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RESUMEN

El incremento de la frecuencia de sequias y el consiguiente déficit hidrico en la agricultura
pone en peligro la seguridad alimentaria de mas de mil millones de personas. Varios estudios
cientificos han demostrado las estrechas relaciones entre las plantas y los microorganismos
coexistentes y como estos pueden estimular rutas de defensa temprana y preparar a las plantas
para enfrentar el estrés. Se han observado que existen cambios en la diversidad del microbioma
radicular cuando una planta se encuentra bajo estrés abidtico. Por tal motivo, comprender los
cambios en el microbioma que se dan bajo el estrés de sequia, permitira identificar
microorganismos o genes especificos que pueden ser usados para aumentar la capacidad de
tolerancia de la planta. El cultivo de maiz tiene gran para la economia mundial,
lamentablemente esta amenazado por sembrarse en lugares sin riego constante y a expensas de
las Iluvias. Este estudio busca identificar cambios especificos en el microbioma de la raiz en
dos variedades de maiz en Malchingui, en el canton Pedro Moncayo (Provincia de Pichincha-
Ecuador). Las dos variedades de maiz fueron sometidas a estrés por sequia durante 7 dias,
cultivadas en suelo agricola estéril y no estéril. Diariamente se evaluaron los siguientes
pardmetros fisiologicos: fluorescencia, conductancia estomatica y potencial hidrico. Los
resultados de la medicion de los parametros fisioldgicos demostraron que las plantas cultivadas
en el suelo estéril son menos tolerantes a la sequia, con valores de conductancia estomatica
inferiores a 100 mmoles/m?s a partir del segundo dia. Las muestras para el andlisis del
microbioma se tomaron bajo riego y sequia. El andlisis del microbioma muestra la presencia
de taxones reportados en la literatura con la capacidad de inducir tolerancia la sequia como
Azospirillum, Herbaspirillum, Rugamonas y Pseudomonas. Se identificaron enriquecimiento
y reduccion de taxones microbianos bajo sequia. Al obtener una respuesta fisiologica
diferencial entre tipos de suelo y las variedades, se puede proponer que el microbioma original
del suelo contribuy6 a la tolerancia a la sequia en conjunto con la genética de la planta.
Identificar microorganismos especificos que resulten ser claves en la red de interacciones
microbio-planta, dentro de la respuesta al estrés de sequia, puede permitir el desarrollo de
productos mas amigables con el ambiente y el reemplazo de agroquimicos.

Palabras clave: sequia, microbioma, maiz, fisiologia vegetal



ABSTRACT

The increase in the frequency of droughts and the consequent water deficit in agriculture
endangers the food security of more than one billion people. Several scientific studies have
shown the close relationships between plants and coexisting microorganisms and how these
can stimulate early defense pathways and prepare plants to face stress. It has been observed
that there are changes in the diversity of the root microbiome when a plant is under abiotic
stress. For this reason, understanding the changes in the microbiome that occur under drought
stress will allow the identification of specific microorganisms or genes that can be used to
increase the tolerance capacity of the plant. The cultivation of corn is great for the world
economy, unfortunately it is threatened by being planted in places without constant irrigation
and at the expense of rain. This study seeks to identify specific changes in the root microbiome
in two maize varieties in Malchingui, in the Pedro Moncayo canton (Pichincha Province-
Ecuador). The two maize varieties were subjected to drought stress for 7 days, grown in sterile
and non-sterile agricultural soil. The following physiological parameters were evaluated daily:
fluorescence, stomatal conductance and water potential. The results of the measurement of the
physiological parameters showed that the plants grown in the sterile soil are less tolerant to
drought, with stomatal conductance values lower than 100 mmol/m2s from the second day.
The samples for the microbiome analysis were taken on well-watered and drought. The
microbiome analysis shows the presence of taxa reported in the literature with the ability to
induce drought tolerance, such as Azospirillum, Herbaspirillum, Rugamonas and
Pseudomonas. Enrichment and reduction of microbial taxa under drought were identified.
Obtaining a differential physiological response among soil types and varieties, it can be
proposed that the original soil microbiome contributed to drought tolerance in conjunction with
plant genetics. Identifying specific microorganisms that turn out to be key in the network of
microbe-plant interactions, within the response to drought stress, can allow the development
of more environmentally friendly products and the replacement of agrochemicals.

Keywords: drought, microbiome, corn, plant physiology
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INTRODUCCION

La sequia y sus implicaciones.

Uno de los principales problemas de la agricultura moderna es la sequia, siendo su
definicién compleja de establecer, esto debido a que la sequia puede ser definida bajo diferentes
factores (Van Loon et al., 2015). Sin embargo, se considera a la sequia como un periodo largo
de tiempo en el cual las precipitaciones son inferiores a la media normal anual (Mishra &
Singh, 2010).

La conjugacion de diferentes variables hidrometereologicas, como las anomalias en la
temperatura y en la cantidad de precipitacion, ademds de una demanda diferencial de agua en
distintas regiones del mundo, hacen que el agua sea cada vez menos disponible para una
agricultura sostenible (Mishra & Singh, 2010).

En relacion con esto, existen varios ambientes naturales, como los desiertos o zonas
aridas, en donde es completamente normal la ausencia de precipitaciones. Sin embargo, en los
ultimos afios, los suelos cultivables o destinados para la agricultura, estan viéndose afectados
por la ausencia de lluvias, amenazando asi, la seguridad alimentaria (Ekundayo et al., 2022).

Segtn el informe del Estado de la Alimentacion y la Agricultura, de la FAO del 2019
(FAO, 2019), la sequia es la segunda causa principal de la pérdida precosecha de cultivos
basicos como el maiz, papa, trigo y frijoles. En el mismo informe del afio 2020 (FAO, 2021),
el eje central es el agua y como mitigar los problemas asociados a las sequias e inundaciones,
principalmente se ha evidenciado la afectacion de la sequia en cultivos de secano como el maiz;
la productividad econdmica del agua es mas baja en paises en desarrollo en América Latina y
Africa, mientras que paises de Europa y Estados Unidos tiene la productividad econémica del
agua mas alta (FAO, 2021). El déficit hidrico o sequia producen plantas de menor tamafio,
porcentajes de germinacion bajos, madurez precoz y senescencia de flores y hojas; afectando

directamente la productividad y el rendimiento de los cultivos (Singh & Prasad, 2021). Como
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paises en desarrollo es importante generar estrategias para aumentar la rentabilidad de las

cosechas y aumentar la productividad para asi garantizar la seguridad alimentaria.

Respuesta de la planta a estrés hidrico.

Las plantas poseen estrategias adaptadas para sobrevivir a los ambientes secos, ya sean
estas genéticas, morfologicas o fisiologicas (Seleiman et al., 2021). A nivel genético, se
prioriza la expresion de genes relacionados a la produccion de proteinas osmoreguladoras,
enzimas y metabolitos relacionados a la fitohormona 4cido abscisico(Singh & Prasad, 2021).
El 4cido abscisico es la principal hormona involucrada en la tolerancia a la sequia, debido a
que es la encargada del cierre estomadtico, evitando la transpiracion excesiva y acumulando
agua en los tejidos (Fang & Xiong, 2015).

Bajo estrés hidrico, la planta manifiesta cambios en su fisiologia, principalmente se
producen especies reactivas de oxigeno (ROS), alteraciones en la fotosintesis, cierre
estomatico, pérdida de potencial hidrico, deficiencias en la toma de minerales del suelo (Bacete
et al., 2022), cambios en la integridad de la pared y membrana celular, producciéon de
metabolitos secundarios y activacion de vias de senalizacion hormonal (Singh & Prasad, 2021).

