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Resumen

Todos los aspectos fisioldgicos y celulares de las plantas dependen del agua, y la
escasez de agua debido al cambio climatico es un estrés abidtico 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
comprension clara de como se regula el crecimiento de las plantas en condiciones de
sequia no letales. Los avances recientes en las ciencias Omicas permiten un analisis en
profundidad de la variacion natural. En este estudio, cuantificamos el alcance de los
cambios inducidos por la sequia en la biomasa y los fenotipos de las raices laterales
en 118 accesiones de Arabidopsis thaliana, realizamos un analisis de asociacion
genomica y detectamos los principales lugares de variacion en el valor de aptitud. Sin
embargo, pocos genes estan asociados con caracteres relacionados con la sequia y, por
lo tanto, pueden estar involucrados en la adaptacion ambiental, y el amplio rango de
climas presentes en la Peninsula Ibérica es una fortaleza de este estudio. Las
accesiones de Arabidopsis altamente diversas de la region proporcionan un excelente
recurso para estudiar la complejidad espacial de la adaptacion climatica.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana; cambio climatico; sequia; 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



Resum

Tots els aspectes fisiologics i cel-lulars de les plantes depenen de l'aigua, i I'escassetat
d'aigua a causa del canvi climatic és un estrés abiotic important que limita el
creixement de les plantes i el rendiment dels cultius, els efectes directes dels quals
condueixen a una biomassa vegetal reduida. No obstant aix0, existeix una falta de
comprensio clara de com es regula el creixement de les plantes en condicions de
sequera no letals. Els avancos recents en les ciéncies dmicas permeten una analisi en
profunditat de la variacié natural. En aquest estudi, quantifiquem 1'abast dels canvis
induits per la sequera en la biomassa i els fenotips de les arrels laterals en 118
accessions de Arabidopsis thaliana, realitzem una analisi d'associacid genomica i
detectem els principals llocs de variacio en el valor d'aptitud. No obstant aixo, pocs
gens estan associats amb caracters relacionats amb la sequera i, per tant, poden estar
involucrats en 'adaptacié ambiental, i I'ampli rang de climes presents en la Peninsula
Ibérica ¢és una fortalesa d'aquest estudi. Les accessions de Arabidopsis altament
diverses de la regi6é proporcionen un excel-lent recurs per a estudiar la complexitat
espacial de l'adaptaci6 climatica.

Paraules clau: Arabidopsis thaliana; canvi climatic; sequera; biomassa; GWAS
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1. Introduccion

1.1 Sequia

La abundancia de agua disminuye afio tras afio debido al cambio climatico mientras el
consumo de agua continila aumentando. Este aumento de consumo es causado por el
crecimiento de la poblacidn, el cual acarrea no solo un aumento de consumo directo
sino de consumo por parte de las actividades industriales y agricola. La sequia 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 sequia dificultan la sostenibilidad agricola a nivel global. De hecho, la escasez
de agua es la mayor causa de las pérdidas de la produccion agricola, siendo
responsable de aproximadamente el 34% de las mismas a nivel mundial segin 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 asi la seguridad alimentaria.
En este marco, la biotecnologia ofrece la posibilidad de aumentar la resiliencia de los
cultivos a sequia si se conoce qué genes son responsables de una mayor tolerancia a
este factor de estrés (Figural).
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Figural : El consumo de agua avmenta afio tras afio
‘The State of Food and Agriculture 2020°  (2020). FAO

1.2 Variacion genética natural

La wvariacion natural define las diferencias observables entre individuos en
condiciones naturales, y puede manifestarse tanto a nivel anatoémico como fisioldgico
o gendémico. En plantas, Arabidopsis constituye un modelo ideal para entender coémo
se genera dicha variacion y cudles 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.) . Ademas, existen
diversas herramientas bioinformaticas gratuitas que permiten analizar en detalle la
variacion genética natural observada en los diversos ecotipos. EI 1001 Genomes
Consortium agrupa los genomas de 1135 lineas endogdmicas naturales (también
denominadas accesiones), asi como las coordenadas en las que fueron recolectadas,
que representan los rangos nativos de Eurasia y el norte de Africa y la América del
Norte (recientemente colonizada por la especie). Los conocimientos sobre la historia
de la especie y la fina distribucion de la diversidad genética proporcionan la base para
aprovechar al maximo la variacion natural en Arabidopsis a través de la integracion
de la variacion gendmica con fenotipos, ya sean moleculares o no moleculares, y con
distribucion geografica. De esta manera, es posible identificar variacion genética
natural responsable de la adaptacion a variables climdticas concretas, como por
ejemplo la sequia.

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

En los ultimos afios, los factores climaticos como la temperatura se han convertido en
el foco de atencion. Actualmente se estan realizando esfuerzos para comprender los
mecanismos involucrados en la adaptacion de las plantas a la temperatura ambiental,
y se han identificado varios genes en Arabidopsis que contribuyen a la variacién
natural en la termomorfogénesis. En este estudio utilizamos 174 accesiones de



Arabidopsis thaliana de la Peninsula Ibérica para definir nuestra poblacion de estudio
(Figura 2).
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Figura2. Poblacion regional: 174 accesiones de la Peninsula Ibérica

1.3 Variacion natural asociada a GWAS

GWAS (genome-wide association study) es un método para asociar variacion
fenotipica natural a variacion genética natural en un conjunto de accesiones. La
aplicacion de tecnologia de genotipado de alto rendimiento ha promovido en gran
medida el desarrollo de GWAS. La generacion de la plataforma 1001 genomes (Koch,
2016) tiene varias motivaciones: cuantificar la variaciéon gendémica en una muestra
representativa de la especie; investigar la historia demografica de la especie;
identificar qué hace que un subconjunto geografico o genético en particular sea
particularmente adecuado para la genética avanzada, los ensayos de campo y la
seleccion las caracteristicas 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 especificos de varias poblaciones naturales a nivel de todo el
genoma con alta resolucion, sino que también revela el panorama de la arquitectura
genética responsable de la variacion fenotipica que se observa. En la actualidad, se
han descubierto loci de caracteres cuantitativos (QTL) y sus loci de genes candidatos
que estan significativamente relacionados con varios caracteres en Arabidopsis y otras
plantas modelo y lineas de cultivo importantes mediante el uso de métodos de analisis
GWAS, y se ha aclarado la base genética de estos caracteres. También proporciona
genes candidatos para revelar los mecanismos moleculares detrds de estos caracteres,
y también proporciona una base teorica 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 biologia



