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Resumen

Bouteloua gracilis es una graminea nativa de pastizales semiaridos de México,
gue evoluciond bajo condiciones extremosas de sequia, herbivoria y fuego, razén
por la cual desarrollé diversas adaptaciones morfolégicas y fisiolégicas a estas
condiciones. Una caracteristica de las especies vegetales que han sido capaces
de adaptarse a condiciones extremosas, es su capacidad para tolerar otros tipos
de estrés ambiental. En este trabajo, se estudiaron dos poblaciones de Bouteloua
gracilis, provenientes de sitios que exhiben niveles de estrés contrastantes debido
a historiales de pastoreo contrastantes durante los ultimos 70 afios y su capacidad
para tolerar concentraciones de cadmio en suelo. Los objetivos del estudio fueron:
(1) determinar si el grado de disturbio que han sufrido estas poblaciones ha
causado diferenciacién genética entre las dos poblaciones; (2) examinar si existen
diferencias en tolerancia a cadmio y si esta se relaciona con el sitio de origen de la
poblacién. Se trabajé con 9 genotipos de Bouteloua gracilis por sitio (18 en total).
Este estudio se realiz6 en dos etapas. La primera etapa consistio en examinar si
existia diferenciacion genética entre las dos poblaciones de Bouteloua gracilis,
utilizando para ello la técnica de marcadores moleculares con AFLP’s. La segunda
etapa del estudio consisti6 en un ensayo de tolerancia a cadmio, para ello se
utilizaron los mismos genotipos que en el primer ensayo. Para este ensayo se
aplicaron dos tratamientos, uno que consistié en suministrar cada tercer dia una
solucién de nitrato de cadmio (50 ppm), mientras que el grupo testigo recibié
solucion nitrogenada, cada uno con 5 repeticiones. El ensayo se realizd en el
invernadero de la Division de Ingenieria Ambiental y Manejo de Recursos
Naturales del IPICYT durante 7 semanas. Se realizaron evaluaciones periodicas
de variables de crecimiento, morfologicas, de asignacion de biomasa y fisioldgicas.
Los resultados derivados de este estudio, en primer lugar revelaron que el analisis
de AFLP no mostré diferenciacion genética entre las dos poblaciones que difieren
en historial de utilizacion y grado de estrés. Para el estudio de tolerancia a cadmio
se observé que en general B. gracilis es una especie muy tolerante a altas
concentraciones de cadmio (50 ppm). Aunque el analisis de las variables
morfolégicas y fisiolégicas mostré pocas diferencias en la respuesta de las plantas
entre grupos, algunas variables como fue la mortalidad de vastagos y hojas, el
area foliar especifica, densidad de tejido foliar, tasa de fotosintesis, etc., mostraron
diferencias estadisticas entre los dos grupos. Las diferencias sugieren que el
grupo de plantas originario del sitio con mayores niveles de estrés incluye
genotipos que exhiben mejores respuestas de crecimiento en presencia de cadmio
aunque el estudio no permitié identificar estas respuestas como tolerancia.



Introduccion

Las plantas exhiben caracteristicas morfolégicas y fisiologicas que han resultado
de los procesos de seleccion natural, las cuales reflejan los mecanismos de
adaptacion tanto a factores bidticos como abioticos, dentro de éstos podemos
citar, por ejemplo, el desarrollo de tricomas y espinas reflejantes como adaptacion
a ambientes con alta radiacion, tejido aerenquimatoso para condiciones de
anegamiento, capacidad de extrucion o almacenamiento de iones en suelos
salinos o con alto contenido de minerales, etc (Lambers et al.,, 1998). Los habitats
0 condiciones extremosos en particular, han favorecido con mayor frecuencia la
emergencia de estas caracteristicas. Existiendo biomas cuyas condiciones para la
sobrevivencia son particularmente dificiles, y a pesar de ello las especies
vegetales se han adaptado. Aunado a esto, las condiciones actuales en que la
presibn demogréafica ejerce tanto presidn directa como indirecta en los
ecosistemas, ha propiciado que las especies vegetales se enfrenten a estrés
adicional, lo cual se ha constatado puede actuar también como mecanismo de
seleccion (Larcher, 2003; Wilfried, Box 6.3). Un ejemplo de esto es el desarrollo de
distintos morfotipos en especies de gramineas como respuesta a altas
intensidades de pastoreo en vegetacion de pastizal (Quinn y Miller, 1967; Detling y
Painter, 1983; Smith, 1998).

De los ecosistemas naturales, los aridos y semiaridos exhiben gran namero de
factores que ejercen estrés y gran presion de seleccion, y son por ende los que
favorecen un gran nimero de adaptaciones. Un ecosistema de este tipo es el
pastizal semiarido el cual se ha ligado a un proceso evolutivo con pastoreo
intenso, sequia y fuego (Milchunas et al.,1988; Cougenour, 1985). En estos

pastizales semiaridos, el sobrepastoreo toma lugar cuando las plantas son



expuestas a pastoreo durante largos periodos de tiempo, y sin tener oportunidad
de recuperarse, ocasionando una reduccién en la cubierta vegetal, pérdida de
vigor, y poco desarrollo anual de plantas preferidas por herbivoros (Stoddart et al.,
1975).

Lo anterior puede conducir a que las plantas mas apetecidas por los herbivoros
decrezcan o desaparezcan (Stoddart et al., 1975), siendo asi eliminadas via
seleccion natural, mientras que las caracteristicas de las plantas remanentes
pueden llegar a ser fijadas en la poblacion con la consecuente disminucién de la
diversidad genética (Smith, 1998; Falkner y Casler, 2000; Aguado-Santacruz et al.,
2004). También como resultado de pastoreo pesado y continuo es comun
observar cambios en la vegetacién, que conducen al deterioro en varias
propiedades del suelo (Johnston et al ., 1971), y a una mayor aridez debido a que
disminuye la capacidad de la vegetacion para capturar agua de lluvia (Medina,
2003), se reduce la infiltracion (Hanson et al., 1970; Rauzi y Smith, 1973; Thurow
et al., 1986), y se incrementa la compactacion del suelo via pisoteo (McGinty et al.,
1979; Van Haveren, 1983; Russell et al., 2001).

La evolucion de los pastizales semiéaridos, también se ha ligado a la ocurrencia de
fuegos naturales recurrentes (Axelrod, 1985; McPherson,1995; Hart,1997), de tal
forma que en aquellos pastizales sometidos a sobrepastoreo, las reducciones
concomitantes en biomasa han contribuido a la disminucion de la frecuencia de
fuegos (Johnsen, 1962; Young y Evans, 1981; Anderson, 1990). Esto ha
propiciado cambios en la composiciéon, estructura y diversidad de comunidades
nativas, que ha favorecido la invasion de especies no nativas (Burkhardt y Tisdale,
1976; Axelrod, 1985; Ford y McPherson, 1998), causando cambios en las
condiciones ambientales.

De igual manera, las actividades agropecuarias e industriales han impuesto
nuevas condiciones de estrés a las plantas. Por ejemplo, la industria de la mineria,
a pesar de los beneficios econdmicos que resultan de ella, ha provocado graves
problemas de contaminacién de suelos, derivados de los métodos de extraccion y

procesamiento de los minerales. Por lo que, una preocupacion creciente para



resolver este problema ha explorado varias alternativas entre las que se incluye la
fitorremediacion.

La fitorremediacibn se basa en el uso de especies vegetales que tienen la
capacidad de absorber y prosperar en presencia de metales toxicos. Entre estas
especies vegetales se encuentran las especies hiperacumuladoras que son un
grupo de plantas capaces de acumular en sus tejidos altas concentraciones de
metales pesados sin sufrir dafio aparente ( Lasat, 1998, 2002; Lombi et al., 2001;
Mc Grath, 1998; Skipper y Turco, 1995; Susarla et al., 2002; Reeves y Baker,
1999). En este grupo de especies hiperacumuladoras se encuentran las plantas
“metalofitas”, las que han mostrado un alto grado de plasticidad genética en virtud
de que ciertos ecotipos especializados han evolucionado y desarrollado
mecanismos de resistencia a diversos metales pesados (Larcher, 2003). Por
ejemplo, Thlaspi caerulescens es una metaléfita nativa de Inglaterra, de sitios
contaminados naturalmente con elevadas concentraciones de metales pesados
(Baker y Procter, 1990). Esta especie ha desarrollado adaptaciones morfol6gicas
gue incluyen: un mayor desarrollo de tallos, mayor longitud de raiz, e incremento
en la longitud de pelos radicales en respuesta a la administracion de soluciones
ricas en zinc (Whiting et al., 2000). La especie también muestra gran produccién
de biomasa subterranea (raiz) y patrones zincofilicos de forrajeo de raiz en
respuesta a la distribucién heterogénea de Zinc en suelo (Haines, 2002).

