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“The world came to be through
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that’s how space, time and matter
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1. Resumen

La variacion natural intraespecifica es la variacion fenotipica causada por mutaciones
que surgen de manera espontanea, que se mantienen en la naturaleza debido a un proceso
evolutivo como la seleccién natural. Esto se debe a que las condiciones bidticas y abidticas
varian en el espacio y en el tiempo y a que las distintas poblaciones de una especie estan
expuestas a diferentes presiones de seleccion que conducen a la adaptacion a las
condiciones locales y a la divergencia intraespecifica, en este trabajo se analizé el efecto
del estrés osmdético sobre el crecimiento de la raiz primaria en trece genotipos de
Arabidopsis thaliana (Nd-1, Baa-1, Or-0, Br-0, Col-0, Pu2-7, Bla-1, Drall-1, Cha-1, An-1,
Kondara, Is-0 y Amel-1); con el objetivo de caracterizar los distintos fenotipos de la raiz y si
estos en parte estan explicados por las condiciones ambientales de donde provienen. Estas
accesiones se seleccionaron a partir de un andlisis preliminar con 113 accesiones y se
seleccionaron trece que presentaron el mayor, menor y crecimiento intermedio de la raiz
primaria en cuanto en condiciones de estrés osmético (300 mM de manitol) comparado con
respecto a su propio control. De las trece accesiones solo una (Amel-1) no tuvo diferencias
significativas en el crecimiento de la raiz primaria en ambas condiciones, para el resto de
las accesiones tuvieron una afectacién mayor al 70% en condiciones de estrés osmaético. a
partir de los sitios de recoleccibn se descargaron los datos de distintas variables
ambientales de las bases de datos de worldclim y soilgrids. Por otro lado, se describi6 la
dindmica de cambio en los componentes de la arquitectura de la raiz (raiz primaria, nUmero
y longitud de raices laterales) para dos accesiones: Amel-1y Col-0, que presentan fenotipos
distintos; Col-0 tiene una raiz larga y con abundancia de raices laterales mientras que Amel-
1 tiene una raiz mediana con una menor abundancia de raices laterales. Estos fenotipos
podrian ser el resultado de una estrategia de adaptacion a diferentes presiones de seleccion
que generan los ambientes en donde estas accesiones habitan naturalmente. Para ver si
habia una correlacion entre el crecimiento de las raices en condiciones de estrés osmaético
con alguna adaptacion a las condiciones ambientales de los sitios de colecta de las
diferentes accesiones, se obtuvieron los valores de cuatro variables ambientales:
precipitacion, radiacion solar, vapor de agua y temperatura a partir de las coordenadas del

sitio de recoleccion en la base de datos de http://www.worldclim.org/. Ninguna de estas

variables ambientales tuvo una correlacion directa con la respuesta en estrés osmotico.
También se obtuvieron las caracteristicas de suelo de las accesiones a partir de las

coordenadas de los sitios de recolecta en la base de datos de https://soilgrids.org, estas



http://www.worldclim.org/
https://soilgrids.org/

caracteristicas de suelo en donde se desarrollan podrian ser uno de los factores
ambientales que explican una parte de la respuesta encontrada en el laboratorio, en el caso
particular de Amel-1 la baja disponibilidad de agua y poca retencion por parte del suelo han

generado adaptaciones a condiciones de déficit hidrico.



2. Introduccién

2.1 Arabidopsis thaliana como organismo modelo

Arabidopsis thaliana es una planta herbacea de ciclo anual de la familia de las
Brassicaceae que es utilizada como organismo modelo en biologia y que ha servido para
entender procesos fisioldgicos, genéticos y moleculares de plantas (Cuesta y Cires, 2012).
Esto se debe a que tiene una serie de atributos naturales que la hacen adecuada como
modelo de estudio como son: su tamafio pequefio, lo cual permite que se cultiven muchos
individuos en camaras de crecimiento e invernaderos y su tiempo de generacion corto (entre
8 y 10 semanas) bajo condiciones optimas de luz y temperatura. Ademas, es una planta
gue se autofertiliza por lo que se pueden mantener lineas homocigotas y presenta un gran
namero de semillas (>1000) lo cual ayuda a hacer estudios genéticos y al mantenimiento
de los semilleros. Por otro lado, el tamafio del genoma es pequefio (125 pares de
megabases) y est4 organizado en 5 cromosomas lo que permite hacer mas simple el mapeo
genético. Finalmente se cuenta con una gran cantidad de mutantes disponibles para casi
todos los genes de esta planta por lo que se puede determinar la funcién de muchos genes
por medio del analisis fenotipico de mutaciones de insercion.

La investigacion de arabidopsis en las Ultimas décadas se vio impulsada por la
disponibilidad de la secuencia completa de su genoma (primer genoma de plantas
secuenciado y publicado en el afio 2000) lo cual permiti6 comparar la secuencia de
cualquier gen de arabidopsis con las bases de datos y tener una aproximacion a su funcion
(Haughn y Kunst, 2010). Finalmente, arabidopsis ha proporcionado informacion valiosa en
todos los aspectos de la biologia moderna (Cuesta y Cires, 2012) muchos de los cuales son

validos para otras especies vegetales tanto de monocotiledéneas como de dicotileddneas.

2.2 Variacién natural en arabidopsis

La variacion del desarrollo que existe dentro de las especies ante diferentes condiciones
ambientales de crecimiento, refleja adaptaciones a diferentes entornos naturales (Linhart
and Grant, 1996). La variacién se puede definir como la distribucién o gama de rasgos
morfoldgicos, fenolégicos, de desarrollo y bioquimicos que se expresan dentro y entre
taxones individuales (Alonso-Blanco et al., 2005) y las causas que los generan, son diversas
y complejas. Esta variacion se puede afectar por factores genéticos, epigenéticos e
influencias ambientales (Kalisz y Kramer, 2008) incluyendo todo tipo de factores abioticos
como el agua, luz, temperatura, viento, humedad, disponibilidad de agua y nutrientes, asi

como la mayoria de los componentes biéticos del ambiente circundante (Tonsor et al.,
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2005). Se puede decir que, las mutaciones que ocurren naturalmente en una poblacién son
la fuente primaria de la variacion (Alonso-Blanco et al., 2005), que éstas surgen de manera
aleatoria, y que, algunas de éstas, pueden mejorar la capacidad de los organismos para
sobrevivir, reproducirse y transmitirse a sus descendientes (Kerwin et al., 2015).

La variacion natural que existe dentro de las especies ha sido el tema principal de estudio
de la genética evolutiva ya que se considera la principal fuente de variacion necesaria para
gue se lleve a cabo un cambio evolutivo. Esta variacion es importante ya que determina el
potencial de adaptacién de una especie a ambientes que varian en espacio y tiempo. La
planta modelo arabidopsis, tiene cerca de 7000 diferentes accesiones que muestran una
amplia gama de variaciones genéticas, rasgos morfoldgicos y fisiolégicos y su investigacion
ayuda a comprender los mecanismos moleculares que subyacen a la variacion fenotipica y
al descubrimiento de nuevos genes que pueden explicar la variacion natural. Estos analisis
moleculares proporcionan una base para abordar cuestiones fundamentales de la evolucion
y la ecologia; de manera mas especifica, estos analisis tratan de determinar qué
mecanismos moleculares mantienen la variacion fenotipica en la naturaleza. Por otro lado,
la exploracién de la variacion natural no solo amplia el conocimiento de los genes y los
mecanismos moleculares subyacentes a los procesos biolégicos sino también los analisis
ecoldgicos pueden indicar si esta variacion es critica para la adaptacion de las accesiones
a diferentes entornos naturales y si ésta se conserva evolutivamente (Shindo et al., 2007,
Weigel, 2012).

El desarrollo, supervivencia, reproduccién, adecuacién y evolucion de las plantas esta
influida por un gran nimero de factores ambientales tales como la temperatura, luz,
humedad, “precipitacion, concentracién de O2y CO2 en el aire, disponibilidad de agua en el
suelo, salinidad, contaminacién entre otros. Cuando una planta se enfrenta a condiciones
desfavorables para su crecimiento y desarrollo estas condiciones son considerados factores
de estrés los cuales pueden ser de naturaleza bibtica o abidtica. La definicidbn de estrés
dada por Levitt (1980) se refiere a cualquier factor, elemento o agente potencialmente
desfavorable a los seres vivos capaz de generar un cambio o disminucion en el desempefio
fisiologico, metabdlico o molecular que no ocasiona la muerte. Los factores ambientales
tienen un impacto en los organismos el cual puede generar un estrés ambiental definido por
Salisbury y Ross (2000) como una parte potencial del ambiente difiere del potencial del
organismo de manera que ocurre un movimiento de energia y materia generando estrés
asociado a una respuesta. Por consiguiente, después de un estimulo negativo de horas o

de dias el desempenio fisiol6gico de la planta disminuye, con el tiempo la planta mejora o
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recupera poco a poco su desempefio aclimatdndose esto en generaciones o en tiempos
evolutivos se pueden observar adaptaciones y procesos de compensacion homeostética
(Yepes y Silveira, 2010).

La temperatura es uno de los principales factores limitantes de la distribucién de las
plantas con efectos importantes en la actividad fisiolégica (Sage & Kubien 2007), cada
proceso de desarrollo esta limitado a un rango de temperatura, las plantas terrestres se
distribuyen entre 5° y 40° C, en los ecosistemas la temperatura puede alterar distintas
propiedades como la tasa de crecimiento, estructura y arquitectura del dosel, profundidad
de las raices entre otras (Yepes y Silveira, 2010).

La radiacién es la fuente de energia para el proceso fotosintético ademas promueve los
procesos de apertura estomatica y la tasa de difusion de CO2, los efectos de la luz sobre la
fotosintesis pueden modificarse por la interaccion con otros factores ambientales, asi por
ejemplo una alta intensidad luminica puede producir dafio en el aparto fotosintético el cual
puede aumentar bajo condiciones de sequia y temperaturas extremas (Powles, 1980).

El suelo es la fuente en donde se encuentra la mayor parte del agua disponible para las
plantas y sus caracteristicas tienen efectos importantes sobre su desarrollo, supervivencia
y reproduccion, dichas caracteristicas imponen limites de la cantidad de agua disponible en
un volumen determinado de suelo y afectan la forma en que varia el potencial hidrico y la
conductividad hidraulica (capacidad de velocidad de un suelo para drenar el agua), el suelo
se define como un cuerpo natural que comprende a solidos (minerales y materia organica),
liquidos y gases; este se encuentra en la superficie de la tierra ocupando un espacio
caracterizado por horizontes o0 capas que se distinguen como resultado de perdidas,
transferencias y transformaciones de energia y materia (Soil Survey Staff, 2014; Evans,
1983; Kramer, 1983; Salisbury y Ross, 1985).

La taxonomia de suelos es una clasificacion en funcién de varios parametros y
propiedades que se desarrollan a nivel de orden, suborden, gran grupo, subgrupo, familia
y serie. Las clases de suelo que conforman las categorias del sistema taxonémico se
definen con parametros precisos (horizontes y caracteristicas diagnosticas) sin embargo
estas caracteristicas de diferenciacion no se aplican uniformemente a un mismo nivel
debido a que los horizontes de los suelos son muy variadas y complejas, la categoria mas
alta es el orden que consta de 12 clases de suelos definidos con criterios morfogenéticos
expresados mediante los epipedones (horizontes que se formen en o cerca de la superficie
de suelo en el cual la mayor parte de la estructura de roca ha sido destruida) y endopedones

(horizontes que se forman en el interior del suelo), que reflejan los procesos formadores de
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suelo, cada uno de estos 6rdenes esta dividido en subdérdenes los cuales estan divididos
con base en caracteristicas asociadas de humedad y temperatura asi como propiedades
quimicas y mineralégicas. El suborden indica la presencia o no de propiedades asociada
con los regimenes de humedad de suelo, estado de descomposicién de las fibras vegetales
y el material parental (Soil Survey Staff, 2014).

Otro de los factores que limita la distribucién y disponibilidad de agua en las plantas es
la textura del suelo. La textura del suelo se define como la proporcién (en porcentaje de
peso) de las particulas menores a 2 mm de diametro (arena, limo y arcilla) existentes en los
horizontes de suelo y ésta puede variar de uno horizonte a otro, siendo una caracteristica
propia de cada uno de ellos. La textura en los horizontes de suelo influye en la capacidad
de retencién de agua para las plantas, compactacion, disponibilidad de nutrientes,
erosionabilidad, rendimiento de cultivos, entre otros. Las clases texturales se agrupan en
cuatro grandes grupos que poseen caracteristicas similares.

1) Las texturas francas tienen un mayor equilibrio de concentracion entre sus
componentes lo cual tiene efectos favorables para el desarrollo 6ptimo de la mayoria de las
plantas. En contraste con esto, a medida que aumentan las fracciones de arena, limo o
arcilla, se presentan inconvenientes derivados que afectan el desarrollo vegetal.

2) Los suelos arcillosos retienen una gran cantidad de agua y nutrientes debido a la
microporosidad y a su elevada capacidad de intercambio cationico; sin embargo, aunque
retengan cantidades altas de agua y nutrientes presentan una permeabilidad baja.

3) Las texturas arenosas es lo contrario a las texturas arcillosas presentando niveles
Optimos de aireacion debido a que las particulas dominantes son de gran tamafio lo cual
facilitan la penetracion del aire y reduce la acumulacion de materia organica. (Gisbert et al,
2009). Estos suelos permiten que el agua fluya facilmente sin embargo el agua se evapora
mas rapidamente en comparacion con los suelos arcillosos, como consecuencia las raices
pueden extraer agua mas facilmente, pero sufren mas por la disponibilidad de agua a
medida que el suelo se seca (Simtnek y Hopmans, 2009).