vegetal. GWAS es una herramienta muy util para identificar dichas bases genéticas
de forma rapida y eficiente. Dichos resultados pueden servir tanto para identificar
nuevos genes reguladores de los procesos estudiados como para determinar bases
genéticas de la adaptacion al medio. Esto ultimo es debido a que, como se ha
explicado previamente, GWAS asocia variacion fenotipica natural con variacion
genotipica natural. Asi, GWAS juega un papel clave en los estudios actuales de
genética de la adaptacion, los cuales son de alta relevancia en el contexto actual de
cambio climatico. Con GWAS también podemos obtener informacion acerca de la
contribucion de los procesos demograficos y adaptativos a la heterogeneidad espacial
en los patrones geograficos de variacion genética. Los polimorfismos identificados
por GWAS asociados al desarrollo de las plantas, asi como a caracteres fisioldgicos o
quimicos pueden domesticarse artificialmente. Por ejemplo, Tabas et al. para
determinar la base gendmica de la adaptacion del tiempo de floracion a la variabilidad
de la temperatura, analizaron sistematicamente 174 germoplasmas de Arabidopsis
muy diversos de la Peninsula Ibérica (Tabas-Madrid et al., 2018) . Compararon
asociaciones fenotipicas y genomicas ambientales conocidas para identificar genes
candidatos que alteran la adaptacion del tiempo de floracion a la temperatura
climatica. Por una parte, este trabajo confirm6 que las accesiones de la Peninsula
Ibérica proporcionan un recurso excelente para la complejidad espacial de la
adaptacion climatica y, por otra, identificaron alelos susceptibles de ser domesticados
para adaptar el tiempo de floracion a escenarios climaticos diferentes al actual.

1.4 Impacto del cambio climatico en la biomasa

En el contexto actual de cambio climatico, 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
grandisima cantidad de CO2 atmosférico, (ii) constituye la materia prima para la
fabricacion de materiales reciclables, (iii) es fuente de una gran cantidad de energia
renovable y (iv) es la base de la cadena alimentaria. Este proyecto, por tanto, aborda
la problematica de asegurar la produccion de suficiente biomasa vegetal en
condiciones de cambio climatico. Asi, planteamos que, entender los mecanismos
genéticos que han utilizado las plantas durante la evolucién para adaptar sus
capacidades de crecimiento y desarrollo al clima actual, puede ayudar a identificar
genes y circuitos genéticos clave para iniciar nuevas aproximaciones biotecnoldgicas
encaminadas a asegurar que nuestros cultivos y especies forestales generen suficiente
biomasa en condiciones climaticas comprometidas. Adicionalmente realizamos
analisis fenotipicos sobre el nimero de raices laterales. Porque uno de los efectos mas
evidentes de la sequia es una reduccion drastica del niimero de raices laterales, los
organos de las plantas responsables de la absorcion de agua.
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2. Objetivos

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

2.1 Identificar variacion genética natural que, durante la evolucion, ha sido
clave para adaptar la capacidad de formacion de biomasa/raiz lateral a la sequia:
un efecto directo del cambio climatico

Uno de los efectos mas claros de la sequia es la disminucién del biomasa/numero de
raices laterales desarrolladas. Por tanto, para alcanzar este objetivo utilizamos GWAS
utilizando datos de variacion natural en la capacidad de produccion de biomasa/raices
laterales en sequia en poblaciones naturales (accesiones) de Arabidopsis thaliana. Los
datos se obtendran como el ratio entre el numero de raices laterales desarrolladas en
sequia y en condiciones normales (mock) en plantulas de 10 dias cultivadas in-vitro.
Nuestros datos preliminares -obtenidos mediante este ratio- utilizando 20 accesiones,
indican la existencia de una marcada variacion natural en este parametro, por lo que
se espera, una vez fenotipadas las 174 accesiones de nuestra coleccion, identificar
regiones gendmicas estadisticamente asociadas a dicha variacion mediante GWAS.

2.2 Respuesta de vasculadura a la sequia

La vasculadura de las raices de Arabidopsis puede formar nuevo xilema y floema a
través del engrosamiento continuo, mejorando asi la capacidad de transporte de
agua.Las raices laterales son una parte indispensable de la funcién del sistema
radicular. Lo que queriamos saber era si vasculadura responderia a la sequia.
Mediante microscopia, analice la vasculadura de mismas accesiones en condiciones
de sequia y compare el tamafio del area en condiciones estdndar para determinar qué
tipo de retroalimentacion dara la vasculadura.
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3. Materiales y métodos

3.1 Material vegetal

Se utilizaron 174 accesiones de Arabidopsis thaliana procedentes de la peninsula
Ibérica. Estas lineas fueron obtenidas de la base de datos de variacion 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 segiin el método descrito
por Parsa et al., aunque con una serie de modificaciones (Parsa et al., 2018) . Las
semillas se incubaron con una solucion de etanol (70%) y triton-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 contenian 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 posicion
vertical durante todo el periodo de crecimiento.

Después de la siembra, se estratificaron las semillas en oscuridad a 4 °C durante 10
dias, luego se transfirio a una sala de cultivo a 22 °C y con fotoperiodo largo (16 horas
de luz y 8 horas de oscuridad). Tras 7 dias, se iniciaron los tratamientos. Para el
tratamiento de sequia, placas con el medio de cultivo mencionado antes fueron
incubadas durante 24 horas con una solucion de polietilenglicol (PEG 8000) con una
concentracion al 15%, que ademds 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 soluciéon que también contenia 0,03% MS, pH 5,7. Fenotipamos, una semana
después de transferir las plantulas, las raices laterales. Para ello, las placas fueron
escaneadas y posteriormente analizadas. Finalmente, cuando las plantulas alcanzaban
los 18 dias, se recolectd la biomasa aérea y se pes6 con una balanza de precision.
Ademas, los hipocétilos también fueron recolectados para realizar andlisis
histologicos.

3.3 Analisis histologicos

Los hipocoétilos 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 continuacidén, se generaron
secciones transversales de 4 um con un ultramicrotomo Ultracut E de Reichert-Jung,
montado en agua sobre portaobjetos de vidrio y fijando por calor. Las secciones
obtenidas se tifieron con azul de toluidina al 0,05 % (Ragni et al., 2011).

Finalmente, las imagenes de las muestras histoldgicas se tomaron con un microscopio
Leica DM5000 B.
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3.4 Analisis de imagen

En cuanto al fenotipado de raices laterales, el nimero de raices laterales de cada linea
bajo las diferentes condiciones de crecimiento se cuantifico con el software Imagel.

Asimismo, en las imagenes obtenidas para los analisis histologicos se midi6 el area
del xilema haciendo uso también de Imagel.

3.5 GWAS

El experimento de GWAS se realizo 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 poblacion.

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

3.6 Analisis estadisticos

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

Con el fin de examinar la correlacion entre los rasgos fenotipicos evaluados en
condiciones normales y en condiciones de tratamiento de sequia, se obtuvo el
coeficiente de correlacion de Pearson.

Por otro lado, con el objetivo de analizar la autocorrelacion espacial de las variables
fenotipicas de biomasa y raices laterales, se utilizé el indice de Moran.