En las especies de plantas hiperacumuladoras se ha observado que pueden estar
presentes alguno o varios de los siguientes mecanismos de tolerancia a metales:
a) inmovilizacion de iones metalicos en la pared celular especialmente por
pectinas, b) obstaculizacion de la penetracion y transporte del metal a través de la
membrana celular, c) quelacion en el citoplasma por la union del metal a grupos
tiol contenidos en polipéptidos y proteinas (fitoquelatinas), y d)
compartamentalizacion y formacion de complejos en las vacuolas (Larcher, 2003;
Lasat, 2002; Ingrouille y Smirnoff, 1986; Baker et al., 1994; Meerts y Isacker,
1997).

Actualmente se han reportado aproximadamente 400 especies hiperacumuladoras

de metales (Baker et al., 2000). La mayoria de estas especies hiperacumuladoras



acumulan niquel, cerca de 30 ademas acumulan cobalto, cobre, y zinc, y sdo
pocas especies se han encontrado que acumulen manganeso y cadmio (Lasat,
2002).

El cadmio es un metal altamente toxico para la mayoria de las plantas, su accion
fitotdxica se manifiesta por una disminuciéon de la tasa de fotosintesis y
transpiracion, incremento de la respiracion, clorosis, oscurecimiento de raices,
inhibicion del desarrollo (Kahle, 1993), interrupcion de entrada de agua y
nutrientes y muerte de la planta (Siripornadulsil et al., 2002; di Toppi y Gabbrielli,
1999).

Tomando como base los anteriores antecedentes, en esta investigacion se
examino la tolerancia de Bouteloua gracilis a la presencia de cadmio en la solucién
del suelo. La especie seleccionada es una graminea nativa de los pastizales
semiaridos, y también considerada una especie clave para la estabilidad (Hyder et
al.,1971), y el mantenimiento de los procesos funcionales de ecosistemas del
pastizal y que incluyen, ciclaje de carbono, nutrientes y agua (Hook et al., 1991).
B. gracilis a evolucionado bajo diferentes tipos de estrés, como herbivoria, sequia
y regimenes de fuego naturales (Coughenour, 1985), y ademas se ha reportado
tolerancia a soluciones salinas de hasta 16,000 ppm (Weiler y Gould, 1983), y
gran capacidad para crecer con alta concentracion de zinc en la superficie cel
suelo (White, 1991), y en suelos en los que se han adicionado aguas residuales
(Fresquez et al., 1990).

Se estudiaron dos poblaciones de B. gracilis que provienen de sitios vecinos en la
region semiarida de los Llanos de Ojuelos, Jalisco, que se localiza en la porcion
meridional del desierto Chihuahuense (Aguado-Santacruz y Garcia-Moya, 1998).
Las poblaciones muestran un historial de utilizacidbn contrastante. En un sitio
(Ejido) los pastizales han sido expuestos a sobrepastoreo por mas de 70 afios,
mientras que el sitio vecino “La Mesa” los pastizales han sido utilizados
racionalmente durante los dUltimos dos siglos. Los diferentes regimenes de
pastoreo a que se han expuesto estas poblaciones han generado también

diferencias importantes en estrés por sequiay fertilidad.



Los objetivos del presente estudio fueron los siguientes:

a) Determinar si existe diferenciacion genética entre las dos poblaciones de B.
gracilis sujetas a diferentes regimenes de pastoreo.

b) Establecer si B. gracilis es tolerante a concentraciones de cadmio en suelo y si
los patrones de tolerancia estan relacionados d historial de utilizacién de las

poblaciones

Las hipétesis planteadas son:

a) Existird diferenciacién genética entre poblaciones de B. gracilis con menor
diversidad genética observada en la poblacion colectada del sitio
sobrepastoreado.

b) La poblacion de B. gracilis expuesta a mayor grado de estrés natural
mostrara en general mayor tolerancia a Cadmio.



Materiales y métodos

2.1 Descripcién del sitio.

Se seleccionaron dos poblaciones de plantas de Bouteloua gracilis, que
mostraban condiciones de estrés contrastantes. Estas dos poblaciones se
colectaron en la subprovincia fisiografica de los Llanos de Ojuelos, Jalisco, que
cuenta con una extension aproximada de 12,000 Km?2 (Arredondo et al., 1986),
altitud de 2300 msnm y latitud N 21° 49’, W 101° 37'. El clima en esta region es
templado seco, y su temperatura media anual oscila entre 12 y 18 °C, con rangos
de precipitacion anual entre 350 y 450 mm. La mayor parte de esta precipitacion
ocurre durante el verano en los meses de Junio a Septiembre (Rzedowski, 1981).
Los suelos son tipo igneos de poca a mediana profundidad, con un pH que oscila
entre 5.1 a 8.6 (Aguado- Santacruz y Garcia-Moya, 1998).

Los sitios contrastantes incluyeron una propiedad ejidal con un régimen histérico
de mas de 70 afios de sobrepastoreo por herbivoros domésticos (Aguado-
Santacruz y Garcia-Moya, 1998). El otro sitio denominado “La Mesa”, se
encuentra en un predio vecino a no mas de 400 m, es una propiedad privada con
un régimen historico de pastoreo moderado durante los Ultimos 200 afios (Aguado
-Santacruz y Garcia-Moya, 1998). Las condiciones actuales en el Ejido incluyen
sobrepastoreo todo el afio, lo que ha conducido a la pérdida de méas del 90% de la
cubierta vegetal de las gramineas y un incremento de especies subarbustivas
(Isocoma sp, Aguado et al, 2002). Mientras que en el sitio La Mesa el
sobrepastoreo es moderado y existe una cobertura vegetal de aproximadamente
35-45%, e incluye mayor diversidad de especies gramineas perennes y anuales,

con dominancia de B. gracilis (Aguado et al., 1998, 2002).



2.2 Muestreo.

En cada uno de los sitios (Ejido y la Mesa), se colectaron 100 individuos de B.
gracilis cada uno a una distancia de 10 m. y a lo largo de un transecto de 1 Km de
longitud, estos genotipos se sembraron en macetas que contenian un 1 Kg de
suelo proveniente de la misma region, y se mantuvieron en condiciones de
invernadero sin control ambiental de ningun tipo, y con riego cada tercer dia,
durante 2 meses. Transcurrido este tiempo, aleatoriamente se seleccionaron 9
genotipos por sitio para realizar el presente estudio, el cual involucrdé dos ensayos;
en el primero, se examind la variabilidad y estructura genética de B. gracilis, y un
segundo estudio donde se examinaron los rasgos fisiolégicos, morfolégicos y de

asignacion de biomasa para los individuos de las dos poblaciones.

2.3 Andlisis de Variabilidad Genética.

Con los 9 genotipos de B. gracilis seleccionados aleatoriamente en cada uno de
los sitios (18 en total), se realizd el andlisis de variabilidad genética utilizando la
técnica de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Para ello, primero se
llevé a cabo la extraccion del ADN segun el siguiente protocolo:

Se colectd tejido fresco de hojas de cada uno de los individuos de B gracilis, y se
congel6 en nitrdgeno liquido, 0.05 gramos de este material, se molié por separado
en un mortero hasta convertirlo en polvo fino, e inmediatamente después se
realizé6 la extraccion de ADN utilizando una modificacion del Kit Invitrogen,
realizada por Veronica Espericueta en octubre del 2003 (protocolo B-4). Cada
muestra de ADN extraido se resuspendi6 en 100 nL de buffer TE, y se
almacenaron a —20 °C para usarlas en los procedimientos posteriores.

Para el andlisis de AFLP se us6 una modificacion del protocolo descrito por Vos
(Vos et al., 1995). El protocolo incluy6 4 pasos; i) digestion de 500ng de ADN
gendmico con enzimas de restriccion EcoRly Msel (4 nL de la mezcla de estas
enzimas por muestra, incubacion a 37 °C por 3 hrs), seguida de una incubacion a

70°C por 15 minutos para inactivar las enzimas. Y enseguida se realizd la union



de los adaptadores a los fragmentos de restriccion para crear los templetes
primarios. ii) preamplificacion de los templetes primarios con primers de AFLP con
un unico nucledtido adicional en el extremo 3'. La secuencia de oligos + 1
empleados para cada una de las enzimas fue la siguiente: EcoRI+1 (5'-
AgACTgCgTACCAATTC/A-3', Msel+1 (5-gACgATgAgTCCTgAgTAA/C-3)).

