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Resumen. La localizacién de genes y loci de caracteres cuantita-
tivos (QTLs) en una especie modelo permite conocer la organizacién
de su genoma y la posibilidad para aislar y clonar genes de impor-
tancia agronémica. Setenta y tres lineas endogamicas recombinantes
(LERs) derivadas de la cruza entre los ecotipos Columbia (Col) x
Landsberg erecta (Ler) de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. se culti-
varon en invernadero en condiciones de humedad del suelo contras-
tantes (riego y déficit hidrico). Durante su crecimiento se midieron
algunas caracteristicas fenoldgicas (dias al inicio de la floracién) y del
crecimiento de las plantas (altura y nimero de nudos y de hojas por
planta). Diferencias significativas en altura y nimero de nudos por
planta se observaron entre LERs. Con base en las variables medidas
y los datos de segregacién depositados en el Proyecto AAtDB (‘Base
de Datos de Arabidospsis thaliand’; Boston, EUA) se construyé un
mapa de ligamiento, y se localizaron QTLs asociados con la expre-
sién de dichas caracteristicas. El mapa de ligamiento incluyé 120
loci distribuidos en cinco grupos de ligamiento con longitud total de
2094 <M. Un QTL asociado con la altura de planta en condiciones
de déficit hidrico se localizé entre los loci ga2 y 0818 del grupo de
ligamiento 1. El locus ga2 se asocia con la produccién de dcido gibe-
rélico en plantas.

Palabras clave: Arabidopsis; Déficit hidrico; Grupos de ligamien-
to; Mapa de ligamiento; CLCs.

Abstract. Gene and quantitative trait loci (QTLs) localization in
a model species allow to know their organization in the genome, and
the possibility for the isolation and cloning of genes with agronomic
importance. Seventy-three recombinant inbred lines (RILs) derived
from the cross of Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ecotypes Colum-
bia (Col) x Landsberg erecta (Ler) were grown in a greenhouse under
contrasting soil moisture conditions (irrigated and water deficits).
During their growth, some phenological (days to flowering) and
plant growth traits (plant height, and number of nodes and leaves
per plant) were measured. Significant differences for plant height
and nodes per plant were found among RILs. Based on measured
traits and segregating data deposited on the Project AAtDB (‘An
Arabidospsis thaliana Database; Boston, USA) we constructed one
linkage map and mapped QTLs associated with the traits men-
tioned above. The linkage map included 120 loci distributed in five
linkage groups, with a total length of 2094 cM. One QTL associated
with plant height under water stress was located between loci ga2
and 0818 in the linkage group 1. Locus ga2 is related with gibberel-
lic acid production in plants.

Keywords: Arabidopsis; Water deficits; Linkage groups; Linkage
mapping, QTLs.
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INTRODUCCION

La identificacién de genes que rigen los caracteres cuan-
titativos en los principales cultivos ha sido lenta debido en
parte al tamafio de sus genomas (Briggs, 1992). La planta
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. es un modelo de estudio en
biologia molecular debido a su genoma pequefio (125 Mb)
(AGI, 2000), su ficil cultivo en espacios pequefios, y su ci-
clo bioldgico relativamente corto. Por ello, 4. thaliana es un
modelo también para el andlisis genético de caracteres cuan-
titativos. Dicha especie vegetal (n = 5) pertenece a la familia
de las cruciferas y crece en forma silvestre con un ciclo bio-
légico anual en zonas con temperaturas moderadas. Algunas
variantes comunes de 4. thaliana incluyen la respuesta dife-
rencial a la longitud del dia, vernalizacién y dormancia, en-
tre otros atributos morfolégicos y fisiolégicos (Rédei, 1992).
Arabidopsis se ha utilizado para el anilisis genético desde
hace mds de 40 afios, aunque las primeras investigaciones
se iniciaron por Friedrich Laibach en 1907 (Clarke y Dean,
1994). La especie muestra algunas caracteristicas favorables
tales como la produccién de altas cantidades de semillas; cul-
tivo en condiciones controladas (ej., de laboratorio en cajas
Petri con papel de filtro); ripido desarrollo; variabilidad en
la respuesta al fotoperiodo; ficil cruzamiento, con fertilidad
completa de los hibridos; pocos cromosomas, y factibilidad
para el aislamiento de mutaciones inducidas y espontineas
(Rédei, 1992).