A nivel morfologico, se ha visto que las plantas bajo estrés de sequia aumentan la
biomasa de la raiz, esto para incrementar la bisqueda de agua (Mukarram et al., 2021).
Adicionalmente, se han observado sintomatologias asociadas al estrés hidrico, como el
enrollamiento de hojas y la generacion de plantas pequenas (Grange et al., 2021).
Adicionalmente, las plantas sometidas a estrés hidrico y que han sido rehidratadas tienen la
ventaja de generar una memoria que les permite tolerar la sequia en un futuro (Kinoshita, &
Seki, 2014).

Una de las respuestas al estrés por sequia que se ha evidenciado, es el aumento en la
capacidad de captar agua y de mantenerla en sus tejidos, asi como también una optimizacion

del uso del agua para distintas funciones esenciales en la planta (Chaimala et al., 2021). Ciertas
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plantas han adaptado el metabolismo C4 y CAM, como las crasuldceas, que les permite
adaptarse a suelos mas aridos(Tongerlo et al., 2021).

Los osmolitos, o metabolitos secundarios de bajo peso molecular, como la Glycine
betaine, desempefian una funcién muy importante en el ajuste osmotico y protegen a las células
de las ROS (KILINCOGLU et al., 2021). En ciertas plantas, se ha evidenciado la sobre-
expresion de aminodcidos asociados a la producciéon de osmolitos, como la prolina; la
acumulacién de esta, induce ajuste osmoético, protege membranas y proteinas de la
deshidratacion y actiia como desintoxicador de radicales libres (Ghosh et al., 2022).

Diferentes metodologias han facilitado la identificaciéon de genes y rutas asociadas
inducidas por el estrés al déficit hidrico. Si bien, todavia son muchos los vacios involucrados
en la respuesta al estrés por sequia, en los ultimos afios se han descifrado las bases moleculares
de estas respuestas en las plantas (Mathur & Roy, 2021) .

Debido al constante cambio climéatico y los procesos de desertizacion, en un futuro, serd
muy probable que la agricultura se desarrolle en déficit hidrico permanente. Para esto sera
necesario contar con variedades con la capacidad de tolerar la sequia(FAO, 2019). La mayoria
de las plantas con capacidades naturales de tolerar la sequia, no son de interés comercial. Sin
embargo, pueden ser mejoradas mediante ingenieria genética y se pueden transferir genes
claves para la tolerancia a la sequia (Seleiman et al., 2021)

El microbioma vegetal.

Las plantas no pueden ser consideradas como organismos completamente autdbnomos,
debido a que estan en una relacion constante con microorganismos como las bacterias y hongos
(Vandenkoornhuyse et al., 2015). El microbioma puede estar presente en los tejidos tanto
internos como externos y en cada lugar de la planta esta asociado a diferentes funciones

(Rebolleda-Gomez et al., 2019) (Leveau, 2019). El microbioma vegetal modula el impacto de
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los estreses bidticos y abidticos (ASLAM et al., 2022), también promueve el crecimiento y
estimula el sistema inmune de la planta (Trivedi et al., 2022).

El microbioma estd en constante relaciéon con la planta gracias a la comunicacion
quimica, la planta tiene la capacidad de exudar compuestos para fomentar esta comunicacion
(Stringlis et al., 2018). La seleccion de microorganismos o el ensamblaje de comunidades es
diferente, en gran parte, debido a la diferencia de condiciones ambientales en los habitats de
las plantas y a los compuestos derivados de ellas (Riiger et al., 2021). Cada zona de la planta
tiene propiedades fisicas, quimicas y estructurales que permite un ensamblaje diferencial de
las comunidades microbianas (Fitzpatrick et al., 2020), por ejemplo, el microbioma presente
en la hoja (filosfera) (Leveau, 2019) diferird del microbioma de la flor (antésfera) (Rebolleda-
Gomez et al., 2019).

Después del habitat de la planta, las condiciones ambientales y climaticas, modulan
fuertemente el microbioma de la planta de manera indirecta y directa (D’Alo et al., 2022). El
clima impulsa de manera directa los cambios en el microbioma, mientras que como factores
abioticos y bidticos modulan indirectamente, ya que se ve involucrada la respuesta de la planta
(Graham et al., 2018). Sin embargo, la genética de la planta tiene una baja influencia en el
ensamblaje del microbioma, este suele cambiar en respuesta a condiciones metabolicas y
ambientales especificas, tales como la falta de nutrientes (Finkel et al., 2019), la sequia (Santos-
Medellin et al., 2021) y la presencia de patdgenos (Berendsen et al., 2018).

Finalmente, las interacciones que ocurren entre los microrganismos tienen efecto sobre
la composicion de la microbiota, e incluso un solo taxon puede modificar el microbioma
mediante interacciones antagonicas o beneficiosas (Duran et al., 2018). Gracias a todos estos
factores que modulan el microbioma vegetal, los microorganismos se han adaptado a todos los
habitats de las plantas y se ha evidenciado que, las interacciones plantas-microbio han jugado

un rol importantisimo en la evolucion de las plantas terrestres (Thiergart et al., 2020).
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Las bacterias y la sequia.

Los microorganismos presentes en el suelo también se ven afectados por el déficit
hidrico, resultando en la salida de agua de las células y provocando estrés bioquimico,
metabolico, fisico y fisiologico (Lebre et al., 2017). Las bacterias no pueden reproducirse
activamente cuando la actividad de agua es inferior a 0.9 (Konuchova & Valik, 2021) y los
hongos, por su parte, no estdn metabolicamente activos por debajo de 0.7 (Groot et al., 2022).
No obstante, se han reportado microorganismos que toleran niveles inferiores a los anteriores
y se los ha denominado Xerofilos. Sin embargo, el término xerotolerante es mas apropiado
utilizar para referirse a microorganismos que resistan el estrés pero que no requieren una
actividad de agua baja para prosperar (Lebre et al., 2017).

Una respuesta comun de las bacterias a diferentes tipos de estrés abidtico es manifestar
una forma reversible de latencia, en la que pasan de una actividad metabolica inactiva a
reanudar su metabolismo cuando las condiciones sean optimas (Lebre et al., 2017). En ciertos
géneros de bacterias como Bacillus y Clostridium, latencia implica la generacion de esporas
altamente resistentes a factores ambientales extremos por largos periodos de tiempo
(Rittershaus et al., 2013).

Las bacterias que viven bajo cambios constantes de humedad en el ambiente suelen
presentar modificaciones en la composicion de fosfolipidos de membrana y acidos grasos, asi
como también un aumento en la conversion de 4dcidos grasos monoenoicos a acidos grasos de
ciclopropano (Mutnuri et al., 2005). Una mayor proporcion de acidos grasos con un
empaquetamiento estricto mantiene la membrana en fase cristalina liquida durante un nivel
moderado de desecacion (Halverson & Firestone, 2000). La permeabilidad de la membrana a
los protones se ve disminuida gracias al alto contenido de acidos grasos de ciclopropano, por
lo tanto, equilibra el pH celular, lo que es importante para estabilizar proteinas y garantizar su

funcionalidad (Kocharunchitt et al., 2014).
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Las adaptaciones moleculares se caracterizan por una expresion diferencial de genes,
es decir, se prioriza la sintesis de proteinas con capacidades de osmoproteccion. En plantas, se
ha evidenciado una acumulacién de las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant)
durante la ultima fase de maduracion de la semilla bajo estrés hidrico, y lo mismo se ha
observado en microorganismos como E. coli y Saccharomyces cerevisiae (Garay-Arroyo et al.,
2000). Se ha reportado que de las 6 familias de las proteinas LEA, 3 y sus homologos estan
presentes en la mayoria de los organismos con caracteristicas de tolerancia a la desecacion, por
ejemplo, en Deinococcus radiodurans y Haemophilus influenzae (Battaglia et al., 2008) (Slade
& Radman, 2011).

Rol del microbioma en la tolerancia de planta a la sequia.

Varios estudios demuestran como el microbioma otorga beneficios a las plantas para
responder de manera eficiente ante un estrés, ya sea produciendo compuestos que necesita la
planta, inhibiendo directamente patogenos o aumentando la disponibilidad de nutrientes
(Mathur & Roy, 2021).