(i) Amplificacion selectiva de los fragmentos preamplificados con primers de Msel
+ 3y EcoRI + 3, ambos con 3 nucledtidos selectivos en el extremo 3’, con la
siguiente secuencia de oligos: EcoRI +3 (5'-AgACTgCgTACCAATTC/ACC-3),
Msel+3 (5-gACgATgAgTCCTgAgTAA/CAA-3’). La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para el paso iii fue realizada en un termociclador TouchGene
con el siguiente protocolo de amplificacion: desnaturalizacion a 94 °C por 30
segundos, seguido de un paso de alineaciébn a 65 °C por 30 segundos y una
extension a 72 °C por 60 segundos. Los siguientes 12 ciclos siguieron el formato
“touchdown” disminuyendo la temperatura de alineacion por 0.7 °C después de
cada ciclo hasta llegar a una temperatura de alineacion final de 56 °C. El dltimo
ciclo fue repetido 23 veces y fue realizado con un perfil de 94 °C por 30 segundos,
56 °C por 30 segundos, y 72 °C por 60 segundos. iv) Separacion por electroforésis
de los productos amplificados sobre un gel desnaturalizante de poliacrilamida al
6%, por tres horas a 80Watts y a una temperatura de 50°C. Inmediatamente
después, el gel se introdujo en una solucion de fijacion (fix/stop, acido acético
glacial al 10% en agua destilada) donde se dejo toda la noche, posteriormente el
gel se enjuagd 3 veces con agua destilada, y se procedié a su tincibn con una
solucion de nitrato de plata (2g de nitrato de plata, 3 mL de formaldehido al 37%
en dos litros de agua destilada), por 30 minutos y con agitacién constante, se
enjuagod con agua destilada, y se revelé6 sumergiéndola en una solucion de
revelado (60 g de carbonato de sodio en 2L de agua), con agitacion constante
hasta que aparecieron las bandas. Para finalizar el revelado, se agreg6 1 L de la
solucién Fix/stop. Los tamafios de los productos amplificados fueron determinados
por comparacion con una escala de 25-550 pb AFLP DNA (Gibco-BRL).

Los perfiles de ADN resultantes en el gel fueron escaneados con un escaner de
cama doble (Epson EXPRESION 1680) y la imagen resultante analizada en el



programa Cross Checker (v2.91, 1999), a fin de generar una matriz binaria.
Bandas polimorficas fueron registradas como 1 (presente) o como O (ausente). La
frecuencia de alelos de cada locus se estimé usando un método Bayesiano de
distribucion previa no uniforme de frecuencia de alelos (Zhivotovsky, 1999), y se
realizaron estimaciones de frecuencias de alelos y heterocigocidad imparcial
esperada (indice de diversidad genética de Nei, 1973) entre los dos grupos de
plantas. También se calculd el indice de diferenciacion genética (Fst de Wright)
con el cual se estim0 la diferenciacion genética existente entre las dos
poblaciones, esto se realizd utilizando el programa AFLP-SURV 1.0 (Vekemans,
2002). El valor significativo de la Fst fue probado por comparacion con la Fst
observada la cual se obtuvo mediante una distribucion nula creada por 1000
permutaciones al azar de individuos entre poblaciones. Adicionalmente, la
diferenciacion poblacional fue también evaluada por medio de un analisis de
varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992), usando el programa de
computo Arlequin V. 2.0 (Schneider et al., 2000).

2.4 Ensayo de tolerancia a cadmio.

Las mismas plantas que se utilizaron para el analisis de AFLP (9 genotipos del
sitio el Ejido y 9 genotipos del sitio la Mesa) se propagaron vegetativamente en el
invernadero de la Division de Ingenieria Ambiental y Manejo de Recursos
Naturales del IPICYT, obteniéndose 10 repeticiones de cada genotipo. A estas
plantas se les permiti6 crecer en macetas que contenian 1 Kg de suelo
proveniente de la misma regién. Las plantas se mantuvieron en el invernadero sin
control ambiental y se proveyé de riego cada tercer dia durante un periodo de 2
meses.

Posteriormente, las plantas se trasplantaron a macetas de 2 Kg que contenian
arena, la cual fue previamente tamizada (usando tamices con tamafio de poro de 2
mm y 0.5 mm, respectivamente) y lavada una vez con agua destilada, otra con
una soluciéon 0.01 M de acido nitrico y finalmente otra vez con agua destilada. Los

lavados con agua destilada se realizaron a fin de eliminar residuos e impurezas, y



el lavado con solucion de acido nitrico para disolver y eliminar metales como el
cadmio. La arena se secO a temperatura ambiente por 5 dias; y con una alicuota
se determiné la cantidad de agua correspondiente al 70% de saturacién (para
mantener en todos los tratamientos el mismo nivel de humedad). La arena se
colocé dentro de una bolsa de plastico (para reducir pérdidas por percolacion)
dentro de una maceta y, se le agregoé el volumen equivalente al 70% de saturacion
usando una solucién nutritiva que incluyé lo siguiente: 71 mg de KSO4, 71 mg de
CaClz, 20 mg de MgS0O,4.7H20, 10 mg de MnSO,.H;O, 5mg de ZnS0O, .7H,0, 2
mg de CuSOs.5H0, 0.35 mg de CoS04.7H0, 0.18 mg de NaMoO4.2H:0, y 36
mg de KHPO4. Al inicio del experimento (7 de septiembre del 2004) Se
trasplantaron individuos cada uno con 5 vastagos en cada maceta, cada maceta,
incluyendo la planta y el volumen a 70% de saturacion fue pesada inmediatamente
después del trasplante, para determinar su peso total el cual se mantuvo durante
todo el experimento. Para reducir el calentamiento de las raices, cada maceta se
cubrié con papel aluminio.

Se aplicaron 2 tratamientos, solucién con y sin cadmio. El tratamiento con cadmio
consistié en una aplicacion de 60 ml de la solucién nutritiva mas cadmio (50 ppm
de nitrato de cadmio, agregados a una tasa promedio de 2.8 ppm en cada riego) y
el tratamiento testigo el cual consistio Unicamente en la aplicacion de 60 ml de
solucion nutritiva y agua destilada. En am bos casos se agrego la solucion nutritiva
en una sola dosis al inicio del estudio, para proveer a todas las plantas de igual
cantidad de nutrientes durante toda la fase experimental. En el caso del
tratamiento con cadmio, se agregaron 60 mL de la solucion de nitrato de cadmio
cada tercer dia durante las primeras cuatro semanas y se aumenté a 80 mL cada
cuatro dias durante las tres semanas siguientes. Las macetas que recibieron el
tratamiento testigo, se les adicion6 en cada riego 5.6 mg de KNO3; como fuente de
nitrégeno el monto equivalente de nitrégeno que se aplicé con la solucién de
nitrato de cadmio. Las macetas se pesaron antes de agregar la solucion para
ajustar el contenido de humedad a 70% de saturacién con agua desionizada.

A lo largo de las 7 semanas que dur6 el experimento, se realizaron evaluaciones

periddicas de variables morfologicas y de crecimiento del individuo que incluyeron:
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produccién de vastagos, numero de vastagos muertos, y nuamero de hojas
muertas. También se evalué cada cuatro dias la tasa de elongacion de laminas
foliares (dos vastagos de edad similar/maceta) en todas las plantas de ambos
tratamientos. En la fase intermedia del ensayo (transcurridos 24 dias) y en la fase
final (a los 49 dias) antes de la cosecha, se realizaron mediciones de intercambio
de gases en plantas que recibieron cadmio y en plantas testigo, utilizando un
analizador de CO; en el espectro infrarrojo (IRGA modelo LCA 4-ADC). Se
evaluaron 9 genotipos por sitio y 5 repeticiones por genotipo. La fotosintesis se
midid en un rango de 23 a 36 °C (curvas de fotosintesis a temperatura), y se
registraron las siguientes variables fisiolégicas: fotosintesis, transpiracion vy
variables relacionadas.

