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Resumen

RESUMEN

La transicién de la fase vegetativa a reproduaivain paso delicado del ciclo de vida de
las plantas que puede afectarse por el déficitglm.aLa sequia puede retrasar o adelantar la
floracién; esto Ultimo se conoce como respueskesdape.

Brachypodium distachyoes un nuevo modelo vegetal con alto potencial paradiar la
plasticidad en el tiempo a floracion en respuebktigficit hidrico, debido a su gran diversidad de
variantes naturales. En este trabajo se realizéstudio de 4 variantes naturalesBledistachyon
gue contrastan en tolerancia a la sequia y tiemforacion: Bd21 y Bd2-3 (baja tolerancia,
floracién temprana) y Bd1l-1 y Tek-10 (alta toleiandloracion tardia). Las cuatro variantes se
cultivaron bajo condiciones controladas (23°C, 20 #h de luz / oscuridad fotoperiodo), en
tratamiento de riego normal (100% de capacidadetencion de agua) y tres niveles de sequia:
moderada (60%), intermedia (40%), y severa (30%h €l fin de inducir un estado crénico de la
sequia, el agua se mantuvo a estos niveles gt dkal ciclo de vida de la planta.

De acuerdo a los resultados, fue posible obsemareqB. distachyorel estrés por sequia
modifica caracteristicas fisiolégicas y morfolégi@n todas las variantes estudiadas, en funcién del
nivel de estrés aplicado. El estrés hidrico modemhtermedio indujo la respuesta de escape en
las variantes Bd2-3, Bd1-1 y Tek10, mientras quealdante Bd21 mostrd un ligero retraso en la
floracién. En la mayoria de los casos, el estrévaycauso floracion tardia, baja produccion de
semillas e incluso dafio irreversible. Las variafd&-1 y Tek10 produjeron el menor nimero de
semillas en condiciones control, pero en contragdtestrés favorecié la formacion de semillas en
estas variantes. Mediante PCR cuantitativa se tiggesnB. distachyorBd21 el perfil de expresién
del genGIGANTEA (Gl),un gen clave en la regulacion de la floracion aotadiciones de estrés,
en una cinética de 48 h. Este gen ha sido asopi@dtamente a la respuesta de escape a la sequia.
Sin embargo, en Bd21, cuya floracion no se adeliogdranscritos d&| se acumulan en respuesta
al estrés. Adicionalmente, se analizé la expresi@ingenSOC1 que juega un papel clave en la
regulacion del tiempo a floracion y actia rio abdgoGl. Se observé que en gene&DC1no
aumenta su expresion en respuesta al estrés, lapgya el fenotipo de floracion atrasada en Bd21.
Esto sugiere qué&l podria tener un papel mas general para contrétartipo de respuestas al
estrés hidrico que no necesariamente culminan @sazpe a la sequia. Los resultados de este
trabajo confirman el potencial d& distachyorcomo planta modelo para ampliar el conocimiento
de los mecanismos de respuesta al estrés, cuyds®fmplican ajustes en el patrén de desarrollo

que inciden positva 0  negativamente en la  producci de  semillas.



Introduccién

I. INTRODUCCION

La sequia se considera como el factor més critiediqita el crecimiento y la productividad de las
plantas de cultivo. Sus efectos se cuantificanédigas econdémicas y en la calidad y cantidad de
alimentos disponibles para la poblacion (Agroasen2®06). Los efectos de la sequia no sélo
tienen alcance en la produccién de alimentos panswmno humano, sino también en areas que
utilizan plantas o sus productos para producir dsey servicios, como la ganaderia, la medicina
tradicional, los biocombustibles, la industria teyt la industria de materiales de construccion
(Kumar y Yalew, 2012).

La agricultura en México depende principalmenteatgla de temporal. Debido al calentamiento
global, el ciclo de lluvias se ha alterado y ocaaisequias severas por ausencia e irregularidad de
lluvias, o inundaciones por exceso de lluvias diossidonde normalmente ninguna de estas
situaciones ocurria. Un ejemplo de esto es qud afice2009 se presentd en México la segunda
peor sequia de los ultimos 60 afios, mientras ga@oesiguiente, el 2010, fue histéricamente el mas
lluvioso (EI Economista, 2012). En el afio siguiest presentaron nuevamente sequias de
severidad elevada en el centro y norte del telitmexicano (CONAGUA, 2012). Por todo esto, el
panorama para la produccion de alimentos en lasrnpad décadas no es esperanzador y requerira
un esfuerzo multidisciplinario para lograr garaautiel abastecimiento de productos vegetales en un
ambiente erratico (Folger, 2014). Existen variogudms desde los cuales se puede abordar la
busqueda de soluciones a esta problemética, coahesalrollo de sistemas mas eficientes para la
administracion de los recursos hidricos, hasteelecsion y cultivo de variedades vegetales mas

resistentes a condiciones ambientales de défiabiicli

Las monocotiledéneas son un grupo de plantas aeim@ortancia para la produccién de alimentos
y una alternativa para la produccién de biocomblesti(FAO, 2009). Las monocotiledéneas como
el sorgo, el trigo y el maiz constituyen el apgriacipal de calorias para la alimentacién humana y
animal y se encuentran expuestas a los efectossadvee la sequia en los sitios donde se cultivan
(ASERCA, 2013). Una de las estrategias para salacita problematica mundial en la produccién
de plantas monocotiledéneas es la implementacioméi®dos de mejoramiento que permitan
obtener cultivos tolerantes a la sequia. Paraesst®cesario profundizar en el conocimiento de las

bases bioldgicas de la tolerancia.



Introduccién

Dado que la tolerancia de plantas de cultivo setdiGa en términos de su productividad bajo

condiciones de sequia, es necesario analizar llzendia que tiene el déficit de agua sobre la
regulacion del ciclo de vida de las plantas, asicadentificar sus efectos sobre la floracion y la

productividad de semillas y/o frutos. En este aspes especialmente importante identificar las
bases biolégicas que dirigen reajustes en el tidbgico de las plantas y que en consecuencia,
permiten a las plantas florecer y asegurar la prbdddad en el tiempo oportuno. Este tipo de

estudios se facilita con el empleo de plantas nooctainoB. distachyon

En este trabajo se presenta un analisis detallaticiclo de vida deB. distachyontratado con
diferentes niveles de sequia y sus efectos sobaenp#ros de crecimiento, la produccion de flores y
el rendimiento de semillas. Para esto se analizar@riantes naturales que presentan ciclos de vida

de distinta duracién, con floracion temprana yitard con diferentes susceptibilidades a la sequia.

Los resultados de este trabajo contribuyen a ameliaconocimiento la respuesta a la sequia
basada en la plasticidad fenotipica del tiemfloraciéon y su contribucion a la productividad

de semillas en condiciones de estrés.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 El ciclo de vida de las plantas

A lo largo de su ciclo de vida, las plantas atrsaiepor fases de desarrollo que se caracterizan por
cambios fisiolégicos, bioquimicos y morfolégicos Ias plantas gimnospermas (plantas vasculares
gue producen semillas, flores y frutos), estassfasguyen la etapa embrionaria, la germinacion, la
etapa vegetativa, la transiciéon a planta madurdada reproductiva con la formacion de flores,
frutos y semillas, y la senescencia (Meier, 2001).

La etapa embrionaria inicia con la fertilizaciéxis® de un 6vulo y su divisién celular asimétrica
para generar al embrién y endospermo. El embrid@esarrolla por division celular, alargamiento y
diferenciacion, pasando por fases tipicas de dekarcomo el estado globular, escutelar y
coleoptilar en monocotiledéneas, y el globularcdezon, torpedo, y cotiledonal en dicotiledéneas

(Goldberget al.,1994). La etapa embrionaria culmina con la madaradel embrién.

El embrién y el endospermo son parte importantia demilla. Bajo las condiciones adecuadas, la
semilla seca absorbe agua, y una parte del emhugialmente la radicula, se extiende para
penetrar las estructuras que la rodean. Enseguiggige el hipocotilo en forma de arco y las

primeras hojas. El hipocotilo, por accién de la, Ise endereza y la pequefia plantula, llamada
germinado, comienza a adquirir estructura y fugrae continuar su desarrollo. Este proceso se

conoce como germinacién (Bewley, 1997).

El periodo de crecimiento posterior a la germinagidorevio a la floracion se conoce como la etapa
vegetativa. En ésta, la plantula comienza a ddkartaojas, raices, tallos y ramificaciones. La
planta realiza la fotosintesis para capturar eaeygsintetizar compuestos de reserva que seran

necesarios para la floracion y la reproduccion @vje2001).

Una vez que la etapa vegetativa ha avanzado Icienuie para asegurar su reserva energética, y que
las condiciones ambientales son las adecuadasiciela formacion de flores, la fertilizacion y la
consecuente produccion de frutos y semillas y sduna&ion. Estos eventos constituyen la etapa
reproductiva de la planta. Una vez que la plantadreluido la etapa reproductiva sobreviene la

etapa de senescencia, que se caracteriza pordagéie las hojas y en general, la muerte de la
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planta, dejando lugar para que las semillas prddsogéncuentren el momento de germinar cuando

las condiciones lo permitan (Bewley, 1997).

Algunas plantas pueden completar su ciclo de widaleurso de un afio 0 menos, por lo que son
llamadas plantas anuales. Otras plantas viven godns mas largos y afio con afio pasan por la
etapa vegetativa y la reproductiva una y otra VEgtas plantas son llamadas perennes.
Independientemente de que se trate de plantaseanaaperennes, la longitud de sus fases de
desarrollo y la transicion entre fases estan détedaas genéticamente y se regulan de forma
temporal y espacial, por la influencia de sefalesrnas y estimulos ambientales (Tan y Swain,
2006).

2.2 La floracién

La floracion es una de las etapas de desarrolloim@@rtantes en el ciclo de vida de las plantas ya
gue constituye una caracteristica adaptativa basieael éxito reproductivo y la supervivencia bajo
diferentes condiciones ambientales. La floraciomieaza con la iniciacion y el desarrollo de las
flores y culmina con la produccion de frutos y disj por lo que es una etapa fundamental para
asegurar la permanencia de las especies en elmbggural. En agricultura, esta etapa es ademas
determinante para el rendimiento de semillas etivosl comerciales, la obtencién de frutos de

valor econdmico y la producciéon de biomasa.

La floracién ocurre cuando los meristemos apicdégan de producir hojas e inician la produccion
de flores. Este cambio est4d mediado por una sefieicida como florigeno, cuyo componente
mejor caracterizado es la proteina codificadafh@®@WERING LOCUS TFT) (Huanget al, 2005;
Liftchitz et al, 2006; Tamakiet al, 2007). Cuando se dan las condiciones para quealda
florezca, FT viaja a través del floema desde lgashibasta el apice, donde induce la diferenciacion

para la formacién de flores.

La transicién de la etapa vegetativa a la de florase regula genéticamente y en respuesta a una
combinacién de estimulos enddégenos y ambientaligs {F (Bernier y Périlleux, 2006). En la

planta modeloArabidopsis thalianase ha estudiado este fenémeno con una amplia gama
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mutantes y variantes naturales con fenotipos dadion alterados (Koornneef al, 1998; Kharet
al., 2014). Asi, se han identificado 5 rutas gengtfméncipales que controlan esta etapa: ruta del

fotoperiodo, de la temperatura, autbnoma, del &gilderélico y de la madurez (Fig. 1).

Figura 1. Factores ambientales (enddgenos) e oadaxdgenos) que determinan las rutas te
floracioén en las plantas.

2.2.1 Ruta del fotoperiodo

Los primeros estudios de floracion demostraron lgaeestaciones del afio son importantes para
inducir la floracion de las plantas. De estaci@si@cion, se presentan variaciones en la longéud d

dia y la noche, es decir, la extension del tiempaee se cuenta con luz solar y la extension del
tiempo en que la luz estad ausente, en un periddbd® 24 horas. Esto se conoce como fotoperiodo.
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Con base en el efecto del fotoperiodo, se puedeetifiar a las plantas que requieren fotoperiodos
largos para florecer, comrabidopsisthaliana de las que requieren fotoperiodos cortos, como el

arroz, y de las que son neutrales al fotoperiodm §f Swain, 2006).

Las plantas perciben la luz de diferentes longdgudie onda a través de fotoreceptores
especializados, como las fototropinas, los crigiows y los fitocromos (Mocklest al, 2003). La

longitud del dia se percibe a través de osciladonesnos, tales como genes que se regulan
ciclicamente en un periodo de 24 horas (ritmo dies#), y que por lo tanto responden a cambios
ambientales como el ciclo dia/noche (McClung, 20@8) la Fig. 2 puede observarse la ruta del

fotoperiodo y sus componentes principales.

Con base en estudios del proceso de floraciéArahidopsisen respuesta a condiciones de dias
largos, se ha determinado que la ruta del fotogeritene tres componentes genéticos centrales.
Estos sorGIGANTEA(GI), CONSTANSCO) y FT. En condiciones de dias largos, la luz induce la
interaccion de Gl con proteinas del tipo FKF (FLAMBINDING, KELCH REPEAT, F-BOX).
Esta interaccion permite la degradacion de repessaranscripcionales d€O, tales como
CYCLING DOF FACTORL1 (CDF1) (Fornaet al, 2009).

El genCO codifica a un factor de transcripcién y al iguakcggucede colsl, su expresion esta
regulada por el ciclo circadiano. Una vez @lepromueve la expresion @20 y su estabilizacion,
CO activa a los gendsT y TSF (TWIN SISTER OF BT La proteina FT, reconocida como el
florigeno, se mueve de las hojas hacia el meristapiocal donde interactia con el factor de
transcripciéon FLOWERING LOCUS D (FD) para iniciartransicion floral. Una vez que FT y FD
interactian en el meristemo apical y se forma ehpiejo FT-FD, éste tiene como blanco a
SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANSL1 (SOGQiljaetor de transcripcion del
tipo MADS box, sobre el cual ejercen regulacionifpas (Amasino y Michaels, 2010).

Ademas de los factores previamente mencionadasteexotras proteinas que participan en la ruta
del fotoperiodo. Ejemplos de éstas son DAY NEUTRAELOWERING (DNF),
CONSTITUTIVELY MORPHOGENIC (COP1) y SUPRESSOR OF Y105 (SPA), que
actian como represores durante la regulacion postregonal de la proteina CO (Morré al,
2010).
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Figura 2. Integracion de las rutas de floracionnonentes genéticos principales de las 5 rutas de
floracién: fotoperiodo, temperatura y vernalizagiGria autbnoma, ruta de giberelinas y ruta de
"aging".Las sefiales de las diferentes rutas integia-Y (LEAFY), FT (FLOWERING LOCUS
T) y/lo SOC1 (SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSSAN Los integradores
activan directa o indirectamente a AP1 (APETALAdl)cual marca el comienzo de la formacién
de 6rganos florales (Srikanth y Schmid, 2011).
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Recientemente, Wahtt al (2013) reportaron que algunos componentes fdtigins pueden
actuar en las hojas en forma fotoperiédica paraamtar a la ruta del fotoperiodo. En especial, se
ha visto que los niveles de trehalosa-6-fosfatdPT@umentan al mismo ritmo que se acumula el
transcrito deFT en dias largos. En mutantes IBRBEHALOSE-6-PHOSPHATE SYNTHASE
observé queFT redujo su pico maximo de expresion y la floracgénretrasé. Estos resultados
indican que existe una relacion entre los nivelesT@P y la induccién d&T en la ruta del
fotoperiodo, aunque también se obtuvieron evidend& que T6P participa en rutas que no son
dependientes del fotoperiodo y que implican lavactdn de la familia de proteinas SQUAMOSA
PROMOTER BINDING LIKE 3, 4 y 5 (SPL3, 4, 5) en elerstemo apical, que junto a su
regulador, el microRNA156, actian en la ruta dedalurez o ruta de "aging" (Wadt al, 2013).

2.2.2 Ruta de la vernalizacion

Ademas del fotoperiodo, la temperatura tiene uotefenportante sobre la floracion. Por una parte,
algunas plantas requieren un periodo de baja tempar fenémeno llamado vernalizacion,
equivalente al frio que naturalmente se experiméutante el invierno, para florecer en la siguiente
estacién. Generalmente, las plantas que requiemahzacion son de floracion tardia, y las que no
la requieren son de floracién temprana (Redrmal, 2014). Por otra parte, para otras plantas los
niveles de temperatura que experimentan a lo ldegsus primeras etapas de vida por si mismos
definen el momento en que se iniciara la floracéhm,que esto implique la necesidad de transcurrir
por una etapa de vernalizacion. En la Fig. 2 sestrarelos componentes genéticos principales de la

ruta de vernalizacion.

Para el caso de vernalizacion, de acuerdo a estueklizados eArabidopsis esta condicion esta
dada por la funcién de los gerfeRIGIDA (FI) y FLOWERING LOCUS @FLC). FRI aumenta la
expresion deFLC (Werner et al, 2005). FLC es un represor floral que actia blogueando la
expresion deSOCly FT. A su vez,FLC es reprimido transcripcionalmente por los genes
VERNALIZATION1 (VRN) y VERNALIZATION2(VRNY en un mecanismo de regulacion
epigenética (He y Amasino, 2002). Adicionalmenteadte el invierno, el frio induce la expresion
de VERNALIZATION INSENSITIVHYIN3) y de dos RNAs no codificantes llamade®LDAIRy
COOLAIR Estos tres elementos actiian como represores@¢Yamaguchi y Abe, 2012).
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En el otro caso, donde la temperatura ambientdadgdloraciéon sin que esto implique el paso por
un periodo de vernalizacién, se sabe que uno deelpsladores principales es el g8éRHORT
VEGETATIVE PHASHSVB. SVP es una proteina del tipo MADS-Box que se anéos
promotores dé&T y SOC1,actuando como represor floral. Aunque SMPPregula directamente a
FLC, se ha demostrado que interactian y funciondarena conjunta (Gregist al, 2013).

2.2.3 Ruta autbnoma

La ruta autonoma de floraciéon actia de forma indéjeste de la longitud del dia. En la ruta
participan al menos siete genddJMINIDEPENDENS (LD), FCA, FY, FPA, FLOWERING
LOCUS D(FLD), FVE, FLK y REF6.Todos estos genes actlan reprimiendo la expresi&ihL@,
promoviendo asi de manera indirecta la floracidg.(B). Algunos de estos genes, por ejemplo,
FLD, participan en el silenciamiento transcripcionalFLC mediante el remodelamiento de la
cromatina; otros genes, corRCA, ejercen control sobifeL.C regulando el procesamiento del RNA
(Amasino y Michaels, 2010).

2.2.4 Ruta del acido giberélico

Los &cidos giberélicos o giberelinas (GA) son radates de crecimiento en plantas y su sintesis es
necesaria para la transicion floral. El primer pasda sintesis de GAs esta dado por la activigad d
la enzima ent-kaureno sintasa, codificada por el@&L Por otra parte, las giberelinas bioactivas
son reconocidas por las plantas mediante el recép®ERELLIC INSENSITIVE DWARF 1
(GID1) (Shrikanth y Schmid, 2011). Estudios realzs en mutantegal y gidl mostraron
fenotipos con tiempos de floracion alterados, desldéardio hasta el extremadamente tardio,
indicando el requerimiento de la sintesis de GAeysd adecuada percepcion para inducir la
floracién. La induccién de la floracion ocurre ya@ecen presencia de GAs se induce la transcripcion
de FT. Asi, tanto GAs como CO actian en paralelo regidda expresion dET para inducir la
floracién. GID1, ademas de funcionar como receptoigractia con proteinas de la familia

DELLA, las cuales son reguladoras transcripcionalsresoras del desarrollo y crecimiento

10
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vegetal. Cuando GID1 se une a una proteina DELaAstiqueta para ser degradada por la via del
proteasoma 26S (Sun, 2011). Algunos componentesrienes de la ruta de las giberelinas se

muestran en la Fig. 2.

Dos puntos importantes donde convergen la rutasl€&iAs, el fotoperiodo y la temperatura, son
los integradores floraldsEAFY (LFY) y SOC1 La aplicacion de GA aumenta la transcripcion de
LFY. De igual manera, la aplicacion de GA exdgeno ¢adia acumulacién del transcri@gOC1
(Moon et al, 2003). Adicionalmente, el GA aumenta la expmesié otros genes codGAMOUS
LIKE 24 (AGL29 en forma dependiente &C1 A su vez,SOCles regulado pohGL24 por lo
que forman un bucle de regulacién mutua en fornpeemigiente de GA. Otro gen que es regulado
por GAs esSVPR el cual actia como represor 88CL. En este caso, cuando se aplica GA, los
niveles deSVP decrecen. De esta forma, GA actla de diversasaforsobreSOC1 ya sea
promoviendo la expresién de genes que lo induaamp@GL24 o bien, regulando negativamente
genes que lo reprimen, coB&P(Shrikanth y Schmid, 2011).