Para examinar las asociaciones de las variables fenotipicas con el clima, se obtuvieron
19 variables climatologicas, 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 poblacion de estudio fueron recolectadas. La relacion entre las
variables fenotipicas y climatoldgicas se evaluaron mediante el modelo de
autorregresion espacial (SAR).

El conjunto de analisis estadisticos se llevaron a cabo con la version 4.0.2 de R
Studio.
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4. Resultados

4.1 Variacion natural

La tolerancia a la sequia es una caracteristica multifactorial. De entre los diversos
factores implicados, destacan las capacidades de transporte y absorcion de agua. Dos
efectos evidentes de la sequia en las plantas son la reduccion del numero de raices
laterales y la reduccion de su biomasa. Con el fin de estudiar la variacion natural en la
respuesta a sequia, se fenotipd la biomasa y el numero de raices laterales en 118
accesiones ibéricas de Arabidopsis thaliana cultivadas en condiciones estandar
(MOCK) y condiciones de sequia simulada (PEG). Para ello, las plantulas crecieron
primero en condiciones estandar durante una semana, momento en que se inicié un
tratamiento con PEG (concentracion al 15 %) para simular el estrés de sequia. En
paralelo se llevd a cabo un tratamiento control (condiciones estandar). Luego, siete
dias después de iniciar dichos tratamientos, se escanearon las placas para cuantificar
posteriormente el numero de raices laterales. Finalmente, se pes6 la biomasa fresca
con una balanza de precision 14 dias después del tratamiento. Obtuvimos los
siguientes datos (Figura3 A,B). Se puede observar que las plantulas tratadas con PEG
tenian menos biomasa fresca y menos raices laterales que las cultivadas en
condiciones normales (MOCK). Asimismo, es importante recalcar de estos resultados
que existe una gran variaciéon natural en ambos fenotipos (biomasa fresca y raices
laterales) tanto en condiciones normales como en condiciones de sequia, asi como en
la respuesta, ya que la tasa de reduccion en ambos fenotipos es variable entre las
distintas accesiones.

A TREATMENT -+ MOCK -= PEG B TREATMENT -+ MOCK -= PEG
. % I
X ' ] h ] ‘ |I l’ @m ’ ] I | |L
3 o] 1:|‘.IL‘,,JH]I,* W, B L l’l gk TR
%m *J]F“zﬂllﬁ}-wﬁw ' [LH'TJMHIUH L’h' il M 5% il ]l| -11]1"”] L"’ #.] t&‘l!. '1’1: *Jnhtﬂ
rﬂJIJ, "hb‘ ] |N 1‘ f#ll?ﬂl hl# amwlh‘%y‘k Y\J'ﬁ ﬂlr‘! o‘ l",ll '.I{":.J
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Figural. Variables fenotipicas cuantificadas. (A) Variables fenotipicas de la biomasa en condiciones
normales v de sequia. (B) Variables fenotipicas de raices laterales en condiciones normales v de sequia.

4.2 Estudio GWAS de la variacion natural de la produccion de biomasa

Para continuar con los distintos analisis que se desean llevar a cabo, se comprob6 en
primer lugar la normalidad de las distintas variables fenotipicas. Para ello, realizamos
el test de Shapiro-Wilk e hicimos graficas de QQPlot (Quantile-Quantile Plot) para
examinar la normalidad. Tanto los fenotipos de raiz lateral como de biomasa en
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condiciones normales son variables con una distribucion normal (p-value: 0.05964 y
0.6533 respectivamente) (Figura suplementarial,2 A,A). En cambio, ninguno de los
dos fenotipos en condiciones de sequia obedecieron la distribucion normal
(p-value=3.235e-09 para biomasa, p-value=0.009365 para raices laterales). Para
corregir esto, transformamos la variable de biomasa fresca en condiciones de sequia
con logl0 (p-value = 0.1628) y la variables de raices laterales también bajo sequia
(p-value = 0.2776) (Figura suplementarial,2 B,B).

Como se ha mencionado previamente, nuestro objetivo era estudiar 174 accesiones de
la poblacion ibérica para identificar nuevos genes con valor adaptativo a sequia. En el
actual trabajo se examinaron 118 de ellas (Figura4,5 A). A continuacion, se llevo a
cabo un analisis GWAS utilizando estos datos de variacion natural con el fin de
identificar genes involucrados en el desarrollo radicular (midiendo el niimero de
raices laterales) y la produccion de biomasa en condiciones de sequia (midiendo el
peso de biomasa aérea fresca). Para realizar estos analisis de asociacidon genomica,
cada variable fenotipica fue analizada de forma independiente con el fin de comparar
posteriormente los resultados obtenidos en condiciones estandar y bajo sequia en el
caso de cada fenotipo examinado.

En primer lugar, en cuanto a la biomasa aérea fresca en condiciones estandar,
se 1identificd un pico significativamente asociado que se localiza en una region 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 sequia. Uno de
estos casos es el gen AT3G19190 (ATG2), encargado de controlar la homeostasis de
las especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células de guarda mediante la
eliminacion de los peroxisomas oxidados, lo que permite la apertura de los estomas.
Asimismo, se ha visto que este gen promueve la diferenciacion 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 proteina RADS54, un
miembro de la familia ATPasa SWI2/SNF2. Ademas de ser necesaria para el correcto
desarrollo de la planta, esta proteina tiene un papel regulador en el control del
crecimiento de la raiz durante la respuesta radio-adaptativa (RAR) en un contexto de
microgravedad (Deng et al., 2017).
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Figura4. Analisis de asociacion del genoma (A)Variables fenotipicas de la biomasa en
condiciones normales. (B) Posiciones de SNPs en regiones del cromosoma 3 identificadas como
picos significativamente asociados en el umbral de significancia por easyGWAS con correccion
de Bonferroni (3 %)

En paralelo, también se utilizd la variable fenotipica de biomasa aérea fresca en
condiciones de sequia para llevar a cabo un analisis de asociacion gendmica (GWANS).
En este caso, se identificaron dos picos distintos con una asociacion 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 desempefiar, a priori, una funcién que pueda estar claramente asociada a
la respuesta a sequia, o bien no esta descrita la funcion que tienen. No obstante, seria
necesario realizar experimentos con mutantes para estos genes y oOtros ensayos
moleculares para poder determinar si estan relacionados con la resistencia a la sequia.
Ademas, cabe mencionar que el grupo de investigacion va a continuar examinando
mas accesiones para repetir este trabajo de asociacién gendémica con la poblacion
regional completa de 174 accesiones, por lo que es posible que se identifiquen nuevas
regiones gendmicas estadisticamente asociadas con la variacion fenotipica observada.