A la cosecha, transcurridas 7 semanas desde la implementacién del experimento,
las plantas se extrajeron cuidadosamente de la arena, utilizando el mismo
procedimiento de lavado mencionado anteriormente para la arena. Después de
lavar las raices, las plantas se colocaron inmediatamente en bolsas de sellado
hermético (tipo “ziploc”) y se pusieron en refrigeracion a 4 °C.

Para el andlisis morfoldgico y de asignacion de biomasa, las plantas se separaron
en raices, tallos (vaina) y laminas foliares. De cada fraccion se determind el peso
fresco y posteriormente se midieron las siguientes variables: area foliar, ancho
promedio de la hoja (cm), longitud maxima foliar (cm), y longitud total de las hojas
(cm) con un integrador de area foliar (LI COR, modelo LI-3000). Las raices frescas
se dispersaron en una charola transparente y posteriormente se escanearon en un
escaner de cama doble (Epson EXPRESION 1680). La imagen obtenida se
analizé con el programa WinRhizo (V1.8c, 2002), para determinar la longitud total
(cm), area superficial (cm?), didmetro promedio (cm) y el volumen de la raiz (cc).
Las tres fracciones de las plantas se secaron en una estufa a 75 °C por 48 h para
conseguir el peso seco (g) de hojas, tallos y raices. Con las medidas de peso
fresco y seco se determinaron la asignacion de biomasa a diferentes 6rganos de
las plantas: el area foliar especifica (m?/kg) y la densidad de tejido en hojas (g/g) y

raices (g/g).
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2.5 Andlisis estadistico de caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas.

Primero se examind si la distribucion de probabilidad de las observaciones se
circunscribia a una distribucion normal. Para esto se utilizé la prueba de Shapiro-
Wilks (Zar, 1984). Todas las variables morfolégicas, se analizaron con un modelo
mixto de andlisis de varianza, incluyendo tratamiento (cadmio y testigo), sitio (Ejido
y La Mesa) como factores fijos y los genotipos (9 por sitio) como el factor aleatorio.
El factor fijo (el sitio) fue comparado con la relacién de probabilidad, usando la
prueba de F tipo Ill y usando estimacion restringida de maxima probabilidad
(PROC MIXED, SAS Institute Inc. 1992). El factor aleatorio (genotipos) se analizo
como un factor anidado dentro del sitio y fue probado contra la significancia de los
valores z. La variable de tasa de ahijamiento se analizé utilizando un andlisis de

medidas repetidas mediante un modelo mixto (SAS, 1992).
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Resultados

3.1 Variabilidad genética entre las poblaciones de B. gracilis.

La comparacion de la heterocigocidad media esperada de las dos poblaciones
(indice de diversidad genética de Nei) mostré valores similares entre poblaciones
con valores de 0.401 + 0.018 para plantas del Ejido y 0.402 £+ 0.021 para plantas
de la Mesa, indicando que no existieron diferencias en diversidad genética entre
ambas poblaciones. Igualmente, la prueba de Fst de Wright's para examinar
diferenciacién genética entre las dos poblaciones de B. gracilis (Fst =0.0144, P =
0.76) no indicé diferencias significativas. Esto a su vez se corrobor6 con el
AMOVA que tampoco detectd diferencias genéticas significativas (P = 0.64) entre
las dos poblaciones, mientras que la mayor variabilidad (99.7%) fue debido a
variabilidad intrapoblacional. Asi los resultados sugieren que no existe
diferenciaciéon poblacional ni diferencias en diversidad genética entre las
poblaciones del sitio sobrepastoreado (Ejido) y los del sitio moderadamente

pastoreado (la Mesa, Tabla A, apéndice).

3.2 Respuestas de crecimiento, de la morfologia y fisiologia de B. gracilis a

cadmio

3.2.1 Variables de crecimiento en individuos.

Las plantas que recibieron el tratamiento con cadmio, exhibieron promedios mas
altos para el numero de hojas muertas, niumero de vastagos muertos, y numero de
vastagos vivos (Tabla 1; Anexo: Tablas B, C, D). La interaccion sitio*tratamiento
mostro diferencias significativas (P < 0.01) para el nimero de vastagos muertos y

namero de hojas muertas (P < 0.04). Se observaron mas vastagos muertos en el
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tratamiento con cadmio que en el testigo en la Mesa, mientras en el Ejido el

tratamiento con cadmio no tuvo un efecto diferente comparado al testigo (Figura

1). En el caso del numero de hojas muertas se observé que, en la Mesa y en el

Ejido hubo mas hojas muertas con el tratamiento de cadmio que en el testigo, sin

embargo el efecto fue mayor en la Mesa (Figura 2). En general, B. gracilis

también tuvo mas vastagos vivos en la solucién de cadmio en comparacion al

tratamiento testigo (factor principal de tratamiento; P < 0.05).

Tabla 1. Valores de Medias (X = retransformadas + ES), para las variables de

crecimiento de individuos bajo los tratamientos con cadmio (Cd) y Testigo (T).

Cadmio (Cd) Testigo (T)
Variables de Crecimiento X+ ES X+ ES
Numero de hojas muertas 11.9+0.81 7.29 £ 0.83
Numero de vastagos
muertos 4,52 + 0.44 3.51+ 0.45
NuUumero de vastagos vivos 14.44 £+ 0.56 13.16 £ 0.58
SITIO * TRATAMIENTO
(]
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P <0.01

Figura 1. Valores de Medias + ES del nimero de vastagos muertos en la interaccién sitio

X tratamiento.
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Figura 2. Valores de Medias * ES del nimero de hojas muertas para la interaccion Sitio x
Tratamiento.

3.2.2 Variables Morfolégicas.

Las variables morfolégicas evaluadas incluyeron: &rea foliar, longitud maxima
foliar, longitud total de las hojas, ancho promedio de la hoja, longitud total de la
raiz, area superficial de raiz, volumen de raiz, didmetro promedio de raiz y relacion
raiz-tallo (Anexo Tablas E, F, G, H, |, J, K, L, M).

De todas las caracteristicas foliares Unicamente se observdo un aumento en la
longitud méaxima foliar (factor principal de tratamiento, P < 0.0006; Anexo: Tabla F)
y en el ancho promedio de la hoja (factor principal de tratamiento, P < 0.01; Anexo:
Tabla H) en respuesta al tratamiento de cadmio comparado al tratamiento testigo
(Tabla 2).

Con relacion a las raices, no se detectaron diferencias morfologicas del testigo
comparado al tratamiento de cadmio ni tampoco entre las diferentes historias de
uso de suelo (Tabla 2; Anexo: Tablas |, J, K, L). En ninguna de las variables se
detecto un efecto del sitio (Anexo Tablas E, F, G, H, |, J, K, L, M).
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Tabla 2.

Valores de Medias (X =

retransformados

+ ES) de las variables

morfoldgicas, en funcion de los tratamientos cadmio (Cd) y testigo (T).

Cadmio (Cd) Testigo (T)
Variables Morfoldgicas X+ ES X+ES
Area foliar (cm?) 23.98 + 0.79 23.01 + 0.82
Longitud maxima foliar (cm) 21.26 £ 0.54 18.42 + 0.57
Longitud total de hojas (cm) 128.00 £5.19 135.87 £ 5.59
Ancho promedio de la hoja (cm) 0.20 £ 0.004 0.18 = 0.004

Longitud total de raiz (cm)

2414.28 + 107.83

2459.81 + 112.17

395.63 +17.67

377.87 £19.44

Area superficial de raiz (cnr)

Volumen de raiz (cm’) 5.48 + 0.32 4.63 +0.34
Diametro promedio de raiz (cm) 0.521 + 0.01 0.492 + 0.01
Relacion raiz/tallo 0.395+ 0.0 0.375 + 0.02

3.2.3 Variables de Asignacion de Biomasa.

Para este grupo de variables, el area foliar especifica fue menor en plantas que
recibieron el tratamiento de cadmio que plantas en el tratamiento testigo (factor
principal de tratamiento, P < 0.0002; Anexo, Tabla N). Por su parte, la densidad
del tejido foliar fue menor en las plantas recibiendo el tratamiento de cadmio que

en las plantas testigo (factor principal de tratamiento, P < 0.04; Anexo: Tabla O).

