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RESUMEN

La sequia es el factor abidtico que limita en gran medida la productividad y
desarrollo del trigo. El presente trabajo tuvo como objetivo la caracterizacion
molecular de seis genotipos de trigo duro y la identificacion de genotipos
tolerantes y susceptibles al estrés hidrico por medio de respuestas morfolégicas
y bioquimicas. Se identificé al genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) como el
mas tolerante, mientras que Cirno C2008 y Huatabampo Oro C2009 resultaron
los mas susceptibles. La caracterizacion molecular de las variedades permitié la
formacion de tres grupos. Un grupo quedd integrado por la mayoria de los
genotipos: Huatabampo Oro C2009, Patronato Oro C2008, Movas C2009 y
CIMMYT (D11B_PCDW 10227), mientras que los dos grupos restantes se
formaron con Cirno C2008 y Cevy Oro C2008 de manera individual, esta misma
agrupacion coincidi6 con la caracterizacibn morfologica. Al realizar una
comparacion entre un genotipo tolerante y uno susceptible se detectaron
marcadores moleculares que pudieran estar relacionados con caracteristicas
gque determinan tolerancia.

Palabras clave: Triticum durum L., Estrés hidrico, caracterizacion molecular,

respuestas al estrés hidrico.
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ABSTRACT

Drought is the abiotic factor that greatly limits the productivity and development
of wheat. This work had the objective of molecular characterization of six
genotypes of durum wheat and the identification of tolerant and susceptible
genotypes to water stress through morphological and biochemical responses.
The CIMMYT genotype (D11B _PCDW 10227) was identified as the most
tolerant, while Cirno C2008 and Huatabampo Oro C2009 were the most
susceptible. The molecular characterization of the genotypes led to the
formation of three groups. One group was composed by: Huatabampo Oro
C2009, Patronato Oro C2008, Movas C2009 and CIMMYT (D11B_PCDW
10227), while Cirno C2008 and Cevy Oro C2008 formed the two remaining
groups individually, these same groups coincided with the morphological
characterization. When making a comparison between tolerant and susceptible
genotypes, molecular markers that may be related to characteristics that
determine tolerance were detected.

Key words: Triticum durum L., water stress, molecular characterization, drought

responses.
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I. INTRODUCCION

El trigo fue uno de los primeros cultivos domesticados, durante 8,000 afios ha
sido el alimento basico de las civilizaciones mas importantes de Europa, Asia
occidental y Africa del Norte. Hoy en dia, el trigo se cultiva en la mayor parte del
mundo en una superficie de 240 millones de hectareas por lo que es una de las
fuentes de alimento de grano mas importante para los humanos, calculandose

un consumo anual que supera las 600 mil millones de toneladas.

De acuerdo a la FAO, la demanda de trigo para el 2050 en relacién con el
crecimiento de la poblacién no sera suficiente para cubrir las necesidades de
alimento ya que no se pronostica un incremento proporcional en la superficie de
siembra, ademas de que la produccion se vera afectada en gran medida por el

cambio climatico.

En el mundo mas del 80 % del agua dulce es usada para la agricultura. En los
paises menos desarrollados el trigo se cultiva bajo condiciones de riego
mientras que en los paises mas desarrollados lo hacen bajo condiciones de
temporal. En los Ultimos afios la escasez de agua derivada del cambio climéatico
ha originado sequias severas que han obligado a los agricultores a reducir el
namero de riegos por el rapido descenso de los niveles freaticos del suelo

(Dixon et al., 2009).



El estrés abidtico mas comun que sufren los cultivos es el originado por la
sequia, lo que esta ocasionando un serio problema mundial (Almeselmani et al.,
2012) considerandose una de las causas principales que reducen en gran
medida la produccién de trigo. Algunas estimaciones indican que el 50 % de la
superficie sembrada con trigo, se ve afectada seriamente por este concepto
(Buck et al., 2007). Por lo tanto, es necesario contar con nuevas variedades de
trigo que sean capaces de adaptarse a las nuevas condiciones de clima para

mantener la produccién en las regiones propensas a la sequia.

Las respuestas a sequia en las plantas son complejas e involucran varias
interacciones entre diferentes procesos moleculares, bioquimicos vy
morfolégicos (Poland et al., 2004) que afectan a todos los 6rganos vegetales. A
nivel celular el déficit hidrico puede tanto dafar a la célula como desencadenar

procesos de tipo adaptativo (Pereyra y Torroba, 2003).

El fitomejoramiento convencional mediante cruzas de genotipos diferentes
seleccionados implica la generacion de variabilidad en caracteristicas que al ser
combinadas permiten el desarrollo de una poblacion de plantas con una calidad
superior. El desarrollo de variedades tolerantes a la sequia ha sido una gran
preocupacion para los investigadores por muchos afos. El mejoramiento
genético en esta area es un reto debido a la complejidad de los caracteres
involucrados, a la dificil cuantificacion y medicion de las caracteristicas de los
materiales que responden a la sequia y a otros parametros asociados con éstas

(Hussain y Rivandi, 2007). Usando técnicas moleculares con diferentes
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marcadores moleculares es posible obtener una mayor oportunidad para
encontrar loci de caracteres cuantitativos y de esta manera comprender la base

genética de la variacion de un rasgo (Ribaut, 2006).

Al nivel celular y para los procesos bioquimicos, varios estudios han mostrado
qgue la turgencia en las plantas juega un papel importante en la tolerancia al
estrés hidrico, pudiendo estar involucrada en la regulacién de la apertura
estomatal y en la fotosintesis (Raza et al., 2012). Bajo estrés hidrico la pérdida
de clorofila es considerada como una de las principales causas de la

inactivacion de la fotosintesis (Anjum et al., 2011).

De acuerdo con el contexto anterior, en la presente tesis se evaluaron las
respuestas morfolégicas y bioquimicas de seis genotipos de trigo duro con el fin
de determinar su tolerancia o susceptibilidad al estrés hidrico, asi como realizar

su caracterizacion molecular.



1.1. Objetivo general
Evaluar las respuestas morfolégicas y bioquimicas al estrés hidrico de

genotipos de trigo a fin de determinar su grado de tolerancia o susceptibilidad.

1.2. Objetivos especificos
* Evaluar las respuestas de seis genotipos de trigo a condiciones de estrés
hidrico y buena hidratacién mediante analisis bioquimicos.
» Caracterizar morfolégicamente los genotipos de trigo en base a
descriptores para conocer su respuesta al estrés hidrico.
» Caracterizar molecularmente a los genotipos de trigo por medio de

marcadores ISSR.

1.3. Hipotesis
Mediante la evaluacién de respuestas moleculares, bioquimicas y morfolégicas
es posible la identificacion y diferenciacion de los genotipos de trigo con base

en su susceptibilidad o tolerancia al estrés hidrico.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Cultivo de cereales

La produccion de cereales tiene un papel preponderante en la actividad agricola
mundial. De todos los cultivos agricolas, los cereales son generalmente
considerados como los mas importantes (Santoyo y Quiroz, 2004) ya que dos
tercios de los alimentos provenientes de las plantas que representa el 93 % de
la alimentacion mundial son aportados por este grupo (Akhtar et al., 2010). Los
cereales que mas destacan son el trigo, maiz, arroz, avena y sorgo debido a
sus altos rendimientos promedio mundiales de alrededor de tres toneladas por
hectarea (Morris y Bryce, 2000), ademas de que aportan mas del 50 % de la
energia total de alimentos en el mundo y de cantidades significativas de fibra,

proteinas, minerales y vitaminas (Lopez et al., 2003).

Los cereales pertenecen a una gran familia de pastos monocotiledéneos
llamada Gramineae. Esta familia lleva los érganos florales sobre un tallo
llamado raquis, que puede estar ramificado y a su vez porta espiguillas con mas
de una flor en cada nodo de la raquilla. Las espiguillas pueden organizarse en
panojas como en el sorgo y la avena o en una espiga ajustada como en el trigo

(Morris y Bryce, 2000).

2.2. El trigo y su cultivo en el mundo
Uno de los primeros cereales domesticados fue el trigo y por 8,000 afios ha sido

la principal fuente de alimento de la mayoria de las civilizaciones en Europa,
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Asia Occidental y el Norte de Africa. Hoy en dia la superficie sembrada de trigo
es mayor que la de cualquier otro cultivo (240 millones de ha) y continta siendo
una de las fuentes de alimento més importantes para los humanos (Dixon et al.,
2009). EIl trigo se encuentra entre los tres grandes cultivos de cereales que
aportan cerca del 80 % de la produccion global de cereales (Akhtar et al., 2010),
con mas de 600 millones de toneladas cosechadas anualmente (Shewry, 2009)
y un valor en el mercado de aproximadamente 150 mil millones de ddlares

(Dixon et al., 2009).

2.2.1. Origen y distribucion

Varias especies silvestres de Triticum se han encontrado en Libano, Siria, el
norte de lIsrael y en Turquia oriental (Dhillon et al., 2006). A este género
pertenecen las plantas cultivadas y silvestres que se clasifican dentro del grupo
de los trigos. Este género esta constituido por tres especies: diploides,
tetraploides y hexaploides, dependiendo del numero de genomas que
constituyen su numero basico duplicado de siete cromosomas (Villasefior y

Espitia, 2000).

El primer grupo lo conforman especies diploides como Triticum boeticum y
Triticum monococcum que son especies primitivas y su uso se remonta a la era
Neolitica, estas especies estan ampliamente distribuidas y se encuentran desde
los Balcanes hasta Iran (Villasefior y Espitia, 2000). En el segundo grupo se
encuentran las especies tetraploides como Triticum dicoccum, Triticum durum,

Triticum turgidum, entre otras y por ultimo los trigos hexaploides como Triticum
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aestivum, siendo el mas comunmente sembrado hoy en dia (Morris y Bryce,

2000).

2.2.2. Produccion de trigo

Actualmente, cerca del 95 % del trigo cultivado mundialmente es del tipo
harinero hexaploide y el 5 % restante es trigo duro tetraploide (Triticum turgidum
L. ssp. Durum) (Shewry, 2009). Este ultimo es cultivado principalmente en la
cuenca del Mediterraneo y en América del Norte en condiciones de temporal y
de riego (Fang et al., 2013) y estd mas adaptado al clima seco que el trigo

harinero (Shewry, 2009).

2.2.2.1. Paises productores de trigo

El trigo se produce en mas de 40 paises tanto desarrollados como en vias de
desarrollo, ubicAndose el area mayor de cultivo en éstos ultimos desde los 67°
N en Noruega, Finlandia y Rusia a 45° S en Argentina y Chile, donde las
principales regiones productoras se encuentran en la zona templada y el sur de
Rusia, las llanuras centrales de Estados Unidos, el sur de Canad4, la cuenca
del Mediterraneo, el norte de China, India, Argentina y Australia (Carver, 2009).
En el Cuadro 1 se muestran los paises con mayor produccion durante el afio

2012.



Cuadro 1. Principales paises productores de trigo durante el afio 2012 (FAO,

2012).
Millones de
Pais
toneladas
Unién Europea 130.8
China 119.0
India 93.9
Estados Unidos 61.8
Rusia 39.0
Australia 22.5
Canada 26.7
Pakistan 24.0
Turquia 20.1
Ucrania 155
Kazakstan 10.8
Republica Islamica de Iran 13.8
Argentina 115
Egipto 8.7
Uzbekistan 6.7
Otros paises 56.4
Mundo 661.2

Debido al incremento constante de la poblacion mundial se han realizado

esfuerzos para incrementar la produccion global de trigo y tratado de
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mantenerse al dia con el aumento de la demanda los cuales han tenido un éxito
relativo en mantener un aumento constante de la produccion de trigo, lo que
representa aproximadamente tres veces mas los niveles de produccion

comparados con la década de 1960 (Carver, 2009).

2.2.3. Trigo en México

México es casa de la revolucion verde para el trigo y uno de los primeros paises
en adoptar nuevos cultivares y tecnologia desarrollada por el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) en colaboracién con
el Programa Nacional Mexicano (Lobell D et al., 2005). Después del maiz y el
frijol el cultivo del trigo es una de las fuentes mas importantes de nutrientes de
bajo costo en la dieta del mexicano, sobre todo para poblaciones rurales y
urbanas de escasos recursos. Ademas, tanto su cultivo como su procesamiento
y consumo generan una importante derrama econdmica y un gran namero de
empleos en varios sectores y actividades del Sistema Producto Trigo. Es por
esto que el trigo como producto basico y su cultivo son de gran relevancia para

el desarrollo socioeconémico de México.

En México se cultivan los dos tipos de trigos, el tipo harinero (Triticum aestivum
L.) mismo que se utiliza en la elaboracion de panes, tortillas, galletas y
reposteria y el trigo cristalino (Triticum durum L.) para elaborar pastas
alimenticias (espagueti, sopas secas Yy otros productos). La primera
transformacion del trigo ocurre en el molino, donde se convierte en harina (a

partir de T. aestivum) o sémola (harina gruesa de T. durum).



La productividad y la calidad industrial del trigo estan controladas
principalmente por las caracteristicas genéticas de la variedad que se cultiva.
Sin embargo, estas caracteristicas son parcialmente modificadas positiva o
negativamente por el manejo agronémico (la disponibilidad de nutrientes en el
suelo, la fertilizacion nitrogenada, las fechas de siembra, el control de plagas y
enfermedades) y por las condiciones climatolégicas que prevalecen durante el
ciclo de cultivo (la temperatura ambiental, el fotoperiodo y la disponibilidad de
agua). Por ende, para establecer una produccién rentable, competitiva y
sostenible de trigo, es indispensable conocer el potencial genético de
rendimiento y calidad que caracteriza a cada variedad, asi como las
condiciones climatoldgicas y agronémicas bajo las cuales pueda expresarse de

manera optima el potencial genético del cultivo (Pefia et al., 2008).

2.2.4. Produccion de trigo en México

El trigo se cultiva en mas de 20 estados de la Republica Mexicana. Sin
embargo, el 80 % de la produccion se concentra en la zona norte
(principalmente en el noroeste) y en Guanajuato, en el ciclo otofio-invierno (O-1)
bajo condiciones de riego. El resto se produce, en su mayoria en regiones del
centro y el altiplano central en el ciclo primavera-verano (P-V) en condiciones
de temporal. El rendimiento promedio del ciclo O-1 es de 5.3 toneladas por
hectarea mientras que el de P-V es de 2.0 toneladas por hectarea (Pefa et al.,

2008).
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En el afio 2012 México produjo 3, 274, 336 toneladas siendo el estado de
Sonora el mayor productor de trigo en México (1, 784, 562 ton), seguido de Baja
California (471, 736 ton), Guanajuato (339,568 ton), Michoacan (108,950 ton) y
Chihuahua (108, 950 ton), sus porcentajes de produccion se muestran en la

Figura 1 (SIAP, 2012).

Chihuahua Resto

3% 14%

Michoacan
3%

Guanajuato
10%

Sonora
55%

Baja California
15%

Figura 1. Principales estados productores de trigo en México (SIAP, 2012).

2.2.4.1. Trigo duro: produccién en México y en el mundo

El trigo cristalino o duro (Triticum durum L.) se caracteriza por tener un tipo de
grano muy duro. Un endospermo con alto contenido de pigmento amarillo
(carotenoides), un gluten fuerte y tenaz (no extensible) necesario para la
industria de elaboracién de pastas alimenticias (Hernandez et al., 2011).

La produccion mundial de trigo duro en el mundo es de 35.1 millones de
toneladas, siendo el productor principal la Union Europea con 8 millones de

toneladas, seguido de Canada (4.4 millones ton), Turquia y Argelia (3 millones
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ton), Estados Unidos (2.2 millones ton) y México (2.1 millones ton)

(FranceAgriMer, 2013).

El trigo duro esta mas adaptado que el harinero a areas donde la precipitacion
anual es baja (300-450 mm). Se pueden obtener buenos rendimientos bajo
condiciones de riego pero su practica es limitada en pocas areas por ejemplo en
Estados Unidos en los estados de Arizona, Nuevo México y California (Bushuk
y Rasper, 1996) mientras que en Meéxico en los estados de Sonora, Baja

California, Chihuahua y Sinaloa (SIAP,2012).

Las temperaturas altas y la baja humedad durante el verano mejoran la calidad
del grano. El trigo duro se desarrolla mejor cuando una considerable porcion de
lluvia anual ocurre durante la fase vegetativa y cuando ocasionalmente las
lluvias se alternan con condiciones soleadas y secas durante el periodo del
llenado de grano. Las lluvias durante el periodo de cosecha pueden causar
problemas a los trigos duros ya que son mucho mas susceptibles a germinar

que los trigos harineros (Bushuk y Rasper, 1996).

En México, el trigo duro o cristalino se produce principalmente en el Noroeste
de México siendo el principal productor el Estado de Sonora, donde a partir del
ciclo 2001-2002 ocupd poco mas de 70 % de la superficie sembrada (190 718
ha). La preferencia por esta clase de trigo se debe a su alto potencial de
rendimiento, aceptacion en el mercado de exportacion y su tolerancia al carbéon

parcial y a la roya de la hoja (Fuentes et al., 2012).
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2.3. Estrés vegetal

Las plantas continuamente se ven sometidas a diversos tipos de estrés en su
ambiente natural (Li et al., 2011) y éste representa el mayor factor limitante para
la productividad de la agricultura (Hirt y Shinozaki, 2004). El estrés en términos
bioldgicos significa un cambio en la fisiologia normal, el desarrollo y funcién de
las plantas lo cual puede ser perjudicial e infligir dafios irreversibles en el

sistema vegetal (Pareek et al., 2010).

El tipo de estrés que sufre la planta puede ser de dos tipos o una combinacion
de estos: estrés hidtico y abidtico (Fujita et al., 2006). Debido a que las plantas
no pueden huir de los ambientes estresantes, han desarrollado varias
estrategias durante su evolucion para adaptarse a condiciones cambiantes en el

ambiente y por lo tanto contrarrestar los efectos del estrés (Pessarakli, 2002).

Estas estrategias involucran una red de mecanismos moleculares que varian
dependiendo de la naturaleza del patégeno o de la sefial del estrés (AbuQamar
et al., 2009). A continuacion se explicaran en que consiste cada uno de los tipos

de estrés.

2.3.1. Estrés biotico
El estrés biodtico se describe como un estrés producido por un organismo Vvivo
gue puede dafiar a la planta (Pareek et al.,, 2010). Las plantas estan bajo

constante asalto por agentes bioticos, incluyendo virus, bacterias y patdégenos
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fungicos, plantas parasitas e insectos herbivoros con un enorme impacto

econoémico y ecoldgico (Bilgin et al., 2010).

