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Resumen

Todos los aspectos fisiológicos y celulares de las plantas dependen del agua, y la
escasez de agua debido al cambio climático es un estrés abiótico importante que
limita el crecimiento de las plantas y el rendimiento de los cultivos, cuyos efectos
directos conducen a una biomasa vegetal reducida. Sin embargo, existe una falta de
comprensión clara de cómo se regula el crecimiento de las plantas en condiciones de
sequía no letales. Los avances recientes en las ciencias ómicas permiten un análisis en
profundidad de la variación natural. En este estudio, cuantificamos el alcance de los
cambios inducidos por la sequía en la biomasa y los fenotipos de las raíces laterales
en 118 accesiones de Arabidopsis thaliana, realizamos un análisis de asociación
genómica y detectamos los principales lugares de variación en el valor de aptitud. Sin
embargo, pocos genes están asociados con caracteres relacionados con la sequía y, por
lo tanto, pueden estar involucrados en la adaptación ambiental, y el amplio rango de
climas presentes en la Península Ibérica es una fortaleza de este estudio. Las
accesiones de Arabidopsis altamente diversas de la región proporcionan un excelente
recurso para estudiar la complejidad espacial de la adaptación climática.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana; cambio climático; sequía; biomasa; GWAS

Summary

All physiological and cellular aspects of plants are dependent on water, and water
scarcity due to climate change is a major abiotic stress limiting plant growth and crop
yield, the direct effects of which lead to reduced plant biomass. However, there is a
lack of clear understanding of how plant growth is regulated under non-lethal drought
conditions. Recent advances in the omics sciences allow an in-depth analysis of
natural variation. In this study, we quantified the extent of drought-induced changes in
biomass and lateral root phenotypes in 118 Arabidopsis thaliana accessions,
performed genomic association analysis, and detected major loci of variation in
fitness value. However, few genes are associated with drought-related traits and
therefore may be involved in environmental adaptation, and the wide range of
climates present in the Iberian Peninsula is a strength of this study. The region's
highly diverse Arabidopsis accessions provide an excellent resource for studying the
spatial complexity of climate adaptation.

Keywords: Arabidopsis thaliana; climate change; drought; biomass; GWAS
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Resum

Tots els aspectes fisiològics i cel·lulars de les plantes depenen de l'aigua, i l'escassetat
d'aigua a causa del canvi climàtic és un estrés abiòtic important que limita el
creixement de les plantes i el rendiment dels cultius, els efectes directes dels quals
condueixen a una biomassa vegetal reduïda. No obstant això, existeix una falta de
comprensió clara de com es regula el creixement de les plantes en condicions de
sequera no letals. Els avanços recents en les ciències ómicas permeten una anàlisi en
profunditat de la variació natural. En aquest estudi, quantifiquem l'abast dels canvis
induïts per la sequera en la biomassa i els fenotips de les arrels laterals en 118
accessions de Arabidopsis thaliana, realitzem una anàlisi d'associació genòmica i
detectem els principals llocs de variació en el valor d'aptitud. No obstant això, pocs
gens estan associats amb caràcters relacionats amb la sequera i, per tant, poden estar
involucrats en l'adaptació ambiental, i l'ampli rang de climes presents en la Península
Ibèrica és una fortalesa d'aquest estudi. Les accessions de Arabidopsis altament
diverses de la regió proporcionen un excel·lent recurs per a estudiar la complexitat
espacial de l'adaptació climàtica.

Paraules clau: Arabidopsis thaliana; canvi climàtic; sequera; biomassa; GWAS

摘要

植物的所有生理和细胞方面都依赖于水，气候变化导致的缺水是限制植物生长和

作物产量的主要非生物胁迫，其直接影响导致植物生物量减少。然而，对于在非

致命干旱条件下如何调节植物生长缺乏清晰的认识。组学科学的最新进展允许对

自然变异进行深入分析。在这项研究中，我们量化了 118 份拟南芥种质中干旱

引起的生物量和侧根表型变化的程度，进行了基因组关联分析，并检测了适应值

变异的主要位点。 然而，很少有基因与干旱相关性状相关，因此可能参与环境

适应，伊比利亚半岛存在的广泛气候是这项研究的优势。该地区高度多样化的拟

南芥种质为研究气候适应的空间复杂性提供了极好的资源。

关键词：拟南芥；气候变化；干旱；生物质；GWAS



5

Índice
1. Introducción ...............................................................................................................7

1.1 Sequía ............................................................................................................... 7
1.2 Variación genética natural .................................................................................7
1.3 Variación natural asociada a GWAS................................................................. 9
1.4 Impacto del cambio climático en la biomasa ..................................................10

2. Objetivos ..................................................................................................................12
2.1 Identificar variación genética natural que, durante la evolución, ha sido clave
para adaptar la capacidad de formación de biomasa/raíz lateral a la sequía: un
efecto directo del cambio climático ......................................................................12
2.2 Respuesta de vasculadura a la sequía ............................................................. 12

3. Materiales y métodos ...............................................................................................14
3.1 Material vegetal .............................................................................................. 14
3.2 Condiciones de crecimiento ............................................................................14
3.3 Análisis histológicos ....................................................................................... 14
3.4 Análisis de imagen ..........................................................................................15
3.5 GWAS.............................................................................................................15
3.6 Análisis estadísticos ........................................................................................ 15

4. Resultados ................................................................................................................17
4.1 Variación natural .............................................................................................17
4.2 Estudio GWAS de la variación natural de la producción de biomasa ............ 17
4.3 Asociación del estudio de variación natural en el número de raíces laterales a
GWAS...................................................................................................................20
4.4 Correlaciones de las variables fenotípicas entre condiciones estándar
y sequía ............................................................................................................... 22
4.5 Correlaciones de variables fenotípicas con el clima .......................................24
4.6 Las respuestas están conservadas en vasculatura ........................................... 25