En el caso de las raices, se detect6 solamente un aumento en el peso seco de las
raices en plantas que crecieron bajo cadmio (peso seco de raices: factor principal
de tratamiento, P < 0.05; Anexo: Tabla U; peso fresco de raices: factor principal de
tratamiento, P > 0.5; Anexo: Tabla T) pero la densidad del tejido de las raices no
difirié entre los dos tratamientos (Tabla 3; P > 0.4, Anexo: Tabla V).
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El peso fresco y seco de las hojas fue mayor para plantas que recibieron cadmio
comparadas al testigo (peso fresco de hojas: factor principal de tratamiento, P <
0.0002; Anexo: Tabla P; peso seco de hojas: factor principal de tratamiento, P <
0.0002; Anexo Tabla Q). El factor sitio no causé ningin cambio en las

caracteristicas de asignacion de biomasa (Anexo: Tablas N, O, P, Q, R, T, U, V).

Tabla 3. Valores de medias (X £ ES) de las variables de asignacion de biomasa
para los tratamientos de cadmio y testigo.

Cadmio Testigo
Variables de Asignacion de Biomasa X+ES X+ ES
Area foliar especifica (m?/g) 7.35+0.16 8.35+0.17
Densidad del tejido de la hoja (g/g) 0.476 £ 0.00 0.497 £ 0.00
Peso fresco de hojas (g) 0.705 £ 0.02 0.564 £ 0.02
Peso seco de hojas (Q) 0.334+0.01 0.278 £ 0.01
Peso fresco de tallos (g) 2.54+ 0.02 2.46+ 0.02
Peso seco de tallos (g) 0.890+ 0.10 1.045+0.11
Peso fresco de raiz (g) 4404 +£0.24 | 4.183+0.25
Peso seco de raiz (g) 0.495 £ 0.02 0.039 £ 0.02
Densidad del tejido de la raiz (g/g) 0. 072 £ 0.02 0.039 £ 0.02

3.2.4 Variables Fisiolégicas

La tasa de elongacion de la hoja fue mayor en plantas de B. gracilis que recibieron
cadmio comparado a las plantas testigo (factor principal de tratamiento, P < 0.002,
Anexo: Tabla W), mientras el origen de las plantas (sitio) no afecté la tasa de

elongacion de la hoja (Anexo: Tabla W).

Para el analisis de la fotosintesis se utiliz6 un modelo polinomial cuadratico, a fin

de comparar la tasa de incremento (componente lineal) de la fotosintesis y la tasa
de fotosintesis saturada (componente cuadratico). Con relacién al origen de las

plantas, se observé que el incremento de la tasa de fotosintesis (componente
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lineal), mostr6 diferencias significativas entre sitios (P < 0.03, b = 1.75 + 1.00 para
ejido, b = 3.34 £ 1.887 para la Mesa, Tabla 4, Anexo Tabla AA).

Se observé que las plantas originarias de la Mesa mostraron casi el doble en la
tasa de fotosintesis comparadas al grupo de plantas del Ejido. Igualmente se
observaron diferencias significativas entre sitios en el caso de fotosintesis de
saturacion (componente cuadratico) a aumentos de temperatura (P < 0.009, b = -
0.034 + 0.014 para Ejido, b = -0.064 = 0.028 para la Mesa, Tabla 4). El valor
negativo () del coeficiente cuadratico, indicd que la tasa de fotosintesis decrecio
mas rapidamente en las plantas del sitio de la Mesa (Tabla 4) con incrementos de
la temperatura.

Cuando se evalu¢ la tasa de fotosintesis como una funcion de la temperatura de la
hoja no se observaron diferencias en la tasa de incremento de la tasa de
fotosintesis (componente lineal) entre las plantas que recibieron cadmio y las
testigo conforme la temperatura de la hoja incrementé (P < 0.09, b = 2.261 +1.264
para testigo, b = 0.3539 + 1.380 para cadmio, Tabla 5). Igualmente la tasa de
fotosintesis saturada (componente cuadratico no mostré diferencias entre

tratamientos, aunque el valor probabilistico fue marginal (P < 0.08, b = -0.045 +

0.018 para testigo, b = -0.014 £ 0.020 para cadmio, Tabla 5).

Tabla 4. Coeficientes para componente lineal y cuadratico + el error estandar (ES),
de la regresion de curvas de fotosintesis a temperatura de la hoja comparando el
factor sitio (Ejido y La Mesa).

Coeficiente Ejido LaMesa
Lineal + ES 1.7503 + 1.000 3.3400 + 1.8779
Cuadrético + ES - 0.0344 + 0.0146 - 0.0648+ 0.0280
Intercepto + ES - 2.3039 + 17.02 -19.291 + 31.1878
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Tabla 5. Coeficientes para componente lineal y cuadratico + el error estandar (ES),
de la regresion de curvas de fotosintesis a temperatura de la hoja comparando
respuestas a tratamientos (Cadmio y Testigo).

Coeficiente Cadmio Testigo
Lineal + ES 0.359+1.38 2.261+ 1.264
Cuadrético £ ES -0.014+0.020 -0.0457 + 0.0184
Intercepto + ES 23.391+22.981 - 6.3648 + 21.5364
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Discusioén

El historial evolutivo de B. gracilis la especie clave del pastizal semiérido esta
asociado con el desarrollo de caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas que le
confieren resistencia al pastoreo, sequia y fuego (Coughenour, 1985; Belsky et al.,
1993; Rosenthal y Kotanen, 1994). Se han reportado rasgos como el incremento
en el numero de vastagos, el incremento en la tasa de fotosintesis, altas tasas de
crecimiento, alta capacidad de almacén de carbono en raiz y corona, capacidad
para movilizar reservas de carbono de la raiz a los tallos, como algunas de las
caracteristicas que B. gracilis desarrolld a los factores antes mencionados
(Strauss y Agrawal, 1999). En esta investigacion nosotros partimos de la hipotesis,
de que los genotipos de B. gracilis provenientes de un sitio con un régimen
histérico de sobrepastoreo y un alto nivel de estrés asociado (ej. sequia,
infertilidad, salinidad, etc, Medina, 2003) serian mas tolerantes a la presencia de
altas concentraciones de cadmio, comparado a los genotipos de un sitio con
historial de uso moderado y menor nivel de estrés ambiental, esto basado en el

principio de seleccion convergente.

4.1 Anélisis Molecular

Con base en reportes previos en los que se enfatizan las diferencias morfolégicas
y fisiolégicas entre poblaciones que difieren el grado de estrés o impacto, por
ejemplo herbivoria (Painter et al., 1993; Detling y Painter, 1983; Smith, 1998;
Kotanen y Bergelson, 2000) se esperaba encontrar que las poblaciones de B.

gracilis originarias de sitios contrastantes en el nivel de pastoreo (contraste entre
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area sobrepastoreada-Ejido vs. area con pastoreo moderado-Mesa) mostrarian
diferenciacion genética entre poblaciones. Sin embargo, el analisis estadistico de
los perfiles de ADN y que incluyd; el indice de diversidad genética de Nei, el indice
de fijacion Fst de Wright y el andlisis de varianza molecular (AMOVA), ademas de
revelar valores similares de diversidad genética (indice de diversidad de Nei) entre
los dos grupos, tampoco mostré diferenciacion poblacional ni con el indice de
fijacion (Fst de Wright), ni con el AMOVA (Tabla 1). En el caso del AMOVA la
mayor variabilidad genética se observo dentro de las poblaciones con un 99.3% y
solamente 0.7% de variacion genética ocurrié entre poblaciones.

Algunos estudios previos en los cuales se examind la diversidad genética

morfolégica (Quinn y Miller, 1967; Detling y Painter, 1983; Carman y Briske, 1985;
Painter et al.,, 1989; Smith, 1998) reportaron menores valores de los componentes
de varianza para los diferentes variables morfolégicas examinadas en la poblacion
que tenia un historial de pastoreo intenso. Con esos antecedentes, se esperaba
observar pérdidas de la diversidad genética en el grupo de plantas provenientes
del ejido, debido a su largo historial de intensa utilizacion, sin embargo el indice de
diversidad que determinamos resultd igual en las dos poblaciones (0.401 y 0.402
para Ejido y Mesa respectivamente). Asi, parece ser que B. gracilis muestra gran
resistencia a la pérdida de su banco genético a pesar de observarse grandes
diferencias en cubierta vegetal (<15% vs. >40% para Ejido y Mesa
respectivamente, Aguado-Garcia Moya, 1998).