2.2.5 Ruta de la maduracién o "aging”

La ruta de la maduracion o "aging" implica que lenfa requiere alcanzar un estatus endégeno de
madurez, o un estado de competencia reproductiwva,que sea capaz de florecer. Esta ruta afecta
la floracién en dos formas; primero, reprime lawidad de represores de la floracion, permitiendo
a las plantas responder al estimulo de la floradidnsegundo lugar, regula directamente a los

integradores florales y de identidad de los mariste

La ruta de la madurez se caracteriza por la ppaitddn de un RNA pequefio no codificante, el
microRNA156 (miR156) (Yamaguchi y Abe, 2012), cigeumulacion decrece a medida que la
planta se va haciendo madura. MiR156 tiene comegblanco a transcritos de la famRL, por

lo que al disminuir, sus blancos se acumulan. D& e&mnera, a medida que la planta adquiere
madurez, se acumulan I&PLsy promueven la expresion d&Y (Yamaguchiet al, 2009) (Fig.

2).

11
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2.3 Integracion de las rutas de floracion

Las rutas de floracion previamente descritas maledtr red compleja de factores genéticos, cuya
regulacién y funcién contribuyen a decidir el destide una planta: florecer o continuar su
crecimiento vegetativo. Resumiendo, dentro de estagenética pueden identificarse al menos 3
elementos integradores sobresalienkes: SOC1ly LFY (Tan y Swain, 2006; Lee y Lee, 2010).
Adicionalmente, se considera como integraddfL&, ya que es un represor dominante de la
floracién que actla sobFeT y SOC1len la ruta de vernalizacion y en la ruta auténdfitay SOC1
también son blancos de la ruta del fotoperiodo.attvacion deFT es un paso crucial en la
induccion de la floracion, ya que la proteina Flelesomponente principal del florigeno que viaja
de las hojas al meristemo para desencadenar edgwate floracion (Shrikanth y Schmid, 2011).
Una vez en el meristembFY es inducido, y su producto es un factor de trgmsién que activa a
otros genes para iniciar el proceso de la formad@fiores. LFY integra las sefiales de las rutas de
GA y de la madurez o "aging" (Wellmer y Riechma@010). En la Fig. 2 se esquematiza la

integracion de las rutas de floracién previameetzidtas.

2.4 Influencia de otros factores sobre el tiempoftoracion

El fotoperiodo y la temperatura ambiental, aunaaldactores enddgenos, son los determinantes
principales que regulan el tiempo a floracion eantds. Ademas de estos factores existen otras
condiciones que afectan la induccion de la flomac@mo la calidad de la luz, diversos tipos de
estrés como el osmotico y el oxidativo, o la dispitidad de nutrientes como el fosfato y el nitrato
(Cerdan y Chory, 2003; Zhareg al, 2004). Adicionalmente, el déficit hidrico causgmbr baja
disponibilidad de agua en el suelo debido a laise@mbién puede afectar el tiempo a floracion,
dando como resultado la floracion adelantada fadion tardia.

12
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2.5 La sequia y las plantas

La sequia es una causa de estrés en las plantagnéral, el estrés vegetal se define como un

factor externo que ejerce influencia negativa solo@planta. El estrés causado por la sequia inicia
cuando se agota el agua disponible en el suel® Bk de la raiz (Kramer, 1983). Esto produce un

estado de deshidratacion a nivel celular que dasena una serie de respuestas. Estas incluyen
cambios en el ciclo celular y en la divisién celu@mbios en el sistema de endomembranas, en la
formacion de vacuolas y cambios en la arquitederta pared celular (Nilsen y Orcutt, 1996).

El concepto de estrés esta intimamente asociadtadolerancia, que es la capacidad de la planta
para hacer frente a condiciones desfavorablesa $blérancia aumenta como resultado de una
exposicion previa al estrés, se dice que la plastié aclimatada. La aclimatacion se distingue de la
adaptacion porque ésta ultima se refiere al nieeledistencia determinado genéticamente, que se
ha adquirido por un proceso de seleccion tras msasrgeneraciones (Hazbal, 2010)

La adaptacion y la aclimatacibn a ambientes esttesason consecuencia del conjunto de
respuestas que se producen en los organismos a todoniveles, desde el anatomico al
morfoldgico, pasando por el celular, el bioquimycel molecular (Yordanoet al, 2000). A nivel
bioguimico, las plantas alteran el metabolismo arniag rutas para adaptarse a los estreses
ambientales, incluyendo la produccién de compuessmsorreguladores como prolina y glicina
betaina (Yancewgt al, 1994). Al nivel molecular, ocurre la percepciditial de la sefal del estrés

y la transduccion de sefiales para la inducciértiyaamidn de genes de respuesta (Bartels y Sunkar,
2005).
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En plantas, la tolerancia al estrés se mide catidel a su supervivencia, a su capacidad de ajustar
el crecimiento (acumulacion de biomasa) y los moseale asimilacion primaria (incorporacion de
CO; y minerales), y de forma importante en plantasculéivo, a la capacidad de mantener la

productividad de semillas y frutos (Cativedtial, 2008).

2.6 Mecanismos generales de respuesta a la sequia

Como consecuencia de las respuestas inducidag psirés a diferentes niveles, una planta puede
presentar varias estrategias para sobrevivir defgrdos limites de su potencial, a pesar de la
disponibilidad limitada de agua. Los mecanismosgaas de respuesta a la sequia son el escape,
la evasion y la tolerancia (Kramer, 1983). Estoganesmos no son excluyentes entre si y dan a
cada especie la capacidad de resistir la sequia pariodo dado durante su ciclo de crecimiento.

El mecanismo de escape esta basado en la pladtibédialesarrollo. Las plantas que escapan a la
sequia son capaces de acelerar o desacelerarastotlegenologico, adaptando su ciclo vegetativo

y reproductivo a la duracion e intensidad de lausegqComo resultado de estos cambios la planta
sobrevive 0 es capaz de generar semillas que asedmrpermanencia de la especie para la
continuidad del ciclo productivo. Sin embargo, esagustes pueden provocar baja productividad
debido a que la floracién y la produccién de frygasde ocurrir de forma precoz (Bidinger y Hash,

2004).

Las especies que responden a la sequia con el islacade evasion son aquellas que pueden
prevenir o minimizar los efectos del estrés entsjidos. Estas especies maximizan la absorcion de
agua y/o minimizan la pérdida de agua mediantaegjfsioldgicos y morfolégicos inmediatos. El
aumento de la absorcién de agua implica la adaptalz la raices, consistente en el incremento de
la superficie radicular y el crecimiento de raisesundarias hacia la profundidad del suelo hiimedo.
Las plantas que son capaces de maximizar la abeod® agua presentan sistemas radicales
capaces de penetrar grandes profundidades.

Ademas de maximizar la absorcién de agua, lasgsdimhitan su pérdida a través del control de la

transpiracion, principalmente mediante el cierrdodeestomas, que son aberturas en la superficie
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de las hojas por las que se lleva a cabo el intdiitagaseoso entre la planta y la atmésfera (Taiz y
Zeiger, 1998; Sinha, 2004). Ademas de los estotaasiticula, que es una cubierta polimérica
extracelular que se deposita en la parte externa gared celular, también desempefia un papel
importante en el mecanismo de evasion (Cugteal, 1982). El estrés hidrico ocasiona que la
cuticula se deshidrate, lo que provoca cambiosastales que reducen su permeabilidad al vapor
de agua. Finalmente, el plegamiento o enrollamidetéas hojas, un cambio morfolégico notable
de plantas bajo estrés hidrico, es otra estratdgiaespuesta para limitar la superficie de
transpiracion expuesta al aire y minimizar asidedjgla de agua. Las tres estrategias generales de

respuesta al déficit hidrico se muestran en laF:ig.

Figura 3. Estrategias generales de respuestaieit tdédirico en plantas.

La tolerancia a la sequia se presenta en aquddlatap que aun sin escapar ni evitar el estrés son

capaces de sobrevivir. En la estrategia de tolexrdas células sufren estrés por déficit hidricmpe
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responden a través de ajustes que les permiterengairgdus funciones. En la tolerancia existen dos
estrategias generales. La primera es el mantertongm la turgencia celular mediante el ajuste
osmotico y el ajuste elastico. En el ajuste osmgtias células acumulan solutos compatibles y
osmoticamente activos, como la glicina betainaa paantener la presiéon hidrostatica positiva y
forzar el equilibrio hidrico de tal forma que eluagdel suelo siga fluyendo al interior de la planta
(Yanceyet al, 1994). El ajuste elastico es un mecanismo part@ger el potencial de turgencia en
células. La elasticidad permite cambios del powrig turgencia en funcién de las variaciones de
volumen celular. La segunda estrategia es la tm&agprotoplasmatica, que mantiene las células
vivas a contenidos relativos de agua muy bajosleSde&rse en plantas poiquilohidricas, cuyas
estructuras y vias metabdlicas pueden recuperaip@lamente de un estado totalmente
deshidratado (Gibson, 1996). En los procesos dapescevasion y tolerancia, las hormonas
vegetales como el acido abscisico, las giberefynks auxinas juegan un papel relevante en la
respuesta integral al estrés e inducen cambiod @esarrollo de las plantas (Waegal, 2010;
Huanget al, 2011).

2.7 La sequia y la plasticidad en las plantas

Al ser organismos sésiles, las plantas estan etgsuasondiciones ambientales desfavorables. Esto
ha provocado que a lo largo de su evolucion haysardollado mecanismos que les permiten
tolerar y superar los factores ambientales adversosio la falta de agua, las temperaturas

subodptimas, altas y bajas, la escasez de nutrigtdedepredacion, entre otros (Pefia-Castro, 2014).

Entre los mecanismos adquiridos se encuentra Higtad. La plasticidad es una medida de la
cantidad o proporcidon en que la expresion de laacteristicas (el fenotipo), cambia en los
organismos debido al efecto de la variacion amblerta plasticidad es un mecanismo que
favorece a las especies ante condiciones heteragée que hace que éstas respondan
positivamente a la seleccion natural, definida cdanpreservacion de las variaciones Utiles y la
eliminacion de las nocivas (Matesagtzl, 2010).

La plasticidad implica cambios en caracteres meégicbs, fisiol6gicos y ecoldégicos como

respuesta a la heterogeneidad ambiental. Un ejeguadnvolucra los tres caracteres es el de las
plantas de las zonas aridas y semiaridas que pusaiahiar su ruta metabdlica de los acidos
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tricarboxilicos a la ruta metabolica C3 (plantasMiAas que dominan bajo condiciones de estrés

hidrico), cuando las condiciones ambientales smtolo suficientemente himedas, o viceversa.

Esto significa que estas plantas pueden, en detadmimomento, invadir nuevos habitats, dandoles
ventajas ecoldgicas y creando con ello la pos#ilide que algunos individuos evolucionen con

caracteres diferentes a los de los padres (Weéntzlr, 2008).

En el estrés por sequia, la plasticidad del tiemfloracion juega un papel importante (Fig. 4). La
plasticidad es la base del mecanismo de escapsegléa y se ha documentado en especies como
Oryza sativa(arroz),Avena sativgavena)Brassica rapatfabg y Mimulus(flor-mono) (Xuet al,

2005; Wuet al., 2010; Franks, 2011). Recientemente, Aamabidopsis thalianase estudiaron
diversas mutantes de floracion bajo condicionesadpiia y se encontrdé que el gelGANTEA

(Gl) juega un papel central en la respuesta de esBélpen{et al, 2013).FLOWERING LOCUS T
(FT)y TWIN SISTER OF FT (TSEmbién participan en esta respuesta, en la gseglaia induce
transcripcionalmente a los florigenos en forma ddigmte de acido abscisico y el fotoperiodo de

Figura 4. Plasticidad en el tiempo a floracionespuesta al estrés por sequia. Dependiendo|del
nivel de estrés, la especie, y la etapa de dekad®la planta, puede observarse la respuesta de
escape al estrés (floraciéon adelantada), o bidlgricion puede atrasarse. En algunos casos, el

tiempo a floracion no se altera por el estrés.
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dias largos. El papel d8l es establecer la conexién entre el estimulo foidgieo y el estrés
ambiental. De acuerdo a los resultados de dichajmala induccién del fendmeno de escape a la
sequia es dependiente de la condicién crénicastiélse asi como de la intensidad de la sequia y el

estado de crecimiento de la planta durante else@Riboniet al, 2013).

Desde el punto de vista practico, el conocimiergolas mecanismos por los cuales las plantas
logran adelantar o atrasar la floracion en respuakestrés podria permitir la manipulaciéon del

ciclo de vida de las plantas para inducir la foridracle frutos y semillas adelantada y asegurar la
produccion, o bien, para atrasar la floracion fagmndo la acumulacién de biomasa util para la
obtencién de biocombustibles. El estudio de plagtashan servido como modelos clasicos en la
biologia de plantas, como es el cascAdabidopsis thalianao bien, de nuevos modelos como la

monocotiledéne®. distachyonsera de gran utilidad para obtener la informacidmpleta de los

mecanismos que controlan la plasticidad del deéaen respuesta a la sequia.

2.8 Brachypodium distachyon como modelo de estudio

En los udltimos afios, la planterabidopsisthaliana ha sido el organismo vegetal modelo para una
gran diversidad de estudios en biologia de plarfas.tamafio pequefio y genoma simple y
totalmente secuenciado, asi como la disponibilddecursos genéticos gracias a la facilidad para
transformarse cogrobacteriumtumefacienshan hecho dérabidopsisel modelo de elecciéon
(Meinke et al, 1998). Sin embargo, aunque la informacion oldeerde Arabidopsisha sido
aplicable para un gran numero de plantas, en muchsss, no es aplicable al grupo de
monocotiledéneas, en especial a la familia Poaaed®,cual pertenecen los cultivos de cereales
como el arroz, el maiz y el trigo. Esto puede debarque a lo largo de la evolucién de las plantas,
monocotiledéneas y dicotiledoneas tuvieron evedwsdivergencia. Es por esto que surgié la
necesidad de contar con plantas modelo monocatisdd El arroz surgiéo como el primer modelo
de este grupo de plantas y su estudio ha perntitidgprender aspectos basicos de la biologia de las
monocotiledéneas (Izawa y Shimamoto, 1996). Sinaggdy el arroz posee un genoma mas

complejo y un ciclo de vida mas largo qu@bidopsisademas de tener mayor tamafio.

En el afio 2001 se propuso por primera vez a la oatifedoneaB. distachyoncomo modelo
vegetal (Drapeet al, 2001). En 2010 se publicd la secuenciaciéon @eloma completo dB.
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distachyon consolidando su potencial como un nuevo modeloa pal estudio de las
monocotiledéneas (IBI, 2010). En la Fig. 5 se maedlias relaciones filogenéticas Bedistachyon

con otras monocotileddneas.

Figura 5. Relaciones filogenéticasBledistachyorton otros pastos. El arbol filogenético esta
basado en la combinacién de la secuencia parc20 denes altamente expresados y fue
construido con ClustalX (Voget al, 2006). Se observa la mayor cercani® déistachyorcon
la cebadaHordeumn), el trigo (Triticum) y el arroz Qryz3).
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B. distachyones una hierba silvestre de clima templado. EdairaiArabidopsisen la duracion de
su ciclo de vida, su estatura y su genoma pequefiaptbximadamente 355 Mpb. Ademés es
autopolinizable, facil de cultivar, existe en gépas diploides, tiene requerimientos simples para s
crecimiento y se tienen establecidos los protocpias su transformacion cokgrobacterium
(Vogelet al, 2006; Opanowicet al, 2008; Vogel y Hill, 2008). El empleo @& distachyorcomo
modelo para explorar la plasticidad del tiempaoogaition en respuesta al déficit hidrico requiere la

identificacion y reconocimiento de sus etapas fagiohs de desarrollo.

2.8.1 Ciclo de vida y etapas fenolégicas @&achypodium distachyon

Desde queB. distachyonse adopté como modelo de estudio (IBI, 2010) serbalizado diversos
estudios para reconocer los cambios fisiologicosmgrfolégicos que definen sus etapas de
crecimiento. De esta manera, se han identificadolgpanenos 10 etapas basadas en la escala
BBCH. Esta escala es un sistema de codificaciofonmé para la identificacion fenoldgica de
estadios de crecimiento aplicable a todas las Espde plantas, el cual constituye una referencia

clara del ciclo de vida de las plantas mono- ytile@neas (Hongt al, 2011).

El crecimiento deB. distachyonse inicia con la germinaciéon de las semillas. Ecieniento
vegetativo consta de tres etapas principales, sporelientes a la germinacion de las semillas (Fig.
6a), desarrollo de las plantulas (Fig. 6b), delarde hojas (Fig. 6¢) y ramificacién (Fig. 6d). La
elongacion del tallo principal se considera una fde transicion en el que la planta dirige su
crecimiento hacia la formacion de las primerase8pmas que a la formaciéon de nuevas hojas y su
expansion (Fig. 6e). Posteriormente sobrevientadion (Fig. 6f) y el desarrollo de semillas (Fig

6g) con la consecuente maduracion y senescentiaptinta.

De acuerdo a la escala BBCH, a cada una de |laasetayperiores se le designa un nimero. La etapa
0 (cero) es la de germinacion y tiene una durad@r?2 a 5 dias a partir de que la semilla es
hidratada en el suelo. La etapa 1 inicia una wezh@ emergido la radicula y surge la primera hoja
verdadera. La etapa 2 se caracteriza por la fotmatg ramificaciones. La etapa 3 marca el inicio
de una etapa de transicién, caracterizada poradagation del tallo principal. La etapa 4 se

manifiesta con el engrosamiento del tallo paraanita formacién de inflorescencias. Esta etapa es
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también conocida comibooting La etapa 5 da lugar a un fenbmeno conocido coeaaling En
esta fase del desarrollo, el tallo continta aladgéa y la punta de la primera inflorescencia emerge
al grado de hacer visible la primera inflorescenaimque la floracion propiamente dicha apenas da
inicio. La etapa 6 es la floracién. Las etapas8&tyanscurren con el desarrollo de las semillas en
todas sus fases. La etapa 9 se caracteriza poadaration de la planta (Horg al, 2011).
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Figura 6. Ciclo de vida dB. distachyordesde la etapa de germinaciéh (as etapas de crecimiento vegetatival), las fases de
desarrollo reproductivo y de produccién y madunadé semillasg-g).
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AunqueB. distachyores una especie en la que las fases de desareggativo y reproductivo
estan temporalmente separadas, algunos factorkstateo retrasan la transicion a la floracién en
esta especie, y en general, en un gran nimeradtagpl(Wada y Takeno, 2010). Condiciones como
el fotoperiodo, la temperatura, la intensidad delula y la disponibilidad de nutrientes, son
importantes en el control del proceso. Adicionaltagla transicion floral comprende varios pasos
desde la percepcion de las condiciones medioanaliésnhasta la diferenciacion de estructuras
tridimensionales, el primordio floral y el meristerfZzeevaart, 1976). De esta forma, el momento en
gue se da la transicion a la floracion se deterrpirala interaccion entre la competencia de la
planta, controlada por su programa de desarrdiorio y las sefiales medioambientales que marcan

las condiciones mas favorables para su eficieegieoductiva (Hongt al, 2011).

2.9 Variacion natural de la respuesta a sequia y begempo a floracion enB. distachyon

B. distachyorposee una gran diversidad de variantes naturalesonstituyen recursos valiosos
para estudiar las bases biolégicas de la floragitinrespuesta a las condiciones del ambiente. En
2011, Luoet al., realizaron un trabajo con el fin de explorar laa@én en respuesta del estrés de
B. distachyonEste grupo de trabajo identificd 3 variantesrtoles, 16 moderadamente tolerantes,
32 sensibles y 6 mas sensibles. También en 20bvaBizet al, investigaron el comportamiento
de la floracion en variantes naturales Be distachyonen respuesta al frio y a diferentes
fotoperiodos, encontrando una variacion sustareidiempo de floracién entre las variantesBde
distachyon]o cual indica un potencial para el uso de laa@din natural para el descubrimiento de

genes que funcionan en la regulacién de la florad#las gramineas.
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lIl. JUSTIFICACION

La sequia es un fenédmeno caracterizado por la esais agua durante un periodo prolongado.
Aungue en las regiones naturalmente secas lasaseqoh eventos frecuentes, en las Ultimas
décadas se han producido sequias en regiones mualmente no eran propensas a sufrirlas. Esto
ocurre principalmente a consecuencia del cambimético global que ha alterado el ciclo, la

distribucién y la abundancia de las lluvias.

La sequia provoca déficit hidrico y afecta el dedlarde las plantas, por lo que es una contingenci
climatica con alto impacto en el campo. La agrigaltes, por lo tanto, la actividad econémica mas
vulnerable a la sequia. Se reconoce que en Még@Equia es la condicion que ejerce el mayor
impacto en la productividad de plantas de cultimoekcampo, ocasionando hasta el 80% de las
pérdidas econémicas debidas a factores ambiemtdiessos (Agroasemex, 2006). Los estragos de
las sequias de los Ultimos afios se extienden amiBohes de hectareas de cultivo en nuestro pais.
El campo mexicano enfrenta asi el desplome deoldugcion de los principales granos basicos con
pérdidas de alrededor de 150 mil millones de pesos, mas de un millén de productores y
ganaderos al borde del colapso en 26 entidadgzadelAcosta, 2012). Ante esta problematica se
plantea para la humanidad el reto de mantenerantiaar la productividad de plantas de cultivo
bajo condiciones ambientales adversas (Boyer, 18RRiérrez-Bonillaet al, 2006; Saldafa-
Zorrilla, 2007). Esto se puede lograr mediante mlowechamiento de los recursos genéticos
naturales y el conocimiento de los mecanismos gicdé& que permiten la tolerancia a la sequia y la

productividad.