5. Discusión ................................................................................................................. 29
5.1 Variación natural en dos fenotipos relacionados con el cambio climático ..... 29
5.2 Asociación de variación natural fenotípica con GWAS..................................29
5.3 Correlación de variables fenotípicas ...............................................................30
5.4 Relación entre cambio climático y variables fenotípicas ............................... 31

6. Conclusión ............................................................................................................... 33
7. Bibliografía .............................................................................................................. 35
8. Anexos ..................................................................................................................... 40



6

INTRODUCCIÓN



7

1. Introducción

1.1 Sequía

La abundancia de agua disminuye año tras año debido al cambio climático mientras el
consumo de agua continúa aumentando. Este aumento de consumo es causado por el
crecimiento de la población, el cual acarrea no solo un aumento de consumo directo
sino de consumo por parte de las actividades industriales y agrícola. La sequía es uno
de los principales factores de estrés que afectan el crecimiento y desarrollo de las
plantas. En este contexto, las pérdidas de productividad de los cultivos relacionadas
con la sequía dificultan la sostenibilidad agrícola a nivel global. De hecho, la escasez
de agua es la mayor causa de las pérdidas de la producción agrícola, siendo
responsable de aproximadamente el 34% de las mismas a nivel mundial según la FAO
(Food and Agriculture Organization of the United States) (‘The impact of disasters
and crises on agriculture and food security: 2021’, 2021). Por tanto, resulta acuciante
hallar soluciones frente a la carencia de agua y asegurar así la seguridad alimentaria.
En este marco, la biotecnología ofrece la posibilidad de aumentar la resiliencia de los
cultivos a sequía si se conoce qué genes son responsables de una mayor tolerancia a
este factor de estrés (Figura1).

1.2 Variación genética natural

La variación natural define las diferencias observables entre individuos en
condiciones naturales, y puede manifestarse tanto a nivel anatómico como fisiológico
o genómico. En plantas, Arabidopsis constituye un modelo ideal para entender cómo
se genera dicha variación y cuáles son las consecuencias de la misma. En gran medida,
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esto es debido a la disponibilidad de genomas de calidad de una gran cantidad de
ecotipos de esta especie (Supplemental Information 1,135 Genomes Reveal the
Global Pattern of Polymorphism in Arabidopsis Thaliana, n.d.) . Además, existen
diversas herramientas bioinformáticas gratuitas que permiten analizar en detalle la
variación genética natural observada en los diversos ecotipos. El 1001 Genomes
Consortium agrupa los genomas de 1135 líneas endogámicas naturales (también
denominadas accesiones), así como las coordenadas en las que fueron recolectadas,
que representan los rangos nativos de Eurasia y el norte de África y la América del
Norte (recientemente colonizada por la especie). Los conocimientos sobre la historia
de la especie y la fina distribución de la diversidad genética proporcionan la base para
aprovechar al máximo la variación natural en Arabidopsis a través de la integración
de la variación genómica con fenotipos, ya sean moleculares o no moleculares, y con
distribución geográfica. De esta manera, es posible identificar variación genética
natural responsable de la adaptación a variables climáticas concretas, como por
ejemplo la sequía.

Una de las consideraciones a tener en cuenta cuando se lleva a cabo un estudio de
variación natural es la estructura de la población utilizada. Así, por ejemplo, en los
estudios de adaptación al medio, poblaciones globales y grandes pueden diluir la
presencia de alelos de baja frecuencia que, en determinadas circunstancias, son clave
para la adaptación. Para evitar este efecto, es conveniente utilizar colecciones de
poblaciones regionales. Un ejemplo claro es la colección ibérica de accesiones de
Arabidopsis. Esta colección está considerada como ideal para estudiar genética de la
adaptación, ya que (i) está muy bien documentada, (ii) muestra una gran variación
genética representada en la existencia de cuatro grupos genéticos diferenciados entre
sí, y (iii) en la Península Ibérica hay una gran diversidad de climas en una extensión
relativamente reducida de territorio, lo cual implica que deben coexistir diversas
estrategias de adaptación que pueden ser identificadas utilizando esta colección
(Tabas-Madrid et al., 2018) . Entre las accesiones estudiadas de la Península Ibérica
cabe destacar aquellas que derivan de germoplasma proveniente de diferentes refugios
de la última glaciación (Picó et al., 2008a) . Estas accesiones constituyen un grupo
genético diferenciado de los demás y son denominadas como relictas, ya que,
genéticamente, representan el grupo más semejante al ancestro de A. thaliana. A lo
largo del tiempo, la península Ibérica fue colonizada por accesiones no relictas que
pertenecen a distintos grupos genéticos. Se ha visto que durante esta colonización, las
accesiones no relictas incorporaron en su genoma alelos relictos que permitieron su
adaptación a las condiciones climáticas ibéricas, así como su persistencia en la
Península (C. R. Lee et al., 2017).

En los últimos años, los factores climáticos como la temperatura se han convertido en
el foco de atención. Actualmente se están realizando esfuerzos para comprender los
mecanismos involucrados en la adaptación de las plantas a la temperatura ambiental,
y se han identificado varios genes en Arabidopsis que contribuyen a la variación
natural en la termomorfogénesis. En este estudio utilizamos 174 accesiones de
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Arabidopsis thaliana de la Península Ibérica para definir nuestra población de estudio
(Figura 2).