Es importante también recalcar el hecho de que los dos grupos no mostraron
diferenciacién poblacional (indice de fijacion y AMOVA) a pesar de las diferencias
en historial de uso y la posible preponderancia de poblaciones con ciertas
caracteristicas (ej. rasgos relacionados a resistencia a herbivoria). Estos
resultados difieren de otro estudio en la misma region, en el cual se reporté
diferenciacion genética entre poblaciones de B. gracilis sujetas a diferentes
regimenes de pastoreo (Aguado-Santacruz et al.,, 2002). En este estudio, el
esquema de muestreo fue tal, que no separd efectos ambientales (ej. pastoreo,
sequia, etc) de los efectos geogréficos, y ademas usaron RAPD. De ahi que sus

resultados no son comparables con los del presente estudio.
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Los resultados de este estudio coinciden con investigaciones recientes en las
cuales tampoco se detectd diferenciacion genética entre poblaciones de plantas
en respuesta al grado de herbivoria (Arredondo et al datos sin publicar 2004;
Matlaga y Karoly, 2004). En el caso del estudio por Arredondo y col. (datos sin
publicar) se emplearon 3 especies de gramineas entre las que se incluyé B.
gracilis. El andlisis de perfiles de ADN obtenidos mediante AFLP’s no indicé
diferenciacion en B. gracilis pero si en Poa ligularis con valores intermedios para
Bouteloua curtipendula. Este resultado se interpretd como una respuesta
dependiente del grado de historial evolutivo de las especies de gramineas con
herbivoros ungulados. Asi, se observo diferenciacion poblacional y pérdida de
diversidad claramente en P. ligularis, una especie de la estepa patagonica que no
coevolucion6 con herbivoros ungulados, mientras B. gracilis que es una especie a
la que se le atribuye una larga historia evolutiva con herbivoros, no mostro
diferenciacion.

Por otro lado, tomando en consideracion que las dos poblaciones de B. gracilis
proceden de sitios con niveles contrastantes de pastoreo pero vecinos entre si
(maximo 400 metros entre sitios); es posible también que los efectos del
apacentamiento sobre la variabilidad genética neutral pudieran haber sido
superados por el flujo genético entre ambas poblaciones debido a su cercania
(Matlaga y Karoly, 2004). Se ha comprobado que el polen y en ocasiones las
semillas pueden ser dispersadas por el viento a distancias de aproximadamente
800 m, lo que propicia que el flujo genético pueda ocurrir entre sitios vecinos
(Richards, 1986) y con posibilidades muy altas para nuestro caso.

Otro aspecto es que el tamafio de muestra empleado en este trabajo, que es
demasiado bajo para estudios poblacionales pudiera ser otro factor que estuviese
influenciando los resultados. Sin embargo estos dos grupos de pastos también
fueron estudiados utilizando un tamafio recomendado de muestra (100 genotipos
de cada sitio, Arredondo et al., datos sin publicar), y aun asi tampoco se detectd
diferenciacion genética entre estas poblaciones.

Finalmente, aun y cuando los resultados no mostraron diferenciacién genética

entre las dos poblaciones de B .gracilis a pesar de exhibir un historial de uso
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contrastante, esto no indica que no existan cambios a nivel de expresion génica de
caracteristicas que confieren tolerancia a herbivoria u otro factor ambiental.
Debido a que esta investigacion se limité a estudiar solo la variacién genética a
nivel del genoma y no los mecanismos involucrados en la expresién de genes es
posible que los cambios directamente involucrados en la expresion de genes no

pudieran ser detectados.

4.2 Variables de crecimiento.

Los resultados de este estudio, no revelaron diferencias significativas en la
mayoria de las variables morfolégicas y fisiologicas en funcion del sitio de
procedencia o la exposicidon a soluciones con cadmio, lo que es congruente con
los resultados derivados del andlisis molecular, en el que tampoco se observo
diferenciacion genética entre las dos poblaciones de B. gracilis.

Se observé que la interaccion sitio*tratamiento mostré diferencias significativas
entre sus valores promedio en las variables de nimero de vastagos muertos y
marginalmente el nimero de hojas muertas.

Por ejemplo, en poblaciones de plantas que se desarrollan en habitats
extremosos, éstas deben exhibir suficiente plasticidad para ajustarse a un nivel
particular de disponibilidad de recursos a través de combinaciones en el que se
ajusta el tamafo y la densidad de las plantas. Cuando se examinan los aspectos
de crecimiento de individuos en gramineas, el reclutamiento de vastagos a partir
de propagacion vegetativa es mas consistente, debido a que los véastagos
juveniles pueden importar recursos de vastagos maduros (Tripathi y Harper,
1973). Cuando la planta se encuentra en condiciones de estrés, los vastagos
juveniles que aun son dependientes de los vastagos maduros, no pueden competir
por recursos y son los primeros en morir (Parson et al., 1984).

En este estudio se pudo observar que las plantas de B. gracilis sometidas a estrés
por cadmio manifestaron mayor mortalidad de vastagos que las plantas que no
recibieron cadmio (Figura 1). El estudio mostr6 que hubo ademas un mayor

promedio de vastagos muertos en el sitio la Mesa (pastoreo moderado), que en el
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sitio el Ejido (sobrepastoreo) cuando se aplicé cadmio, este ultimo fue el grupo de
plantas con mayor exposicion a estrés. Estos resultados son congruentes con la
hipotesis de la cual partimos, de que genotipos provenientes del sitio con menor
estrés (pastoreo moderado) serian mas susceptibles al cadmio que los del sitio
con mayor estrés (sobrepastoreo).

Aparentemente, parte de esta mayor tasa de mortalidad en presencia de cadmio,
fueron compensadas por mayores tasas de produccion de nuevos vastagos en
este mismo tratamiento (datos no presentados). Esta respuesta coincide con
estudios en dos especies de gramineas tolerantes a metales pesados: Vetiveria
zizanoides y Cynodon dactylon las cuales mostraron incrementos en el numero de
vastagos en presencia de jales conteniendo diversos metales pesados y residuos
domeésticos (Shu et al.,1998).

Cuando se evalué el numero de hojas muertas de los genotipos de B. gracilis
tratados con cadmio también se encontré6 mayor mortalidad promedio que las
plantas testigo, sin embargo esto se circunscribié a las laminas foliares maduras
(Figura 2). Ernst(1974) reporté que la traslocacion de metales pesados de raiz a
tallos ocurre preferentemente por una ruta hacia ldminas maduras y evita laminas

jovenes, de ahi la preponderancia de senescencia en hojas maduras.

4.3 Variables Morfoldgicas.

De las variables morfolégicas evaluadas en las plantas de B. gracilis solamente
se observaron respuestas diferenciales al tratamiento en la longitud maxima foliar,
el ancho promedio de la hoja, y marginalmente el volumen de la raiz.
Particularmente, la longitud méaxima y el ancho promedio de las hojas resultd
mayor en las plantas que recibieron cadmio (Tabla 2). Esto coincide con la
respuesta de las gramineas a otros tipos de estrés, tal como herbivoria, en las que
se ha observado una excesiva demanda de carbono para la formacion de nuevos
vastagos, lo cual puede conducir a la expansion del area de la hoja, asi como a un
incremento de desarrollo de la hoja, lo cual puede ocurrir con incrementos

concomitantes de la tasa de fotosintesis para suplir estas demandas (Briske y
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Richards, 1995). Sin embargo, con los resultados obtenidos en el presente
estudio, no se puede establecer si estos mecanismos estan relacionados.

A pesar de las implicaciones que puede tener el sistema radical en ambientes con
alta concentracion de metales pesados, no observamos mayor efecto de las
aplicaciones de cadmio en la longitud de la raiz. Este resultado difiere de las
respuestas observadas en otras gramineas como lo es el caso de Cynodon
dactylon, en el que su alta tolerancia a diversos metales pesados se ha asociado
con la elongacion de la raiz (Shu, 1997; Shu et al., 1998). Aunque este estudio no
mostré incrementos significativos en la longitud de la raiz en B. gracilis, si se
observé un efecto marginalmente significativo en el volumen de la raiz, lo que
puede estar relacionado con respuestas de tolerancia a metales pesados como
son: el aumento en ramificaciones de la raiz y en la longitud de los pelos radicales,

gue han sido reportadas para Thlaspi caerulescens (Whiting et al., 2000).

