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1. RESUMEN

La contaminacion de los suelos por plomo (Pb) es un problema actual, afectando a
las plantas y cultivos a nivel fisiol6gico y molecular. Pero existen plantas que poseen
mecanismos para hacer frente a esta amenaza, tolerando los metales pesados.
Chenopodium quinoa se presenta como una planta que puede resistir ambientes
adversos y metales pesados, ademas de su produccion de semillas con alto nivel
nutritivo; es la perfecta candidata para pruebas de cultivo en ambientes
contaminados y con posibles aplicaciones en fitorremediacién. En el presente
trabajo se evalué la tolerancia de quinoa al estrés por Pb. Para ello, se identificaron
y caracterizaron en quinoa putativos homologos de genes de tolerancia a Pb
mediante métodos bioinformaticos. También se evaluo el efecto del estrés inducido
por varias concentraciones de Pb en la germinacion de semillas de C. quinoa
(Socaire). Ademas, existe evidencia de que el pre-acondicionamiento o “priming”,
técnica que consiste en preparar a un organismo para enfrentar un futuro estrés, ha
dado resultado en aumentar la tolerancia de las plantas frente a varios escenarios
adversos. Por ello, se evaluaron los efectos de varios tipos de priming
(hydropriming, priming por acido ascorbico, peréxido de hidrogeno y melatonina) en
la germinacion de quinoa en presencia Pb. Los resultados muestran que las semillas
de quinoa toleran altas concentraciones de Pb, logrando germinar (con un
porcentaje de germinacion PG del 48%) incluso en presencia de Pb 125 mM. El
hydropriming resulté ser la mejor opcion para aumentar la tolerancia a Pb en la
germinacién de C. quinoa, aumentando los valores de PG, y disminuyendo los
valores de Tiempo Medio de Germinacion y Velocidad Media de Germinacion. No
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de hydropriming y
priming quimicos. Los resultados sugieren que el hydropriming es una buena opcién
para aumentar la tolerancia de semillas de C. quinoa y resistir ambientes con altas
concentraciones de Pb, pero aun quedan estudios por realizar, en cuanto a los

efectos del Pb sobre la plantula y productividad de C. quinoa.



2. ABSTRACT

Soil contamination by lead (Pb) is an important current problem world-wide. This
type of contamination affects plants and crops at the physiological and molecular
level, decreasing their yield. Some plants have mechanisms to deal with this threat,
tolerating heavy metals. Chenopodium quinoa is a plant that can withstand adverse
environments and heavy metals, in addition to its production of seeds with high
nutritional level. Quinoa is an ideal candidate for culture tests in contaminated
environments and for applications in phytoremediation. In the present study, the
tolerance of quinoa to stress by Pb was evaluated. For this, homologous genes
putatively involved in Pb tolerance were identified and characterized in the genome
of quinoa by bioinformatic methods. Besides, the effect of stress induced by Pb on
the germination of quinoa (Socaire) seeds was also evaluated. In addition, there is
evidence that pre-conditioning or "priming”, a technique that consists of preparing
an organism to face future stress, has resulted in increasing the tolerance of plants
to several abiotic and biotic stresses. Therefore, the effects of several types of
priming (hydropriming, and priming by ascorbic acid, hydrogen peroxide and
melatonin) on the germination of quinoa in the presence and absence of Pb were
evaluated. Results showed that quinoa seeds tolerate high concentrations of Pb,
managing to germinate (with a germination percentage GP of 48%) even in the
presence of 125 Mm Pb. Hydropriming turned out to be the best option to increase
tolerance to Pb in the germination of quinoa, increasing GP values, and decreasing
mean germination time and average germination speed. No significant differences
between hydropriming and chemical primings were detected. Results suggest that
hydropriming is a treatment of choice ir order to get an increase of quinoa seed
tolerance in environments with high concentrations of Pb. Additional studies must be
carried out to further evaluate the effects of Pb-induced stress on seedlings and yield

of quinoa.



3. INTRODUCCION

Las plantas son organismos vivos que llevan millones de afios sobre la tierra, han
colonizado todo tipo de ambientes y enfrentado todo tipo de situaciones adversas.
¢, Como puede ser posible?, siendo organismos inmoviles, no como los animales
que se pueden desplazar, escapar y asi evitar situaciones adversas. Dado esto,
solo pueden desarrollar un mecanismo de defensa que les permita enfrentar
amenazas tanto externas como internas.