Estos organismos pueden clasificarse segun su estilo de vida: biétrofos y
necrotrofos. Los patdégenos bidtrofos mantienen a la célula vegetal viva y
absorben los nutrientes de los tejidos vivos. Para controlar este tipo de
patdgenos, la planta frecuentemente induce a una muerte celular programada
gue mata a la célula directamente proxima al microorganismo, limitando su
propagacion. En contraste, los patdégenos necrotrofos crecen en tejidos
muertos, frecuentemente después de inducir la muerte celular (Pareek et al.,

2010).

Las plantas han desarrollado mecanismos para prevenir la infeccion los cuales
se basan en una deteccién temprana y una respuesta rapida a los organismos
invasores. Las plantas utilizan proteinas de resistencia (R) y otros receptores
para detectar la presencia o actividad de los patdgenos. Las proteinas R
reconocen las proteinas de virulencia que son secretados por los patégenos
tratando de infectar los tejidos vegetales. La deteccién de estas proteinas de
virulencia u otros elicitores generales disparan los eventos de sefializacién que
llevan a diversas respuestas celulares incluyendo cambios en el flujo de iones,
sintesis de la hormona etileno relacionada con el estrés, reprogramacion
transcripcional, produccion de especies reactivas de oxigeno y frecuentemente
una respuesta hipersensible. Ademas, la activacion de una respuesta de

defensa local puede activar la produccion de acido salicilico y la elicitacion de
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una respuesta de defensa de espectro amplio conocida como resistencia

sistémica adquirida (SAR) (Pedley y Martin, 2005).

2.3.2. Estrés abiotico

El estrés abiotico es el factor principal que provoca pérdidas en los cultivos
alrededor del mundo, reduciendo los rendimientos promedios en mas del 50 %
(Ahmad y Prasad, 2012). Es producido por niveles inapropiados de
componentes fisicos del ambiente, como las temperatura altas o bajas, niveles
de COg, radiacion solar (Oliveros, 2009), disponibilidad limitada de agua y
nutrientes, alta salinidad, presencia de metales pesados y otras propiedades
fisicoquimicas del suelo (Danquah et al., 2013) y cualquiera de estos puede
retardar el crecimiento y desarrollo o en casos extremos provocar la muerte

vegetal (Chen y Murata, 2002).

Aunqgue las plantas han evolucionado un amplio espectro de programas para la
deteccidn, respuesta y adaptacion al entorno cambiante, los mecanismos
asociados con la habilidad de los cultivos para mantener el rendimiento bajo
condiciones de estrés son poco entendidos y siguen estando bajo estudio

(Reguera et al., 2012).

El complejo sistema de respuestas vegetales al estrés abidtico, involucra varios
genes y mecanismos bioquimicos-moleculares y fisioldgicos (Wang et al., 2003)
y con frecuencia es dificil predecir las vias de sefalizacion que se activan o

desactivan en respuesta a diferentes tipos de estrés (Gupta et al., 2013). Los
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mecanismos de control molecular de la tolerancia al estrés abiotico se basan en
la expresion de genes especificos relacionados al estrés. Estos genes incluyen
tres grandes categorias: aquellos que estan involucrados en cascadas de
sefalizacion y control transcripcional como MyC, MAP cinasas y SOS cinasas,
aguellos que funcionan directamente en la proteccion de membranas y
proteinas, como las proteinas de choque térmico (Hsps), chaperonas, proteinas
abundantes en la embriogénesis tardia (LEA), osmoprotectores, secuestradores
de radicales libres, y aquellos que estan involucrados en toma y transporte de
iones y agua como las acuaporinas y transportadores de iones (Wang et al.,
2003); mientras que los mecanismos fisiologicos principales de respuesta
general al estrés estan relacionados con respuestas plasticas como
modificaciones en la época de senescencia, cambios en el funcionamiento de
las células guarda o en el cierre estomatico, mantenimiento de la estabilidad de
las membranas celulares y de los organelos y cambios en la elasticidad de la

pared celular (Tofifio et al., 2007).

2.3.3. Estrés hidrico

La sequia puede considerarse como la disminucion de las precipitaciones de
una region respecto del valor normal en un periodo, lo que crea una escasez de
agua para los diferentes usos (Esquivel, 2002). Esta es capaz de modificar en
gran escala el ambiente de una region y sus efectos se manifiestan en la
alteracion de las actividades econOmicas habituales de la zona o region
afectada asi como en el deterioro del nivel y condiciones de vida de los

habitantes (Velasco y Montesillo, 2007).
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Una de las actividades mas afectadas es la produccion de cultivos agricolas ya
que el agua es uno de los factores de mayor importancia y una deficiencia
afecta significativamente el rendimiento (Lopez-Santillan et al., 2001); ademas
el agua es la molécula central en todos los procesos fisioldgicos de las plantas,
comprendiendo entre el 80 al 95 % de la biomasa de las plantas no lefiosas. Si
el estatus de agua en la planta es insuficiente, ésta experimentara un déficit de

agua, también descrito como sequia (Hirt y Shinozaki, 2004).

Los cultivos agricolas, principalmente en zonas semiaridas, sufren periodos de
sequia durante alguna etapa de su desarrollo y a menudo la expresion del
rendimiento depende de algunos mecanismos para disminuir la transpiracion y
asi prevenir dafios por deshidratacién. Cuando el estrés hidrico alcanza un nivel
significativo en las plantas, ocurren mecanismos como el cierre estomatico,
enrollamiento, doblado o pérdida de hojas, ajuste osmoético y otros que

disminuyen la pérdida de agua por la planta (L6pez-Santillan et al., 2001).

Se han realizado investigaciones para logar disminuir el efecto de la sequia en
la agricultura y elevar los rendimientos, desde la mejora genética, hasta el riego
de precision, el uso de cultivos tolerantes a la sequia y con mayor eficiencia en
el uso del agua. Estas investigaciones han sido de interés global, debido al
rapido crecimiento de la poblacion mundial y a la disminucién acelerada del
recurso hidrico destinado a la agricultura, el cual permite el aumento de la
produccion y brinda seguridad en ambientes marginales, que frecuentemente

presentan altos riesgos debido a la sequia (Silvera et al.,2013).
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2.3.3.1. Sequia en el mundo

Cada dia nuestro planeta experimenta numerosos desastres inducidos por el
clima extremo: sequias, inundaciones, huracanes, ciclones tropicales, choques
de calor, tornados, infestacion por insectos y muchos otros. Entre estos, la
sequia es el fenbmeno ambiental que causa mas dafio. Las sequias han
afectado al 50 % de las 2.8 mil millones de personas afectadas por desastres

relacionados al clima.

Mas de la mitad del territorio de la tierra es susceptible a la sequia cada afio
(Kogan, 1997). Mas importante aun, casi todas las principales regiones
agricolas se encuentran alli. En afios recientes se ha visto grandes sequias en
todos los continentes afectando grandes areas en Europa, Africa, Asia,
Australia, América del Sur, América Central y Norte América (Mishra y Singh,
2010). Debido a que la sequia es un fendmeno recurrente y tipico para la
mayoria de las zonas mundiales, las tierras mas productivas en el mundo
pueden perder millones de toneladas en produccion agricola anualmente

(Kogan, 1997).

Hoy en dia hay altas probabilidades de que las regiones del mundo
experimentaran condiciones cada vez mas secas. Los escurrimientos en el
mediterraneo, Africa del Sur, el oeste de Estados Unidos, el norte de México, y
el noreste de Brasil disminuiran de un 10 al 30 % para el fin del siglo, ademas
existen probabilidades de variabilidad en la precipitacion. Las areas afectadas

por las sequias incrementaran sobre latitudes bajas y medias en los veranos

18



(Kallis, 2008). En la Figura 2 se muestra la distribucion de la disponibilidad de
agua en el mundo y por lo tanto las regiones que se han visto mas afectadas

por este fendbmeno ambiental.

Poca 0 ninguna escasez de agua
I Escasez fisica de agua
Inminente escasez fisica de
agua
M Escasez econdomica de agua
No estimado

Fuente: cuarta edicion del
Informe scbre el Desarrolio
del Agua de las Naciones
Unidas, Volumen 1 (2012)

Figura 2. Sequia y disponibilidad de agua en el mundo (WWAP, 2012).

La primera impresion acerca de la climatologia de la sequia puede obtenerse a
partir de la observacion de la distribucion global de la superficie de equilibrio de
humedad. La diferencia entre la precipitacion anual y el potencial de
evaporacion caracteriza un balance entre la humedad que el area recibe en
forma de precipitacién y la cantidad de humedad que se evapora en la misma
area. En las areas con un balance negativo, la vegetacién parece ser mas
vulnerable a la sequia durante el afio, aunque los agricultores frecuentemente

compensan la falta de agua irrigando sus cultivos (Kogan, 1997).
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2.3.3.2. Sequia en México
En México la sequia se debe principalmente a la escasa y erratica distribucion
de la precipitacion que causa pérdidas en la produccion de los cultivos que van

desde 60 a 100 % (Barrios et al., 2011).

En fechas recientes se han agudizado las disputas entre México y los Estados
Unidos de América por la utilizacion del agua de la cuenca del rio Bravo. Una
sequia severa ha durado varios afios en los estados del norte de México donde

existen diversos reportes de la pronunciada escasez de agua en esta region.

En el estado de Tamaulipas durante la ultima década llovié entre 70 y 90 % del
promedio de la década de los sesenta. En general, durante las dos ultimas
décadas ha existido una tendencia a la disminucion de la lluvia, mostrandose

negativo el promedio de las cuatro ultimas décadas.

En los estados de Sonora y Sinaloa, la precipitacién anual se ha incrementado
principalmente como resultado de la precipitacion en invierno. De hecho es en
estos estados donde se han detectado las tendencias positivas mas
pronunciadas. Ademas, el nivel del agua en los rios de la regién también
muestra una tendencia positiva para los ultimos cincuenta afios. Sin embargo,
durante la década de los noventa han sido frecuentes las declaraciones de la
ocurrencia de sequias (Esquivel, 2002). Segun la OCHA los estados de México
mas afectados por la sequia lo conforman Sonora, Chihuahua, Coahuila,

Durango, Nuevo LeoOn, Zacatecas y Guanajuato donde alrededor de 1,500
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comunidades carecen de agua y mas de 2.5 millones de personas han sido

afectadas. La localizacion de estos estados se presenta en la Figura 3.

MEXICO: Sequia

Area Afectada ‘ "

cad

2 Coahuila
Sonora “~  de Zaragoza
Chihuahua ~
Durango — Nuevo Ledn
AELL VLG Zacatecas—

( / TF GuanajuatoJ )
México

100 km @ OCHA

Figura 3. Localizacion de los estados de la Republica Mexicana méas afectados
por la sequia (OCHA, 2011).

2.3.4. Respuestas de las plantas a la sequia

A lo largo de la evolucién, las plantas han desarrollado diferentes respuestas y
adaptaciones que les permiten sobrevivir en condiciones de constante déficit
hidrico. Muchas de estas adaptaciones estan relacionadas con una mayor
capacidad para tomar agua o con un uso mas eficiente de este recurso
(Moreno, 2009). Entender el concepto y los componentes de la resistencia y
adaptacion a la sequia es un factor clave para el mejoramiento de cultivos
tolerantes al estrés. Los mecanismos de resistencia al estrés han sido

extensamente revisados y resumidos a partir de la fisiologia del cultivo,
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mejoramiento vegetal y perspectivas moleculares para diferentes cultivos

(Shabala, 2012).

2.3.5. Mecanismos de tolerancia a la sequia
Los mecanismos de adaptacion a sequia se han clasificado de distintas formas,
segun Martinez-Trinidad et al. (2002) los mecanismos principalmente se pueden

dividir en dos: los de posposicion y los de tolerancia.

Los mecanismos de posposicion mantienen un potencial hidrico alto dentro de
la planta, ya sea incrementando la tasa de absorcion de agua para satisfacer la
demanda por transpiracion (plantas derrochadoras) o reduciendo el consumo de
la misma (plantas ahorradoras). En cambio los mecanismos de tolerancia
inducen a la supervivencia con bajos potenciales hidricos, ya sea mediante un
ajuste osmaotico u otros procesos bioguimicos para tolerar la deshidratacién. En
el caso de los mecanismos de posposicion, aumentar la tasa de absorcion de
agua puede ser favorable para mantener altas tasas de crecimiento; sin
embargo, esta estrategia conduce a un agotamiento mas rapido de la humedad
del suelo. Por otro lado, reducir el consumo de agua mediante un cierre
estomatal, puede tener un efecto negativo en la tasa de crecimiento. Otros
autores como Aroca (2012) y Lichtfouse et al. (2009) clasifican a los

mecanismos como de escape y evasion a la sequia.

El escape a la sequia es la habilidad de la planta para completar su ciclo de

vida antes del comienzo de la sequia y someterse a dormancia antes del
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comienzo de la temporada seca (Aroca, 2012). La etapa de floracion es una
caracteristica importante relacionada con la adaptacion, donde un ciclo corto de
vida puede llevar al escape a la sequia. En cuanto a la duracion del cultivo, esta
es interactivamente determinada por el genotipo y el ambiente y determina la
habilidad del cultivo para escapar del estrés climatico. El escape a la sequia
ocurre cuando el desarrollo fenoldgico es exitosamente igualado a los periodos

de disponibilidad de humedad en el suelo.

La evasion a la sequia consiste en mecanismos que reducen la pérdida de agua
de las plantas, debido al control estomatal y a mantener la toma de agua a
través de un sistema de raices extenso y prolifico. Las caracteristicas de las
raices como biomasa, longitud, densidad y profundidad son las principales
caracteristicas de la evasion a la sequia, en el caso de las hojas la serosidad
ayuda a mantener un alto potencial hidrico en el tejido y por lo tanto es una
caracteristica deseable en la tolerancia al estrés (Lichtfouse et al., 2009).

Por lo tanto para llevar acabo estos mecanismos, las plantas se someten a
ciertos cambios morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos para minimizar las
perdidas inducidas por el estrés (Aroca, 2012) por medio de rutas de

sefalizacion al estrés.

2.3.5.1. Rutas de sefalizacion al estrés
La célula esta separada del ambiente exterior por una barrera fisica
denominada membrana plasmatica. Esta membrana es permeable a solo

moléculas lipidicas pequefias como los esteroides, los cuales pueden difundir a
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través de la membrana hacia el citoplasma, ademas esta barrera es
impermeable a material soluble en agua como iones, proteinas y otras
macromoléculas. Las respuestas celulares son iniciadas primeramente por la
interaccion de material extracelular con una proteina de la membrana
plasmatica. Esta molécula extracelular es llamada ligando (o0 un elicitor) y la
proteina de membrana plasmatica, la cual se une e interactia con la molécula
es llamada receptor. Varias sefiales de estrés tanto abidticas como bioticas

sirven como elicitores a la célula vegetal.

El estrés es primeramente percibido por un receptor presente en la membrana
de las células vegetales, la sefal se transduce ‘rio abajo’ y esto se traduce en
la generacion de segundos mensajeros incluyendo calcio, especies reactivas de
oxigeno (ROS) y fosfatidil inositol. Estos segundos mensajeros, como los
fosfoinositidos, modulan los niveles intracelulares de calcio. Las perturbaciones
en los niveles de Ca?' son detectadas por proteinas de unién a calcio,
conocidas como sensores de Ca?*. Estos sensores aparentemente no tienen
actividad enzimatica y cambian su conformacion en una forma dependiente de
calcio. Dichas proteinas interacttan con sus respectivas parejas
frecuentemente iniciando una cascada de fosforilacion y transcripcion de genes
de respuesta al estrés. Los productos de estos genes promueven la adaptacion
de la planta y ayudan a ésta a sobrevivir y sobrepasar las condiciones
desfavorables. Los productos de los genes inducidos por el estrés a su vez
pueden participar en la sintesis de hormonas como el ABA, acido salicilico y el

etileno. Estas moléculas pueden amplificar la sefial inicial e iniciar una segunda
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ronda de sefializacion que puede seguir la misma ruta o usar diferentes

compuestos en la ruta de sefializacion.

Los genes de respuesta a estrés pueden ser ampliamente categorizados como
genes de induccion temprana y tardia. Los genes de induccion temprana son
inducidos en minutos a partir de la percepcion de la sefial de estrés y
frecuentemente expresados transitoriamente. Varios factores de transcripcion
son incluidos en la lista de genes tempranos ya que estos genes no requieren
sintesis de nuevas proteinas, en contraste con los otros genes que son
activados mas lentamente después de horas de la percepcion del estrés ya que
codifican y modulan proteinas necesarias para la sintesis por ejemplo de las
proteinas LEA, antioxidantes, proteinas estabilizadoras de membrana y sintesis

de osmolitos y otras (Mahajan y Tuteja, 2005).

2.3.6. Efecto del estrés en plantas
Los efectos de la sequia varian desde el nivel morfolégico al molecular y son
evidentes en todas las etapas fenologicas del crecimiento de la planta (Farooq

et al., 2009). Varios de estos efectos se describen a continuacion.

2.3.6.1. Crecimiento vegetal

El crecimiento se logra a través de la division celular, alargamiento celular y
diferenciacion e involucra la interaccion de eventos genéticos, fisiologicos,
ecologicos y morfologicos. La calidad y cantidad del crecimiento de la planta

depende de estos eventos y se ve afectado por el déficit de agua.
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El crecimiento celular es uno de los procesos fisiologicos mas sensibles a la
sequia debido a la reduccion de la turgencia celular, donde bajo una severa
deficiencia de agua, la elongacion celular de las plantas superiores puede ser

inhibida por la interrupcién del flujo de agua del xilema (Farooq et al., 2009).

2.3.6.2. Estrés durante la germinacién

El principal efecto de la sequia es un dafio en la germinacion y un pobre
establecimiento. La sequia reduce la germinacién y el mantenimiento de la
plantula. En estudios con alfalfa el potencial de germinacion, la longitud del
épicotilo y el peso fresco y seco de la raiz y la parte aérea se reducen por un
déficit de agua utilizando polietilenglicol, mientras que la longitud de la raiz se

incremento (Farooq et al., 2009).

2.3.6.3. Raiz

Las raices son las primeras en percibir una condiciéon de déficit de agua siendo
uno de los tejidos de plantas mas importantes para estudiar el efecto de
aclimatacién a la sequia (Selote y Khanna-Chopra, 2010), ademas de que este
organo percibe cambios en la compactacion del suelo, el contenido de oxigeno
y cambios en la composicion nutricional del suelo (Schachtman y Goodger,

2008).