19



Accession

l GWAS

B Manhattan-piot for chromosome Chrl
B g 10y W Bonferoni Mweshold [0 05

pewalue

C Manhattan-piot for chromosome Chrd
B o 100 povaiue B Bonfermoni Pweshoid [0 0%

Figura5. Andlisis de asociacion del genoma (A) Variables fenotipicas de la biomasa en
condiciones de sequia. (B) (C) Las posiciones de los SNPs en las regiones de los
cromosomas 3 v 4 se identificaron como picos significativamente asociados en el umbral de
significacion mediante easy(GWAS con correccion de Bonferroni (5 %).

4.3 Asociacion del estudio de variacion natural en el niumero de raices laterales a
GWAS

Al igual que hicimos con el fenotipo de biomasa, correlacionamos la variacion natural
del numero de raices laterales en condiciones estandar y de sequia (Figura6 A,B) con
las variaciones del genoma presentes en las accesiones estudiadas utilizando GWAS.
En primer lugar, en cuanto al numero de raices laterales en condiciones estandar, no
se hall6 ningun pico significativo. Este resultado negativo puede deberse a que la
poblacion examinada es incompleta (se repetira este trabajo cuando se haya evaluado
la poblacion regional por completo). Por otro lado, respecto al numero de raices
laterales en condiciones de sequia, se encontré un pico muy proéximo al umbral de
significancia en el cromosoma 1 (Figura6 C). En esta region en la que se acumula un
gran nimero de SNPs, se encuentran 17 genes. Recuperamos cuatro genes que, en
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base a la literatura, pueden estar relacionados con la regulacion de la sequia. El gen
ATI1G76970 codifica un miembro de la familia de proteinas de unién a ubiquitina
TOL (TOMI1-LIKE) de Arabidopsis. Este gen se encarga de regular la distribucion
dindmica de auxinas y las respuestas de crecimiento relacionadas. Otro gen
interesante es la proteina AtSKP2;2 (AT1G77000), que regula negativamente el
desarrollo de las raices laterales y también participa en la aclimatacion al calor de las
plantas (Lim et al., 2006). Asimismo, la proteina FLM (AT1G77080) es un gen que
regula el tiempo de floracion y que contribuye a la floracion sensible a la temperatura
en Arabidopsis (Lee et al., 2020) . No obstante, como se ha mencionado
anteriormente, el grupo de investigacion va a continuar examinando mas accesiones
para repetir este trabajo de asociacidon gendmica con la poblacion regional completa
de 174 accesiones.
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Figura6. Anailisis de asociacion del genoma (A) Variables fenotipicas de raices laterales en
condiciones normales. (B) Variables fenotipicas en raices laterales en condiciones de sequia. (C)
Posiciones de SNP en regiones del cromosoma 1 identificadas como picos cercanos a una asociacion
significativa en umbrales sigmificativos por easvGWAS con correccion de Bonferroni (3%).
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4.4 Correlaciones de las variables fenotipicas entre condiciones estandar
y sequia

La siguiente pregunta que nos planteamos fue si existe una correlacion significativa
en las distintas variables fenotipicas entre condiciones estdndar y sequia y, en caso de
ser asi, en qué grado. Para saber qué test estadistico debiamos emplear, en primer
lugar realizamos el test de Moran, el cual sirve para medir la autocorrelacion
geografica. Esto fue necesario porque las variables que muestran autocorrelacion
geografica deben tratarse con tests estadisticos que corrijan la influencia de posicion
geografica. Los resultados obtenidos muestran que tanto las variables de biomasa
como de raices laterales bajo las diferentes condiciones de crecimiento no presentan
autocorrelacion geografica (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 raiz lateral MOCK y PEG son: -0,016599 y 0,12929, y p-value son 0,513 y 0,117.

BIOMASA RAIZ LATERAL
MOCK PEG MOCK PEG
Coeficiente | 0,026133 | -0,016599 | 0.095895 | 0.12929
p-value 0.346 0,513 0,178 0,117

Tablal. Prueba del indice de Moran para medir la autocorrelacién geografica. Los
coeficientes v p-value de biomasa y raices laterales en condiciones normales v de sequia.

Asimismo, podemos ver este mismo resultado en mapas geograficos en los que se
puede observar el rango de los fenotipos de biomasa fresca y raices laterales en la
Peninsula Ibérica en condiciones normales (Figura7 A,C)y en condiciones de sequia
(Figura7 B,D). Asi, como podemos ver en estos mapas, no parece haber ninglin patrén
geografico en la distribucion de los fenotipos analizados.
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Figura?7. Mapa de distribucion fenotipica de 118 accesiones de la Peninsula Ibérica.

{A) Distribucion del fenotipo de 1a biomasa en condicienes normales. (B) Distribucion de fenotipos
de biomasa en condiciones de sequia. (C) Distribucion de fenotipos de raices laterales en
condiciones normales. (D) Distribucion de fenotipos de raices laterales en condiciones de sequia.

Después de descartar que estas variables fenotipicas presentaran autocorrelacion
geografica, procedimos a realizar correlacion de Pearson entre condiciones estandar y

sequia, con el fin de medir la relacion lineal entre las dos variables, para cada fenotipo
examinado.

En primer lugar, respecto al numero de raices laterales, obtuvimos una correlacion
alta entre condiciones normales y sequia (coeficiente 0.7216287 con p-value <
2.2e-16) (Figura8 A). Respecto a la biomasa fresca, obtuvimos una correlacion baja
entre ambas condiciones de crecimiento (coeficiente 0.3589532 con p-value =
6.563¢-05) (Figura8 B).
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Figura8. Correlacion de Pearson (A} Relacion lineal entre dos variables (MOCK vs. PEG)
para raices laterales. (B) Relacion lineal entre dos variables de biomasa (MOCEK v PEG).

4.5 Correlaciones de variables fenotipicas con el clima

A continuacidn, nos preguntamos si existe una asociacion significativa entre alguna
de las variables fenotipicas con el clima. Con este fin, obtuvimos 19 variables
climaticas relacionadas con la precipitacion y la temperatura de la base de datos
Worldclim Chttp://worldclim.org). Estos valores bioclimaticos se han expresado con
los nombres BIO1 a BIO19. Las variables bioclimaticas representan tendencias
anuales (p. ¢j., temperatura media anual, precipitacion anual), estacionalidad (p. ej.,
rangos anuales de temperatura y precipitacion) y factores ambientales extremos o

restrictivos (p. €j., temperaturas de los meses mas frios y célidos y precipitacion
humeda). Los valores obtenidos de estas variables corresponden a las coordenadas en
las que se recolectd nuestra poblacion de estudio. La relacion entre las variables
fenotipicas y climaticas para la biomasa y las raices laterales en diferentes
condiciones de crecimiento se evalud por separado utilizando modelos
autorregresivos espaciales (SAR).