La tolerancia a la sequia en las plantas es urp riaggortante para una agricultura sustentable.
Ademas es una caracteristica cuantitativa que depele mecanismos de adaptacién a nivel
genético, bioquimico vy fisiolégico. Como la tolecan a la sequia, la floracion es también una
caracteristica compleja. La floracion es deterntmamn las plantas para garantizar la supervivencia
de las especies y el éxito reproductivo, y congtital paso previo a la produccién de frutos y
semillas, lo que le confiere un alto valor econd@n@a la produccién agricola. Por lo tanto, tanto la
tolerancia a la sequia, como la produccién oportienflores, frutos y semillas, son procesos clave

para la produccion de alimentos en condicionessdasez de agua.
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El estrés por sequia induce ajustes en el tiemparacion, por lo tanto es un factor valioso para
explorar la plasticidad natural en el desarrolloaeplantas y su productividad, asi como de los
mecanismos moleculares que la controlan. Pararlogra esencial el estudio de una planta modelo
como B. distachyon que posee amplia variacion natural en tiempmadion y en tolerancia a
sequia, y una relacién cercana a cultivos impartartomo el arroz, la cafia y el maiz. La
informacién que se obtenga del estudiddelistachyorfacilitara la integracion del conocimiento
de la respuesta a la sequia y el proceso de fioragi de esta manera, en un futuro permitira
explorar estrategias biotecnoldgicas para la siélecg el mejoramiento de la productividad de

plantas monocotiledéneas de cultivo en condicialeesequia.
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IV. HIPOTESIS

El déficit hidrico afecta el tiempo a floraciénayproductividad de semillas de variantes naturales

deBrachypodium distachyon.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar la variacion fisiologica y molecular dedmpo a floraciéon y la produccion de semillas en 4

variantes naturales contrastante®Bdaechypodium distachydoajo estrés por déficit hidrico.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Investigar el perfil temporal de desarrolle dariantes naturales d@. distachyonen
condiciones 6ptimas de crecimiento.

5.2.2 Caracterizar la variacion natural de la resgaual déficit hidrico eB. distachyormediante el

analisis de parametros fisiolégicos de estrés,piemfloracion y rendimiento de semillas.

5.2.3 Analizar la dindmica de expresion de gend®odacion durante el desarrollo &e distachyon
en condiciones de déficit hidrico.
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6.1 Lineas deB. distachyon

Se utilizé la planta modelB. distachyony sus variantes detalladas en la Tabla 1. Todeof
donadas por el Dr. Garvin a través del Departamdatégricultura de Estados Unidos (USDA-
ARS, CA). Se seleccionaron segin parametros deptieen floracion y tolerancia a sequia
reportados previamente (Schwargz al. 2010; Luo et al. 2011; Tyler et al, 2014). El
establecimiento de los cultivos, asi como la evaduafisioldgica, se realizd para las 4 variantes

indicadas. La evaluacion molecular se llevé a calbo en la variante Bd21.

Tablal. Variantes naturales B. distachyol empleadas en este estu

Variante Tolerancia a sequia  Tiempo a floracion
Bd21 Sensiblé Temprana
Bd2-3 Medianamente sensiile Temprana
Bd1i-1 Toleranté Tardia
Tek10 Toleranté Tardia

1 Schwartzet al 2010;2Luo et al. 2011;*Tyler et al. 2014.

6.2 Germinacién y obtencion de nuevas semillas darnantes deB. distachyon

Para analizar la viabilidad de semillas de las #iamées deB. distachyon,las semillas se
desinfectaron superficialmente sumergiéndolas enaatucion de 35ml de hipoclorito de sodio
comercial al 1.6% (6% NaClO) con agitacion suaveueragitador de doble piso (Cole-Parmer),
durante 5 min. Enseguida las semillas se enjuagavates, cada vez con 35 ml con agua destilada
estéril y agitando manualmente durante 20 s. Lesdias y enjuagues se llevaron a cabo en un tubo
estéril y en campana para asegurar un ambientécaséposteriormente las semillas se incubaron a

4°C durante 4 d sobre papel absorbente humedegideviamente esterilizado.
Una vez concluida la incubacion a 4°C para romp&olrmancia, las cajas de petri se transfirieron

a un cuarto de crecimiento con temperatura corestiP3°C y fotoperiodo de 20 h de luz y 4 h de

oscuridad (condiciones estandar). A los 7 d sestiégel porcentaje de germinacion y los grminados
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se transfirieron a macetas con sustrato y se miantuven condiciones estandar de crecimiento
para obtener nuevas semillas.

6.3 Etapa 1. Establecimiento del cultivo dB. distachyon en condiciones 6ptimas

6.3.1 Determinacion de la intensidad de luz adecuagara el cultivo deB. distachyon

De forma preliminar a los ensayos de esta etap@ateljo, se realizaron pruebas para determinar la
mejor intensidad de luz para el cultivoBledistachyoren el cuarto de crecimiento. En este ensayo
s6lo se incluyeron las variantes Bd21, Bd2-3 y BdTek10 no se incluyd por escasez de semillas.
Plantulas de cada una de las variantes Bd21, BdBeBlL-1 se cultivaron en 10 macetas de 8 cm de
diametro y 10 cm de profundidad, llenas de susiviipcla Sunshine #3 fina especial (SunGro) que
contiene 70-80% turba, vermiculita, piedra caligso agricola y agente humectante. El sustrato se
esterilizé en autoclave, se suplementé con featitie 15N-5P-20K (Nitrofoska Perfect) a razén de
2% del peso total y se hidratd a la maxima capacide retencion de agua. Las semillas se
sembraron directamente en el suelo después defetmsim superficial e incubacion a 4°C por 4
dias, tal como se indicé en 6.3. En cada macesarsbraron de 3 a 5 semillas, para después de la
germinacion dejar Unicamente dos plantulas por taadéna vez que las plantulas iniciaron su
desarrollo, recibieron agua de riego a diario laidgo de su ciclo de vida completo. Las condiciones
ambientales de crecimiento fueron las siguientaperatura, 23°C; humedad, 40%; fotoperiodo,

20 horas luz/4 horas oscuridad.

Las variantes d8. distachyonse expusieron a tres diferentes tratamientos t@didad de luz
blanca emitida por tubos fluorescentes FLR40D/Aré@8 a lo largo de su ciclo de crecimiento
(Tabla 2). Cuando las plantas alcanzaron la ed&¥ dHas, se registré el nUmero de hojas totales,

namero de ramificaciones y altura de la planta.

Tabla 2. Tratamientos de intensidad de luz empkadaeste trabajo.

Tratamiento Intensidad de luz
Luz baja 75 umolm?s?

Luz media 100 umolm?s*
Luz alta 150pumolm?s?
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6.3.2 ldentificacion de las etapas de crecimientoedB. distachyon y perfil temporal de

desarrollo

Una vez que se determinaron las condiciones mapiapias para el crecimiento Be distachyon

se establecieron cultivos siguiendo los proceditoeimdicados en 6.3.1 con intensidad de luz alta,
con el objetivo de obtener el perfil temporal deateollo de las variantes Bd21, Bd2-3 y Bd1-1 a lo
largo de su ciclo de vida completo. Para estopl@stulas se monitorearon a diario para identificar
el tiempo en que ocurria cada una de las siguieritgms de desarrollo, de acuerdo a la escala
BBCH (Honget al, 2011):

a) Desarrollo vegetativo. Germinacion y apariciénlas primeras hojas y ramificaciones. (BBCH:
1y?2)

b) Transicion a la floracion. (BBCH: 3, 4 y 5)
-Booting Hinchamiento de la lamina envolvente de la hajadera.
-Heading Emergencia y presentacion de la punta de laredt®ncia.

c¢) Floracién. La inflorescencia ha emergido congrtetnte. (BBCH: 6, 7 y 8)

Se registré el tiempo en dias después de la gecidmé@DDG) en que se presentd cada una de las

etapas de desarrollo en cada una de las variantes.

6.4 Etapa 2. Evaluacion fisiologica del estrés patéficit hidrico en 4 variantes deB. distachyon

6.4.1 Disefio de los ensayos y condiciones de creeirto

Para realizar la evaluacion fisiologica de los ®iedel estrés por sequia en 4 variantes natutales
B. distachyorse emplearon macetas con las dimensiones sefigiadia8.1 y rellenas con sustrato
Sunshine. Se prepararon 6 macetas para cada easambrando 2 semillas en cada maceta. Las

condiciones ambientales de crecimiento fueron lees ¢ describieron en 6.3.1 con intensidad de

luz alta.

30



Materiales y Métodos

6.4.2 Tratamientos de estrés

Debido a las diferencias en la extension del aelalesarrollo de cada varianteRladistachyonse

realiz6 un calculo para dividir el ciclo complete dada variante en cuatro partes. Durante la
primera parte del ciclo correspondiente a cadawtgi(el primer 1/4), se mantuvieron a las plantas
con irrigaciéon adecuada, y a partir de la seguradtte [§2/4, 3/4 y 4/4) se dejé de aplicar riego para
inducir tres niveles de déficit hidrico (o sequjag se mantuvieron a lo largo del ciclo completo de

vida de cada variante. Los detalles de los trataiosese muestran en la Tabla 3.

Tabla3. Tratamientos de sequia aplicados a las variaetB. distachyo

Tratamiento Porcentaje de agua en
suelo
Control 100%
Sequia leve (S1) 60%
Sequia moderada (S2) 40%
Sequia severa (S3) 30%

Para ajustar el contenido de agua en el suelmrdefprevia a la siembra, las macetas se llenaron
con 120g de sustrato y se colocaron durante 72unarestufa a 45°C para su secado. Al término,

las macetas se pesaron para registrar el pesalsksastrato. Enseguida las macetas se irrigaron
con agua purificada y se registré el peso hiumedm@minque seria ajustado en el tratamiento control

(100%). Una vez que se sembraron las semillagriodie registro el peso del suelo (peso hiumedo
diario) en todas las macetas. Al transcurrir l@asdél contenido de agua se mantuvo al 100% en el
conjunto de plantas bajo tratamiento control y seés, pero una vez alcanzado el primer 1/4 de
vida, las macetas del tratamiento de estrés defearcibir riego hasta que el contenido de agua
bajara al nivel correspondiente, de acuerdo altdaTa A partir de ahi, las macetas se mantuvieron
en esos niveles. El porcentaje o contenido relatisoagua en el suelo (RSWC) se calculé de

acuerdo a la Ecuacién 1.
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[Ecuacion 1]

El peso humedo se registré diariamente duranteeeinsiento de la planta hasta llegar a la etapa de
senescencia. Se realizaron adiciones de agua ® gliara corregir el contenido de agua y
mantenerlo constate durante el experimento. Cutagiplantas habian alcanzado ya un nimero
estable de inflorescencias, se rehidrataron pewarlas a la conclusién de su ciclo. Una vez gsie la
plantas produjeron inflorescencias secas, se ¢igantl nUmero de semillas obtenidas y su peso.
Las macetas bajo condiciones control también re@hiriego regular durante el tratamiento.

6.4.3 Medicion de parametros de crecimiento, balarade agua y producciéon de semillas

La evaluacion fisiolégica de las variantesBtachypodium bajo tratamientos de sequia se realizé
mediante la medicidn de parametros de crecimiemi@gos puntos de su ciclo. Al término de cada
uno de los segmentos en que se dividid el cicloadia variante se registrd el nimero de hojas, el
numero de ramificaciones y la altura del tallo pipal. Para determinar el balance de agua de las
plantas, se calculd el contenido relativo de agukag hojas, asi como el consumo diario de agua,
obtenido directamente a partir de la pérdida de paescada maceta. Adicionalmente se registro el
tiempo a floracion, y al término del ciclo de visacontabilizé el nimero total de inflorescencias y

semillas producidas.

6.4.3.1 Numero de hojas, ramificaciones y altura de planta

Para observar el efecto de los 3 tratamientos tiésesobre el crecimiento de las lineas variantes,
en cada una de las plantas se contabiliz6 manusnetmimero de hojas y ramificaciones. La
altura de la planta se obtuvo midiendo con unarkeghltura del tallo principal, desde la basedast

su punto mas alto (Fig. 8).

32



Materiales y Métodos

Figura 8. Medicién de parametros fisiolégicos de deBa enB. distachyor

La reduccion en los 3 parametros de crecimientaddsta los tratamientos de estrés se calculé al

final del ciclo de vida, mediante la Ecuacion 2:

[Ecuacion 2]

6.4.3.2 Contenido relativo de agua en hojas

Para la caracterizacion fisioldgica del estrés éminos del balance de agua, se realizaron
mediciones del contenido relativo de agua en h@@RAh). Este parametro permite analizar

directamente el grado de estrés que presentafalaimp durante el tratamiento y se calcula con la
Ecuacion 3 (Barrs y Weatheley, 1968):

[Ecuacion 3]

Donde:
Pf. Peso fresco de un trozo de hoja.
Pt: Peso del trozo de hoja a 24 horas de habessidergida en agua desionizada.

Ps: Peso del trozo de hoja a 48 horas de secaftCa 6
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6.4.3.3 Tiempo a floracion y nimero de infloresceras y semillas

El tiempo a floracién se registr6 como el dia er qada planta finalizaba la etapahd=ding
exponiendo de forma visible la primera infloreséant/na vez que ocurri6 la etapa de floracion
completa, se registrd el nimero de inflorescengide semillas, con la finalidad de cuantificar la
produccién de cada variante y analizar el efectdoddratamientos de sequia en parametros de

rendimiento.

6.5 Etapa 3. Analisis molecular

6.5.1 Disefio de los ensayos y condiciones de créeirto

Para realizar el analisis de expresion de geneBlodecion enB. distachyonse seleccioné la
variante Bd21 porque es de ciclo de vida cortoa Res experimentos se empleatimacetas de
plastico cuadradas, de 6.6 x 6.6 cm, con 5.5 cmprdtindidad, llenas con sustrato Sunshine de
acuerdo a los procedimientos indicados en 6.3.1cdglia maceta se establecieron 4 plantas, cuyo
ciclo de vida se llevé a cabo en una camara déngiertto (Adaptis A1000, Conviron) a intensidad
de luz alta, 23°C de temperatura y dos fotoperiatistintos: Dias largos (20h luz/4h oscuridad) y
dias regulares (16h luz/8h oscuridad).

6.5.2 Tratamientos y medicion de parametros de craniento y de estrés.

Los tratamientos de estrés se llevaron a cabo senmdico en 6.4.2, incluyendo los tres niveles de
estrés: leve, moderado, severo, y control. De iguahera, para cada experimento se midieron
parametros de crecimiento: nimero de hojas, nunderoramificaciones y altura la planta.

Adicionalmente, se calculé el contenido relativo atpia en hojas de acuerdo a la ecuacién 3.
Finalmente, se reservaron varias plantas parantamtiel monitoreo del crecimiento y registrar el

tiempo a floracion. El ajuste del contenido de agmauelo se realizd a diario. Las mediciones de
parametros de crecimiento y del contenido relateoagua en hojas se realizaron el dia de la

colecta para analizar el estado fisiol6gico deplantas.
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6.5.3 Recoleccion de tejidos para el analisis molgar

Los experimentos con la variante Bd21 para el sisatolecular se disefiaron para realizar colectas
cada 4 horas en un dia completo de cultivo, emdgimidad anterior al inicio de la floracion. Al
momento de la colecta las plantas de ambos fotmpmsitenian 20 dias de estrés, pero en el caso de
las plantas en dias largos, la colecta se realleé 25 DDG, mientras que las de dias regulares se
colectaron a los 33 DDG debido a diferencias grdaimidad de la etapa de floracion. En la Fig.

9 se muestran los cronogramas de colecta que deamppara los fotoperiodos aplicados.

Figura 9. Cronograma de colecta de muestras parsatisis molecular. a) Fotoperiodo de dias
largos, 20h/4h (luz/oscuridad) y b) Fotoperiodaltes regulares, 16h/8h (luz/oscuridad). ZT:
Tiempo Zeitgeber, referencia al ritmo circadiano.

En este experimento se colectd la parte aéreasdpldatas, que incluyd hojas vy tallos, dejando
aparte la raiz. Las muestras se colocaron rapidemem paquetes de papel aluminio y se
congelaron en nitrégeno liquido, para almacenarediatamente a -80°C en un ultracongelador

(Thermo Scientific) hasta su procesamiento posterio
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6.5.4. Caracterizacién molecular

6.5.4.1 Extraccion de RNA

Los materiales vegetales se redujeron a polvo comartero y pistilo estériles, con la adicion
constante de nitrogeno liquido para facilitar laliemsla y asegurar la integridad del RNA. La
muestra molida se removié del mortero y se colacéue microtubo de 1.5 mL previamente
congelado en nitrégeno liquido. Se vacié aproximaa#@e un volumen de 500 pL de material
vegetal. El resto del material pulverizado se ablec tubos grandes. Todo el material se almacené

en un ultracongelador a -80 °C para futuras extraes.

Para la extraccion del RNA se empled el reactivdzdRde acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Invitrogen, 15596018). El protocoloed¢raccién detallado se encuentra en el Apéndice
B. Brevemente, a un volumen de 500uL de materig¢tad pulverizado se agregaron 1000 pL de
TRIzol (Invitrogen, 15596018 ). La mezcla se honmige rapidamente mediante un vortex hasta
gue desaparecieron cumulos de polvo visibles. lamdgenizados se dejaron reposar durante 2
minutos a temperatura ambiente. Enseguida se a@@@dul de cloroformo a cada tubo y se
agitaron manualmente durante 20 s. Las mezclasjamd incubar a temperatura ambiente durante
5 minutos y se centrifugaron a 4°C en una micrafaga refrigerada (Thermo Scientific) a 16.2 g
(13,000 rpm) durante 15 minutos. A partir de esenamto, el resto del proceso de extraccion se

llevd a cabo en hielo a 4 °C.

Después de la centrifugacion, la fase acuosa (satemte) de cada muestra se removié con una
micropipeta y se transfirid a un tubo de 1.5 mivouel sobrenadante se le agregaron 1000 L de
isopropanol, se mezclé manualmente por inversidarde 15 s y se incub6 a temperatura ambiente
durante 30 min para permitir la precipitacion d®&lARR Una vez transcurrida la incubacién, se
centrifugé a 16.2 g (13,000 rpm), 4°C, por 20 nfihtérmino, se verificd la formaciéon de una
pastilla en el fondo del tubo y se desechoé el saol@nte por decantacion. La pastilla de RNA se
enjuagé con 1000 pL de etanol al 80%, con agitaerowortex, para después centrifugar a 4°C por
5 min. Se desechd la solucién de lavado y se agjosar la pastilla para evaporar los restos de
liquido. Finalmente la pastilla se resuspendio@plde agua tratada con DEPC (Apéndice A). Los

RNAs obtenidos se almacenaron a -80°C para suasterfor.
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6.5.4.2 Cuantificacion y analisis de la pureza etiegridad del RNA

La integridad de los RNAs extraidos se verificO mpt electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante (Apéndice A). Para esto, en mibast de 1.5 mL se colocaron 2uL de cada
muestra extraida, adicionando 2uL de agua tratadd@&PC y 1L de amortiguador de carga 5X
para RNA (Apéndice A). Enseguida, los tubos selincon a 65°C en un blogque térmico (Axygen,
MC-175-C) durante 5 minutos. Al término, los tulsestransfirieron inmediatamente al hielo por 2
min, se centrifugaron brevemente para colectdigeldo de condensacion en las paredes del tubo.
Las muestras se cargaron en carriles del gel dosmaesnaturalizante y se corrieron en una
camara de electroforesis horizontal a 80 V, empleam amortiguador MOPS 1X como solucién
de corrimiento (Apéndice A). La electroforesisdstuvo al momento en el que el colorante azul
contenido en el amortiguador de carga habia aldanZapartes de la longitud del gel. La imagen
del gel se adquiri6 en un fotodocumentador (IngeritiR Syngene) mediante el software

GeneSnap de Syngene.

La calidad del RNA se verific6 mediante el andlidés la intensidad de las bandas ribosomales
mayores, asi como la ausencia de signos visiblededeadacion o de barridos en el gel. La
concentracion y pureza del RNA total se registrpleando un espectrofotometro (Nanodrop
2000/2000€), usando el software del fabricante rfibeScientific). Se verifico que las muestras

analizadas mostraran relaciones de absorbancia&b9/260/230 entre 1.7 y 2.2.

6.5.4.3 Tratamiento con DNasa

Para eliminar cualquier resto de DNA en las musstta RNA total extraidas, se realiz6 un
tratamiento con DNAasa | libre de RNAasa (Thermo I82252). Para esto, en un microtubo de
1.5mL se colocaron 4ug de RNA total, 4 uL de BuffeNAse + MgC4, 4 pL de la enzima
DNAasa y se agreg6 agua tratada con DEPC hastaletampn volumen de reaccion de 40 pL.
Enseguida, la reaccion se incub6 a 37 °C durantai0 Al término, se purificaron las muestras
con TRIzol (Invitrogen, 15596018) para eliminar & DNAasa y componentes del buffer de
reaccion. Esto se llevé a cabo agregando a laitea260 pL de TRIzol y continuando el protocolo
descrito en 6.5.4.1, pero escalando los volimeh25%. Con las muestras purificadas se realizo
nuevamente un gel desnaturalizante de agarosa phfi&@eterminar su concentracién y pureza. La

ausencia de DNA en las muestras se verificO mezliama reaccion de PCR para amplificar el gen
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actina (gen constitutivo), empleando directamengseRNAS tratados y purificados como molde de
amplificacién (tal como se sefiala mas adelante.Bi#.6), pero sin realizar sintesis de cDNA
previa.