4) Las texturas limosas presentan carencias de propiedades coloidales formadoras de
estructura, formando suelos que se apelmazan con facilidad impidiendo la aireacion y la
circulacion de agua, en este tipo de suelo se desarrollan con facilidad costras superficiales

gue impiden la emergencia de las plantulas.
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2.3 Concepto de ecotipo, accesion y poblacion biolégica

Las poblaciones biologicas se definen como un conjunto de organismos de la misma
especie que comparten propiedades biolégicas que ocasionan una alta cohesion
reproductiva que se refiere al intercambio de material genético entre los individuos y una
cohesion ecologica que tiene que ver con las interacciones entre los individuos que
comparten requerimientos similares para la reproduccion y supervivencia (Morlans, 2004).
En las primeras etapas, la investigacion en arabidopsis y la caracterizacién fenotipica de
las plantas recolectadas de diferentes regiones geograficas, revelé una variacion genética
considerable debido a que arabidopsis es una especie que se autofertiliza por lo que, la
mayoria de las plantas recolectadas representan lineas endogamicas que son
practicamente homocigoéticas (Redei, 1970). Estas lineas homocigéticas se conocen
comunmente como ecotipos este término se refiere a poblaciones de la misma especie
adaptadas a sus condiciones ambientales locales (Turensson, 1922; (Redei, 1970). Sin
embargo, el uso de esta palabra con respecto a las poblaciones naturales de arabidopsis
no se ajusta estrictamente a su definicion ecoldgica y en la actualidad, su significado
ecoldgico se ha perdido; por lo tanto, el término mas adecuado para llamar a las poblaciones
naturales de arabidopsis es accesion, ya que a menudo se usa en colecciones de
germoplasma para referirse al genotipo de una especie recolectada en un lugar especifico
(Weigel, 2012).

2.4 Sistema de Arguitectura Radicular

El suelo es el espacio en donde las plantas terrestres se desarrollan la mayor parte de
sus raices, en donde absorben aguay nutrientes. (Sato & Miura 2011). Se trata de un medio
complejo de moléculas con alta espacialidad y variabilidad ambiental temporal en una
amplia gama de escalas (Harper et al., 1991). La configuracién espacial de las raices se
conoce comUnmente como arquitectura de la raiz y, el grado de ramificaciones, determina
la eficiencia de absorcién de agua, la adquisicion de minerales y nutrientes, asi como su
anclaje al suelo (Péret et al., 2009). El sistema de arquitectura de la raiz (SAR) de las
plantas dicotiledoneas consiste en una raiz primaria (RP) derivada de la radicula del
embrién, raices laterales (RL) que se originan a partir de células del periciclo de la RP y los
pelos radicales que son prolongaciones de algunas células de la epidermis (Petricka et al.,
2012). El SAR aborda dos conceptos importantes del desarrollo de la raiz, la forma del
sistema radicular y su estructura; la forma define la ubicacion de las raices en el espacio y

el camino que ocupan en el suelo y su cuantificacién se logra generalmente midiendo
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variables como la profundidad que llega a abarcar la raiz, asi como el volumen que ocupan
las raices laterales en el suelo. En contraste, la estructura de la raiz describe la variedad
de los componentes que constituyen a la misma (raiz primaria, raices secundarias y pelos
radicales) (Clarkson,1996). Las plantas pueden optimizar la arquitectura de su raiz
mediante cambios en el inicio de los primordios de las raices laterales, influyendo en el
crecimiento de las raices primarias o laterales por medio del control coordinado de dos
programas genéticos endbégenos (reguladores de crecimiento y organogénesis) y de la
accion de los factores bioticos y abidticos (Malamy, 2005). De tal manera que, cuando una
planta esta creciendo en condiciones de estrés abidtico, las raices exhiben respuestas
morfogenéticas comunes que pueden ser consideradas como una “respuesta
morfogenética genérica al estrés” (SIMR) y consta de tres componentes: (a) la inhibicién de
la elongacién de las células, (b) la estimulacion localizada de la division celular y (c)
alteraciones en el estado de la division celular. Todo esto sugiere que, las similitudes en las
respuestas morfogenéticas inducidas por distintos tipos de estrés, parecen responder a
procesos moleculares similares (Potters et al., 2007). La SIMR inducida por estrés es en
parte una estrategia general de aclimatacion, mediante la cual se redirige el crecimiento de
las plantas para disminuir la exposicién al estrés (Potters et al., 2009). La dinamica de
respuesta a esta condicion de estrés proviene tanto del crecimiento de la raiz como de
procesos fisiol6gicos que dan como resultado una variabilidad temporal y espacial de
respuesta a estrés, dando una amplia diversidad entre raices dentro de un sistema radicular
y la heterogeneidad del suelo aumenta alin mas esta variabilidad de respuesta en la
arquitectura de la raiz (Hodge et al., 2009). El sistema radicular puede considerarse como
un proceso evolutivo en respuesta a dicha variabilidad espacio temporal en el suministro de

recursos y restricciones asociadas al crecimiento (Harper et al. 1991).

2.5 Laraiz primaria de Arabidopsis thaliana

Las raices de las plantas son érganos en donde su nutricién depende de la fotosintesis
producida por las hojas; sin embargo, la fotosintesis depende del agua y de los minerales
captados por la raiz, siendo ésta un érgano vegetal involucrado en diversos procesos que
le permiten a las plantas sobrevivir. Debido a que las plantas son organismos sésiles, la
estrategia para explorar el suelo para la captacion de nutrientes y agua es el desarrollo de
la raiz primaria, la formaciéon de nuevas raices y la formacién de pelos radicales (Sato y
Miura, 2011; Pérez et al., 2009). El estudio del desarrollo de la raiz ha avanzado mediante

el uso del sistema modelo de arabidopsis que permite hacer, por un lado, analisis
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cuantitativos de las tasas de proliferacion y diferenciacion celular y como se mantiene la
homeostasis entre las mismas y, por el otro lado, estudiar tanto la organizacién longitudinal
como la transversal que son relativamente simples y permiten observar diferentes etapas

de desarrollo a lo largo de eje del ciclo de vida de la planta (Pacheco et al., 2016).

2.6 Tipos celulares y dominios alo largo del eje longitudinal de la raiz primaria

Las células de las plantas se originan a partir de los meristemos apicales en donde las
células madres continuamente generan nuevas celdas y cada célula pasa por varios ciclos
mitGticos antes de abandonar el meristemo para posteriormente entrar a procesos de
diferenciacién (Verbelen et al., 2006). La estructura simple y el patrén de desarrollo de la
raiz de arabidopsis lo convierten en un modelo ideal para entender estos procesos de
proliferacion y diferenciacion vegetal (Tapia-Lépez et al., 2008; Cederholm et al., 2012;
Garay-Arroyo et al., 2013). La raiz se divide en tres zonas: la zona de proliferacion, la zona
de elongacion y la zona de maduracion. El RAM (por sus siglas en inglés Root Apical
Meristem) estd compuesto por dos dominios celulares: el dominio de proliferacion y el
dominio de transicion. En el dominio de proliferacion se encuentra el nicho de células
troncales en donde cada célula o tejido se origina de células iniciales ubicadas en la punta
de la raiz: estas células se mantienen en un estado indiferenciado debido a sefiales que
derivan del CQ (centro quiescente) (Cederholm et al, 2012). En el dominio de transicion, las
células se vuelven competentes para llevar a cabo un proceso de elongacion activa al
adquirir la citoarquitectura necesaria y determinadas propiedades metabdlicas vy
fisiol6gicas. Las células de este dominio presentan una alta sensibilidad a diversos factores
ambientales como son la luz, la humedad, el oxigeno y la gravedad (Verbelen et al., 2006).
Se ha visto que es necesario para las células estar un determinado tiempo en la zona de
transicion para adecuar la fisiologia de la raiz ya que estas no pueden comenzar a alargarse
inmediatamente debido a que no tienen las vacuolas necesarias que conduciran el
alargamiento celular, no tienen las propiedades mecanicas necesarias en las paredes
celulares para la expansion y requieren de reorganizar drasticamente el citoesqueleto ya
que en las células post mitéticas que abandonan el meristemo los microtubulos corticales
no estdn completamente ordenados en matrices transversales y sus filamentos de actina
no estan organizados en haces longitudinales (Verbelen et al, 2006). Las células que se
encuentran en la parte proximal de la zona de transicion comienzan a alargarse mientras
que las células que se encuentran en la parte mas distal tienen la capacidad de regresar a

la actividad del ciclo celular; estas caracteristicas hacen que la zona de transicion sea una
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especie de reservorio dinamico de desarrollo que permiten un ajuste rapido de crecimiento

dependiendo de las demandas hacia los desafios provocados por los factores bibticos y

abidticos. En la zona de elongacion la longitud celular aumenta un 300% aproximadamente,

esta elongacién comienza cuando las células salen de la zona de transicion y cuando los

tricoblastos inician las excrecencias de los pelos radiculares (Verbelen et al, 2006). Y por

ultimo se encuentra la zona de maduracion en donde las células alcanzan su tamario final

(lvanov y Dubrovsky, 2013).

Zona de elongacidn

Zona de transicidn

RAMN
(Meristemo
radicular

apical) Dominio de
proliferacion celular

Columela

Haz vascular

Periciclo

Endodermis

Cortex

Epidermis

Centro quiescente

Figura 1. Clasificacion de las distintas zonas que conforman la raiz primaria de Arabidopsis

thaliana. En la parte apical se encuentra el meristemo radicular apical (RAM) el cual esta

conformado por dos zonas el dominio de proliferacion celular y la zona de transicion,

seguido de la zona de elongacion. Tomado y modificado de Di-mambro et al, 2017.
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2.7 Plasticidad de la raiz
El crecimiento y desarrollo vegetal involucra la integracién de sefiales ambientales y

endbgenas las cuales, junto con un programa genético intrinseco, determinan la
morfofisiologia de la planta (Gray, 2004). El desarrollo de las plantas no sigue un plan
estrictamente predefinido ya que es continuamente susceptible a las modificaciones que
surgen debido a las interacciones con el ambiente, este fenbmeno que se conoce como
plasticidad fenotipica (Robinson, 1994), la cual se define como la capacidad de un
organismo de producir fenotipos diferentes en respuesta a cambios en el ambiente
(Schmalhausen,1949) y esto ocurre a una escala ecoldgica siendo una de sus
consecuencias el aumento de la tolerancia a habitats extremos (Sultan,1995). Por otro lado,
sus consecuencias evolutivas pueden ser importantes ya que podria moderar las
diferencias en la adecuacion bioldgica de los genotipos de una poblacion dada, como
resultado de la expresibn de su variacién fenotipica en los diferentes ambientes

experimentados por la poblacion (Sultan,1987).

2.8 Mecanismos de osmorregulaciéon y transporte de agua

El agua es la molécula esencial para la vida; en las plantas constituye aproximadamente
del 80% al 95% de la masa de los tejidos vegetales, es el solvente mas abundante y mejor
conocido que permite el movimiento de las moléculas dentro y entre las células. Ademas,
las propiedades del agua, como su polaridad, tienen influencia en la estructura y la
estabilidad de las moléculas como las proteinas y los polisacaridos, entre otras (Kirkham,
2005). El agua viaja desde las zonas en donde el potencial hidrico es mayor (menos
negativo) hacia las zonas en donde es menor (mas negativo) y el potencial hidrico se puede
definir como la tendencia del agua a fluir desde un area hacia otra debido a procesos de
osmosis, gravedad, presion mecanica o efectos matricos (Taiz y Zeiger, 2006). Por otro
lado, se sabe que, la regulacion de la osmolaridad, de los procesos mecanico elasticos de
la membrana plasmaética y de la presion hidrostatica, son procesos criticos que determinan

el funcionamiento celular.

La férmula para calcular el potencial hidrico (yw) es: Pw= Ys + Yot Yg+ PYm

El termino ys se refiere al potencial osmotico que representa el efecto de los solutos
disueltos sobre el potencial hidrico; estos solutos disminuyen la energia del agua debido a

la disolucion del mismo. En este caso, la mezcla de solutos y el agua aumenta el desorden
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del sistema y disminuye la energia libre del agua asi que, la interaccion del agua con los
solutos disueltos, tiene un efecto negativo sobre el potencial hidrico debido a que disminuye
la cantidad libre de agua disponible en el sistema (Zyalalov, 2004). Por otro lado, el termino
Wy indica la presién hidrostatica de la solucion en donde, las presiones positivas aumentan
el potencial hidrico, mientras que las presiones negativas lo reducen. La presion hidrostatica
positiva en las células vegetales se llama presion de turgencia y los valores negativos
pueden producir una tensién hidrostatica o presion negativa como ocurre en el xilemay en
las paredes entre células vecinas. Ademas, el término ygyrepresenta la influencia del campo
gravitatorio siendo este el responsable de movilizar el agua de abajo hacia la parte area.
Finalmente, el término W, representa el grado de retencion del agua, debido a las
interacciones con matrices sélidas o coloidales (Taiz y Zeiger, 2006). La cantidad limitada
0 excesiva de agua, constituye un factor inductor de situaciones estresantes tanto en

plantas como en animales (Moreno, 2009; Squeo, 2007)

2.9 Estrés hidrico

En los sistemas biolégicos se ha adoptado el concepto de tension-deformacién para
analizar los procesos que ocurren cuando un organismo se encuentra sometido a una
situacion de estrés. Este ultimo término en los seres vivos se refiere a cualquier factor
externo capaz de producir una deformacién potencialmente nociva en un organismo (Levitt,
1980). Uno de los factores que genera un estrés en las plantas es la sequia, este un
fendmeno meteoroldgico que se define como la falta de lluvias durante un periodo suficiente
para ocasionar el agotamiento parcial o total del agua disponible en el suelo siendo un factor
ambiental capaz de ocasionar un estrés hidrico (Kramer, 1983; Salisbury y Ross, 1985). El
estrés por déficit hidrico se define como una situacién del entorno donde el potencial hidrico
de la planta y, por lo tanto, la turgencia se reduce lo suficiente restringiendo el desarrollo,
la supervivencia, la reproduccion y la distribuciéon de las plantas (Hong-Bo et al., 2008;
Yoshida et al, 2014). En los ecosistemas, la baja disponibilidad de agua puede ser el
resultado de diversos factores como son: la escasa precipitacion, la baja capacidad de
retencion del agua en el suelo, las temperaturas extremas, las elevadas concentraciones
salinas, la baja presion atmosférica o la interaccién entre estos distintos factores (Nilsen y
Orcutt, 1996). Cada uno de estos factores puede generar un estrés hiperosmotico que se
caracteriza por un incremento en la concentracion de solutos en el medio externo y el

descenso en la presion de turgencia por pérdida de agua intracelularmente (Zyalalov, 2004).
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El estrés salino implica diversos cambios en los procesos fisioldgicos y metabodlicos
dependiendo de la severidad y la duracion (Gupta y Huang, 2014). El principal efecto
fisiologico de la salinidad sobre las plantas es la reduccion del crecimiento debido a un
efecto osmdtico inducido por la disminucion del potencial osmético del medio, una toxicidad
especifica normalmente asociada con la absorcién excesiva de iones de Na* y de Cl'y un
desequilibrio nutricional debido a la interferencia de los iones salinos con los nutrientes
esenciales (Zhu, 2001). El estrés por salinidad también se considera un estrés hiperidnico
debido a que la entrada de iones de Na* y de CI en las células causa un gran desequilibrio
y exceso de iones, en donde la alta concentracion de Na* inhibe la captacién de iones de
K* gue es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, existiendo
diversos mecanismos fisiolégicos y bioquimicos para sobrevivir en suelos con altas
concentraciones salinas en donde los principales mecanismos incluyen la homeostasis
ibnica y compartimentalizacién, transporte y captacion de iones, biosintesis de
osmoprotectores y solutos compatibles, sintesis de compuestos antioxidantes y poliaminas
(Gupta y Huang, 2014).