Los coeficientes de correlacion 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
correlacion 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 mayoria de los fenotipos su biomasa bajo las dos
diferentes condiciones de crecimiento no se correlaciono con el clima, se observaron
algunas correlaciones significativas.
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Figura9. Modelos autorregresivos espaciales (SAR) que evaluan la relacion entre las variables
fenotipicas y climaticas para la biomasa y las raices laterales por separado en diferentes
condiciones de crecimiento. (A) Coeficientes de correlacion entre fenotipos de biomasa v variables
climaticas (B) Coeficientes de correlacion entre fenotipos de raices laterales y variables cflfméticas.

4.6 Las respuestas estan conservadas en vasculatura

El xilema de las especies lefosas conduce a la formaciéon de madera, lo cual es
importante porque la madera acumula el mayor porcentaje de biomasa en la tierra
(Agusti & Blazquez, 2020) . Ademas, en condiciones de sequia, el xilema juega un
papel muy importante en las plantas, ya que es responsable del transporte y
distribucion del agua a las diferentes partes de la planta. Quisimos explorar en este
trabajo si las respuestas mas cambiantes, en comparacion a Col-0, observadas en
determinadas accesiones se conservan también en el xilema. En otras palabras:
establecimos la hipotesis de que existe una correlacion entre la capacidad de
formacion de raices laterales y de desarrollo de xilema secundario. Para abordar de
forma preliminar esta hipotesis, se recolectaron los hipocotilos de algunas de las
accesiones evaluadas para la formacion de raices laterales. Dichos hipocotilos se
fijaron en etanol al 70 %. Después de incluir estas muestras en resina, se obtuvieron
secciones con un ultramicrotomo, las cuales se tifleron con azul de toluidina.
Finalmente, se tomaron fotografias y se cuantificd el area de xilema secundario.

Como se muestra en los histogramas (Figural0), en condiciones normales, solo 9525
y 9586 tenian una diferencia de tamafio obias de Col-0, mientras que la diferencia de
la 9586 bajo condiciones de sequia fue todavia mas obvias (Figural0 B). En la
micrografia de xilema (Figurall,12,13), podemos ver intuitivamente las diferencias
entre las distintas accesiones y Col-0.
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Figurall. Cuantificacion del drea de xilema secundario en comparacién con Col-0
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Figurall. Micrografias de xilema en lote GWAS]1
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Figural2. Micrografias de xilema en lote GWAS7
(A) (C) (E) son el xilema de condicion estandar de Col-0, 9897, 9386
(B) (D) (F) son ¢l xilema de sequia de Col-0, 9897, 9386

Rel-1 Col-0 9598

Figural3. Micrografias de xilema en lote Rel-1
(A) (C) son el xilema de condicion estandar de Col-0,9598
(B) (D) son el xilema de sequia de Col-0, 9598
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5. Discusion

5.1 Variacion natural en dos fenotipos relacionados con el cambio climatico

La variacion natural puede servir para identificar genes responsables de la regulacion
de caracteres ecoldgicamente importantes. Asimismo, proporciona ninformacion
sobre los procesos de evolucion del genoma, la estructura geografica de la poblacion y
los mecanismos de seleccion que dan forma a la variacion de dichos caracteres
(Mitchell-Olds & Schmitt, 2006). En nuestro estudio de 118 accesiones procedentes
de la Peninsula Ibérica, se observo una considerable variacion natural, tanto en
condiciones normales como en respuesta al tratamiento de sequia, en las diferentes
variables fenotipicas analizadas (biomasa aérea fresca y nimero de raices laterales).
Es sabido que los genes con variacion nucleotidica natural pueden estar involucrados
en la adaptacion local de Arabidopsis al clima (Lasky et al., 2014) . Asi, la gran
variabilidad detectada en el comportamiento entre las diferentes accesiones puede
estar relacionada con el perfil climético de las distintas regiones de la Peninsula
Ibérica (Lasky et al., 2012). En cuanto a nuestros resultados, mientras que en muchas
accesiones la tasa de reduccion de crecimiento o en el numero de raices laterales es
proporcional respecto a su propio fenotipo en condiciones normales, otras presentan
una disminucion alterada en respuesta al tratamiento en comparacién a la mayoria, ya
sea por una reduccion considerablemente mayor o menor . La variacion genética
existente en la poblacion es probablemente la responsable de conferir una mayor o
menor tolerancia a la sequia en las distintas accesiones (Rockman, 2008). A partir de
estos escenarios, se puede estudiar con mayor profundidad y detalle el impacto de la
variacion genética en la poblacion sobre los fenotipos, no solo bajo condiciones
predictivas de cambio climatico (sequia) sino también bajo condiciones estandar, asi
como realizar un estudio provisional de asociacion genémica con el fin de identificar
regiones cromosoOmicas asociadas a los fenotipos examinados.

5.2 Asociacion de variacion natural fenotipica con GWAS

Los avances en las tecnologias de genotipado y secuenciaciéon han hecho que los
estudios de asociacion del genoma completo (GWA) sean un método versatil y eficaz
para estudiar la genética de la variacion natural y mejorar caracteres relevantes para la
agricultura (Atwell et al., 2010) . Se ha visto que las principales asociaciones son
comunes para la mayoria de las variaciones fenotipicas, probablemente porque esta
variacion es adaptativa y la variacioén alélica se mantiene a través de la seleccion
(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 estan relacionados de manera uniforme entre
si, pero sus relaciones estan influenciadas por la estratificacion de la poblacion y las
correlaciones implicitas, denominadas colectivamente aqui como estructura de la
poblacion  (McCarthy et al., 2008) . La estructura de la poblacién conduce al
desequilibrio de ligamiento (LD) entre regiones fisicamente no relacionadas, lo que
resulta en correlaciones entre marcadores en estas regiones (Klasen et al., 2016) .
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Ademas de la estructura de la poblacion, la herencia poligénica de rasgos complejos
complica aun mas la asociacion de marcadores individuales con fenotipos, ya que la
verdadera asociacion de variantes causales y fenotipos puede quedar enmascarada por
el trasfondo genético que resume los efectos de todos los demds loci en el genoma
(Vilhjalmsson & Nordborg, 2013) . La genotipificacion de los SNPs identificados
utilizando grandes poblaciones regionales nos permiti6 identificar genes candidatos
con valor adaptativo (Horton et al., 2012). Entre las diferentes variables fenotipicas
de biomasa y raices laterales, hemos identificado genes con valor adaptativo, la
mayoria de los cuales estan relacionados con la regulacion del crecimiento de las
raices de las plantas.

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

5.3 Correlacion de variables fenotipicas

La variabilidad en la biomasa y la respuesta a la sequia que se encuentra en las
accesiones naturales de Arabidopsis thaliana es una herramienta util para comprender
las relaciones entre el agua y las plantas. Varios estudios han explorado cambios en
los parametros fisiologicos de esta especie, lo que puede jugar un papel en su
adaptacion a ambientes secos (Schmalenbach et al., 2014). Sin embargo, pocos genes
estdn asociados con rasgos relacionados con la sequia y, por lo tanto, pueden estar
involucrados en la adaptacion 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 razén, nos
preguntamos si existe, para cada fenotipo analizado, una correlacioén siginificativa
entre las condiciones estandar y de sequia.

