ecotipo
Bu-5
Col-0
Cvi-0
Sg-2
Sha-1

estudiados.  Datos

Precipitacion Humedad relativa

67mm/mes
79mm/mes

Omm/mes
82mm/mes

73mm/mes

72.8%
71.3%
74.7%
69.7%
59.6%

provenientes  de:

Temperatura
7.56°C

7.5°C

21.8°C

9.4°C

13.16°C
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6.3. Respuesta de la raiz en condiciones control

Los resultados de los andlisis de crecimiento de la raiz primaria aqui mostrados se
derivan de tres replicas experimentales. Las graficas que muestran estos resultados se
encuentran en las Figuras suplementarias 3, 5 y 7. Por otro lado, las fotos de todas las
cinéticas de crecimiento que se utilizaron en los analisis presentados en esta tesis se
encuentran en las Figuras suplementarias 2, 4 y 6.

La cinética de crecimiento de las raices crecidas en condiciones control, se muestran en
la Figura 9. Podemos observar que Sg-2 es el ecotipo que presenta la raiz primaria mas
larga oscilando entre los 8 y los 9 cm en condiciones control a 11 dias post siembra (dps).
En contraste, el ecotipo de raiz primaria mas corta es Cvi-0 que, en condiciones control,
alcanza como méximo los 6 cm, pero su promedio se mantiene en 4.66 cm a los 11 dps. Por
otr lado, Sha-1, Bu-5 y Col-0 presentan longitudes que varian de los 6.5 a los 8 cm (Figura
9). Finalmente, se obtuvo un promedio de longitud de las raices medidas en condiciones
control para los tres ensayos a los 11 dps y, de mayor a menor son: Sg-2 (8.0cm), Col-0
(6.95cm), Bu-5 (6.96cm), Sha-1 (6.76cm) y Cvi-0 (4.7cm) ademads el coeficiente de
correlacion lineal R? al ser cercano a cero nos indica que las tendencias lineales graficadas

son consistentes con la variedad de puntos medidos.

Figura 9. Cinéticas de crecimiento para plantas con 5 dias de edad mas 6 dias de tratamiento
en medio MS, 3 réplicas. Los experimentos se analizaron con una ANOVA P<0.001. En el
recuadro de la derecha abajo se marca el nimero de plantas utilizadas para cada ecotipo y el
coeficiente R?
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Los fenotipos de las plantulas crecidas en condiciones control se muestran en la Figura
10 y podemos ver que el ecotipo Cvi-0 tiene la parte aérea mas pequefia y se caracteriza
porque la raiz crece inclinada y es significativamente mas corta que la de los otros ecotipos.
Por otro lado, el ecotipo Sg-2 se caracteriza fenotipicamente por tener una parte aérea un
poco mas grande que el resto de los ecotipos ademas de una raiz primaria mas larga.

Mediante el monitoreo del crecimiento de la raiz primaria cada 24h, obtuvimos la tasa de
crecimiento diario durante los 6 dias de tratamiento en mm/dia. En medio MS, el
crecimiento de la raiz primaria por cada dia de cultivo incrementa de manera exponencial
conforme pasan los dias, aunque todos los ecotipos presentan la misma tendencia
ascendente en el crecimiento, el ecotipo Cvi-0 tuvo una tasa de crecimiento

significativamente menor que Col-0 (ver Figura 11)

Figura 10. Fenotipos representativos de plantulas de los 5 ecotipos estudiados en este trabajo
durante 11 dias crecidos baio condiciones control con medio de cultivo MS 0.2X.
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Figura 11. Tasa de crecimiento de plantulas de los 5 ecotipos durante 24 horas en tres diferentes
momentos de la curva de crecimiento en medio MS 0.2X (control). El analisis de ANOVA se us6
con una P<0.001 (***), P<0.01 (**) y P<0.05 (*) y se hizo con respecto al ecotipo de referencia
Col-0.

6.3.1. Respuesta de la raiz a nivel microscopico ante condiciones control

En condiciones control de crecimiento se puede observar una clara tendencia al aumento
de la longitud celular conforme uno se va alejando del CQ (ver Figura 18). La parte inicial
de la curva no muestra diferencias en las longitudes celulares ya que las células del dominio
de proliferacion del RAM no varian tanto de tamafio (s6lo lo duplican antes de dividirse y,
el tamafio promedio de éstas células es de 5-10 pm) (ver Figura 18). Después del dominio
de proliferacion, se encuentra el dominio de transicion en donde ya hay un incremento en la
longitud celular. Terminando la zona meristematica, encontramos la zona de elongacion
(ver en la Figura 18 las flechas para cada ecotipo) en donde se puede distinguir que hay un
aumento exponencial en la longitud de las células. Finalmente, las células llegan a una
longitud maxima de 150-200um en la zona de maduracion (aunque este valor oscila en los
diferentes ecotipos) que se puede ver en la Figura 18, en donde ya no hubo un cambio en el

tamafio de las mismas.
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Figura 18. Longitudes celulares de la fila de células del cortex a partir del CQ en condiciones
control. La parte del RAM comprende tanto el dominio de proliferacién (que esta en color verde)
como el dominio de transicion (el final de este dominio estd indicado con flechas). Posteriormente
se encuentra la zona de elongacion y, donde se acuesta la curva de crecimiento, la zona de
maduracion. En el recuadro de la derecha abajo se marca el nimero de plantas utilizadas para cada
ecotipo.

Con éstos datos de longitudes celulares se usé un algoritmo (Pacheco-Escobedo et al.,
2016) para obtener diferentes parametros de cuantificaciones celulares que nos permiten
identificar como se afectan los dos parametros que influyen en el crecimiento de la raiz
primaria (tasa de proliferacion y de diferenciacion celular). Cuando hacemos una
comparacion entre ecotipos encontramos que el ecotipo Cvi-0 tiene menos células en el
RAM que los otros ecotipos y la diferencia es estadisticamente significativa inicamente
con respecto a Sg-2, (ver Figura 19a) debido a que tiene pocas células en su dominio de
proliferacion (Ver figura suplementaria 8b); sin embargo, el tamafio de su meristemo es
igual que el de todos los ecotipos debido al nimero de células presentes en el dominio de
transicion, y el tamafio en micrometros del TD (Ver figura suplementaria 8c y 8e). Por otro
lado, los ecotipos Bu-5 y Cvi-0 tienen las células totalmente alargadas més cortas mientras
que Col-0 y Sg-2 las tienen estadisticamente iguales. Finalmente, encontramos diferencias
significativas entre ecotipos en cuanto al nimero de células a partir del CQ, a la que
aparece el primer pelo radical; las células de la epidermis de los ecotipos Sg-2 y Sha-1 se

diferencian mas lejos del CQ que Col-0, y en Cvi-0 hay una diferenciacion de las células de
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la epidermis mas cercanas al mismo, entre los ecotipos Sg-2 y Cvi-0 la diferencia de medias
es mayor que respecto a Col-O(ver Figura 19).