6.5.4.4 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

Una vez que se confirmé la ausencia de DNA, lassinae de RNA se emplearon para sintetizar
DNA complementario, con el uso del kit Maxima Fi&tand cDNA (Thermo Scientific, K1671).

En un microtubo de PCR se agregaron los compongiesdos en la Tabla 4.

Tabla 4. Preparacion de reacciones de sintesid\deddmplementario

Componente Cantidad

Mezcla de reaccion 5X 4 uL

Mezcla enzimatica Maxima 2 uL

RNA 1.6 ug

Agua tratada con DEPC Hasta completar 20 pL

Una vez preparadas las reacciones, se incubaron srmociclador (Techne, TC-512) de acuerdo
al programa especificado en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de sintesis de DNA complementario

Temperatura Tiempo
25°C 10 min
50°C 30 min
85°C 5 min

Al término del programa, las muestras de cDNA deydion con agua a razon 1.5 y se
almacenaron a - 20° C hasta su uso posterioraeniones de gPCR.
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6.5.4.5 Andlisis de la expresion de genes de floi@e mediante gPCR

Se seleccionaron a los gemB§GANTEA (BAGl) y SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS (BdSOCHor estar implicados en la floracién para investigu expresion eB.

distachyonbajo estrés por sequia. Los oligonucledtidos perplificar del gerSOC1lse disefiaron

usando el software Primers Express (Apéndice G Baplificar el gerGl, los oligonucleétidos

se tomaron de Let al (2014). Los ensayos de expresion de los dos genesalizaron en todos los

puntos de colecta de la cinética (Fig. 9) paraathiniento control como para el de estrés severo,

S3, en los dos fotoperiodos. Como control paraolanalizacion de la expresién, se amplifico el

gen ACTINA 1, cuya secuencia de oligonucle6tidos se obtuvo deel al (2014). Los

oligonucleétidos empleados se enlistan en la abla

Tabla 6. Oligonucledtidos empleados en este trabajo

Ger Identificacior Oligonucledtido Amplicon
(5-----3) (pb)
BdGl Bradi2g0522 Directo: TACGGATGGGATGCTTGTT( 15C
Reverso: CGGCACTTCAGCAGATTCG
BdSOC. Bradilg7702 Directo: AGCCTTCGTAGCATCAGGAGAAT 14k
Reverso: CTGAAGATCTTCGTTTTCGCTGCC
BAACTIN: Bradi4gl85!  Directo:CCTGAAGTCCTTTTCCAG( 18¢
Reverso: AGGGCAGTGATCTCCTTGC

Para cuantificar los niveles de transcritos degieises de interés mediante gPCR, se utilizo el kit
Maxima SYBRGreen gPCR Reaction Mix (Thermo Sci@ntK0252). Las reacciones de qPCR se

prepararon en un volumen final de 20 pL, empledoslcomponentes especificados en la Tabla 7.
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Tabla 7. Preparacién de reacciones de gPCR con SY&R.

Componente Cantidad
SYBR®Green g-PCR 10 pL
Oligonucledtido directo (10 uM) 0.5puL

Oligonucledtido reverso (10 uM ) 0.5puL

cDNA (diluido 1:5) 2 uL

Agua tratada con DEPC 7 uL

Estas reacciones se prepararon por triplicadoyyealdo tres reacciones sin cDNA molde como
control negativo para cada par de oligonucledtitles. reacciones de amplificacién se llevaron a
cabo en el termociclador de gPCR (PikoReal 96 Riaé PCR system, Thermo Scientific), de

acuerdo al programa detallado en la Tabla 8.

Tabla 8. Programa de ciclado para gPCR con SYBRGree

Etapa Temperatura °C Tiempo No. De ciclps
Desnaturalizacion inicial 95 °C 10 min 1
Desnaturalizacién 95°C 15s
Alineamiento 60 °C 30s 40
Extension 72 °C 30s

Los datos de fluorescencia se adquirieron duramtextension a 72°C. Una vez finalizado el
programa, se realizd una curva de disociacion yernificar la amplificacién de productos Unicos en

cada reaccion. Los resultados se analizaron ceoft®lare PikoReal version 2.2.

Una vez obtenidos los datos de ciclado (Ct) queinégcada muestra para alcanzar el nivel de

fluorescencia umbral, se procedio a realizar eisia@le expresion relativa (ER) de cada gen en los
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tratamientos de estrés con respecto al tratamaanmttol, de acuerdo al analisis de Ct comparativo

expresado en la ecuacioén de Livak y SchmittgenXRcuacion 4).

ER = 2_(MCt] [Ecuacion 4]

Donde
AACt = (Ct gen de interés - Ct gen de referengig - (Ct gen de interés - Ct gen de

referencialkontrol

6.6 Andlisis estadistico

Los datos fisiolégicos se analizaron con el sofeagigmaPlot 12 ( Windows Platform). Los datos
se procesaron para obtener las medidas de tendeswtical (media y desviacion estandar). Las
diferencias observadas entre los tratamientosvasstigaron por medio de un analisis de varianza
de una sola via (ANOVA). Posteriormente se realiné prueba de comparacion mdltiple, bajo la
prueba de Dunnett, entre el tratamiento controbsy tratamientos de sequia, considerando una
diferencia estadistica de< 0.05. Esto se aplicé al andlisis de la distribnael tiempo a floracién

de las variantes, en el experimento detallado eadeion 6.4.3.3.

Para el andlisis de resultados de parametrosdigaas en los experimentos de las secciones 6.3.1,
6.4.3.1, 6.4.3.2 y 6.4.3.3, se aplicé la pruebaTd&ey entre el tratamiento control y los

tratamientos de sequia, considerando una diferestaaistica de < 0.05.

El andlisis de los resultados de expresiorGily SOC1(seccion 6.5.4.5) se realiz6 mediante la
pruebat de Student, entre el tratamiento control y tiegamientos de sequia, con una diferencia

estadistica dB < 0.05.
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VII. RESULTADOS

7.1 Etapa 1. Determinacién de condiciones Optimagarecimiento

7.1.1 Efecto de la intensidad de luz blanca sobréazecimiento deB. distachyon

Con la finalidad de establecer las condiciones waltas para el crecimiento 8e distachyorse
realiz6 una busqueda bibliografica para identificar materiales y parametros de crecimiento que
se han empleado en trabajos reportados previani@aetesta manera se eligié el tipo de sustrato,
fertilizante, fotoperiodo, temperatura, y humedaisradecuada para el cultivo. Sin embargo, en lo
que respecta a la intensidad de la luz no se aerdcontconsenso, sino una variedad de intensidades
empleadas. Por tal razon, en este trabajo se amdlefecto de la intensidad de luz blanca solsre la
variantes Bd21, Bd2-3 y Bd1l-1. Tekl0 se omiti6 eiteesnsayo por cuestiones de espacio y
disponibilidad de semillas. En la Fig. 10 se masimagenes dB. distachyorbajo las distintas

intensidades de luz.

Figura 10. Efecto de la intensidad de luz en d@igriento de tres variantes B. distachon. Luz
alta: 150 umol Ms™; luz media: 100 umol sy luz baja: 75 pmol rhs™.
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Para estos experimentos se emplearon tres intelesid& luz blanca: Alta (150 pmofst), media
(100 pmol nitsh) y baja (75 umol s?). De acuerdo a los resultados, se observo que lalta
favorece la formacién de hojas en todas las vasaciando se compara con intensidades media y
baja (Fig. 11a). En el tratamiento de luz alta bseovaron las mayores diferencias entre las
variantes con respecto a la produccion de hojasdsi Bd1-1 la mayor productora, seguida por
Bd2-3 y Bd21 (Fig. 11a). Por otra parte, en laarseé Bd1-1 los tratamientos de luz media y baja
no alteraron significativamente la produccion d@$&@ntre si, al contrario de lo que ocurrié con
Bd1-1 y Bd2-3 para dichas intensidades de luz (Fig).

Figura 11. Respue:a la intensidad de luz en (a) numero de hojasastéb) numero d
ramificaciones y (c) altura del tallo principal, las distintas variantes dB. distachyon(n=10)
Media £ DS, letras diferentes indican diferencigsificativas entre los tratamientos (P < 0.05

prueba de Tukey).
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Con respecto al numero de ramificaciones, se obsgue este parametro esta favorecido por la
intensidad de luz alta (Fig. 11b). Al comparar erdf los tratamientos de luz media y baja, se
observé que no se inducen diferencias significataa la formacion de ramificaciones, y que en
ambos se reduce su nimero cuando se comparanscefetbos de la luz alta. De forma similar a lo
gue ocurrid con el nimero de hojas, la formacidnrataificaciones en la variante Bd1-1 fue

superior a la de Bd2-3 y Bd21 hasta en un 70% (Eldp). Estas diferencias entre variantes se

hicieron evidentes en el tratamiento de luz altacfpalmente.

En lo que respecta a la altura de las plantas,bserearon diferencias entre las variantes. La
variante que registré la mayor altura fue Bd2-gusda por Bd21 (Fig. 11c). Bd1-1 fue la de menor
altura. En Bd2-3 y Bd21 se registré la mayor dismidn en altura cuando se aplico intensidad de
luz baja. En contraste, en Bd1l-1 la luz media v produjeron cambios significativos en la
altura de la planta cuando se compararon con &mdosf de la intensidad de luz alta (Fig. 11c). Por

todo lo anterior, se eligio la intensidad de Iua glara continuar los ensayos.

7.1.2 Perfil temporal de desarrollo de variantes dB. distachyon

Una vez determinadas las condiciones éptimas dentento, se analizé el perfil temporal de
desarrollo de las variantes Bd21, Bd2-3 y Bd1-épidicando las etapas morfolégicas, tales como
el crecimiento vegetativo, la transicién a la flmém (pootingy heading y la floracion, de acuerdo

a la escala BBCH (Hongt al, 2011). Los resultados muestran la variedad detifgos de
desarrollo deB. distachyoren la escala temporal (Fig. 12a-c). Por ejempti21Bdesarrollé tejido
vegetativo durante los primeros 24 dias después gierminacion (DDG) (Fig. 12a, d). Al 25 DDG
se presentaron las etapas tmting y heading culminando alrededor del 2&2) DDG con la
emergencia total de sus primeras flores. En Bd@s3primeros 61 DDG se observé el crecimiento
vegetativo, y a los 64t6) DDG se presentd la emergencia de flores (Fig, d2 Por otra parte,
Bd1-1 present6 el ciclo de vida mas largo, conigriento vegetativo durante los primeros 125
DDG y la emergencia total de su primera inflores@ealrededor de 1288.2) DDG (Fig. 12c, d).
Con estos resultados se confirma la amplia vamacidtural en la duracion de las etapas de

desarrollo y el tiempo a floracion que existe emargantes d@. distachyon
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Figural2. Perfil temporal de crecimiento B. distachyo. (a) Bd21, de izquierda a dereche
Etapa vegetativa, 2. etapa de transicién a floragi® floracion. (b) Bd2-3. Mismo orden que
Bd21. (c) Bd1-1, mismo orden. (d) Escala tempoeatielsarrollo. Las plantas se mantuvieron en
fotoperiodo de 20 h luz/ 4 h oscuridad, con unerisidad de luz de 120-150 pmol?sh (n=10) El
experimento se siguié hasta llegar a la etapamessencia de cada variante.
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7.2 Etapa 2. Evaluacion fisioldgica

7.2.1 Efectos generales del estrés hidrico sobreaiaates deB. distachyon

De acuerdo con los resultados obtenidos en la dtamdetermind la duracién del ciclo de vida
completo de las variantes Bd21, Bd2-3 y Bdl-1 emdwiones oOptimas de crecimiento.
Adicionalmente, en un experimento preliminar seegtigd el ciclo de vida de la variante Tek10.
Con esta informacion, el tiempo de vida promedicat#a variante se dividio en 4 periodos iguales
y se disefiaron experimentos para observar lososfeletl estrés hidrico crénico en tres niveles de
intensidad, los cuales se aplicaron a lo largoode3l Gltimos cuartos de vida de cada variante. La
extension de cada uno de los periodos en que shddél ciclo de vida de las variantes se muestra
en la Fig. 13.

Figura 13. Distribucion del ciclo de vida de lasiaates deB. distachyo en4 etapas

Los tratamientos de sequia en diferentes intensgdprbdujeron sintomas tipicos de estrés hidrico
en todas las variantes &e distachyonlLos primeros sintomas visibles fueron el enrokanto de

las hojas y el oscurecimiento del color verde etejgdo aéreo de las plantas. Adicionalmente se
observaron efectos de ajuste del desarrollo indsgidr la naturaleza cronica del estrés. A pesar de
gue las variantes estudiadas presentan ciclosddede distinta duracion, se observé que en general

inducen respuestas similares para sobrevivir &itéfdrico.
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Uno de los efectos mas notorios del estrés créfieoel ajuste en el tamafio de las plantas.
Comparando con las plantas mantenidas en condid@eiego normal (tratamiento control), las
plantas bajo los tratamientos de estrés limitaronciecimiento en forma proporcional a la
intensidad del estrés. En la Fig. 14 se muestraigeémes de las 4 variantes tratadas con sequia en

tres intensidades, a lo largo de su ciclo de vadapgeto.

7.2.2. Efectos del estrés sobre parametros de cme@nto

Para cada una de las variantes se registraron iomebic de parametros fisiolégicos desde la
germinacion hasta la senescencia en todos losnisattos aplicados (Fig. 15a-l). Los parametros
fisiologicos analizados fueron el nimero total d@ak, namero total de ramificaciones y altura de

la planta.

Es importante sefialar que debido a que los tiempdsatamiento se adecuaron al ciclo de vida de
cada variante, la etapa correspondiente al pritdedd vida, en la que se mantuvo a las plantas bajo
condiciones normales, fue de mayor duracién enllagueariantes con ciclo de vida largo. Por tal
razén, la variante Bd1-1 y Tek10, que son las d® de vida més largo, mostraron 29 + 6 hojas
totales y 47 + 8 hojas totales, respectivamelteomento en que terminaron su primer cuarto de
vida y dieron inicio los tratamientos de estrésaPas variantes de ciclo corto, Bd2-3 y Bd21, los
tratamientos de estrés se iniciaron cuando contadra® + 1y 2 £+ 1 hojas totales, respectivamente.

7.2.2.1 Variante Bd21

La variante Bd21 desarroll6 2 hojas en el primdrde vida y no mostré ramificaciones al inicio de
las mediciones (Fig. 15a-c). Una vez aplicadogrimmmientos de estrés, y al término de la etapa
2/4, las plantas habian desarrollado nuevas hojamificaciones y habian incrementado la altura,
sin que los tratamientos de estrés causaran difeassignificativas cuando se compararon con el
tratamiento control en alguno de estos parametwsgue se observé una ligera tendencia a la
reduccion en el tratamiento S3 (Fig. 15a-c). Entégpa 3/4 de vida, que coincide con la etapa de
floracién, el tratamiento S3 ocasiond la reduca@fnlos parametros, afectando principalmente la
altura de la planta (Fig. 15b). EI nimero de héjesel parametro menos afectado por el estrés en
esta etapa. En la etapa final (4/4), se observamduncciones significativas de todos los parametros
en todos los tratamientos de estrés, comparadosl ¢@iamiento control (Fig. 15a-c, Tabla 9).
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Figura 14. Efecto del défi hidrico en el desarrollo de 4 variante<B. distachyor Para el estudio del desarrollo se dividio el citovida de cad
variante en 4 periodos: 1/4 Etapa vegetativa;R¥dpa de transicion a la floracion; 3/4: Etapanigio de la floracion, y 4/4: Llenado de semillas
senescencia. Las plantas crecieron en fotoperieddth luz/4 h oscuridad. 60% humedad, con unadetpa de 23°C, bajo cuatro diferentes
condiciones: C (Control, 100%), S1 (Sequia 1, 6(2)(Sequia 2, 40%) y S3 (Sequia 3, 30%).
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7.2.2.2 Variante Bd1-1

La variante Bd1-1 mostr6 el mayor desarrollo deasi@urante su primer 1/4 de vida (Fig. 15d-f).
Durante la etapa 2/4, Bd1-1 comenz6 a mostrar amniisiol6gicos visibles en los niveles de
sequia 2 y 3, principalmente en lo que se refielesaefectos cualitativos generales que se
describieron en la seccién 7.2.1. En la etapa %avitka, los signos de estrés se intensificaron,
mostrando ciertas repercusiones en las plantasotode Bd1-1 y las plantas de Bdl-1 tratadas
con sequia 2 y 3 con respecto a los tres parasnefralizados. En esta etapa las plantas de Bd1l-1
con los tratamientos en estrés 2 y 3 mostrarortamamero de hojas e iniciaban la floracion. En
la etapa 4/4 se mantuvo la reduccidn en los paréameinalizados, en forma dependiente del
tratamiento de estrés (Fig. 15d-f, Tabla 9). El onaypcremento en el nimero de hojas totales
ocurrié mientras la planta transcurria entre lapag 2/4 y 3/4, coincidiendo con el periodo de
desarrollo vegetativo previo a la floracion (FigdL De igual forma ocurrié con la estatura de la
planta (Fig. 15e). En contraste, el nimero de iaationes primarias se incrementé en la etapa 2/4,
y a partir de ahi se mantuvieron relativamentebéssdahasta el final del ciclo. Sin embargo, elésstr
por sequia afect6 significativamente los parameteoaltura y numero de hojas comparadas con la
planta control (Fig. 15f, Tabla 9).

7.2.2.3 Variante Bd2-3

En la variante Bd2-3, una vez iniciados los tratartus de estrés, y al término de la etapa 2/4,
ninguno de los parametros analizados se redujoseniveles de sequia S1y S2, excepto en el nivel
S3, donde se redujeron todos (Fig. 15g-i). En #&pa&t3/4, cuando la planta se encontraba en
floracién, los tratamientos de sequia causaronc@dio en todos los pardmetros. Esta reduccion se
extendio hacia la etapa final (Tabla 9). Sin embaeq lo que respecta a la altura de la planta, las
diferencias entre tratamientos control y sequiay 82 dejaron de ser significativas, ya que las

plantas continuaron su elongacion (Fig. 15h).

7.2.2.4 Variante Tek10

De acuerdo a lo observado en este trabajo, Tekddlujor la mayor cantidad de hojas entre las
variantes (Fig. 15j). Durante su primer 1/4 de yidesarroll6 en promedio 47 hojas, y lleg6 al
término de su ciclo de vida acumulando hasta 1h(és en el tratamiento control. Ademas fue la
variante que desarroll6 un mayor nimero de rancificees (5& 4) y altura superior (2& 3 cm)

(Fig. 15k, ). En contraste con su capacidad derdelfar biomasa, los tratamientos de estrés
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causaron una reduccién significativa en todos &rémpetros de crecimiento, en todas las etapas de

desarrollo (Tabla 9).

Figura 15. Respuesta fisiol6gica al estrés porigedjrante 4 etapas delsarrollo deB. distachyor

bajo 4 tratamientos: Control (100%), S1 (Sequi@¥%% S2 (Sequia 2, 40%) y S3 (Sequia 3, 3006).

(a-c) Efecto sobre la variante Bd21. (d-f) Efeatbre la variante Bd1-1. Los resultados son

promedio de un total de 12 plantas + DS. Letrasreliftes indican diferencias significativas (P
0.05), de acuerdo a la prueba de Tukey.

N

50



Resultados

Continuacion. Figura 1Xg-i) Efecto sobre la variante B-3, (j-1) Efectc sobre la variante Tek]
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Tabla 9. Porcentaje de reduccion en parametrosedergento al final del ciclo de vida relativo edtamiento control (100%).

Reduccién en namero de hojas Reduccidén en altura Reduccién en ramificaciones
Variante (%) (%) (%)
C S1 S2 S3 C S1 S2 S3 C S1 S2 S8

Bd21 02 | 36.1° | 51.8¢ | 68.2¢ 0@ 18b | 42.4¢ | 72.39| 02 35° | 49.5¢ | 61.94
4.0 | £20 | +1.6 3.3 | £2.0 | £2.9 7.9 7.6 9.3
Bdil-1 0@ 24,5 | 43¢ | 5514 0@ 16.7° | 44c¢ | 52.44 0@ 19.6P | 21.9¢ | 33.3d
6.9 | 7.7 | #4.0 29 | +3.3 | £2.8 9.2 | 6.8 | 8.4
Bd2-3 0@ 21.5° | 30.8¢ | 62.2¢ 0@ 7.4° | 20.6° | 44.24 0@ 31.9° | 40.1¢ | 59.2d
16,9. | 6.2 | 2.2 +1.0 | #5.0 | ¥9.9 +5.6 8.8 4.1
Tek10 0@ 47.8° | 65.4¢ | 81.74 0@ 17.4b | 39.6¢ | 60.8¢ 0@ 245 | 38.1¢ | 66.1¢
2.7 | £1.6 | £2.8 6.5 2.3 | 4.3 2.7 +3.2 2.7

Media £ DS, letras diferentes indican diferencigsificativa entre los tratamientos de cada vada(f < 0.05), de acuerdo a la prueba de
Tukey.
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7.2.3. Efectos del estrés sobre el balance de agua
7.2.3.1. Contenido de agua en suelo y consumo deag

En este trabajo se registrd a diario la pérdidped® en cada maceta como medida aproximada de
la masa de agua que cada variante consume a tbdargu ciclo de vida. Una vez registrado el
peso de cada maceta, se agregd agua suficientenpataner el contenido de agua en los niveles
previamente determinados para cada tratamientae(Mbets y Métodos).