El crecimiento en las plantas es un proceso fisiolégico que se ve afectado por la baja
disponibilidad de agua debido a que el crecimiento celular es causado por la expansion
celular que esta regulada, principalmente, por la presion de turgencia. La presion de
turgencia es la fuerza fisica del agua contenida principalmente en la vacuola ejercida sobre
la membranay la pared celular, estd se mantiene mediante la regulacion osmética a través
de sustancias osméticamente activas como iones y osmolitos compatibles, como azucares

y aminoacidos, que se adquieren o se sintetizan dentro de la célula (Lebaudy et al., 2008).

2. 10 Respuestas frente al estrés hidrico

La susceptibilidad de las plantas a ambientes extremos ha impulsado la evolucion de
una amplia gama de mecanismos de resistencia y tolerancia al estrés (Mahalingam et al.,
2005). Las condiciones ambientales en las que se desarrollan las plantas, desencadenan
una serie de respuestas que van desde la expresion de genes y cambios en el metabolismo
celular a cambios en la tasa de crecimiento; estas reacciones de las plantas existen para
eludir los efectos nocivos causados por diversos tipos de estrés tanto biéticos como
abioticos (Hong-Bo et al., 2008). Una de las principales respuestas moleculares antes una
situacion de estrés, es la modificacion en la expresion de genes que codifican para
proteinas que participan en la produccion de enzimas claves para la sintesis de osmolitos,

proteinas con funciones protectoras, enzimas antioxidantes, factores de transcripcioén, entre
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otras (Bray, 1997; Zhu et al., 2002). Las respuestas a nivel molecular y celular incluyen el
ajuste en el transporte idnico y cambios metabdlicos que se inducen tras la regulacién de
la expresion génica. Los proteinas codificadas por los genes inducibles por estrés, se han
clasificado en dos grupos: 1) genes que codifican a proteinas que protegen directamente a
la planta contra el estrés y que funcionan para proteger a las células de la deshidratacion;
dentro de este grupo tenemos a las enzimas requeridas para la sintesis de distintos
osmoprotectores, a las proteinas LEA, a las proteinas anticongelantes y a las chaperonas
2) genes reguladores que participan en la regulacion de la expresion génica y la
transduccién de sefiales en respuesta a un estrés incluyendo a los factores de transcripcion,
las proteinas cinasas y las enzimas involucradas en el metabolismo de los fosfoinositidos.
La importancia de los genes inducibles por estrés permite comprender los mecanismos
moleculares de tolerancia al estrés y las respuestas por parte de las plantas (Avni et al.,
2015).

A nivel fisiolégico, un mecanismo de resistencia a la baja disponibilidad de agua, es el
cierre de estomas ya que estos son los responsables de la mayor pérdida de agua en las
plantas (Taiz y Zeiger, 2006). El proceso del cierre de estomas ocurre debido a la
deshidratacion del mesofilo en la hoja en donde se ha visto que se acumula la fitohormona
ABA (Zhang y Outlaw, 2001). ElI ABA induce el cierre de los estomas mediante cambios en
el potencial de membrana debido a la pérdida de iones K* (calculada en 4-8 veces de
disminucioén, desde 400-800 mM hasta 100 mM) y de aniones CI- o malato? en las células
guarda. Todo lo anterior provoca una salida de agua del citoplasma dando lugar al cierre
estomatico (Roelfsema y Hedrich, 2002).

Al igual que en las células guarda, las otras células de la planta también llevan a cabo
un ajuste osmotico que, en este caso, consiste en una disminucion del potencial hidrico en
los tejidos vegetales a través o de la biosintesis de osmolitos organicos de bajo peso
molecular que no afectan la funcionalidad de macromoléculas celulares llamados solutos
osmoticamente compatibles que se acumulan principalmente en el citoplasma como
polioles (azlcares), metilaminas, aminoacidos libres y derivados de aminoé&cidos
(Yancey et al., 1982) que, ademas de regular la presion osmotica sobre macromoléculas
como las proteinas y los sistemas de membrana celulares no afectan el funcionamiento de
las macromoléculas a pesar de acumularse en altas concentraciones (Buchanan et al.,
2000) y por la acumulacion de iones (principalmente en la vacuola), fundamentalmente el
K* (Cushman, 2001) . La sobre-expresion de este tipo de compuestos ha sido usada para

proteger a las plantas de los efectos causados por el estrés osmotico, obteniéndose
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resultados positivos en varias especies (Ashraf y Foolad, 2007). Esto ayuda a mantener
niveles altos de turgencia ya que, al bajar el potencial osmético, se disminuye también el

potencial hidrico y se favorece la entrada del agua a las células (Yancey et al., 1982).

3. Antecedentes inmediatos

En el laboratorio de Genética, Molecular, Epigénetica, Desarrollo y Evolucién de Plantas
en el Instituto de Ecologia de la UNAM se ha caracterizado el crecimiento de la raiz primaria
en condiciones control y de estrés osmatico en distintas accesiones de Arabidopsis thaliana.
En la tesis de licenciatura de la M. en C Pamela Aceves Garcia en 2015 trabajaron con 12
accesiones (Cvi-0, Ws, FR-2, HR5, Ove-0, Ta-0, Bay-0, Se-0, Sha, Ler, Col-0 y CIBC10) en
condiciones control encontrando variabilidad fenotipica en el crecimiento de la raiz primaria,
sus resultados mostraron que las accesiones presentan tamafios de la raiz
significativamente diferentes, lo cual puede deberse en los tiempos de protusién radicular
0 en la tasa de crecimiento de la raiz primaria. Al realizar cinéticas de crecimiento
encontraron que es muy similar en las accesiones hasta el quinto dia, conforme avanza el
tiempo el crecimiento de la raiz comienza a divergir demostrando que la mayoria mantienen
constante su crecimiento como las accesiones Col-0 y CIBC10 teniendo un tamafio de la
raiz proporcional a su tasa de crecimiento, sin embargo las accesiones de la raiz corta (Cvi-
0 - 3.54 cm y Ws - 3.66 cm) mostraron una desaceleracién en su tasa de crecimiento
exhibiendo un patrén no lineal entre el tamafio de la raiz primaria y su tasa de crecimiento.
En este trabajo encontraron que entre las accesiones el tamafio de la raiz no siempre va a
ser determinado por la longitud del meristemo ya que este tamafio también esta siendo
influenciado por eventos que ocurren en la zona de elongacion y/o diferenciacién (Aceves,
2015). Por otro lado, en la tesis de la M. en C Wendy Cajero Sanchez, se analiz6 la variacion
fenotipica de la raiz primaria en condiciones control y de estrés osmotico para quince
accesiones (Bch-4, Bu-5, Bur-0, Col-0, Cvi-0, Fr-5, Hr-5, Ler-1, LI,1, Sh-0, Sg-2, Ta,0, WI-
1, Ws y Zu-0) encontrando de igual manera una amplia variacién en el tamafio de la raiz
primaria. La accesion Ler-1 tuvo la mayor afectacion en el crecimiento de su raiz primaria
con un porcentaje de 24% en condiciones de estrés osmoético (300 mM de manitol)
comparandolo con respecto a su control y su accesion con menor afectacion fue Zu-0 con
un porcentaje de crecimiento de 62% en estrés osmético. En este mismo trabajo realizaron
un analisis cuantitativo celular midiendo células del cértex distinguiendo las distintas zonas
que componen la raiz primaria (zona meristematica, dominio de proliferacion, dominio de

transicion y la zona de elongacion) en seis accesiones (Col-0, Cvi-0, Ler-1, Sg-1, Ws 'y Zu-
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0) con el objetivo de conocer como se alteran las tasas de proliferacion y diferenciacion
celular en las accesiones, esté analisis mostr6 que el pardmetro mas afectado en
condiciones de estrés osmotico (300 mM de manitol) fue el dominio de proliferacién y el
parametro menos afectado fue el dominio de transicién en donde las accesiones Zu-0y Sg-

2 se afectaron menos en todos parametros evaluados (Cajero, 2018).

A partir de 113 accesiones de Arabidopsis thaliana (tabla 4, apéndice) donadas por el
Ulises Yunuén Rosas Lopez del Instituto de Biologia, UNAM al Laboratorio de Genética,
Molecular, Epigénetica, Desarrollo y Evolucion de Plantas del Instituto de Ecologia de la
UNAM se tomaron trece accesiones (tabla 1) provenientes de seis paises distintos,
recolectadas en distintos sitios, los cuales tienen caracteristicas ambientales propias, lo
cual da lugar a diferencias en los factores biéticos y abidticos, estas diferencias pueden o
no dar lugar a adaptaciones locales lo cual podria explicar una parte de la respuesta

diferencial obtenida en trabajos anteriores asi como este mismo trabajo.

Tabla 1. Caracterizaciones geograficas de las accesiones utilizadas en este trabajo.

Accesion Latitud Longitud  Altitud (m)
Nd-1 CS22619 Alemania 50.30 N 9.50 E 312
Baa-1 CS78188 Paises Bajos 51.30N 6.10 E 25
Or-0 CS78288 Alemania 50.38 N 8.011 E 166
Br-0 CS22628 Republica Checa | 49.20N | 16.61 E 218
Col-0 - Alemania 47.98 N 10.87 E 623
Pu2-7 CS22592 Republica Checa | 49.42N | 16.36 E 493
Bla-1 CS76097 Espafa 41.68 N 2800 113
Drall-1 CS78427 Republica Checa - - -
Chat-1 CS78208 Francia 48.07 N 133 E 144
An-1 CS78184 Francia 4590 N 6.10 E 510
Kondara CS22651 Tajikistan 38.48 N 68.49 E 917
Is-0 CS78453 Alemania 50.50 N 7.50 E 269
Amel-1 CS78182 Paises Bajos 53.44 N 573 E 0
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4. Justificacion

Las accesiones de Arabidopsis thaliana se han utilizado como modelo para estudiar la
variacion fenotipica y los mecanismos que la generan y la mantienen, ya que las distintas
poblaciones de arabidopsis provienen de diferentes sitios geograficos con diferencias en
los factores ambientales generando variabilidad entre las distintas poblaciones. Esta
variacion deriva de polimorfismos que alteran la expresion génica y dan lugar a diferencias
morfoldgicas vy fisioldgicas. Por lo que, el estudio de las accesiones, permite identificar
aquellas variantes alélicas que estan adaptadas a un determinado ambiente y nos ayudara
a entender los procesos y los mecanismos que ocurren en las poblaciones que han
permitido los cambios evolutivos a través del tiempo. Con este enfoque, e integrando
informacién de diversas ramas de la biologia como la genética, biologia molecular, ecologia,
sistematica, biogeografia entre otras permitira entender los procesos biol6gicos que ocurren
en los organismos y como evolucionaron. La raiz se ha estudiado de manera extensa en
arabidopsis para Col-0, Ler-1 y WSs, sin embargo, existe poca informacion para el resto de
las accesiones por lo cual la caracterizacion fenotipica resulta un trabajo preliminar para
encontrar aguellas que tengan diferencias en su respuesta diferencial a una condicion dada,
para posteriormente realizar analisis mas profundos que permitan responder que
diferencias estan ocurriendo en procesos biolégicos. Esta variacién natural es considerada
la fuente principal para que ocurran cambios en las especies en términos evolutivos, lo cual
permite entender como actian las fuerzas evolutivas en las poblaciones y el papel que
juegan los factores biéticos y abioticos del medio circundante. Por lo cual en este trabajo
tiene como objetivo generar informacion en la caracterizacion fenotipica para distintas
accesiones usando la raiz como modelo de estudio para una condicion de estrés hidrico,
buscando aquellas que tengan respuestas contrastantes para posteriormente realizar
estudios genéticos y moleculares que expliquen su respuesta diferencial. De igual manera
se conoceran las caracteristicas de diversos factores ambientales de los sitios de
recolecciéon de las accesiones intentando encontrar alguna caracteristica ambiental

particular que esté relacionada con el estrés osmatico.