El anilisis molecular de Arabidopsis ha producido una
gran cantidad de investigaciones sobre la manipulacién del
ambiente y, por lo tanto, del fenotipo. Chang et al. (1988)
desarrollaron uno de los primeros mapas de ligamiento de
A. thaliana utilizando marcadores moleculares RFLP (Poli-
morfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién),
donde asignaron genes en fragmentos de ADN con una
longitud menor a 2 cM (Chang et al., 1988; Rédei, 1992).
En trabajos previos, se han identificado genes en Arabidopsis
asociados con caracteres de herencia cuantitativa tales como
la tolerancia a los metales pesados (Zhou y Goldsbrough,
1995). También, se ha determinado la inestabilidad o estabi-
lidad de genes en plantas transgénicas (Aspuria ez a/., 1995).
A la fecha no se han identificado genes o loci de caracteres
cuantitativos (QTLs) asociados con la resistencia al estrés
hidrico.

A partir del cruzamiento de los ecotipos Columbia x
Landsberg erecta en Arabidopsis se generé una poblacién de li-
neas recombinantes (Lister y Dean, 1993). El ecotipo Lands-
berg erecta porta la mutacién erecta por lo que su altura de
planta es corta y su porte erecto, mientras que Columbia pre-
senta el gen silvestre que produce plantas con mayor altura y
menos compactas. Las lineas recombinantes derivadas de di-
cha cruza segregan para un amplio rango de caracteres cuanti-
tativos tales como la altura de planta; tamafio de roseta; nime-
ro y forma de hojas; dias a floracién; etc. Los datos fenotipicos
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en dicha poblacién de lineas recombinantes pueden utilizarse
en combinacién con datos obtenidos a partir del analisis con
marcadores moleculares de ADN. La combinacién de dichos
datos es util para determinar la localizacién de genes de inte-
rés y QT'Ls asociados con los mismos, asi también como para
identificar y caracterizar genes y QT Ls asociados con toleran-
cia a factores adversos como la sequia y la salinidad (Quesada
et al., 2002; Ungerer et al., 2003; Weining et al., 2003; Fritz
Gerald et al., 2006; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007;
McKay et al., 2008; Harb et al., 2010). Los datos moleculares
para esta poblacién estin disponibles en la base de datos del
proyecto de cartografia de 4. thaliana, denominado AAtDB.
Esta base de datos se puede consultar en internet (Lister y
Dean, 1993).

Lalocalizacién de genes de interés agronémico y los QT'Ls
asociados a ellos en una especie modelo tiene relevancia cien-
tifica, tanto en términos del avance en el conocimiento de la
organizacién de los genomas vegetales como en su aplicacién
para facilitar el aislamiento y la clonacién de genes de im-
portancia. En este caso, aunque se sabe mucho sobre las ca-
racteristicas importantes para la adaptacion a un ambiente en
particular, poco se sabe acerca de la genética y la evolucién de
la adaptacién a la sequia. Los fitomejoradores se han enfocado
en el entendimiento de las bases genéticas y fisiolégicas de las
diferencias en la respuesta a la sequia en plantas cultivadas,
pero la identificacién de los polimorfismos asociados a su ex-
presion es limitada dada la escasa informacién genémica dis-
ponible en la mayoria de las especies cultivadas. En contraste,
en A. thaliana, donde concurren la mayoria de las herramien-
tas genémicas para facilitar la clonacién de QTLs, la investi-
gacién principalmente se enfoca en el entendimiento de las
bases moleculares de la aclimatacion a la sequia. A diferencia
de lo que ocurre en plantas cultivadas, se pone poca atencién
en las caracteristicas que reflejen adaptacién. Se han efectuado
pocos estudios para determinar caracteristicas candidatas de
adaptacion o tolerancia a la sequia y/o salinidad en 4. thaliana
utilizando accesiones naturales, poblaciones para el mapeo y
lineas casi isogénicas (Quesada et al., 2002; Weining et al.,
2003; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007; McKay et al.,
2008; Harb et al., 2010).

Los objetivos de este trabajo fueron 1) determinar la res-
puesta al déficit hidrico en términos de la expresién de va-
rias caracteristicas fenotipicas, en una poblacién de lineas
recombinantes de 4. thaliana en condiciones controladas, y
2) localizar QTLs asociados a la expresién de caracteristicas
fenotipicas relacionadas con la tolerancia al déficit hidrico en
A. thaliana.