1.3 Variación natural asociada a GWAS

GWAS (genome-wide association study) es un método para asociar variación
fenotípica natural a variación genética natural en un conjunto de accesiones. La
aplicación de tecnología de genotipado de alto rendimiento ha promovido en gran
medida el desarrollo de GWAS. La generación de la plataforma 1001 genomes (Koch,
2016) tiene varias motivaciones: cuantificar la variación genómica en una muestra
representativa de la especie; investigar la historia demográfica de la especie;
identificar qué hace que un subconjunto geográfico o genético en particular sea
particularmente adecuado para la genética avanzada, los ensayos de campo y la
selección las características del escaneo y proporcionar una poderosa plataforma
GWAS. En las plantas, el uso de GWAS no solo puede identificar genes o intervalos
relacionados con rasgos específicos de varias poblaciones naturales a nivel de todo el
genoma con alta resolución, sino que también revela el panorama de la arquitectura
genética responsable de la variación fenotípica que se observa. En la actualidad, se
han descubierto loci de caracteres cuantitativos (QTL) y sus loci de genes candidatos
que están significativamente relacionados con varios caracteres en Arabidopsis y otras
plantas modelo y líneas de cultivo importantes mediante el uso de métodos de análisis
GWAS, y se ha aclarado la base genética de estos caracteres. También proporciona
genes candidatos para revelar los mecanismos moleculares detrás de estos caracteres,
y también proporciona una base teórica para la mejora de variedades de cultivos de
alto rendimiento y alta calidad (Yuhui & Xiuxiu, n.d.).

Las diferencias en las accesiones naturales de Arabidopsis thaliana se pueden utilizar
para revelar la base genética inherente a diversos caracteres y procesos de la biología
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vegetal. GWAS es una herramienta muy útil para identificar dichas bases genéticas
de forma rápida y eficiente. Dichos resultados pueden servir tanto para identificar
nuevos genes reguladores de los procesos estudiados como para determinar bases
genéticas de la adaptación al medio. Esto último es debido a que, como se ha
explicado previamente, GWAS asocia variación fenotípica natural con variación
genotípica natural. Así, GWAS juega un papel clave en los estudios actuales de
genética de la adaptación, los cuales son de alta relevancia en el contexto actual de
cambio climático. Con GWAS también podemos obtener información acerca de la
contribución de los procesos demográficos y adaptativos a la heterogeneidad espacial
en los patrones geográficos de variación genética. Los polimorfismos identificados
por GWAS asociados al desarrollo de las plantas, así como a caracteres fisiológicos o
químicos pueden domesticarse artificialmente. Por ejemplo, Tabas et al. para
determinar la base genómica de la adaptación del tiempo de floración a la variabilidad
de la temperatura, analizaron sistemáticamente 174 germoplasmas de Arabidopsis
muy diversos de la Península Ibérica (Tabas-Madrid et al., 2018) . Compararon
asociaciones fenotípicas y genómicas ambientales conocidas para identificar genes
candidatos que alteran la adaptación del tiempo de floración a la temperatura
climática. Por una parte, este trabajo confirmó que las accesiones de la Península
Ibérica proporcionan un recurso excelente para la complejidad espacial de la
adaptación climática y, por otra, identificaron alelos susceptibles de ser domesticados
para adaptar el tiempo de floración a escenarios climáticos diferentes al actual.

1.4 Impacto del cambio climático en la biomasa

En el contexto actual de cambio climático, asegurar un desarrollo social sostenible y
respetuoso con el medio ambiente es un reto fundamental para la humanidad. La
biomasa vegetal juega un papel clave en este sentido ya que (i) es sumidero de una
grandísima cantidad de CO2 atmosférico, (ii) constituye la materia prima para la
fabricación de materiales reciclables, (iii) es fuente de una gran cantidad de energía
renovable y (iv) es la base de la cadena alimentaria. Este proyecto, por tanto, aborda
la problemática de asegurar la producción de suficiente biomasa vegetal en
condiciones de cambio climático. Así, planteamos que, entender los mecanismos
genéticos que han utilizado las plantas durante la evolución para adaptar sus
capacidades de crecimiento y desarrollo al clima actual, puede ayudar a identificar
genes y circuitos genéticos clave para iniciar nuevas aproximaciones biotecnológicas
encaminadas a asegurar que nuestros cultivos y especies forestales generen suficiente
biomasa en condiciones climáticas comprometidas. Adicionalmente realizamos
análisis fenotípicos sobre el número de raíces laterales. Porque uno de los efectos más
evidentes de la sequía es una reducción drástica del número de raíces laterales, los
órganos de las plantas responsables de la absorción de agua.
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2. Objetivos

En base a lo expuesto en la sección Introducción de esta memoria, los objetivos
principales de este trabajo son:

2.1 Identificar variación genética natural que, durante la evolución, ha sido

clave para adaptar la capacidad de formación de biomasa/raíz lateral a la sequía:

un efecto directo del cambio climático

Uno de los efectos más claros de la sequía es la disminución del biomasa/número de
raíces laterales desarrolladas. Por tanto, para alcanzar este objetivo utilizamos GWAS
utilizando datos de variación natural en la capacidad de producción de biomasa/raíces
laterales en sequía en poblaciones naturales (accesiones) de Arabidopsis thaliana. Los
datos se obtendrán como el ratio entre el numero de raíces laterales desarrolladas en
sequía y en condiciones normales (mock) en plántulas de 10 días cultivadas in-vitro.
Nuestros datos preliminares -obtenidos mediante este ratio- utilizando 20 accesiones,
indican la existencia de una marcada variación natural en este parámetro, por lo que
se espera, una vez fenotipadas las 174 accesiones de nuestra colección, identificar
regiones genómicas estadísticamente asociadas a dicha variación mediante GWAS.