Durante el estrés de sequia, la planta experimenta varios cambios genéticos, fisiologicos
y morfoldgicos que impactan su microbioma (Compant et al., 2019). Dichos cambios son
percibidos por el microbioma y como consecuencia el microbioma de la rizosfera beneficia a
la planta promoviendo la asimilacion de nutrientes como nitrogeno y fosforo (Finkel et al.,
2019) y colabora en la modificacion de la arquitectura de la raiz (Singh & Prasad, 2021). Esta
modificacion radicular es influenciada por la secrecion de fitohormonas por parte de las
bacterias, por ejemplo, 4cido indol acético, giberelinas y citoquininas (Zhang et al., 2022).
Adicionalmente, se ha evidenciado que la produccion de la enzima ACC deaminasa (controla
los niveles de etileno) por parte del microbioma de la raiz, previene la senescencia de hojas

durante el estrés hidrico (No et al., 2022).
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Estudios han reportado que la planta selecciona ciertos taxones, como Streptomyces,
que le confieren cierta tolerancia a la sequia (Fitzpatrick et al., 2018). Existen multiples taxones
reportados con capacidad de inducir la expresion de genes y generar cambios a nivel
fisioldgicos de la planta (Lata et al., 2018). La mayoria de estos taxones aumenta su abundancia
durante la sequia evidenciando que son reclutados para contribuir momentaneamente a la
defensa de la planta y por otro lado, una sequia prolongada reduce dicha abundancia (Santos-
Medellin et al., 2021).

La tolerancia a la sequia es una caracteristica compleja, que no esta controlada por un
solo factor, en este sentido, el microbioma es uno que puede contribuir a la tolerancia
(ABUAUF et al., 2022). Las investigaciones en el campo de las interacciones planta-microbio
va incrementando con el objetivo de identificar taxones que confieran tolerancia al estrés por
sequia o a su vez, poder generar consorcios microbianos que puedan ser aplicados en campo
directamente (Yadav et al., 2022).

Debido a la importancia comercial mundial del maiz, en este trabajo se analizard la respuesta
fisioldgica de dos variedades de maiz y sus cambios en el microbioma durante el estrés de
sequia. Para describir la respuesta de estas variedades se mediran tres parametros fisioldgicos
claves: conductancia estomatica, fluorescencia de la clorofila y potencial hidrico de la planta.
El analisis del microbioma se realizara a partir de la endosfera radicular, la rizosfera y suelo

sin plantar.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la respuesta fisioldgica y los cambios en el microbioma durante estrés de sequia
en dos variedades de maiz (Zea mays)

Objetivos especificos

e Cultivar dos variedades de maiz en un sustrato que conserve su microbioma natural y
otro sustrato esterilizado.

e Medir la respuesta fenotipica y fisiolégica usando la conductancia estomatica,
fluorescencia de la clorofila y potencial hidrico de dos variedades de maiz durante el
estrés de sequia.

e Analizar la diversidad y abundancia del microbioma asociado a rizésfera, enddsfera

radicular y suelo sin plantar de dos variedades de maiz bajo estrés de sequia.

MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental.

El experimento se organizé siguiendo un disefio de parcelas divididas con subparcelas
factoriales en las que el régimen de riego se asigno a las parcelas principales (Riego y Sequia)
y las variedades de maiz (Pepa e INIAP-122) y tipo de suelo (estéril y normal) a las subparcelas.

Se designo un espacio para cada parcela en un area compartida. Las macetas tenian una

capacidad de 16 onzas. 5 réplicas biologicas en total para cada tratamiento (Anexo 1).
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Material vegetal y condiciones de crecimiento.

El suelo utilizado para este ensayo fue suelo agricola proveniente de la parroquia
Malchingui, Canton Pedro Moncayo (0°01'56.7"N 78°20'47.3"W). Esta zona geografica
presenta precipitaciones anuales de maximo 500mm (Fundacién Cimas del Ecuador, 2015). Se
recolectd y se traslado al invernadero de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad
Central. Se tamiz06 el suelo y se homogeneizo. El suelo para los tratamientos de suelo estéril se
autoclavd durante una hora a 121 grados centigrados dos veces (suelo E). Los suelos
correspondientes se colocaron en vasos plasticos de 16 onzas. Antes de colocar la semilla se
agregd agua a capacidad de campo. Se aplico el bioestimulante Newponia de Microtech
(Microtech Services Cia. Ltda, 2019) desde el dia de la siembra de la semilla durante cuatro

semanas, 3 veces a la semana.

Germinacion de semillas y crecimiento de las plantas.

Las variedades de maiz utilizadas fueron PEPA e INIAP-122. Se eligi6 trabajar con
estas variedades debidé a sus capacidades agrondmicas obtenidas en un ensayo paralelo
(Lozano, 2022). Para cada variedad, las semillas fueron esterilizadas con hipoclorito de sodio
al 2%. Se colocaron las semillas en las macetas plasticas bajo condiciones de invernadero y se
regaron cada dos dias con solucion nutritiva.

Tratamiento de sequia.

Después de cuatro semanas de la siembra en el invernadero, a las plantas se suspendid
el riego totalmente en las macetas correspondientes a sequia durante 7 dias. Para el tratamiento
control (riego continuo) las macetas se mantuvieron bajo riego normal cada dos dias.

Ensayo de respuesta fisiologica a sequia.
Se realizé mediciones alos 0, 1, 2,4, 5, 6 y 7 dias de sequia. Los pardmetros fisiologicos

evaluados fueron conductancia estomdtica (Decagon Devices, 2005), fluorescencia de la
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clorofila (Shama, 2015) y potencial hidrico (Lottie Fallas-Cedefio, et al., 2010) Adicionalmente
se evaluo la biomasa de cada tratamiento y la altura de la planta.

Se utilizaron los siguientes equipos de medicion:

Conductancia estomatica: Porémetro de hoja de Decagon Device USA.

Fluorescencia: fluorometro OS30p+ de Opti-Sciences Inc, New Hampshire USA

Potencial Hidrico: Bomba de Scholander M1515D de Mosler Tech Suppor USA.
Analisis estadistico parametros fisiologicos
Los datos fueron analizados en el software estadistico R studio (R Core Team, 2018).
Se utilizd el Andlisis de Varianza (ANOVA) con una prueba post-hoc de Tukey.
Analisis de microbioma.

Toma de muestra y procesamiento.

Luego de realizar las mediciones de los parametros fisioldgicos, se separd la raiz de la
parte aérea, se sacudié para quitar el exceso de suelo y se almacend en fundas ziploc. Se
recolectd tubos de 1.8ml con la rizésfera y suelo sin plantar. Las muestras fueron trasladadas
al Laboratorio de Biotecnologia Agricola y Alimentos-USFQ y se congelaron a -20 grados
centigrados hasta su procesamiento.

Las raices fueron lavadas con sulfato de magnesio 1mM hasta retirar todo el suelo,
luego fueron congeladas y liofilizadas. Las raices fueron llevadas al Departamento de
Biotecnologia del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias -INIAP, donde fueron
trituradas en el equipo Tissuelyser Il de Qiagen (Qiagen, 2022).

Extraccion de ADN y secuenciacion.

El ADN de rizésfera, suelo sin plantar y endosfera radicular fue extraido con el kit
comercial DNeasy® PowerSoil® Pro de Qiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Qiagen, 2021). La secuenciacion fue realizada por la empresa BIOSEQUENCE S.A.S. (Quito,

Ecuador) mediante la plataforma de Ilumina Miseq (Albany, NY, USA). Se amplifico el gen
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16S para bacterias, con 70000R y primers 341F-805R. Después de eliminar las secuencias de
los cebadores, las secuencias resultantes se colapsaron en variantes de secuencia de amplicon
(ASV) utilizando el paquete R DADA2 version 1.8.1 (R Core Team, 2018)(Callahan et al.,
2016). La asignacion taxondmica de cada ASV fue realizada usando el método Naive Bayes k-
mer implementado en el paquete MOTHUR (Schloss et al., 2009). Todas las muestras se
enrarecieron a 69000 lecturas por muestra antes del andlisis.