MATERIALES Y METODOS

Germoplasma. El germoplasma consistié de 73 lineas en-
dogdmicas recombinantes (LERs) F, de 4. thaliana derivadas
de la cruza entre los ecotipos Columbia (Col) x Landsberg
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erecta (Ler) (Lister y Dean, 1993). La semilla del germoplasma
fue proporcionada por el ‘Nottingham Arabidopsis Stock Cen-
ter’ (NASC, 2011) de Notthingham, Inglaterra.

Experimento en invernadero. El experimento se condujo
en condiciones de invernadero en la Facultad de Agronomia
de la Universidad Auténoma de Nuevo Leén ubicado en Ma-
rin, México (25° 23’ N; 100° 02’ O, 400 msnm). Las LERs se
sembraron en bandejas de plistico que contenian una mez-
cla de sustrato de ‘peat moss’, vermiculita y perlita en partes
iguales. El germoplasma se aleatorizé en un disefio de bloques
completos al azar con arreglo factorial en parcelas divididas
con cuatro repeticiones. Las parcelas grandes fueron los ni-
veles de humedad y las chicas las LERs. La unidad experi-
mental fue una semilla de una LER sembrada en un pozo de
la bandeja. Las plantas se regaron por capilaridad cada 48 h.
Durante los primeros 14 dias después de la siembra (dds), se
aplicé la solucién de Peters 20-20-20 de NPK con el agua de
riego y, posteriormente, la férmula 9-45-15 de NPK hasta los
21 dds. Dichas soluciones se aplicaron a razén de 1 g/L en
ambos casos. A los 21 dias de la siembra se establecieron dos
tratamientos de humedad en el suelo: con y sin (control) es-
trés hidrico, cada uno con dos repeticiones. Las plantas control
se mantuvieron con la humedad del sustrato a capacidad de
campo por el resto del experimento mediante riegos cada 48
h. Las plantas expuestas a condiciones de estrés hidrico fueron
regadas hasta los 21 dds; luego se suspendié el riego por 9 d 'y
se alcanzé el punto de marchitez permanente. Inmediatamen-
te después, se aplicé un riego de recuperacién a capacidad de
campo; luego las plantas fueron regadas a capacidad de campo
cada nueve dias a partir del inicio de los tratamientos y asi
se mantuvieron hasta su cosecha. Las temperaturas medias
médximas y minimas durante el desarrollo del experimento en
invernadero fueron 35,6/22,8 °C, respectivamente. Durante el
experimento se determinaron los dias a la primera flor; a la
cosecha, se midieron la altura de las plantas (cm) y el nimero

de nudos y de hojas por planta.

Anailisis estadistico. Los datos de invernadero se ana-
lizaron usando ANOVA. En los casos en que el ANOVA
detect6 diferencias significativas (p<0,05) se calculé el va-
lor de Tukey para la comparacién de medias. En la cons-
truccién del mapa de ligamiento y localizacién de QTLs
se utilizaron los datos de segregacién depositados en la
base de datos AAtDB (‘An Arabidospsis thaliana Database;
Boston, EUA). La construccién del mapa de ligamiento se
realizé con un valor LOD de 2.0 con el uso del programa
MapMaker/Exp 3.0 (Lincoln et al., 1993a), los comandos
utilizados fueron: “group”, “compare”, “make chromosome”,
“anchor”, “assign” y “frame”. La distancia genética se de-
terminé por la funcién de Kosambi. La localizacién de los
QTLs se realizé con el programa MapMaker/QTL versién
1.1 (Lincoln et al., 1993b), con cada variable se utilizé el
comando “scan” con un LOD de 2.0, y 3.0; para los QTL
identificados se utilizaron los comandos “scan”, “show

peaks”y “map”.

RESULTADOS

El analisis de varianza no mostré diferencias significa-
tivas entre ambientes (riego, déficit hidrico), ni en la inte-
raccién ambientes x lineas para ninguna variable medida.
Solo entre LERs se detectaron diferencias significativas
(p<0,01) para altura de planta y nimero de nudos por
planta (p<0,05) (Tabla 1). La LER con mayor altura de
planta fue N1926 (16,8 cm), mientras que N1994 present6
la menor altura (3,4 cm). La LER con el mayor nimero de
nudos fue N1909 (10) mientras que el menor valor para
esta variable se registré en N1974 (6).

El mapa de ligamiento consistié de 120 loci agrupados en
cinco grupos de ligamiento (GL), con una longitud de 2094
centiMorgans (cM), y un promedio de 24 marcadores por
GL (Fig. 1). La distancia promedio entre marcadores fue de
17,45 cM. Se detecté un QTL entre los loci ga2y O818 con
un valor LOD de 2,17 en el GL 1, asociado con la altura de

Tabla 1. Cuadrados medios del andlisis de varianza de las variables medidas en lineas endogamicas recombinantes de A. thaliana

Col x Ler.