La Fig. 16 muestra los resultados del contenidagie en suelo. En la variante Bd1-1 (Fig. 16a,
Tabla 10) se observé que durante el primer 1/4depresentd consumo de agua relativamente alto
(21.5 + 2.6), si se compara con la variante Bd21 £71.6) en la misma etapa (Fig. 16b, Tabla 10).
El mayor consumo de agua se registré durante fmeata transicion y en la floracion, llegando a
consumir hasta el 38.1 + 1.5% del contenido td¢éabgua en un dia en el tratamiento control. El
alto consumo de agua de Bd1l-1 puede estar relalnocan la gran cantidad de hojas y
ramificaciones que desarroll6 en todos los tratato® lo que aumenté la superficie de
evaporacion. Ademas, tratandose de una varianteaqumula biomasa, es de esperar que la
cantidad de agua requerida para proveer a todangsea mayor. Es interesante que las plantas en
tratamientos de sequia disminuyeran su consumguieen forma dependiente de la intensidad del
tratamiento (Fig 16a, Tabla 10). Esto podria cagieharse también con el ajuste que realiza Bd1-1

para limitar su biomasa en condiciones de estréds,gsta forma consumir menor cantidad de agua.

En Bd2-3, el consumo de agua fue elevado en lagggeacontrol durante la etapa de transicion
(46.4 £7.4) y de floracién (47.1 + 11.4) (Fig. 1@gbla 10) a niveles comparables, o superiores,
con la variante Bd1-1 en la transicion (38.1 3 3.%&n floracién (30.4+7.1). Aunque sus niveles
de consumo durante la etapa vegetativa fueron rasmpe los de Bd1l-1, éstos se incrementaron a
medida que se avanzoé en el ciclo de crecimientpegar de que Bd2-3 desarrolla aparentemente
una cantidad de biomasa menor a Bd1-1 sus reqeatiosi de agua son similares. EI consumo de
agua en Bd2-3 se limita a medida que se intens#ficeatamiento de estrés (Fig. 16¢, Tabla 10);
esto podria ser parte de un mecanismo de respdegalo a reducir el gasto de agua en

condiciones de estrés croénico.

En Bd21 (Fig. 16b) se registraron los niveles majeshde consumo de agua a lo largo de sus etapas

de crecimiento, con pequefios aumentos durantapa etk floracién (10.1 £ 0.9), pero ain menores
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comparados con los del resto de las variantes.ajgl bivel de gasto de agua en Bd21 puede

relacionarse con su tamafio compacto.

Figura 16. Consumo de agua diario de 4 variantB. distachyo, bajo 4 tratamientos, medido col
contenido de agua en suelo. (a) Variante Bd1-1yévlante Bd21. Cada punto representa el promegli
12 plantas. La barra inferior muestra las etapatedarrollo analizadas. El tiempo se expresa en di
después de la germinacién (DDG).

D
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Continuacién. Figura 16c¢) Variante Bd2-3(d) Variante Tek10.

Un caso similar a Bd1-1, en términos de consumagdim, es la variante Tek10 (Fig. 16d, Tabla
10). Tek10 tiene un gasto maximo de agua en enianto control durante la etapa de transicion
(26.8 £ 2.3) y floracién (28.5 £ 2.1), a nivelemdares que Bd1l-1 (38.1 £ 1.5) y en la floracion

(30.4 £ 7.1). La gran acumulacion de biomasa gaegmté Tekl10, al ser la variante que desarrollo

mayor namero de hojas, ramificaciones y alturadpuaxplicar sus altos requerimientos de agua.
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Tabla 10. Porcentaje de consumo de agua de 4 ieginaturales dB. distachyonbajo 4 tratamientos.

VARIANTE ETAPA VEGETATIVA ETAPA TRANSICION ETAPA FLORACION SENESCENCIA
Control Sefula Segwa Segwa Control Sefwa Segwa Segula Control Sefula Segula Segwa Control Sefula Segula Se?cjula
Bd21 | 7.7 | 9.8° | 10.1°| 6.9° | 14.3%| 14.1®| 15.8* | 16.6" | 10.1% | 16.8" | 12.5° | 13.3°| 7.9 | 10.4° | 16.5° | 13.8¢
+16| +05| +0.1| +085 +08 =+0b5 =+0/7 +09 08| +0.9| +1.1] +1.0 =+07 =+06 =+1]1 =1
Bd2-3 | 15.4 | 15.8%| 19.8"° | 11.4° | 46.4% | 29.3° | 18.5°| 9.7% | 47.1®| 28.7° | 19.5° | 10.5% | 31.5% | 16.2 | 15.8> | 7.2°¢
+25| £15| +1.4| 17 +74 +14 +1/3 +141%4| +28| +2.7| £3.2| £#39 +31 +1.7819
Bd1-1 | 21.5* | 23.5%| 10.6° | 6.6° | 38.1% | 25.4P | 13.4°| 9.1¢ | 30.4%| 22,5 | 12.1°| 7.7° | 10.4% | 22.6" | 11.1%| 8.0°¢
+26 | +1.8| +02 +08 +15%5 +18 +1|8 +12 A7 +4.1| +27| +23 +04 +25 25 +0
TEK10 | 28.3%| 5.8° | 10.8°| 7.7¢9 | 26.8%| 21.2" | 11.1°¢| 7.2% | 28.5% | 20.6" | 10.5° | 6.2¢
+29 | +08| +1.3 *26 +23 +38 +1/6 +14 42 +48| +27| +0.6

Media £ DS, letras diferentes indican diferencigsificativa entre los tratamientos de cada vaddRt< 0.05), de acuerdo a la prueba de
Tukey.
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7.2.3.2 Contenido relativo de agua en hojas

El contenido relativo de agua en las hojas (CRAMIre parametro fisiolégico que permite conocer
directamente el estado de hidratacion de un tejidw basado en su turgencia, por lo que se eligié
como medida del estado hidrico de las plantastertredajo. Se midié el CRAh en las 4 variantes

bajo tratamiento control y de sequia, en los 4opes del ciclo de vida.

Las mediciones del CRAh muestran que todas laanas redujeron en diferentes grados este
parametro en respuesta al estrés (Fig. 17a-d)ejeomplo, la variante Bd1-1 (Fig. 17b), redujo su
contenido de agua en respuesta a los tratamieetestees, particularmente cuando las plantas se
encontraban en floracion (etapa 3/4). Al términdadetapa final (4/4), las diferencias ligeras entr
el tratamiento control y los tratamientos de estiéjgron de ser significativas debido a que las
plantas ya habian producido un nimero estable fliieraacencias y se aplicé tratamiento de

rehidratacion a niveles normales para permititegrece de la etapa de senescencia natural.

La variante Bd2-3 disminuyo el CRAh a partir deetapa 2/4 en el tratamiento S3 y de en la etapa
3/4 en los tratamientos S2 y S3 (Fig. 17c¢). Estdaaciones fueron mas pronunciadas de lo que se
observé en Bd1-1 para dichos niveles de estrésataimiento de rehidratacion no logré elevar el
CRANh de las plantas sometidas al tratamiento $&mlino de la produccion de inflorescencias. En
contraste, en la variante Bd21 se observé que ningle los tratamientos produjo alteraciones
significativas en los valores de CRAh, con excapaé una ligera disminucién en el tratamiento
S3 en la etapa 3/4 (Fig. 17a). Es probable quéstaiducion del tamafio de las hojas, y en general,
de la planta, haya sido favorable para adminisiragua en condiciones de sequia crénica. Para la
variante Tek10 se observé la disminucion del CRAMos tratamientos S2 y S3 durante las etapas
2/4 y 3/4 (Fig. 17d).
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Figura 1". Contenido relativide agua en hojas 4 variantes dB. distachyo sujetas a lo
tratamientos de estrés durante su ciclo de vida/gaante Bd21; (b) Variante Bd1-1; (c
Variante Bd2-3; (d) Variante Tek10

7.2.4. Efectos del estrés sobre el tiempo a floréaiy la produccién de inflorescencias y

semillas

Con la finalidad de investigar el efecto del esiés sequia sobre el tiempo a floracién En
distachyonlas 4 variantes se analizaron para identificardaresion de sus etapas de desarrollo y

registrar la fecha en que emergio6 su primera ieficencia.

A pesar de que al inicio de los experimentos smtitaron las semillas para sincronizar la
germinacion, y que una vez germinadas se selecoionmara que todos los tratamientos iniciaran
con plantas en la misma etapa de desarrollo, senabsina amplia variabilidad en el tiempo a
floracién en cada variante (Fig. 18). Por ejempkra Bd21 el intervalo mas amplio de tiempo a
floracién se observo en el estrés S3, con 14 dite & floracion de la primera planta y la Gltima

(Fig. 18a). Para Bd1-1, el periodo mas amplio ssendd en S2, con 35 dias de diferencia (Fig.
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18b). Para Tekl10 se registro el intervalo mas anghi el tratamiento control, con 34 dias (Fig.
18d). Para Bd2-3 se registré 21 dias como el intermas amplio, en el tratamiento S1 (Fig. 18c).
Estos resultados muestran que las plantas de aécleida largo (Bd1-1 y Tek10) presentan un
intervalo mas amplio de tiempo a floracién en afgde los tratamientos, seguidas por Bd2-3 con
21 dias y Bd21 con 24.

Aungue esta situacion hizo dificil comparar cuatititamente los efectos de los tratamientos sobre
el tiempo a floracién, fue posible realizar un @iglcualitativo que permitié detectar dos tipos de
respuesta eB. distachyonEl primero consistio en el adelanto de la flobacén las variantes Bd1-

1, Bd2-3 y Tek10, una respuesta tipica de la esfimde escape (Fig. 18b-d). Las variantes Bd1-1
y Bd2-3 lograron adelantar la floracién en losamaientos S1 y S2. Sin embargo, para Bd2-3, el
adelanto de la floracién no fue tan marcado envell We sequia S3. Para Bd1-1, el nivel de estrés
S3 provocé el efecto contrario, resultando en ghse de la floracion (Fig. 18b, panel inferior).
Debido a su amplio margen de variabilidad en ehpie a floracién en el tratamiento control, la
variante Tek10 mostrd un perfil de floracion difide analizar. A pesar de este inconveniente fue
posible observar que la mayor densidad de plartascferon en forma anticipada en los
tratamientos de estrés S1y S2, mientras que $ietiretraso de la floracion (Fig. 18d), en forma

similar a Bd1-1.

Con lo anterior mencionado, para la variante Bd@lkse registrd diferencia significativa entre el
tratamiento de sequia 1 (29.4 +3.2), sequia 21{3B.36) y el control (28.42+1.78). Sin embargo,
se registr6 un retraso estadisticamente signiizaén el estrés por sequia 3 (35.33+4.74),
verificado mediante el andlisis de varianza de BunRor otro lado en la variante Tek-10, las
plantas control florecieron alrededor de los 7009 flias (90+10.63). Con respecto al estrés tipo
1(78+4.97) y estrés 2 (76+4.26) se observo un atielan la floracion de al menos 10 dias. En
contraste, el estrés 3 ocasiond el retraso deofacibbn (97+7.84). En cuanto a la variante de
floracién temprana Bd2-3, la floracion se preseadélantada en los tres casos en respuesta a la
sequia, es decir, la floracion en el tratamientatrob ocurrio a los dias 64+5.84, mientras quelen e

estrés por sequia 1 fue de 44+6.69, en sequm4516.89, y en el estrés severo S3, de 56+4.40.

En general, los resultados obtenidos del analaisiempo a floracion indican que la respuesta de
escape podria estar favorecida en las plantasrggengan un ciclo de vida largo, como son Bd1-1
y Tek10. Bd2-3, con un ciclo medianamente largobiém presenta esta estrategia. En cambio,

Bd21, que posee el ciclo mas corto entre las v@sagstudiadas, no adelanta la floracién.
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Figura 18. Distribucion del tiempo a floracién ds Variantes (a) Bd21 (floracion temprang
(b) Bd1-1 (floracion tardia) bajo 4 tratamientosn@ol, S1, S2 y S3. Cada panel muestra
resultados de 12 plantas

)y
los
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Continuacién. Figura 18. Distribucién del tiempfiaracion de las variantds) Bd2-3
(floracion temprana) {d) Tek10 (floracion tardia) bajo 4 tratamientos: CointS1, S2 y S3.
Cada panel muestra los resultados de 12 plantas.

Adicionalmente, se analiz6 la produccion de inBoencias en las variantes Bedistachyorbajo

los diferentes tratamientos. En la Fig. 19 se maesas inflorescencias de las variantes en estudio
Los resultados muestran que los tratamientos deissegcasionaron la disminucion en la
produccién de inflorescencias en todas las vasarga forma dependiente de la intensidad del

tratamiento. A mayor intensidad de tratamiento, anehnimero de inflorescencias (Fig. 20).
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Figura 1¢ Aspecto de inflorescencias secas de las 4 vasateB. distachyo.

Figura 2(. Produccion de inflorescencias en 4 varianteB. distachyoi bajo diferente:
niveles de estrés hidriddedia + DS, letras diferentes indican diferencigmificativas
(P<0.05), de acuerdo a la prueba de Tukey.

Las variantes con la mayor produccion de infloresizes fueron Bd1-1 y Tek10, seguidas por Bd2-
3. La variante con la menor produccién de infloeestas fue Bd21 (Fig. 20). De acuerdo a estos
resultados, el nimero total de inflorescencias ywiolhs esta directamente relacionado con la
duracion del ciclo de vida de cada variante. Esla®s también muestran que a medida que
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aumenta el tiempo de vida, las variaciones en mlend de inflorescencias se hacen mayores, como
lo indican las desviaciones del promedio del nlingleranflorescencias en las variantes de ciclo de
vida largo (Fig. 20).

Por otra parte, en la Fig. 21 se muestra el paagede produccion de inflorescencias de cada una
de las variantes, relativo al tratamiento contkah. la variante Bd21 se registraron diferencias
significativas en la produccién de inflorescen@asel tratamiento de sequia 2 y 3 con respecto al
control (46+3.5 y 22+5.25, respectivamente). Envéiante Bd2-3 se observaron resultados
similares, con una reduccién en la produccion flerescencias de 18.6.4+10 en el tratamiento de
sequia 3. Las variantes méas afectadas en la piddude inflorescencias fueron Bd1-1 y Tek10,
que presentaron disminuciones significativas gordaluccion de inflorescencias en el tratamiento

de sequia 3, de 9.8+4 y 7.315, respectivamente.

Figura 2.. Porcentaje denflorescencias en las variandeB. distachyorbajo diferente:
condiciones de sequia, normalizado al valor d&rmgento control (100%). Media + DS,
letras diferentes indican diferencias significasiyP<0.05), de acuerdo a la prueba de
Tukey.

Uno de los parametros mas importantes de la taleranla sequia es la productividad de semillas.

Si bien, la produccién de inflorescencias puedérghicativo del éxito reproductivo de una planta,
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la formacion de sus semillas es un proceso detanteén En la Fig. 22 se muestran las semillas
producidas por las variantes bajo estudio.
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Figura 22. Semillas d¢B. distachyorde las variantes B«~1, Tek10, Bd21 y Bc-3.
Izquierda—> derecha

Los tratamientos de sequia aplicados en este er@bayocaron alteraciones en la productividad de
semillas en todas las variantes analizadas (Figf@&da 11). Las variantes Bd21 y Bd2-3 sufrieron
disminucion en la produccion de semillas a medida gl tratamiento de estrés aumentaba en
severidad, con diferencias significativas entrenkyoria de los tratamientos (Fig. 23, Tabla 11).
Paraddgjicamente, en las variantes Bd1-1 y TekX0teatlencia se observo a la inversa, presentando
una mayor produccién de semillas en el tratamideteequia 2 y 3, comparado con el tratamiento
control (Fig. 23, Tabla 11).

Haciendo un analisis en general, puede observaeséag variantes de floracion temprana (Bd21 y

Bd2-3) resultaron ser mas productivas, aunquer&tarientos de sequia causaron disminucion en
la produccion de semillas. En cambio, las variadeesiclo de vida largo (Bd1-1 y Tek10), a pesar

de que mostraron baja productividad en condiciawdrol, presentaron una tendencia clara a
aumentar la produccion de semillas en los tratawsede estrés. Tek10, la variante con menor
productividad de semillas en el tratamiento contogro incluso superar la productividad del resto

de variantes en el tratamiento S3 (Fig. 23, Tab)a 1

Al analizar el niamero de semillas producidas paftacana de las variantes, no se observé una
asociacion directa de este parametro con el nudeenaflorescencias. Bd1-1 y Tek10 produjeron el
mayor nimero de inflorescencias en el tratamieatdrol (Fig. 20). Sin embargo, fueron las que
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produjeron el menor nimero de semillas (Fig. 28)diea que la mayor parte de las inflorescencias

estaban vacias.

Figura 2. Rendimiento de semillas en las varianteB. distachyo, bajo 4 tratamiento:

Control (C), Sequia 1 (S1), Sequia 2 (S2) y Seg#8).Media + DS, letras diferentes
indican diferencias significativas (P<0.05), daexdo a la prueba de Tukey.

Tabla 11. Produccion de semillas las varianteBddistachyonbajo diferentes condiciones de

sequia.

Tratamient Produccién de semillas
, Bd21 Bd2-3 Bd1-1 Tek10
Variante
Control 307.9 + 73.4° 113.4+18.5° 12.1+1.6.1° 10.1 +0.2°
(100) (100) (100) (100)
Sequia 1 269.9+33.8° 54.3+29.6° 241+41° 23.8+55°
(87.6) (47.8) (199) (235)
Sequia 2 113.2+3.7°¢ 43.8+16.8° 31+5.7° 431+48°¢
(36.7) (38.6) (256) (426)
Sequia 3 245+309 13.9+5.4°¢ 25+2.9° 65.9+10.8 ¢
(7.9) (12.25) (208) (652)

Media = DS, letras diferentes indican diferencigsificativa (P < 0.05), de acuerdo a la prueba de Tukey. Entre
paréntesis se muestran los porcentajes de prodcelétivos al tratamiento control (100%)
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7.3 Etapa 3. Analisis molecular

7.3.1 Caracterizacién de las muestras empleadas elranalisis molecular

Para el analisis molecular de la floraciérBeristachyorse eligio a la variante Bd21 debido a que
posee un ciclo de vida corto y por tanto su flamabcurre en menor tiempo. Con el objeto de
establecer una relacion entre el estrés por sgaliiempo a floracion, se investigaron los cambio
de expresion de dos genes clave a lo largo de 1244 groximidad de la floracion, empleando dos
fotoperiodos en condiciones sequia y control. Letaltes de estos experimentos se describen en la

seccioén 6.5.

Las determinaciones de CRAh de las plantas al mmram la colecta para el analisis molecular
muestran que las plantas en el fotoperiodo de @D #h oscuridad presentaron niveles bajos en
este parametro, incluso en el tratamiento contt@ndo se comparé con el de fotoperiodo de 16h
luz / 8h oscuridad (Fig. 24). Sin embargo, el lmotenido de agua fue similar en S1 y S2, y sélo
se encontré diferencia en el tratamiento S3. Eateperiodo regular las plantas presentaron CRAh

mas alto, mismo que disminuyé en forma dependidaia intensidad del tratamiento (Fig. 24).

En la Fig. 25 se muestran imagenes de las planipkeadas en el analisis molecular. Al momento
de la colecta, las plantas presentaron 22 y 17hmasa dias regulares y largos en el tratamiento
control, respectivamente (Tabla 12). Este parandiminuyd en respuesta a los tratamientos de
estrés en ambos fotoperiodos. Las plantas se ambecten diferentes tiempos de acuerdo al
fotoperiodo, ya que con experimentos anteriordftacion se presenta a diferentes tiempos. Por
tal razén, las plantas de dias regulares se codectalos 25 DDG para el fotoperiodo largo, y a los
33 DDG para el fotoperiodo regular, aproximadamédnBedias antes de que ocurriera la floracion
para ambos casos. De acuerdo con esto, se obslfe@ncias en el nUmero de hojas al momento
de la colecta (Tabla 12). Ademas las plantas ediciames de fotoperiodo regular mostraban una

imagen mas saludable, incluso desde las primesipagtie crecimiento (Fig. 25).