El resto de los datos medidos presentan una gran variaciéon poblacional, pero la
significancia estadistica no es la suficiente para que los valores de las medias sean

diferentes entre ecotipos (ver Figura Suplementaria 8)

(a) (b) (©)

Figura 19. Parametros celulares cuantitativos de raices de los cinco ecotipos crecidas en condiciones
optima de crecimiento. a) Numero de células en el RAM, b) Longitud de las células diferenciadas
totalmente alargadas, ¢) Ntimero de célula a partir del CQ a la que aparece el primer pelo radicular. Se hizo
una prueba T de tipo Mann Whitney, los asteriscos indican diferencia significativa respecto a Col-0, las
diferencias entre otros ecotipos estan sefialadas con una barra que une los ecotipos involucrados. P<0.05
(*)P<0.01 (**), P<0.001 (***) la longitud de las barras en cada grafico indica los valores minimos y
maximos de la muestra. n= indicada en el recuadrode la figura 18.
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6.4. Respuesta de la raiz ante estrés por manitol

(a) (b)

Figura 12. a) Cinéticas de crecimiento de plantulas de 5 dias transferidas por 6 dias a medio
adicionado con manitol 300mM. Se utilizo6 ANOVA con una P<0.001. En el recuadro de la derecha
abajo se marca el nimero de plantas utilizadas para cada ecotipo. b) Porcentaje de crecimiento de la
raiz de cada ecotipo en medio adicionado con manitol 300mM respecto a su crecimiento en
condiciones control, producto del promedio de una n experimental mencionada en el recuadro de a) y
con barras de error.

Para analizar el impacto del estrés osmotico a nivel fenotipico tomamos una fotografia
representativa de lo observado en los tres ensayos experimentales realizados (Figura 13).
Como se puede ver en esta Figura, la parte aérea de 4 de los ecotipos tiene un cambio de
coloracion en las hojas que va de verde a un tono morado y amarillo que podria representar
que la parte aérea no esta recibiendo el aporte de nutruientes del medio de cultivo por
efecto de la situacion de estrés que representa la presencia de altas concentraciones de
manitol en el medio. Es interesante notar que, en el ecotipo Cvi-0, las hojas se siguen
viendo verdes sugiriendo que ésta planta no percibe, como una condicion de estrés, el

medio en el cual esta creciendo.
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Figura 13. Fenotipos observados en las plantulas de los ecotipos crecidos en medio de cultivo
adicionado con manitol 300mM. Las plantulas se crecieron por 5 dias en condiciones control
y se transfirieron 6 dias al tratamiento de estrés.

En las figuras anteriores se observa cémo se afecta el crecimiento y la tasa de
crecimiento de la raiz primaria cuando las plantas se crecen en un medio con estrés
osmotico (300mM de manitol). En estas condiciones de estrés, la velocidad de crecimiento
disminuye en lugar de aumentar como sucede cuando estin creciendo en condiciones
control de crecimiento; este patrén se observa en cuatro de los cinco ecotipos ya que, en
Sha-1, hay una ligera recuperacion, que no es significativa, en la tasa de crecimiento del dia
5 al 6 de tratamiento (ver Figura 14a). Ademas, y con respecto al porcentaje de la tasa de
crecimiento presentado en la Figura 14b, podemos decir que se sigue el mismo patréon que
encontramos en las cinéticas de crecimiento para los 5 ecotipos (ver Figura 12b) ya que el
ecotipo Cvi-0 es el que presenta una velocidad de crecimiento mayor al final del
tratamiento y Sg-2 es el ecotipo que se ve mas afectado al final de este.

El tratamiento de estrés osmotico en donde se adiciona al medio MS 0.2X manitol
300mM, restringe significativamente el crecimiento de la raiz primaria provocando que la
longitud de la misma solo llegue a un 50%, en promedio, con respecto al crecimiento en
condiciones control. Por consiguiente, se puede observar que las cinéticas de crecimiento
difieren poco entre si, y disminuye la pendiente (Figura 12a). Las plantas del ecotipo Sg-2
sometidas a este tipo de estrés siguen teniendo la raiz primaria mas larga y el ecotipo Cvi-0

la raiz mas corta; sin embargo, cuando se analizan los porcentajes de crecimiento con
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respecto al control, se puede ver que la situacion de estos dos ecotipos se invierte siendo el
ecotipo en el que se afecta menos el crecimiento de la raiz primaria Cvi-0 y el que se afecta
mas Sg-2 (Figura 12b). Los otros tres ecotipos (Col-0, Sha-1 y Bu-5) tienen un porcentaje
de crecimiento muy parecido e intermedio entre Cvi-0 y Sg-2. Para estimar el efecto del
tratamiento con manitol en la longitud de la raiz primaria de los diferentes ecotipos, se
obtuvo el porcentaje de crecimiento en este tratamiento respecto al desempeio radical en

condiciones control (que seria el 100%).

(a) (b)

Figura 14. a) Tasa de crecimiento de la raiz primaria en mm/dia. Se utiliz6 una ANOVA para los
analisis estadisticos con una P<0.001 (*¥**), P<0.01 (**) y P<0.05 (*) respecto a Col-0. b)
Porcentaje de la tasa de crecimiento en manitol comparada con los valores obtenidos en
condiciones control del dia 5 al dia 6 de tratamiento.

6.4.1. Respuesta de la raiz a nivel microscopico.

A continuacidn se mostraran los datos obtenidos al llevar a cabo el andlisis cuantitativo
de células del cortex desde el CQ hasta 20 células después del primer pelo en cada una de
las condiciones de crecimiento probadas.

Se realizaron las mismas mediciones en las raices tratadas con manitol 300mM por 24h.
Los resultados se muestran en la Figura 20a, donde se observan los promedios de las
longitudes de las células del cortex de las raices de los cinco diferentes ecotipos desde el

CQ hasta 80-90 células dependiendo del ecotipo, en el recuadro de esta misma figura se
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encuentra la cantidad de plantas utilizadas, que son las mismas raices a las que se les aplico
el analisis del algoritmo de Pacheco-Escobedo.

Si se comparan estos datos con los que se presentaron para las longitudes celulares en
condiciones control (ver Figura 18) se puede ver que hay un dominio de proliferaciéon mas
corto (sombreado en color verde). Ademas, en todos los ecotipos se puede observar una
curva descendente después de, aproximadamente, la célula 40, que estd indicando una zona
de células con menor longitud y que se encuentra resaltada en la Figura 20 con una sombra
de color azul. En nuestro laboratorio le hemos denominado a esta region, la zona de la
"cicatriz", que se encuentra entre el dominio de transicion celular y la zona de elongacion.
La cicatriz se presenta siempre que las raices se crecen en una concentracion alta de un
osmolito (tanto manitol como NaCl) y las células de la misma se caracterizan porque se
ensanchan adquiriendo una forma mas cuadrada que cilindrica (que es la que normalmente
tienen las células de la raiz en esa zona). Las células de la cicatriz miden entre 20 y 50um
y, aunque el fenotipo de la cicatriz varia dependiendo del ecotipo, tiene una forma
caracteristica con pelos radicales que se puede ver en la Figura 20b. Finalmente, hemos

observado que la cicatriz esta seguida por una zona de células sin pelos.