Una caracteristica importante de las respuestas del sistema radicular a la
sequia es la habilidad que tienen algunas raices para continuar elongandose

aun a potenciales hidricos que son lo suficientemente bajos para inhibir el
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crecimiento aéreo. Algunas especies agronémicas mantienen las tasa de
elongacion de la raiz principal a potenciales hidricos menores a -1.5 MPa,
donde el crecimiento aéreo es completamente inhibido a potenciales hidricos

mayores (Sharp et al., 2004).

Algunas caracteristicas como una mayor profundidad de raices, proliferacion y
densidad son consideradas de gran importancia para la evasion a la sequia, por
lo tanto, los genotipos con un mayor crecimiento radicular en ambientes
estresados son preferibles. La sequia inhibe el crecimiento en general, incluso
en genotipos tolerantes, pero el efecto es mas prominente en genotipos
susceptibles debido a una disminucion global en sintetizados de polisacaridos

de pared celular como pectinas, hemicelulosas y celulosa (Aroca, 2012).

2.3.6.4. Altura

La altura de planta es una caracteristica controlada poligénicamente,
relacionada con la arquitectura de la planta y el potencial de rendimiento y
modificada por el ambiente. Un suministro limitado de agua frecuentemente
inhibe el desarrollo de la planta y consecuentemente afecta el rendimiento (Wu
et al., 2010) ya que la planta necesita alcanzar suficiente tamafio para tener una
adecuada fotosintesis (Sari-Gorla et al., 1999). La interaccion con el ambiente
también es un factor determinante para la estabilidad de la produccion del

cultivo, sobre todo en ambientes desfavorables (Wu et al., 2010).
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2.3.6.5. Area foliar
La reduccion de la biomasa es un fendmeno comun bajo sequia. La sequia
reduce el peso seco de las yemas y la raiz y sus efectos son mas severos en

las yemas.

Un tamafio reducido de hoja estd bien correlacionado con la sequia. Una
reduccion en la perdida de agua por transpiracion es otra adaptacion importante
de evasion por sequia. Un incremento en la resistencia estomatal y cuticular,
estomas mas pequefios, una menor area foliar, y una orientacion vertical foliar
estan entre las caracteristicas mayores que permiten minimizar la transpiracion

con el fin de evitar la pérdida de agua bajo condiciones de estrés (Aroca, 2012).

2.3.6.6. Fotosintesis

Las respuestas fotosintéticas a la sequia son altamente complejas. Estas
involucran una interaccion de las limitaciones que toman lugar en diferentes
sitios de las células de las hojas y a diferentes escalas de tiempo en relacion al
desarrollo vegetal. La intensidad, duracion y tasa de la progresion del estrés

influenciaran las respuestas a la escasez del agua.

Las respuestas de aclimatacion bajo estrés, las cuales indirectamente afectan la
fotosintesis, incluyen aquellas relacionadas a la inhibicion del crecimiento o
caida de hojas que, restringiendo el gasto de agua de los tejidos ayudan a
mantener el estado hidrico de la planta y por lo tanto la asimilacion de carbono.

Los efectos de la sequia en la fotosintesis van desde la restriccion de la difusion
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de CO: al cloroplasto, a través de las limitaciones a la apertura estomatal
mediado por las hormonas generadas en los brotes y raices y en el transporte
de COz2 al mesdfilo alterando la fotoquimica y el metabolismo del carbono. Estos
efectos variaran de acuerdo a la intensidad y duracién del estrés asi como a la
edad de la hoja, ya que las hojas mas viejas son las mas afectadas por la

sequia y acumulan altas cantidades de sal (Chaves et al, 2009).

2.3.6.7. Azlcares

Los carbohidratos tienen diferentes funciones en las plantas (desde
almacenamiento de energia hasta sefializacidon), estas usan varias estrategias
para adaptarse a distintos tipos de estrés ambiental. A pesar del conocimiento
gue se tiene de los mecanismos de transduccion de sefiales de los azucares y
la regulacion de la expresion de genes por éstos, la misma esta incompleta.
Parece que los azucares favorecen la expresion de genes en conexién con la
biosintesis y almacenamiento de reservas y reprimen a aquellos genes

asociados con la fotosintesis y la movilizacién de reservas.

En varias especies de plantas, los polioles (formas reducidas de azucares
aldosas y cetosas) y ciclitoles se acumulan en las hojas y responden al estrés
hidrico. EI manitol y el sorbitol son los polioles méas frecuentes encontrados en
plantas. La acumulacion de estos dos polioles bajo condiciones de sequia
puede considerarse por arriba del 80 % del total de los solutos involucrados en
los procesos de ajuste osmatico en algunas especies. El manitol funciona como

un osmoprotector y protege a las enzimas reguladoras en contra de la
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inactivacion por radicales hidroxilo los cuales son abundantes durante los

procesos de estrés oxidativo asociados al estrés hidrico (Chaves, 2003).

2.3.6.8. Cierre estomatico

El estoma, es la célula especializada en llevar acabo el intercambio gaseoso y
pérdida de agua a través de la transpiracion. La tasa de transpiracion es
influenciada por la resistencia a la difusién ejercida por los poros estomatales y
por el gradiente de humedad entre los espacios internos de aire de la hoja y el

aire del ambiente. El estoma se cierra cuando el potencial hidrico foliar decrece.

La hormona vegetal ABA esta involucrada en el cierre estomatal y se sintetiza
para activar el cierre estomatal incluso antes de que ocurra un declive
significativo de agua. Cuando la humedad relativa de agua baja alrededor del
70 %, la fotosintesis en la mayoria de las especies se reduce y por lo tanto la
resistencia del aparato fotosintético a desecacién constituye un potencial
activador del cierre estomatal. Las plantas muestran adaptacién a la sequia por
el cierre estomatal. Se ha argumentado que la conductancia estomatal no es
una caracteristica deseable ya que afecta la productividad bajo condiciones de

no estrés (Shabala, 2012).

2.3.6.9. Ajuste osmatico
El ajuste osmotico (AO) se ha mostrado en un numero de especies diferentes
como la cebada, canola y maiz y puede contribuir a los mecanismos de ajuste

estomatal y fotosintético en estos cultivos (Bowne et al., 2012).
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El ajuste osmoético es la llave de la adaptacion de las plantas a nivel celular
minimizando los efectos del dafio inducido por la sequia en los cultivos de
plantas y ayuda a la planta bajo sequia de dos maneras: permite mantener la
turgencia celular y mejorar la conductancia estomatal para una toma eficiente
de CO2 y promueve la habilidad de las raices para tomar mas agua (Aroca,
2012), ademas promueve la sintesis de varios compuestos, incluyendo a la
prolina, los polioles (manitol e inositol) y compuestos de amonio cuaternario
como la glicina betaina. Estos compuestos rodean a las proteinas y las
protegen para prevenir su degradacion bajo condiciones de estrés osmaotico

(Bowne et al., 2012).

2.3.7. Mejoramiento vegetal

El mejoramiento vegetal se basa en la identificacion y utilizacion de la variacion
genética. Los mejoradores toman decisiones en varios puntos del proceso de
mejoramiento. El primero consiste en elegir al genotipo parental mas apropiado
para el uso en una o varias cruzas iniciales y después en decidir la estrategia
de seleccién a utilizar para la identificacién de los individuos mas deseables
entre la progenie resultante de la cruza. Los ensayos de campo pueden ser
caros asi como la evaluacién de algunas caracteristicas, como estabilidad de la
calidad y el rendimiento, es por eso que los marcadores moleculares han
probado ser una herramienta poderosa para remplazar a los bioensayos y se
han encontrado varios ejemplos que muestran la eficacia de dichos marcadores

(L6rz y Wenzel, 2008).
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2.4. Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son secuencias de ADN que permiten diferenciar
entre un genotipo y otro a nivel del ADN. Pueden ser genes o segmentos de
ADN sin ninguna funcion o codificacion conocida, pero su herencia puede
seguirse facilmente mediante el empleo de procedimientos de laboratorio bien

establecidos (Miles et al., 1998).

La tecnologia de los marcadores genéticos ha evolucionado rapidamente donde
los métodos basados en el fenotipo o isoenzimas han sido remplazados por los
métodos basados en el ADN. Los marcadores moleculares son de gran uso
para la identificacién de plantas y para determinar la relacion entre ellas ya que
esta puede ser muy importante en el mejoramiento vegetal, la produccion de
planta y procesamiento asi como en derechos de propiedad. La determinacion
de relaciones genéticas es requerida en analisis de genética evolutiva y de
conservacion y en la seleccion de germoplasma para el mejoramiento vegetal

(Henry, 2012).

Los organismos individuales difieren en las secuencias de ADN que
comprenden sus genomas. Esta variacion genética puede considerarse a nivel
génico o genotipico. El destino de una variante genética determinada en el
tiempo y en el espacio se vera influenciada por la biologia y las circunstancias
por las que pasan los individuos, como el éxito reproductivo, la migracion,
tamafio de poblacion, seleccion natural y los acontecimientos historicos

(Sunnucks, 2000).
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2.4.1. Tipos de marcadores moleculares
Los marcadores moleculares han demostrado ser una herramienta valiosa en el
mejoramiento vegetal, especialmente en estudios de diversidad genética y

mapeo de genes.

Los sistemas de marcadores mas comunes basados en la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa son los Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar (RAPDSs),
Polimorfismos de Longitud en Fragmentos Amplificados (AFLPs) y mas
recientemente las Secuencias Simples Repetidas (SSRs) o microsatélites. La
mayor limitacién de estos métodos son la baja reproducibilidad de los RAPDs,
el alto costo de los AFLPs y la necesidad de conocer las secuencias
flanqueantes para desarrollar iniciadores especificos en especies por

polimorfismos de SSR.

2.4.1.1. ISSR

La técnica de PCR-ISSR supera la mayoria de estas limitaciones y esta siendo
utilizada réapidamente por la comunidad cientifica en varios campos del
mejoramiento vegetal. Esta técnica es de gran ayuda en muchas areas de la
diversidad genética, estudios filogenéticos, mapeo de genes y biologia evolutiva
en un amplio rango de especies. En este método los SSRs son usados como
‘primers’, lo que involucra la amplificacion de segmentos de ADN presentes
entre dos regiones repetidas de microsatélites orientados en direcciones

opuestas.
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La técnica usa microsatélites con una longitud de 16-25 pb. Las repeticiones de
‘primers’ de microsatélites utilizados pueden ser di-nucledtidos, tri-nucleétidos,
tetra-nucleotidos o penta-nucleétidos. La técnica combina la mayoria de los
beneficios de los AFLP y microsatélites con la universalidad de los RAPD. Los
ISSRs tienen una alta reproducibilidad debido posiblemente al uso de
iniciadores de mayor tamafio en comparacion con los cebadores usados para
RAPDs (10 pb) lo cual permite el uso subsecuente de una temperatura de

alineacion mas alta (54-60 °C) (Pradeep et al., 2002).

2.4.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
La amplificacién del ADN via Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) se ha
convertido en una herramienta importante en la Biologia Molecular (Agarwal y

Perl, 1993).

El analisis PCR es un procedimiento in vitro para la sintesis y duplicacion de
secuencias especificas de ADN. Esta tecnologia utiliza secuencias de
oligonucledtidos que inician la sintesis de fragmentos de ADN de longitudes
variables, no mayores de 6 Kb en promedio. Segun la técnica se usa uno o dos
oligonucléotidos sintéticos (iniciadores), generalmente de entre 10 a 30 pares
de bases de longitud y complementarios a la secuencia nucleotidica de los
extremos del ADN blanco y disefiados para hibridar en direccién contraria. El
meétodo implica la ejecucion de una serie repetitiva de ciclos (conocidos como
ciclos térmicos), cada uno de los cuales involucra la desnaturalizacion del ADN,

la union de un iniciador a la cadena desnaturalizada y la sintesis, a partir del
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iniciador, de una doble cadena mediante la accion de la ADN polimerasa. Lo
anterior resulta en una acumulacion exponencial de un fragmento especifico del

ADN (Azofeifa, 2006).

2.4.3. Mejoramiento molecular paratolerancia al estrés

Los enfoques de mejoramiento molecular a través de la identificacion de loci de
rasgos cuantitativos y seleccion asistida con marcadores ofrecen una
oportunidad para el mejoramiento significativo de la tolerancia a la sequia en
cultivos. La utilizacion de marcadores moleculares ha sido de gran ayuda para
tener un mejor conocimiento de las bases genéticas de la tolerancia al estrés y
para la seleccidbn mas eficientemente de esta caracteristica. Para caracteristicas
como longitud de raiz y ajuste osmdético, el marcaje molecular con marcadores
especificos facilitara la eficiente identificacion de genes que las controlan. El
otro tipo de mejoramiento involucra la contribucién de los agricultores para

seleccionar plantas que presentan tolerancia al estrés (Shabala, 2012).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se utilizaron seis genotipos de trigo duro (Triticum durum L.) de los cuales cinco
fueron proporcionados por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) de Ciudad Obrego6n, Sonora y un genotipo
tolerante a sequia por el CIMMYT en El Batan, Estado de México. Los

genotipos se muestran en la Figura 4 y su pedigri en el Cuadro 2.

CIRNO C2008 PATRONATO ORO C2008 CEVY ORO C2008

MOVAS C2009 HUATABAMPO ORO C2009 CIMMYT
(D11B_PCDW_10227)

Figura 4. Genotipos de trigo duro (Triticum durum L.) utilizados en la presente
investigacion.
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Cuadro 2. Pedigri de los seis genotipos de trigo duro (Triticum durum L.)

estudiados.

Genotipo

Pedigri

Cirno

Huatabampo Oro

Movas

Patronato Oro

CIMMYT(D11B_PCD

W 10227)

Cevy Oro

SOOTY_9/RASCON_37//[CAMAYO, CGS02Y00004S-2F1-6Y-
0B-1Y-0B

GUAYACAN
INIA/POMA_2//SNITAN/4/D86135/ACO89//PORRON_4/3/SNI

TAN

CMH83.2578/4/D88059//WARD/YAV79/3/ACO89/5/2*SOOTY_
9/RASCON_37/6/1A.1D5+106/3*MOJO/3/AJAIA_12/F3LOCAL
(SEL.ETHIO.135.85)//PLATA 13
SULA/AAZ_5//CHEN/ALTARS4/3/AJAIA_12/F3LOCAL(SEL.ET
HIO.135.85)/PLATA_13/4/ARMENT//SRN_3/NIGRIS_4/3/CAN
ELO 9.1
STOT//ALTARS4/ALD/3/PATKA_7/YAZI_1/SOMAT_3/PHAX_1
/ITILO_1/5/SOOTY_9/RASCON_37//WODUCK/CHAM_3
SCRIP_1//IDIPPER_2/BUSHEN_3/4/ARMENT//SRN_3/NIGRIS

_4/3/CANELO_9.1
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3.2. Andlisis morfologico

3.2.1. Estrés durante la etapa de germinacion

Para obtener una prueba rapida para la identificacion de genotipos tolerantes o
susceptibles de trigo en la etapa de germinacion, se realiz6 un ensayo de
imbibicion de semillas a diferentes presiones osmoticas y se midié el nimero de
raices, la longitud del coleoptilo y de raiz, y se evalud la eficiencia en el uso del

agua de cada variedad.

3.2.1.1. Desinfeccion de semillas
Las semillas de cada genotipo fueron desinfectadas previamente en una
solucion de cloro al 10 % por 5 minutos y posteriormente se lavaron dos veces

con agua destilada estéril.

Para el analisis de imbibicion se colocaron 10 semillas de cada genotipo en
cajas Petri con tres repeticiones. Cada caja contuvo un filtro previamente
humedecido con 8 mL de agua o con concentraciones diferentes de PEG-6000
para proporcionar potenciales osmoticos de 0 (control), -0.3 MPa, -0.6 MPa y -
0.9 MPa. Los potenciales osméticos de las soluciones se calcularon de acuerdo
a la ecuacion descrita por Michel y Kaufmann (1973). Se tomaron datos de

cantidad de agua embebida y uso eficiente del agua.
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3.2.1.2. Toma de datos

Se pesaron las semillas al principio del experimento y cada 8 h por 72 h en una
balanza digital OHAUS, permanecieron en las cajas durante 8 dias donde
posteriormente se tomo el peso fresco y se secaron en un horno a 70 °C por 72
h para registrar el peso seco. Finalmente, se calcul6 la eficiencia en el uso del

agua con la siguiente ecuacion:

WUE= Peso hiimedo — Peso inicial de semillas

Peso seco

Para realizar un andlisis mas a fondo sobre el comportamiento de los genotipos
sometidos a las ya mencionadas presiones osmoéticas se siguido el mismo
proceso de desinfeccion anteriormente mencionado y se colocaron 15 semillas
de cada genotipo por caja Petri con tres repeticiones conteniendo un filtro
previamente humedecido con 8 mL de solucion a las presiones osmoticas
establecidas. En este ensayo se evalud el porcentaje de germinacioén, el indice
de velocidad de germinacion, el nimero de raices y la longitud de coleoptilo y

raiz.

3.2.1.2.1. Porcentaje de germinacion

Se consider6 como semilla germinada a aquella que presento
aproximadamente 2 mm de longitud de raiz. El nimero de semillas germinadas
se conto diariamente y se estimoO el porcentaje y el indice de velocidad de

germinacion (Moayedi et al., 2009).
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3.2.1.2.2. Indice de velocidad de germinacion

El indice de velocidad de germinacion se calcul6 usando la ecuacion de
Maguire:

M (GR) = ni/t1 + n2/t2 +... + nglts; donde ni, n2,..., ng representan el nimero de

semillas germinadas y el tiempo ti, t2,... ts en dias (Sayar et al., 2010).

3.2.1.2.3. Numero de raices, longitud de coleoptilo y raiz
Al final de los 8 dias de germinado se selecciond 5 plantulas de cada repeticion
y se midié el nimero de raices, la longitud de coleoptilo y de la raiz principal,

asi como de la plantula completa (Moayedi et al., 2009).

3.2.2. Estrés en etapa reproductiva
Se evaluaron los seis genotipos de trigo bajo condiciones de invernadero a
diferentes condiciones de estrés considerando descriptores relacionados con la

etapa reproductiva para determinar su respuesta al estrés hidrico.