2.2 Respuesta de vasculadura a la sequía

La vasculadura de las raíces de Arabidopsis puede formar nuevo xilema y floema a
través del engrosamiento continuo, mejorando así la capacidad de transporte de
agua.Las raíces laterales son una parte indispensable de la función del sistema
radicular. Lo que queríamos saber era si vasculadura respondería a la sequía.
Mediante microscopía, analice la vasculadura de mismas accesiones en condiciones
de sequía y compare el tamaño del área en condiciones estándar para determinar qué
tipo de retroalimentación dará la vasculadura.
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3. Materiales y métodos

3.1 Material vegetal

Se utilizaron 174 accesiones de Arabidopsis thaliana procedentes de la península
Ibérica. Estas líneas fueron obtenidas de la base de datos de variación natural de
Arabidopsis thaliana 1001 Genomes (https://1001genomes.org/). Todo el material
vegetal utilizado en este trabajo se enumera en la Tabla suplementaria.

3.2 Condiciones de crecimiento

En cuanto al cultivo in vitro, las semillas fueron esterilizadas según el método descrito
por Parsa et al., aunque con una serie de modificaciones (Parsa et al., 2018) . Las
semillas se incubaron con una solución de etanol (70%) y tritón-X (0,05%) durante 10
minutos y luego se lavaron con etanol absoluto durante 2 minutos.

Las plantas se cultivaron en placas cuadradas (12 cm x 12 cm) que contenían medio
de cultivo compuesto por 3 g/L de sales Murashige and Skoog (MS), 7 g/L de Phyto
agar y 10 g/L de sacarosa a un pH de 5,7. Las placas se mantuvieron en posición
vertical durante todo el período de crecimiento.

Después de la siembra, se estratificaron las semillas en oscuridad a 4 ºC durante 10
días, luego se transfirió a una sala de cultivo a 22 ºC y con fotoperiodo largo (16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad). Tras 7 días, se iniciaron los tratamientos. Para el
tratamiento de sequía, placas con el medio de cultivo mencionado antes fueron
incubadas durante 24 horas con una solución de polietilenglicol (PEG 8000) con una
concentración al 15%, que además contiene 0,03% MS y pH 5,7 (al igual que el
medio de cultivo). En paralelo, las placas del grupo control se trataron a su vez con
una solución que también contenía 0,03% MS, pH 5,7. Fenotipamos, una semana
después de transferir las plántulas, las raíces laterales. Para ello, las placas fueron
escaneadas y posteriormente analizadas. Finalmente, cuando las plántulas alcanzaban
los 18 días, se recolectó la biomasa aérea y se pesó con una balanza de precisión.
Además, los hipocótilos también fueron recolectados para realizar análisis
histológicos.

3.3 Análisis histológicos

Los hipocótilos conservados en el experimento anterior se fijaron con etanol al 70 % y
se almacenaron a 4 °C. Posteriormente, las muestras se incluyeron en un Technovit
7100 siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, se generaron
secciones transversales de 4 µm con un ultramicrotomo Ultracut E de Reichert-Jung,
montado en agua sobre portaobjetos de vidrio y fijando por calor. Las secciones
obtenidas se tiñeron con azul de toluidina al 0,05 % (Ragni et al., 2011).

Finalmente, las imágenes de las muestras histológicas se tomaron con un microscopio
Leica DM5000 B.

https://1001genomes.org/
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3.4 Análisis de imagen

En cuanto al fenotipado de raíces laterales, el número de raíces laterales de cada línea
bajo las diferentes condiciones de crecimiento se cuantificó con el software ImageJ.

Asimismo, en las imágenes obtenidas para los análisis histológicos se midió el área
del xilema haciendo uso también de ImageJ.

3.5 GWAS

El experimento de GWAS se realizó con el software easyGWAS(Grimm et al., 2017),
utilizando la base de datos de 1001 Genomes. Asimismo, se descartaron los SNPs con
una frecuencia alélica menor del 3% en la población.

Para seleccionar las asociaciones, se estableció como umbral de significancia la
corrección de Bonferroni (5%). Los genes obtenidos de este estudio derivan de las
posiciones en las que se encontraron SNPs significativos.

3.6 Análisis estadísticos

Para los distintos análisis llevados a cabo, antes se evaluó la normalidad de los datos
con la prueba de Shapiro-Wilk.

Con el fin de examinar la correlación entre los rasgos fenotípicos evaluados en
condiciones normales y en condiciones de tratamiento de sequía, se obtuvo el
coeficiente de correlación de Pearson.

Por otro lado, con el objetivo de analizar la autocorrelación espacial de las variables
fenotípicas de biomasa y raíces laterales, se utilizó el Índice de Moran.

Para examinar las asociaciones de las variables fenotípicas con el clima, se obtuvieron
19 variables climatológicas, relacionadas con precipitaciones y temperatura, de la
base de datos Worldclim
(http://www.worldclim.org/bioclim) (Mousavi-Derazmahalleh et al., 2018) . Los
valores obtenidos de estas variables corresponden a las coordenadas en las que las
accesiones de nuestra población de estudio fueron recolectadas. La relación entre las
variables fenotípicas y climatológicas se evaluaron mediante el modelo de
autorregresión espacial (SAR).