Pregunta de investigacion
¢La variacion natural presente en distintas accesiones de la raiz primaria en respuesta a
estrés osmatico refleja adaptaciones de las condiciones ambientales propias de cada

ecosistema?
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5. Hipétesis

Los componentes de la arquitectura de la raiz se afectaran menos, asi como la capacidad

de recuperacion y resiliencia serd mayor en condiciones de estrés osmdético, en las

accesiones gue provengan de sitios en donde la disponibilidad de agua es baja.

6. Objetivos

6.1 Objetivos generales

Conocer el efecto del estrés osmético en el sistema radicular sobre distintas

accesiones de Arabidopsis thaliana.

6.2 Objetivos particulares

Estudiar el efecto de estrés osmotico sobre la raiz primaria en 13 accesiones y
seleccionar aquellas que presenten mas y menos afectacion en el crecimiento de
estrés osmotico con respecto a una condicion sin estrés.
Identificar los componentes de la arquitectura de la raiz que responden a estrés
osmoético, describiendo su variacion natural y la dindmica de cambio que conduce a
la redistribucién y morfologia de la arquitectura de la raiz.

Evaluar la capacidad de resiliencia y recuperacién de algunas de las accesiones que
se evaluaran en funcién de estar mas y menos afectadas en el crecimiento de la raiz
primaria, en condiciones severas de estrés osmético.

Conocer las caracteristicas ambientales de los sitios en donde fueron colectadas las

accesiones de arabidopsis y si su respuesta a estrés osmatico se debe, en parte, a

las adaptaciones que presentan ante las condiciones ambientales en donde habitan.
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7. Metodologia

7.1 Condiciones de crecimiento

Se utilizaron 113 accesiones de Arabidopsis thaliana (tabla 4, apéndice) donadas por el
Dr. Ulises Yunuén Rosas Lépez del Instituto de Biologia, UNAM. Para la esterilizacion de
las semillas se siguio el siguiente protocolo: se desinfectaron las mismas con etanol al 100%
durante 5 minutos en agitacion constante para posteriormente ponerlas en una solucién de
cloro al 5% / SDS 1%. Esto se mantuvo durante 13 minutos en agitaciébn constante a
temperatura ambiente y luego se realizaron tres series de lavados con agua estéril. Las
semillas desinfectadas fueron estratificadas en tubos de microcentrifuga con agua estéril
durante cinco dias a 4°C en oscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo de estratificacion, las semillas se sembraron en cajas de
Petri verticales con medio MS que contiene: MS al 0.2X, MES monohidratado al 0.05%,
sacarosa al 1% y agar al 1% a un pH ajustado de 5.6 con 1M de KOH. Las cajas de Petri
fueron transferidas a camaras de crecimiento Percival a 22 °C en condiciones de dia largo
(16 horas de luz y ocho horas de oscuridad) con un nivel de iluminacién entre 7000 - 11000

luxes.

7.2 Ensayo de estrés osmaotico

Se realiz6 un andlisis preliminar con las 113 accesiones (n=5) en colaboracion con
Brenda Gardufio Sanchez, con el objetivo de encontrar aquellas que tuvieran mayor, menor
y respuesta intermedia en el porcentaje de crecimiento de la raiz primaria con respecto a
su control seleccionando 13 accesiones para caracterizarlas con una n=30, cuatro que
presentaron la mayor disminucion en el crecimiento de la raiz primaria (Nd-1, Chat-1, Pu2-
7 y Or-0), cinco que presentaron una respuesta intermedia en el crecimiento de la raiz
primaria (Col-0, An-1, Bla-1, Baa-1y Kondara) y por ultimo cuatro que presentaron la menor
disminucion en el crecimiento de la raiz primaria (Br-0, Drall-1, Amel-1y Is-0).

Las plantas se dejaron crecer durante cinco dias postsiembra (dps) en condiciones
control de crecimiento para posteriormente ser transferidas a cajas de Petri con medio MS
0.2X para el control y medio MS 0.2X adicionado con 300 mM de Manitol para el tratamiento
de estrés osmético durante siete dias. Unicamente se utilizaron aquellas plantas que
germinaron durante los primeros dos dias después de la siembra.

Se realizé una distribucion de frecuencias para las 113 accesiones en condiciones
control y en porcentaje de estrés osmotico a partir de la regla de Sturges para determinar

el numero de clases, asi como la amplitud.
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Regla de Sturges = 1+3.332*log N

Amplitud = valor maximo — valor minimo / 1+3.332*log N

A partir del ensayo de estrés osmoético con 300 mM de manitol se eligieron tres
accesiones; la que no present6 ninguna disminucion en el crecimiento de la raiz primaria
(Amel-1), la que presenté mayor disminuciéon en el crecimiento de la raiz primaria (Nd-1) y
Col-0 de referencia, con el objetivo de conocer su respuesta en condiciones mas severas
de estrés osmoético medio MS 0.2X adicionado con 400 mM y 500 mM de manitol y en
condiciones de estrés i6nico en medio MS 0.2X adicionado con 100 mM de NaCl. La
metodologia fue la misma del apartado anterior Unicamente con diferencias en las

concentraciones de manitol y NaCl.

7.3 Medicién de raices

Una vez terminado los distintos experimentos en estrés osmaotico y salino, asi como su
control se digitalizaron las cajas de Petri con un escéner a 400 dpi de resolucion y, para
determinar la longitud de la raiz primaria, se utilizo el programa ImageJ. Con estas medidas,
se determiné cuales eran las accesiones en donde la longitud de la raiz primaria se afectaba
mas y menos en condiciones de estrés osmaotico para lo cual se obtuvo el porcentaje de
crecimiento en manitol con respecto a su crecimiento en condiciones control. Se realizaron
analisis estadisticos para cada accesién comparando el crecimiento de la raiz principal en
condiciones control contra el tratamiento (estrés osmdtico), las pruebas estadisticas
utilizadas para cada accesion se eligieron dependiendo de los supuestos de normalidad y
homocedasticidad de varianzas, las pruebas paramétricas se utilizaron para poblaciones
con distribucion normal y dependiendo de la homocedasticidad de varianzas se realizé un
t de Welch cuando no se cumplia el supuesto y t de Student cuando se cumplia el supuesto.
Se utilizé la prueba no paramétrica de Mann Whitney para las poblaciones que no cumplian
con el supuesto de normalidad. Doce de las accesiones tuvieron diferencias significativas
en el crecimiento de la raiz principal para el control y las condiciones de estrés osmoético, la
Unica accesion que no presento diferencias significativas fue Amel-1 con un valor de P de

0.369>0.05 (tabla 5, apéndice) utilizando el software estadistico R.
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7.4 Ensayo de recuperacion en tierra

Se desinfectaron y estratificaron tres accesiones (Nd-1, Col-0 y Amel-1) siguiendo la
metodologia del apartado 5.1, las semillas se sembraron en cajas Petri verticales durante
cinco dias con medio MS 0.2X para posteriormente ser transferidas durante 18 dias a medio
MS 0.2X adicionado con 400 mM de manitol. Una vez transcurrido el tiempo en condiciones
severas de estrés osmoético a las plantulas se les dio un periodo de recuperacién en donde
se volvieron a transferir a condiciones 6ptimas con medio MS 0.2X durante siete dias para
finalmente ser plantadas en tierra (peat moss / vermiculita; 3:1) durante doce dias. Se
evaluo la tasa de sobrevivencia a partir del nimero de individuos vivos al final del ensayo y

la recuperacién en tierra.

7.5 Arquitectura de la raiz

Se utilizaron dos accesiones de arabidopsis (Amel-1 y Col-0) las cuales fueron
desinfectadas y estratificadas siguiendo el mismo protocolo del apartado 5.1, para
posteriormente sembrarlas en cajas de Petri verticales con medio MS al 0.2 X durante cinco
dias. Las plantulas después del dia cinco post-siembra fueron transferidas a condiciones
control de crecimiento (MS 0.2X), asi como a dos tratamientos de estrés osmaético (MS 0.2X
adicionado con 100 y 200 mM de manitol), durante seis dias. Posteriormente, las placas
fueron digitalizadas con escéner durante los dias 3, 5, 7, 9y 11 a 400 dpi de resolucion y
se llevaron a cabo tres experimentos independientes con cuatro plantulas por tratamiento
(n=12). De estas plantas, se midié la longitud de la raiz primaria, la longitud promedio de
las raices laterales y el nimero de las raices laterales. Los fenotipos de la raiz se
cuantificaron usando el software ImageJ. La metodologia utilizada para este experimento
se tomo del articulo de Julkowska y colaboradores (2014). Se realizaron pruebas de
normalidad (test de Shapiro) y prueba de homocedasticidad de varianzas (test de Bartlett)
para posteriormente realizar una anova de una via para cada accesion con un nivel de

confianza de 0.95 con una prueba post-hoc de Tukey utilizando el software estadistico R.

7.6 Variables ambientales y caracteristicas de suelo

Se obtuvieron las coordenadas de recolecta de las 13 accesiones utilizadas en este
proyecto de la base de datos de The Arabidopsis Information Resource (TAIR) y se
descargaron los datos de cuatro variables ambientales (precipitacion, radiacién solar,
temperatura y humedad relativa) de la version 2.0 que tiene datos climaticos mensuales

promedio de 1970 al 2000, a una resolucién de 30 segundos que es equivalente a 1 km? de
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la base de datos: http://www.worldclim.ora/ (Fick y Hijmans, 2017). Se extrajeron los datos

de dichas variables con el programa ArcGIS 10.2.1 con ayuda del Bidlogo José Gerardo
Rodriguez Tapia de la unidad de Geomética en el Instituto de Ecologia UNAM.

Por otro lado, se obtuvieron las siguientes caracteristicas de suelo: fraccion de arena,
limo y arcilla clasificacién de suelo a nivel de orden y suborden a una profundidad de 15 cm

de suelo de la pagina https://soilgrids.org utilizando las coordenas de recoleccién de las

accesiones, los datos se encuentran a una escala de 1 km?. Con las fracciones de arena,
limo y arcilla se obtuvo la composicion textural de los suelos utilizando el diagrama textural

(figura 32, apéndice) del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA).
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8. Resultados

8.1 Variacion en el crecimiento en la raiz primaria en condiciones control y de estrés
osmatico para distintas accesiones de Arabidopsis thaliana

Con el objetivo de conocer la respuesta en condiciones severas de estrés osmotico se
realizé un andlisis preliminar con 113 accesiones (apéndice), midiendo la longitud de la raiz
primaria en condiciones control (Medio MS 0.2X) comparandolo con respecto a su
tratamiento de estrés osmoético (Medio MS 0.2X adicionado con 300 mM de manitol) con
una n=5 para el control y el tratamiento en estrés osmotico respectivamente, para
seleccionar las accesiones mas afectadas, menos afectadas y de respuesta intermedia para
su posterior caracterizacion con una n de 30. La variacién de la longitud de la raiz primaria
en condiciones control para las accesiones (Figura 2) fue muy amplia teniendo tres (Kyl-1,
Amel-1 y C24) con una raiz corta que van de 1.85 cm a 2.76 y de igual manera dos
accesiones (Lov-1 y Da-0) con raices largas que van de los 8.5 cm a los 9.5 cm, la mayoria
de las accesiones se distribuyen en rangos de longitud entre 4.6 cm a 7.33 cm. Por otro
lado, la variacién de la longitud de la raiz primaria en condiciones de estrés osmoético (Figura
3) fue diferente ya que la mayoria de las accesiones crece en rangos que van de 6.4% a
30% de lo observado en condicién control, teniendo pocas accesiones con porcentajes
elevados de crecimiento en estrés osmatico, teniendo una sola accesion Amel-1 con un
porcentaje de crecimiento de 62.5%. Este andlisis preliminar nos permiti6 comprender de
manera general la variacién en condiciones control y en condiciones de estrés osmoético, ya
gue el desarrollo de la raiz primaria se ve afectado en mas de un 70% en 94 de 113
accesiones (tabla 4, apéndice) lo que sugiere que las distintas poblaciones de arabidopsis
que habitan en distintos ambientes no se distribuyen en lugares en donde ocurra una baja
disponibilidad de agua que puede deberse a distintos factores como la escasa precipitacion,

caracteristicas de suelo con baja retencién de agua, temperaturas extremas entre otras.

30



Frecuencia en condiciones control
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1.85-2.76 2.77-3.68 3.69-459 46-5.5 5.6-6.42 6.43-7.33 7.34-8.24 8.25-9.15
LONGITUD DE LA RAIZ (CM)

Figura 2. Distribucion de frecuencias de la longitud de la raiz primaria en condiciones control
para las 113 accesiones. El nUmero de clases se determiné a partir de la regla de Sturges
teniendo ocho clases con una amplitud de 0.91 cm.