(a) (b)

(c)

Figura 20. a) Longitudes celulares de la fila de células del cortex a partir del CQ hasta la célula 87.
En condiciones de estrés es mas dificil delimitar las diferentes zonas y dominios de la raiz por lo que
unicamente estamos destacando en verde el dominio de proliferacion y en azul la zona de la cicatriz.
b) Imagen de la zona donde aparece la cicatriz en una rafiiz del ecotipo Bu-5 sometido a condiciones
control b)Imagen de una cicatriz caracteristica que se genera en plantulas (correspondiente al ecotipo
Bu-5) que estan sometidas a un tratamiento de 24 horas en medio de cultivo MS 0.2X adicionado con
manitol 300mM.
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Haciendo un analisis del sitio en donde se observa y del niumero de células que
conforman la cicatriz, encontramos que la cicatriz del ecotipo Sg-2 se encuentra mas
retirada del CQ, y esté significativamente mas lejos del RAM que en Cvi-0; a su vez esta
ultima tiene la cicatriz mas cerca del RAM que Col-0. Por otro lado, la cantidad de células
que tiene la cicatriz oscila entre 7 y 22 para todos los ecotipos analizados y aparece en la
célula namero 50 o 60 a partir del CQ dependiendo del ecotipo que se esté estudiando. El
numero de células en la cicatriz es significativamente diferente solo entre los ecotipos Bu-5
y Cvi-0 y no varia entre los ecotipos Col-0, Sha-1 y Sg-2 (ver Figuras 21y Suplementaria
9).

Como se puede ver en las Figuras 22 y 23, se redujo considerablemente la variabilidad
de la respuesta tanto en la longitud de la raiz primaria como en casi todos los parametros de
cuantificaciones celulares de las raices de plantulas de diferentes ecotipos crecidas bajo

éstas condiciones de estrés osmotico.

(a) (b)

Figura 21. a) Célula, contada a partir del CQ en donde se inicia la cicatriz de plantulas crecidas en
manitol 300mM de cada uno de los 5 ecotipos. b) Numero de células en la cicatriz, empezando con
aquella célula que es cuadrada y mide mas de 200 /m y menos de 50 'm. Se hizo una prueba T de
tipo Mann Whitney para llevar a cabo los analisis estadisticos y los asteriscos indican la diferencia
significativa sefialada con una barra que une los ecotipos involucrados. P<0.05 (*)P<0.01 (**),
P<0.001 (***), la longitud de las barras en cada grafico indica los valores minimos y maximos de
la muestra. n= indicada en la figura 20
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Por otro lado, todos los ecotipos presentaron una disminucion promedio de 41% en el
numero de células de la zona del meristemo cuando las plantas crecieron en una condicion
de estrés osmotico; ademas, en estas condiciones de crecimiento, el tamafo de esta zona
disminuy6 aproximadamente en un 58% respecto a su crecimiento en MS0.2X (ver Tabla

5).

(a) (b) (c)

(d) (e) 09

Figura 22. Cuantificaciones celulares de la raiz de plantulas crecidas en manitol_300mM de los
cinco ecotipos. Longitud en pm del a) RAM; b) Dominio de Proliferacion; ¢) Dominio de
transicion; Numero de células en el d) RAM; e) Dominio de Proliferacion y f) Dominio de
transicion. Se hizo una prueba T de tipo Mann Whitney para llevar a cabo los analisis estadisticos,
los asteriscos indican diferencia significativa respecto a Col-0 P<0.05 (¥)P<0.01 (**), P<0.001
(***)]a longitud de las barras en cada grafico indica los valores minimos y maximos de la muestra.
n=indicada en la figura 20

En la Figura 22 se muestran las diferencias entre ecotipos en el nimero y longitud de las
células del RAM vy de sus dominios. Podemos ver en las Figuras 22a y 22d que Cvi-0 tiene
el meristemo mas pequefio y con menos células debido al tamafio y cantidad de células
presentes en el dominio de proliferacion; por otro lado en la Figura 22d vemos que Bu-5 y
Sg-2 tienen mas células que Col-0, mientras que Sha-1 y Col-0 no son significativamente
diferentes entre si.

También, se calcularon los tamafios criticos que alcanzan las células al pasar del PD al

TD. Como se puede ver en el la Tabla 5 y en la Figuras 23a y b, Cvi-0 es el ecotipo que
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presenta las células més cortas al salir del dominio de proliferacion sugiriendo que sus
células entran mas rapido al dominio de transicion. De manera interesante observamos que
el tamafio critico de las células de plantulas crecidas en condiciones de estrés osmdtico que
salen del dominio de transiciéon a la zona de elongacion, si se ven afectadas si las
comparamos con el tamafio critico observado en las plantas crecidas en condiciones control
(ver Tabla 5).

Encontramos en la Figura 23c, Cvi-0 y Bu-5 tienen las células diferenciadas
significativamente mas cortas que Col-0, mientras que Sha-1 y Sg-2 no tienen diferencias
significativas entre si. En la figura 23d se observa mas detalladamente la distancia en
nimero de células a partir del CQ a la que aparece el primer pelo radical en manitol
300mM. Los resultados estadisticos muestran que en el ecotipo Sg-2 aparece mas lejos el
primer pelo que en Col-0 y los ecotipos Bu-5, Cvi-0 y Sha-1 son estadisticamente iguales al

ecotipo Col-0

Tabla 5. Se muestra el porcentaje de disminucion del nimero de células y del tamafio en el RAM vy sus diferentes

dominios bajo el tratamiento con manitol 300mM respecto a sus condiciones control. Ademads, se puede ver el

porcentaje de disminucion en los tamafios criticos de las células al transitar de PD a TD, y de TD a ZE, la distancia

del CQ al primer pelo y el tamafio de las células completamente alargadas en manitol con respecto a las condiciones

control en MS. Cada color representa un ecotipo y estan ordenados de los mas afectados (hasta arriba) a aquellos

menos afectados (hasta abajo) Los datos con asterisco indican un aumento en el parametro medido bajo condiciones

de estrés.
Ecoti | Numero de | Tamaiio | Numero Tamafio | Nimero | Tamafio Tamafio Tamafio Distancia | Tamafio de
pos células en del de células del PD de del TD critico critico del QC al las células
el RAM RAM en el PD células PD-TD TD-EZ primer completam
en el TD pelo ente
alargadas
Cvi-0 47.26 68.1% 54.25% | 64.4% 21.1% 71.3% 29.6% 71.0% 40.7% 18.8%
Col-0 44.20 66.9% 53.64% 61.4% 6.7% 70.9% 27.8% 70.6% 40.0% 12.6%
Sha-1 4533 55.4% 51.50% | 53.5% 4.7% 58.2% 26.9% 69.9% 29.9% 9.8%
Sg-2 38.11 54.4% 48.29% 51.8% *2.9% 57.4% *2.6% 63.2% 29.4% 7.3%
Bu-5 33.52 48.7% 42.42% 49.8% *7.4% 45.7% *5.7% 55.5% 28.7% 5.1%
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 23. Cuantificaciones celulares de la raiz primaria de plantulas creciendo en manitol 300mM
a) Longitud maxima alcanzada por las células que salen del dominio de proliferacion, b) Longitud
maxima de las células que salen del dominio de transicion, ¢) Tamafo de las células completamente
alargadas y d) Numero de célula, a partir del CQ, en donde aparece el primer pelo radicular. Se
hizo una prueba T de tipo Mann Whitney para llevar a cabo los analisis estadisticos y los asteriscos
sin barras indican diferencia significativa respecto a Col-0; por otro lado, las diferencias entre los
otros ecotipos estan sefialadas con una barra que une los ecotipos comparados. P<0.05 (*)P<0.01
(**), P<0.001 (***).1a longitud de las barras en cada grafico indica los valores minimos y maximos
de la muestra. n= indicada en la figura 20
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6.4.2. Analisis de microscopia confocal

Debido a que se disminuia el nimero de células en el meristemo en nuestras condiciones

de estrés probadas en este trabajo y a que el tamafio del RAM se puede alterar por el

numero de células que entran al dominio de proliferacion, decidimos analizar la morfologia

del NCT en nuestras condiciones de estrés.