Analisis de diversidad.

El analisis estadistico fue realizado en el software informatico R studio (R Core Team,
2018). Las métricas de diversidad alfa y el indice de disimilitud de Bray-Curtis se calculo
utilizando el paquete Vegan version 2.5-3 (Oksanen J, et al., 2015). Se utilizé cinco medidas
para la diversidad y riqueza: indice de Shannon (indice de diversidad), indice inverso de
Simpson (para cuantificar la abundancia proporcional promedio de especies en una muestra),
riqueza (recuento de especies Unicas), Chaol (abundancia de indice basado en especies) y
evenness (cuan igualmente abundantes son las especies) (Kim et al., 2017). El analisis de
diversidad beta (andlisis de coordenadas principales) se baso en la disimilitud de Bray-Curtis
calculada a partir de las tablas de abundancia enrarecidas (Jost, L., Chao, A., & Chazdon,
2011). Para visualizar la composicion de las comunidades microbianas se realizé un grafico de
barras apiladas. Adicionalmente se analiz6 las abundancias diferenciales mediante el paquete
DESeq2, para identificar los taxones que aumenten o disminuyan con la sequia (Anders &

Huber, 2010). Todos los graficos fueron realizados con el paquete ggplot2 (Wickham, 2011).
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RESULTADOS.

Biomasa vegetal antes y después de la sequia.

La pérdida de biomasa o reduccion en el crecimiento de las plantas es una consecuencia notoria
en las plantas estresadas por sequia (ASLAM et al., 2022). En este estudio, se evidencié que
las plantas de las dos variedades en ausencia de agua fueron més pequefias (biomasa foliar)
que las estan bajo riego normal, ademas se observa que las dos variedades sembradas en el
suelo que conserva su microbioma (suelo C) tienen un peso similar (Figura 1). Por otro lado,
los hallazgos mostrados indican que las plantas cultivadas en el suelo E son mas altas que

aquellas cultivadas en el suelo C (Anexo 2).
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Figura 1. Peso fresco de dos variedades de maiz: A) INIAP (amarillo) y B) Pepa (rojo), sembradas en suelo
estéril (_E )y en suelo que conserva su microbioma (_C ), bajo riego completo ( WW) y bajo sequia ( NW).
Datos tomados a los 7 dias de sequia. Se encontraron diferencias significativas entre variedades sembradas en
el suelo E bajo riego completo y entre variedades sembradas en el suelo C bajo sequia. Las letras sobre las
barras indican diferencias significativas (Tukey's HSD p < 0.05).

Las diferencias en crecimiento de los distintos tratamientos podemos observarlas en las
siguientes fotografias (Figura 2). Se evidencian las diferencias de altura y de biomasa. Se

observan también sintomatologia de estrés a sequia mas severa en las plantas cultivadas en el
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suelo tipo E. Las plantas de la variedad INIAP cultivadas en el suelo C muestran la mayor
tolerancia a la sequia. Se puede sugerir, entonces, que hay un impacto en el crecimiento de las

plantas por parte del suelo y de la genética de las variedades.

Pepa Pepa Pepa Pepa Pepa Pepa
Sgelo C Suelor C  SueloE  SueloE SueloE  Suelo C
Riego Sequia  Riego Sequia Sequia  Sequia

m%
/'

INIAP INIAP INIAP INIAP INIAP INIAP
Suelo C  Suelo C SueloE  Suelo E Suelo E Suelo’ C
Riego  Sequia Riego Sequia Sequia Sequia

Figura 2. Plantas de la variedad: A) PEPA & B) INIAP. Bajo régimen bien regado y sequia completa luego de
7 dias de sequia, sembradas en los distintos suelos (C y E). No se observa sintomatologia de repsuesta a estrés
en las plantas de INIAP sembradas en el suelo C bajo sequia. Se observan signos de estrés en las plantas
sembradas en el suelo E de las dos variedades. C) Comparativa entre variedades. INIAP en el suelo C presenta
la mejor tolerancia a la sequia.



23

Respuesta fisiologica de dos variedades de maiz.

La conductancia estomatica, es un medida que permite cuantificar la cantidad de vapor
de agua que esta siendo liberado por los estomas, de esta manera, mientras mayor sea el valor,
mas abiertos estdn los estomas (Hopkins & Hiiner, 2009). En este trabajo se encontro
conductancias diferenciales entre los dos tipos de suelo bajo sequia, siendo la conductancia de
las plantas sembradas en el suelo C mayores a las del tipo E (Figura 3). Se observa que a partir
del dia 1 los valores tienen una tendencia a la baja. Las plantas suelen cerrar los estomas cuando

enfrentan estrés hidrico para evitar la pérdida de agua (Yang et al., 2021).
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Figura 3. Conductancia estomatica de dos variedades de maiz: A) INIAP (amarillo) y B) Pepa
(rojo) bajo riego completo (WW — lineas punteadas) y sequia (NW-lineas solidas) sembradas en
suelo E y suelo C. Sequia aplicada durante 7 dias. La sombra de cada linea representa el error
estandar. *Diferencia significativa (ANOVA; p < 0,05). Anexo 4 y 5 incluye la prueba post-hoc
Tukey HSD para cada punto de tiempo).
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La capacidad fotosintética de la planta es crucial para que se lleven a cabo procesos como la
absorcion de CO2 y el metabolismo de azucares (Guerrieri et al., 2019). Mediante la
fluorescencia de la clorofila se puede conocer el nivel de estrés de una planta (Mathur & Roy,
2021). Bajo sequia, INIAP-122 manifiesta los valores de conductancia mas altos (Figura 4A)
mientras que en Pepa los valores tienden a la baja a partir del dia 2 (Figura 4B). En Pepa se
observa una diferencia significativa entre las plantas sembradas en el suelo E y C. Un estado
fisioldgico normal manifiesta valores superiores a 0.7, mientras mas bajo sea el valor significa

un mayor estrés en la planta (Hopkins & Hiiner, 2009).
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Figura 4. Fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm) de dos variedades de maiz: Pepa (rojo) e INIAP (amarillo)
bajo riego completo (WW — lineas punteadas) y sequia (NW-lineas so6lidas) sembradas en suelo E y suelo C.
Sequia aplicada durante 7 dias. La sombra de cada linea representa el error estandar. Se encontraron diferencias
significativas en la variedad Pepa entre suelo C y E en los dias 2, 4, 5. *Diferencia significativa (ANOVA; p
<0,05). Anexo 6 y 7 incluye la prueba post-hoc Tukey HSD para cada punto de tiempo).
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Otro pardmetro muy importante en la respuesta a estrés de sequia es el potencial hidrico.
Cuando la planta experimenta déficit hidrico, empieza a aumentar la demanda de agua para
mantener el ajuste osmotico, de este modo el agua viaja de una zona con mayor potencial
hidrico a una con menor (Moreno, 2009). Disminuir el agua libre en los tejidos tiene un efecto
mas negativo sobre el potencial hidrico y por eso los valores son negativos, mientras mas
negativo el potencial hidrico, més deficiencia de agua (Aroca, 2013).