El conjunto de análisis estadísticos se llevaron a cabo con la versión 4.0.2 de R
Studio.

http://www.worldclim.org/bioclim
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4. Resultados

4.1 Variación natural

La tolerancia a la sequía es una característica multifactorial. De entre los diversos
factores implicados, destacan las capacidades de transporte y absorción de agua. Dos
efectos evidentes de la sequía en las plantas son la reducción del número de raíces
laterales y la reducción de su biomasa. Con el fin de estudiar la variación natural en la
respuesta a sequía, se fenotipó la biomasa y el número de raíces laterales en 118
accesiones ibéricas de Arabidopsis thaliana cultivadas en condiciones estándar
(MOCK) y condiciones de sequía simulada (PEG). Para ello, las plántulas crecieron
primero en condiciones estándar durante una semana, momento en que se inició un
tratamiento con PEG (concentración al 15 %) para simular el estrés de sequía. En
paralelo se llevó a cabo un tratamiento control (condiciones estándar). Luego, siete
días después de iniciar dichos tratamientos, se escanearon las placas para cuantificar
posteriormente el número de raíces laterales. Finalmente, se pesó la biomasa fresca
con una balanza de precisión 14 días después del tratamiento. Obtuvimos los
siguientes datos (Figura3 A,B). Se puede observar que las plántulas tratadas con PEG
tenían menos biomasa fresca y menos raíces laterales que las cultivadas en
condiciones normales (MOCK). Asimismo, es importante recalcar de estos resultados
que existe una gran variación natural en ambos fenotipos (biomasa fresca y raíces
laterales) tanto en condiciones normales como en condiciones de sequía, así como en
la respuesta, ya que la tasa de reducción en ambos fenotipos es variable entre las
distintas accesiones.

4.2 Estudio GWAS de la variación natural de la producción de biomasa

Para continuar con los distintos análisis que se desean llevar a cabo, se comprobó en
primer lugar la normalidad de las distintas variables fenotípicas. Para ello, realizamos
el test de Shapiro-Wilk e hicimos gráficas de QQPlot (Quantile-Quantile Plot) para
examinar la normalidad. Tanto los fenotipos de raíz lateral como de biomasa en
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condiciones normales son variables con una distribución normal (p-value: 0.05964 y
0.6533 respectivamente) (Figura suplementaria1,2 A,A). En cambio, ninguno de los
dos fenotipos en condiciones de sequía obedecieron la distribución normal
(p-value=3.235e-09 para biomasa, p-value=0.009365 para raíces laterales). Para
corregir esto, transformamos la variable de biomasa fresca en condiciones de sequía
con log10 (p-value = 0.1628) y la variables de raíces laterales también bajo sequía
(p-value = 0.2776) (Figura suplementaria1,2 B,B).

Como se ha mencionado previamente, nuestro objetivo era estudiar 174 accesiones de
la población ibérica para identificar nuevos genes con valor adaptativo a sequía. En el
actual trabajo se examinaron 118 de ellas (Figura4,5 A). A continuación, se llevó a
cabo un análisis GWAS utilizando estos datos de variación natural con el fin de
identificar genes involucrados en el desarrollo radicular (midiendo el número de
raíces laterales) y la producción de biomasa en condiciones de sequía (midiendo el
peso de biomasa aérea fresca). Para realizar estos análisis de asociación genómica,
cada variable fenotípica fue analizada de forma independiente con el fin de comparar
posteriormente los resultados obtenidos en condiciones estándar y bajo sequía en el
caso de cada fenotipo examinado.

En primer lugar, en cuanto a la biomasa aérea fresca en condiciones estándar,
se identificó un pico significativamente asociado que se localiza en una región del
cromosoma 3 en la que se encuentran 13 genes (Figura4 B). Entre ellos, detectamos
algunos que, en base al conocimiento existente sobre ellos, son candidatos a
desarrollar funciones relacionadas con la capacidad de tolerancia a sequía. Uno de
estos casos es el gen AT3G19190 (ATG2), encargado de controlar la homeostasis de
las especies reactivas de oxígeno (ROS) en las células de guarda mediante la
eliminación de los peroxisomas oxidados, lo que permite la apertura de los estomas.
Asimismo, se ha visto que este gen promueve la diferenciación del xilema, tejido
vascular encargado del transporte de agua a las distintas partes de la planta (Escamez
et al., 2016) . Por otro lado, el gen AT3G19210 codifica la proteína RAD54, un
miembro de la familia ATPasa SWI2/SNF2. Además de ser necesaria para el correcto
desarrollo de la planta, esta proteína tiene un papel regulador en el control del
crecimiento de la raíz durante la respuesta radio-adaptativa (RAR) en un contexto de
microgravedad (Deng et al., 2017).
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En paralelo, también se utilizó la variable fenotípica de biomasa aérea fresca en
condiciones de sequía para llevar a cabo un análisis de asociación genómica (GWAS).
En este caso, se identificaron dos picos distintos con una asociación significativa
localizados en los cromosomas 2 y 3 respectivamente (Figura5 B,C). El pico
identificado en el cromosoma 2 contiene dos genes (AT2G602890 y AT2G602950),
​ ​ mientras que el pico situado en el cromosoma 3 puede asociarse a tres genes
diferentes (AT3G18524, AT 3G18530 y AT3G18535). Entre estos genes, ninguno de
ellos parece desempeñar, a priori, una función que pueda estar claramente asociada a
la respuesta a sequía, o bien no está descrita la función que tienen. No obstante, sería
necesario realizar experimentos con mutantes para estos genes y otros ensayos
moleculares para poder determinar si están relacionados con la resistencia a la sequía.
Además, cabe mencionar que el grupo de investigación va a continuar examinando
más accesiones para repetir este trabajo de asociación genómica con la población
regional completa de 174 accesiones, por lo que es posible que se identifiquen nuevas
regiones genómicas estadísticamente asociadas con la variación fenotípica observada.
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4.3 Asociación del estudio de variación natural en el número de raíces laterales a