Frecuencia en condiciones de estrés osmotico
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PORCENTAJE DE CRECIMIENTO

Figura 3. Distribucién de frecuencias del porcentaje de crecimiento de la raiz primaria en
condiciones severas de estrés osmotico (Medio MS 0.2X adicionado con 300 mM de
manitol) con respecto a su control para las 113 accesiones. El nimero de clases se
determiné a partir de la regla de Sturges teniendo ocho clases con una amplitud de 8

porciento.
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A partir del ensayo anterior se seleccionaron trece accesiones (figura 4) que presentaron
la mayor, menor y una respuesta intermedia en la afectacion de la raiz primaria en
condiciones de estrés osmatico, con el objetivo de caracterizarlas. Siguiendo el mismo
protocolo (metodologia 7.2) se midié el crecimiento de la raiz primaria en condiciones
severas de estrés osmotico (Medio MS 0.2 X adicionado con 300 mM de manitol) con
respecto a su control (MS 0.2X). El porcentaje de crecimiento para las trece accesiones fue
de 9.2% hasta 107.3%, siendo la accesién Nd-1 la mas afectada ya que tuvo un porcentaje
de crecimiento de 9.2%. Por otro lado, diez de las accesiones tuvieron un porcentaje de
crecimiento entre el 10% y 20% (Tabla 2). Dentro de este grupo, las accesiénes Or-0 y Is-
0 fueron las que tuvieron la mayor variacién con respecto a su crecimiento en la raiz primaria
en condiciones control; ademas, cinco accesiones (Pu2-7, An-1, Bla-1 y Br-0) tuvieron una
variacion alta en las mismas condiciones mientras que dos accesiones (Kondara y Chat-1)
tuvieron una variacion baja en cuanto al crecimiento de su raiz primaria en condiciones
control; esto sugiere que presentan poca plasticidad (figura 5). La accesién Is-0 tuvo un
porcentaje de crecimiento de 27.9% y present6 una alta plasticidad tanto en condiciones
control que va de 4 cm hasta 9 cm como en condiciones de estrés osmoético. Finalmente, la
accesion Amel-1 creci6 107.3% en condiciones de estrés osmotico con respecto a su
control sin ser estadisticamente significativo. Su cinética de crecimiento (figura 31,
apéndice) en condiciones control y en estrés osmaético fue muy similar siendo mas inclinada
su pendiente en el tratamiento de estrés durante el Ultimo dia de tratamiento; ademas, sus

tasas de crecimiento fueron similares en ambos tratamientos.
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Longitud de la raiz primaria
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Figura 4. Longitud promedio de la raiz primaria (n

30) de las 13 accesiones durante los

siete dias de tratamiento en condiciones control (MS 0.2X) y en condiciones de estrés

osmatico (MS 0.2X suplementado con 300 mM de manitol).
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Tabla 2. Porcentajes de crecimiento del crecimiento de la raiz primaria en condiciones de
estrés osmdético (300 mM de manitol) comparandolo con respecto a su control, promedio de
la longitud de la raiz primaria en condiciones control y condiciones de estrés osmatico
(n=30) y desviacion estandar para ambas condiciones de las trece accesiones utilizadas en

este experimento.

Porcentaje de Desviacion

crecimiento en

Longitud de la raiz Longitud de la raiz Estandar

condiciones de estrés en condiciones en condiciones de Control/300 mM de

Accesioén

osmotico con respecto a control estrés osmotico manitol

su control en MS

Nd-1 9.2 % 7.4 cm 0.6 cm
Baa-1 10.3% 7cm 0.7 cm 0.78/0.25
Or-0 10.47% 5.78 cm 0.60 cm 1.23/0.25
Br-0 11.56% 7.48 cm 0.86 cm 0.80/0.31
Col-0 13.6% 7.3cm lcm 0.63/0.54
Pu2-7 14.64% 7cm 1.03cm 1.06/0.41
Bla-1 15.9% 7.1 cm 1.1cm 1.01/0.49
Drall-1 19.2% 6.9 cm 1.3cm 0.65/0.32
Chat-1 19.49% 4.59 cm 0.89 cm 0.55/0.33
An-1 19.8% 5.31 cm 1.05cm 1.09/0.31
Kondara 19.8% 4.9 cm 0.98 cm 0.40/0.28
Is-0 27.9% 6.4 cm 1.8cm 1.65/0.65
Amel-1 107.3% 25cm 2.7cm 0.51/0.38

Durante el ensayo en estrés osmotico se marco el crecimiento de la raiz primaria cada
24 horas para determinar las cinéticas y tasas de crecimiento en condiciones control y
condiciones de estrés osmotico de las 13 accesiones caracterizadas en este ensayo
(figuras 19,20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30 y 31, apéndice). Las cinéticas de crecimiento
representan la acumulacién de crecimiento durante los siete dias de tratamiento,
encontramos que Amel-1 fue la Unica accesion en donde la cinética en ambas condiciones
eran muy similares, durante los primeros seis dias de tratamiento Amel-1 presentd un
crecimiento ligeramente mayor en condiciones control y en el Ultimo dia de tratamiento el
crecimiento fue mayor en condiciones de estrés osmatico, para el resto de las accesiones

presentaron una disminucion significativa durante los siete dias en condiciones de estrés
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osmotico comparando contra su control. Por otro lado, las tasas de crecimiento representan
el crecimiento neto por dia de la raiz primaria, encontramos para la accesion Amel-1 (figura
31) durante los primeros cinco dias de tratamiento para ambos tratamientos la tasa es muy
similar, para los dias seis y siete la tasa disminuye de forma mas drastica para la condicién
control a diferencia del tratamiento en estrés osmético, para el resto de las accesiones las

tasas de crecimiento en estrés osmotico se mantuvieron por debajo de su condicion control.

Con el objetivo de conocer la plasticidad que presentan las trece accesiones frente a dos
condiciones (condiciones control y de estrés osmatico) se realiz6 una norma de reaccion la
cual esta representada por una funcion lineal que describe el patrén de expresion fenotipica
de un genotipo en diferentes ambientes en donde la elevacién de una norma de reaccion
esta relacionada al valor de respuesta promedio de un rasgo, mientras que la pendiente de
una norma de reaccion representa la plasticidad de ese rasgo (Lande 2009; Dingemanse
et al, 2010). Se obtuvo el promedio de la tasa de crecimiento por dia para cada accesion
en condiciones control y condiciones de estrés osmético para obtener la norma de reaccion
de cada una, y posteriormente calcular la pendiente de inclinacion. Amel-1 fue la Unica
accesion que tuvo una ligera pendiente inclinada en sentido contrario de estrés osmotico a
control con un valor de pendiente positiva de m=0.309, ambos fenotipos al tener una linea
recta casi horizontal presentan poca plasticidad fenotipica para ambas condiciones, por otro
lado, Nd-1 fue la accesiébn con mayor inclinacién en su pendiente, teniendo el menor

porcentaje de crecimiento de 9.2%.
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Norma de reaccion

1.2
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04 \

0.2

Tasa de crecimiento (cm x dia)
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Amel-1 —@—An-1 Baa-1 Bla-1 Br-o —@— Chat-1 Col-0
—@—Drall-1 —@—Is-0 —@— Kondara —@— Nd-1 Or-0 —@— Pu2-7

Figura 6. Norma de reaccién para las 13 accesiones. Tasa de crecimiento (cm x dia) en dos
condiciones (MS y Manitol 300 mM) de plantulas de cinco a doce dias de edad. La grafica
muestra el promedio de la tasa de crecimiento durante siete dias.

Amel-1 fue la Unica accesién que no tuvo una afectacién en el crecimiento de la longitud
primaria en condiciones severas de estrés osmotico, para conocer Como era su respuesta
en condiciones mas severas de estrés osmatico se realizd un ensayo con tres accesiones
(figura 7) utilizando Col-0 de referencia, Nd-1, la accesién con mayor afectacion en estrés
osmoético y Amel-1. En 400 mM de manitol Amel-1 fue la accesién con mayor porcentaje de
crecimiento de 25.82%, Col-0 tuvo un porcentaje de crecimiento de 1.89% y Nd-1 tuvo un
porcentaje de crecimiento de 1.61%. En 500 mM de manitol ninguna de las tres accesiones
tuvo crecimiento en la raiz primaria.

Se realiz6 también un ensayo con un estrés salino para las tres accesiones con una
concentracion de 100 mM de NacCl (figura 7) con el objetivo de conocer si la respuesta de
Amel-1 es Unicamente para condiciones de estrés osmético o si existen mecanismos para
contender a un estrés iénico y osmético. Amel-1 tuvo un porcentaje de crecimiento de
56.52%, Col-0 presento un porcentaje de 27.07% y Nd-1 tuvo un porcentaje de crecimiento
de 19.38%. Los resultados en cuanto al porcentaje de crecimiento para el estrés salino en
Amel-1 sugiere que no es una accesion que tenga una capacidad de menor afectacién en

el crecimiento de la raiz primaria, ya que el estrés salino moderado que se utiliz6 en este
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experimento afecto el desarrollo de su raiz casi un 50%, esto sugiere que al aumentar el

estrés salino la longitud de la raiz en Amel-1 se veria mayormente afectada.
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Figura 7. Longitud del crecimiento de la raiz para las accesiones Amel-1, Nd-1 y Col-0 para
cinco condiciones: control (MS 0.2X), estrés osmaético (MS 0.2X adicionado con 300, 400 y
500 mM de manitol respectivamente) y estrés salino (MS 0.2X adicionado con 100 mM
NacCl).

8.2 Dindmica de cambio en la arquitectura de la raiz

Con el objetivo de conocer los componentes de la arquitectura de la raiz, la dinAmica de
cambio de los distintos componentes que responden a estrés osmatico y la variacion natural
que existe en Amel-1 comparandolo con respecto a Col-0, se midieron tres variables:
longitud de la raiz primaria, la longitud de las raices laterales y el nUmero de raices laterales
en dos accesiones Amel-1y Col-0 en condiciones control (Medio MS 0.2X) y en condiciones
menos severas de estrés osmético (Medio MS 0.2X adicionado con 100 y 200 mM de
manitol respectivamente). Las plantulas se mantuvieron en condiciones control durante los
primeros cinco dias y posteriormente fueron transferidas a los tratamientos antes
mencionados durante seis dias. Amel-1 no present6 cambios drasticos en el crecimiento de

la raiz primaria para los tres tratamientos (Figura 8). Se realiz6 una anova de una via
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cumpliendo con los supuestos del analisis estadistico y no se encontraron diferencias
significativas entre los distintos tratamientos con un valor de P de 0.285 con una prueba
post-hoc de Tukey. Estos resultados concuerdan con el analisis de 300 mM de manitol que
se realizé anteriormente ya que la raiz primaria en una condicidbn mas severa de estrés
osmdtico su raiz primaria no se ve afectada en su crecimiento por lo que se esperaba que
en concentraciones menores de manitol no hubiera de igual manera diferencias entre los
tratamientos contra su control. Por otro lado Col-0 presentd diferencias significativas en la
raiz primaria bajo las distintas concentraciones de manitol a medida que aumenta el estrés
osmdtico se presenta una disminucion en su raiz primaria, durante los primeros dias de
tratamiento no se observan diferencias en la longitud y a medida que transcurren los dias
de tratamiento la disminucion de la raiz primaria se observa claramente siendo la
concentracion de 200 mM de manitol la que tiene mayor disminucion en el crecimiento y la
concentracion de 100 mM de manitol presenta una respuesta intermedia de crecimiento
entre los tratamientos, al aumentar la concentracion de manitol para generar un estrés
osmotico severo (300 mM) el crecimiento de la raiz primaria se afecta al grado de observar
un crecimiento de 13.6% con respecto a su control como se muestra en la tabla 2 y en la
figura 8. Se realizé una anova de una via cumpliendo los supuestos de este andlisis
estadistico el cual mostré diferencias significativas para los tres tratamientos con un valor
de P de 0.00002 con una prueba post-hoc de Tukey. En cuanto al nimero de raices
laterales Col-0 tuvo un mayor nimero de raices a diferencia de Amel-1 Col-0 para todos los
tratamientos. En condiciones control Col-0 presenté un nimero promedio de raices laterales
de 28.66 en el ultimo dia contra 13.5 raices en Amel-1. En la concentracion de 100 mM de
manitol Col-0 tuvo un nimero promedio de raices laterales de 15.4 y 11.33 en Amel-1 (figura
10) ocurriendo una disminucién mas drastica en Col-0 que en Amel-1. En la concentracion
de 200 mM de manitol la accesién Col-0 tuvo un numero promedio de raices laterales de
8.66 y 5.5 en Amel-1. El tltimo componente de la arquitectura de la raiz que se midié en
este ensayo fue la longitud total de las raices laterales, esta se obtuvo sumando todas las
mediciones obtenidas para cada raiz utilizada en cada tratamiento, en el caso de Col-0 tuvo
mayor longitud total de las raices laterales para los tres tratamientos durante los seis dias.
En condiciones control Col-0 tuvo una longitud total promedio de 30.24 cm contra 8.68 cm
de Amel-1 en la misma condicién, en los tratamientos de estrés osmotico se observa una
respuesta similar en donde Col-0 abarca mayor longitud de raices laterales a diferencia de
Amel-1. En la concentracién de 100 mM de manitol la disminucién es mas drastica para la

accesion Col-0 con una longitud total promedio de 12.41 cmy 6.77 para Amel-1. Por ultimo,
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para la concentracion mas alta de manitol (200 mM) utilizada en este ensayo la longitud

total promedio para Col-0 fue de 6.8 cm y para Amel-1 de 2.2 cm (figura 11).