3.2.2.1. Preparacion del sustrato

Las plantulas de trigo se cultivaron en macetas con capacidad de 4 L que se
llenaron con una mezcla de suelo de 4 ‘peat moss’: 1 agrolita (v/v). Estas fueron
humedecidas hasta alcanzar la capacidad de campo, registrando un peso inicial

de 4.280 kg para todas las macetas.
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3.2.2.2. Fertilizacion

Cada maceta se fertilizd con la dosis 250-50-250, donde al momento de la
siembra se aplicé el 50 % de nitrégeno y potasio y el 100 % de fésforo y a los
30 dias después de la siembra (dds) se aplicé el 50 % restante de nitrogeno y

potasio.

3.2.2.3. Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con seis repeticiones y tres
diferentes tratamientos: T1: Condiciones de capacidad de campo (Control), T2:
35 % CC, T3: 25 % CC. Para estimar estos valores se utilizé una balanza y se
llevo al peso establecido en cada tratamiento con agua corriente. Cada unidad

experimental consté de una maceta con dos plantas.

3.2.2.4. Evaluacién de los descriptores
Se evalud los descriptores siguientes de acuerdo al International Board for Plant
Genetic Resources (IBPGR, 1985) utilizando 5 plantas de cada genotipo por

tratamiento:

= Altura de la planta. Se registr6 cada dos semanas de cada planta en cm.
Esta se midio de la superficie del sustrato hasta la inicio de la espiga.

» Peso de la espiga. Se peso todas las espigas por planta.

» Longitud de la espiga. Se medio con una regla el largo de la espiga

principal de cada planta.
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= Ancho de la espiga. Con la ayuda de un vernier se midié el ancho de la
espiga principal de cada planta.

= NuUmero de granos. Se conto el numero de granos por planta al final de la
cosecha.

» Peso de granos. Se peso los granos por planta y se registro los valores

en g.

3.3. Andlisis Bioquimico

3.3.1. Clorofila

Se cuantifico el contenido de clorofila a los 90 dds utilizando el método de
extraccion por acetona en el cual se tomo 0.5 g de hoja fresca y se agregé 5 mL
de acetona al 80 %, se macerd y se tomo el extracto para ser centrifugado a
2000 rpm por 10 min, se tomo el sobrenadante y se ajustd el volumen a 6 mL
con acetona al 80 %. Se tom6 100 puL de muestra y se diluyé hasta 1 mL con
acetona al 80 % y se cuantificé en un espectrofotometro de UV a longitudes de
onda de 645 y 663 nm para obtener el contenido de clorofila a, clorofila b y

clorofila total con base a las ecuaciones siguientes:

Clorofila A= 12.7*Absesanm — 2.69*AbSe45nm
Clorofila B= 22.9*Absesasnm — 4.68*AbSes3nm
Clorofila total= Clorofila A + Clorofila B

(Fernandez y Johnston, 1986).
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3.3.2. Azlcares

El total de azucares solubles (mg/g de peso fresco) se tomé a los 90 dds y fue
determinado en base al método descrito por Dubois (1951) con algunas
modificaciones. Se tomo 0.1 g de hojas frescas, se les afiadié 5 mL de etanol al
80 % y se calent6 por 1 h a 80 °C. Se tom¢ 250 L del extracto y se mezclé con
250 pL de fenol al 18 % y 250 yuL de agua destilada, se mezclo y se dejo
reposar a temperatura ambiente por 1 h. Luego se afadio 1.25 mL de acido
sulfirico y se mezclo. La absorbancia se ley6 a 490 nm en un

espectrofotometro Genesys10 UV/vis utilizandose como blanco etanol al 80 %.

3.3.3. Contenido Relativo de Agua (CRA)

El contenido relativo de agua (CRA) se evalu6 a los dias 56 y 76 dds
registrandose el peso fresco de segmentos de hojas completamente
expandidas dentro de dos horas después de la escision, usando una balanza
analitica. El peso turgido se obtuvo después de colocar los segmentos de hojas
en tubos de cultivo con agua destilada de 16 a 18 h. El peso seco se obtuvo
luego de secar los segmentos de hoja por 72 h a 70 °C. El contenido relativo de

agua se calculé usando la ecuacion siguiente:

CRA (%)= [(Peso fresco - Peso seco) / (Peso turgido — Peso seco)] x 100
(Siddique et al., 2000).

3.3.4. Cierre estomatal

Para observar el comportamiento estomatal de cada genotipo, se aplico barniz

de ufas transparente a lo largo de una de las hojas jovenes, se espero a que
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secara y con la ayuda de una aguja se desprendio uniformemente el barniz de
la hoja. Las muestras se visualizaron en un microscopio compuesto marca

Leica utilizando el objetivo de 40X.

3.4. Andlisis de datos

Durante el anadlisis estadistico realizado para los datos morfolégicos y
bioquimicos anteriormente mencionados se aplicé un analisis de varianza (a <
0.05) y una prueba de comparaciéon de medias (Tukey a < 0.05 y Duncan a <
0.05). Este analisis se realizé utilizando el paquete computacional Statgraphics

Centurion XVI.

3.5. Dendrograma de datos morfolégicos y bioquimicos

Con los datos obtenidos en los andlisis morfolégicos y bioquimicos se procedio
a realizar una matriz. Fue necesario una estandarizacion previa de los datos
con el paquete computacional NTSYs v.2.1 (Numerical Taxonomic Analysis
System) con el fin de realizar un analisis de correlacion entre las variables, asi
como un analisis de componentes principales y obtener un dendrograma con
datos morfologicos y bioquimicos el cual posteriormente fue comparado con el
dendrograma molecular mediante pruebas de Mantel y asi conocer la

correlacion entre estos dos analisis.
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3.6. Analisis molecular

3.6.1. Extraccion y purificacion de ADN gendmico

Para la obtencion de ADN gendmico se pesoé 0.3 g de tejido joven y fresco de
hoja de cada una de los 6 genotipos, y se maceraron en nitrogeno liquido hasta
obtener un polvo fino, mismo que se transfirid6 a microtubos de 1.5 mL. Para la
extraccion del ADN se utilizé el método descrito por Dellaporta (1983). Se
agrego 600 pL de la solucion extractora (Tris-HCI 100 mM, EDTA-Naz 50 mM,
NaCl 500 mM, 2-Mercaptoetanol 10 mM, SDS 0.1 % pH 8.0) a cada microtubo y
se incub6 a 65 °C por 10 min con inversion ocasional de los tubos. Se adicioné
200 pL de acetato de potasio a una concentracion 5 M, se agitaron los tubos
por inversion y se dejaron por 30 min a una temperatura de 4 °C. Se centrifugo
a temperatura ambiente por 10 min a una velocidad de 12,000 rpm, se transfirio
el sobrenadante a otro microtubo de 1.5 mL conteniendo 700 pL de isopropanol
frio, se mezclo6 por inversion y se incub6 por 30 min a una temperatura de -20

°C.

Se centrifugd a temperatura ambiente durante 5 min a una velocidad de 12,000
rpm, eliminando el sobrenadante y se disolvio el precipitado en 200 pL de
solucion para diluir, una vez disuelto el precipitado se afiadi6 a cada tubo 2 L
de ARNasa Ay se dej6 incubar por 1 h a una temperatura de 37 °C.

Posteriormente se adicion6 20 pL de acetato de sodio 3 M y 200 pL de
isopropanol, se mezclé por inversion y se dejo incubando 2 h a una temperatura

de -20 °C.
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Finalmente, se centrifugd a temperatura ambiente por 5 min a una velocidad de
12,000 rpm, se elimin6 el sobrenadante y se lavé el precipitado dos veces con
300 pL de etanol al 70 %, se dej6 secar la pastilla y se disolvio en 100 pL de

TE. Las muestras se almacenaron a 4 °C para futuros analisis.

3.6.2. Cuantificacion y calidad de ADN gendmico

Para conocer la concentracion de ADN (ug.uLt) de cada muestra se realizé una
dilucion 1 en 100 agregando 10 pL de muestra de ADN + 990 pL de H20 bi
destilada estéril y por medio de un Espectrofotometro Genesys10 UV/Vis a una
longitud de onda de 260 nm se obtuvo su absorbancia y su concentracion por

medio de la férmula siguiente:

Concentracion ADN (ug.pL1)= Abs260nm*50*100

1000

La calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa al
0.8 % (p/v). Se mezcl6 3 uL de ADN y una gota de amortiguador de carga (0.1
% azul de bromofenol, 0.1 % de xylen cianol, 30% de Ficol y 1 % de SDS) y se

cargo6 a los pozos del gel.

Como amortiguador de corrida se utilizo TAE 10X (40 mM Tris-acetato, pH 7.6,
1 mM Na2-EDTA), diluido a una proporcion de 0.5X. La electroforesis se realizo
a 100 V hasta que las muestras recorrieron tres cuartas partes del gel para

luego ser tefiido con bromuro de etidio (0.5 mg.mL?) por 15 min.
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Posteriormente el gel se visualizO en un transiluminador de luz ultravioleta

KODAK EDAS-290.

3.6.3. Amplificacién por PCR

La reaccion de PCR se llevé acabo en 25 pL de reaccién compuesta de: 2.2 uL
de H20 PCR, 10 pL de dNTPs (500 puM), 2.5 pL de amortiguador 10X, 2.0 pL de
MgCl2 (25 mM), 3.0 uL de iniciador (10 pMol), 0.3 pL de Tag ADN polimerasa

(5U.uL 1) y 5.0 pL de ADN (10 ng.pL™d).

Con el fin de detectar polimorfismos entre los genotipos de trigo se procedié a
realizar la técnica ISSR-PCR, donde se probaron 50 iniciadores de los cuales
se obtuvo productos de PCR con 20 de ellos. En el Cuadro 3 se muestran estos

iniciadores y su secuencia.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador marca Techne TC-512
bajo las condiciones siguientes: un ciclo de desnaturalizacién a 94 °C por 3 min,
luego 30 ciclos con un paso de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineacién
a 50 °C por 1 min y la amplificacion a 72 °C por 2 min, y un ciclo de extensién

final a 72 °C por 10 min.
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Cuadro 3. Secuencias de iniciadores

investigacion.

ISSR utilizados en

Iniciador Secuencia 5’-3’
A3 CTCCTCCTCCTCCTCCTC
A4 CAC ACA CAC ACA CAC AAG
A5 CAC ACA CAC ACA CAC AGG
A6 CTCTCT CTCTCT CTCTTG
A7 CAC ACA CAC ACA CAC AAC
A8 AGA GAG AGA GAG AGA GT
RAHO1 ACG GAT CCT G
RAHO4 AAA GCT GCG G
IAHO3 GAG AGA GAG AGA CC
IAHO4 CACCACCACGC
P1 GAG CAA CAA CAA CAA CAA
U810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
U812 GAGAGAGAGAGAGAGAA
U834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
U873 GACAGACAGACAGACA
ISSR4 GAGAGAGAGAGAGAGAC
ISSR5 GAGAGAGAGAGAGAGAT
(AG)8YA AGAGAGAGAGAGAGAGYA
DBD(AC)7 DBDACACACACACACAC
(CA)8RT CACACACACACACACART

la presente
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3.6.3.1. Genotipos

Para detectar polimorfismos entre las variedades se realizaron mezclas de cada
uno de los genotipos adicionando 5 pL de cada individuo en un microtubo de
200 L, se cuantificd y se llevd cada mezcla a una concentracion de 10 ng.pL™
para la realizar la técnica de PCR utilizando los 20 iniciadores descritos

anteriormente.

3.6.3.2. Individuos
Con el fin de determinar pureza varietal se realizaron pruebas de deteccion de
polimorfismos en 10 individuos de cada genotipo, utilizando 5 iniciadores del

tipo ISSR.

3.6.4. Electroforésis

La electroforesis para la separacion de productos de PCR se llevo a cabo en
geles de agarosa al 1.2 % (p/v) utilizando TAE 0.5X como amortiguador, se
realizé en una camara electroforética horizontal a 120 V cargando 12.5 L de
muestra por pozo. Finalmente, el gel se tiid con bromuro de etidio durante 10
minutos. Para la documentacion de las huellas de ADN se utilizd el sistema

Kodak High Performance Ultraviolet Transiluminator EDAS-290.

3.6.5. Anélisis de los datos
Con los patrones de bandas obtenidos se determiné el numero de las mismas o
los polimorfismos detectados para cada genotipo y se realizé una matriz binaria

de presencia o ausencia con cada uno de los iniciadores usando el programa

49



Office Excel. La matriz binaria se analizo con el software NTSYS 2.1 donde se
utilizé un coeficiente de similitud de Jaccard y se hizo un analisis de
conglomerados por el método de medias aritméticas (UPGMA) para obtener un
dendrograma tomando cada genotipo como una unidad taxondmica operacional

(OTU).

3.7. Andlisis de proteinas

3.7.1. Extraccion de proteinas

Para la extraccion de proteinas se elimin6 el embrion a 10 semillas por genotipo
y se disecciono en partes pequefias para colocarlas en un microtubo de 1.5 mL,
la extraccion se llevdé acabo agregando 50 plL/endospermo de solucion de
extraccion (Tris-HCI pH 6.8 125 mM, SDS 8 %, Glicerol 20 %, Azul de
bromofenol 0.002 % y 2-Mercaptoetanol 0.03 %) a cada tubo y se dej6 los tubos
a temperatura ambiente durante toda la noche. Posteriormente se tomé el
extracto, se centrifugé a 6,000 rpm x 5 min y se transfirié el sobrenadante a un

tubo nuevo, esto con el fin de eliminar solutos no deseados.

3.7.2. Electroforesis unidimensional

La electroforesis se realizd en geles de SDS-poliacrilamida al 12 % (p/v) de
acuerdo al método descrito por Laemmli (1970). Antes de colocar las muestras
de proteinas en el gel SDS-PAGE se calentaron las muestras en una placa de
calentamiento a 65 °C por 5 min para desnaturalizar las proteinas. La

electroforesis se llevd a cabo en una camara vertical a 100 V utilizando una
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solucion amortiguadora de corrida (Trizma base 0.025 M, glicina 0.192 My SDS
al 0.1 %) vy se coloco en cada carril 18 uL de muestra. La electroforesis se
detuvo hasta que las muestras recorrieran todo el gel, una vez terminado el
proceso se desprendio el gel de las micas y se sumergiéo en una solucion de
tincion (Azul de Coomassie 0.1 %, Metanol 50 % y Acido acético 10 %) por 1 h,
para después colocarse en una solucion de destefiir (Metanol 5 % y Acido
acético 10 %) hasta eliminar el fondo azul del gel. Una vez que se termind de
destenir el gel se envolvié en papel celofan y se obtuvo una imagen por medio

de un escaner marca Hewlett Packard.

3.7.3. Andlisis de datos de proteinas

Con los patrones obtenidos se determiné el nimero de bandas de cada
genotipo y se elabor6 una matriz binaria de presencia o ausencia en el
programa Office Excel. La matriz binaria se analizé con el software NTSYS 2.1
donde se utiliz6 un coeficiente de similitud de Jaccard y se hizo un analisis

UPGMA para obtener un dendrograma tomando cada genotipo como una OTU.

3.8. Prueba de Mantel

Con el fin de determinar la correlacién existente entre matrices generadas a
partir de patrones de bandeo moleculares y proteicos se realizé una prueba de
Mantel con las matrices binarias de ambos analisis utilizando el software

NTSYS 2.1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Respuestas al estrés hidrico

4.1.1. Respuestas al estrés durante la etapa de germinacion

Tanto la germinacién de semillas como el crecimiento de las plantulas son
caracteristicas importantes para definir la produccién de grano, observandose
qgue el vigor de la semilla y la longitud de las hojas son los mas sensibles al
estrés hidrico seguido de la longitud de la raiz y longitud del coleoptilo. Con el
incremento de los niveles de estrés la tasa de germinacion de semillas y el
porcentaje final de germinacion son considerablemente bajos (Almaghrabi,

2012).

4.1.1.1. Germinacion a bajos potenciales hidricos

Al someter las semillas de los seis genotipos de trigo a bajos potenciales
hidricos (-0.3, -0.6 y -0.9 MPa), en todos ellos se present6 una fuerte inhibicién
en el crecimiento de la raiz, el coleoptilo, el indice de velocidad de germinacion,
el porcentaje de germinacién y en el uso eficiente del agua en comparacién con
el control. En la Figura 5 se muestra la inhibicion de longitud de raiz y coleoptilo
a los tres y ocho dias después de la siembra en los genotipos CIMMYT
(D11B_PCDW 10227) y Patronato Oro. Se observa que a potenciales hidricos

mMas negativos mayor es la inhibicion en el crecimiento.
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Figura 5. Germinacion de genotipos CIMMYT (D11B_PCDW 10227) y
Patronato Oro. A) a los tres dias de siembra. B) a los ocho dias de
siembra.
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4.1.1.2. Cantidad de agua embebida por los genotipos durante la
germinacién a bajos potenciales hidricos
La imbibicion durante las primeras horas es crucial para realizar el proceso de
la germinacion, seguido de la movilizacion de reservas y sintesis de proteinas
(Harb, 2013). Uno de los efectos de la exposicion de las semillas a bajos
potenciales osmoticos ocasiona una reduccion en la imbibicidon y en los ejes del
crecimiento embriogénico los cuales se deshidratan debido al desbalance de
iones y dafios en la membrana, entre otros (Sayar et al., 2010). Levitt (1980)
indica que las pruebas de germinacion no son usualmente buenos indicadores
de diferencias de tolerancia entre genotipos, mientras que Rhoades (1990)
reporta que algunas plantas son relativamente tolerantes durante la

germinacion pero se vuelven mas sensibles en etapas posteriores.

La capacidad que tienen las raices de absorber agua y mantener la turgencia
de las células es una caracteristica importante para la identificacion de la
tolerancia al estrés hidrico. Se encontraron diferencias significativas en esta
caracteristica entre los genotipos solo en el tratamiento de -0.3 MPa (Cuadro 4),
donde el genotipo Cirno fue el que embebié mayor cantidad de agua (0.60 g),

mientras que Cevy Oro embebio la menor (0.40 g).
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Cuadro 4. Cantidad de agua embebida por seis genotipos de trigo a diferentes

presiones osmaoticas.

Agua embebida (g)

Genotipo Control -0.3 MPa -0.6 MPa -0.9 MPa

CIRNO 0.90+0.14a 0.60x0.14a 0.35+0.07a 0.30+x0.01a
HUATABAMPO ORO 0.90+£0.01a 0.50+0.01 ab 0.35+0.07a 0.30+x0.01a
MOVAS 0.80+x0.01a 0.50+0.01 ab 0.35+0.07a 0.30+x0.01a
PATRONATO ORO 0.85+0.21a 0.55+0.07ab 0.40+0.0la 0.30+0.01a
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 0.75+0.07 a 0.45+0.07 ab 0.30+0.01a 0.25+0.07 a
CEVY ORO 0.75+0.07 a 0.40+0.01b 0.30+0.01a 0.30+0.01a

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

4.1.1.3. Eficiencia en el uso del agua por los genotipos de trigo

Bajos condiciones de estrés las plantas estan disefiadas fisiologicamente para

reducir su uso de agua. Dado que la produccion de la planta esta en funcion del

consumo del agua el problema para el productor es como reducir el uso del

agua bajo condiciones de estrés sin minimizar la produccion (Blum 2005), es

por eso que es importante evaluar esta caracteristica que relaciona la cantidad

de materia seca formada por cantidad de agua utilizada.