En cuanto al nimero de ramificaciones y la altuea lads plantas, también se registraron
disminuciones en los tratamientos de sequia en sufdtoperiodos (Tabla 12). En un grupo de
plantas Bd21 que no se colectaron y continuaroriaotratamientos, la floracion se registro al dia
26 DDG en fotoperiodo largo y al 35-40 DDG en f&dpdo regular.
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Figura 4. Contenido relativo de agua en hojas (CF con diferentes condiciones de
16h luz/ 8 h oscuridad y 20h luz/ 4h oscuridadBedistachyorBd21. Media * DS, letras
diferentes indican diferencias significativas (R&).Tukey).

Figura 2! B. distachyo Bd21 en la proximidad de la transicién a la floéagibajo3
tratamientos de estrés por sequia y dos fotopesiddle (dias regulares) estas planta
tenian una edad de 32 dias de vida y 29 dias s egtDL (dias largos) con una edad
23 dias de vida y 20 dias de estrés.

U7
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Tabla 12. Parametros fisioldgicos de desarrollB edistachyorBd21 bajo dos fotoperiodos.

Bd21 Numero de hoj¢ Numero de Altura (cm
ramificaciones
Tratamiento DR DL DR DL DR DL

Contro 22+0.8° | 17,0£1.¢ | 6.8+0.5% | 4.3+0.5% | 3.8+0.2% | 3.1+0.3°
a

Sequia 18.5+1.3% | 155+2.! | §.3+0.5° 44030 | 324020 | 3.1+0.4°
a

Sequia 14+1.4° | 14,023.6° | 4.3+1° | 37206 | 2.540.1° | 2.120.4°

Sequia 8.840.59 | 7+1.5° 3+0° 2.3+0.6° | 1.3+0.19 | 0.8+0.2¢

Media + DS, letras diferentes indican diferencigsi§icativa (P < 0.05), de acuerdo a la prueba de Tukey.
DR (dias regulares), DL (dias largos).

Las muestras colectadas se procesaron para egtrateiRNA total. Después de la extraccion, los

RNAs se resolvieron en un gel de agarosa parav@rssu integridad y calidad. En la Fig. 26 se

observan los RNAs extraidos. Se puede apreciattdgridad de las bandas ribosomales mayores,

indicativo de que las muestras no estuvieron expsies la degradacion. Por lo tanto, se pudo

continuar con los procedimientos de caracterizagiolecular.
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa al é8aaturalizante, de RNAs totales extraidos
deB. distachyonC1: muestra control del tiempo 1-6, S1: muestragieés por sequia severa
del tiempo 1-6. (a) RNAs purificados de Bd21 ewpatriodo de dias regulares. (b) RNAS
purificados de Bd21 en fotoperiodo de dias largos.

7.3.2 Analisis de expresion de GIGANTEAGI) y SOC1

La floraciéon esta regulada genéticamente por un@owmcion de estimulos exdégenos y enddégenos
en las plantas. Con el objeto de investigar sialteraciones en el tiempo a floracion durante el
estrés por sequia estan determinadas por genes efalas rutas de floracién, se eligieron dos
genes,GIGANTEA(GI) y SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS )Spaza
analizar su perfil de expresion en la respuestestbs, mediante PCR cuantitativa, en muestras
provenientes de las plantas control y del tratatnida sequia 2, en 6-7 puntos del dia, de acuerdo a

lo especificado en la seccion respectiva en MagsrigMeétodos.

En la Fig. 27a-d se presentan los resultados RCR cuantitativa. Los dos genes analizados se
expresaron a niveles detectables en todos los pumiestreados. En el casoG@lese observd que

al término de la fase oscura se registraron loslesvminimos de acumulacion del transcrito. Los
niveles de Gl aumentaron gradualmente a medida que avanzabast de luz en ambos
fotoperiodos y tratamientos (Fig. 27a, b). Sin embalos niveles de expresion @ fueron
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significativamente superiores en los tratamientesselquia, independientemente del fotoperiodo.
Ahi se observa que pal las mayores diferencias entre el tratamiento deiaey el control se
manifestaron a las 12 y 16 h de luz para el foioderregular y a las 16 y 20 h de luz para el
fotoperiodo largo (Fig. 27a, b).

En lo que respecta al g&DC] también se observaron cambios a lo largo deokapériodos. En

el fotoperiodo regular se observé la maxima acuonifaen el tratamiento control a las 12h de luz
y a la mitad de la fase de oscuridad (Fig. 27c). divstante, esto no fue consistente en el
fotoperiodo largo, donde se alcanzaron niveleslaimente altos al inicio del experimento (inicio
de la fase de luz) (Fig. 27d). A pesar de que peraba qu&OC1lpresentara una regulacién mas
ritmica a lo largo del dia como ocurre con los gatefloracion de la plantsrabidopsis thaliana),

de acuerdo a lo reportado por Ribenil, (2013), es probable que el fotoperiodo proloogatbs
tratamientos de estrés hayan alterado su patrdnahdle expresion. La edad de las plantas y el tipo

de tejido colectado también pudo jugar un pap@rdehante en estas observaciones.
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Figura 7. Cinética de expresién (Gl y SOC1 en condiciones contrie y sequia A, bajo dos
fotoperiodos. (a) y (c), fotoperiodo de 16h ldetscuridad. Las hojas y tallos de las planta
colectaron a los 25 DDG. (b) y (d), fotoperiodo2f luz/4h oscuridad. Las hojas y tallos de
plantas se colectaron a los 33 DDG. Las letrayatites representan una diferencia significa
entre los dos tratamientos con respecto al tief@g6.05), de acuerdo a la prueba die Student.

S se
las
tiva
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lIl. DISCUSION

8.1 Condiciones adecuadas para el desarrollo &e distachyon

La plantaB. distachyorse ha propuesto como un modelo Util para el esagliprocesos bioldgicos
en plantas monocotiledénega que es una planta de ciclo de vida corto y genpequefio
totalmente secuenciado, su cultivo ocupa poco @spaw requiere de condiciones de crecimiento

especiales.

En este trabajo se abordd el estudio de 4 variaretsales dd. distachyoncon el objetivo de
caracterizar su perfil temporal de crecimientoandondiciones de cultivo mas favorables. Debido
a que este fue el primer trabajo realizado entsirktorio de Biotecnologia Vegetal de la UNPA
conB. distachyonfue necesario identificar y establecer las caodi&s ambientales mas favorables
para el cultivo de la planta y confirmar que l@srtpos en que se alcanzan las fases de desarrollo

estuvieran de acuerdo con lo reportado en latitexa

El fotoperiodo, la temperatura y la intensidad @dukz son condiciones ambientales importantes
para el desarrollo adecuado de las plantas. Easel deB. distachyonlos reportes disponibles al
inicio de este trabajo empleaban un fotoperiod@@ede luz y 4h de oscuridad para optimizar el
tiempo a floracion. Dado que gran parte de losdéssudeB. distachyorestan basados en dicho
fotoperiodo, se decidid aplicarlo para obtener Iltados comparables. De igual forma, la

temperatura de crecimiento 6ptima se determincese en lo reportado.

En cuanto a la intensidad de la luz, los trabagpeeificaban una diversidad de intensidades que
iban desde los 50, 100 y hasta los 300 pmtés*mPor tal razon se probaron tres intensidades de
luz, seleccionando la mayor, 150 umotsh como la méas favorable con base en la observalgion

parametros de crecimiento en tres variantes natipsibbadas (Figs. 9 y 10).
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8.2 Variacion natural de la duracion del ciclo de ia en B. distachyon

Con las condiciones de crecimiento mas favoraldesestablecié el cultivo para identificar las

diferentes etapas de desarrollo de B. distachyomawtificar la duracion de su ciclo de vida. Con
esto fue posible confirmar que el ciclo de viddadeariante Bd21 es corto (Figs. 11 y 12), y que el
tiempo a floracién llega unas cuantas semanas dssga la germinacion. Aunque su etapa
vegetativa es corta, durante ese tiempo logra midisar biomasa suficiente para sostener la
produccién de inflorescencias y semillas. Por paide, la variante Bd2-3 tiene tiempo a floracion y
ciclo de vida intermedios. En el extremo de la didradel ciclo de vida se encuentran Bd1-1. Esta
variante requiere tiempos mayores para florecédmo se ha confirmado en reportes previos
(Schwartzet al, 2010) y logra acumular una gran cantidad deshpjeamificaciones antes de que

ocurra la aparicion de las primeras inflorescencias

La duracion de la etapa vegetativa en todas lasntas esta directamente relacionada con la
cantidad de biomasa que logran acumular, cuarddi@n nimero de hojas y ramificaciones. La
variante Bd21 acumula la menor cantidad de hojeguida por Bd2-3. Finalmente,
correspondiendo a su largo ciclo de vida, Bd1-5qm& la mayor cantidad de biomasa vegetativa
(Fig. 12).

Los tiempos que se registraron para el ciclo da diel cada una de las variantes analizadas en este
trabajo concuerdan con reportes previos, lo quigangue las condiciones de crecimiento son las
mas adecuadas, o al menos, permiten comparacionégabajos publicados (Schwaetzal, 2010;
Honget al, 2011). Sin embargo, en el caso de las variddédsl y Tek10, es importante observar
gue éstas requieren un periodo de vernalizacicn gzelerar la floracion (Reagh al, 2014). En el
caso de este trabajo, no se aplicaron tratamiatgogernalizacion para evitar la induccion de la
floracién debida al frio, de forma que si llegabacarrir algin adelanto o atraso en la floracion,

pudiera atribuirse directamente a los tratamiedéosequia.
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8.3 Ajustes fisioldgicos inducidos por la sequia erriantes naturales deB. distachyon

La diversidad de ambientes que ha colonizBdalistachyones un reflejo de su capacidad de
adaptacion ante los retos ambientales. Esta cauhsid debe a mecanismos constitutivos cuyo
estudio puede abordarse mediante el andlisis dentes naturales. Ademas de estos mecanismos,
existe enB. distachyoruna amplia capacidad de plasticidad fenotipica lqugermite ajustar su
fisiologia y morfologia para sobrevivir a condicésnde estrés. En este caso, las variantes naturales
también son un recurso valioso para explorar elrqmidl de plasticidad presentendistachyory

para medir sus efectos en términos de desarrgtoductividad (Drapeet al, 2001).

En este trabajo se propuso analizar la influenc@&tigne el déficit hidrico sobre la capacidad de 4
variantes naturales dB. distachyonpara realizar ajustes en el ciclo de vida quepksnitan

sobrevivir al estrés. Debido a que las variantesgntaron ciclos de vida de distinta duracion, se
consider6 dividir el ciclo de vida de cada plantadepartes, para permitir que el primer cuarto de
vida las plantas germinaran y crecieran adecuadamegrpara iniciar los tratamientos de sequia

cuando comenzara el segundo cuarto.

En un trabajo publicado recientemente por Schmalgnét al (2014) se analizo el efecto de la
sequia sobre el tiempo a floracion y el crecimiegmiolineas deé\rabidopsis Aunque en dicho
trabajo se compararon lineas con ciclos de viddifdeente duracion, los tratamientos se aplicaron
al mismo tiempo a todas las lineas. De acuerde gropios autores, esto pudo haber puesto en
desventaja a las variantes de floracion temprangug es posible que el estrés se iniciara cuando |
planta ya estaba muy proxima a la floracién. Poa giarte, si el inicio de los tratamientos se
hubiera ajustado a la variante de ciclo mas cetttratamiento se iniciaria de forma precoz en las
plantas de ciclo largo, haciendo que el tratamiaetgoestrés fuera mas prolongado y causando
efectos que harian dificil la comparacion. Es psio eque en este trabajo se aplicaron los

tratamientos en tiempos proporcionales al ciclgida de cada variante.

De acuerdo a Skirycet al, (2011), los métodos mas ampliamente utilizado$os laboratorios
para evaluar la tolerancia a sequia no son losagiésuados, pues el tipo de estrés que se aplica no
permite identificar a las plantas que podrian &oléa sequia en condiciones mas naturales. El tipo
de estrés aplicado en el presente trabajo intemmlas las condiciones que las plantas
experimentan en el campo. En las condiciones rlatjréas plantas no sufren sequia severa

rapidamente. La capacidad de retencion de agupgoter del suelo, y la posibilidad de obtener mas
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agua del suelo profundo, hacen que el estrés tomgempo prolongado para alcanzar niveles
criticos.

Atendiendo a lo anterior, durante los 3 Ultimosrimsde vida de cada variante se aplicaron tres
niveles de estrés en forma cronica, ajustandoraodianivel de agua en el sustrato y evitando la

deshidratacion drastica. Asi, fue posible obsemspuestas al estrés que no ocurririan de inmediato
si se aplicara un tratamiento de choque de deshaida o de sequia progresiva que culmina con un

nivel severo de déficit hidrico en corto tiempo.

En los experimentos realizados se observé que tadamriantes disminuyeron el nimero de hojas
y ramificaciones asi como su altura en respuestasais, y que la intensidad de dichas
disminuciones esta relacionada con el nivel dégsiplicado (Fig. 14, Tabla 9). Analizando el final
del ciclo de vida de cada variante, en el tratatnide sequia de mayor intensidad (S3), se observa
gue las variantes Bd21 y Tek10 sufrieron las maydieminuciones en altura y nimero de hojas y
ramificaciones (Fig. 15). Esto indica que apareet@® no existe una relacién directa entre la
mayor reduccién de los parametros fisiol6gicos gueacion del ciclo de vida, puesto que Bd21 es
de ciclo corto y Tek10 de ciclo largo. Tampoco parestar relacionado con la altura basal de la

planta, ya que Bd21 fue la variante que mostrédaanaltura y Tek10 fue la mas alta (Fig. 15).

8.4 Administracion del agua erB. distachyon durante el estrés por sequia

De acuerdo a los resultados de consumo de aguabs®vd que todas las variantes Ble
distachyonrealizaron ajustes en el uso de agua en formandepde de la cantidad de agua
disponible en el suelo (Fig. 16, Tabla 10). Bajadiociones de hidratacion normal, las variantes
Bd1l-1 y Bd2-3 presentaron mayores requerimiensoaglia durante la etapa de transicién de la
etapa vegetativa a la floracién y durante la fldnac mientras que Tek10 present6 unos picos
elevados de consumo de agua en la etapa vegegpativan a la transicion. Tanto Bd1-1 y Tek10
desarrollaron gran cantidad de biomasa. Bd2-3 adypo tanta biomasa como Tek10 pero presento
una altura muy similar (Tabla 9.). En contrapaB®21 mostrd los menores niveles de consumo de
agua, tanto en la condicion de hidratacién nornmha@ en los tratamientos. Estos resultados
indican que las plantas que desarrollan poca biardasante su etapa vegetativa libre de estrés,

como Bd21, son capaces de administrar de mejor nmahegua disponible cuando sobreviene el
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estrés, y que a pesar de que el resto de las temitambién realizan reducciones a su tamafio en

respuesta a la sequia, su consumo de agua esavadcetjue en Bd21 (Tabla 10).

Por otra parte, las mediciones del CRAh revelaroe @ pesar del largo periodo de sequia, las
plantas logran ajustar la hidratacién de sus tejmn poca agua disponible (Fig. 17). Este tipo de
resultados no son comunes cuando se aplica adatapltratamientos de estrés progresivo que no
les permiten realizar ajustes para contener laigeérde agua y en los que el CRAh disminuye

considerablemente (Barrera-Figueretr al, 2007). Tomando en consideracion los ajustes en
parametros de crecimiento, el consumo de aguaGRélh, es claro que las plantas expuestas al
estrés que logran limitar eficientemente su cremimoi durante una sequia crénica, administran de
mejor forma el agua disponible y logran mantendratados sus tejidos, y que esta condicion les
permite mantener el estado fisiol6gico para rearmel estado 6ptimo de hidratacién cuando el

agua deja de ser limitante.

8.5 Plasticidad del tiempo a floracién inducida posequia erB. distachyon

El tiempo a floracién es un punto critico del cide vida de las plantas y es fundamental para
garantizar el éxito reproductivo. El conocimien®® lds mecanismos y factores que controlan el
tiempo a floracion ha permanecido como uno de doe®d mas importantes de investigacion en
plantas, ya que permitiria la manipulaciéon delccidé vida para inducir la formacion de frutos y
semillas asegurando la productividad, o bien, pasparimir la floracibn e incrementar la
acumulacién de biomasa vegetativa, Util en aplorees biotecnolégicas como la producciéon de

biocombustibles.

En este trabajo se analizé la plasticidad del temgdloracion de variantes d& distachyoren
respuesta a tratamientos de sequia. De acuerdoresioltados, se revelé gBedistachyon, en sus
diferentes variantes, posee una amplia capacidadreiasar o adelantar la floracion, dependiendo
de la intensidad del estrés (Fig. 18). La variadgeciclo corto, Bd21 (Fig. 18a) present6 una
respuesta de atraso de la floracion, mientrasajuerlante de ciclo intermedio (Bd2-3) (Fig. 18c) y
las variantes de ciclo largo (Bd1-1 y Tek10) (Figb, d), adelantaron la floracién. Lo anterior
sugiere que es posible que la respuesta de ess@pfaeorecida en plantas que presentan un ciclo

de vida largo eB. distachyon.
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La respuesta de adelanto de la floracion por eféetla sequia, conocida como escape a la sequia,
no se ha reportado @h distachyonpor lo que no es posible realizar comparacionextds de
estos resultados. Erabidopsis se logro inducir el escape a la sequia empleandstiés crénico
muy similar al de este trabajo en etapas de ddisaremnpranas (Riboret al, 2013). Por lo tanto,

se puede esperar que la respuesta de escapeqaila ssté determinada por la etapa de desarrollo
de la planta, la intensidad del tratamiento de2ssfrsu duracién. Por los resultados obtenidos, es
probable que el corto tiempo de la etapa vegetativBd21 no haya sido suficiente para inducir la
respuesta de escape, al contrario de lo que sucedidas plantas de ciclo mas largo, aunque

también existe la posibilidad de que este tipcedpuesta no esté presente en Bd21.

8.6 Efecto de la sequia en la productividad de sellas deB. distachyon

Cuando se analiz6 el crecimiento de las variangeB. dlistachyoren condiciones de sequia, se
observé que aquellas que desarrollaron mayor @ahtié biomasa (Bd1-1 y Tek10) mantuvieron
su ventaja sobre Bd21 en el nimero de hojas, atdifasareducciones causadas por el estrés. Esto
apoya la observacion de Skiryezal (2011), de que las plantas poseen suficientesses para
sostener tanto la tolerancia a la sequia comoual@acion de biomasa. Adicionalmente, Skirgtz

al., (2011) considera que cuando las condicione€deia no son tan severas como para poner en
riesgo la vida de la planta, las reducciones dimdaasa vegetativa podrian ser contraproducentes y
llevarian a pérdidas de rendimiento innecesariasjue la biomasa vegetativa es un componente
determinante para el rendimiento de semillas. A estpecto, cabe sefalar que Bd21 fue la variante
gue produjo menor cantidad de biomasa vegetatargpten condiciones control como en los
tratamientos de sequia, y que ademas es una ddofas/ariantes que sufren las mayores
reducciones en todos los pardmetros fisiologicgistrados (Fig. 15, Tabla 9). También presenté el
menor numero de inflorescencias (Fig. 20). Aterdiiea la consideracién de Skiryetzal., (2011),

se esperaria que su rendimiento de semillas sewaamtablemente. Por otra parte, Tek10 y Bd1-1
fueron las que mas acumularon biomasa vegetatiedida por el nimero de hojas, altura y nimero
de ramificaciones a lo largo de su ciclo complétdemas produjeron los nimeros mas altos de
inflorescencias (Figs. 20 y 21). Se esperaria gueeisdimiento no se afectara significativamente

por el estrés.

Paradodjicamente, los resultados de la cuantificad® semillas producidas por las variantes en
condiciones control y de estrés muestran que Bet2tpntraste con su baja produccion de biomasa
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vegetativa, fue la de mayor rendimiento de sem{lg. 23). Bd2-3 tuvo rendimiento intermedio,
mientras que Bd1l-1 y Tekl1l0, que acumulan mayor idzeht de biomasa, produjeron los
rendimientos de semillas mas bajos (Fig. 26, TabjaSin embargo, en las variantes Bd21 y Bd2-3
la produccién de semillas se afectdé negativamant@spuesta a los tratamientos de sequia, donde
el nimero de semillas disminuyd con relacion aeleeddad del estrés (Fig. 23, Tabla 11). Es
importante mencionar que el rendimiento de semifasl ndmero de inflorescencias se
determinaron manualmente contando una por unadawaa de las plantas y tomando en cuenta
gue la inflorescencia y las semillas estuvierasiertapa de senescencia, y asi calcular la media de

las 12 plantas en cada uno de los tratamientosr¢¢osequia 1, sequia 2 y sequia 3).