La poblacién a nivel mundial aumenta de manera exponencial, esto significa que
habra mas bocas que alimentar y para eso, la produccion del sector agricola debe
buscar maneras de mejorar. Se estima que el estrés abidtico es la principal causa
de la reduccion en la produccion de cultivos en casi un 70% (Acquaah, 2007; Jewell
et al., 2010).

3.1 Contaminacion por metales pesados y su efecto en plantas

Los metales pesados (MPs) son elementos que poseen un peso atomico sobre los
20 g/mol y/o densidad mayor a 5 g/ml (Stankovic et al., 2014; Kim et al. 2015). Estos
metales se encuentran en la naturaleza y pueden tener o no una funcion biologica.
Por ejemplo Co, Cu, Fe, Mn y Zn, son MPs que cumplen la funcién de
micronutrientes a muy bajas concentraciones, poseyendo asi, una funcién a nivel
bioldgico, como el de mantener la homeostasis, pero solo si sus niveles no exceden
el limite que los vuelve toxicos (van Bussel et al. 2014). En cambio, algunos MPs
como Cd, Hg, Al y Pb, no poseen funcién bioldgica en plantas ni en otros seres
vivos, y pueden ser muy téxicos incluso a muy bajas concentraciones. (Janicka-
Russak et al., 2008; Garzon et al., 2011; Shahid et al., 2012; Chong-ging et al., 2013;
Gill et al., 2013)

Los MPs se encuentran en el aire, el agua y el suelo, dando lugar a ciclos
biogeoquimicos. Generalmente, el estado quimico y la biodisponibilidad de MPs en
suelos dependen de la materia organica presente en el suelo, el pH, la textura del

suelo (arcilloso, arenoso, limoso) y el potencial oxido-reductivo del suelo (De Matos
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et al. 2001; Stankovic, Kalaba, and Stankovic 2014 Mehes-Smith et al. 2014).
Ademas, las bacterias que colonizan raices y la formacién de micorrizas pueden
incrementar de manera significativa la biodisponibilidad de iones de metales para
su absorcion por la planta (Singh et al. 2003).

Los metales son capturados por las células de la raiz, se ligan a la pared celular y
se movilizan a través la membrana plasmética gracias a la accion de bombas de
protones ATP-dependientes que catalizan la extrusion de H* a través de la
membrana. Se han reportado efectos toéxicos de los MPs en plantas y cultivos,
como: reduccion de la germinacion, disminucién de la elongacion de las raices y el
tallo, alteraciones en el desarrollo de la plantula, en la transpiracion, en el peso seco,
y en la cantidad de proteina soluble total. También se han observado alteraciones
en la estructura de la membrana, reduccion en la produccion de clorofila, alteracion
de los metabolismos de azucares y proteinas, y perdida de nutrientes (Ahmad and
Ashraf 2011; Pourrut et al. 2011; Wang, Vinocur, and Altman 2003).

3.2 Contaminacién y estrés inducido por plomo

Dentro de los estreses abioticos, uno de los retos que enfrenta la industria agricola
es la presencia de plomo en suelos (Finster, 2004).

El plomo (Pb) es un metal no esencial, y se encuentra en el segundo puesto dentro
del rango de metales téxicos (Anonymous-ATSDR, 2011). Este elemento metalico
se puede encontrar de manera natural debido a erosiones de suelo, erupciones
volcanicas, incendios forestales, y degradacion de elementos radiactivos; pero
también su presencia se ha vuelto una amenaza debido a actividades
antropogénicas, como el rapido crecimiento de la industrializacion, incluyendo
actividades como la mineria y fundicion de plomo (Obiora 2016), generalizando su
usoO y presencia en bastantes productos, como en pinturas y tinturas (Kumar 2008),
municién de armas (Yin 2010) y baterias de almacenamiento (Wang 2016). En Chile
se ha reportado contaminacion de suelo con Pb después de eventos de aluviones
en tierras de Paipote y Tierra Amarilla, llegando a concentraciones de 57 uM en el

sedimento por aluvion producido en el afio 2015. Por otra parte, se han observado
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concentraciones que van desde los 24 hasta los 301 puM de Pb en cuencas del rio
Copiapo a lo largo de todo el afio 2018 (Cortés et al. 2015; Rojos et al. 2019).