Para observar el comportamiento de los genotipos sometidos a diferentes

niveles de estrés hidrico en el Cuadro 5 se muestra que el uso eficiente del

agua se vio afectado con los diferentes tratamientos de estrés comparados con

el tratamiento control, se redujo la cantidad de materia seca producida por los
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genotipos en relacion a la cantidad de agua utilizada. Bajo el tratamiento de
mayor estrés (-0.9 MPa) el genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) resulto ser
el mas eficiente en el uso del agua con un valor de 0.90, mientras que el
genotipo Cirno fue el menos eficiente con un valor de 0.57. Comparando los
resultados obtenidos durante la imbibicion con los presentes resultados, es
posible percatarse que Cirno es capaz de embeber gran cantidad de agua pero
hace un uso eficiente menor de la misma (produce menor cantidad de materia
seca), mientras que el genotipo CIMMYT (D11B_PCW 10227) embebe una
cantidad menor de agua pero hace un uso mas eficiente de ella (produce mayor

cantidad de materia seca por cantidad de agua utilizada).

Cuadro 5. Uso eficiente del agua por seis genotipos de trigo a diferentes
presiones osmaticas.

Eficiencia en el uso del agua

Genotipo Control -0.3 MPa -0.6 MPa -0.9 MPa

CIRNO 3.60+001la 1.665+0.23c 1.00+0.23b 0.57+0.01c
HUATABAMPO ORO 395+0.77a 183+023c 1.17+0.01b 0.62 £ 0.06 bc
MOVAS 425+0.0la 22+0.28bc 1.60+0.56ab 0.80 £ 0.01 ab
PATRONATO ORO 437+053a 27x014ab 210+0.14a 0.58+0.11c
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 425+070a 29+042a 1.60+0.28ab 0.90+0.14a
CEVY ORO 3.75+0.70a 2.8+0.01ab 1.50%0.42ab 0.80+0.01 ab

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.
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4.1.1.4. Porcentaje de germinacion

Bajo los tratamientos control, -0.3 MPa y -0.6 MPa se observo porcentajes altos
de germinacién. A partir del tratamiento -0.9 MPa la germinacion se redujo de
forma dramatica sobre todo en el genotipo Cirno alcanzando un valor de 37.77
%, mientras que el genotipo Huatabampo Oro fue el menos afectado con un
valor de 77.77 % (Cuadro 6). Alam et al. (2002) han demostrado que un
decremento en el gradiente del potencial hidrico entre las semillas y su medio

afecta la germinacién y subsecuentemente el proceso de crecimiento.

Cuadro 6. Porcentaje de germinacion de semillas de trigo a diferentes
presiones osmaticas.

Genotipo Control -0.3 Mpa -0.6 Mpa -0.9 Mpa
CIRNO 97.77 a 95.55a 95.55a 37.77b
HUATABAMPO ORO 100.00 a 100.00 a 91.11a 77.77 a
MOVAS 95.55a 95.55a 91.11a 48.88 ab
PATRONATO ORO 100.00 a 100.00 a 86.66 a 42.22 b
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 100.00 a 93.33a 93.33a 57.77 ab
CEVY ORO 100.00 a 100.00 a 88.88 a 60.00 ab

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

4.1.1.5. indice de velocidad de germinacién
El indice de velocidad de germinaciéon nos indica la velocidad diaria de
germinacion de semillas bajo diferentes presiones osmdticas. Hegarty (1977)

indica que el estrés hidrico puede retardar, reducir, o bien inhibir
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completamente el indice de velocidad de germinacion. Al igual que el porcentaje
de germinacidn ésta caracteristica mostrO una reduccion a potenciales
osmoticos mas negativos (Cuadro 7). En el tratamiento -0.9 MPa el genotipo
Patronato Oro fue el mas afectado con un indice de 1.00, mientras Huatabampo
Oro present6 un indice mayor de 2.54.

Cuadro 7. indice de velocidad de germinacion de seis genotipos de trigo a
diferentes presiones osmoticas.

Genotipo Control -0.3 MPa -0.6 Mpa -0.9 Mpa

CIRNO 827+164a 6.71+024a 450+16la 1.25+1.23ab
HUATABAMPO ORO 855+0.09a 6.61+034a 500+088a 254+06la
MOVAS 8.05+0.38a 6.22+053ab 4.17+0.78a 1.13+0.22b
PATRONATO ORO 783+1.01lab 572+025bc 3.23+1.14a 1.00+0.43b
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 8.11+0.63ab 6.48+0.69ab 5.30+0.88a 2.26+0.87 ab
CEVY ORO 6.58+0.22b 541+0.16c 395+0.82a 2.26+0.05ab

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

En las Figuras 6 y 7 se muestra el comportamiento de la germinacion de las
semillas en funcion del tiempo bajo el tratamiento control (0 MPa) y de estrés
severo (-0.9 MPa), respectivamente. Se puede apreciar que en el tratamiento
control las semillas de los diferentes genotipos presentan una velocidad de
germinacion muy similar, sin embargo en el tratamiento de estrés severo este
comportamiento se ve afectado. Bajo estas ultimas condiciones, los genotipos
Huatabampo Oro, CIMMYT (D11B_PCDW 10227) y Cevy Oro fueron los que
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tuvieron una mayor cantidad de semillas germinadas y un mayor indice de

velocidad de germinacién, mientras que en los genotipos Cirno, Movas Yy

Patronato Oro fueron menores.
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Figura 6. Semillas germinadas de seis genotipos de trigo en el tratamiento

control (O MPa).
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Figura 7. Semillas germinadas de seis genotipos de trigo en el tratamiento de

estrés severo (-0.9 MPa).
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4.1.1.6. Longitud de raiz y coleoptilo

Como se muestra en el Cuadro 8 la longitud de coleoptilo y raiz se inhibié en
gran medida en todos los tratamientos de estrés, siendo la primera variable la
mas afectada. Esto coincide con los resultados obtenidos por Almaghrabi
(2012) quien menciona que el polietilenglicol (PEG) es un reactivo que reduce el
potencial hidrico causando una reduccion en el crecimiento de la semilla
germinada y deteniendo el crecimiento vegetal por lo que su efecto es mayor en
el coleoptilo que en las raices primarias; ello debido segun Fraser et al. (1990) a

un impedimento de la division y elongacion celular.

Bajo el tratamiento -0.9 MPa el genotipo Patronato Oro sufri6 una mayor
reduccion en la longitud de raiz de aproximadamente -20.90 cm con respecto al
control, mientras que Cevy Oro la redujo menos con un valor de -16.47 cm. En
el caso de la longitud de coleoptilo en el mismo tratamiento el genotipo Cevy
Oro fue el mas afectado en aproximadamente -13.87 cm mientras que el menos

afectado fue Cirno con un valor de -11.02 cm.
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Cuadro 8. Reduccion en la longitud de raiz y coleoptilo con respecto al
tratamiento control en genotipos de trigo a bajos potenciales hidricos.

Reduccioén en la longitud de raiz y coleoptilo (cm) a bajos potenciales hidricos

Genotipos -0.3 MPa -0.6 MPa -0.9 MPa
Raiz Coleoptilo Raiz Coleoptilo Raiz Coleoptilo

CIRNO -12.34+2.03 bc  -7.61+2.61 a -16.94+1.92 cd -10.88+1.34 a -18.40+1.85a -11.02+1.33a
HUATABAMPO

-12.66+2.86 c -7.80+2.33 a -16.26+2.85 bc -11.81+1.65 ab -18.40+2.63a  -12.04+1.66 a
ORO
MOVAS -8.82+3.64 a -6.48+1.80a  -16.82+2.33 bcd -12.03+1.37 abc  -18.56+2.55a -12.25+1.32 ab
PATRONATO

-13.22+2.92 ¢ -6.70+2.24 a -19.16+1.87 d -11.08+1.48 a -20.90+1.65a -11.31+1.40 a
ORO
CIMMYT
(D11B_PCW -8.76+3.51a -6.50+2.45 a -13.56+3.37 a -13.20+1.84bc  -16.68+2.71a -13.62+1.48 bc
10227)
CEVY ORO -9.32+2.45 ab -7.66+2.01 a -14.32+1.90 ab -13.50+0.96 ¢ -16.47+1.48a  -13.87+1.01c

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Tukey a una p=< 0.05.

4.1.1.7. NUmero de raices

El nimero de raices se redujo considerablemente bajo presiones osmoticas

mas negativas, lo cual puede deberse a una menor absorcion de agua del

medio. De acuerdo al Cuadro 9 el genotipo Cirno bajo una presion osmotica de

-0.9 MPa redujo en mayor proporcion el numero de raices con un valor de -4.93

raices, mientras que el genotipo Patronato Oro las redujo menos, con un valor

de -4.4.
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Cuadro 9. Reduccion en el numero de raices con respecto al tratamiento
control en genotipos de trigo a diferentes presiones osméticas.

Reduccién en nimero de raices a bajos potenciales hidricos

-0.3 MPa -0.6 MPa -0.9 MPa

CIRNO -1.13+091a -4.33+£0.97 a -493+0.25b
HUATABAMPO ORO -060+1.12a -3.80+0.77 a -486+0.35b
MOVAS -0.53+0.51a -4.00+0.84 a -4.80 £ 0.56 ab
PATRONATO ORO -0.33+£0.72a -4.13+£0.83 a -4.4+0.50 a
CIMMYT (D11B_PCW -0.80+1.46a -3.86+1.16a -4.66 +0.82 ab
10227)

CEVY ORO -0.86 +1.30 a -3.93+1.03a -4.80 £ 0.56 ab

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una P< 0.05.

4.1.2. Respuestas al estrés durante la etapa reproductiva

4.1.2.1. Altura de planta

La altura de la planta es un indicador de crecimiento confiable que refleja la
resistencia a la sequia (Yan y Shi, 2013). En éste trabajo la mayoria de los
genotipos mostraron una reduccién en la altura de planta bajo los dos
tratamientos de estrés hidrico (Cuadro 10). En el tratamiento con 25 % CC el
genotipo Cevy Oro fue el que redujo en mayor proporcion su altura, en un valor
de -9.41 cm, mientras que el genotipo de CIMMYT (D11B_PCDW 10227) fue el
anico que no se vio afectado por los tratamientos de estrés. Lo anterior coincide
con los resultados obtenidos por Khakwani et al. (2011) quienes observaron un
decremento significativo en la altura de planta con el tratamiento 25 % CC.
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Cuadro 10. Reduccion en la altura de planta con respecto al tratamiento control
de seis genotipos de trigo en diferentes tratamientos de estrés hidrico.

Reduccién de altura de planta (cm)

Genotipo 35% CC 25% CC
CIRNO -1.00+4.13a -3.58 £ 4.18 ab
HUATABAMPO ORO -166 £7.17 a -7.16 £5.96 bc
MOVAS -041+4.79a -4.00 + 5.02 abc
PATRONATO ORO -141+429a -3.12+3.58 ab
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 216+521a 0.58 +4.67 a
CEVY ORO -141+4.05a -941+475¢

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Tukey a una p< 0.05.

En la Figura 8 se muestra el comportamiento de altura de planta para los
genotipos sometidos a los diferentes tratamientos. Se observa la existencia de

interaccidn entre los genotipos y los niveles de sequia para esta variable.

Atura de planta (cm)
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CONTROL 35CC 25¢CC
—e—CIRND HUATABAMPO ORO MOVAS
PATRONATO ORO —8— CIMMYT —8— CEVY ORO

Figura 8. Comportamiento de altura de planta en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.
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4.1.2.2. Efecto del estrés hidrico sobre las espigas

El estrés hidrico puede reducir todos los componentes de la produccion,
particularmente el nimero de espigas fértiles por unidad y el nUmero de granos
por espiga (Giunta et al., 1993; Simane et al., 1993; Abayomi and Wright, 1999).
Chmielewski y Kohn (2000) demostraron que el peso del grano esta
influenciado negativamente por altas temperaturas y estrés hidrico en la etapa

de maduracion.

4.1.2.2.1. Niomero de espigas

El nUmero de espigas por planta se redujo considerablemente en ambos
tratamientos con respecto al tratamiento control. En el tratamiento 25 % CC el
genotipo Cirno tuvo una mayor reduccién en nimero de espigas con un valor de
-1.00, mientras que Movas mostré un efecto menor, de -0.66 (Cuadro 11), sin

embargo no se encontraron diferencias significativas entre los genotipos.
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Cuadro 11. Reduccién en numero de espigas con respecto al tratamiento

control por genotipo de trigo a diferentes tratamientos de estrés hidrico.

Reduccién en nimero de espigas

Genotipo 35%CC 25% CC

CIRNO -041+116a -1.00+1.04a
HUATABAMPO ORO -0.25+0.96 a -0.83+0.38a
MOVAS -0.16 £+ 0.83 a -0.66 £ 0.98 a
PATRONATO ORO -058+1.24a -0.83+140a
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) -0.75+1.13a -0.75+113a
CEVY ORO -0.25+1.05a -0.75+1.13a

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una P< 0.05.

En la Figura 9 se muestra el comportamiento del nimero de espigas en los
genotipos sometidos a los diferentes tratamientos, en la misma gréafica se puede

observar la existencia de interaccion entre los genotipos y los niveles de sequia.

Numero de espigas
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CONTROL 35CC 25CC
CIRNO HUATABAMPO QRO MOVAS
PATRONATO ORO = CIMMYT CEVY ORO

Figura 9. Comportamiento de nimero de espigas en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.
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4.1.2.2.2. Peso de espigas

El peso de espigas por planta se redujo de igual manera en todos los
tratamientos de sequia con respecto al control (Cuadro 12). En el tratamiento 25
% CC el genotipo Cevy Oro fue el que mas redujo su peso en -2.76 g, mientras
que los genotipos Cirno y CIMMYT (D11B_PCDW 10227) fueron los que

menos redujeron su peso en -0.62 y -0.67 g, respectivamente.

Cuadro 12. Reduccion en peso de espiga principal con respecto al tratamiento
control por genotipo de trigo a diferentes tratamientos de estrés hidrico.

Reduccién en peso de espiga principal (9)

Genotipo 35%CC 25% CC

CIRNO -0.10+144a -0.62+121a
HUATABAMPO ORO -1.21+104a -2.36 £0.97 ab
MOVAS -1.05+1.63a -1.66 + 0.96 ab
PATRONATO ORO -1.33+x145a -1.51+151ab
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 0.30+2.13a -0.67+1.17a
CEVY ORO -1.34+1.63a -2.76£1.40b

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de peso de espiga en los
genotipos sometidos a los diferentes tratamientos, en la grafica se puede
observar también la existencia de interaccion entre los genotipos y los niveles

de sequia.
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Peso de espiga (g)

3 — Em——
2
1
0
CONTROL 35CC 25CC
=8—CIRNO —=8—HUATABAMPO ORO MOVAS
PATRONATO ORO === CIMMYT —8— CEVY ORO

Figura 10. Comportamiento de peso de espiga en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.

4.1.2.2.3. Longitud de espiga
La longitud de espiga principal por planta se redujo en algunos genotipos con

respecto al tratamiento control. En el tratamiento 25 % CC el genotipo
Huatabampo Oro tuvo una mayor reduccion en longitud de espiga con un valor
de -0.34 cm, mientras que Cevy Oro fue el menos afectado con un aumento de

0.28 cm (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Reduccion en la longitud de espiga con respecto al tratamiento
control de genotipos de trigo en diferentes tratamientos de estrés hidrico.

Reduccién de longitud de espiga (cm)

Genotipo 35%CC 25 9% CC
CIRNO 0.42+0.64a 0.28 +0.80 ab
HUATABAMPO ORO -0.36+0.43 a -0.34+0.26b
MOVAS 0.02+0.70 a 0.08 £ 0.23 ab
PATRONATO ORO 0.1+046a -0.16 £ 0.57 ab
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 0.16 +0.35a -0.2+0.44 ab
CEVY ORO 0.16 £+ 0.59 a 1.04+1.18a

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

En la Figura 11 se muestra el comportamiento de peso de espiga en los
genotipos sometidos a los diferentes tratamientos, en la gréfica se puede

observar también la existencia de interaccion entre los genotipos y los niveles

de sequia.
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Figura 11. Comportamiento de longitud de espiga en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.
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4.1.2.2.4. Ancho de espiga

El ancho de espiga principal por planta se redujo de igual manera en todos los
tratamientos de sequia con respecto al control (Cuadro 14). En el tratamiento 25
% CC el genotipo Cevy Oro fue el mas afectado con -0.28 cm, mientras que el

genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) redujo en menor medida con -0.02 cm.

Cuadro 14. Reduccion en el ancho de espiga con respecto al tratamiento
control de genotipos de trigo en diferentes tratamientos de estrés hidrico.

Reduccion de ancho espiga (cm)

Genotipo 35% CC 25 % CC
CIRNO -0.04 £ 0.08 ab -0.09+0.12 ab
HUATABAMPO ORO 0.06 +0.08 a -0.1+0.1ab
MOVAS -0.08 + 0.16 ab -0.1+0.18 ab
PATRONATO ORO -0.08 £ 0.19 ab -0.1+0.17 ab
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 0.06 £0.15a -0.02 £0.08 a
CEVY ORO -0.18+0.21b -0.28+0.13b

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

En la Figura 12 se muestra el comportamiento del nimero de espigas en los
genotipos sometidos a los diferentes tratamientos, en la misma grafica se puede

observar la existencia de interaccion entre los genotipos y los niveles de sequia.
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Figura 12. Comportamiento del ancho de espiga en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.

4.1.2.2.5. Namero de granos

Se observé una mayor reduccién en nimero de granos bajo el tratamiento 25 %
CC, donde el genotipo Huatabampo Oro lo redujo en una mayor proporcion con
un valor de -45.33, mientras que el genotipo Cevy Oro lo hizo de menor manera

con -9.33 (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Reduccion en el niamero de granos por planta con respecto al
tratamiento control de genotipos de trigo en diferentes tratamientos de estrés.