Figura 32. a) Fotografias de microscopia confocal de las puntas de la raiz de los 5
ecotipos utilizados en este trabajo en condiciones control y en manitol 300mM. b)
Cuantificaciones de diferentes parametros de las células de la columela, el
numerador indica el niimero de raices en donde se observa el fenotipo y el
denominador el numero de raices analizadas.
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Como se puede ver en la Figura 32, todos los ecotipos mostraron diferencias fenotipicas
en cuanto a la organizaciéon y la forma de las células de la columela comparando el
tratamiento con estrés con condiciones control. También se puede ver que las células
diferenciadas de la columela de las plantas control son rectangulares, alargadas y
uniformes; en cambio, las células de la columela crecidas en condiciones de estrés osmotico
se ven mas anchas y, en algunos casos, con desarreglos evidentes. Para confirmar lo
observado cualitativamente, se midieron las areas celulares de cada fila de la columela para
todos los ecotipos en ambos tratamientos (ver Figura 33).

Debido a la dificultad en analizar las filas de células de la columela en condiciones de
estrés osmotico, se realizd una prueba estadistica de Bartlett a las poblaciones celulares de
cada ecotipo para comprobar si tenian realmente la misma varianza entre ellas. El resultado
de todas las comparaciones de varianzas de Bartlett realizadas fueron positivos; es decir, la
varianza de las areas celulares de la columela en las raices con manitol fue mayor a la
varianza del area celular de células de columela en MS para casi todos los ecotipos, excepto
para Sg-2 que tuvo varianzas casi idénticas en ambos tratamientos. También se realiz6 una
prueba de comparacion de medias no paramétrica de Mann Whithney para comprobar que
las células de la columela bajo estrés por manitol tiene areas mayores que las células de la
columela en MS, porque la distribucion de los datos obtenidos de areas celulares se
comportaban de manera no-normal segin la prueba de Bartlett Los resultados que fueron
significativamente diferentes se muestran con asteriscos en las graficas de la Figura 33.
Finalmente, se hizo un analisis por filas y vimos que, en la fila 5 de la columela, el aumento

de area celular fue estadisticamente significativo para todos los ecotipos (Figura 33b).
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Figura 33. a) Grafico que muestra el area de las células de todas las filas de la columela para cada
ecotipo en condiciones control y estrés osmético con manitol 300mM. b) Areas celulares de la quinta
fila de la columela de cada ecotipo. Para llevar a cabo el analisis estadistico, se llevo a cabo una prueba
de Bartlett y los asteriscos representan diferencias en las comparaciones de medias ANOVA de una via
P<0.05 (*)P<0.01(**), P<0.001 (***).

En cuanto a la organizacion y tamafio de las células de la columela en condiciones de estrés
por manitol, se observaron diferencias estructurales en todos los ecotipos, ya sea un
aumento en el drea celular de la columela o una desorganizacion de las filas que la
conforman. Este dato nos parece muy interesante porque la estructura del apice de la raiz
estd delimitada por factores fisicos y quimicos que regulan la proliferacion y diferenciacion
celular (Barrio et al 2013) por lo que es probable que el cambio en la organizacion de la
misma se deba a presiones mecanico-elasticas como consecuencia del estrés osmotico del
medio (Uyttewaal et al., 2012). Sin embargo, hace falta mas investigacion al respecto pues
lo presentado en esta tesis es solo un primer acercamiento de los efectos del estrés osmotico
sobre la estructura de las células de la columela.

Los ecotipos Cvi-0 y Sg-2 mostraron diferentes estrategias para contender ante el estrés
osmotico por manitol, sin embargo provienen de lugares con condiciones ambientales muy

diferentes.
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6.5. Respuesta de la raiz ante estrés por NaCl

Se realizaron analisis de cinética de crecimiento para evaluar el desempefio radical de
los ecotipos en medio de cultivo adicionado con NaCl 100mM (Figura 15a). Al igual que lo
que observamos en el tratamiento con manitol 300mM, el ecotipo Sg-2 obtuvo la mayor
longitud radical mientras que el ecotipo Cvi-0 presentdé una longitud radical
significativamente menor al resto de los ecotipos en estas condiciones de estrés. Las
longitudes alcanzadas en este tratamiento fueron ain menores que con el tratamiento de
manitol 300mM debido al estrés generado por los iones Na“ y CI (ver apartado de
Seleccion de Ecotipos a utilizar). Para observar el impacto del tratamiento por NaCl en las
plantas, también se analizaron los porcentajes de crecimiento de la raiz primaria respecto a
su longitud en condiciones control sin estrés (Figura 15b). En este caso, se afecto el
crecimiento de la longitud de la raiz de manera muy similar en los ecotipos Col-0, Cvi-0 y
Sg-2 (los dos ultimos habian sido reportado como sensibles a NaCl 500mM en plantas
adultas (Katori et al., 2010). Por otro lado, el ecotipo en donde se afecta mas el crecimiento
de la raiz primaria cuando se crece en NaCl, es Bu-5, que estaba reportado por el mismo
estudio de Katori et al. (2010) como uno de los ecotipos tolerantes a estrés provocado por
NaCl.

En la Figura 16 se muestra una fotografia con los fenotipos representativos de los
diferentes ecotipos sometidos al tratamiento de estrés salino/osmoético con NaCl 100mM.
Se puede ver que hay una drastica reduccion del tamafio de la raiz primaria respecto al
crecimiento observado en el tratamiento control (comparar con la Figura 10).
Curiosamente, el ecotipo en donde se afecta mas el crecimiento de la raiz primaria en
medio con NaCl 100mM fue Bu-5 (uno de los 5 ecotipos reportados que resisten S00mM
de NaCl). Se puede ver en la Figura 16 que este estrés afecta, ademads, el crecimiento de

raices laterales y la viabilidad de las hojas del ecotipo Cvi-0.
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(a) (b)

Figura 15. a) Cinéticas de crecimiento de plantulas de 5 dias transferidas por 6 dias a medio
adicionado con NaCl 100mM. Se utilizo6 ANOVA con una P<0.001. En el recuadro de la derecha
abajo se marca el numero de plantas utilizadas para cada ecotipo. b) Porcentaje de crecimiento de la
raiz de cada ecotipo en medio adicionado con manitol 300mM respecto a su crecimiento en
condiciones control, producto del promedio de una n experimental mencionada en el recuadro de a)
y con barras de error.