En la figura 5 se observa los valores resultantes de la medicion de potencial hidrico a
los 7 dias de sequia. Se observa que INIAP-122 sembrada en el suelo C tienen mayor potencial

hidrico que el resto de los tratamientos.
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Figura 5. Potencial hidrico (MPa) de dos variedades de maiz: Pepa (rojo) e INIAP
(amarillo) luego de 7 dias de sequia. Diferencias significativas para la variedad INIAP
sembrada en suelo C. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas (Tukey's
HSD p <0.05).
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Los microorganismos, en este caso las bacterias, tienen ciertas adaptaciones segun el

lugar donde se encuentran y el genotipo de la planta al que estdn asociadas (Graham et al.,

2018). En la figura 6 se puede observar que el genotipo (suelo, rizoésfera y endosfera, Figura

6A), genotipo (Pepa e INIAP, Figura 6A) y tratamiento (riego y sequia, Figura 6B) presentan

diferencias significativas y pudieran ser considerados factores que dan forma a la composicion

de la comunidad bacteriana.
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Figura 6. El genotipo de la planta y el dia de sequia dan forma a la composicion general de las comunidades
bacterianas. Los puntos verdes oscuro corresponden a la sequia y verde claro al riego, los puntos amarillos
corresponden a la variedad INIAP-122, color rojo a la variedad Pepa y color azul al suelo sin plantar. Las

muestras con circulo ( @ ) pertenecen a la endésfera, triangulo ( A ) a la rizosfera y cuadrado ( ) al suelo

sin plantar.

Por otra parte, se ha determinado la abundancia relativa a nivel de filo de las variedades INIAP-

122 y Pepa bajo condiciones de sequia y riego. Adicionalmente se analiz6 muestras de suelo

sin plantar, esto va a permitir conocer la abundancia que se pudiera encontrar en un suelo sin

efecto del cultivo (Figura 9). Se puede observar que no existen diferencias muy marcadas entre

los tratamientos. Sin embargo, el grafico indica que hay ciertos filos que se encuentran en

mayor proporcion.
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Por otra parte, se determind la abundancia relativa a nivel de filo de las variedades en estudio
bajo condiciones de sequia y riego. Adicionalmente se analiz6 muestras de suelo sin plantar,
que va a permitir conocer la abundancia que se puede encontrar en este tipo de suelo sin efecto
del cultivo (Figura 7). Se puede observar en el grafico que hay ciertos filos en mayor
proporcion, en endosfera encontramos una proporcion muy baja de Actinobacterias en
comparacion con la rizosfera. Adicionalmente, se observa un aumento de Actinobacterias en
los compartimentos de Pepa y en el suelo sin plantar. En INIAP-122, por su parte, observamos

un incremento de Bacteroidetes en la endosfera.

Sin plantar PEPA Rizo PEPAEndo INIAP Rizo INIAP Endo
Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia Riego Sequia

1.0

Acidobacteria
B Actinobacteria

Bacteroidetes
Chloroflexi

0. Cyanobacteria
Firmicutes
Gemmatimonadetes
Patescibacteria
Proteobacteria
Verrucomicrobia
Other

Sample

Figura 7. Abundancias relativas de los filos mas abundantes presentes en las dos variedades
PEPA e INIAP-122 en endosfera radicular (Endo), rizésfera (Rizo) y suelo sin plantar (Sin
plantar) bajo riego y sequia.
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El andlisis de la diversidad alfa permite conocer la diversidad existente en un ambiente
u organismos de interés (Moreno, Barragan & Pineda, 2011). Se calcularon los 5 indices de
alfa diversidad (Tabla 1). Donde podemos ver que en todos los casos existe mayor diversidad
en el suelo y la rizosfera. Es importante conocer cudl es la dindmica de las comunidades
microbiana dentro de cada compartimento. Para esto, utilizando el andlisis de coordenadas
principales, se observa en la figura 8 como las comunidades se agrupan significativamente en
Pepa, lo que no ocurre en INIAP-122. Esto nos da una idea de que las comunidades microbianas
estan cambiando durante la sequia. También observamos este comportamiento en las muestras

del suelo sin plantar (figura 8C).

Tabla 1. indices de alfa diversidad para los diferentes tratamientos.

Variedad Tratamiento Compartimento Riqueza Chaol Shannon InvSimpson Evenness
Riego Rizosfera 1133 1208.5 6.5 396.9 0.9
Pepa Sequia Rizosfera 1139 1217.7 6.5 402.1 0.9
Riego Endosfera 723 757.0 5.7 147.8 0.9
Sequia Endosfera 781 808.6 59 181.7 0.9
Riego Rizosfera 1237 1331.9 6.5 355.2 0.9
INIAP-122 Séquia Rizosfera 1208 1284.9 6.6 428.0 0.9
Riego Endosfera 582 609.5 55 113.7 0.9
Sequia Endosfera 910 981.0 6.0 168.3 0.9
Riego Suelo 1010 1064.2 6.3 287.1 0.9

Sin plantar
Sequia Suelo 1202 1291.7 6.5 337.3 0.9
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30

Para identificar cuales son los cambios que permiten el agrupamiento de las

comunidades por dia, se realizaron andlisis de abundancia diferencial. Estos analisis

permitieron identificar ciertos taxones que aumentan o disminuyen en la sequia. La siguiente

tabla 2 pertenece a los datos obtenidos de la variedad Pepa. Donde se encontraron 15 taxones

que su abundancia es diferencial, estando Uinicamente 2 taxones presentes en la rizosfera.

Tabla 2. ASV con abundancia diferencial en la sequia de la variedad PEPA.

Filo ASV Género/Familia Variedad Compartimento  Accion
Actinobacteria 114 Streptomyces PEPA Endosfera Reduce
Actinobacteria 202 Streptomicetacea PEPA Endosfera Reduce
Actinobacteria 80 Propionibacteriales PEPA Endosfera Reduce
Proteobacteria 450 Burkholderiacea PEPA Rizosfera Reduce
Proteobacteria 10 Sphingomonadacea PEPA Endosfera Reduce
Proteobacteria 131 Rugamonas PEPA Endosfera Reduce
Proteobacteria 180 Sphingomonadacea PEPA Endosfera Reduce
Proteobacteria 279 Burkholderiacea PEPA Endosfera Reduce
Proteobacteria 677 Proteobacteria unclassified ~ PEPA Endosfera Aumenta
Proteobacteria 184 Corticibacterium PEPA Endosfera Aumenta
Actinobacteria 370 Micromonosporacea PEPA Endosfera Aumenta
Actinobacteria 390 Promicromonospora PEPA Endosfera Aumenta
Actinobacteria 888 Micromonosporacea PEPA Endosfera Aumenta
Actinobacteria 154 Micromonosporacea PEPA Endosfera Aumenta

Firmicutes 51 Firmicute unclassified PEPA Rizosfera Aumenta

La abundancia diferencial para la variedad INIAP-122 se muestra en la siguiente tabla 2. A

diferencia de la variedad Pepa, en la variedad INIAP-122 hay 11 taxones con abundancia

diferencial. El compartimento donde ocurre esto es en la endosfera radicular, mientras que en

la rizosfera hay Uinicamente 2 taxones que aumentan.
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Filo ASV Género/Familia Variedad Compartimento  Accion
Proteobacteria 204 Pseudomonas INIAP Endosfera Reduce
Proteobacteria 263 Pseudomonas INIAP Endosfera Reduce
Proteobacteria 364 Pseudomonas INIAP Endosfera Reduce
Proteobacteria 703 Rugamonas INIAP Endosfera Reduce
Acidobacteria 1034 RB41 INIAP Rizosfera Aumenta
Actinobacteria 107 Thermomonosporaceae INIAP Rizosfera Aumenta
Proteobacteria 123 Beijerinckiaceae INIAP Endosfera Aumenta
Proteobacteria 2036 Gamaproteobacteria INIAP Endosfera Aumenta
Proteobacteria 656 Burkholderiacea INIAP Endosfera Aumenta
Proteobacteria 677 Proteobacteria unclassified ~ INIAP Endosfera Aumenta
Proteobacteria 832 Mycoplana INIAP Endosfera Aumenta

Los datos de abundancias diferenciales para el suelo se muestran en la tabla 4. Se indican 17
ASV con abundancias diferenciales, de los cuales inicamente 5 se reducen y el resto aumentan.