El Pb se considera una de las grandes amenazas para los humanos y otros seres
vivos, de hecho, se considera como uno de los MPs mas tdxicos, posee un tiempo
de retencion en el suelo de 150-5000 afios, y mantiene una alta concentracion por
150 afios (Nanda Kumar et al. 1995; Yang et al. 2005; Arshad et al. 2008; Ma et al.
2016). Este metal, dafiino incluso a bajas concentraciones, puede suponer un gran
problema para el desarrollo de las plantas y cultivos, ya que produce alteraciones
en la absorcion de nutrientes, en el balance hidrico y en la actividad enzimética. El
estrés por Pb también produce inhibicién de la fotosintesis, incrementando asi la
produccién de especies reactivas de oxigeno, las cuales oxidan moléculas
biologicas y causan dafios en la membrana celular, dando lugar a un mal
funcionamiento de proteinas y enzimas, y produciendo deterioro del ADN. En el peor
de los casos, el Pb puede llegar a alterar todo el metabolismo de la planta, evitando
que las células se puedan dividir, terminando en muerte celular (Ercal 2001; Seregin
& lvanov 2001; Sharma & Dubey 2005; Singh et al. 2016).

3.3 Mecanismos de tolerancia de las plantas a estreses inducidos por

metales pesados y por el Pb

Dentro de las estrategias principales que poseen las plantas para tolerar el estrés
inducido por Pb y otros MPs, se encuentra la evasion (Dalvi & Bhalerao 2013). En
este mecanismo de evasion, los MPs se pueden ver sometidos a un eflujo activo, o
también a neutralizacion y precipitacion de los iones metalicos en la rizosfera debido
a la accidén de sustancias producidas y secretadas por las raices de la planta,
guelando los metales (Nagajyoti et al. 2010). Por tanto, las plantas que presentan
este tipo de mecanismo, también llamadas plantas excluidoras de MPs, son
tolerantes porgue poseen un mecanismo de exclusiéon de metales absorbidos y/o
pueden evitar la absorcion de estos metales, lo cual suele verse reflejado en una
ausencia de acumulacion en raices y partes aéreas de la planta. (Wei et al. 2005).

Por otro lado, hay plantas que absorben MPs, también llamadas acumuladoras e
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hiperacumuladoras, que son plantas que capturan los iones metalicos del suelo a
través de las raices, utilizando mecanismos de absorcion especificos para ciertos
iones (Saleem et al. 2018). A través de diferentes mecanismos, realizan la
translocacién (término que se refiere ala movilizacion de metales desde la raiz hacia
partes aéreas de la planta). Curiosamente, el Pb experimenta con frecuencia un
fendmeno llamado “restriccion de translocacion” (Dogan et al. 2018), esto quiere
decir que el Pb suele verse concentrado en las raices (cerca del 95%) y una
pequefa proporcién (5%) se localizan en las partes de la planta que estan sobre el
suelo. (Zhou et al. 2016). Sin embargo, en algunos estudios también se ha
observado que el Pb puede ser capturado por las raices y que su transporte hacia
las hojas aumenta a medida que la concentracién de Pb externo aumenta (Ashraf
et al. 2015).

Los mecanismos de tolerancia de las plantas al estrés por Pb y otros MPs incluyen
la presencia de barreras fisicas que se encargan de evitar el acceso de los MPs,
como la presencia de cuticulas gruesas, de tricomas y pared celular (Harada et al.
2010; Wong et al. 2004; Hall et al. 2002). Cuando estas barreras fisicas no logran
evitar la entrada de los MPs en la planta, la planta induce la biosintesis de diversas
biomoléculas proteicas de bajo peso molecular, las cuales actuaran como
metalochaperonas y otros quelantes de metales, como por ejemplo el glutation,
fitoquelatinas, acidos organicos y metalotioneinas, entre otros (Viehweger et al.
2014; Dalvi & Bhalerao 2013; Sharma & Dietz 2006). Algunos de los complejos
formados por estas biomoléculas y los MPs se depositan en la pared celular. Otros
complejos interactdan con proteinas que se encuentran en la membrana celular y
de organelos, encargadas de transportar el metal ya sea hacia el interior o el exterior
del organelo en el que se encuentra, o de la célula. Un ejemplo de organelo que
acumula y neutraliza MPs es la vacuola, a la cual ingresan los MPs gracias a la
accion de proteinas transportadoras de la familia ATP Binding-Cassette (ABC) (Cao
et al. 2009, Lee et al. 2005). Otro mecanismo de tolerancia consiste en la eliminacion
del exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales deterioran las
moléculas y estructuras de la célula a través de la oxidacion de estas. Este sistema