Por otro lado, la raiz en donde se afecté menos el crecimiento de la raiz primaria por el
tratamiento con NaCl fue la de Col-0 que presenta raices laterales al igual que el ecotipo
Sg-2. Finalmente, tanto Sg2 como Bu-5 mantuvieron hojas verdes hasta el final del
tratamiento (ver Figura 16).

En general, el tratamiento con estrés i0nico-osmoético provoco tanto un enroscamiento en
los cotiledones como en las primeras hojas verdaderas asi como una pérdida de coloracion

verde que varia dependiendo de la sensibilidad de los ecotipos.
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Figura 16. Fenotipos observados en las plantulas de los ecotipos crecidos en medio de cultivo
adicionado con NaCl 100mM. Las plantulas se crecieron por 5 dias en condiciones control y
se transfirieron 6 dias al tratamiento de estrés.

Al evaluar cémo se afecta la tasa de crecimiento bajo el tratamiento con NaCl,
encontramos que existe una tendencia a la disminucioén conforme avanza el tratamiento (ver
Figura 17a). Se puede observar en esta grafica también que el ecotipo Sg-2 tiene un valor
significativamente superior de crecimiento en mm/dia en las 3 mediciones respecto a Col-0,
e incluso presenta una ligera pero significativa recuperacion del dia 5 al dia 6 de
tratamiento. Por el contrario Cvi-0 y Sha-1 muostraron valores significativamente menores
que Col-0 en su tasa de crecimiento diario. Finalmente, el comportamiento de Bu-5 fue
muy parecido al del Col-0 en las tres mediciones.

Cuando se compararon los valores del crecimiento diario en NaCl respecto a lo obtenido
en condiciones control para cada ecotipo, se encontré algo que concuerda con lo dicho
anteriormente y es que la velocidad de crecimiento de la raiz de Sg-2 se afectd menos que
el resto de los ecotipos (a pesar de haber disminuido cerca de un 80%). Finalmente, el

ecotipo mas afectado fue Sha-1 (ver figura 17b).
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(a) (b)

Figura 17. a) Tasa de crecimiento de la raiz primaria en mm/dia. Se utiliz6 una ANOVA para los
analisis estadisticos con una P<0.001 (***) P<0.01 (**) y P<0.05 (*) respecto a Col-0. b)
Porcentaje de la tasa de crecimiento en medio MS adicionado con manitol comparada con los
valores obtenidos en condiciones control del dia 5 al dia 6 de tratamiento.
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6.5.1. Respuesta de la raiz ante estrés por NaCl a nivel microscépico
En la Figura 24 podemos observar la cinética de las longitudes celulares de las plantas

de los diferentes ecotipos crecidas en condiciones de estrés idnico-osmotico. En la parte
sombreada de color rosa esta senalado el dominio de proliferacion y, con flechas, se indica
el final del dominio de transicion y del RAM. Como se puede ver en la Figura 24, el
cambio del RAM a la Zona de Elongacion, es prematuro con respecto a lo que se observo
en condiciones control (comparar con Figura 18) indicandonos que el meristemo es mas
pequeiio en estas condiciones de estrés. También es interesante notar que la variacion en el
nimero de células del RAM es muy poca entre ecotipos y dentro de cada uno de ellos (ver
Figuras 24 y Suplementaria 10a). Por otro lado, si hay variaciones en cuanto a las
longitudes maximas alcanzaron por las células del cortex en las diferentes etapas de
desarrollo, el tamafio maximo que alcanzan las células al salir del PD al TD principalmente
de los ecotipos Sha-1 y Cvi-0. También se puede ver que los ecotipos Bu-5, Sg-2 y Col-0,

son esencialmente iguales entre si (ver Figura 25a).

Figura 24. Longitudes celulares de la fila de células del cortex a partir del CQ bajo el tratamiento
con NaCl 100mM. La zona verde marca el dominio de proliferacion y el final del dominio de
transicion esta marcado con flechas de diferente color para los diferentes ecotipos.
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(a) (b)

(©) (d)

Figura 25. Cuantificaciones celulares de la raiz primaria de plantulas creciendo en NaCl 100mM a)
Longitud maxima alcanzada por las células que salen del dominio de proliferacion, b) Longitud
maxima de las células que salen del dominio de transicion, ¢) Tamafio de las células completamente
alargadas y d) Numero de célula, a partir del CQ, en donde aparece el primer pelo radicular. Se hizo
una prueba T de tipo Mann Whitney para llevar a cabo los analisis estadisticos y los asteriscos sin
barras indican diferencia significativa respecto a Col-0; por otro lado, las diferencias entre los otros
ecotipos estan sefialadas con una barra que une los ecotipos comparados. P<0.05 (*) P<0.01 (*¥),
P<0.001 (***) la longitud de las barras en cada grafico indica los valores minimos y maximos de la
muestra. n= indicada en la figura 24

Como se puede ver en la Figura 25, los ecotipos Cvi-0 y Sha-0 presentan longitudes
celulares mayores que Col-0 cuando transitan a la Zona de Elongacion (ver Figura 25b).
Por otro lado, la longitud de las células diferenciadas es menor en los ecotipos Cvi-0, Bu-5
y Sg-2 que en Col-0 y Sha-1 (ver Figura 25c¢). En la Figura 25d vemos que la distancia a
partir del CQ de la célula que presenta el primer pelo es menor en estrés por NaCl que en
condiciones control para los 5 ecotipos (comparar con Figura 19c). Hay que destacar que la
célula en donde se presenta el primer pelo esta mas cerca del RAM en el ecotipo Cvi-0 y
Bu-5 y es estadisticamente igual entre los ecotipos Col-0, Sg-2, y Sha-1.

Al igual que en condiciones de estrés por manitol (Tabla 5) y para poder comparar con

facilidad el cambio en los diferentes parametros medidos en condiciones control y en el
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tratamiento con NaCl 100mM, se realizé una comparacion porcentual de la disminucion en

tamafio y numero de células respecto a los datos obtenidos en condiciones control (ver

Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de disminucion del nimero de células y del tamafio en el RAM y sus diferentes dominios bajo
el tratamiento con NaCl 100mM respecto a sus condiciones control. Ademas, se puede ver el porcentaje de
disminucién en los tamaifios criticos de las células al transitar de PD a TD y de TD a ZE, la distancia del CQ al
primer pelo y el tamafio de las células completamente alargadas en manitol con respecto a las condiciones control
en MS. En cada una de las filas, los ecotipos estan ordenados de aquellos en donde se afecté mas el parametro con
respecto a lo sucedido en condiciones control (hasta arriba) a aquellos menos afectados (hasta abajo) Los datos con

asterisco indican un aumento en el parametro medido bajo condiciones de estrés.