Table 1. Mean squares of the analysis of variance of the measured variables in recombinant endogamic lines of A. thaliana Col x Ler.

Fuente de variacién

Variable Repeticiones ~ Ambiente Error A Lineas Interaccion Error B Ccvs

(O 1) (1) (72) (72) (140) (%)
Altura de planta 7,14 75,41 2,06 34,33™*2 7,67 7,18 33,3
Dias a floracién 15,47 6,25 43,09 66,29 66,14 61,47 21,1
Numero de nudos 0,14 5,37 1,56 1,18 0,80 0,83 34,6
Nuamero de hojas 0,90 14,12 39,22 14,86 12,75 15,56 32,3

! Los nimeros entre paréntesis indican los grados de libertad de cada fuente.

2* Significativo (p<0,05), ** Significativo (p<0,01).

3 CV = Coeficiente de variacién.
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planta en condiciones de deficiencia hidrica; el QTL estuvo
a 172 ¢cM del extremo superior de dicho GL (Fig. 2). Los
valores LOD de los marcadores en el GL 1 muestran un
‘pico’mayor al valor minimo de 2, que ratifica la presencia del
QTL asociado con la caracteristica de interés (Fig. 3).

GL1 GL2 GL3 GL4 GL5
g47152 T . m246 m583 3843 gy 9 83715 —
’ 14.4 ’ 27.6
g3786 |l m560B2 pCIT23 - H—
152 m246
15.9 14.9 14.9
m254a s GAPA ag g4715b '_27 7
mas3 L MO 142 1se1b 2+ 16.5 '
141 m246 8 150 U
GAPB +— 149 a4 . m247 T21.9
17.4 m246 208 :
21026 T34 m214--— m435 H—
g1552 10 14.6
app 1107 CD3H12H—

Fig. 1. Mapa de ligamiento de A. thaliana Col x Ler. A la izquierda
estan los marcadores de los grupos de ligamiento v a la derecha
las distancias genéticas (cM).

Fig. 1. Ligament maps of A. thaliana Col x Ler. Markers of ligament
groups or genetic distances (cM) are shown to the left or to the right,
respectively.

0cM g417a
88.7 cM GAPB
190.2 <M ga2
QrTL
380.2 cM
¢ 0818
608.4 cM IT117

Fig. 2. Localizacion del QTL asociado con la altura de planta bajo
estrés hidrico en el grupo de ligamiento 1 de A. thaliana Col x Ler.
A la izquierda estan las distancias genéticas y a la derecha, los
marcadores moleculares identificados.

Fig. 2. Location of the QTL associated with plant height under water
stress in the ligament group 1 of A. thaliana Col x Ler. Genetic dis-
tances or the identified molecular markers are shown to the left or to
the right, respectively.
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Fig. 3.Valores LOD de los marcadores del grupo de ligamiento 1
de A. thaliana Col x Ler.

Fig. 3. LOD values of markers of the ligament group 1 in A. thaliana
Col x Ler.

DISCUSION

En este trabajo no se detectaron diferencias significativas
entre las condiciones de humedad del suelo en las que se cul-
tivaron las LERs de A. thaliana en cuanto a las caracteristicas
del crecimiento de plantas medidas en condiciones controla-
das. Esto sugiere que las condiciones de humedad experimen-
tales no fueron lo suficientemente contrastantes como para
permitir detectar diferencias en el crecimiento y/o desarrollo
de A. thaliana bajo dichas condiciones. Sin embargo, los re-
sultados indican que la mayor proporcién de la variacién en
la altura de planta de la poblacién de LERs F, de Columbia
X Landsberg erecta se explica por el QTL localizado entre los
marcadores ga2 y 0818. Esto es debido a que la presencia del
QTL increment6 la altura en 6,2 cm en A. thaliana y expli-
¢6 71% de la varianza de la caracteristica en la poblacién de
LERs.