Reduccion de niumero de granos por planta

Genotipo 35%CC 25% CC

CIRNO 0.66+17.61la -19.00 £ 3.60 a
HUATABAMPO ORO -22.33+37.22a -45.33+32.39a
MOVAS 7.00 £30.51a -20.66 +5.03 a
PATRONATO ORO -12.33+44.63 a -18.00 £ 34.69 a
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 0.66 £19.50 a -11.33+20.20 a
CEVY ORO 8.33+32.65a -9.33+10.69 a

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

En numero de granos se encontrd interaccion entre los genotipos y los

diferentes tratamientos, tal como se aprecia en la Figura 13.
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Figura 13. Comportamiento de niumero de granos en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.
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4.1.2.2.6. Peso de granos

En el tratamiento de 25 % CC el genotipo Cevy Oro fue el que redujo en mayor
medida el peso de granos con un valor de -1.57 g, a pesar de que este genotipo
tuvo una menor pérdida de numero de granos desarroll6 granos de menor
tamafo, mientras que los genotipos Patronato Oro y CIMMYT (D11B_PCDW
10227) lo redujeron en menor medida con valores de -0.80 y -0.81 g,

respectivamente (Cuadro 16).

Cuadro 16. Reduccién de peso de granos con respecto al control por planta de
trigo a diferentes tratamientos de estrés.

Reduccion en peso de granos por planta (g)

Genotipo 35% CC 25 % CC

CIRNO -0.82+0.94a -1.18+0.83 a
HUATABAMPO ORO -0.87+1.14a -146+131a
MOVAS -0.27 £ 0.67 a -0.93+0.32a
PATRONATO ORO -0.52+0.61a -0.80+1.06a
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) -0.86 £+ 0.92 a -0.81+0.64a
CEVY ORO -0.23+0.67 a -1.57+1.16a

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

Para el peso de granos se registr6 un comportamiento similar a otras variables
ya que también mostré interaccion entre los genotipos y las condiciones de
sequia, en la Figura 14 se muestra el comportamiento en los diferentes
tratamientos en la cual se aprecia una reduccion en la produccién de grano por
planta.
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Figura 14. Comportamiento de peso de granos en genotipos de trigo duro a
diferentes tratamientos.

4.1.2.3. Respuestas Bioquimicas

4.1.2.3.1. Contenido de clorofila

El estrés hidrico dificulta la fotosintesis debido a la reduccion de la sintesis de
pigmentos de clorofila que resulta en la disminucidbn de reacciones de
recoleccion de luz. Otras causas en la reduccion de la tasa fotosintética son la
disminucién de la expansion de las hojas, una alteracion en la maquinaria
fotosintética, una reducida afluencia de CO:2 debido a la baja conductancia
estomatica y una prematura senescencia foliar (Muhammad et al., 2012). En el
caso del trigo el contenido de clorofila total resulté mas sensible al tratamiento
25 % CC, y la clorofila A fue la mas afectada. El genotipo Cirno fue el mas
afectado en el contenido de clorofila total y clorofilas A y B en el tratamiento 25

% CC, mientras que el genotipo de CIMMYT (D11B_PCW 10227) fue el menos
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afectado, donde en algunos tratamiento incluso no sufrié pérdidas en clorofila

total y clorofila B (Cuadro 17).

Cuadro 17. Reduccion de clorofila con respecto al tratamiento control en
genotipos de trigo a diferentes tratamientos de estrés.

Reduccién de clorofila (ug.mL™?)

Genotipo Clorofila total Clorofila A ClorofilaB
35%CC 25%CC 35%CC 25%CC 35%CC 25%CC

CIRNO -3.56+3.12a -9.09+235¢ -2.71+198 a -6.55+151a -0.85+1.14a -253+0.83a
HUATABAMPO ORO -1.59+1.90a -4.65 + 3.62 abc -1.24+1.67 a -3.39+281lab -0.33%+0.23a -1.25+0.80 a
MOVAS -4.54 +4.48 a -6.43 +1.32 bc -3.09+3.26a -4.50 £ 1.00 ab -144+121a -1.92+0.32a
PATRONATO ORO -0.80+0.59a -0.94 £+ 0.89 ab -0.14+1.06a 0.009+1.39b -0.65+0.46 a -0.95+049a
CIMMYT

-1.12+1.65a 0.58 £4.07 a -0.043+1.33a -045+£297b -1.07+0.31 a 1.04+£1.10b
(D11B_PCDW 10227)
CEVY ORO -3.90+2.48a -5.27 +1.97 abc -2.74+1.96 a -3.81+1.25ab -1.15+051a -1.46+£0.71a

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Duncan a una p< 0.05.

Para el contenido de clorofila total se encontré interaccion entre genotipos y los

diferentes tratamientos tal como se aprecia en la Figura 15.
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Figura 15. Comportamiento de contenido de clorofila total en genotipos de trigo
duro a diferentes tratamientos.

4.1.2.3.2. Azlcares

El ajuste osmoético es un mecanismo natural para mantener las relaciones
hidricas bajo estrés osmatico, esta involucra la acumulacion de un amplio rango
de moléculas o iones osméticamente activas incluyendo azucares solubles,
azucares alcoholes, prolina, glicina betaina, acidos organicos, calcio, potasio,
iones cloruro, entre otros. Segun los estudios de Nazarli y Faraji (2011) el
contenido de prolina y azucares solubles se vio altamente afectado por el
régimen de riego pero no afecto las etapas de crecimiento y la interaccién entre
etapas y régimen de riego; asi mismo, se encontré que el contenido menor de
azucares solubles esta relacionado con los tratamientos donde se mantiene el
cultivo a capacidad de campo, mientras que el contenido mayor lo encontré en
el regimen de riego de 25 % CC. Estos datos concuerdan con lo obtenido en el

presente trabajo ya que el contenido de azucares fue aumentando conforme se
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aplicaba un mayor grado de estrés (Cuadro 18) donde el genotipo Huatabampo
Oro fue el que incremento mas su contenido en aproximadamente 38.20 mg.g™*
con respecto al tratamiento control, mientras que CIMMYT (D11B_PCDW
10227) en los dos tratamientos de estrés mantuvo estable su contenido de
azucar, esto debido a un contenido inicial mayor de azucares bajo condiciones

control con respecto al resto de los genotipos.

Cuadro 18. Incremento de azucares con respecto al tratamiento control en
genotipos de trigo a diferentes tratamientos de estreés.

Incremento de aztcares (mg.g?)

Genotipo 35% CC 25 % CC
CIRNO 12.92 +11.91 ab 12.91 +£+10.32 ab
HUATABAMPO ORO 33.71£19.06 a 38.20+3.17a
MOVAS 0.56 +3.97b 8.43 +15.09 ab
PATRONATO ORO 281+238b 21.91 +10.32 ab
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) -2.81+7.15b -1.69+7.15b
CEVY ORO 2.25+9.53b 11.80 +19.86 ab

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Tukey a una P< 0.05.

Para el contenido de azUlcares también se encontré interaccion entre los

genotipos y los diferentes tratamientos tal como se aprecia en la Figura 16.
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Figura 16. Comportamiento de contenido de azucares en genotipos de trigo
duro a diferentes tratamientos.

4.1.2.3.3. Contenido Relativo de Agua (CRA)

Varios estudios ponen en evidencia la asociacion entre el ajuste osmotico y la
estabilidad de rendimientos o biomasa bajo condiciones limitadas de agua. El
ajuste osmatico ayuda a mantener un alto contenido relativo de agua a un bajo
potencial hidrico de la hoja, es evidente que el ajuste osmoético ayuda a
mantener el crecimiento mientras la planta presenta transpiracion, reduciendo el
potencial hidrico de hoja (Blum, 2005). En este contexto como se observa en el
Cuadro 19 el genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) cuando se someti6 a
condiciones de estrés no mostrd pérdidas en el contenido relativo de agua bajo

ninguno de los tratamientos, indicando valores positivos.
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Cuadro 19. Reduccion en el contenido relativo de agua en genotipos de trigo a
diferentes tratamientos de estrés.

Reduccién de Contenido Relativo de Agua (%)

Genotipo 35% CC 25% CC

CIRNO -2.68 +0.64 a -6.24 + 4.66 ab
HUATABAMPO ORO 240+ 224 a -15.87 £5.53 a
MOVAS -2.02+3.44 a -9.48 £ 5.23 ab
PATRONATO ORO -0.44+245a -7.21 +5.86 ab
CIMMYT (D11B_PCDW 10227) 0.16 +5.47 a 0.13+157b
CEVY ORO -3.95+292a -10.61 +11.45 ab

Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con
la prueba de Tukey a una P< 0.05.

Para el contenido relativo de agua también se encontré interaccién entre los

genotipos y los diferentes tratamientos tal como se aprecia en la Figura 17.
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Figura 17. Comportamiento de contenido relativo de agua en genotipos de trigo
duro a diferentes tratamientos.

4.1.3. Comparacion de variables entre los genotipos

Se eligi6 7 variables de importancia para hacer una comparacion entre los
genotipos bajo los diferentes tratamientos. Estas variables fueron: peso de
espiga, nimero de espigas, numero de granos, peso de granos, CRA, clorofila
total y azGcares (Cuadro 20). Se detecté una reduccién en los valores de las
variables para cada genotipo a medida que se incrementaban las condiciones
de estrés, se observé una mayor reduccion en el nimero de granos, peso de
granos y clorofila total, mientras en azlcares se encontré un incremento de su
contenido por arriba del 40 % en la mayoria de los genotipos con excepcion de
Movas que solo aumento un 25 % y CIMMYT (D11B_PCW 10227) mantuvo

estable su contenido de azUcares.
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Cuadro 20. Valores de variables morfolégicas y bioguimicas en genotipos de trigo bajo los diferentes tratamientos.

PESO ESPIGA (g)

NUMERO DE ESPIGAS

NUMERO DE GRANOS

PESO DE GRANOS (g)

GENOTIPO CONTROL 35%CC 25%CC CONTROL 35%CC 25%CC CONTROL 35%CC 25%CC CONTROL 35%CC  25%
CIRNO 3.04b 294ab 242ab 258a  2.16bc  158b 70.00a 70.66ab 51.00a 2.90a 2.08b 1.7:
HUATABAMPO ORO  4.88a  3.66a 25lab 2.83a  258ab 200ab  96.33a 7400ab 51.00a 3.25a 2.37b 1.7¢
MOVAS 433ab 327ab  266b 2.75a  258ab 208ab 8466a 9166a 64.00a 278a  2.50ab 1.8
PATRONATO ORO 397ab  264b 245ab 266a  208bc  1.83b 7200a 59.66ab  54.00 a 2.54a 2.01b 1.7
CIMMYT (D11B_PCW
10227) 295b  325ab 227D 2.58 a 1.83¢c 1.83b 60.66a  47.00b  49.33a 2.31a l44c 1.5(
CEVY ORO 513a  3.79a 2.36ab 3.25a 3.00a 25a 7900a 87.33a 69.66a  3.1la 2.88a 1.5:
CRA (%) CLOROFILA TOTAL(ug.mL") AZUCARES (mg.g™)

GENOTIPO CONTROL 35%CC 25%CC CONTROL 35%CC 25%CC CONTROL 35%CC  25%CC

CIRNO 90.38 a 88.28a 84.14ab  16.24a 1268a  7.15a 15.16c  28.08bc  28.08b

HUATABAMPO ORO 88.82 a 86.4la 72.94b  1158ab 9.99a 6.93a 39.32a  73.03a 7752a

MOVAS 88.91a 86.88a 79.43ab  14.62ab 1008a  819a  33.14ab 33.70bc  4157b

PATRONATO ORO 88.48 ab 88.04a 8l27ab  1043b 9.63a 9.49 a 1853bc  21.34c 40.44 b

CIMMYT (D11B_PCW 10227) 86.29 ab 8645a 86.43a 1097b 9.84a  1155a  43.82a  41.01b 42.13b

CEVY ORO 84.42b 80.46b 73.8lab 1264ab 8.73a 7.37a  2865abc 30.89bc  40.44b
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4.1.4. Cierre estomatico

La primera respuesta de todas las plantas a una escasez aguda es el cierre
estomatal para evitar la pérdida de agua por la transpiracion, lo que puede
resultar en respuesta a la disminucion de la turgencia de la hoja y el potencial

de agua (Muhammad et al., 2012).

En la Figura 18 se observan los distintos estados de apertura estomatal
observados en las hojas de los genotipos de trigo evaluados bajo los diferentes
tratamientos. Todos los genotipos de trigo estudiados presentaron el mismo

comportamiento estomatal, observandose que a medida que se incrementan las

condiciones de estrés hubo un mayor cierre de estomas.

Figura 18. Cierre estomatico de genotipos de trigo. A) Estoma en tratamiento
control; b) estoma en tratamiento 35 % CC; c) estoma en tratamiento 25 %
CC.
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4.2 Andlisis de correlacion de variables

4.2.1. Correlacion de variables en etapa de germinacién bajo condiciones
control
En la etapa de germinacion bajo condiciones control se encontraron
correlaciones positivas y negativas entre las variables evaluadas (Cuadro 21),
donde las variables imbibicién de agua y longitud de raiz se correlacionaron
positivamente con un valor de 0.6288, esto puede significar que entre mayor
sea su longitud de raiz las plantas embeben una mayor cantidad de agua.
Dentro de las correlaciones negativas se tuvo a la longitud del coleoptilo con la
imbibicion de agua con un valor de -0.8737. Ademas, la longitud de raiz con la
longitud de coleoptilo y el nimero de raices con el uso eficiente del agua
mostraron correlaciones de -0.8281y -0.8110, respectivamente. En cuanto a la
correlacion de longitud de raiz y coleoptilo se observé en los genotipos una
proporcion mayor de longitud de raiz en comparacion a la longitud del coleoptilo
lo que genera una correlacion negativa. También se observé que el uso
eficiente del agua no esta correlacionada positivamente con el nimero de
raices por lo que no es necesario un gran niumero de raices para hacer un uso

mas eficiente del agua.
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Cuadro 21. Valores de correlacion entre las variables evaluadas durante la
etapa de germinacion bajo condiciones control.

M UEA LR LC NR
M 1
UEA -0.2851 1
LR 0.6288** 0.4132 1

LC -0.8737**  0.0523  -0.8281** 1

NR 0.0410 -0.8110** -0.6649** 0.2273 1

IM= Imbibicion, UEA= Uso eficiente del agua, LR= Longitud de raiz, LC= Longitud de coleoptilo,
NR= Ndmero de raices.
**= Altamente significativo

4.2.2. Correlacion de variables en etapa de germinacién bajo condiciones
de estrés severo
Bajo condiciones de estrés severo también se encontraron correlaciones
positivas y negativas entre las variables evaluadas (Cuadro 22). Las variables
uso eficiente del agua y longitud del coleoptilo se correlacionaron positivamente
con un valor de 0.5938, mientras que las variables imbibicién de agua con uso
eficiente del agua e imbibicion de agua con longitud de coleoptilo se
correlacionaron negativamente con valores de -0.6628 y -0.6292,
respectivamente. La correlacion de imbibicibn y uso eficiente de agua se
presenta de forma negativa ya que se observO que algunos genotipos
embebian una mayor cantidad de agua pero con bajos rendimientos en su uso
eficiente del agua, es decir consumian gran cantidad de agua y producian poca

materia seca.
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Cuadro 22. Valores de correlacion entre las variables evaluadas en etapa de
germinacion bajo condiciones de estrés severo.

IM UEA LR LC NR

M 1

UEA -0.6628** 1

LR -0.4075 0.1092 1
LC -0.6292** 0.5938** 0.5348** 1
NR 0.0752 0.4567 0.3029 0.1321 1

IM= Imbibicion, UEA= Uso eficiente del agua, LR= Longitud de raiz, LC= Longitud de coleoptilo,
NR= Ndmero de raices.
**= Altamente significativo

4.2.3. Correlacion de variables evaluadas durante la etapa reproductiva
bajo condiciones control
En la etapa reproductiva bajo condiciones controles se encontraron
correlaciones positivas y negativas entre las variables evaluadas (Cuadro 23),
las correlaciones positivas mayores fueron entre las variables relacionadas con
el contenido de la clorofila, la clorofila total se correlacion6 con la clorofila A a
un valor de 0.9984 y con la clorofila B a 0.9894, asi mismo entre tipos de
clorofilas a un valor de 0.9798. Otras variables que presentaron valores altos de
correlacion fueron la altura de planta con el nUmero de espigas con un valor de
0.7326 y altura de planta con el peso de la espiga a 0.6898, lo cual nos indica
gue el numero de espigas y el peso de la espiga estan influenciado por la altura

de planta.
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Entre variables relacionadas con la espiga también se encontraron
correlaciones positivas donde el nUmero de espigas con el peso de espigas se
correlacionan a un valor de 0.8069, el numero de granos con el peso de espiga
a correlacionan con un valor de 0.8043, el nUmero de espigas con el peso de
grano a 0.6721, el peso de grano con el peso de espiga a 0.7250 y finalmente el
peso de grano con el numero de granos a 0.8121. El Unico valor alto con
correlacion negativa fue la altura de la planta con el contenido relativo de agua
a un valor de -0.7936, esto puede indicar que a menor altura la planta muestra

un mayor contenido relativo de agua.

4.2.4. Correlacion entre variables evaluadas durante la etapa reproductiva
bajo condiciones de estrés severo

Bajo condiciones de estrés se encontraron correlaciones positivas entre las
variables relacionadas con el contenido de clorofila, entre el contenido de
clorofila total con la altura de planta y entre variables relacionadas con la espiga
como peso de grano con peso de la espiga y peso de espiga con longitud de la
espiga tal como se observa en el Cuadro 24. Las correlaciones negativas que
se presentaron fueron entre el contenido relativo de agua con el niumero de
espigas, entre el ancho de la espiga con el contenido de azucares y el ancho de

la espiga con el nUmero de espigas.
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Cuadro 23. Valores de correlacion entre las variables evaluadas durante la etapa reproductiva bajo condiciones control.