GWAS

Al igual que hicimos con el fenotipo de biomasa, correlacionamos la variación natural
del número de raíces laterales en condiciones estándar y de sequía (Figura6 A,B) con
las variaciones del genoma presentes en las accesiones estudiadas utilizando GWAS.
En primer lugar, en cuanto al número de raíces laterales en condiciones estándar, no
se halló ningún pico significativo. Este resultado negativo puede deberse a que la
población examinada es incompleta (se repetirá este trabajo cuando se haya evaluado
la población regional por completo). Por otro lado, respecto al número de raíces
laterales en condiciones de sequía, se encontró un pico muy próximo al umbral de
significancia en el cromosoma 1 (Figura6 C). En esta región en la que se acumula un
gran número de SNPs, se encuentran 17 genes. Recuperamos cuatro genes que, en
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base a la literatura, pueden estar relacionados con la regulación de la sequía. El gen
AT1G76970 codifica un miembro de la familia de proteínas de unión a ubiquitina
TOL (TOM1-LIKE) de Arabidopsis. Este gen se encarga de regular la distribución
dinámica de auxinas y las respuestas de crecimiento relacionadas. Otro gen
interesante es la proteína AtSKP2;2 (AT1G77000), que regula negativamente el
desarrollo de las raíces laterales y también participa en la aclimatación al calor de las
plantas (Lim et al., 2006) . Asimismo, la proteína FLM (AT1G77080) es un gen que
regula el tiempo de floración y que contribuye a la floración sensible a la temperatura
en Arabidopsis (Lee et al., 2020) . No obstante, como se ha mencionado
anteriormente, el grupo de investigación va a continuar examinando más accesiones
para repetir este trabajo de asociación genómica con la población regional completa
de 174 accesiones.
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4.4 Correlaciones de las variables fenotípicas entre condiciones estándar

y sequía

La siguiente pregunta que nos planteamos fue si existe una correlación significativa
en las distintas variables fenotípicas entre condiciones estándar y sequía y, en caso de
ser así, en qué grado. Para saber qué test estadístico debíamos emplear, en primer
lugar realizamos el test de Moran, el cual sirve para medir la autocorrelación
geográfica. Esto fue necesario porque las variables que muestran autocorrelación
geográfica deben tratarse con tests estadísticos que corrijan la influencia de posición
geográfica. Los resultados obtenidos muestran que tanto las variables de biomasa
como de raíces laterales bajo las diferentes condiciones de crecimiento no presentan
autocorrelación geográfica (Tabla 1). Los coeficientes de biomasa MOCK y PEG son:
0,026133 y 0,095895, y p-value son 0,346 y 0,178 respectivamente. Los coeficientes
de raíz lateral MOCK y PEG son: -0,016599 y 0,12929, y p-value son 0,513 y 0,117.

Asimismo, podemos ver este mismo resultado en mapas geográficos en los que se
puede observar el rango de los fenotipos de biomasa fresca y raíces laterales en la
Península Ibérica en condiciones normales (Figura7 A,C)y en condiciones de sequía
(Figura7 B,D). Así, como podemos ver en estos mapas, no parece haber ningún patrón
geográfico en la distribución de los fenotipos analizados.
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Después de descartar que estas variables fenotípicas presentaran autocorrelación
geográfica, procedimos a realizar correlación de Pearson entre condiciones estándar y
sequía, con el fin de medir la relación lineal entre las dos variables, para cada fenotipo
examinado.

En primer lugar, respecto al número de raíces laterales, obtuvimos una correlación
alta entre condiciones normales y sequía (coeficiente 0.7216287 con p-value <
2.2e-16) (Figura8 A). Respecto a la biomasa fresca, obtuvimos una correlación baja
entre ambas condiciones de crecimiento (coeficiente 0.3589532 con p-value =
6.563e-05) (Figura8 B).
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4.5 Correlaciones de variables fenotípicas con el clima

A continuación, nos preguntamos si existe una asociación significativa entre alguna
de las variables fenotípicas con el clima. Con este fin, obtuvimos 19 variables
climáticas relacionadas con la precipitación y la temperatura de la base de datos
Worldclim（http://worldclim.org). Estos valores bioclimáticos se han expresado con
los nombres BIO1 a BIO19. Las variables bioclimáticas representan tendencias
anuales (p. ej., temperatura media anual, precipitación anual), estacionalidad (p. ej.,
rangos anuales de temperatura y precipitación) y factores ambientales extremos o
restrictivos (p. ej., temperaturas de los meses más fríos y cálidos y precipitación
húmeda). Los valores obtenidos de estas variables corresponden a las coordenadas en
las que se recolectó nuestra población de estudio. La relación entre las variables
fenotípicas y climáticas para la biomasa y las raíces laterales en diferentes
condiciones de crecimiento se evaluó por separado utilizando modelos
autorregresivos espaciales (SAR).