En contraste con lo anterior, las variantes deodild vida largo (Bd1-1 y Tek10), que tuvieron

rendimientos de semilla bajos en condiciones chrdatomentaron su productividad en respuesta al
estrés (Fig. 23). Tek10, la variante con menor ypebdidad en el tratamiento control, logré incluso

superar la productividad del resto de variantesletratamiento S3 (Fig. 23, Tabla 11). Estos
resultados sugieren que, 1) la acumulacién de Wameegetativa podria no estar relacionada
directamente con la productividad de semillas, B¢ ain ciclo de vida corto favorece la

productividad y limita las pérdidas por sequiamterisidad leve a intermedia, 3) que ante un ciclo
de vida largo, la abundancia de agua podria fagorkc acumulacion de biomasa vegetativa
comprometiendo la produccién de semillas, espeeiaien en aquellas variantes que requieren
vernalizacion, y 4) que la sequia mejora la pradigetd de las variantes de ciclo largo y bajo

rendimiento.

Se ha propuesto que las plantas que escapan @&k emtielantando la floracion presentan
rendimientos de semillas bajos. Esto se confirnsa $oma en cuenta que Bd1-1y Tekl1l0 escapan a
la sequia y que son las de menor rendimiento, yBglZ, en cuyo caso no hay escape, tiene los
rendimientos mas altos. Sin embargo, no hay quéepede vista que Bd21 tiene niveles de
produccién de semillas altos incluso en los tragamais control (307,9 + 73,4) donde la sequia no
tendria influencia alguna, y que aunque Bd1-1 ylDgkresenten rendimientos bajos (12 1,6 y 10+
0,2) y no se hayan tratado con vernalizacion, pesicion a la sequia podria tener implicacion en el

aumento en la produccién de semillas en estaswesia
En apoyo a esta hipotesis, un reporte reciente ¢Waal, 2014) indica que cuando las plantas se

exponen a estrés hidrico de baja intensidad amtda floracion, adquieren mejor capacidad para

tolerar un estrés de mayor intensidad posteriom daldracién, traduciéndose en un mayor
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rendimiento de semillas. Este efecto es importanfmiede ayudar a comprender por qué las
variantes Bd1-1 y Tek10 en estrés por sequia dreSentaron mayores rendimientos de semillas
que sus controles respectivos. Es probable questtategia de escape que presentaron estas
variantes también haya sido un factor para el atoréla productividad, aunque auln se requieren

mas experimentos para aseverarlo.

8.7 Expresion deGIGANTEA y SOCL1 enB. distachyon bajo estrés por sequia

La floracion en las plantas esta regulada por edacompleja de factores genéticos que se activa
por combinacion de estimulos enddgenos y exégdexisten 5 rutas de floracion que estan
conectadas a través de genes y proteinas integgdouchos de los cuales se regulan de acuerdo
al reloj circadiano. Ejemplos de éstos SSDNSTANS-T y GIGANTEA

Aunque las rutas de floracion se han descrito waplio estimulos como el fotoperiodo, la
temperatura y las hormonas, ain no se ha identificzon detalle la ruta ni los elementos
moleculares que participan en la respuesta de @szdp sequia. Recientemente se reporté en
Arabidopsisla participacion del geGIGANTEA(GI) en la respuesta de escape a la sequia (Riboni
et al, 2013).Gl es un gen que funciona rio arriba en las rutaffodecion (Fig. 2).Gl activa a los
florigenosFT y TWIN SISTER OF FT (FTh)ia activacion de€ONSTANS (CO)Se sabe quél
también puede activarRr en forma independiente @O, mediante la regulacion del microRNA
miR172. En fotoperiodo de dias largos, la activadié los florigenos llevan a la induccién de
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SQgata desencadenar la floracion en el

meristemo (Fig. 2).

En este trabajo se analizé la expresion de lossgéhey SOC1len B. distachyonBd21 bajo
fotoperiodo largo y regular, en condicion controtlg sequia. De acuerdo a resultados de PCR
cuantitativa, se observo que la expresién de armboscritos sigue ritmo circadiano similar en
todas las condiciones. En el casoGlealcanza picos maximos de acumulacién 4 horadgwey

fin de la fase de luz y disminuye a niveles basdlgsnte el periodo de oscuridad (Fig. 27), en
concordancia con lo reportado previamente en ladzely erB. distachyonDunfordet al., 2005;
Hong et al.,, 2010). Sin embargo, es notorio que los niveles edpresion deGl son
significativamente superiores en los tratamientessequia, independientemente del fotoperiodo

empleado.
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Contrario a lo que se esperaria, la acumulacidaldm las plantas bajo estrés no implicé el escape
a la sequia en Bd21. Esta variante no adelantar&ion en ninguno de los fotoperiodos probados,
aunque en ambos se acum@h Esto sugiere qu&l podria estar involucrado en otras rutas de
respuesta a sequia, que no necesariamente culounda induccion de la floracion. Dado q@é

es un factor que funciona rio arribafiEy de SOCL, es probable que deban existir otros factores
reguladores que conecten la acumulacionGdlecon la respuesta de escape. Ademas, con las
evidencias previas que muestran la versatilidadsteal inducir aFT via CO, o via miR172-
independiente deCO, es probable que pueda activar otras rutas y n@uasi que no

necesariamente culminen con la induccion temprara floracioén en la respuesta a sequia.

Con relacion &80CL, se noté una tendencia a presentar niveles des@p mas bajos en plantas
tratadas con sequia que en plantas control (Fig.Esto concuerda con el retraso en la floracion
gue se observa en Bd21 bajo tratamiento de seHuigerfil de expresion dSOC1no mostro
regulacion ritmica clara en los diferentes tratamaige ni en los fotoperiodos. Si bien, en varios
puntos la expresién no presento diferencias sagtifias entre tratamiento de estrés y control, se
observé que en el punto del dia donde la expreaidemz6 un nivel maximo en el tratamiento
control (20ZT, fotoperiodo regular) las plantastetamiento de sequia no registraron aumentos
(Fig. 28 c,d). Esto concuerda con el retraso dlofacion que se observa en Bd21 bajo tratamiento
de sequia. En el fotoperiodo largo, en gen&@lC1lse expreso siempre a niveles inferiores en el
tratamiento de sequia (Fig. 27). Es probable gb&ldea que estas pruebas se realizaron con tejido
aéreo completo, no se hayan logrado detectar difire finas de expresién especifica en

meristemos, que son el sitio de activaciors@eC1
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IX. CONCLUSIONES

En los tratamientos de luz, se observé que la @ de 150 pmol rfs* favorece el
crecimiento de todas las variantesBledistachyonproduciendo gran nimero de hojas y
ramificaciones. Estos parametros experimentan oéoles en intensidades de luz

inferiores.

Se confirmd la amplia variacion natural en la difraade las etapas de desarrollo y el
tiempo a floracion que existe entre variantesBdalistachyony fue posible usarla para

estudiar el efecto de la sequia en la floracion.

Los diferentes tratamientos de sequia redujeradmkro de hojas, inflorescencias y altura

de la planta, en todas las variantes, en funcida odensidad del estrés.

En lo que respecta al tiempo a floracién, las vaeim Bd1-1, Bd2-3 y Tek10 presentaron
una respuesta clara de escape a la sequia, mieuneaBd21 retrasé la floracion. Esto
demuestra que erB. distachyones posible encontrar mecanismos de respuesta

contrastantes.

El analisis molecular de Bd21 mostré dBkes inducida hacia el final del dia, durante el
fotoperiodo de dias largos o regulares. En el €@ sequia grave (S3), las plantas
muestran una fuerte acumulacién de transcrito§lden comparacién con los mantenidos

en tratamientos de riego normales.

El analisis molecular mostréo q@&OCL no muestra acumulacion diferencial en respuésta a
estrés por sequia, consistente con el patréon deitm tardia en Bd21. Esto sugiere que la
induccién deGl en respuesta al estrésndistachyomo esta conectada con la expresion
de SOCL y que por lo tant@| podria actuar en una ruta independiente de respaést

estrés, que no necesariamente implica la induaigda respuesta de escape.

81



Perspectivas

X. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo las plantas de floracidiaafTek10) que se mantuvieron en estrés
severo (S3) tuvieron un efecto de produccion deilkermas eficiente que las plantas

Bd21. Se podria investigar a nivel transcriptona® eventos moleculares implicados en

este fenédmeno.

Es recomendable la caracterizacion fisiologicatidetpo a floracion con un fotoperiodo de
luz regular (16h/luz y 8h/oscuridad) en las 4 vaga, con los tres niveles de sequia para
observar si la respuesta al estrés es similar Idotoperiodo largo.

Durante esta investigacion se realizaron experiosetin diferentes intensidades de sequia
(60, 40 y 30%) y el control hasta llegar a la etdpdloracion. Se propone realizar pruebas
de germinacion en todas las variantes para obskrwadabilidad de las semillas que se
obtuvieron en el estrés severo (S3).

En el futuro, se podria extender el analisis deresipn de los genesSQCly Gl,
incluyendo & T y CQ en las variantes de ciclo de vida largo, en difegs 6rganos de la
planta (tallo, hojas y meristemos) bajo los tratamas control y de estrés severo (S3),
durante diferentes etapas de desarrollB.ddistachyonpara comprender su implicacién en
la plasticidad del tiempo a floracion.

. Ampliar el estudio para dilucidar la relacién entiee acumulacion de biomasa, la
produccion de semillas, la administracién del agletolerancia en condiciones de sequia
enBrachypodium
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Apéndices

APENDICE A

Preparacion de las soluciones empleadas en dstgotra

1.- Agarosa para DNA y RNA 1%.

Componentes Volumen (100 ml)
ParaDNA

Agarosa (grado analitic 1lg

TBE 1X, c.b.p 100 m
Bromuro etidi 4-6 ul

Modo de preparacion:

% Disolver la agarosa en el TBE calentando en eldhdenmicroondas durante 20 s, hasta
gue se disuelva perfectamente bien sin burbujas grgsmos.

Componentes Volumen (100 ml)
Para RNA

Agarosa 1g
H.O-DEPC 72 ml
MOPS 10 X 3-(N-Morpholino) propanesulfuric 10 ml

acid. O también conocido como 4-
Morpholinepropanesulfuric acid.
Formaldehido (36.5-38%) 18 ml

Modo de preparacion:

+ Disolver la agarosa en 72 ml de agua de DEPC.
< Dejar enfriar un poco y cuando ya no esté muy ctdiagregar el MOPS y el formaldehido.
% Mezclar y guardar a temperatura ambiente.

Nota: No adicionar el formaldehido cuando la agaexsté muy caliente.

2.- Agua DEPC
Componente Volumen (1000 mL)
Dietil pirocarbonat 1mL
Agua desionizac 1000 mL
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Modo de preparacion:

Apéndices

< Agregar el volumen de DEPC al agua desionizadantenar en agitacion de 12 a 24 h.
Esterilizar a 15 Ib/pufgpor 15 min. Mantener a temperatura ambiente.

3.- Amortiguador TAE 10X

Componertes Volumen (1000 mL
TRIS base 48.5 ¢

Acido acético glacia 11.4 mL

EDTA (0.5 M) 20 MI

Agua desionizada, c.b.} 1000 mL

Modo de preparacion:

Disolver el TRIS, acido acético y EDTA en 800 mLatpia. Aforar a 1000 mL. Almacenar a
temperatura ambiente. Para preparar 1 litro de TAAEBRgregar 100 mL de TAE 10X y 900 mL

de agua desionizada.

4.- Amortiguador TBE 10X

Componentes Volumen (1000 mL)
TRIS base 108 g

Acido bérico 55¢

EDTA (0.5 M) 40 mL

Agua desionizada c.b.p. 1000 ml

Modo de preparacion:

Para preparar un litro de amortiguador, diluir TRESe en ~800 mL de agua desionizada.
Agregar el acido bérico y mezclar hasta disolvengietamente. Agregar EDTA y aforar a
1000 mL. Almacenar a temperatura ambiente.

5.- Buffer de carga para RNA 5X

Componente Volumen (10 mL)
Formamida 3084puL
Formaldehido 720puL

MOPS 10X 4 mL

EDTA (0.5 M) 80 uL

Azul de bromofenol 16 uL
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Apéndices

Bromuro de etidio 10 m¢
Glicerol 2mL
Agua DEPC 10 mL

Modo de preparacion

% Agregar en un tubo cénico con tapa cada uno dedimponentes y mezclar suavemente
para evitar la formacion de burbujas. Almacenar@.4

6.- Amortiguador de MOPS 10

Componentes

Acetato de sodio 5.44 ¢

MOPS 20.60 ¢

EDTA (Stock 0.5 M) pH 8.0 10 ml

NaOH (Stock 2N) Utilizar NaOH hasta llevar a un pH"
H>0- DEPC c.b.p. 500 nL

Modo de preparacion:

D3

» Disolver el acetato de sodio en 370 ml de aguakgRC.

.0

Adicionar el MOPS vy disolver.

*,

/7
0.0

Agregar el EDTA (10 ml)

% Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 2 N.

.0

Aforar a 500 ml con agua DEPC.

*,

7.-EDTA 0.5M, pH8.0

Componentes

EDTA 9.305 ¢

NaOF Agregar hasta llevar pt
Agua Desoinizada c.b 50 m!

Modo de preparacion:

% Adicionar el EDTA a 40 ml de agua.

®,

% Ajustar el pH a 8.0 con un NaOH para que el EDT Alisaelva totalmente.

% Aforar a 50 ml con agua desionizada.
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Apéndices

Nota: Si el EDTA es para trabajar con RNA, usaraadgsionizada tratada con

®,
0’0

DEPC.
8.-NaOH 2 N
Componente Volumen (100 mL]
NaOH 8¢
100 mL

Agua desionizada

Modo de preparacion:

®,
0’0

Almacenar a temperatura ambiente.

Agregar 8 g de NaOH a 100 mL de agua desionizadm érasco y mezclar hasta disolver.
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APENDICE B

Extraccion de RNA (TRIzol)

Fase de separacion

Nota: partiendo de una muestra amacerada de leparb00 g agregar lo siguiente:

1.- Agregar 1000 pL de TRIzol a cada tubo, homagaren un vortex durante 15 s y dejar reposar
durante 5-20 minutos a temperatura ambiente.

2.- Transcurrido ese tiempo agregar 200 pL de fdarm y homogenizar la muestra 15 s.

3.- Dejar reposar la muestra durante 3 minutosn@éeatura ambiente.

4.- Centrifugar la muestra a 13 000 rpm durantenitiutos a 4°C.

5.- Pasar el sobrenadante (fase superior) a tubegos y volver a repetir todo desde el paso
namero 2.

Proceso de aislamiento del RNA
Precipitacion de RNA

1.- Agregar 1000 uL de isopropanol a la fase acydsamogenizar en el vértex durante 10 s. a
temperatura ambiente.

2.- Incubar a temperatura ambiente durante 30 wsrautemperatura ambiente.

3.- Centrifugar a 13 000 rpm durante 20 minuto%G 4

4.- Retirar el sobrenadante y dejar la pastillagder a realizar el lavado.

Lavado de RNA
Nota: Mantener la muestra siempre en hielo.

1.- Lavar la pastilla con 1000 uL de etanol al 708ta: se puede guardar a -20 °C en dado que
caso que no se ocupe en ese Mismo momento esta gued hasta un afio y si se guarda a 4°C
dura solo una semana.

2.- Homogenizar durante 5 segundos muy bien hastdagpastilla se despegue completamente.

3.- Centrifugar a 13 000 rpm durante 5 minutog@.4Tirar el sobrenadante.

4.- Volver a lavar de nuevo con alcohol etilic@@%s.

4.- Retirar el alcohol y dejar secar la pastillarashte 5 — 10 minutos a temperatura ambiente.

5.- Agregar 20 pL Agua DEPC.

6.- Realizar una lectura en el nanodrop.
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APENDICE C

Disefio de Oligonucleotidos para amplificar el §&nCL

Los oligonucledtidos empleados en este trabajo paramplificacion del genSOCL de B.
distachyorse disefiaron de acuerdo a los siguientes criterios

| — Cada oligonucleétido individual debia contanaina longitud de 18-24 bases.

Il — Se mantuvo un contenido de G:C (Guanina:Qimsentre 40 y 60 %.

Il — Los dos oligonucleétidos del par debian teleenperatura de melting “Tm” cercanos, dentro
de los 60 °C.

IV — La secuencia de los oligonucle6tidos individsanicié y terminé con 1 o 2 bases puricas.

V — Se evitaron regiones con potencialidad pama&orestructuras secundarias inteRNAs.

VI — Se evitaron secuencias poli X.

VII- Se evité la formacion de dimeros entre ellos.

VII- Se tratdé de tomar un primer en un exén y eb @rimer en el siguiente exén de la secuencia del
gen. De tal forma que se pudiera detectar la pcesele DNA gendmico por la amplificacién de un
producto que incluye al intron.

Pasos para la realizacion de Oligos

Para disefiar y analizar el par de oligos parasstas en una reaccion de PCR contamos con varios
programas.

Paso 1.- Lo primero que se realizo es encontrd del gen analizar y bajar la secuencia. Esto se
realizé por medio de la pagih&ap://www.phytozome.net/

(Species > [Toos > [mo > [hew  [commaus ) phytozomeﬂa

Species in Phytozome v9.1

Using Phytozome: video tutonals

Announcements

[18 Jun 2014] Phytozome v9 bulk data access moved to JGI Genome
Portal

[18 Apr 2074] Phytozome v10 now available here

[24 Jan 2074] Updates and early releases: Soybean, Panicum hallii,
Brassica rapa FPsc now available.

News
[19 Jun Zivf.‘] Phytozome v3 bulk data access moved to JGI Genome
ortal.

As we continue to move Phytozome v3 towards retirement, we have
[24 Jan 2014] Updates and early releases: Soybean, Panicum hallii,
Brassica rapa FPsc now available.
As users await the full release of v10 of Phytozome, expected in the next
[30 Sep 2013] Early release of Panicum virgatum v1.1 annotation
on a new v1.0 assembly, tha new v1.1 early release annotation of
rass (Pancium virgatum) is now available
[26 Jun 2013] Mimulus gutiatus v2.0 early release now includes an
updated annotation.
The M. guttatus 2.0 early rele;

Go to the new

previously genome assembly enly, has

¢ to view all the news

Early release genomes

Pagina de inicio de Phytozor

93



En la pagina se seleccion6 a la especie en esjutiediante la herramienta Genome Browser, se
buscoé el gen de interés: Bradilg77020.

Enseguida se muestra la secuencia gendmic8&Q@el. Para fines ilustrativos, se presenta la
secuencia completa del gen. En letras grandescsemnan las regiones del gen relevantes que se
eligieron para el disefio de los oligonucledtides)edras pequefias el resto. En verde se resalta la
regién 5'UTR y el promotor parcial. En azul se nmagslos exones y en texto sin resaltar los
intrones. Los oligonucledtidos se resaltan en cobsia fuerte. Finalmente la region 3'UTR se
observa en rosa claro.