Ecoti | Numero Tamafio | Nimero | Tamaiio | Numero Tamafio | Tamafio | Tamafio | Distancia Tamafio de
pos de del RAM | de del PD. de del TD. critico critico del QC al las células

células células células PD-TD TD-EZ primer completam

en el en el PD. en el TD. pelo ente

RAM alargadas
Sha-1 | 31.8% | 52.9% | 42.4% | 50.8% |27.6% |58.1% |27.6% | 73.6% | 28.0% 14.6%
Sg-2 | 33.1% | 50.9% |39.6% | 46.0% | 18.9% | 563% | 18.7% | 72.5% | 22.2% 11.3%
Bu-5 | 29.7% | 47.5% | 352% |42.4% | *10.7% | 52.6% | 11.5% | 62.8% | 18.2% 11.3%
Col-0 | 26.8% | 44.4% | 34.8% | 38.5% | *18.4% | 49.0% | *21.3% | 42.4% | 16.7% 9.8%
Cvi-0 | 242% | 33.1% |22.9% | 184% | *18.6% | 453% | *27.8% | 27.5% | 14.7% 5.1%

Finalmente, y para facilitar la comparacion entre todos los parametros celulares que

fueron medidos en la raiz primaria de plantulas crecidas en las diferentes condiciones de

crecimiento, se llevaron a cabo graficos de radar para cada uno de los ecotipos comparando

los dos tratamientos probados en este estudio con los datos obtenidos en condiciones

control (100% serian los valores en MS0.2X). Para resaltar algunos de los parametros

obtenidos, se incluyeron tres graficos que expresan el niimero de células presentes en el

RAM y en cada uno de sus dominios, asi como el tamafio de estos y la longitud méxima (o

tamafio critico) que alcanzan sus cé€lulas al salir de cada dominio; del PD al TD y del TD a

la ZE.
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6.6. Analisis de los 3 tratamientos para cada ecotipo

a)

Figura 26. (a) Grafico de radar para el ecotipo Bu-5
mostrando los valores en porcentaje de cada uno de los
tratamientos de estrés con respecto a lo que presentan en
condiciones control (100%). (b) Graficos de caja y bigote
para el nimero de células presentes en el RAM y sus dos
dominios. (¢) Grafico que presenta el tamafio del RAM y sus
dos dominios en micrometros y (d) Tamafio critico al salir
tanto del DP-TD como del DT-ZE. Se hizo una prueba T de
tipo Mann Whitney, P<0.05 (*)P<0.01 (**), P<0.001 (**%*).

b)

d)
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Como se puede ver en la Figura 26, existe una disminucion significativa del nimero de

células del RAM que se explica por la disminucion que se ve en el dominio de proliferacion

para el caso del ecotipo Bu-5. Por otro lado, el dominio de transiciéon se mantuvo con la

misma cantidad de células tanto en condiciones de estrés como en control. Todos los demas

parametros se modificaron por estrés y cabe resaltar que, como se puede ver claramente en

la Figura 26, son muy parecidas la respuesta bajo estrés por NaCl y estrés por manitol a

pesar de que el crecimiento total de la raiz se afecta diferencialmente en estas dos

condiciones de estrés. En manitol se afecta drasticamente el crecimiento de la raiz primaria

(Tabla 5) mientras que en NaCl no es tan drastico el efecto (Tabla 6).
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Figura 27. (a) Grafico de radar para el ecotipo Col-0 | d)
mostrando los valores en porcentaje de cada uno de los
tratamientos de estrés con respecto a lo que presentan en
condiciones control (100%). (b) Graficos de caja y bigote
para el nimero de células presentes en el RAM y sus dos
dominios. (¢) Grafico que presenta el tamafio del RAM y sus
dos dominios en micrometros y (d) Tamafio critico al salir
tanto del DP-TD como del DT-ZE. Se hizo una prueba T de
tipo Mann Whitney, P<0.05 (*)P<0.01 (**), P<0.001 (**%*).

En Col-0 (nuestro ecotipo de referencia) se ve un efecto mas fuerte cuando crece en
condiciones de estrés osmotico si lo comparamos con el estrés 10nico-osmotico sugiriendo
que este ecotipo podria tener algn tipo de regulacion de NaCl que n conoccemos. En este
ecotipo no cambiaron fueron el nimero de células en el dominio de transicion y el tamafio
critico de las células cuando transita de PD a TD con respecto a las raices medidas en
condiciones control, pero el tamano de los dominios del RAM disminuy6 alrededor de un

50% en los dos tratamientosestresantes.
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d)

Figura 28. (a) Grafico de radar para el ecotipo Cvi-0
mostrando los valores en porcentaje, de cada uno de los
tratamientos de estrés con respecto a lo que presentan en
condiciones control (100%). (b) Graficos de caja y bigote
para el numero de células presentes en el RAM y sus dos
dominios. (c¢) Grafico que presenta el tamafio del RAM y
sus dos dominios en micréometros y (d) Tamafo critico
tanto al salir del DP-TD como del DT-ZE Se hizo una
prueba T de tipo Mann Whitney, P<0.05 (*)P<0.01 (*%*),

El ecotipo Cvi-0 crece en condiciones naturales en un ambiente con poca precipitacion y
alta temperatura, pero con una humedad relativa alta. De manera interesante vimos que es
el ecotipo en donde se afectd menos la longitud de la raiz primaria bajo estrés por manitol.
En cuanto al metistemo, su desarrollo se afecté mas que el ecotipo Col-0 por el tratamiento
con manitol 300mM y se observéd una diferencia en algunos parametros como el tamafio de
los dominios del meristemo y longitudes criticas celulares cuando se compara con los
parametros obtenidos en el tratamiento con NaCl 100mM. A diferencia de los dos ecotipos
anteriores, la raiz primaria del ecotipo Cvi-0 estuvo significativamente menos afectada en
casi todos los parametros celulares (excepto tres) cuando se sometié a un estrés idnico-
osmotico que cuando se pone en presencia de manitol (Figura 28). Por otro lado, Cvi-0 fue
el ecotipo en donde inhibié mas significativamente el nimero de células en el RAM y en el
dominio de proliferacién cuando creci6 en manitol (Tabla 5). Consecuentemente con su

respuesta fenotipica y en relacion al crecimiento de la raiz primaria en estrés ionico-
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osmotico con NaCl 100mM (Figura 15b), se observd menor efecto en el numero de células
en el RAM y en el dominio de proliferacion (Tabla 6).

Este ecotipo es el segundo menos afectado en longitud total y tasa de crecimiento en NaCl
100mM. Por otro lado, y en concordancia con lo anterior, es el ecotipo en el que menos se

afecta el tamafio y longitud de las células del RAM en éstas condiciones de estrés.

a) b)

Figura 29. (a) Grafico de radar para el ecotipo Sg-2| d)
mostrando los valores en porcentaje de cada uno de los
tratamientos de estrés con respecto a lo que presentan en
condiciones control (100%). (b) Graficos de caja y bigote para
el nimero de células presentes en el RAM y sus dos dominios.
(c) Grafico que presenta el tamafio del RAM y sus dos
dominios en micrémetros y (d) Tamafio critico tanto al salir
del DP-TD como del DT-ZE. Se hizo una prueba T de tipo
Mann Whitney, P<0.05 (*)P<0.01 (**), P<0.001 (***).