Los coeficientes de correlación de 19 biomasa obtenidos por SAR (Tabla
suplementaria 2-5) se pueden observar en el eje Y (figura9). En cuanto a los
diferentes colores, estos representan los distintos grados de significancia en la
correlación entre el clima y el fenotipo: el gris representa correlaciones no
significativas, el amarillo p-value < 0,1, el verde claro p-value < 0,05 y el verde
oscuro p-value < 0,01. Aunque en la mayoría de los fenotipos su biomasa bajo las dos
diferentes condiciones de crecimiento no se correlacionó con el clima, se observaron
algunas correlaciones significativas.

http://worldclim.org/
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4.6 Las respuestas están conservadas en vasculatura

El xilema de las especies leñosas conduce a la formación de madera, lo cual es
importante porque la madera acumula el mayor porcentaje de biomasa en la tierra
(Agustí & Blázquez, 2020) . Además, en condiciones de sequía, el xilema juega un
papel muy importante en las plantas, ya que es responsable del transporte y
distribución del agua a las diferentes partes de la planta. Quisimos explorar en este
trabajo si las respuestas más cambiantes, en comparación a Col-0, observadas en
determinadas accesiones se conservan también en el xilema. En otras palabras:
establecimos la hipótesis de que existe una correlación entre la capacidad de
formación de raíces laterales y de desarrollo de xilema secundario. Para abordar de
forma preliminar esta hipótesis, se recolectaron los hipocótilos de algunas de las
accesiones evaluadas para la formación de raíces laterales. Dichos hipocótilos se
fijaron en etanol al 70 %. Después de incluir estas muestras en resina, se obtuvieron
secciones con un ultramicrotomo, las cuales se tiñeron con azul de toluidina.
Finalmente, se tomaron fotografías y se cuantificó el área de xilema secundario.

Como se muestra en los histogramas (Figura10), en condiciones normales, solo 9525
y 9586 tenían una diferencia de tamaño obias de Col-0, mientras que la diferencia de
la 9586 bajo condiciones de sequía fue todavía más obvias (Figura10 B). En la
micrografía de xilema (Figura11,12,13), podemos ver intuitivamente las diferencias
entre las distintas accesiones y Col-0.
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5．Discusión

5.1 Variación natural en dos fenotipos relacionados con el cambio climático

La variación natural puede servir para identificar genes responsables de la regulación
de caracteres ecológicamente importantes. Asimismo, proporciona ninformación
sobre los procesos de evolución del genoma, la estructura geográfica de la población y
los mecanismos de selección que dan forma a la variación de dichos caracteres
(Mitchell-Olds & Schmitt, 2006) . En nuestro estudio de 118 accesiones procedentes
de la Península Ibérica, se observó una considerable variación natural, tanto en
condiciones normales como en respuesta al tratamiento de sequía, en las diferentes
variables fenotípicas analizadas (biomasa aérea fresca y número de raíces laterales).
Es sabido que los genes con variación nucleotídica natural pueden estar involucrados
en la adaptación local de Arabidopsis al clima (Lasky et al., 2014) . Así, la gran
variabilidad detectada en el comportamiento entre las diferentes accesiones puede
estar relacionada con el perfil climático de las distintas regiones de la Península
Ibérica (Lasky et al., 2012). En cuanto a nuestros resultados, mientras que en muchas
accesiones la tasa de reducción de crecimiento o en el número de raíces laterales es
proporcional respecto a su propio fenotipo en condiciones normales, otras presentan
una disminución alterada en respuesta al tratamiento en comparación a la mayoría, ya
sea por una reducción considerablemente mayor o menor . La variación genética
existente en la población es probablemente la responsable de conferir una mayor o
menor tolerancia a la sequía en las distintas accesiones (Rockman, 2008). A partir de
estos escenarios, se puede estudiar con mayor profundidad y detalle el impacto de la
variación genética en la población sobre los fenotipos, no solo bajo condiciones
predictivas de cambio climático (sequía) sino también bajo condiciones estándar, así
como realizar un estudio provisional de asociación genómica con el fin de identificar
regiones cromosómicas asociadas a los fenotipos examinados.

5.2 Asociación de variación natural fenotípica con GWAS

Los avances en las tecnologías de genotipado y secuenciación han hecho que los
estudios de asociación del genoma completo (GWA) sean un método versátil y eficaz
para estudiar la genética de la variación natural y mejorar caracteres relevantes para la
agricultura (Atwell et al., 2010) . Se ha visto que las principales asociaciones son
comunes para la mayoría de las variaciones fenotípicas, probablemente porque esta
variación es adaptativa y la variación alélica se mantiene a través de la selección
(Huang et al., 2010), aunque las diferencias entre poblaciones también pueden reflejar
diferencias ambientales no controladas (Sohail et al., 2019). Los individuos utilizados
en los estudios de GWAS a menudo no están relacionados de manera uniforme entre
sí, pero sus relaciones están influenciadas por la estratificación de la población y las
correlaciones implícitas, denominadas colectivamente aquí como estructura de la
población (McCarthy et al., 2008) . La estructura de la población conduce al
desequilibrio de ligamiento (LD) entre regiones físicamente no relacionadas, lo que
resulta en correlaciones entre marcadores en estas regiones (Klasen et al., 2016) .
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Además de la estructura de la población, la herencia poligénica de rasgos complejos
complica aún más la asociación de marcadores individuales con fenotipos, ya que la
verdadera asociación de variantes causales y fenotipos puede quedar enmascarada por
el trasfondo genético que resume los efectos de todos los demás loci en el genoma
(Vilhjálmsson & Nordborg, 2013) . La genotipificación de los SNPs identificados
utilizando grandes poblaciones regionales nos permitió identificar genes candidatos
con valor adaptativo (Horton et al., 2012) . Entre las diferentes variables fenotípicas
de biomasa y raíces laterales, hemos identificado genes con valor adaptativo, la
mayoría de los cuales están relacionados con la regulación del crecimiento de las
raíces de las plantas.

Asimismo, este estudio se va a continuar primero completando el fenotipado de la
población para luego repetir el estudio de GWAS. Los genes candidatos que se
obtengan se examinarán en detalle estudiando su perfil de expresión y analizando
mutantes con pérdida de función entre otros experimentos.