El grupo de LERs de Arabidopsis estudiado en este trabajo
proviene de la cruza de los ecotipos Landsberg erecza (porta-
dor de la mutacién erecta y con plantas de altura baja y porte
erecto) y Columbia (gen silvestre que produce plantas altas y
poco compactas). Este grupo, bajo las condiciones experimen-
tales de prueba, segregé efectivamente para las cuatro carac-
teristicas cuantitativas medidas (Lister y Dean, 1993), aunque
s6lo significativamente para la altura de planta y el nimero de
nudos por planta. También se identificé un QTL asociado con
una caracteristica relacionada con la tolerancia a la deficien-
cia hidrica. Esto también se ha detectado en trabajos previos
no sélo para sequia sino también para otros factores adversos
como la salinidad del suelo (Quesada et al., 2002; Ungerer
et al., 2003; Weining et al., 2003; Fritz Gerald et al., 2006;
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007; McKay et al., 2008;
Harb et al., 2010).
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Ellocus ga2 se asocia con la produccién de dcido giberé-
lico en A. thaliana. Se ha demostrado que este locus controla
la sintasa de ent-kaureno, que participa en la ruta biosinté-
tica de las giberelinas (Yamaguchi-Shinozaki et al., 1998).
El 4cido giberélico es una giberelina, un di-terpeno que par-
ticipa en el control de algunos aspectos del crecimiento de
las plantas, entre los que se destacan la germinacién de las
semillas, el alargamiento del vistago y/o el desarrollo floral
(Hedden y Kamiya, 1997). Precisamente su implicacion en
el alargamiento del vastago se traduce en una mayor altura
de las plantas y esto a su vez, en una mayor produccién de
nudos en el tallo.

Uno de los primeros trabajos que combiné el mapeo cld-
sico con el apoyo de estrategias de marcadores moleculares
de ADN (RFLPs) fue el de Taji et al. (1999). Estos autores
mapearon 25 genes inducibles en respuesta a la deshidrata-
cién en una poblacién segregante de 4. thaliana. Posterior-
mente, Juenger et al. (2005) identificaron, en una poblacién
segregante derivada de la cruza entre los ecotipos Lands-
berg erecta (Ler) x Islas Cabo Verde (Cvi), cinco QTLs que
afectaban la fecha de floracién, y otros cinco que afecta-
ban la proporcién de isétopos estables de C (8**C) (ambos
mecanismos de evitacién a la sequia). Estos QT Ls estaban
ubicados en dos regiones genémicas de A. thaliana lo que
sugiere la existencia de relaciones pleiotrépicas potenciales
e interacciones QTL — QTL entre ambas caracteristicas.
Posteriormente, se demostré que los QTLs asociados con
OBC tenfan efectos alélicos en la expresion de la conduc-
tancia estomdtica, y luego en la eficiencia transpiratoria y
la pérdida de agua por la planta. Por su parte, a partir de
LERs derivadas de la cruza entre los ecotipos Tsu-1 x Kas-
1, McKay et al. (2008) reportaron efecto citopldsmico en
la respuesta de tolerancia a la sequia, asi como dos QTLs
para 0"C. Adicionalmente, Quesada et al. (2002) detecta-
ron (1) once QTLs asociados con la tolerancia al estrés por
salinidad en A. thaliana, con la germinacién y el crecimien-
to vegetativo, y (2) loci asociados con la sintesis de édcido
abscisico o respuesta a la sequia (RD26, RD294, RD29B,
DREBI) y al frio.

Este es un trabajo pionero en México donde se detectaron
QTLs asociados con genes de resistencia al déficit hidrico en
A. thaliana. Aunque los resultados fueron limitados, al menos
se detect6 un marcador cercano a un locus de interés, posible-
mente asociado con la respuesta de 4. thaliana a las condicio-
nes de deficiencia hidrica, basados en el crecimiento y desa-
rrollo vegetativo. Como indicaron Quesada et al. (2002) para
el caso de los QTLs asociados con la respuesta a salinidad,
la informacién aqui reportada es bdsica para la identificacién,
caracterizacién y manipulacién de aquellos genes de 4. zhalia-
na involucrados en la respuesta de las plantas a la deficiencia
hidrica. Los resultados, aunque limitados, podrian aplicarse en
el mejoramiento genético de plantas cultivadas a través de la
identificacién y aprovechamiento de los genes ortélogos co-
rrespondientes.

CONCLUSIONES

En este trabajo se detecté un marcador QTL estrechamen-
te asociado con la altura de la planta de Arabidopsis thaliana
en condiciones de deficiencia hidrica. Este marcador se ubica
entre los loci ga2 y 0818 del grupo de ligamiento 1 de la espe-
cie; el locus ga2 se asocia con la produccién de dcido giberélico
en plantas.
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