En nuestros resultados, obtuvimos un correlacion baja en el caso de la biomasa aérea.
Aunque se repetiran estos analisis cuando se disponga del fenotipo para la poblacion
completa, quizd este resultado est¢ indicando distintos escenarios. Una opcion
pausible es que la reduccion de creimiento bajo condiciones de sequia sea una
respuesta muy especifica tras el tratamiento que no se esté plasmando en condiciones
estandar en aquella accesiones aparentemente mas tolerantes, o viceversa en aquellas
aparentemente mas sensibles. También podria suceder que frenar el crecimiento no
sea la estrategia predominante en la poblacion de estudio.

En cuanto al nimero de raices laterales, si se observo una correlacion alta entre ambas
condiciones de crecimiento. Stinchcombe y otros sefialan que esta correlacion es una
correlacion real con la adaptacion natural (Stinchcombe et al., 2004). Este resultado
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parece indicar que las respuestas y comportamientos observados en la poblacién son
organo-especificas.

5.4 Relacion entre cambio climatico y variables fenotipicas

Las plantas anuales estan adaptadas a diferentes ambientes climaticos que varian,
entre otros, en términos de precipitaciones, temperatura y estacionalidad
(Manzano-Piedras et al., 2014). Se espera que en las distintas accesiones su fisiologia
varie en funcion de las condiciones ambientales y ecoldgicas, que actuan como
presiones selectivas, propias de las regiones en que habitan (Pigliucci & Schlichting, 1998)
(Montesinos-Navarro et al., 2011) . El andlisis de correlacion entre la variacion
genética en los rasgos fenotipicos y los cambios ambientales ha sido durante mucho
tiempo un método efectivo para detectar la seleccion en gradientes ambientales
(Rausher, 1992).

En este trabajo utilizamos una coleccion de la Peninsula Ibérica, una region que ha
sido estudiada durante muchos afios debido a la gran variacién genética y ambiental
que hay en ella (Montesinos et al., 2009) (Picé et al., 2008b). Cuando analizamos las
posibles correlaciones entre las variables fenotipicas examinadas y distintas variables
climaticas, detectamos pocas correlaciones altas. Una razéon que explique este
resultado puede ser porque la variacion fenotipica, aunque muy probablemente sea
fruto de la adaptacién al clima, no deja de ser un proceso multifactorial. No obstante,
resulta interesante que dos de las pocas correlaciones altas significativas tienen en
comun la misma variable climatica, el rango diurno de temperatura media. Estas dos
correlaciones con esta misma variable climdtica se dan tanto con la biomasa aérea
como con el namero de raices laterales en condiciones estandar, lo que podria indicar
que se trata un factor que ejerce bastante presion selectiva sobre Arabidopsis thaliana
en nuestra poblacion de estudio.

En el contexto actual del calentamiento global, los métodos geograficamente
explicitos, que evaluan la coincidencia entre los organismos y los entornos que
habitan, pueden ayudar a evaluar y predecir mejor las consecuencias del
calentamiento global a nivel gendémico. En el ambito de la biologia vegetal y la
agricultura, este conocimiento puede ser ttil para preparar nuestros cultivos y especies
forestales para futuros escenarios climaticos.
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CONCLUSION



6. Conclusion

IL.

III.

IV.

VL

Existe una gran variacion natural tanto en la formacion de biomasa aérea como en
el desarrollo de raices laterales en respuesta a la sequia.

Se han identificado algunos genes con valor potencial de adaptacién a la sequia.
Las variables fenotipicas de 118 accesiones de la Peninsula Ibérica no siguen
autocorrelacion espacial.

Tanto para produccion de biomasa aérea como en desarrollo de raices laterales se
observa una fuerte correlacion entre condiciones normales y de sequia en la
poblacion de accesiones estudiada.

Un pequeflo niimero de accesiones estan fuertemente correlacionados con el
clima bajo diferentes condiciones de crecimiento.

La respuesta del desarrollo vascular frente a la sequia muestra paralelismos con la
respuesta de formacion de biomasa y de desarrollo de raices en dicha condicion
ambiental.
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8. Anexos I

Genome ID Accession name Acronym | Admixture Group Latitude Longitude
9506 Alcongosta Alo0 admixed 40.1097 -74761
9508 Reguengo Reg0 spain 39.2874 -7.4018
9511 Valverde Vav0 spain 38.5324 -8.0185
9512 Vidigueira Vidl spain 38.2237 -7.8453
9513 Argamasilla de Calatrava Adch admixed 38.7652 -4.0734
9514 Arroba de los Montes Adm0 spain 39.1451 -4.5442
9515 Alcantara Ala0 spain 397213 -6.8918
9518 Almedijar AlmQ spain 39.8836 -0.3652
9519 Anglés Ang0 spain 41939 2.6427
9520 Aranda de Duero Arad spain 41.7009 -3.6832
9521 Barcelona Barl spain 41433 2.1299
9522 Benarraba Beal spain 36.5199 -5.2692
9523 Benatae Ben0 admixed 383711 -2.6565
9524 Bernués Ber0 spain 42516 -05618
9525 Bisaurri BisO spain 42 4888 0.5354
9526 Cabrera de Mar Cab3 spain 415384 2.3875
9527 Candelario Cad0 admixed 40.365 -57418
9528 Calamocha Cal0 spain 409411 -13705
9529 Capileira Capl admixed 36.9676 -3.3598
9530 Cardena Carl admixed 382513 -4.3253
9531 Ciruelos de Coca Cdc3 spain 412135 -45456
9532 Castrillejos de la Olma Cdo0 spain 42 231 -4638
9533 Carbonero el Mayor Cem0 relict 411484 -43173
9534 Cardiel de los Montes Cmo3 spain 400487 -4.6522
9535 Cap de Creus Cocl spain 42 3105 3.1934
9536 Molina de Aragén CorQ admixed 408297 -2.0012
9539 Dehesa de Perosin Dehl spain 40.2881 -6.6681
9540 El Brull ElbO spain 41.8097 2.3393
9542 Fuenfria FunO relict 407872 -4.0503
9543 Grazalema Gra0 relict 36.7678 -5.3949
9546 Hombrados Hom4 spain 40.8168 -1.686
9548 Hoyocasero HoyQ admixed 40.3948 -4.9985
9548 Humienta Hum?2 relict 422272 -3.6889
9550 Isoba lso4 relict 43.0478 -53723
9551 Jiménez de Jamuz Jim1 admixed 422822 -59186
9554 La Solana Lso0 relict 388577 -3.1629
9555 Marjaliza Marj relict 39.5813 -3.9316
9556 Menasalbas Men2 spain 396577 -4.3454
9557 Montanuy Moal spain 424623 0.6976
9558 Molacillos Mocll admixed 41.5651 -5.6408
9559 Montoro Mon5 admixed 38.0595 -4.3842
9560 Montemolin Mot0 spain 38.1914 -6.2378
9562 Mura MurQ spain 416739 1.9991
9574 Relumbrar Rel0 relict 38.6022 -2.7055
9578 San Martin de Castaneda Sac0 western_europe 421267 -6.6986
9579 Santa Elena Sanl0 admixed 38.3314 -3.5089
9581 Santa Olaja de Varga Sdv3 admixed 42.8363 -5.1229
9583 Sierra Nevada Sne0 relict 37.0746 -3.2625
9584 Santo Tomé del Puerto Stp0 spain 41.1922 -3.5815
9586 Tamajén TamO spain 41.0273 -3.2716
9587 Torrijo de la Cafiada TdcO spain 41.4958 -1.8857
9588 Tolva Tol7 spain 42.1092 0.5938
9591 Valdenoceda Vad0 admixed 42.8583 -3.5915
9593 Valdezcaray Vaz0 spain 42.2604 -2.0888
9597 Viguera Vigl spain 42.3079 -2.5313
9598 Villarino de Manzanas Vim0 relict 418771 -6.5101
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9599 Vinayo VinQ western_europe 427978 -5.7709
9600 Villareal de San Carlos VisO relict 39.846 -6.0455
9601 Vozmediano Voz0 spain 41.8444 -1.8793
9817 Acehuche Acel spain 39.8384 -6.5987
9819 Amunartia Amu0 spain 42.3528 -3.0356
9820 Arévalo Are0 spain 41.0035 -47125
9821 Arbucies Aru0 spain 418125 2493