Tabla 4. ASV con abundancia diferencial en la sequia de la variedad INIAP-122

Filo ASV Género/Familia Variedad Accion
Bacteroidetes 1238 Chitinophagacea suelo Reduce
Bacteroidetes 1600 Chitinophagacea suelo Reduce
Proteobacteria 120 Rizobiacea suelo Reduce
Proteobacteria 1755 Sphingobacteriales suelo Reduce
Proteobacteria 3514 Peredibacter suelo Reduce
Proteobacteria 131 Rugamonas suelo Aumenta
Proteobacteria 345 Opitutaceae suelo Aumenta
Proteobacteria 17 Pseudomonas suelo Aumenta
Proteobacteria 1387 Youhaiella suelo Aumenta

Verrucomicrobia 419 Pedosphaeraceae suelo Aumenta
Actinobacteria 2283 Nocardioides suelo Aumenta
Actinobacteria 87 Nocardiodaceae suelo Aumenta
Bacteroidetes 413 Flavobacterium suelo Aumenta
Cyanobacteria 2206 Oxyphotobacteria suelo Aumenta

Firmicutes 1873 Exiguombacterium suelo Aumenta
Firmicutes 739 Planomicrobium suelo Aumenta
Firmicutes 833 Planococcaceae suelo Aumenta
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Se analizd el microbioma central de cada variedad. Es decir, aquellos ASV que estuvieran
presentes en el 100% de las plantas y en riego y sequia, por compartimento. Se obtuvo el
siguiente Diagrama de Venn identificando cuantos ASV se comparten entre las dos variedades
(Figura 9). Al conocer esta informacion se pueden identificar aquellos taxones que se han
mantenido constantemente asociados a los compartimentos en las dos variedades durante la
sequia. A nivel de rizosfera, Pepa presenta un microbioma central de 117 ASV, de los cuales
comparte 58 ASV con INIAP que tiene 70. En el caso de la endosfera, Pepa tiene un

microbioma central de 69 ASV, de los cuales comparte 56 con INIAP, que tiene 84.

A) B)
PEPA INIAP PEPA INIAP

RIZOSFERA ENDOSFERA

Figura 9. Diagrama de Venn para los ASVs que conforman el microbioma central de cada
variedad: Pepa (r0jo) & INIAP-122 (amarillo). A) ASVs compartidos entre la rizosfera de las
dos variedades. B) ASVs compartidos entre la endosfera de las dos variedades.
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DISCUSION

Respuesta fisiologica de la planta a estrés de sequia

Los resultados de biomasa de las plantas indican que la sequia impacta el crecimiento.
La mayoria de las investigaciones sobre sequia evaluan cuanta biomasa se pierde por impacto
de la sequia (Q. Chen et al., 2022), esto debido a que puede ser un indicio de como se ve
afectada la productividad en campo (Noein & Soleymani, 2022). Noein y Soleymani,
encontraron que la sequia afecta al crecimiento del maiz, en biomasa y en rendimiento del
grano y lograron revertir el efecto de la sequia con la adicion de reguladores de crecimiento
(Noein & Soleymani, 2022). En este trabajo, se tiene pérdida de biomasa en aquellas plantas
que han sido cultivadas en un suelo que carece de microbioma y este resultado podemos
contrastar con la investigacion de (Ferrarezi et al., 2022) que en ausencia de microbioma y bajo
sequia obtiene plantas mas pequenas de maiz.

Los parametros fisiologicos medidos muestran un comportamiento diferencial entre las
variedades de maiz estudiadas cuando estdn bajo cada tratamiento. Se observa ciertas
diferencias significativas, por ejemplo, la variedad INIAP-122 sembrada en un suelo que carece
de microbioma tiene valores de conductancia inferiores a las plantas que crecen en un suelo
que conserva su microbioma. Pudiendo inferir que la ausencia de microbioma provoca que las
plantas se estresen rapidamente y como consecuencia las plantas toleran en menor medida el
estrés (Kréinzlein et al., 2021).

El maiz es un cultivo de secano, generalmente depende de las lluvias para obtener agua
(FAO, 2021), por este motivo se han desarrollado o seleccionado variedades con capacidad de
tolerar la sequia (Bruce et al., 2002). La respuesta fisiologica tiene muchos factores que la
modulan, desde la temperatura ambiental, la luz, la genética de la planta y distintos tipos de

estrés (Yang et al., 2021). En el presente estudio se obtuvo valores diferentes en las dos
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variedades de maiz estudiadas, siendo INIAP-122 la variedad que tolera mas la sequia. En este
caso la genética de la planta si se influye en la tolerancia a la sequia (Singh & Prasad, 2021).
Microbioma asociado a sequia

La busqueda de una estrategia para hacerle frente al déficit hidrico, cada vez mas
constante, ha direccionado las investigaciones a encontrar microorganismos que induzcan
tolerancia a la sequia en las plantas (Lata et al., 2018). Estas investigaciones han podido
elucidar mecanismos moleculares de comunicacion entre los microorganismos y las plantas
(Walters et al., 2018) (C. Chen et al., 2022). En este trabajo, al utilizar un suelo proveniente de
una zona climatica arida, se trabaj6 con microbioma adaptado a sequia. Es decir, el microbioma
presente en este suelo se puede considerar que se ha ensamblado por efecto de la sequia
(Thiergart et al., 2020). Y es, justamente de ambientes aridos, que la mayoria de
investigaciones buscan consorcios microbianos candidatos para inducir la tolerancia al sequia
(Marasco et al., 2022) (Schmitz et al., 2022) (Wang et al., 2022).

La diversidad alfa es menor en la endosfera radicular debido a que la planta es muy
selectiva con las bacterias que permite que ingresen a los tejidos (Marasco et al., 2012). Se
observa una mayor diversidad en el suelo sin plantar, menor en la rizosfera y ain menos en la
endosfera. El suelo se considera un reservorio de aquellos taxones que la planta pudiese
necesitar y mediante comunicacion quimica, la planta permite el enriquecimiento o delecion
de taxones en la rizosfera y en la endosfera radicular (Ossowicki & Raaijmakers, 2021).

La investigacion realizada por Fitzpatrick y colaboradores (Fitzpatrick et al., 2018)
reportan cambios fuertemente asociados a la sequia en endodsfera radicular y rizésfera. De igual
manera los hallazgos de este trabajo coinciden con la investigacion por Santos y colaboradores
(Santos-Medellin et al., 2021), donde el microbioma se ve impactado por el genotipo de la
planta. En este trabajo, también el genotipo de la planta da forma a la comunidad bacteriana.

Adicionalmente, se evidencia que el tratamiento de sequia da forma a la comunidad bacteriana



35

(Figura 8), lo que nos sugiere que a una sequia prolongada la abundancia de los taxones
empieza a cambiar, que es lo que concluye Santos-Medellin y colaboradores. Ademas, se
sugiere que a una sequia prolongada los taxones cambian en abundancia (Santos-Medellin et
al., 2021) y es lo que se observa en las Tablas 2,3 y 4.

Los filos identificados a los que pertenecen los ASV enriquecidos o reducidos pertenecen
a 5 filos: Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Cyanobacteria,
Proteobacteria y Verrucomicrobia. Dentro de cada filo se han reportado varios taxones con
capacidad de inducir tolerancia en las plantas, dentro de las Actinobacterias los principales
géneros reportados son Streptomyces, Micromonospora, Corynebacterium, Frankia,
Mycobacterium y Rhodococcus (Yandigeri et al., 2012). De las cuales, se puede encontrar en
este trabajo a Micromonospora que aumenta en la endosfera de Pepa. Existen también taxones
dentro de las Proteobacterias que han sido reportados como inductores de tolerancia a la sequia,
como Beijerinckiaceae y Burkholderiacea (Yandigeri et al., 2012) que se puede evidenciar su
incremento en la endésfera de INIAP-122.