antioxidativo se compone de moléculas de dos tipos: antioxidantes enzimaticos y no

13



enzimaticos. El sistema antioxidativo enzimatico se compone de enzimas
antioxidantes como la catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPX), y glutation reductasa (GR), entre otros. En cuanto al sistema no
enzimatico, incluye moléculas antioxidantes como el ascorbato (AsA), glutatién
(GSH), carotenoides, alcaloides, prolina, tocoferoles y compuestos fendlicos que se
encargan de neutralizar los radicales libres (Mourato et al. 2012; Sharma et al. 2012;
Rastgoo et al. 2011; Michalak 2006).

3.4 Genes relacionados con tolerancia a Pb

Tomando en cuenta la fitorremediacion (remediacion de los suelos mediante
plantas) y las plantas que se ocupan para ello, una duda que surge es qué genes
se expresan bajo el estrés frente a la presencia de estos metales pesados, y cOmo
estas plantas pueden enfrentar este tipo de hostilidad en el ambiente. Enfocandonos
en el estrés por plomo (Pb), estudios realizados anteriormente en diversas especies
de plantas han descrito la participacion de genes que promueven mecanismos de
tolerancia. PDR12 (Pleiotropic drug resistance) es un gen identificado en
Arabidopsis thaliana, codifica para una proteina ABC y ha demostrado participar en
la exclusion de Pb del citoplasma a través de la membrana plasmatica, por
consiguiente, la planta presentd una mayor tolerancia y menor concentracion de Pb
(Lee et al. 2005). ATM3 (ABC transportador mitocondrial), es un gen encontrado en
A. thaliana, codifica para una proteina de transporte ABC que se encuentra en la
membrana de la mitocondria y su sobreexpresion aumenta la tolerancia a Pb (Kim
et al. 2006). Otro gen hallado es EIN2 (ethylene-insensitive), el cual esta implicado
en el metabolismo de la hormona etileno, la cual posee relacion con la tolerancia a
diversos tipos de estrés, y se sugiere que este gen participa en la tolerancia a Pb
en A. thaliana mediante dos vias, una via dependiente de la sintesis de glutatién y
otra via independiente de la sintesis de glutation mediada por AtPDR12, las plantas
mutantes sensibles (ein2-1) mostraron una menor tolerancia y una mayor
acumulacién de Pb (Cao et al. 2008). ACBP1 (acyl-CoA-binding protein) es un gen

obtenido de A. thaliana, codifica para proteinas de unién a grupos acilCoA y las
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plantas que sobreexpresan este gen demuestran una mayor tolerancia y
acumulacioén de Pb en el tallo (Xiao et al. 2007). También se han encontrado genes
que codifican para metalotioneinas que aportan tolerancia a Pb, como son el caso
de KcMT2 (Kandelia Candel) y OsMT-1-2-C (Oryza sativa), con la sobreexpresién
de KcMT2 resultando en una mayor tolerancia y detoxificacién en presencia de Pb,
y con OsMT-1-2-C se observé que en células de levadura transgénicas con el gen
OsMT presentaron mayor resistencia a Pb y también plantulas de arroz (Xu et al.
2007). PSE1, gen encontrado en A. thaliana, codifica para una proteina
desconocida, que confiere tolerancia a Pb en plantas que poseen una
sobreexpresion del gen, asi, promoviendo la expresion de genes involucrados en la
sintesis de fitoquelatinas (PC) dependientes de glutation (GSH), aumentando la
acumulacion y tolerancia a Pb (Fan et al. 2016).

Recapitulando, entre los genes relacionados con tolerancia al Pb que se han
descubierto, se encuentran PSE1, EIN2, ACBP1, PDR12, ATM3, SbLRR2, OsMT-
1-2-Cy Kc MT2 (Fan et al. 2016; Zhu et al. 2013; Huang et al. 2012; Cao et al. 2009;
Xu et al. 2007; Lee et al. 2005).