4.4 Variables de Asignacion de Biomasa.

En cuanto a las variables de asignacién de biomasa, se observd que las plantas
gue recibieron cadmio, tienden a reducir el area foliar especifica y la densidad del
tejido de la hoja, pero incrementan el grosor de la hoja, el peso fresco y seco de
las hojas (Tabla 3). Estos resultados parecen estar relacionados con multiples
estudios en los que se ha observado que las plantas que crecen en condiciones
extremosas (infertilidad, sequia, temperatura, etc.) tienden a invertir menos en
produccion de area foliar, y esto se traduce usualmente en una mayor inversion a
pared celular y compuestos secundarios los cuales son equivalentes a una mayor
inversion en el contenido de materia seca. Estas caracteristicas confieren mayor
robustez a la hoja mejorando asi su resistencia a condiciones adversas (Bell,
1981; Bazzaz et al., 1987; Baas, 1989).

El decremento en la densidad del tejido de la hoja en el presente estudio, no
coincide con la respuesta de esta variable a condiciones de estrés. Esta respuesta
se puede explicar parcialmente en funcidon de los componentes del area foliar

especifica. El area foliar especifica esta constituida tanto por dos componentes, la
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concentracion de materia seca y el grosor de la hoja (Ryser y Lambers, 1995). En
este estudio usamos el contenido de de materia seca como un estimado ce la
concentracion de materia seca (Shipley y Vu, 2002), asi el decremento en area
foliar especifica ocurri6 concomitantemente con incrementos del grosor de la hoja
(Tabla 3). Esto sugiere que aunque se redujo la sintesis de compuestos asignados
a pared cdular se dio de cualquier manera, un engrosamiento de la lamina,
posiblemente por aumento del volumen vacuolar. Se ha observado que en células
estresadas por cadmio, puede llevarse a cabo la formacion de ciertos compuestos
como fitoquelatinas, las cuales secuestran el cadmio y lo conducen y depositan en
vacuolas para su compartamentalizacion (Siripornadulsil, 2002; Howe y Merchant,
1992; Kaplan et al.,1991; Lee et al.,1996; Cohen et al.,1998; Guerinot, 2000; Hu et

al.,, 2001). Y esto se puede traducir en incrementos del grosor de la hoja.

4.5 Variables de Respuesta Fisiologicas.

La tasa de elongacion de la hoja en plantas de B. gracilis mostrd aceleracion de la
elongacion cuando recibio solucion conteniendo cadmio comparado a plantas que
recibieron Unicamente solucién nutritiva. Esta respuesta coincide con la respuesta
observada por otras especies y expuestas 0 otros tipos de estrés, por ejemplo
herbivoria, la cual promueve en gramineas mayores tasas de elongacion de la
hoja (Wallace et al., 1985; Wolf y Parrish, 1982). Sin embargo, el cadmio es un
fitotbxico poderoso que causa interrupcion del crecimiento (Steffens, 1990) y
eventualmente la muerte. Una posible explicacion para esta respuesta quizas se
relaciona con la liberacion de recursos (fotoasimilatos y nutrientes). De esta forma,
la exposicion a cadmio puede provocar mortalidad de hojas y vastagos (Tabla 2)
quedando asi recursos adicionales para el crecimiento de las hojas.

Cuando se establecieron las curvas de fotosintesis como funcion de la
temperatura se observo que las plantas expuestas al cadmio exhibieron menores
tasas de fotosintesis (Tabla 4), asi como decrementos mas rapidos con
incrementos de temperatura cuando se alcanzo la saturacion de fotosintesis. Otros

estudios han mostrado respuestas variables de la fotosintesis cuando las plantas
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son expuestas a metales pesados. Por ejemplo, el estudio de Nielsen (Nielsen et
al., 2003) mostré que los efectos negativos de la acumulacion de cobre en las
reacciones fotosintéticas de Fucus serratus dependieron de la exposicion previa
de las plantas a contaminacién de cobre y al desarrollo de tolerancia. De esta
manera, las plantas originarias de sitios contaminados no mostraron efectos en las
reacciones fotosintéticas, a altas concentraciones de cobre. También se puede
resaltar que el grupo de plantas provenientes del sitio con menor grado de estrés
(la Mesa) mostraron tasas de asimilacion de CO, casi doble al grupo de plantas
del sitio con mayor estrés (Ejido). Si las condiciones de uso del Ejido han
producido efectos negativos en fertilidad y humedad del suelo y ademas ha
existido eliminacion sistemética de individuos (aunque el andlisis molecular no lo
respalda), es posible que las plantas predominantes en el Ejido incluyan genotipos
de baja tasa de crecimiento y posiblemente menores tasas de asimilacion de CO,,
esto sin embargo no se puede verificar con el presente estudio.
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Conclusiones

La totalidad de las plantas de los diferentes genotipos de B. gracilis que se
utilizaron en este estudio, sobrevivieron al tratamiento de cadmio
independientemente de las condiciones contrastantes de su sitio de origen. El
estudio ademas mostré que las plantas de B. gracilis ajustaron su crecimiento, la
morfologia, sus patrones de asignacion de biomasa en raices y en tallos y otros
aspectos fisioldgicos, cuando estas fueron expuestas a una alta concentracion de
cadmio. Aungue las respuestas entre grupos (Ejido vs. La Mesa) fueron
generalmente similares, el ensayo mostré que hubo diferencias entre los genotipos
de la Mesa y del Ejido en variables de crecimiento principalmente, las cuales
indican que las plantas del Ejido tienen mas tolerancia a altas concentraciones de
cadmio, lo anterior se observé en el menor nimero de vastagos muertos y hojas
senescentes que se registraron en el grupo proveniente de la Mesa. Con respecto
a las otras variables no se pudo establecer un patrén de respuesta que indicara
ventaja de un grupo sobre otro.

Fue claro también que la aplicacion de una solucion de cadmio provocd ajustes
importantes en las plantas en general, estos ajustes tuvieron que ver
principalmente con cambios en la asignacion de biomasa a tejidos (area foliar
especifica, densidad de tejido de la hoja, grosor de la hoja) y la tasa de asimilacion
de CO,. Los ajustes de las plantas a cadmio incluyeron el desarrollo de hojas con
baja area foliar especifica y tasa de fotosintesis.

Finalmente el efecto del sitio de origen (condiciones de estrés contrastante) no fue
muy conspicuo aunque si se observO en contadas ocasiones (ej. numero de
vastagos muertos, fotosintesis, etc). No es claro si estas pocas diferencias que se

detectaron tengan que ver con el resultado del andlisis molecular, el cual mostr6
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gue no existié diferenciacién poblacional entre poblaciones. Es claro que existe
mucha controversia entre la coincidencia de las variables neutras (marcadores) y
las variables cuantitativas y el nimero de individuos que se utilizaron en el
presente estudio impide alcanzar una respuesta concluyente.

En conclusién, se puede mencionar que B. gracilis tiene capacidad de tolerancia a
cadmio y que existe aparentemente una relacion entre un origen con alto grado de
estrés y su tolerancia a cadmio.
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Anexos

Tabla A . Analisis de varianza molecular (AMOVA) para explorar la diferenciacion

genética entre dos poblaciones de B. gracilis con diferentes regimenes de

pastoreo.

Componentes de | Df SC CM % de P
varianza variacion
Entre poblaciones 1 8.748 | 8.748 0.3 0.639
Entre individuos 14 | 136.127 | 9.723 99.7
15

Tabla B. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el numero de hojas muertas.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P
SITIO 1,16 0.04 0.8418
TRATAMIENTO 1,16 29.46  0.0001
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 473  0.0450
Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 5.73 328 0.0802
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 3.21 234 0.1710
RESIDUAL 13.14 177  0.0001

38



Tabla C. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el numero de vastagos muertos.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 0.02  0.8998

TRATAMIENTO 1,16 9.52 0.0071

SITIO*TRATAMIENTO 1,16 7.53 0.0144

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 2.63 106 0.0131

TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.08 035 0.7996

RESIDUAL 3.51 047  0.0001
Tabla D. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el nUmero de vastagos Vivos.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 1.11 0.3080

TRATAMIENTO 1,16 4.50 0.0500

SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.33 0.5712

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 2.66 1.47 0.0721

TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.00

RESIDUAL 13.24 1.65 0.0001
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Tabla E. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el area foliar especifica.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 0.00 0.9640
TRATAMIENTO 1,16 0.90 0.3576
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.01 0.9138

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 2.55 292 0.3823
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 3.59 323 0.2655
RESIDUAL 22.44 3.05 0.0001

Tabla F. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO vy
TRATAMIENTO, sobre longitud maxima foliar.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 1.05 0.3209
TRATAMIENTO 1,16 18.35 0.0006
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.14 0.7124