5.3 Correlación de variables fenotípicas

La variabilidad en la biomasa y la respuesta a la sequía que se encuentra en las
accesiones naturales de Arabidopsis thaliana es una herramienta útil para comprender
las relaciones entre el agua y las plantas. Varios estudios han explorado cambios en
los parámetros fisiológicos de esta especie, lo que puede jugar un papel en su
adaptación a ambientes secos (Schmalenbach et al., 2014). Sin embargo, pocos genes
están asociados con rasgos relacionados con la sequía y, por lo tanto, pueden estar
involucrados en la adaptación ambiental. Es sabido que parte del sistema de defensa a
estrés en Arabidopsis thaliana pasa por frenar el crecimiento de la planta. De hecho,
se han reportado en varias ocasiones que determinados genotipos que muestran una
mayor tolerancia a distintos factores de estrés también presentan un crecimiento
reducido en condiciones normales (Wang et al., 2020) . Por esta razón, nos
preguntamos si existe, para cada fenotipo analizado, una correlación siginificativa
entre las condiciones estándar y de sequía.

En nuestros resultados, obtuvimos un correlación baja en el caso de la biomasa aérea.
Aunque se repetirán estos análisis cuando se disponga del fenotipo para la población
completa, quizá este resultado esté indicando distintos escenarios. Una opción
pausible es que la reducción de creimiento bajo condiciones de sequía sea una
respuesta muy específica tras el tratamiento que no se esté plasmando en condiciones
estándar en aquella accesiones aparentemente más tolerantes, o viceversa en aquellas
aparentemente más sensibles. También podría suceder que frenar el crecimiento no
sea la estrategia predominante en la población de estudio.

En cuanto al número de raíces laterales, sí se observó una correlación alta entre ambas
condiciones de crecimiento. Stinchcombe y otros señalan que esta correlación es una
correlación real con la adaptación natural (Stinchcombe et al., 2004) . Este resultado
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parece indicar que las respuestas y comportamientos observados en la población son
órgano-específicas.

5.4 Relación entre cambio climático y variables fenotípicas

Las plantas anuales están adaptadas a diferentes ambientes climáticos que varían,
entre otros, en términos de precipitaciones, temperatura y estacionalidad
(Manzano-Piedras et al., 2014). Se espera que en las distintas accesiones su fisiología
varíe en función de las condiciones ambientales y ecológicas, que actúan como
presiones selectivas, propias de las regiones en que habitan (Pigliucci & Schlichting, 1998)
(Montesinos-Navarro et al., 2011) . El análisis de correlación entre la variación
genética en los rasgos fenotípicos y los cambios ambientales ha sido durante mucho
tiempo un método efectivo para detectar la selección en gradientes ambientales
(Rausher, 1992).

En este trabajo utilizamos una colección de la Península Ibérica, una región que ha
sido estudiada durante muchos años debido a la gran variación genética y ambiental
que hay en ella (Montesinos et al., 2009) (Picó et al., 2008b). Cuando analizamos las
posibles correlaciones entre las variables fenotípicas examinadas y distintas variables
climáticas, detectamos pocas correlaciones altas. Una razón que explique este
resultado puede ser porque la variación fenotípica, aunque muy probablemente sea
fruto de la adaptación al clima, no deja de ser un proceso multifactorial. No obstante,
resulta interesante que dos de las pocas correlaciones altas significativas tienen en
común la misma variable climática, el rango diurno de temperatura media. Estas dos
correlaciones con esta misma variable climática se dan tanto con la biomasa aérea
como con el número de raíces laterales en condiciones estándar, lo que podría indicar
que se trata un factor que ejerce bastante presión selectiva sobre Arabidopsis thaliana
en nuestra población de estudio.

En el contexto actual del calentamiento global, los métodos geográficamente
explícitos, que evalúan la coincidencia entre los organismos y los entornos que
habitan, pueden ayudar a evaluar y predecir mejor las consecuencias del
calentamiento global a nivel genómico. En el ámbito de la biología vegetal y la
agricultura, este conocimiento puede ser útil para preparar nuestros cultivos y especies
forestales para futuros escenarios climáticos.
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6. Conclusión

I. Existe una gran variación natural tanto en la formación de biomasa aérea como en
el desarrollo de raíces laterales en respuesta a la sequía.

II. Se han identificado algunos genes con valor potencial de adaptación a la sequía.
III. Las variables fenotípicas de 118 accesiones de la Península Ibérica no siguen

autocorrelación espacial.
IV. Tanto para producción de biomasa aérea como en desarrollo de raíces laterales se

observa una fuerte correlación entre condiciones normales y de sequía en la
población de accesiones estudiada.

V. Un pequeño número de accesiones están fuertemente correlacionados con el
clima bajo diferentes condiciones de crecimiento.

VI. La respuesta del desarrollo vascular frente a la sequía muestra paralelismos con la
respuesta de formación de biomasa y de desarrollo de raíces en dicha condición
ambiental.
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ANEXO II. RELACIÓN DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

DE LA AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Máster: Relación del trabajo
con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Grado de relación del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Proced

e

ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Salud y bienestar. X

ODS 4. Educación de calidad. X

ODS 5. Igualdad de género. X

ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X

ODS 7. Energía asequible y no contaminante. X

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento económico. X

ODS 9. Industria, innovación e infraestructuras. X

ODS 10. Reducción de las desigualdades. X

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X

ODS 12. Producción y consumo responsables. X

ODS 13. Acción por el clima. X

ODS 14. Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sólidas. X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Descripción de la alineación del TFG/TFM con los ODS con un grado de relación más alto.

***Utilice tantas páginas como sea necesario.
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