Longitud de la raiz primaria

Crecimiento de la raiz primaria de Amel-1
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Figura 8. Crecimiento de la raiz primaria de Amel-1 en tres tratamientos medio MS 0.2X,

medio MS 0.2X adicionado con 100 y 200 mM de manitol respectivamente. El tratamiento

se realiz6 con plantulas con cinco dias postsiembra con una duracion de seis dias. Se

realizé una anova de una via con un valor de P de 0.285 > 0.05.
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Figura 9. Crecimiento de la raiz primaria de Col-0 en tres tratamientos medio MS 0.2X,

medio MS 0.2X adicionado con 100 y 200 mM de manitol respectivamente. El tratamiento

se realizo con plantulas con cinco dias post siembra con una duracion de seis dias. Se

realiz6 una anova de una via con un valor de P de 0.00002 < 0.05.
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Figura 10. Numero de raices laterales para las dos accesiones. El tratamiento se realizd

con plantulas con cinco dias post siembra con una duracion de seis dias.
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Figura 11. Longitud total de las raices laterales. El tratamiento se realizé con plantulas con

cinco dias post siembra con una duracién de seis dias.
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8.3 Ensayo de sobrevivencia y recuperacion en tierra en condiciones de estrés
osmatico paratres accesiones de arabidopsis

Para conocer si la longitud de la raiz primaria en respuesta a estrés osmotico severo en
placas de agar reflejaba tolerancia al estrés osmotico o solamente era la disminucién de la
raiz primaria se hizo un ensayo de sobrevivencia y recuperacion en tierra para tres
accesiones con una n de 30 (metodologia 7.4). Se utilizé la accesiéon menos afectada Amel-
1 al tener un porcentaje de crecimiento de 107.3%, la accesién mas afectada Nd-1 con un
porcentaje de crecimiento de 9.2% y Col-0 de referencia con un porcentaje de crecimiento
de 13.6%. Se midi6 la tasa de sobrevivencia a partir del nimero de individuos vivos que
completaron el ensayo, la accesién Amel-1 fue la que tuvo mayor tasa de sobrevivencia con
28 individuos vivos con un porcentaje de 93.33%, Col-0 fue la que tuvo la menor tasa de
sobrevivencia con 16 individuos vivos con un porcentaje de 53.33% y 20 individuos de la
accesion Nd-1 sobrevivieron con un porcentaje de 66.66% (figura 12). Los resultados de
este ensayo para Amel-1 son consistentes con los resultados obtenidos con respecto al
andlisis anterior del crecimiento de la raiz primaria ya que la accesién Amel-1 tuvo la mayor
tasa de individuos vivos al final del ensayo y las accesiones Nd-1 y Col-0 tuvieron un menor
namero de plantulas vivas existiendo muy poca diferencia entre ellas. La recuperacion en
tierra fue més favorable de igual manera para Amel-1 al tener un desarrollo de la roseta

mayor en tierra y las rosetas para Nd-1 y Col-0 fueron mas pequefias (figura 13).
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Figura 12. Tasa de sobrevivencia (nimero de individuos vivos al final del ensayo) de las
accesiones Amel-1, Nd-1 y Col-0.
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Figura 13. Plantulas trasplantadas en tierra durante el dia uno, cuatro y siete para las
accesiones Amel-1, Col-0 y Nd- después del periodo de recuperacion en condiciones

6ptimas de crecimiento (medio MS 0.2X).

8.4 Variables ambientales y caracteristicas de suelo

Con el objetivo de conocer como es el ambiente en el cual se desarrollaban las diferentes
accesiones con las que estamos trabajando y si su respuesta al estrés osmaético se debe a
las condiciones ambientales en donde habitan, se utilizé el programa Arcgis 10.2 para
conocer cuantas accesiones se distribuian en distintos rangos para cuatro variables
ambientales (temperatura, precipitacion, radiacién solar y vapor de agua). Como se puede
ver en las figuras 14, 15, 16 y 17 la precipitacion fue la condicibn ambiental con mayor
variacion entre las localidades de las diferentes accesiones. Esto sugiere que es un factor
ambiental que en parte explica la variacion de la respuesta las distintas a entre accesiones.

Para el resto de las variables ambientales los rangos son muy similares acotando la
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distribucién de arabidopsis a condiciones ambientales especificas con ligeras variaciones
para la temperatura, radiacién solar y vapor de agua. Especificamente Kondara, fue la
accesion que fue colectada en lugares en donde la precipitacion es menor durante el
verano, a partir del mes de octubre la precipitacion comienza a aumentar hasta el mes de
febrero y comienza a bajar durante la primavera. Por otro lado, las accesiones Br-0, Drall y
Pu2-7 se colectaron en sitios en donde la precipitacion es similar durante todo el afio y la
accesion Nd-1, fue colectada en un sitio que presenta dos picos altos de precipitacion (en
julio y en diciembre); esta accesion fue colectada en un sitio en donde hay una mayor
disponibilidad de agua durante todo el afio. Nd-1 es una accesion que, en respuesta a un
estrés osmotico severo, se ve fuertemente reducido el crecimiento de la raiz en condiciones
de estrés osmotico (9.2% con respecto a su control, tabla 2). De manera interesante, Amel-
1 es una accesion en donde el crecimiento de la raiz no se ve afectado cuando se crece en
estrés osmdético alto (300 mM manitol). El sitio en donde se colecto Amel-1, tiene una
precipitacion baja durante la primavera y comienza a aumentar conforme avanzan las
estaciones del afio, teniendo una precipitacion alta durante el otofio. Para las demas
variables ambientales (temperatura, vapor de agua y radiacion solar) los valores son muy
similares entre casi todos los sitios en donde se colectaron estas accesiones excepto para
Kondara cuyo sitio de colecta presenta valores altos de temperatura durante la primavera,
verano y principios de otofio, valores de vapor de agua por encima de las demas accesiones
durante todo el afio y valores altos de radiacion solar durante algunos meses. Asimismo, el
sitio en donde se colecto la accesion Bla-1 presentd valores altos para la temperatura
durante todo el afio y para la radiacion solar para la mayoria de los meses. Finalmente
podemos concluir que, la mayoria de las accesiones se colectaron en sitios con valores
similares de temperatura, vapor de agua y radiaciébn solar lo cual sugiere que las
condiciones climaticas para la distribucién de las poblaciones de arabidopsis queda acotada

a ciertas caracteristicas del ambiente.
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Figura 14. Valores de precipitacion para los sitios de colecta de las distintas accesiones de
arabidopsis durante todo el afio empezando por el mes de marzo.
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Figura 15. Valores de temperatura para los sitios de colecta de las distintas accesiones de

arabidopsis durante todo el afio empezando por el primer mes de marzo.
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Figura 16. Valores de vapor de agua para los sitios de colecta de las distintas accesiones

de arabidopsis durante todo el afio empezando por el mes de marzo.
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Figura 17. Valores de radiacion solar para los sitios de colecta de las distintas accesiones

de arabidopsis durante todo el afio empezando por el mes de marzo.
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Ademas de las condiciones climaticas, se obtuvieron los tipos de suelo a nivel de orden
y suborden con el objetivo de conocer cuales son las caracteristicas propias del suelo de
los lugares en donde se desarrollan de manera natural las accesiones utilizadas en este
trabajo y si la respuesta a estrés osmotico en condiciones de laboratorio refleja las diversas
estrategias que tienen estas accesiones para contender con situaciones de baja
disponibilidad de agua. Las accesiones Baa-1, Chat-1, An-1, Col-0 y Nd-1 crecen en
condiciones naturales en un suelo de tipo alfisol (tabla 3 que significa que tienen un régimen
de humedad que permite suministrar el agua a las plantas durante mas de la mitad de afio
0, por lo menos, durante mas de tres meses consecutivos a lo largo del afio. Estos suelos
se encuentran libres de erosion y otras perturbaciones edaficas y son tipicos de regiones
templadas que tienen una temperatura que varia entre 0°y 22° C. Por otro lado, los suelos
en donde crecen estas accesiones se clasifican a nivel de suborden, en cinco grupos que
se distinguen por sus regimenes de humedad y temperatura. Los suelos de sitios de colecta
de las cinco accesiones antes mencionadas, se localizan en el suborden Udalfs (tabla 3),
estos suelos presentan un régimen de humedad Unico que se encuentra en suelos de climas
humedos que poseen lluvias bien distribuidas a lo largo del afio por lo que es dificil que el
suelo esté seco por mas de 90 dias. Asimismo, los suelos donde se colectaron las
accesiones Or-0, Br-0, Bla-1 y Kondara son de tipo Mollisol (tabla 3) que quiere decir suelos
ricos en materia organica con humedad relativa de praderas herbaceas perennes. Ademas,
los suelos en donde se colectaron las accesiones Or-0, Br-0 y Bla-1 se localizan en el
suborden Udolls (tabla 3) que comprende suelos que tienen la facilidad de movilizar el agua
por escurrimiento superficial y por infiltracién profunda de climas hiumedos. Por otra parte,
el suelo del sitio en donde crece naturalmente la accesion Kondara se localiza en un
suborden distinto del tipo Xerolls, se les llama mollisoles de clima mediterraneo siendo
suelos secos en periodos de verano, pero su humedad aumenta en invierno y se almacena
en las capas profundas o encima del lecho de roca. Por otra parte, los suelos de los sitios
de colecta donde las accesiones Pu2-7 y Is-0 crecen son de tipo inceptisol (tabla 3) que son
suelos bastante jovenes que estdn en cambio con procesos de traslocacion de materiales
0 meteorizacion extrema. Estos suelos se desarrollan en cualquier tipo de clima excepto en
zonas con condiciones aridas y el régimen de humedad puede ser variable desde suelos
con bajo drenaje hasta suelos muy bien drenados. Los suelos de tipo inceptisol,
generalmente se forman en ecosistemas forestales, praderas y terrenos agricolas. Los
suelos de colecta de ambas accesiones, se localizan en el suborden ochrepts (tabla 3) que

se refiere a suelos poco profundos que estan débilmente desarrollados debido a que
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ocurren en superficies geomorfas relativamente jovenes. El suelo en donde se desarrolla
naturalmente la accesién Amel-1 fue el Gnico que proviene de un suelo de tipo Entisol (tabla
3) que describe suelos muy jévenes debido a que no han tenido la influencia de los factores
formadores de suelo al tener un periodo de formacion muy corto, abundancia de minerales
primarios de muy dificil alteracion, hidromorfismo ralentizado por la presencia de capas
freaticas y repetidos aportes de materiales de origen aluvial que van rejuveneciendo el perfil
topografico. El suborden de suelo en donde crece naturalmente la accesion Amel-1 es
psamments (tabla 3) que se refiere a suelos arenosos con una textura franca, en donde
algunos se han formado sobre dunas de arena estabilizada. Estos suelos tienen una baja
capacidad de retencion de agua y dada su composicidbn mineralégica, son suelos poco
fértiles (Gisbert et al, 2002; Gisbert et al, 2010; Soil Survey, 2014). Estas caracteristicas de
suelo de donde proviene Amel-1 explica en parte su respuesta en estrés osmético debido
a la baja retencion de agua ya que las proporciones mas elevadas de arena permite una
eficiente absorcion de agua en el sistema radicular, pero al mismo tiempo la retencién de
agua es muy deficiente lo que hace que no exista una disponibilidad de agua constante y
esta accesion tenga que generar respuestas y adaptaciones locales a las condiciones
ambientales. Las accesiones que crecen naturalmente en suelos de tipo alfisol y mollisol
(tabla 3) tienen niveles 6ptimos de agua y humedad durante todo el afio. De manera
interesante encontramos que, las dos accesiones Pu2-7 y Is-0 que provienen de un suelo
de tipo inceptisol que son suelos jovenes en donde la humedad es muy variable, tienen
porcentajes bajos de crecimiento de su raiz primaria en condiciones de estrés osmatico.
Por otro lado, nos parece muy interesante que, la accesion Amel-1 al no afectarse el
crecimiento de la raiz en condiciones de estrés osmatico, crece naturalmente en sitios en
donde el suelo no retiene el agua. Esto sugiere un mecanismo de adaptacion a condiciones
extremas de baja disponibilidad de agua.

Para poder determinar la textura de suelo en el que se colectaron las 12 diferentes
accesiones, se obtuvieron los valores de arena, limo y arcilla utilizando un diagrama textural
del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA). Obtuvimos que la textura en
el horizonte de suelo para los sitios en donde se colectaron las 12 accesiones es franca y
equilibrada, Sin embargo, en el caso especifico del sitio en donde se colectaron las
accesiones An-1, Kondara y Bla-1, tienen porcentajes mas altos de arcilla entrando en una
categoria de suelo franco arcilloso lo cual significa que el suelo comparte caracteristicas
propias de suelos francos y arcillosos. Por otro lado, los sitios de colecta de las accesiones

Amel-1 y Baa-1 presentaron porcentajes de arena elevados ubicandose en suelos francos

48



arenosos lo cual hace que el suelo de donde provienen estas accesiones tienen

caracteristicas propias de ambas categorias antes mencionadas (tabla 3 y figura 17).

Tabla 3. Tipos de suelo a nivel de orden y suborden y textura de los suelos de colecta de

las distintas accesiones de arabidopsis.

Accesién Tipo de suelo Suborden Textura de suelo
Baa-1 Alfisol
Oor-0 Mollisol Udolls Franco

Br-0 Mollisol Udolls Franco

Pu2-7 Inceptisol Ochrepts Franco

Bla-1 Mollisol Udolls Franco arcilloso
Chat-1 Alfisol Udalfs Franco

An-1 Alfisol Udalfs Franco arcilloso
Kondara Mollisol Xerolls Franco arcilloso
Is-0 Inceptisol Ochrepts Franco

Amel-1 Entisol Psamments Franco arenoso
Col-0 Alfisol Udalfs Franco

Nd-1 Alfisol Udalfs Franco

Como se puede ver en la tabla 3 los suelos de colecta de todas las accesiones provienen
de suelos francos. Sin embargo, existen diferencias para los sitios de colecta de las
accesiones An-1, Kondara y Bla-1 en cuanto a la fraccion de arcilla lo cual genera que
tengan un suelo franco arcilloso. Los sitios de colecta de las accesiones Amel-1 y Baa-1
tienen valores mas altos en cuanto al porcentaje de arena, siendo suelos francos arenosos.
La textura de suelo para todas las accesiones es franca con pequefas diferencias en los
porcentajes de arena y arcilla en cinco accesiones, esta textura permite a las plantas estar
en un suelo equilibrado teniendo caracteristicas fisicas y quimicas 6ptimas para el
desarrollo de las plantas en donde la arena permite que no se compacte el suelo, los
nutrientes son aportados por el limo y la retencion de humedad por la arcilla. En el caso de
particular de Amel-1 aunque se desarrolle en un suelo joven con poca retencion de agua y
baja disponibilidad de nutrientes, las caracteristicas texturales del suelo franco le permiten

desarrollarse en un suelo con condiciones no tan dptimas para las plantas.
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Figura 18. Fraccion de arena, limo y arcilla para los sitios en donde se colectaron las
distintas accesiones.