Los datos del ecotipo Sg-2 muestraron que los parametros celulares se afectaron de
manera similar cuando las plantulas crecieron en NaCl y manitol (ver Figura 29). En ambas
condiciones de estrés hubo un efecto tanto el nimero de células en el RAM como en el
dominio de proliferacion. Es interesante notar que, en NaCl, fue el ecotipo en donde hubo
un efecto masnotorio en el numero de células en el RAM y el tamafio de sus dominios. Al
igual que con el resto de los ecotipos, no se vio el efecto en el tamafio critico celular al salir

del dominio de proliferacion, pero si al salir del dominio de transicion.
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d)

Figura 30. (a) Grafico de radar para el ecotipo Sha-1
mostrando los valores en porcentaje de cada uno de los
tratamientos de estrés con respecto a lo que presentan en
condiciones control (100%). (b) Graficos de caja y bigote
para el numero de células presentes en el RAM y sus dos
dominios. (c¢) Grafico que presenta el tamafio del RAM y sus
dos dominios en micrémetros y (d) Tamafo critico tanto al
salir del DP-TD como del DT-ZE. Se hizo una prueba T de
tipo Mann Whitney, P<0.05 (*)P<0.01 (**), P<0.001 (***).

Encontramos que, en el ecotipo Sha-1, el nimero de células en el RAM y en el dominio
de proliferacion disminuyeron significativamente con ambos tipos de estrés, pero en mayor
medida bajo estrés por manitol (Tabla 5). En cuanto al tamafio del RAM y sus dominios, se
puede ver que este ecotipo, junto con Cvi-0, fueron los ecotipos que menos se afectaron con
el tratamiento por NaCl. Por otro lado, el tamafio méximo alcanzado por las células al salir
del TD se afecto significativamente, pero en mayor medida por el estrés causado por el
manitol, el ecotipo Sha-1 es el que menos disminucion tuvo de sus células totalmente

alargadas y diferenciadas (Figura 30).
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En las secciones b, ¢ y d de las figuras 26, 27, 28, 29 y 30 figuras estan los graficos de
caja y bigote para el tamafio y nimero de células en el RAM y en sus dos dominios y el
tamafio critico tanto al salir del DP-TD como del DT-ZE. Esto nos ayuda a observar la
variacion y plasticidad en cada uno de éstos parametros en la respuesta de cada uno de los
ecotipos antes dos factores de estrés. Se puede sugerir que el tratamiento con manitol
300mM de 24h afectd en msyor medida el numero de células y la longitud en pm del RAM
que el tratamiento con NaCl 100mM para los ecotipos Col-0, Cvi-0 y Sha-1 y no hubo
diferencia con los dos tratamientos en los ecotipos Bu-5 y en Sg-2.

También se pudo observar que no importa si el tratamiento de estrés se da con manitol o
con NaCl, los tamaios criticos de las células del PD no fueron significativamente diferentes
con respecto a sus tamafios presentados en las células del tratamiento control, sugiriendo
estos resultados que puede haber un mecanismo muy robusto en el tamafio de las células o
que ya son tan pequefas que no se pueden acortar mas, estas van de Sum a 10pm.

Por otro lado, en la figura 31 mostramos que el primer pelo radical apareci6 siempre mas
cerca del CQ en ambas condiciones de estrés y, lo hizo ain mas cerca cuando las plantas se
crecieron n en estrés por manitol. Esto probablemente se debe a presiones mecanicas y/o
fisiologicas que se dan con éste estrés osmotico tan fuerte y que obligan a las células de la

epidermis a sacar pelos radicales aun sin que esto necesariamente indique diferenciacion.
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Figura 31. Grafico que ilustra el nimero de la célula epidérmica a partir del CQ en la que
aparece el primer pelo de la epidermis. En verde es muestran las medidas correspondientes al
tratamiento en MS0.2X; en rosa las correspondientes a someter a las plantulas a un estrés por
manitol y en azul las mediciones obtenidas cuando se crecen las plantulas en NaCl.
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Finalmente notamos que hay un patrén similar en los ecotipos provenientes de Alemania
Bu-5, Col-0 y Sg-2, en cuanto a como se afectan los parametros del meristemo bajo
condiciones de estrés ionico-osmotico y osmotico (ver Figura 32). Cabe decir que, las
condiciones climaticas en las que crecen estos tres ecotipos, son muy similares en

temperatura y humedad relativa. (Tabla 3).

Figura 32. Grafico de radar para los
ecotipos a) Bu-5, b) Col-0 y ¢) Sg-2
mostrando los valores de cada uno
de los tratamientos de estrés en %
con respecto a lo que presentan en
condiciones control (100%).
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6.7. Analisis de la expresion genética por qPCR.

Para tener una correlacion entre los fenotipos observados en respuesta a condiciones de
estrés, se midi6 la expresion relativa de diferentes genes que estan implicados en la
respuesta a estrés osmodtico. Como se puede ver en las Figuras 34a y b, hay un aumento
considerable en la expresion de dos genes que codifican para proteinas LEA (COR15A y
LEA4-5) bajo ambos tipos de estrés en raices del ecotipo Col-0. La expresion de estos
genes no se habia visto anteriormente en raices y es interesante que sea igualmente alta
tanto en la parte aérea de la plantula como en la raiz.

Se ha reportado que CORI15A se inducia considerablemente en estrés por frio, ABA
exdgeno y estrés osmotico (Wilhem y Tomashow 1993). En este trabajo demostramos que
el transcrito de COR15A se acumula 40 veces mas bajo estrés osmotico dado por manitol
300mM vy 6 veces cuando se aplicd un estrés con NaCl que comparada con la expresion en
plantas crecidas en condiciones control.

Cuando analizamos la expresion del gen que codifica para la proteina LEA4-5 también
observamos que ocurre un aumento drastico en los niveles de expresion con ambos factores
de estrés. En condiciones control la expresion es cercana a cero y en las plantas con estrés
por manitol fue 13 veces mayor mientras que fue 8 veces mayor bajo estrés por NaCl.

De manera contraintuitiva encontramos que el nivel del transcrito del factor
transcripcional AREB1 disminuyo en la raiz de las plantas sometidas a estrés, un 7.6% y
15% para manitol y NaCl respectivamente (ver Figura 34d). Esperdbamos una alta
expresion de este gen debido a que se sabe que el estrés por NaCl y por manitol provocan
acumulacion de ABA y este es un gen que responde a ABA. Sin embargo, también esta
reportado que AREBI es reprimido por el factor de transcripcion AtNAP, (gen de la familia
NAC), que es expresado en raices de plantulas tratadas bajo estrés por lo que la baja
expresion que encontramos podria deberse a la represion causada por este FT (Seok et al,.
2016).

También vimos la expresion relativa de DREB26, otro gen que se sabe se induce bajo
condiciones de estrés osmotico. En la Figura 34c podemos observar que la expresion de
este gen aumento un 17% en el tratamiento con manitol 300Mm y un 12% en el tratamiento

con NaCl.
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Por ultimo, la expresion de RD29A aumenta en un 37% bajo el tratamiento por manitol
y un 12% bajo estrés por NaCl.

Por datos encontrados en la literatura, se esperaba que la expresion de DREB26 y de
RD29A aumentara bajo las condiciones de estrés utilizadas en este trabajo. Curiosamente,
el aumento que observamos no fue estadisticamente significativo y esto se podria deber a
una serie de razones, al tiempo en el que fue medida la expresion, al tejido utilizado o al
momento de desarrollo de las raices. Para poder contestar esto, habria que hacer
experimentos en diferentes condiciones de crecimiento y en plantulas en distintos
momentos de su desarrollo.