9822 Aulencia Aul0 spain 405191 -40192
9824 Besande Bes5 admixed 429092 -4915
9825 Boadilla del Monte Boa0 spain 40.3957 -3.8815
9826 Borrenes Bor0 western_europe 424914 -6.7076
9828 Brazuelo Bra0 western_europe 42.4952 -6.151
9830 Busquistar Bus0 admixed 36.9718 -3.2795
9831 Castellar de Santiago Cas0 admixed 38.5341 -3.3907
9832 Cantoblanco Cat0 relict 40.5421 -3.6869
9833 Chapineria Cha0 spain 403775 -42127
9834 La Chopera de las Rozas ChoO spain 40.5135 -3.8981
9835 Ciudad Rodrigo Cir0 admixed 40.6083 -6.5714
9836 Codos Cod0 spain 412531 -1317
9837 Constantina Con0 relict 37.9382 -5.5991
9838 Cotanes del Monte Cot0 admixed 41.8265 -5.3804
9840 Daroca Dar0 spain 41.1291 -1.4322
9841 San Lorenzo del Escorial EesO spain 40.5883 -4.1468
9843 El Pinar de las Rozas ElpQ spain 40.5265 -39184
9844 Escanilla Esn2 spain 42.2697 0.1923
9845 Ermita Virgen del Soto EvsO spain 404792 -3.9597
9846 Ezcaray Ezc2 spain 42.3049 -3.0257
9848 Garganta de la Olla Glol spain 40.1105 -57759
9850 Hecho HecO spain 428552 -0.6966
9852 Madrid-INIA IniQ spain 404542 -3.7479
9853 Las Caldas LacO western_europe 43.3244 =5.9157
9854 La Frialdad Lafl western_europe 43.3595 -5.8833
9855 Las Matas LamO0 spain 40.5667 -3.8894
9856 Pardillo LchO spain 40.5046 -3.9972
9864 Martorell de la Selva Mat0 spain 417608 2.685

9866 Molinos de Duero Mdd0 spain 418873 -2.7878
9867 Mierla Miel spain 409415 -3.2189
9869 Montejaque Moj0 relict 36.7567 -52814
9870 Monzén Moz0 spain 41913 {050 b
9871 Navacerrada Nac0 relict 40.751 -3.9939
9876 Prades Pad0 spain 41.3367 0.9917
9878 Pedrezuela Pee0 spain 40.7756 -3.6221
9879 Perin Per0 relict 37.5952 -1.1216
9881 Piedrahita Pie0 admixed 40.4636 -5.325
9887 Puente Nueva PunQ relict 40.4033 -4.7757
9888 Puebla de Valles Pval spain 409273 -3.3064
9890 Ribota Ribl admixed 43156 -5.0757
9891 Santa Pellaia Salo spain 419256 2915

9894 Senet SenQ admixed 42587 0.7631
9895 Sant Feliu de Buixalleu Sfb6 spain 41.7834 2.5688
9897 Santa Marta de Tormes Smtl admixed 40.9506 -5.6352
9898 Somosierra Som0 spain 41.138 -3.5796
9901 Urdanta Urdl spain 42273 -2.9839
9902 Usanos Usa0 spain 40.7102 -3.2461
9903 Valgafién Valo spain 423081 -3.0964
9904 Valdesotos Vas0 spain 409483 -33122
9905 El Ventorrillo Ven0 relict 40.7585 -4.0141
9942 Aguarén Agu-1 spain 4132 -13413
9943 Casas de Miravete Cdm-0 spain 39.7255 -57441
9946 Mérida Mer-6 spain 38.9159 -6.3376
9947 La Pedriza Ped-0 relict 40.7385 -3.8978
9950 Vielha Vie-0 spain 42.6266 0.7626

Tabla suplementarial: 118 accesiones de la Peninsula |bérica
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Figura suplementarial. Grafico QQPlot (grafico cuantil-cuantil) para verificar la normalidad
(A) Grafico de distribucion normal de fenotipos de biomasa en condiciones estandar
(B) Grafico de distribucion normal de fenotipes de biomasa en condiciones de sequia

Density plot of permutation cutcomes. Density plot of permutation outcomes
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Figura suplementarial. Grafico QQPlot (grifico cuantil-cuantil) para verificar la normalidad
{A) Grafico de distribucion normal de fenotipos de raices laterales en condiciones estandar
(B) Grafico de distribucion normal de fenotipos de raices laterales en condiciones de sequia
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Estimate Std,Error Z value Pr(>|z))
(Intercept) 1.91E+06 7.32E+05 26,100 0,009056
Altitude -4.63E-01 3.30E+01 -0,0140 0,988800
Biol -2.66E+04 1.01E+05 -0,2627 0,792816
Bio2 2.08E+05 8.7/8E+04 23,638 0,018087
Bio3 -4 46E+04 1.82E+04 - 24,466 0,014420
Bio4 4 .35E+01 2.67E+02 0,1514 0,679674
Biob -6.37E+04 4 58E+04 -13,908 0,164291
Biob 9.23E+04 4 81E+04 19,207 0,054775
Bio7 NA NA NA NA
Bio8 -9.32E+03 3.93E+03 -23,687 0,017852
Bio9 2.36E+03 2.65E+03 0,8268 0,4072286
Biol0 -7.11E+03 1.47E+05 -0,0485 0,961325
Bioll 1.54E+04 1.01E+05 0,1531 0,878317
Bio12 6.20E+01 6.47E+02 0,0958 0,923666
Biol3 4.30E+03 2.38E+03 18,081 0,070597
Biol4 2.96E+03 4.86E+03 0,6088 0542677
Biol15 -7.34E+03 2.59E+03 -28,283 0,004679
Bio16 -1.43E+03 1.32E+03 -10,860 0277482
Biol7 -4 49E+03 1.89E+03 -23,702 0,017777
Biol8 2.45E+03 1.90E+03 12,845 0,198968
Biol19 3.66E+02 1.21E+03 0,3030 0,761905