Si bien se conocen mecanismos indirectos que usan las bacterias para ayudar a las plantas
a tolerar la sequia (Ngumbi & Kloepper, 2016), los métodos mediante los cuales las bacterias
benefician el crecimiento de las plantas durante la sequia son desconocidos. Es posible
considerar, que las bacterias presentes en los compartimentos radiculares, doten a las plantas
de una cantidad minima de agua, a través de la produccion de agua metabolica , sin embargo,
esta ha sido mayormente estudiada en insectos y mamiferos (Cortés et al., 2000) (Padda &
Stahlschmidt, 2022).

Dentro de los ASV identificados se encontraron a Azospirillum, Herbaspirillum,
Rugamonas y Pseudomonas, géneros que han sido descrito en la literatura como capaces de
ayudar a las plantas a tolerar a la sequia (Blum & Okon, 1988). Sin embargo, no se encontraron

enriquecidos o disminuidos. Se puede asociar esto a que se trataba de un microbioma asociado
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a la sequia, que al estar en sequia se pueden considerar condiciones “normales” y no tienen la
necesidad de incrementar su poblacion (Ye et al., 2022). Los géneros antes mencionados tienen
la capacidad de fijar nitrégeno, lo cual es importante para que la planta tenga un desarrollo
adecuado (Pérez-Pazos & Sanchez-Lopez, 2017).

Al ser dos variedades de maiz, una comercial mejorada y otra natural, es importante que se
identifique si las dos variedades comparten un mismo microbioma. El microbioma central
permite conocer aquellos taxones caracteristicos de un ambiente de interés (Neu et al., 2021).
El microbioma central que se ha identificado en este trabajo (Anexo 9) no es el mismo que
identifico Walters y colaboradores para 27 lineas de maiz, ya que encontraron Unicamente 7
taxones, por su parte, en el presente estudio encontramos muchos mas (Walters et al., 2018).
Con esto, creemos importante considerar que el microbioma central es especifico de un
ambiente o un organismo bajo determinadas condiciones, no va a ser el mismo si las
condiciones cambiasen.

El microbioma tiene la capacidad de adaptarse a cualquier ambiente y condiciones. Es
importante seguir con el estudio de microorganismos que estén adaptados a la sequia para
lograr descifrar bajo que mecanismos ayudan a las plantas a tolerar la sequia y poder desarrollar

planes de fitomejoramiento.
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CONCLUSIONES

e El microbioma conservado en el suelo tipo C estimula el crecimiento de las plantas bajo
estrés de sequia.

e Larespuesta fisiologica de las dos variedades de maiz (Pepa & INIAP-122) indica que
existe un efecto de la genética de planta y el microbioma del suelo sobre la tolerancia a
la sequia, siendo la variedad INIAP-122 sembradas en un suelo que conserva su
microbioma las plantas que mas toleran la sequia.

¢ Si bien en términos de diversidad no hay mayor diferencia, los cambios generados en
el microbioma por efecto de la sequia se ven notoriamente los cambios, con
enriquecimiento o reduccion de la abundancia de taxones bacterianos.

e El suelo tiene la capacidad de conferir cierta tolerancia a la sequia gracias a su riqueza
bacteriana, mas aun si el suelo posee historial adaptativo a diferentes condiciones.

e La genética de la planta es un factor clave para evidenciar tolerancia a la sequia. Por lo
general son las variedades comerciales mejoradas las que tienen caracteristicas que les

permite adaptarse al estrés de sequia, lo que no pasa con las variedades nativas.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El disefio del invernadero donde se llevaron a cabo los ensayos no permitid que se regule la
temperatura de su interior en dias bastante soleados, ya que el calor también es un factor que
modula la respuesta fisiologica de las plantas.

La utilizacién de variedades sensibles a la sequia hubiese ayudado a contrastar los resultados

entre variedades tolerantes y sensibles. Para poder tener un contraste mas real.
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ANEXOS

ANEXO 1. Disefio de parcelas divididas con subparcelas factoriales en las que el régimen de

riego se asigno a las parcelas principales (A) y las variedades de maiz (Pepa e INIAP-122) y

tipo de suelo (estéril y normal) a las subparcelas (B).

Riego normal

PEPA
Suelo C
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ANEXO 2. Altura de las plantas de dos variedades de maiz: Pepa (rojo) e INIAP (amarillo) 4
semanas después de la siembra en suelo estéril (_E ) y en suelo que conserva su microbioma
(_C). Medicién previa a la induccion a sequia. Se encontraron diferencias significativas
entre variedades sembradas en el suelo E. Las letras sobre las barras indican diferencias

significativas (Tukey's HSD p < 0.05).
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ANEXO 3. Humedad del suelo durante los 7 dias de sequia para la variedad A) INIAP y B)

PEPA. *Diferencia significativa (ANOVA; p < 0,05).
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ANEXO 4. Prueba Post-hoc Tukey HSD para cada punto de tiempo de Conductancia

estomatica de la variedad INIAP-122.

ificance leve used

alpha 0.05

Time point 0
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 1890 630 1.81 0.171
2 Residuals 26 9074 349 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_Ww_C 189 7.63 26 173 204 a
I_NW_C 179 6.23 26 166 192 a
I_NW_E 169 6.23 26 156 182 a
I_WW_E 168 7.63 26 152 184 a
Time point 1
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 3293 1098 2.79 0.0607
2 Residuals 26 10242 394 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_wWw_cC 170 8.1 26 153 186 a
I_NW_C 168 6.62 26 154 181 a
I_WW_E 163 8.1 26 146 179 ab
I_NW_E 145 6.62 26 131 158 b
Time point 2
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 38270 12757 6.29 0.00236
2 Residuals 26 52736 2028 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WW_C 193 18.4 26 154.8 230 a
I_WW_E 180 18.4 26 141.7 217 a
I_NW_C 165 15 26 134.6 196 a
I_NW_E 102 15 26 713 133 b
Time point 4
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 101894 33965 26.8 4.07E-08
2 Residuals 26 32948 1267 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_Ww_C 198.7 14.5 26 168.8 228.6 a
I_WW_E 184 145 26 154.1 213.8 a
I_NwW_C 123.7 11.9 26 99.3 148.1 b
I_NW_E 51.3 11.9 26 26.9 75.7 c
Time point 5
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 83605 27868 27 3.78E-08
2 Residuals 26 26831 1032 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WW_E 174.8 13.1 26 147.9 201.8 a
I_Ww_cC 174.8 13.1 26 147.8 201.8 a
I_NW_C 116.7 10.7 26 94.7 138.7 b
I_NW_E 47.4 10.7 26 25.4 69.4 c
Time point 6
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 103995 34665 72.2 9.71E-13
2 Residuals 26 12476 480 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WW_E 176.8 8.94 26 158.4 195.1 a
I_Ww_C 173.3 8.94 26 155 191.7 a
I_NW_C 83.9 7.3 26 68.9 98.9 b
I_NW_E 37.4 7.3 26 224 52.4 c
Time point 7
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 185435 61812 1454 4.64E-29
2 Residuals 26 1105 42.5 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WW_E 189.5 2.66 26 184 195 a
I_ww_C 177.9 2.66 26 172.4 183.4 b
I_NW_C 28.1 2.17 26 23.6 326 c
I_NW_E 19 217 26 145 235 d
fidence level used 0.95



ANEXO 5. Prueba Post-hoc Tukey HSD para cada punto de tiempo de Conductancia

estomatica de la variedad PEPA.