AP CT CA CB AZ CRA NE PE LE ANE NG PG
AP 1
CT -0.3127 1
CA -0.3520  0.9984** 1

CB -0.2068  0.9894** 0.9798** 1

AZ 0.2983 -0.4269 -0.4429 -0.3806 1

CRA -0.7936** 0.4679 0.4998 0.3824 -0.4054 1

NE 0.7326**  0.0180 0.0054 0.0480 0.0102 -0.6406** 1

PE 0.6898** -0.1884 -0.1911 -0.1780 0.1520 -0.3561  0.8069** 1

LE -0.1459 0.0364 0.0443 0.0209 0.2375 0.6026** -0.3722  0.1914 1

ANE 0.3084 0.5628** 0.5326** 0.6326** -0.6088** -0.1351 0.3185  -0.0287 -0.3868 1

NG 0.2107 0.0549 0.0713 0.0138 0.1941 0.1839 0.4229 0.8043** 0.6116** -0.3162 1

PG 0.1245 0.3090 0.3313 0.2460 -0.0777 0.0537 0.6721* 0.7250* 0.1051  -0.0602  0.8121** 1

AP= Altura de planta, CT= Clorofila total, CA= Clorofila A, CB= Clorofila B, AZ= Contenido de azlUcares, CRA= Contenido relativo de agua, NE=

Numero de espigas, PE= Peso de espiga, LE= Longitud de espiga, ANE= Ancho de la espiga, NG= Numero de granos, PG= Peso de granos.
**= Altamente significativo
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Cuadro 24. Valores de correlacion entre variables evaluadas en la etapa reproductiva bajo condiciones de estrés severo.

AP CT CA CB AZ CRA NE PE NG PG LE ANE
AP 1
CT 0.6892** 1
CA 0.6128**  0.9122** 1
CB 0.6114**  0.8575** 0.5715** 1
AZ -0.2217 -0.2356 -0.2674 -0.1326 1
CRA 0.1789 0.6887** 0.6323** 0.5842**  -0.6440** 1
NE 0.4408 -0.2587 -0.3204 -0.1160 0.2228 -0.7374** 1
PE -0.1416 -0.4769 -0.3007 -0.5742** 0.2384 -0.3522 0.0678 1
NG 0.4209 -0.3424 -0.3223 -0.2820 -0.1996 -0.5245**  0.8573** 0.2726 1
PG -0.4113 -0.4787 -0.2493 -0.6423** 0.3008 -0.2395 -0.2414  0.9234** -0.0655 1
LE 0.0636 -0.5968**  -0.5381** -0.5179* -0.0754 -0.5563**  0.5408** 0.8106** 0.7449** 0.5561** 1
ANE  0.1141 0.4279 0.4593 0.2802 -0.6709**  0.8758*  -0.6997**  0.1200 -0.3188 0.1762 -0.1260 1

AP= Altura de planta, CT= Clorofila total, CA= Clorofila A, CB= Clorofila B, AZ= Contenido de azlUcares, CRA= Contenido relativo de agua, NE=

Numero de espigas, PE= Peso de espiga, LE= Longitud de espiga, ANE= Ancho de la espiga, NG= Numero de granos, PG= Peso de granos.
**= Altamente significativo
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4.3. Andlisis de componentes principales

Se realiz6 un andlisis de componentes principales con las variables evaluadas
en la etapa reproductiva del cultivo. Se determiné las variables que tuvieron
mayor contribucién a cada uno de los componentes asi mismo se obtuvo los
eigen valores donde con 4 componentes se explica casi el 100 % de la

variabilidad (Cuadro 25).

Cuadro 25. Eigen valores de las variables morfolégicas evaluadas durante la
etapa reproductiva del trigo.

Eigen valores Porcentaje Acumulado

1 425270724 35.4392 35.4392
2 3.49686473 29.1405 64.5798
3 2.62966663 21.9139 86.4937
4 0.88108569 7.3424 93.8360
5 0.73967571 6.1640 > 100%

Las variables que contribuyen en mayor proporcién al componente 1 fueron la
altura de planta, clorofila total, clorofila A, clorofila B y CRA. Las variables
namero de espigas, peso de la espiga y peso de grano explican el componente
2. El componente 3 es explicado por la variable longitud de espiga, ancho de la
espiga y numero de granos mientras que el componente 4 por la variable

contenido de azucares (Cuadro 26).
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Cuadro 26. Contribucién de las variables morfologicas evaluadas durante la
etapa reproductiva del trigo a los primeros cuatro componentes principales.

C1 C2 C3 C4
AP 0.6453 0.4976 0.3810 0.3021
CT -0.8694 0.4367 0.0219 0.1977
CA -0.8784 0.4302 -0.0096 0.1570
CB -0.8345 0.4469 0.0996 0.3003
AZ 0.6014 -0.1546 -0.2667 0.6523
CRA -0.7093 -0.1813 -0.6350 -0.1839
NE 0.4063 0.8452 0.3099 -0.0968
PE 0.5579 0.7784 -0.2135 -0.0960
LE -0.0572 -0.0038 -0.8582 0.2871
ANE -0.4603 0.4088 0.6882 0.0681
NG 0.2341 0.6546 -0.7165 -0.0296
PG 0.0369 0.8374 -0.3669 -0.2649

AP=Altura de planta, CT= Clorofila Total, CA= Clorofila A, CB= Clorofila B, AZ= Contenido de
azucares, CRA= Contenido relativo de agua, NE= NUumero de espigas, PE= Peso de espiga,
LE= Longitud de espiga, ANE= Ancho de la espiga, NG= Numero de granos, PG= Peso de
grano.

En la Figura 19 se muestran graficos en dos y tres dimensiones (2D y 3D,
respectivamente) de los componentes principales de las variables en la etapa
de reproduccion de trigo bajo el tratamiento control. Se observa una fuerte
asociacion entre las variables relacionadas con la clorofila como lo son clorofila
total, clorofila A y clorofila B, asi como un agrupamiento entre las variables peso
de grano, nimero de granos, nimero de espigas, peso de espiga y altura de la

planta.
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Figura 19. Andlisis de componentes principales de variables morfologicas

evaluadas durante la etapa de reproductiva del trigo. A) Gréfico 2D, B) Gréfico
3D.

En la Figura 20 se muestran graficos en dos y tres dimensiones (2D y 3D,
respectivamente) de la agrupacion morfolégica de los genotipos en la etapa de
reproduccion de trigo bajo el tratamiento control, se observa la formacion de

cuatro grupos donde estos difieren ligeramente de los generados con el

dendrograma.
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Figura 20. Agrupacion morfolégica de genotipos de trigo duro (Triricum durum
L.) en la etapa de reproduccion bajo condiciones control. A) Grafico 2D, B)
Gréfico 3D.
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4.4. Construccién del dendrograma y determinacion de relaciones
morfoldgicas entre las variedades

Mediante un analisis de UPGMA se obtuvo un dendrograma de relaciones entre

los genotipos, formandose tres grupos a un coeficiente de distancia DIST de

1.30 (Figura 21) quedando integrado de la manera siguiente:

Grupo I: variedad Cirno.

Grupo II: variedades Huatabampo Oro, Movas, Patronato Oro y CIMMYT

(D11B_PCDW 10227).

Grupo llI: variedad Cevy Oro.

CIRNO

HUATABAMPOl

MOVAS|

PATRONATO

CIMMYT

CEVY

1.05 1.17 1.30 1.43 1.55
COEFICIENTE DIST

Figura 21. Dendrograma morfolégico de genotipos de trigo (Triticum durum L.).

En el dendrograma se observa que los genotipos mas relacionados son

Huatabampo oro y Movas, mientras que el menos relacionado fue Cirno.
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4.5. Analisis molecular: Caracterizacion molecular de las variedades

4.5.1. Genotipos
El uso de marcadores del tipo ISSR permiti6 la deteccion de polimorfismos
entre los genotipos de trigo evaluados, mediante la obtencion de bandas bien

definidas tal como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Patrones de bandeo ISSR de genotipos de trigo (Triticum durum L.)
usando cuatro iniciadores diferentes. A) U834 B) P1 C) U812 D) A6 L=
marcador, C= Cirno, H= Huatabampo Oro, M= Movas, P= Patronato Oro, T=
CIMMYT (D11B_PCDW 10227), V= Cevy Oro.
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Se probaron 50 iniciadores ISSR de los cuales solo 20 mostraron amplificacion
y buena resolucién de bandas. De estos se determind el niumero de bandas
generadas, bandas monomorficas, bandas polimérficas, asi como su porcentaje

de polimorfismo, estos datos se muestran en el Cuadro 27.

Se obtuvo un total de 138 bandas donde el iniciador A4 mostré el mayor
namero (16 bandas), mientras que el iniciador (CA)8RT mostr6 el menor
namero (una banda). Con dicha informacién se procedié a la elaboracion de

una matriz binaria para la construccion de un dendrograma molecular.

En cuanto al polimorfismo detectado por los iniciadores ISSR se obtuvo un
promedio de porcentaje de 46.23 %, donde los iniciadores A7, ISSR5, (AG)8YA
y (CA)8RT revelaron 100 % de polimorfismo, mientras que los iniciadores A3,

RAHO04 no mostraron polimorfismo.
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Cuadro 27. Iniciadores para la caracterizacion molecular de genotipos de trigo
duro (Triticum durum L.).

Iniciador Secuencia 5°-3’ No. De Bandas Bandas Bandas % de
monomorficas polimérficas polimorfismo
A3 CTC CTCCTC CTC CTC CTC 3 3 0 0
Ad CAC ACA CAC ACA CAC AAG 16 10 6 375
A5 CAC ACA CAC ACA CAC AGG 9 5 4 44.44
A6 CTCTCTCTCTCTCTC TTG 13 10 3 23.07
A7 CAC ACA CAC ACA CAC AAC 2 0 2 100
A8 AGA GAG AGA GAG AGA GT 11 10 1 9.09
RAHO1 ACG GATCCTG 4 1 3 75
RAHO04 AAA GCT GCG G 5 5 0 0
IAHO3 GAG AGA GAG AGA CC 9 7 2 22.22
IAHO4 CACCACCACGC 5 3 2 40
P1 GAG CAA CAA CAA CAA CAA 4 2 2 50
us1o GAGAGAGAGAGAGAGAT 12 11 1 8.33
usgi2 GAGAGAGAGAGAGAGAA 12 9 3 25
U834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 10 5 5 50
us73 GACAGACAGACAGACA 3 1 2 66.66
ISSR4 GAGAGAGAGAGAGAGAC 10 6 4 40
ISSR5 GAGAGAGAGAGAGAGAT 4 0 4 100
(AG)8YA AGAGAGAGAGAGAGAGYA 2 0 2 100
DBD(AC)7 DBDACACACACACACAC 3 2 1 33.33
(CA)8RT CACACACACACACACART 1 0 1 100
Total 138 90 48

Promedio 6.9 46.23
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4.5.2. Construccién del dendrograma y determinacién de relaciones
genéticas entre las variedades

El andlisis de conglomerados usando UPGMA permiti6 generar un

dendrograma donde se observd la formacion de tres grupos mediante el

establecimiento de una linea de corte a un coeficiente de similitud de Jaccard

de 0.85 (Figura 23), quedando los grupos integrados de la manera siguiente:

Grupo I: variedad Cirno.

Grupo Il: variedades Huatabampo Oro, Movas, Patronato Oro y CIMMYT

(D11B_PCDW 10227), agrupandose a un coeficiente de similitud de 0.86.

Grupo llI: variedad Cevy Oro.

CIRNO

HUATABAMPO
MOVAS
PATRONATO

CIMMYT

CEVY

I T T T T T T T T T T 1
0.79 0.82 0.89 0.92

COEFICIENTE DE SIMILITUD DE JACCARD

Figura 23. Dendrograma molecular ISSR de genotipos de trigo duro (Triticum
durum L.).

Los genotipos que presentaron una mayor similitud genética fueron Movas y
Patronato Oro con un coeficiente de 0.92, mientras que el genotipo Cirno

presentd una menor similitud con el resto de las variedades, con un coeficiente
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de 0.79. La poca disimilitud entre los genotipos de trigo se debe a que de
acuerdo a su pedigri comparten algunos progenitores (Cuadro 28), sin embargo
utilizando los marcadores del tipo ISSR fue posible encontrar algunos
polimorfismos entre las variedades, por lo que los marcadores moleculares
constituyen una herramienta eficaz para poder determinar diferencias y detectar
algunas bandas de interés que pueden estar presentes en algin genotipo en

particular.

Cuadro 28. Relacion de progenitores entre genotipos de trigo duro (Triticum
durum L.).

SOOTY_9 AJAIA_12/F3LOC ARMENT//SRN ALTAR
GENOTIPO /[RASCON ACO89 AL(SEL.ETHIO.13 _3/NIGRIS_4/3/ 84
37 5.85)//PLATA_13 CANELO_9.1
Cirno C2008 X
Huatabampo Oro X
C2009
Movas C2009 X X X
Patronato Oro
C2008 X X X
CIMMYT
(D11B_PCDW_1 X X
0227)
Cevy Oro C2008 X

Fuente (Figueroa-Lopez et al., 2010; Félix-Fuentes et al., 2011; Fuentes-Davila
et al., 2012; Chavez-Villalba et al., 2012).
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Tanto con marcadores moleculares como morfolégicos los dendrogramas
generados muestran la formacion de los mismos grupos, por lo que se puede

decir que existe una alta concordancia entre estos dos tipos de analisis.

4.5.3. Andlisis de escalado multidimensional para determinar la formacién
de grupos entre las variedades

Con la matriz binaria de datos obtenidos a partir de los marcadores ISSR se
realizd un andlisis de escalado multidimensional con el fin de observar la
distribucion y agrupamiento de los genotipos. Se realizaron graficos en dos y
tres dimensiones (2D y 3D, respectivamente), los cuales se muestran en la
Figura 24. En ambos graficos se observo la formacion de 4 grupos, donde el
grupo 1 lo integré el genotipo Cirno, el grupo dos Cevy Oro, el grupo tres se
formé con los genotipos CIMMYT (D11B_PCDW 10227), Movas y Patronato

Oro y finalmente el grupo 4 lo constituyé Huatabampo Oro.
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Figura 24. Analisis de escalado multidimensional en genotipos de trigo. A)

Gréfico 2D, b) Grafico 3D. C=Cirno, H=Huatabampo Oro, M=Movas,

P=Patronato Oro, T=CIMMYT (D11B_PCDW 10227), V= Cevy Oro.

4.5.4. Comparacion de los patrones de bandas entre los genotipos
tolerante vs susceptible

Los andlisis de germinacion permitieron una rapida identificacién de genotipos

tolerantes y susceptibles. Con el fin de encontrar marcadores que pudieran

posiblemente estar asociados con alguna caracteristica de tolerancia al estrés

se procedid a realizar una comparacion molecular entre una mezcla de
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individuos del genotipo Cirno identificado como susceptible y una mezcla de
individuos del genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) considerado como
tolerante. De los 20 iniciadores utilizados anteriormente solo 4 mostraron

bandas polimérficas, tal como se presenta en la Figura 25.
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Figura 25. Comparacion de patrones de bandas entre mezclas de individuos
del genotipo tolerante y susceptible. T= Genotipo tolerante CIMMYT
(D11B_PCDW 10227), S= Genotipo susceptible Cirno. a) Iniciador P1, b) U810,
c) ISSR4 y d) ISSR5.

Tres de los iniciadores utilizados en la comparacion (U810, ISSR4 e ISSR5)
mostraron una banda polimorfica en el genotipo tolerante, mientras que para el
iniciador P1 se apreciaron bandas polimorficas tanto en el genotipo tolerante
como en el susceptible. Para identificar si estos marcadores pudieran estar
relacionados con alguna caracteristica de tolerancia al estrés es necesario
realizar una secuenciacion de los mismos y comparar las secuencias con una

base de datos o bien demostrar ligamiento entre las bandas y caracteristicas
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gue determinen tolerancia. En caso de dar positivo es posible la utilizacion de

estos marcadores en mejoramiento vegetal.

4.5.5. Determinacion de la pureza de las variedades

Con el fin de evaluar la pureza varietal se utilizé 5 de los 20 iniciadores ISSR
para obtener los patrones de bandas de siete individuos de cada genotipo.
Como se muestra en la Figura 26 no se encontraron diferencias en los patrones
de bandeo arrojados por cada iniciador. Ello significa que las variedades son
puras y no han sufrido contaminacion por mezcla de semillas o por cruzamiento
con otros genotipos. Con este andlisis se tiene la certeza de que al momento

de la recoleccion mecéanica de la semilla no hubo mezcla con otros genotipos.
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Figura 26. Patrones de bandeo obtenidos para siete individuos de variedades
de trigo utilizando el iniciador ISSR P1. a) Genotipos C= Cirno, H= Huatabampo

Oro, M= Movas. b) Genotipos P= Patronato Oro, T= CIMMYT (D11B_PCDW
10227), V= Cevy Oro. L= Marcador.

4.6. Caracterizaciéon de las variedades usando patrones de proteinas tipo
gluteninas

El uso de la técnica SDS-PAGE permitié detectar polimorfismos en los patrones

proteicos de gluteninas en semillas de los genotipos de trigo (Figura 27), se

obtuvo un total de 6 bandas de las cuales una mostré ser monémorfica mientras

gue 5 fueron polimorficas, dando un porcentaje de polimorfismo de 83.33 %.
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Figura 27. Patrones de proteinas gluteninas de genotipos de trigo en gel SDS-
PAGE. C=Cirno, H= Huatabampo Oro, M=Movas, P= Patronato Oro,
T=CIMMYT (D11B_PCDW 10227), V= Cevy Oro.

4.6.1. Construccién del dendrograma usando patrones de gluteninas

Mediante un andlisis de conglomerados usando UPGMA se obtuvo un
dendrograma de relaciones entre los genotipos, formandose tres grupos a un
coeficiente de similitud de Jaccard de 0.67 (Figura 28) quedando integrado de la

manera siguiente:

Grupo I: variedad Cirno.

Grupo lI: variedad Movas.

Grupo lll: variedades Huatabampo Oro, Patronato y CIMMYT (D11B_PCDW
10227), agrupandose en un coeficiente de similitud de 0.80.

Grupo IV: variedad Cevy Oro.
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Figura 28. Dendrograma de proteinas gluteninas de genotipos de trigo (Triticum
durum L.).

Los genotipos que presentaron una mayor similitud fueron Huatabampo Oro y
Patronato Oro con un coeficiente de 1.00, mientras que los genotipos Cirno y

Movas tuvieron menor similitud, con un coeficiente de 0.34.

4.7. Comparacion entre matrices

4.7.1. Prueba de Mantel entre matrices de datos generados con ISSR vs
gluteninas

Para determinar la correlacion entre matrices generadas con ISSR y proteinas

se realiz0 una prueba de Mantel dando una r= 0.36, lo que sugiere que las

matrices estan poco correlacionadas debido a que las proteinas gluteninas

representan solo a unas cuantas secuencias de ADN (pocos genes) y no a la
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mayor parte del genoma del trigo como es el caso de los marcadores

moleculares ISSR. En la Figura 29 se muestra la correlacién detectada entre las

matrices.
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Figura 29. Prueba de correlacién de Mantel entre matrices generadas a partir

de ISSR vs proteinas gluteninas.