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 1.73 1.46 0.2357
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.43 142 0.7595
RESIDUAL 13.96 1.86 0.0001
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Tabla G. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre longitud total de las hojas.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,15 020 0.6579
TRATAMIENTO 1,15 131 0.2697
SITIO*TRATAMIENTO 1,15 0.19 0.6697

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 100.88 130.91 0.4410
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 164.44 139.61 0.2389
RESIDUAL 875.39 124.78 0.0001

Tabla H. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el ancho promedio de la hoja.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacién df F P

SITIO 1,15 0.14 0.7145
TRATAMIENTO 1,15 8.78 0.0097
SITIO*TRATAMIENTO 1,15 0.20 0.6585

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.000038 0.000070 0.5803
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.000000

RESIDUAL 0.001255 0.000166 0.0001
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Tabla I. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y

TRATAMIENTO, sobre longitud total de la raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variaciéon df F P

SITIO 1,16 0.85 0.3694

TRATAMIENTO 1,16 0.16 0.6978

SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.72 0.4093

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 98153.92 57348.09 0.0870

TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 18850.30 44737.79 0.6735

RESIDUAL 395045.97 54417.40 0.0001
Tabla J. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre area superficial de raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 0.17 0.6897

TRATAMIENTO 1,16 0.95 0.3432

SITIO*TRATAMIENTO 1,16 2.32 0.1470

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 2914.23  1485.27 0.0498

TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.00000

RESIDUAL 11608.45 1463.91 0.0001
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Tabla K. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el volumen de raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 0.76  0.3967
TRATAMIENTO 1,16 3.37 0.0852
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 3.00 0.1025

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.1349 0.3790 0.7219
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0000

RESIDUAL 7.5634 0.9525 0.0001

Tabla L. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre didmetro promedio de raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 240  0.1409
TRATAMIENTO 1,16 2.48 0.1351
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 1.49 0.2404

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.00000
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.00000

RESIDUAL 0.01266  0.0014 0.0001
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Tabla M. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre la relacion raiz/vastago.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 1.09 0.3126
TRATAMIENTO 1,16 0.58 0.4585
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 1.50 0.2390

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.00331  0.0027 0.2269
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.00000

RESIDUAL 0.03656  0.0046 0.0001

Tabla N. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el area foliar especifica.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 2.21 0.1564
TRATAMIENTO 1,16 22.65 0.0002
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.02 0.8901

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 0.1208 0.1277 0.3445
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0146 0.1381 0.9155
RESIDUAL 1.4921 0.2023 0.0001




Tabla O. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar

TRATAMIENTO, sobre la densidad del tejido de la hoja.

los efectos del SITIO vy

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P
SITIO 1,16 1.65 0.2173
TRATAMIENTO 1,16 5.13 0.0378
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.14 0.7171
Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.0000
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0000

RESIDUAL 0.0025 0.0003 0.0001

Tabla P. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los

TRATAMIENTO, sobre peso fresco de las hojas.

efectos del SITIO vy

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P
SITIO 1,16 0.03 0.8666
TRATAMIENTO 1,16 2277 0.0002
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.00 0.9969
Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.0049 0.0032 0.1339
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0020 0.0027 0.4585
RESIDUAL 0.0230 0.0031 0.0001
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Tabla Q. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre peso seco de la hoja.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 042  0.5238
TRATAMIENTO 1,16 2243 0.0002
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.04 0.8353

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 0.0012 0.0006 0.0555
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0001 0.0004 0.8026
RESIDUAL 0.0044 0.0006 0.0001

Tabla R. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre peso fresco de tallos.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 0.55 0.4710
TRATAMIENTO 1,16 0.16 0.6913
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 2.39 0.1415

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 0.0024 0.0030 0.4247
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0037 0.0033 0.2670
RESIDUAL 0.0259 0.0034 0.0001
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Tabla S. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre el peso seco de tallos.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 1.89 0.1877
TRATAMIENTO 1,16 0.99 0.3334
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 2.46 0.1366

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.0000
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0000

RESIDUAL 0.8556 0.1008 0.0001

Tabla T. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO vy
TRATAMIENTO, sobre peso fresco de raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 026 0.6139
TRATAMIENTO 1,16 0.49 0.4947
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.64 0.4369

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P

GENOTIPO(SITIO) 0.2193 0.2766 0.4278
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.2231 0.3098 0.4715
RESIDUAL 2.6755 0.3646 0.0001
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Tabla U. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y
TRATAMIENTO, sobre peso seco de raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,16 0.03  0.8660
TRATAMIENTO 1,16 4.59 0.0478
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.28 0.6021

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.0066 0.0031 0.0359
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0000

RESIDUAL 0.0220 0.0027 0.0001

Tabla V. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO vy
TRATAMIENTO, sobre densidad de la raiz.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacién df F P

SITIO 1,16 0.72 0.4082
TRATAMIENTO 1,16 0.82 0.3774
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 0.88 0.3629

Estimaciones de componentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.0000
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0000

RESIDUAL 0.0473 0.0055 0.0001
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Tabla W. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y

TRATAMIENTO, sobre tasa de elongacion de la hoja.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P
SITIO 1,16 0.05 0.8303
TRATAMIENTO 1,16 13.65 0.0020
SITIO*TRATAMIENTO 1,16 143 0.2487
Estimaciones decomponentes de varianza

Componente de varianza Estimado ES P
GENOTIPO(SITIO) 0.0040 0.0020 0.0430
TRATAMIENTO*GENOTIPO(SITIO) 0.0000

RESIDUAL 0.0142 0.0017 0.0001

Tabla AA. ANOVA. Modelo Mixto. Para examinar los efectos del SITIO y

TRATAMIENTO, sobre tasa de fotosintesis.

Test de Efectos Fijos

Fuente de variacion df F P

SITIO 1,10 2.55 0.141
TRATAMIENTO 1,603 2.54 0.111
SITIO*TRATAMIENTO 1,603 8.34 0.004
LINEAL*SITIO 1,603 4.53 0.033
LINEAL*TRATAMIENTO 1,603 2.78 0.096
CUADRATICO*SITIO 1,603 6.76 0.009
CUADRATICO*TRATAMIENTO 1,603 3.14 0.077
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Glosario

AFLP. Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados.
AMOVA Andlisis molecular de varianza.

BIO-RAD. Méaquina termocicladora, modelo icycler.

Buffer. Solucién amortiguadora.

Buffer TE. Soluciébn amortiguadora (10mM tris-HCI (pH 8.0), 0.1mM EDTA)
df. Grados de libertad.

DNA (Gibco-BRL). Kit para AFLP, marca Gibco-BRL.

EcoRI. Enzima de restriccion del ADN, purificada de una cepa de E. coli.

EcoRI + 1. Secuencia de oligonucleétidos mas una base selectiva, que sirven
como objetivo de la enzima de restriccion EcoRI.

EcoRI + 3. Secuencia de oligonucle6tidos mas tres bases selectivas, que sirven
como obijetivo de la enzima de restriccion EcoRI.

Escéner. Aparato para digitalizacion de imagenes.

Escanear . Proceso de digitalizacion de imagenes.

F. Estadistico de Fisher.

Factor aleatorio. Factor seleccionado al azar.

Factor fijo. Factor que se establece arbitrariamente para probar sus efectos.
Fst de Wright. indice para la diferenciacion genética de poblaciones.
Locus. Sitio dentro de un cromosoma, ocupado por un gen.

Msel. Enzima de restriccion del ADN, purificada a partir de especies de
Micrococcus.

Msel + 1. Secuencia de oligonucleétidos mas una base selectiva que sirven como
objetivo de la enzima de restriccion Msel.
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Msel + 3. Secuencia de oligonucle6tidos mas tres bases selectivas, que sirven
como objetivo de la enzima de restriccion Msel.

Nei. indice de diversidad genética.
P. Probabilidad

pb. Pares de bases

Prueba de Shapiro-Wilks (Zar, 1984). Estadistico para examinar distribuciones
de frecuencia normal.

Prueba de F tipo lll. Estadistico de Fisher, para un modelo mixto.

Primers. Secuencias de oligonucleétidos iniciadores que reconocen sitios
especificos del ADN.

TouchGene. Termociclador marca Techne. Para amplificacion del ADN.

Touchdown. Programa de amplificacion del ADN, en el que se disminuye
gradualmente la temperatura.

z. Valores normalizados
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