Tabla suplementaria 2. Coeficientes de correlacion de 19 variables
climaticas relacionadas con la precipitacion y la temperatura
obtenidos por SAR en condiciones estandar de variables de fenotipo
de raiz lateral
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Estimate Std,Error / value Pr(>|z))
(Intercept) 1.19E+06 5.54E+05 21,568 0,031018
Altitude -4.78E+00 2.42E+01 -0,1971 0,843760
Biol -1.04E+04 FI5EH0A -0,1348 0,892733
Bio2 8.85E+04 6.67E+04 13.251 0,184945
Bio3 -2.32E+04 1.38E+04 -16,839 0,092199
Bio4 7.63E+01 2.20E+02 0,3470 0,728621
Biob -2.53E+04 3.51E+04 -0,7221 0,470257
Bio6 4.02E+04 3.69E+04 10,899 0,275765
Bio7 NA NA NA NA
Bio8 -3.61E+03 3.07E+03 -11,738 0,240492
Bio9 2. (T2 2.10E+03 0,1296 0,896914
Biol0 -3.29E+04 LIIEH -0,2966 0,766762
Bioll 2.96E+04 7.68E+04 0,3856 0,699800
Bio12 -9.97E+01 5.09E+02 -0,1959 0,844719
Biol3 -9.00E+01 1.84E+03 -0,0488 0,961061
Biol4 3.90E+02 3.78E+03 0,1033 0,917748
Biol5 -5.54E+03 2.06E+03 -26,970 0,006998
Biol6 3.47E+02 1.03E+03 0,3355 0,737263
Biol7 -2.06E+03 1.41E+03 -14.617 0,143829
Biol8 1.25E+03 1.43E+03 0,8725 0,382945
Biol9 3.32E+02 9.44E+02 0,3518 0,724962

Tabla suplementaria 3. Coeficientes de correlacion de las

variables fenotipicas de la raiz lateral de 19 variables climaticas

relacionadas con la precipitacion y la temperatura adquiridas por

SAR en condiciones de sequia
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Estimate Std,Error Z value Pr(>|z))
(Intercept) | 224.0473233 90.6417004 24718 0.013444
Altitude -0.0041431 0.0040048 -1.0345 0.300886
Biol -16.1279796 12.6269642 -1.2773 0.201509
Bio2 21.0135915 10.8934546 1.929 0.05373
Bio3 -4 5758056 2.2534669 -2.0306 0.042299
Bio4 -0.0128469 0.0358322 -0.3585 0.719948
Bio5 -7.3882165 5.L213321 -1.2913 0.196584
Bio6 9.3114696 6.0070642 1.5501 DI2TI21
Bio7 NA NA NA NA
Bio8 -0.7297515 0.4978359 -1.4658 0.14269
Bio9 0.2780276 0.3459629 0.8036 0.421608
Bio10 13.4282724 18.1544951 0.7397 0.459502
Bioll 0.9303428 12.5288889 0.0743 0.940807
Biol2 -0.0128214 0.0821258 -0.1561 0.875939
Biol3 0.3559652 0.2987078 1.1917 0.233385
Biol4 -0.0115051 0.6121012 -0.0188 0.985004
Biol5 -0.9150167 0.3312168 -2.7626 0.005734
Biol6 -0.1468434 0.1670085 -0.8793 0.379262
Biol7 -0.5216629 0.2316074 -2.2524 0.0243
Bio18 0.4047518 0.2336595 1.7322 0.083233
Bio19 0.1249793 0.1523752 0.8202 0.412098

Tabla suplementaria 4. Coeficientes de correlacion de las variables
del fenotipo de la biomasa en condiciones estandar para 19 variables

climaticas relacionadas con la precipitacion y la temperatura
obtenidas por SAR
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Estimate Std.Error Z value Pr(>|z|)
(Intercept) | 9.78756091 58.86780052 0.1663 0.86795
Altitude 0.00086679 0.00252566 0.3432 0.73145
Biol 2.70098216 8.29813837 0.3255 0.74481
Bio2 -6.24055932 | 7.10400203 -0.8785 0.3797
Bio3 0.94496308 1.46093744 0.6468 051715
Bio4 0.0071995 0.02362631 0.3047 0.76058
Biob 251023623 3.76990465 0.6677 0.50431
Bio6 -1.80604899 3.9641728 -0.4556 0.64868
Bio7 NA NA NA NA
Bio8 0.73867053 0.3345462 2.208 0.02725
Bio9 0.10370811 0.21868582 04742 0.63533
Biol0 -5.05043865 | 11.80148083 -0.4279 0.66869
Bioll 0.7744354 8.22679709 0.0941 0.925
Biol2 -0.03128979 | 0.05569579 -0.5618 0.57425
Biol3 -0.25900081 0.199797 -1.2963 0.19487
Biol4 0.21879539 0.40968082 0.5341 0.5933
Biol5 -0.55931679 | 0.22653228 -2.469 0.01355
Biol6 0.23810075 0.11302405 2.1066 0.03515
Biol7 -0.07154839 | 0.14876597 -0.4809 0.63055
Biol8 -0.07973835 | 0.15088738 -0.5285 059718
Biol9 -0.00441623 | 0.10255737 -0.0431 0.96565

Tabla suplementaria 5. Coeficientes de correlacion de las variables

fenotipicas de la biomasa de 19 variables climaticas relacionadas con la

precipitaciony la temperatura obtenidas por SAR en condiciones de sequia

46



ANEXO II. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE
DE LA AGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacién del trabajo

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

con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

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. Educacion de calidad. X
ODS 5. Igualdad de género. X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento. X
ODS 7. Energia asequible y no contaminante. X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X
ODS 9. Industria, innovacidn e infraestructuras. X
ODS 10.  Reduccidn de las desigualdades. X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X
ODS 13.  Accion por el clima. X
ODS 14.  Vida submarina. X
ODS 15.  Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas. X
ODS 17.  Alianzas para lograr objetivos. X

Descripcion de la alineaciéon del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacién mas alto.

***Utilice tantas paginas como sea necesario.
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