9. Discusioén

La variacion natural intraespecifica es la variacién fenotipica causada por mutaciones
que surgen de manera espontdnea y que se mantienen en la naturaleza debido a un
proceso evolutivo como la seleccién natural. Esta variacion esta presente tanto en las
especies silvestres como en las especies domesticadas y puede estar determinada por una
variante alélica localizada en un solo gen; sin embargo, la mayor parte de la variacién
natural es cuantitativa y esta determinada por polimorfismos genéticos en mdltiples loci que
se conocen como QTL (por sus siglas en inglés Quantitative Trait Locus) y genes de rasgos
cuantitativos QTG (por sus siglas en inglés Quantitative Trait Gene; Alonso-Blanco et al,
2009). Esto se debe a que las condiciones biéticas y abiéticas varian en el espacio y en el
tiempo y a que las distintas poblaciones de una especie estan expuestas a diferentes
presiones de seleccidon que conducen a la adaptacion a las condiciones locales y a la
divergencia intraespecifica, (Kawecki y Ebert, 2004) las posibilidades de que una especie
resista a la sequia dependerda de la diversidad que exista dentro de la especie y

particularmente si hay subpoblaciones que ya estan adaptadas a entornos extremos con
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baja disponibilidad de agua (Exposito-Alonso et al, 2018). En este trabajo se analiz6 la
respuesta de distintos genotipos de la raiz primaria crecidos en condiciones 6ptimas y en
estrés osmatico. En estas condiciones de crecimiento, se puede investigar el papel de un
agente en particular como un conductor diferenciador de una poblaciéon (Kawecki y Ebert
2004; Alberto et al. 2013). Al obtener una respuesta diferencial muy marcada en el
crecimiento de la raiz primaria en condiciones control y en condiciones severas de estrés
osmdtico en 113 accesiones, supusimos que las condiciones ambientales de los sitios de
recolecciéon habian generado adaptaciones locales frente a la baja disponibilidad de agua.
Por lo anterior, vimos si habia una correlacion entre el crecimiento de la raiz primaria en
respuesta a estrés osmatico y los valores de varias variables ambientales relacionadas con
la disponibilidad de agua como son: la temperatura, la radiacién solar, la precipitacion, el
vapor de agua y el suelo. Nuestros resultados mostraron que, Unicamente para el caso del
suelo, encontramos una correlacion con la respuesta en el crecimiento de la raiz primaria,
al no haber encontrado una correlacion directa con las otras variables ambientales no
significa que no jueguen un papel en la respuesta global. De todas las variables ambientales
obtenidas de las bases de datos para las accesiones utilizadas en este trabajo observamos
que las accesiones se distribuyen en rangos muy similares de temperatura, radiacion solar
y vapor de agua, esto sugiere que dichas variables son un factor determinante para su
distribucion sin embargo no existe una correlacion directa para explicar su respuesta al
estrés osmotico. Es interesante notar que, de todas estas variables ambientales, la
precipitacion fue la que presenté mayor heterogeneidad entre todos los sitios de colecta de
las accesiones. Dos de las accesiones (Kondara y Bla-1) utilizadas en este trabajo tuvieron
valores relativamente mas altos en las variables de temperatura y radiacién solar, para el
vapor de agua Unicamente Kondara tuvo valores mas altos durante todo el afio, sin
embargo, estos valores tampoco reflejaron una relacion directa con la respuesta al estrés
osmdtico. En cuanto a las variables de suelo los distintos tipos que existen y su composicion
textural son parametros importantes de considerar ya que influyen en la disponibilidad de
agua y tienen un impacto en el crecimiento y la fisiologia de las raices. Al existir distintos
tipos de suelo cada uno presenta diferentes caracteristicas, que pueden dar origen a
adaptaciones locales por parte de los organismos. En este trabajo encontramos que las 13
accesiones caracterizadas se distribuyen en cuatro diferentes tipos de suelo a nivel de
orden y variaciones en las proporciones de arena, limo y arcilla; estas diferencias
encontradas explican una parte de la respuesta obtenida en los experimentos en el

laboratorio, ya que 12 accesiones presentaron una disminucion mayor al 70% en la longitud
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de la raiz primaria (tabla 2) distribuyéndose en suelos en donde existe una disponibilidad y
retencion de agua, a diferencia de Amel-1, ya que el suelo en donde se desarrolla tiene una
baja retencién y disponibilidad de agua, al tener valores altos en las proporciones de arena
el suelo presenta mayor eficacia para drenar el agua que llega y la evaporacion del agua
ocurre con mayor velocidad. Esta Ultima caracteristica se encuentra en dos accesiones
(Amel-1y Baa-1) sin embargo, esta similitud no es la Unica condicion que genera una baja
disponibilidad y retencion de agua ya que estas dos accesiones se desarrollan en suelos
muy distintos a nivel de orden y suborden (tabla 3) existiendo diferencias propias de cada
suelo. El suelo a nivel de orden de tipo entisol en donde crece Amel-1 siendo un suelo poco
profundo con bajo aporte de materia organica, en cuanto al suborden psamments son
suelos de textura franca arenosa que se han formado en dunas de arena estabilizada
caracterizados por la poca retencién de agua en el suelo. Por otro lado, la accesién Baa-1
crece en un suelo a nivel de orden de tipo alfisol teniendo un régimen de humedad constante
que les permite tener agua disponible durante mas de 90 dias consecutivos sin lluvia, en
cuanto al suborden udalfs la lluvia se encuentra bien distribuida a lo largo del afio por lo que
es dificil que existan bajos niveles de agua disponible en el suelo, por ultimo las
proporciones altas de arena para este suelo les da la caracteristica de tener niveles éptimos
de drenaje. Las condiciones particulares de cada suelo podrian sugerir que las condiciones
ambientales en donde se desarrollan de manera natural estas accesiones han generado
presiones de seleccién para Amel-1 dirigidas a contender la sequia, para el resto de las
accesiones no se ha generado esta misma presién debido a que el agua no es un factor
limitante, ya que se encuentra disponible por las caracteristicas de suelo propias de cada
lugar. Por otro lado, el fenotipo de longitud corta de la raiz primaria de Amel-1 podria estar
relacionado con el tipo de suelo en donde se desarrolla, ya que los suelos de tipo entisol
son los mas jovenes de su clasificacion taxonémica esto se debe a que el perfil topografico
se rejuvenece constantemente no dando lugar a la formacion de horizontes poco profundos
por debajo de la capa superficial quedando la raiz cerca de la roca madre lo cual no daria
lugar al desarrollo en longitud de la raiz primaria a diferencia del resto de las accesiones
que tienen horizontes formados por debajo de la capa superficial.

El experimento de sobrevivencia y recuperacién en tierra se hizo con el objetivo que
conocer si la respuesta encontrada en los fenotipos de la raiz reflejaba tolerancia a la sequia
0 si solamente se observaba la disminucion de los distintos parametros que componen la
arquitectura de la raiz, encontramos que Amel-1 tuvo la mayor tasa de sobrevivencia y una

mayor area de roseta, la accesion Col-0 presento la menor tasa de sobrevivenciay un area
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de roseta poco desarrollada y finalmente para Nd-1 la tasa de sobrevivencia fue ligeramente
similar con la accesién Col-0, con un area de roseta poco desarrollada, este resultado se
ajusta con los datos obtenidos de las mediciones de las raices ya que Nd-1 fue la accesién
con menor porcentaje (9.2%) de crecimiento en la longitud de su raiz primaria en un
tratamiento severo de estrés osmético (300 mM de manitol), la hipétesis de este ensayo era
gue la accesion Nd-1 tuviera la menor tasa de sobrevivencia seguido de Col-0 y Amel-1
presentara la mayor tasa de sobrevivencia, nuestros resultados concuerdan para Amel-1,
existiendo diferencias entre Col-0 y Nd-1. Al comparar estos datos con los de las mediciones
de la raiz primaria Nd-1 tuvo un porcentaje de crecimiento de 9.2% y Col-0 present6é un
porcentaje de 13.6% (tabla 2) existiendo una diferencia de 4.4% en el crecimiento de la raiz
primaria y una diferencia de 4 plantulas vivas en el experimento de sobrevivencia y
recuperacion en tierra con un area de roseta poco desarrollada para ambas accesiones.
En un analisis de componentes principales utilizando distintas accesiones de arabidopsis
se encontrd que la raiz primaria es el componente principal que explica la variacion en el
crecimiento de la raiz primaria en diferentes concentraciones de manitol (Cajero, 2018),
debido a ello decidimos enfocar este proyecto en caracterizar la respuesta del crecimiento
de la raiz primaria de diferentes accesiones ante condiciones de estrés osmatico. Sin
embargo, sabemos que la arquitectura de la raiz (RSA por sus siglas en inglés Root System
Architecture) es muy importante para entender como el sistema radicular en su conjunto,
esta respondiendo a una baja disponibilidad de agua. En este trabajo caracterizamos los
componentes de la arquitectura de laraiz de dos accesiones (Amel-1y Col-0) y observamos
gue en condiciones control Amel-1 tiene una raiz primaria de longitud corta con un nimero
y longitud total de raices laterales bajo con respecto a lo que encontramos en la accesiéon
Col-0 que tiene una raiz primaria de longitud larga con un mayor nimero y longitud total de
raices laterales, por otro lado el fenotipo en condiciones de estrés osmético observamos
gue la raiz primaria de Amel-1 no se afecta en ninguna condicién de estrés osmdtico
utilizados en este ensayo, para Col-0 la raiz primaria se afecta en ambos tratamientos de
estrés osmotico, a medida que aumenta la concentracion de manitol, la disminucion de la
raiz principal es mayor. En cuanto al numero de raices laterales los fenotipos de las
accesiones son distintos en 100 mM de manitol ya que en Amel-1 existe una disminucién
de porcentaje de crecimiento de 16.05% y para Col-0 la disminucion de porcentaje de
crecimiento es de 46.23% comparando cada uno contra su control, en 200 mM de manitol
ocurre una disminucién similar para ambas accesiones; en Amel-1 la disminucion de

porcentaje de crecimiento es de 59.26% y para Col-0 la disminucién en porcentaje de
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crecimiento es de 69.77% teniendo una diferencia de 10.5%. Finalmente, la longitud total
de las raices laterales se comporta de manera similar al pardmetro anterior ya que en 100
mM de manitol en Amel-1 la disminucién es de 21.95% y en Col-0 la disminucién es de
58.95%, para la concentracion de 200 mM de manitol la disminucién para ambas
accesiones es similar ya que en Amel-1 es de 74.6% y en Col-0 es de 79.55% teniendo una
diferencia de 4.95%. Estos resultados presentan dos estrategias distintas, para Amel-1 la
raiz principal no se afecta y el nUmero de raices laterales y su longitud total se afectan poco
en condiciones moderadas de estrés osmotico y al aumentar el estrés ambos parametros
se afectan mas. Para Col-0 la raiz primaria, nimero y longitud total de raices laterales se
afectan en condiciones moderadas de estrés osmotico y al aumentar dicho estrés aumenta
todavia mas la disminucién de los tres parametros de la arquitectura de la raiz. Estas
caracteristicas diferentes entre las dos accesiones podrian ser una estrategia de respuesta
a las condiciones ambientales de los sitios en donde fueron recolectadas, como se observo
en el articulo de Julkowska et al, 2014 en donde encontraron cuatro distintas estrategias
que responden a estrés salino en 31 accesiones de arabidopsis, en este trabajo encontraron
que en la primera estrategia tres accesiones tuvieron una reduccion en su raiz principal y
un aumento en el nimero de raices laterales, en la segunda estrategia siete accesiones
tuvieron una disminucion en la raiz primaria y en el nUmero de raices laterales, en la tercera
estrategia catorce accesiones presentaron una reduccién mayor en el numero de raices
laterales en comparacion con la raiz primaria y en la Gltima estrategia siete accesiones
presentaron una reduccién en la longitud de las raices laterales y a su vez un aumento en
el niumero de raices laterales. De igual manera deben existir diversas estrategias en la
arquitectura de la raiz que responden a estrés osmdético, en donde los distintos
componentes de la arquitectura de la raiz tendran respuestas diferenciales cada parametro.
En las dos accesiones que se evaluaron en este trabajo se propone la hip6tesis de dos
estrategias distintas para contender la sequia en cada accesion, ya que el nimero de raices
laterales y su longitud al determinar la eficiencia de absorcién de agua; al existir un mayor
namero de raices y de longitud la absorcién de agua va a ser mayor, los datos obtenidos
sugieren que Col-0 es una poblacién que proviene de un lugar en donde la disponibilidad
de agua es mayor lo cual se ve reflejado en el numero y la longitud total de las raices
laterales en condiciones control y Amel-1 por otro lado presenta un nimero y longitud total
de raices laterales menor en condiciones control teniendo un fenotipo de raiz que esta

probablemente adaptado a un lugar en donde la disponibilidad de agua es menor.
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El estudio de la respuesta de las plantas al estrés es un aspecto fundamental de la
fisiologia ambiental la cual propone como las plantas funcionan en sus ambientes naturales
y cudles son los patrones que determinan su distribucion, supervivencia y crecimiento
(Kramer y Boyer 1995; Lambers et al. 1998; Ackerly et al. 2002), en donde el conocimiento
de los mecanismos de resistencia al estrés permiten comprender los procesos evolutivos
implicados en la adaptacion de las plantas a un ambiente adverso (Kozlowski et al, 1991,
Nilsen y Orcutt 1996). Las diferencias fenotipicas encontradas en los sistemas de la
arquitectura de la raiz, asi como la plasticidad fenotipica de las accesiones, son
herramientas que permiten estudiar los procesos evolutivos por los que han pasado las
distintas poblaciones en los distintos ambientes. Estos procesos evolutivos emergen de la
interaccion entre el ambiente y las diferencias genéticas que se han fijado con mayor
facilidad debido a que Arabidopsis thaliana es una especie que se autopoliniza. Este rasgo
fenotipico de esta especie y el aislamiento geografico, han generado divergencia
intraespecifica que, con el tiempo, dard paso a procesos de especiacion que originaran mas
diversidad biolégica en el planeta adaptada a las condiciones ambientales.