4.7.2. Prueba de Mantel entre matrices de datos generados con datos
morfoldgicos vs proteinas

La correlacion entre matrices generadas con la matriz de datos morfologicos y

proteinas dio una r= 0.53 de acuerdo a la prueba de Mantel., por lo que se

puede decir que existe una correlacion media entre las presentes matrices. En

la Figura 30 se muestra la correlacion detectada entre las matrices.
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Figura 30. Prueba de correlacion de Mantel entre matrices generadas a partir
de datos morfoldgicos vs proteinas gluteninas.

4.7.3. Prueba de Mantel entre matrices de datos generados con datos

morfolégicos vs ISSR

La correlacion entre matrices generadas con la matriz morfologica y la matriz
generada con ISSR dio una r= 0.69 de acuerdo a la prueba de Mantel, por lo
que estos dos analisis fueron los que presentaron una mayor correlacion de
manera individual en todo el experimento. En la Figura 31 se muestra la

correlacion detectada entre las matrices.
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Figura 31. Prueba de correlacién de Mantel entre matrices generadas a partir
de ISSR vs morfologicos.

4.7.4. Prueba de Mantel entre matrices de datos generados con datos

morfolégicos vs proteinas + ISSR

La correlacion entre matrices generadas con la matriz morfolégica contra la
matriz generada con ISSR y proteinas dio una correlacién con una r= 0.73 de
acuerdo a la prueba de Mantel. En la Figura 32 se muestra la correlacion
detectada entre las matrices. Se observa que la suma de un mayor numero de
marcadores moleculares mas bioquimicos incrementa la correlacion al

compararlos con los marcadores morfolégicos.
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Figura 32. Prueba de correlacion de Mantel entre matrices generadas a partir

del andlisis morfoldgico vs ISSR y proteinas.

4.7.5. Prueba de Mantel entre matrices de datos generados con datos
morfolégicos vs morfologicos + proteinas + ISSR

La correlacién entre matrices generadas con la matriz morfolégica contra la

matriz generada con ISSR, proteinas y morfolégica dio una correlaciéon con una

r= 0.82 de acuerdo a la prueba de Mantel. En la Figura 33 se muestra la

correlacion detectada entre las matrices.
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Figura 33. Prueba de correlacion de Mantel entre matrices generadas a partir

del andlisis morfoldgico vs ISSR, proteinas y morfoldgico.

4.7.6. Resumen de correlaciones de prueba de Mantel

En el resumen de las correlaciones de prueba de Mantel con la combinacion de

varios marcadores se observé el mayor valor en la correlacion Morfologico vs

Morfologico + ISSR + Proteinas gluteninas, mientras que la menor correlacion lo

mostro ISSR vs Proteinas gluteninas (Cuadro 29).
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Cuadro 29. Correlaciones de prueba de Mantel utilizando diferentes tipos de
marcadores.

Correlacion de

Marcador prueba de Mantel
ISSR vs Proteinas gluteninas 0.36
Morfologico vs Proteinas gluteninas 0.53**
Morfologico vs ISSR 0.69**
Morfologico vs ISSR + Proteinas gluteninas 0.73**
Morfoldgico vs Morfoldgico + ISSR+ Proteinas gluteninas 0.82**

**= Altamente significativo

4.7.7. Comparaciéon de dendrogramas

Utilizando el coeficiente DIST se realizaron dendrogramas correspondientes
para ISSR, proteinas gluteninas, morfolégico, un consenso entre ISSR y
proteinas gluteninas y un consenso entre ISSR, proteinas gluteninas y
morfologico (Figura 34), esto con el fin comparar la agrupacién en cada uno de

estos analisis.

El andlisis de conglomerados ISSR resultdé en la formacién cuatro grupos a un
coeficiente DIST de 0.36, quedando integrados de la manera siguiente:

Grupo I: Cirno.

Grupo II: Huatabampo Oro.

Grupo lll: Movas, Patronato Oro y CIMMYT (D11B_PCDW 10227).

Grupo IV: Cevy Oro.
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El dendrograma obtenido con los datos de proteinas gluteninas mostro la
formacion de 5 grupos a un coeficiente DIST de 0.35 quedando integrados de la
manera siguiente:

Grupo I: Cirno.

Grupo Il: Movas.

Grupo llI: Cevy Oro.

Grupo IV: Huatabampo Oro y Patronato Oro.

Grupo V: CIMMYT (D11B_PCDW 10227).

El dendrograma obtenido con los datos morfolégicos mostré la formacion de 3
grupos a un coeficiente DIST de 1.30 quedando integrados de la manera
siguiente:

Grupo I: Cirno.

Grupo II: Huatabampo Oro, Movas, Patronato Oro y CIMMYT (D11B_PCDW
10227).

Grupo lll: Cevy Oro.

Con el fin de determinar una mejor agrupacion entre los genotipos estudiados
se realiz6 un dendrograma con el consenso “ISSR + proteinas gluteninas”
formandose tres grupos a un coeficiente DIST de 0.37 y quedando integrados
los grupos de la manera siguiente:

Grupo I: Cirno.
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Grupo II: Huatabampo Oro, Movas, Patronato Oro y CIMMYT (D11B_PCDW
10227).

Grupo llI: Cevy Oro.

Asi también realizando un dendrograma con el consenso “ISSR + proteinas
gluteninas + morfologico” se formé 4 grupos a un coeficiente DIST de 1.28,
integrandose de la forma siguiente:

Grupo I: Cirno.

Grupo II: Huatabampo Oro.

Grupo lll: Movas, Patronato Oro y CIMMYT (D11B_PCDW 10227).

Grupo IV: Cevy Oro.

A) ISSR

CIRNO

HUATABAMPO
MOVAS‘
PATRONATO

CIMMYT ——

CEVY

— T T
0.27 0.31 0.36 0.40 0.45
COEFICIENTE DIST
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B)

C)

Proteinas gluteninas

CIRNO

MOVAS

CEVY

HUATABAMPO |

PATRC)NATO|

CIMMYT

—
0.00

— T ]
0.18 0.35 0.53 0.70
COEFICIENTE DIST

Morfolégico

CIRNO

HUATABAMPOl

MOVAS |

PATRONATO

CIMMYT

CEVY

T
117 1.30 1.43 1.55
COEFICIENTE DIST
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D) Consenso (ISSR + proteinas gluteninas)

CIRNO

HUATABAMPO

MOVAS
PATRONATO‘
CIMMYT

CEVY

0.28 0.32 0.37 0.41 0.46
COEFICIENTE DIST

E) Consenso (ISSR + proteinas gluteninas + morfologico)

CIRNO

HUATABAMPO

MOVAS
PATRONATO
CIMMYT

CEVY

O ——— T S S ——
0.97 1.12 1.28 1.44 1.60
COEFICIENTE DIST

Figura 34. Dendrogramas de relaciones entre seis genotipos de trigo duro
(Triticum durum L.) utilizando datos de: A) ISSR, B) Proteinas gluteninas, C)
Morfologico, D) Consenso “ISSR + proteinas gluteninas”, E) Consenso “ISSR +
proteinas glutetinas + morfoldgico”.
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4.8. Resumen de resultados para la identificacion de los genotipos
tolerantes y susceptibles
Para la identificacion de genotipos tolerantes y susceptibles se procedio a
realizar una evaluacion en la etapa de germinacion y reproductiva segin una
escala de valores para cada variable, calificando a los genotipos como: +++ con
tolerancia, ++ tolerancia media, + tolerancia minima y finalmente con el signo —
al que no presentaba tolerancia segun la variable evaluada, al final se
contabilizaron el niumero de signos + y en base al total se clasificaron los
genotipos en tolerantes, medio tolerantes y susceptibles. Al final se consideré
como genotipos tolerantes a los que sumaban las mejores caracteristicas y

como susceptibles a los que sumaban las peores caracteristicas.

Para la etapa de germinacion el genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) fue el
identificado con mayor tolerancia al estrés hidrico con una calificacion de 15
puntos, mientras que el genotipo Cirno se identific6 como el mas susceptible

con una calificacion de 8 puntos.

Para la etapa reproductiva también el genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227)
se mostrdé como el mas tolerante a la sequia con un puntaje igual a 31 y el mas

susceptible fue Huatabampo Oro con 8 puntos.

Finalmente, luego de hacer un conteo del total de puntos obtenidos en ambas

etapas el genotipo CIMMYT (D11B_PCDW 10227) fue considerado como el
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mas tolerante al estrés hidrico con una calificacion de 46 puntos, seguido de
Patronato Oro y Movas con 32 y 30 puntos, respectivamente; luego Cevy Oro y
Huatabampo Oro con 27 y 22 puntos, respectivamente; mientras que Cirno fue

el mas susceptible con 21 puntos.

En el Cuadro 30 y 31 se muestran el resumen de resultados obtenidos durante

las etapas de germinacion y reproductiva, respectivamente.
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Cuadro 30. Resumen de evaluacion de caracteristicas de los genotipos de trigo
durante la etapa de germinacién bajo tratamiento de estrés severo.

VARIABLES CIRNO HUATABAMPO  MOVAS PATRONATO CIMMYT CEVY ORO
ORO ORO
+++ +++ +++ +++ +++ +++
IMBIBICION
+ ++ - +++ ++
UEA
+++ + + ++ ++

% GERMINACION

iINDICE DE + +++ + - ++ ++
VELOCIDAD DE
GERMIMNACION

+ + + - ++ +++
LONGITUD DE RAIZ
LONGITUD DE +++ ++ ++ +++ + -
COLEOPTILO
+ + +++ ++ +
NUMERO DE RAICES
8 14 11 10 15 13

TOTAL
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Cuadro 31. Resumen de evaluacion de caracteristicas de los genotipos de trigo
durante la etapa reproductiva bajo tratamiento de estrés severo.

VARIABLES

CIRNO

HUATABAMPO

ORO

MOVAS

PATRONATO

ORO

CIMMYT

CEVY ORO

ALTURA DE PLANTA

CLOROFILA TOTAL

CLOROFILA A

CLOROFILA B

AZUCARES

CRA

NUMERO DE ESPIGAS

PESO ESPIGA

LONGITUD DE
ESPIGA

ANCHO DE ESPIGA

NUMERO DE GRANOS

PESO DE GRANOS

TOTAL

++

++

++

+++

13

++

++

++

+++

++

++

++

19

++

++

+++

++

++

++

++

+++

22

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

+++

++

+++

31

++

++

+++

+++

14

Nota: Las evaluaciones se llevaron de acuerdo a las pérdidas de cada genotipo en las
variables evaluadas bajo condiciones de estrés severo (25 % CC) en comparacion con
el tratamiento control.
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4.9. Construccion del dendrograma y determinaciéon de relaciones
morfoldgicas entre las variedades bajo condiciones de estrés hidrico
severo

Con el fin de verificar la agrupacion de genotipos bajo condiciones severas de

estrés hidrico se obtuvo un dendrograma de relaciones mediante un analisis de

UPGMA, formandose tres grupos a un coeficiente de distancia de DIST de 1.29

(Figura 35) quedando integrado de la manera siguiente:

Grupo I: variedad Cirno, Patronato y Movas.

Grupo lI: variedades Huatabampo Oro y Cevy Oro.

Grupo llI: variedad CIMMYT (D11B_PCDW 10227).

CIRNOI

PATRONATOI

MOVAS

HUATABAMPO

CEVY

CIMMYT

— 7T T
0.95 1.12 1.29 1.46 1.63
COEFICIENTE DIST

Figura 35. Dendrograma morfoldgico de genotipos de trigo (Triticum durum L.)
bajo condiciones de estrés hidrico severo.

En el dendrograma se observa cierta similitud con los resultados mostrados en
el resumen del Cuadro 30 donde se muestra que el genotipo CIMMYT

(DB11_PCDW 10227) resulto ser el mas tolerante y segun el dendrograma de

119



la Figura 36 es el que se separa a mayor distancia respecto al resto de los
genotipos. De la misma manera se aprecia la agrupacion de genotipos medio
tolerantes como Patronato Oro, Movas y Cirno, donde los primeros dos
genotipos se comportaron como medios tolerantes y el restante como medio
susceptible en los andlisis realizados segun el Cuadro 30 mencionado. El tercer
grupo lo conformaron el genotipo Huatabampo Oro que es considerado el mas
susceptible al estrés, y Cevy Oro que se considerd previamente como medio

susceptible.

4.10. Agrupacién morfolégica de genotipos de trigo duro (Triticum durum
L.) en la etapa de reproduccion bajo condiciones de estrés hidrico
severo mediante un analisis de componentes principales

Al realizar un ordenamiento de los genotipos de trigo en la etapa reproductiva

bajo condiciones de estrés hidrico severo, se observdé una mejor separacion y

concordancia de los grupos formados de acuerdo a su tolerancia o

susceptibilidad al estrés hidrico (Figura 36) con respecto al resumen de

resultados mostrado previamente (Cuadro 30). En la misma Figura 37 se
observa la formacion de tres grupos, el primero de ellos integrado por los
genotipos CIMMYT (DB11_PCDW 10227), Movas y Patronato Oro, los cuales
mostraron mayor tolerancia en la etapa reproductiva; en un segundo grupo se
encuentran Cirno y Cevy Oro con tolerancia media y en el grupo restante estuvo

Huatabampo Oro como el susceptible.
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CIR

0.15

CEV cm  _MOJPAT
o
0.03 ° °

-0.20

Figura 36. Grafico en 2D donde se muestra el agrupamiento utilizando datos
morfolégicos de los genotipos de trigo duro (Triricum durum L.) durante la etapa
de reproduccion y bajo condiciones de estrés hidrico severo. CIR= Cirno
C2008, HUA= Huatabampo Oro C2009, MOV= Movas C2009, PAT= Patronato
Oro C2008, CIM= CIMMYT (DB11_PCDW 10227), CEV= Cevy Oro C2008.

4.11.Valores de componentes principales en etapa reproductiva de trigo
duro bajo condiciones de estrés hidrico severo

El analisis de componentes principales con las variables evaluadas en la etapa

reproductiva del cultivo bajo condiciones de estrés severo permitio determinar

las variables que tuvieron mayor contribucion a cada uno de los componentes,

asi como los valores eigen, de tal modo que con 4 componentes es posible

explicar cerca del 100 % de la variabilidad (Cuadro 31).
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Cuadro 32. Eigen-valores de las variables morfologicas evaluadas durante la
etapa reproductiva del trigo bajo condiciones de estrés hidrico severo.

Eigen valores Porcentaje Acumulado

1 5.43418483 45.2849 45.2849
2 2.82025930 23.5022 68.7870
3 2.05627517 17.1356 85.9227
4 1.25863480 10.4886 96.4113
5 0.43064591 3.5887 100.0000

Las variables que contribuyeron en mayor proporcion al componente 1 fueron la
clorofila total, clorofila A, clorofila B, CRA, peso de la espiga y longitud de la
espiga. Las variables altura de planta, nUmero de espigas, nUmero de granos y
peso de granos explican el componente 2. El componente 3 es explicado por la
variable ancho de la espiga, mientras que el componente 4 por la variable

contenido de azucares (Cuadro 32).
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Cuadro 33. Contribucién de las variables morfolégicas durante la
reproductiva del trigo a los primeros cuatro componentes principales.

C1 C2 C3 C4
AP 0.3897 0.7092 0.5077 0.2952
CT 0.9010 0.2404 0.1354 0.3334
CA 0.8005 0.0886 0.2364 0.3788
CB 0.7982 0.3692 -0.0249 0.1966
AZ -0.4425 0.0337 -0.5460 0.6982
CRA 0.8830 -0.3421 0.2534 -0.1678
NE -0.5312 0.8422 0.0910 0.0147
PE -0.6422 -0.3893 0.5448 0.3692
LE -0.7807 0.0874 0.5888 0.0340
ANE 0.5771 -0.5280 0.5969 -0.1268
NG -0.5329 0.6315 0.5000 -0.2510
PG -0.5437 -0.6717 0.3213 0.3820

etapa

AP=Altura de planta, CT= Clorofila Total, CA= Clorofila A, CB=Clorofila B; AZ= Contenido de
azucares, CRA= Contenido relativo de agua, NE= NUumero de espigas, PE= Peso de espiga,
LE= Longitud de espiga, ANE= Ancho de la espiga, NG= Numero de granos, PG= Peso de

grano.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los analisis morfologicos y bioquimicos realizados en el presente
trabajo fue posible identificar genotipos de trigo tolerantes y susceptibles al
estrés hidrico en las etapas de germinacion y reproduccion. Se identifico al
genotipo CIMMYT (D11B_PCW 10227) como el mas tolerante a pesar de que
su rendimiento de grano es muy bajo, mientras que Cirno C2008 y Huatabampo

C2009 resultaron los mas susceptibles.

En la etapa de germinacién de los genotipos de trigo bajo condiciones control
las variables imbibicién de agua y la longitud del coleoptilo, la longitud de raiz y
la longitud del coleoptilo, asi como el uso eficiente del agua con el nimero de
raices mostraron correlaciones altas pero negativas. Durante la germinacion y
bajo condiciones de estrés severo las variables que mostraron mayor
correlacién negativa fueron la imbibicién de agua con el uso eficiente de agua e

imbibicién de agua con la longitud del coleoptilo.

En la etapa reproductiva del trigo las variables bajo condiciones control que
mostraron una mayor correlacion fueron los relacionados con la clorofila como
lo son clorofila total, clorofila A y clorofila B, asi como el peso de granos con el
namero de granos y el nimero de granos con el peso de la espiga, mientras

que en el tratamiento de estrés severo (25 % CC) las variables mas
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correlacionadas fueron la clorofila total con la clorofila A, el peso de grano con

el nimero de espigas y el nimero de granos con el nUmero de espigas.

Los marcadores tipo ISSR fueron de gran utilidad para detectar variabilidad
genética entre los genotipos de trigo duro evaluados, se encontr6 una
variabilidad muy baja entre los mismos, ello debido a que los genotipos estan

muy emparentados entre si.

Mediante el uso de marcadores del tipo ISSR se determin6é que los genotipos

evaluados fueron genéticamente puros.

Se encontraron marcadores entre genotipos tolerantes y susceptibles que
pudieran estar relacionados con alguna caracteristica de tolerancia al estrés

hidrico.

Las pruebas de Mantel indicaron una mayor correlacién entre las matrices de

datos morfoldgicos vs el consenso ISSR + proteinas gluteninas + morfoldgico,

mientras que la correlacién entre matrices ISSR vs proteinas fue la menor.
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