Finalmente, nos parecio interesante ver los polimorfismos de estos genes en los ecotipos
probados en este trabajo. Tanto COR-15 como LEA4-5 tienen una tasa de polimorfismos
baja en los ecotipos aqui analizados, no existen polimorfismos que modifiquen
aminoacidos en los exones de COR15, y hay un polimorfismo en la secuencia codificante
de LEA4-5 para el aminoacido serina en el ecotipo Sg-2. Por otro lado, el gen de AREBI
presenta al menos un polimorfismo en todos los ecotipos; en Bu-5, Cvi-0, Sg-2 y Sha-1
existe la misma sustitucion de metionina, el ecotipo Cvi-0 tiene una sustitucion de valina
ademads del cambio mencionado y el ecotipo Sha-1 una tirosina. En el caso de DREB26
solo hay un polimorfismo de leucina en la secuencia de Cvi-0. Finalmente, RD29A es el
gen mas polimorfico, los ecotipos Bu-5, Cvi-0, Sg-2 y Sha-1 presentan un polimorfismo de
leucina en comun, ademas de este cambio, Sha-1 tiene una modificacion en alanina, Bu-5
presenta dos polimorfismos extra, en acido aspartico y serina, el ecotipo Sg-2 presenta tres
polimorfismos extra en asparagina, acido glutamico e isoleucina. Todos estos cambios

suceden en la region codificante del gen.
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7. Conclusiones

e El tamafio del RAM vy sus dominios disminuyen significativamente en todos los
ecotipos probados en este trabajo en ambas condiciones de estrés, cuando se
comparan con el control.

e La diferenciacion celular de la epidemis ocurre mas cerca del meristemo bajo ambos
tratamientos estresantes en todos los ecotipos.

e El estrés osmotico por manitol 300mM provoca mas danos al RAM que el estrés
por NaCl 100mM.

e El estrés i6nico causado por NaCl 100mM inhibe en mayor medida la longitud total
radical que el estrés por manitol.

e (Cvi-0 es el ecotipo que menos se afecta en cuanto a la longitud total radical y su
tasa de crecimiento en manitol 300mM; sin embargo, su capacidad proliferativa se
ve severamente afectada por éstas condiciones de estrés.

e A pesar de que Sg-2 ha sido el mas afectado en cuanto a tasa de elongacion y
longitud total de la raiz, es el ecotipo en donde el meristemo se afecta menos ante el
estrés provocado con manitol 300mM vy las células de su columela se mantienen
mejor organizadas bajo este tipo de estrés.

e Los ecotipos aqui estudiados que provienen de lugares con temperatura y humedad
relativa similares, presentan respuestas similares ante el mismo estrés, como Sg-2,
Col-0 y Bu-5.

e Aunque Bu-5 fue reportado como tolerante ante el estrés por NaCl en parte aérea, su
raiz se afecta severamente ante estrés por NaCl.

e El ecotipo en donde vimos que se afecté mas tanto la longitud de la raiz primaria,

como todos los pardmetros de cuantificaciones celulares fue Sha-1.
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Anexo

Figura Suplementaria 1. Graficos de caja y bigote para las longitudes totales de la raiz primaria de 15
ecotipos, germinados y crecidos en medio MS durante 5 dias y trasplantados a medios de cultivo con
diferentes condiciones de crecimiento por 6 dias. a) Condiciones control con medio MS 0.2X; b)
Condiciones de estrés osmotico con manitol 300mM; ¢) Condiciones de estrés i6nico-osmotico con NaCl
100Mm y d) Numero de raices utilizadas para este experimento.
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Figura suplementaria 2. Fotos representativas de los ensayos de cinética de crecimiento de la raiz primaria
utilizados en esta tesis. Para condiciones control con MS.

(a)

Figura suplementaria 3. Cinéticas de crecimiento correspondientes a cada ensayo en condiciones control,
con medio MS. a) Gréfica del primer ensayo, realizado durante el mes de Junio. n=52 b) Ensayo 2, realizado
en Noviembre. n=90 c) Tercer ensayo, realizado en Enero. n=77

(b)

(c)
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Mis raices/MS/Todas las medidas MS.xlsx

Manitol | Bu-5 Col-0 Cvi-0 Sg-2 Sha-1

1 Exp

2 Exp

3 Exp

Figura suplementaria 4. Fotos representativas de los ensayos de cinética de crecimiento de la

raiz primaria utilizados en esta tesis. Para condiciones de estrés osmoético con manitol.

(2) (b) (©)

Figura Suplementaria 5. Cinéticas de crecimiento de 6 dias correspondientes a los 3 ensayos realizados
en condiciones de estés osmotico con manitol 300mM. Estas plantas se crecen por 5 dias en condiciones
control y luego se transfieren al tratamiento con estrés osmotico. a) Primer ensayo (n=57); b) Segundo
ensayo, (n=103) y c¢) Tercer ensayo (n=99).
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NaCl Bu-5 Col-0 Cvi-0 Sg-2 Sha-1

1 Exp

2 Exp

3 Exp

Figura suplementaria 6. Fotos representativas de los ensayos de cinética de crecimiento de la
raiz primaria utilizados en esta tesis. Bajo el tratamiento de estrés por NaCl.

(2) (b) (c)

Figura Suplementaria 7. Cinéticas de crecimiento de 6 dias correspondientes a los 3 ensayos
realizados en condiciones de estés idnico-osmdtico con NaCl 100mM. Estas plantas se crecen por 5
dias en condiciones control y luego se transfieren al tratamiento con estrés idnico-osmotico. a)
Primer ensayo (n=65); b) Segundo ensayo, (n=96) y c) Tercer ensayo (n=92).
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(2) (b) (c)

(d) (e) ®

Figura Suplementaria 8. Parametros celulares de la raiz primaria medidos en condiciones
control. (a) Longitud del RAM (um); (b) Numero de células del DP; (¢) Longitud del DP (um);
(d) Tamafio critico del DP-DT; (e) Numero de células en el DT; (f) Tamafio del DT (um). Para
llevar a cabo los analisis estadisticos se hizo una prueba T de tipo Mann Whitney y los asteriscos
sin barras indican diferencia significativa respecto a Col-0. Las diferencias entre los otros
ecotipos estan sefialadas con una barra que une los ecotipos comparados con una P<0.05
(*)P<0.01 (**), P<0.001 (***).
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Figura Suplementaria 9. Fotografia de micoscopia confocal (40X) en donde se ven los fenotipos de las
cicatrices (delimitadas con flechas negras) de cada ecotipo cuando crecen las plantulas por 24 horas en
medio con manitol 300mM.
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(a) (b) (c)

(d) (e) ®

Figura Suplementaria 10. Parametros celulares de la raiz primaria medidos en condiciones de
estrés idnico-osmotico con NaCl 100mM. (a) Longitud del RAM (pum); (b) Numero de células del
DP; (c¢) Longitud del DP (um); (d) Tamafio critico del DP-DT; (e¢) Numero de células en el DT;
(f) Tamafio del DT (um). Para llevar a cabo los analisis estadisticos se hizo una prueba T de tipo
Mann Whitney y los asteriscos sin barras indican diferencia significativa respecto a Col-0. Las
diferencias entre los otros ecotipos estan sefialadas con una barra que une los ecotipos
comparados con una P<0.05 (*)P<0.01 (**), P<0.001 (***).
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