Secuencia del geBOCL1 (8516 b)

>Bradilg77020
GGGGT GEGGT GCCTGEGT GGGCAAAGAAGGAAGGAGCGGCT ACGECCGAGAGAGAGCGCCCTACAGCACCAGGATCTCCCTCT TCCCCCCCTTGCCATTTTTTAT
GAGTCTCCCTTTGCCGT CCTGGAGAGATAGATCCCGTCTTCTTCTTCCCCTTCCTCGCGT TTCCACT TTTTCGCCT TGCCCGCGCCGCCCCAAT TGCGATAAGACT
TGCTACTGACTCCTCTCCCCTTTCTGTI TTCCCTCACCCGTGGTGT GT TCT TGGT TGGATGCAGGCAGCCCGGCT CGATCCGAGAGGATCTAT TTGGGATCGGTCG
ACGAAGAT GGT GCGCGGGEGAAGACGCAGCT GAAGCGGAT TGAGAACCGGEGECGAGCCGGCAGGT GACCT TCT CCAAGCGCCGCGECGEGECT GCGCAAGAAGGCGCAC
GAGCTCTCCGT CCTCTGCGATGT TGAGGT CGCCCTCAT CGT CT TCTCCCCCAGCGGECCGCCT CTACGAGT TCGCCAGCGCCAGGT AAAAAAAACCATCTCTCATC
TCCTCCTTTACTTAATCTCATAATTGCTCTTTGTCTTTCTTTACTATTCTTTGCT TGCT GCT GGT GGGGEGAAT GCCEGT TGEEEECTAGCT TGEGEECGT GGGAA
TCCAATTTGT TTATCAGAAAAGAAAGCCTGCGAAATCTGATGGATCTTTGCGT GCACCGCTAGCT GCT TGCGCCAACT CCTGT GCCCGT GGCTCGCCAATGAGEG
GAAAGAAGCCTCTCTGTAGT GTAGTACT GTGGAGATGCCCCTTCTCTCTACCT TCGTGCCCATCCACT TGECTGATTTTTTTTTCAAGT TTTCCCACACTCCATA
TCTCTTCGAGAATCTTGCCTCGCTTCTTGCGATCGACT TGCCAGTAGTACCATTATGATTTTCCTACTATTTCCTGCGTACTGGTATTGCTACCATTTGGGCTAA
ACTTCAAAGCTGTCTCAGCCTTTAGTACATGTAGGCAACTCATAGCTCTATTGGCCTAGT CATTTTTTAAT TAATAGACCT AGCCAATAGGAAAAGACGGCAAAA
AAGGAAATTTTTTACTCCTGGCTAGCCAGAATTGT TTAGCGCACACACTAAACGCT TGTCTGAATATTGT TTGCCCTTGT TTTTGGTGCGTGECTGT TCATCTGT
GCATTAATTTGCTGI CCTGAAAT GGAAT CGATGCATGCGATATGGTGT TCCATGT TGTACTACTTATCAACTGTAGAGAGAGTACCTTTTTTACTGTGAAACATG
CTCCACCGGTATATTTTAGT TGTGCATTTGCTGTACTAAGT TTATAGTCTACTACATCTCCTACGGAATAGTAATTAATTAAACCTAATATTTCCCTCAGATTAA
TAAAAAAATAGAATCAGATTTTGAATTTCGTAGAAATGAGCT TTACAGGACTAGAAGCGT CATTAGAT TTTCTGGECAGT GTACTGTGAACTTGCTGTGTGGTCT
TGTACGTACAAATAGAT TGCAGACAGAAGACTAATTAGGT TGCCAAGCAAGT TCCTCAATATTTGT TCCGATTTTAAATTATGCAGCCTTTTTTGGAAGAAATGA
AATAAAAAGGTGATTTCCAATATTTCATTAGCTGACATTTTGTGGTCATGCATTATATTTGT CTATCGGT CAGGATATATGT TTTCAAAAGTATATGTATCACGT
TGTATTCATGCATGATCCGGCCACACCACCGAGCCAAAATATCATTCAGATAAGT CAAGACCATGGT CATATATAGGGT GACAGT TGAATATCAGATTAATATTC
AGATTTTGCAGT CCATGT GCAAACAGAGT CCGGCACAAAACAACT GCTATCTCTAAAAT CACTACAACAAAAT AT GACCTAAT AAAGT GTTGGACCAAGCATTGA
TTCTCATGGGT TAACTATCAATCACTTTCATGCATCGGT TGATCAAAAACATAAAAGAACATGTATTAGT TGT TCTGAGAT GAGAGT TGGT GGGAGGAGAGAATA
ACCTTGTATGCTGAATTACAAGATTTTAGAGATAGACCT TGTAAACTACTAAAAT GGAGGGCGAGT TTGGATAGT TCAACT TTAGTATAATCTCCCTAATTAGGEC
ATGTTCTGGAATTTGCAACGT AAAAAAT TGGGCTATGCACGAAATGT TCATGT ACAACTAGT GTAAAAAT GATAATCTATAGT GCTCTCGATTCAAAAAATACAG
AGTAAAAAGCTAGTATATGT GTGTTGACT TCAAGCATGCAATAACAAAAGAAAAATCCTTTCCCTTTTGCATGTAGGAAATAGAAAGGGTGT TTCTTGT TCCGCA
TGAATATGTCACGAATCATGAGT AGATCTAATGCCAAGCGACAAAGATATATATATATAGGT GCATTTGT TTCTTATTTTGGGTAGACCAAAATTGTACATGAGG
AGAAAAACATATTTCTATTTTTGTCACTGAGATATATATTATATATTTAATGT TTCTATTTTTCATCCTGIT TATTCCATCT TGGAT TAAACCACACAATGAGGEEG
CTAATATGCATTTGGCTCTAGAGT GTATACGGACATCTCCCTCTCCCCCCTAGT GAGGAGAGACTACACAACCATATTAATGGCCCCATTCCCTACAAGT GEECC
TCTTGGGGTAGGT CTAATGT ACACCT GCCACCAAAGGACCCCCT GCCCCAGT TGACAATACCCACCAT GT CGAGGCATATAAT AGGAGCT TACCGT CTTAGCAAA
AGTTGATGCATATAGTGTTGGTACATGT TGTAAACTTGTAATGCTGAGT TTTGGCT TCAAATAAAAT GGATAT TTCACGCGT GGAAAT CCACCT GACGAATGGGA
CCGAAACGAGAAGGT GAAGAAAT ATGACGT GGAAGAACT AAGGCAAT CAACAT GAAGCTCACATATTTTCATGCCCAT CAAGAAGGT CCACAAAT CCACGACGCT T
GTCTGGATTCACCCTTGGT TTGATGECTCTTCTGCT TGAACTAGAAGGATATTAGTATTTGTATTCCATCT TAATTAAATACCAT GCACGAAT CATGAACCAAGA
CCCTACCAACCT CATGGATCAAT TAGTACATACACCATATTGGATTGGT TGTGT CTTATGCTCAATACAAGGACAAGATGGGT CAAATTTGCCTGECTTTAGCT T
AATTATAGAAGGCACCCATGGGT CACT TGGAACCAACATGCCTCTTGGAATACACAGAT CACATCTAT CAAGGT GGECCCTAAATCTTCCTAGTAGATCATGTAG
TCATTAAAGGATTTCATGGTAAGCAAGAGAACGCCTAACTATCTCAAGGAATATTGCTCGT TAGCAT GGACCATAT CATAT GCGT GAAT GAGGGAAT CCACGCCT
CTCAAACGGATTACACCTCATTCAATAACCCATACCAAAATTAGT TAAAAATATCATTGT CCAAACT CGCAAGT CTACAATGATACATAACAAGGTCATTCTATG
CTCCATGTATTACTATATTGTAAGT GT TGAACTCAGT TGCATTAAGCACATTGACTTAATTGATAGT CAACATACCT TGT TGCCTACT TATACCGAACCAATACA
CACACCACATGT CTGTGTGCTTAACCCAAGT GCCCTATAACCGT GAGGATCATGT GTCCATGT GGGCTTGACAAGT GGATGT TCCATATATGTGT TCTTTGICTG
ATCACCTAACTATGCCTGAGGGT TGATTTTGATTGT TTCATATATGTGT TACTCCCCCCGTTCCTAGATTATTGTCGT TGT TTAGT TCAAGGAATATTTGTCTTG
TCACCTAACCTATGCCCGATGGT TGATTTTGATACACT TGT TGTGCTTCGT CCCCAAATAGGCT CGGGT CTAGT CTTATTCACACTAGCTATTCTCATGTACACC
GAGGGGT CCCAATAAAAAAAAGGAT CCCTAAAAAAT AT TGGT CAAAAAATAAACT GATCAATTGAGT GTGCTATCT TTAATGCCGT TGGTATGGT TCAAGT TGAA
GATGGTCGCAGCATATCTTTTGGGAAGAAAAT TGCGT CGATTGTGCAGT TGCCTCTAGTGCCTTTGATATCATTGCCCTAGCGAGAAGATTGT TTAGATATGI TA
CTAACGCTATGCAAAT GGT CATTGGCTAGCAGTACAAT TGGATCT TCAATCAGAGGGCCACATCATTGCAGT TCACAGT GATGACGAAAT CAAAGATGATGACAA
ACTTAATTTGGTGT TTGGCTAGT GCCCCATGCCCTTGATGT TATCTTAGACTGGCT TGCAACT TCAGCTATGT GT TGGT TGTATGT TACTTTGAGCGCATTTCGT
TTTTGTTCTTTGAGCAATTACTGTACTACATTGCTCGCGTATTGCATGATTTGAACAAAGCT CAGAGGT GGATACACATTTAGATATAGAGT TTTTAGTTTAGCT
GCACTCTTATTAAGTACTAGCAT CCGTAGCAT GCGAT TCTACCAGCCTAGGAGCTCTTCTCTTTGT CGGT TCACT GGT GT CCAAGGCT TGGAGATCAAGATGATG
GCTCTATATAAACGACCTAGT GGCTCTCGT TGAAT TGACGACGAT TCATATCGCACAAGACCTAGATTAGTAGATCCACT TTAGCTCTCATATCCTTGTAACATT
CTTGCTAATAACACAAGGCAGGACGT GTAGGECTAT TACCATACCT CAAAGCCCTGAAGGTAGGTAAAACCTACT CCCTCCGT CCTACTATACCGGGCGTGT TAG
ATTTTTCACGT GTACCAAGGCAGGCCTGATGGATCTAACT TTGGACGAAAGTACCCCT GCATGTGCCCCGGT TGTGCTCTGT TCTGCTGTGT TGCTGEGTTTTTT
TATTCCCT GCGCACCAATCTGAT TTCGT TGCATGCGCCACCACACCCAGGACAAGAGCACCT CGGGAAGGGT CAATCGATTTAACTACACATGCATGCTGGATGA
TGAGGGGGTATTTTTGGECACCCAACTAGAAAAAGAAGAT GCACGCCTAGT AAACCAGGACACCAGGAT TCAAAT AAGACGCCCGGT ATAGT AGGACGGAGGGAGT
ATCTCCCATCGTGATCT TATCGAGCCATGCCCCCCCCCCCT CCCCCCTCCCCCCGCTAATCTATTTTCAACACGACCACT TGGT CACTCATGAGATCAACAATAA
ATTCATCATCAACACCAATGT TAGGGAAGATCACGATGATATTCTCTAGT TAGCAAACGT TATTGGT GAAAGT GCTTCTAGCCCCTTAAATGGGT TTCCATGATT
ATTGACAAGCAATCAAGCGAATAACAATTTTCTACGGGT TTGATGATTAGGCATAGT CCCACAAGGAT GAAAATATAT GT GGT TGT CCACCACCCT TGAATAAAA
AGAGAAAATAAGACAACTTGGTTAAATTTAGATTTAATCTCTCCTTGTCCTAGTAATGATAATCGCTTTCAAGATATGGTAGT TACTCTATTAAGAGACGTGTTC
GACGAAAAGGT TGCGAGAAGGAT TAAT GCTAAGT CCCAATGCTTGT CACCAAAAGCCAAAACCAAATATCACACAACAAGATTTTATGAGCATGGAGGCAATTTG
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GAAGGT TCAGATTAGGCTCTTACATACATAAAAT CAAACAGT TCTGGAAAAAAT CTATAGCAAAAT CTACAGGT TAGCATTTTGGT TCAGACT TGACCAAAATGC
GTCTCCATGGCCTAGAAGCT GGACGAGAGGT GGCCT GGAGGAATGGAAT TCTGGAGT TTTGGAGCAGGGT TTGGATTTGTAAGT GCAAGT TGACCGATTGGATTT
GAAGGGT TTGAAAAAACCTAGAGGT GCAAATTTTATCTAAAAGCT CCCGGTGACTAGGT TTTGTAGGT CGTCT TAAGCCT CCCTTCCCCCAAGGCTTGAAGCATC
CTAGATCCACAAAAT TCCCGCCCACACT CATGT GCTATCACACCT TTGT CAAAGAT TGAAT CCTTTAGAGGAAGAATACAAAT ATGGGCCCT TGACATAGAACAA
TTGCAACTCTATTTGACTTTCAGCACCT GTGGAAAAAAAATCTGT TATTTGT TTCTAAGAATACCTTTCAGT TTTGACTTTCCGAAAACTGCACATTTAATAATA
TTTTTTTGACAAAGCGAAACTCGTTGAATTTTTCTTTTCTTTTTCAGGCACGACTATGTCAAATTGT TGT TGTTATTGTAATTTTTCCTCTTAAAAAATATTGT T
AGGGAAATGTGTAGT TCTAGI TCTCTTCTCTGCAATTCAAACTACACTTTGCAGGTCATTCTTGT TTTCTGAAATTTAGCCTTGAAACTTTATCTATCTGATGAT
CTGATAAAATATATATTGAGTACTGTCAAATGT CTATCTGAAGT CTGAGCCTAGGAATAATTCTACTATTTAATGGACT GATTAGATAATTCTGAAATGACATCA
GGGTAGCCCTAGAACCTACT CTAGCAGT AGCACT GAAGT CAGCCCAGACTGT TCTTGT TGTAGAATTGCGCTCCTTCTTTCTCAGT TTATGT TGTAGCT TATCCA
GCAGT TGGACAGGT TGT GCGGT GCCTGCT GACCAGAT GCTGCAGAAT GCAAAT AAAAT AT CACAAGCT TGGT TCCAACAT GTAATATAAAGT CACGAAAATGCGT
TAGTCAAGATGGACACTTTCACAACCAGT CCTATACTAGT CTCATGCGTAATATTGATACCAATATCTGGTGTCTAACCCGACTATGT TTTCTTGATATGTATAT
TTTGTCTATTTCATTAGCAAGATAGAT GGAAT AAGCCAAAAACCT CACTGAGT TGCAGAAAGGT TCATTTCCTTCTATATATTCTTTCTACTTCTTCCTCTATAT
TCATAACACTGGAAATATATGATGATGT TTCCT TGT CTAAATGAACGAAT TCTAATTATTATGACATAATTTTTACATTTTAAATTCCAATTCAGCATGCAGAAA
ACACTAGAACGT TATAAGGCATCCACAAAGGACAAAACT AGCAGCCCAACGGCACAGCAAGACATAGAGGTAATTCTGCTTGATATCAGGT TTATTATATATTGT
TTCACTTTGGCGATTTTTGCGT TGCT TCATGAGCAGT TCCTGTCCATTCACTGAATGT TTAAGCTAAT TAGCATGCATCGATAAGCCTTTTACTTTATACTAGGC
ATCTACTGAAATGCTAAAACCAT CCTGGACT GTAGCACCAGGT TTCAGT TAAGTACTACTCCGTACGT ACATAGCTAGTAGAGT TAAATTAATGAATGAGT AAAT
AATAAGACCTTGAATGAAAACCATATTCTAGCAGT TATCGCATGT TTGAGATATTATATATAGT GACCATGTGATTATTTTAACGGGGCAAT TCCGACGGCTGCA
TGATCTGAATTACAGAAGATAAAACCT GATCCTGAGCECTTGTCACAGAAACT GGAAGCT CTTGAAGCCTACAGAAGGT AACTATTTCAGCTTGCAATTCTCACC

CCCAACCATTTCAGCTTGCAAGAGAAT GCTATCCAT GCACCT GCGAAAAACT CAGTGGACACTCTCTGTTATTGATATGCAGGAAAT T TTTGGGT
GAAAAGT TGGAAGACGACTGITCTTTTGAAGAGCT GAATAGT CTGGAGGT CAAGATGGAAA

GAAGGTTAGCTATTTGCCAACTTACTATACATTTTA
TTTTTGI TGCAAAAATGAATATATCTACACAAAGAAAGCTTACACAACTTTGTATCCTGTG
CTGCTTATCTTACATGCCAGACTCAGGTGI TTGAAGATCAGCTCCCTAACCTGAGACAGAA
GGTAACCTCACCATGCACCTTGT GT CATCCCT CATAGAAACCTGAAACCACAGAGGCACCC
ACATCAGITCCTCACATTGTGCTGTTCATTTGITTCTTACATCAACCGTCGATCGAGCAGG
AGKH?KIFTGUJJVK%AGNNJ?VK?W(TAN3XIIAAGSR?KIFW%I.........

&-?I'AATCT AAAGACAGT AAACT TCCCAGCCCAAAT GAACGAT GAAACT CTCCATCCAAACTTGCAATTCTGAA

AACGT GCCACAGCCGAT CCTCATGT GATGCCT CTTGT TATGT GACATAAACCCT GAT TTGGCCGCCAT TGAT TGACCGCT CGT TTCTGCTCT TGCAGTGCAAGGA
TGTGGTCGACCTTACGCT GGT GACCT CT GCT CCCAT GAT CGCCGCGGCGEECEECEECEEAGGAGGAGGAGGAGAACCCT CCTGAGGCT CAGCCGGAGCTGAACAA
GGACGCCATGGACGT GGAGACGGAGCT GT TCAT CGGACT GCCCGGCAGAAAT CGCT CTTGAAT CTTGACT CGGCT GGAT GCGAATGCGAT CAGT CAGATGCAACA
CCGAACAGCAGATAGAAGATAGAAACCCCCAACCAACCT TAATTCCTTCCTCT GT TACT GCCGCCGAAAT CCGAATCTGAGAT CTGAAGT TATACATACATGTGT
TGACTGTGTTGCTGCTTGT TGTCGATCC

La secuencia transcrita consta de 1221 nucledtidasregiones se sefialan en la misma forma que
se especifico para la secuencia genémica.

Secuencia del transcrit&ocl (1221 b)

>Bradilg77020.1
GGGGT GGEGT GOCT GAGTGEGCAAAGAAGGAAGGAGCEECTACGEO0GAGAGAGAGOGCCCT ACAGCACCAGGATCTCCCTCTTOOC
CCOCTTGCCATTTTTTATGAGT CTCCCTTTGOOGT CCTGGAGAGATAGATCCOGT CTTCTTCTTCCCCTTCCTOGOGT TTCCACTTT
TTOGOCTTGOCCEOGCCEC00CAAT TGGATAAGACT TGCTACT GACTCCT CTCOOCT TTCTGT TTOCCTCACCOGT GGTGTGTTCTT
GGTTGGATGCAGGCAGGOCGGCT OGAT CGGAGAGGAT CTAT T TGBGAT CEGT OGACGAAGAT GGT GCBBGGGAAGACGCAGCTGAAG
CGGAT TGAGAACCEEE0GAGO0GECAGGT GACCT TCT CCAAGCGO0GOUEE0GGRECT GOGCAAGAAGBOGCACGAGCTCTCOGT CCTC
TGOGATGT TGAGGT CGCCCT CATCGT CTTCTCOCCCAGOGGCOGOCT CTACGAGT TOGCCAGOGCCAGCAT GCAGAAAACACTAGAA
CGTTATAAGGCAT CCACAAAGGACAAAACT AGCAGCCCAACGGCACAGCAAGACATAGAGAAGATAAAAGCT GATGCTGAGGEECT TG

TCACAGAAACTGGAAGCTCTTGAAGCCTACAGAAGGAAAT TTTTGGGT GAAAAGT TGGAAGACGACTGI T
CTTTTGAAGAGCT GAATAGT CTGGAGGT CAAGAT

-GAAGACT CAGGT GT TTGAAGAT CAGCTCGCTAAGCT GAGACAGAAGGAGATG
ACGT TGCGCAAGGAGAACGAAGAT CTAAGGGGECAAGGT GACOAAA_

(GTGCAAGGATGTGGTCGACCT TACGCT GGTGACCT CTGCT COCAT GATCGCCGOGEOGGOGEC
GGCGGAGGAGGAGGAGGAGAACCCT CCT GAGGCT CAGCCGGAGCT GAACAAGGACGCCAT GGACGT GGAGACGGAGCTGI TCATCGG
ACTGCCCGGCAGAAATCCCTCTTGAAT CTTGACT CGGCT GGAT GCGAAT GCGAT CAGT CAGAT GCAACACCGAACAGCAGATAGAAG
ATAGAAACCCCCAACCAACCTTAATTCCTTCCTCTGT TACTGCCGCCGAAAT CCGAAT CTGAGATCTGAAGT TATACATACATGTGT
TGACTGTGTTGCTGCTTGT TGTCGATCC

La secuencia de los oligonucleétidos selecciongdedd como sigue:
Primer directo:

GAGCCTTCGTAGCATCAGGAGAAT
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Primer reverso:

CTGAAGATCTTCGTTTTCGCTGCC

Ya identificado el par de oligonucleétidos, se pdié a verificar sus parametros en la
paginahttps://www.idtDNA.com/analyzer/Applications/Oligmalyzer/

o sgnin - ] ¥ Crat How W jiems $0.00

INTEGRATED DNA TECHNOICGIES
Order Menu Products & Servicas~ Support & Education - Tools~ 3€3C GO

OligoAnalyzer 3.1

Instructions | Definitions | Feeaback

Sequence #[ases Analyze
Target Type |[ONA v &

OligoConc  (0.25 |pM Hairpin
Na® Cone 50 mM Selt-Dimer
Mg** Conc [0 mM Hetero-Dimer
2 aNTPsCone [0 mM NCBI Blast
Defaul: Setiings TM Mismatch
Clear Sequence
Results 5' mods nternal Mcds 2' mods Mixed Bases

Pagina de inicio de IDT (Integrated DNA technol®)

Resultados del analisis de los oligonucleotidos:

Directo:

SEQUENCE: 5'- GAG CCT TCG TAG CAT CAG GAG AAT -3'
COMPLEMENT: 5'-ATT CTC CTG ATG CTA CGA AGG CTC -3
LENGTH: 24

GC CONTENT: 50.0%

MELT TEMP: 58.4°C
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MOLECULAR 7441 9 g/mole

WEIGHT:

EXTINCTION

COEFFICIENT: 239600 L/(mole-cm)
nmole/ODsc 4.17

ug/ODyeq: 30.89

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE: DNA

OLIGO CONC 0.25 uM

50 mM monovalent salt

Na" CONC

Mg* CONC 0 mM divalent salt

0 mM nucleotide

dNTPs CONC triphosphate

SEQUENCE:

COMPLEMENT:
LENGTH:

GC CONTENT:
MELT TEMP:

MOLECULAR WEIGHT:

EXTINCTION COEFFICIENT:

nmole/ODsc:

[gg/ODzsoZ

MELTING TEMPERATURE SETTINGS

TARGET TYPE:

OLIGO CONC

Reverso:

5-CTG AAGATCTTCGTT TTC GCT GCC -3'
5'- GGC AGC GAA AAC GAA GAT CTT CAG -3'
24

50.0 %

58.4°C

7285.8 g/mole

211800 L/(mole-cm)

4.72

34.40

DNA

0.25 uM



Na' CONC

Mg*™ CONC

dNTPs CONC

50 mM monovalent salt
0 mM divalent salt

0 mM nucleotide triphosphate
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