Es importante puntualizar que se ha generado una gran cantidad de informacion
utilizando este organismo modelo la cual, junto con el desarrollo de la tecnologia y la
integracion interdisciplinaria, permitird comprender de manera mas clara cémo funcionan
las fuerzas evolutivas y el papel que juegan las interacciones bioticas y abioticas sobre los

organismos.
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10. Conclusiones

La longitud promedio de la raiz primaria de la accesion Amel-1 no se afecta en
condiciones de estrés osmético (300 mM de manitol).

Las accesiones Nd-1, Col-0, Is-0, Kondara, An-1, Chat-1, Bla-1, Pu2-7, Br-0, Or-0,
Baa-1 y Drall-1 presentaron una disminucién mayor al 70% en la longitud promedio
de la raiz primaria en condiciones de estrés osmaotico (300 mM de manitol).

La dinamica de cambio en la arquitectura de la raiz en respuesta a estrés osmotico
para Amel-1 no se afecta el crecimiento de la raiz primaria y el nimero y longitud
total de las raices laterales se afectan de forma gradual a medida que aumenta el
estrés osmotico (100 y 200 mM de manitol).

La dindmica de cambio en la arquitectura de la raiz en respuesta a estrés osmético
en Col-0 se afectan los tres parametros de manera drastica en los dos niveles de
estrés osmotico (100 y 200 mM de manitol).

La accesion Amel-1 tiene una mayor tasa de recuperacion y resiliencia en
comparacion con las accesiones Col-0 y Nd-1.

No encontramos una correlacion directa con las variables ambientales de
temperatura, radiaciébn solar, precipitacion y vapor de agua que explique la

respuesta en estrés osmotico obtenida.
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11. Perspectivas

= Realizar un RNA-seq con el objetivo de analizar cambios en el transcriptoma
resultantes del empalme alternativo, modificaciones post-transcripcionales, fusiones
genéticas, mutaciones / SNP’s y cambios en la expresién génica en las accesiones
Amel-1 y Col-0 de Arabidopsis thaliana crecidas en condiciones Optimas de
crecimiento y en respuesta a estrés osmotico con la finalidad de encontrar cambios
que expliquen la respuesta diferencial entre ambas accesiones.

= Hacer una cuantificacion celular en las diferentes accesiones que tengan las
respuestas mas contrastantes para conocer las diferencias en las tasas de
proliferacién y diferenciacién de las raices primarias crecidas en condiciones control
y como estas se ven afectadas cuando se crecen en condiciones de estrés osmotico.

= Hacer un estudio de asociacién del genoma completo (GWAS) con el objetivo de
encontrar asociaciones entre polimorfismos de un solo nucleétido con un rasgo
observable para las accesiones utilizadas en este trabajo.

= Conocer la dinamica de RSA con el modelo (ROOT-FIT) de Julkowska et al, 2014
para agrupar las diferencias inducidas por el estrés osmoético a partir de los
parametros que componen la arquitectura de la raiz y plantear grupos de respuesta
de las diferentes accesiones antes estas condiciones de estrés.
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12. Apéndice

Accesiones
Tabla 4. Longitud de la raiz primaria en condiciones control, condiciones de estrés osmético
(300 mM de manitol) y porcentaje de crecimiento para las 113 accesiones.

Amplitud de la Amplitud de porcentaje
de crecimiento en la RP

Longitud Longitud Porcentaje de longitud en la condiciones de estrés
Accesion dela RP dela RP crecimiento RP en osmotico con respecto a
(cm) MS (cm) estrés condiciones su control
osmotico control

Br-0 5.91 0.38 6.4092 5.6 -6.42 6.4—-14
Ba4-1 5.15 0.35 6.7282 46-55 6.4-14
Chat-1 4.96 0.35 7.1282 46-55 6.4-14
Pu2-7 5.84 0.53 9.1183 5.6-6.42 6.4—-14
Or-0 4.86 0.46 9.5524 46-55 6.4-14
Ws-2 5.65 0.54 9.5759 5.6-6.42 6.4-14
LAC-3 5.39 0.54 9.9722 4.6-5.5 6.4-14
Mrk-0 5.8 0.65 11.2846 5.6-6.42 6.4-14
Na-1 5.96 0.69 11.5936 5.6-6.42 6.4-14
Zdr-1 6.92 0.81 11.6523 6.43-7.33 6.4-14
Per-1 6.05 0.71 11.734 5.6-6.42 6.4-14
Mh-0 6.39 0.8 12.5481 5.6-6.42 6.4-14
Pr-0 5.88 0.75 12.7316 5.6-6.42 6.4-14
Ms-0 4.17 0.54 12.8174 3.69-4.59 6.4-14
Boot-1 3.81 0.49 12.8529 3.69-4.59 6.4-14
Bu-2 3.25 0.42 12.8983 2.77-3.68 6.4-14
Lu-1 4.66 0.62 13.3651 46-55 6.4-14
Chi-1 3.46 0.46 13.3689 2.77-3.68 6.4-14
Mt-0 7.25 0.99 13.6021 6.43-7.33 6.4-14
Rou-0 5.48 0.75 13.6357 46-55 6.4-14
MIB-60 6.41 0.89 13.9075 5.6-6.42 6.4-14
Lov-1 8.26 1.16 14.065 8.25-9.15 6.4-14
Do-0 6.37 0.9 14,1157 5.6-6.42 6.4—-14
Lov-5 7.15 1.02 14.2715 6.43-7.33 6.4-14
Crl-1 3.38 0.48 14.2739 2.77-3.68 6.4-14
Ct-1 4.36 0.63 14.542 3.69-4.59 6.4-14
Est-1 4.7 0.69 14.5692 4.6-55 6.4-14
Ka-0 7.38 1.09 14.7233 7.34-8.24 6.4-14
Hs-0 7.65 1.15 15.0137 7.34-8.24 15-22
Stw-0 6.94 1.04 15.0288 6.43-7.33 15-22
Ba-1 5.82 0.89 15.2145 5.6-6.42 15-22
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Ler-1 3.79 0.58 15.2637 3.69 -4.59 15-22
Lp2-2 5.71 0.9 15.7071 5.6-6.42 15-22
Bs-1 3.07 0.48 15.7226 2.77-3.68 15-22
Gel-1 6.65 1.07 16.0208 6.43-7.33 15-22
Po-1 6.34 1.02 16.0318 5.6-6.42 15-22
MNF-Pot-48 5.41 0.88 16.3433 46-55 15-22
Tha-1 7.22 1.19 16.4847 6.43-7.33 15-22
Bsch-2 2.91 0.49 16.6838 2.77-3.68 15-22
Sapporo-0 6.41 1.09 16.9825 5.6-6.42 15-22
Ove-0 6.59 1.13 17.1267 6.43-7.33 15-22
Kr-0 6.72 1.16 17.285 6.43-7.33 15-22
St-0 5.74 1.01 17.5709 5.6-6.42 15-22
Wei-0 7.03 1.24 17.7033 6.43-7.33 15-22
Hil-1 6.36 1.14 17.9662 5.6-6.42 15-22
Seattle-0 7.04 1.3 18.4196 6.43-7.33 15-22
Tscha-1 7.1 1.33 18.7561 6.43-7.33 15-22
Ga-0 5.72 1.08 18.8447 5.6-6.42 15-22
Nw-0 4.24 0.8 18.8503 3.69-4.59 15-22
Col-0 7.48 1.44 19.2513 7.34-8.24 15-22
Ba5-1 7.25 1.41 19.437 6.43-7.33 15-22
An-1 4.27 0.83 19.4533 3.69-4.59 15-22
We-1 6.8 1.33 19.5413 6.43-7.33 15-22
Bla-1 6.1398 1.2232 19.9225 5.6 -6.42 15-22
Wil-1-Dean-Lab 6.71 1.36 20.1986 6.43 -7.33 15-22
Baa-1 6.43 1.31 20.4062 6.43-7.33 15-22
Di-1 4.98 1.02 20.4229 46-55 15-22
Ra-0 5.71 1.18 20.6143 5.6-6.42 15-22
Ha-0 5.16 1.07 20.6251 4.6-5.5 15-22
Ren-1 6.65 1.38 20.7158 6.43 -7.33 15-22
Edi-8 6.69 1.39 20.7687 6.43-7.33 15-22
Sg-8 6.73 1.4 20.8222 6.43-7.33 15-22
Da-0 8.95 1.87 20.9359 8.25-9.15 15-22
Kondara 3.87 0.82 21.3111 3.69-4.59 15-22
Edi-0 7.7234 1.6618 21.5164 7.34-8.24 15-22
Bur-0 4.88 1.07 21.818 4.6-5.5 15-22
Got-7 5.54 1.22 21.9323 46-55 15-22
Ta-0 7.69 1.7 22.0866 7.34-8.24 15-22
Mnz-0 7.63 1.73 22.7037 7.34-8.24 15-22
Tu-1 5.99 1.4 23.3425 5.6-6.42 23-30
Cvi-0 3.54 0.83 23.5748 2.77-3.68 23-30
Rd-0 6.34 1.51 23.8884 5.6-6.42 23-30
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Kin-0 3.81 0.91 23.9655 3.69-4.59 23-30
Sp-0 5.32 1.29 24.1587 46-55 23-30
Hey-1 5.58 1.37 24.587 5.6-6.42 23-30
Pf-0 3.26 0.81 24.7577 2.77-3.68 23-30
Mir-0 3.9 0.99 25.4363 3.69-4.59 23-30
Lz-0 5.38 1.37 25.472 46-55 23-30
Kas-2 4.88 1.26 25.8471 4.6-55 23-30
Pog-0 6.04 1.56 25.8663 5.6-6.42 23-30
Ste-3 6.58 1.72 26.2033 6.43-7.33 23-30
Bay-0 3.56 0.94 26.5016 2.77-3.68 23-30
C24 2.65 0.7 26.5764 1.86-2.76 23-30
Pro-0 6.15 1.64 26.5885 5.6-6.42 23-30
Pn-0 6.1 1.64 26.8325 5.6-6.42 23-30
For-2 6.32 1.72 27.2546 5.6-6.42 23-30
Sg-1 7.95 2.17 27.2883 7.34-8.24 23-30
Sg-1 4.99 1.36 27.2986 4.6-55 23-30
Shahdara 6.09 1.67 27.3721 5.6-6.42 23-30
CIBC-5 4.14 1.14 27.6334 3.69-4.59 23-30
Jm-0 3.35 0.94 28.0425 2.77-3.68 23-30
Sap-0 5.16 1.45 28.1561 46-55 23-30
Hi-0 4.92 1.41 28.6147 46-55 23-30
Gr-1 5.14 1.52 29.5385 46-55 23-30
Is-1 4.32 1.34 31.1132 3.69-4.59 31-38
Gd-1 3.3 1.05 31.6906 2.77-3.68 31-38
Ob-0 5.6 1.75 31.8883 5.6-6.42 31-38
Si-0 7.15 2.34 32.6556 6.43-7.33 31-38
Drall-1 5.2 1.75 33.6295 4.6-55 31-38
MOG-37 5.8 1.95 33.6816 5.6-6.42 31-38
MIB-86 4.53 1.57 34.7128 3.69-4.59 31-38
Nd-1 6.56 2.45 37.3704 6.43-7.33 31-38
No-0 2.82 1.07 37.8436 2.77-3.68 31-38
Is-0 3.89 1.49 38.321 3.69-4.59 31-38
Bs-2 6.78 2.76 40.7501 6.43-7.33 39-46
Kelsterbach-4 6.48 2.84 43.8707 6.43-7.33 39-46
Gu-0 6.55 2.96 45.2943 6.43-7.33 39-46
Ma-2 6.49 2.98 45.8733 6.43-7.33 39-46
Edinburgh-5 3.39 1.72 50.8974 2.77-3.68 47 -54
Ep-0 3.02 1.55 51.305 2.77-3.68 47 -54
Jm-1 3.41 1.91 55.8787 2.77 -3.68 55-62
Kyl-1 1.86 1.12 60.3599 1.86-2.76 55-62
Amel-1 2.1362 1.4032 65.6867 1.86-2.76 63-70
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Tabla 5. Valores de P para cada accesion de las pruebas estadisticas de normalidad,

homocedasticidad de varianzas y las pruebas paramétricas y no parameétricas.

Normalidad Homocedasticidad Prueba

Accesion MS/300 mM de varianzas estadistica Valor de P
Nd-1 0.010/0.035 0.002 T de Welch 0.000002
Baa-1 0.100/0.100 0.001 T de Welch 0.000002
Oor-0 0.100/0.016 0.000 Mann Whitney 0.0000
Br-0 0.100/0.063 0.000 T de Welch 0.000002
Col-0 0.067/0.01 0.184 Mann Whitney 0.000
Pu2-7 0.073/0.01 0.000 Mann Whitney 0.0000
Bla-1 0.100/0.01 0.000 Mann Whitney 0.000
Drall-1 0.100/0.100 0.008 T de Welch 0.000002
Chat-1 0.100/0.053 0.025 T de Welch 0.000002
An-1 0.100/0.01 0.000 Mann Whitney 0.000
Kondara 0.100/0.100 0.196 T de Student 0.000
Is-0 0.010/0.100 0.000 Mann Whitney 0.000
Amel-1 0.100/0.100 0.562 T de Student 0.369

Cinéticas y tasas de crecimiento

Figura 19. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Br-0.
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Figura 20. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Chat-1.
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Figura 21. Cinética y tasa de crecimiento para la accesién Pu2-7.
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Figura 22. Cinética y tasa de crecimiento para la accesiéon Or-0.
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Figura 23. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Col-0.
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Figura 24. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion An-1.
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Figura 25. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Bla-1.
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Figura 26. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Baa-1.
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Figura 27. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Kondara.
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Figura 28. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Drall-1.
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Figura 29. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Nd-1.
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Figura 30. Cinética y tasa de crecimiento para la accesion Is-0.
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Figura 31. Cinética y tasa de crecimiento para la accesiéon Amel-1.
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Figura 32. Diagrama textural del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA).
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