Time point 0

# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 2288 763 2.21 0.111
2 Residuals 26 8960 345 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_C 187 7.58 26 171 202 a
P_WW_E 177 7.58 26 162 193 ab
P_NW_E 177 6.19 26 164 189 ab
P_NW_C 163 6.19 26 150 175 b

Time point 01

# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 8245 2748 5.04 0.00693
2 Residuals 26 14178 545 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_E 188 9.53 26 168 207 a
P_Ww_C 173 9.53 26 154 193 ab
P_NW_E 160 7.78 26 144 176 bc
P_NW_C 142 7.78 26 126 158 c

Time point 2

# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 33740 11247 21.4 3.46E-07
2 Residuals 26 13694 527 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_Ww_C 186 9.37 26 167 205 a
P_WW_E 182 9.37 26 163 201 a
P_NW_C 125 7.65 26 109 140 b
P_NW_E 109 7.65 26 93 124 b
Time point 4
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 232819 77606 56.8 1.51E-11
2 Residuals 26 35542 1367 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_Ww_C 296.8 15.1 26 265.7 327.8 a
P_WW_E 207 15.1 26 176 238.1 b
P_NW_C 124.5 12.3 26 99.2 149.9 c
P_NW_E 56.3 12.3 26 31 81.6 d
Time point 5
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 82315 27438 16.1 0.000004
2 Residuals 26 44242 1702 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_Ww_C 188.5 16.8 26 153.9 223.1 a
P_WW_E 182.7 16.8 26 148 217.3 a
P_NW_C 132.6 13.8 26 104.3 160.8 b
P_NW_E 59.2 13.8 26 30.9 87.4 c
Time point 6
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 171715 57238 459 1.27E-22
2 Residuals 26 3244 125 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_Ww_C 190.2 4.56 26 180.8 199.5 a
P_WW_E 189.3 4.56 26 179.9 198.7 a
P_NW_E 36.2 3.72 26 28.5 43.8 b
P_NW_C 344 3.72 26 26.8 42.1 b
Time point 7
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 185216 61739 1510 2.84E-29
2 Residuals 26 1063 40.9 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_E 183.6 2.61 26 178.2 188.9 a
P_Ww_C 182 2.61 26 176.6 187.4 a
P_NW_E 23.2 2.13 26 18.8 27.6 b
P_NW_C 21.6 2.13 26 17.3 26 b
Confidence level used 0.95

significance level used alpha 0.05
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ANEXO 6. Prueba Post-hoc Tukey HSD para cada punto de tiempo de Fluorescencia de la

clorofila de la variedad PEPA.

Time point 0
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
Treatment 3 0.000185  0.0000616 2.26 0.105
2 Residuals 26 0.000709  0.0000273 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_E 0.7895 0.002131 26 0.7851 0.7939 a
P_WW_C 0.7893 0.002131 26 0.785 0.7937 a
P_NW_E 0.7858 0.00174 26 0.7822 0.7894 ab
P_NW_C 0.7836 0.00174 26 0.78 0.7871 b
Time point 1
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.00448 0.00149 1.87 0.16
2 Residuals 26 0.0208 0.0008 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_C 0.81 0.01155 26 0.786 0.834 a
P_WW_E 0.788 0.01155 26 0.764 0.811 ab
P_NW_E 0.781 0.00943 26 0.762 0.801 ab
P_NW_C 0.776 0.00943 26 0.757 0.796 b
Time point 2
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.00173 0.000578 11.7 0.0000496
2 Residuals 26 0.00129 0.0000495 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_NW_E 0.793 0.00234 26 0.788 0.797 a
P_WW_C 0.788 0.00287 26 0.782 0.794 a
P_WW_E 0.787 0.00287 26 0.781 0.793 a
P_NW_C 0.774 0.00234 26 0.769 0.778 b
Time point 4
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
Treatment 3 0.0278 0.00927 11.4 0.0000579
2 Residuals 26 0.0211 0.000811 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_C 0.79 0.01163 26 0.766 0.814 a
P_WW_E 0.786 0.01163 26 0.762 0.81 a
P_NW_C 0.765 0.00949 26 0.745 0.784 a
P_NW_E 0.715 0.00949 26 0.696 0.735 b
Time point 5
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
Treatment 3 0.00825 0.00275 6.86 0.00148
2 Residuals 26 0.0104 0.000401 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_C 0.794 0.00817 26 0.777 0.811 a
P_WW_E 0.792 0.00817 26 0.776 0.809 a
P_NW_C 0.775 0.00667 26 0.762 0.789 a
P_NW_E 0.753 0.00667 26 0.74 0.767 b
Time point 6
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.00249 0.000831 1.62 0.208
2 Residuals 26 0.0133 0.000512 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_E 0.79 0.00924 26 0.771 0.809 a
P_WW_C 0.786 0.00924 26 0.767 0.805 a
P_NW_C 0.773 0.00754 26 0.758 0.789 a
P_NW_E 0.768 0.00754 26 0.752 0.783 a
Time point 7
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.0272 0.00907 275 3.21E-08
2 Residuals 26 0.00859 0.00033 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
P_WW_E 0.794 0.00742 26 0.779 0.81 a
P_WW_C 0.794 0.00742 26 0.779 0.809 a
P_NW_C 0.746 0.00606 26 0.733 0.758 b
P_NW_E 0.725 0.00606 26 0.712 0.737 c

fidence leve used 0.95
‘icance level usead alpha 0.05
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ANEXO 7. Prueba Post-hoc Tukey HSD para cada punto de tiempo de Fluorescencia de la

clorofila de la variedad INIAP.

Time point 0
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.00028 0.0000933 1.93 0.15
2 Residuals 26 0.00126 0.0000485 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WWwW_C 0.793 0.00284 26 0.787 0.799 a
I_NW_E 0.792 0.00232 26 0.787 0.796 a
I_NW_C 0.787 0.00232 26 0.782 0.791 a
I_WW_E 0.786 0.00284 26 0.78 0.792 a
Time point 1
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.000254  0.0000846 0.791 0.51
2 Residuals 26 0.00278 0.000107 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_NW_C 0.787 0.00345 26 0.78 0.794 a
I_WW_E 0.786 0.00422 26 0.777 0.795 a
I_NW_E 0.783 0.00345 26 0.776 0.79 a
I_Ww_C 0.779 0.00422 26 0.771 0.788 a
Time point 2
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.000905 0.000302 2.28 0.102
2 Residuals 26 0.00343 0.000132 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WwW_C 0.795 0.00469 26 0.785 0.805 a
I_WW_E 0.789 0.00469 26 0.779 0.798 ab
I_NW_E 0.784 0.00383 26 0.776 0.792 ab
I_NW_C 0.78 0.00383 26 0.772 0.788 b
Time point 4
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.00501 0.00167 2.89 0.0545
2 Residuals 26 0.015 0.000578 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WwW_C 0.792 0.00981 26 0.771 0.812 a
I_WW_E 0.787 0.00981 26 0.767 0.807 a
I_NW_C 0.773 0.00801 26 0.756 0.789 ab
I_NW_E 0.759 0.00801 26 0.742 0.775 b
Time point 5
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.0021 0.000701 2.2 0.112
2 Residuals 26 0.00827 0.000318 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WwW_C 0.793 0.00728 26 0.778 0.808 a
I_WW_E 0.79 0.00728 26 0.775 0.805 ab
I_NW_C 0.78 0.00594 26 0.768 0.793 ab
I_NW_E 0.772 0.00594 26 0.76 0.784 b
Time point 6
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.00161 0.000538 3.79 0.0222
2 Residuals 26 0.00369 0.000142 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_Ww_C 0.796 0.00486 26 0.786 0.806 a
I_WW_E 0.794 0.00486 26 0.784 0.804 a
I_NW_C 0.784 0.00397 26 0.776 0.792 ab
I_NW_E 0.777 0.00397 26 0.769 0.785 b
Time point 7
# A tibble: 2 x 6
term df sumsq meansq statistic p.value
<chr> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl> <dbl>
1 Treatment 3 0.0105 0.0035 7.86 0.000681
2 Residuals 26 0.0116 0.000446 NA NA
Treatment emmean SE df lower.CL upper.CL .group
I_WW_E 0.795 0.00862 26 0.777 0.812 a
I_WwW_C 0.792 0.00862 26 0.775 0.81 a
I_NW_C 0.773 0.00704 26 0.759 0.788 a
I_NW_E 0.748 0.00704 26 0.734 0.763 b
Confidence level used 0.95
significance level used alpha 0.05