3.5 Priming paralainduccion de tolerancia al estrés en plantas

El priming o “pre-acondicionamiento” ha surgido como una herramienta para la
estimulacion de procesos fisioldgicos en condiciones de estrés (Ashraf and Foolad
2005; Paparella et al. 2015). Bruce et al. (2007) propusieron el término "pre-
acondicionamiento", “priming” o “imprint stress” para referirse al proceso de
aclimatacion en el que una exposicién previa a un factor de estrés biético o abidtico
hace que una planta o cultivo sea mas resistente a una exposicion futura. Se han
descrito  distintos tipos de pre-acondicionamiento, tales como: pre-
acondicionamiento con agua (hydropriming), pre-acondicionamiento salino (o
halopriming),  pre-acondicionamiento  osmético  (osmopriming) 'y  pre-
acondicionamiento quimico (chemical priming)(Anosheh, Sadeghi, and Emam 2011;
Damalas, Koutroubas, and Fotiadis 2019; Farooq et al. 2017; Kumari et al. 2017).

Una solucién bastante econdmica, simple y también respetuosa con el medio
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ambiente es el uso del hydropriming, ya que consiste en sumergir las semillas en
agua destilada durante un cierto periodo de tiempo y a una temperatura apropiada
(Farooq et al. 2006b). La principal caracteristica del hydropriming, es que, al
sumergir la semilla, esta absorbe agua hasta llegar a un punto de imbibicion, y en
este punto la semilla ha absorbido toda el agua necesaria para iniciar los procesos
de reparacion de ADN, la activacion del sistema antioxidante, la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos, la produccion de ATP, y la produccion de fosfolipidos
y esteroles (Paparella et al., 2015). Este tipo de priming ha demostrado incrementar
la capacidad de ajuste osmoético de las semillas, agilizando la germinacién, y dando
lugar a un mejor establecimiento de la plantula, un crecimiento vegetal con mayor
vigor, y un cultivo con mayor productividad bajo distintas condiciones ambientales
adversas (Harris et al. 1999; McDonald 1999; Kaur et al. 2002; Elkoca et al. 2007;
Jisha et al. 2013).

Se ha informado que el priming quimico de semillas mejora la germinacion y la
emergencia uniforme en una variedad de especies, y afecta positivamente el vigor,
el establecimiento y el crecimiento de las plantulas (Bakht et al. 2011; Dezfuli, Sharif-
zadeh, and Janmohammadi 2008; Kaya et al. 2006; Raj and Raj 2019). Para el
priming quimico se han utilizado diversas moléculas como el acido abscisico (ABA),
el acido B-aminobutirico (BABA) y el metil-jasmonato, entre otros (Ashraf and Foolad
2005; Ibrahim 2016; Paparella et al. 2015) para determinar su influencia en el
incremento de la resistencia a sequia y salinidad en respuesta al priming. Se sabe
gue los niveles de antioxidantes como el acido ascérbico (AsA) pueden verse muy
incrementados bajo diversas condiciones de priming salino en quinoa (Cifuentes et
al., datos no publicados). Por otro lado, la melatonina se ha encontrado acumulada
de manera natural en raices de la planta Amaranthacea Beta vulgaris (Dubbels et
al. 1995). Sin embargo, el rol que poseen estas sustancias como inductores de
resistencia al usarlos como agentes en el priming quimico es desconocido.

Muchos de estos diversos tratamientos de priming se han aplicado en las semillas
y han demostrado tener un impacto positivo no solo durante la germinacioén, sino
también en el estadio vegetativo, mejorando la elongaciéon y divisién celular en

plantulas, aumentando la absorcién del agua, brindando estabilidad a la membrana
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celular, promoviendo actividad antioxidante, y también aumentando el largo de la
raiz y el tallo (Damalas, Koutroubas, and Fotiadis 2019; Farooq et al. 2017; Foti et
al. 2008; Kumari et al. 2017; Shabbir et al. 2014; Vaktabhai and Kumar 2017).
Adicionalmente, el uso del priming ha favorecido el desarrollo durante la etapa
reproductiva, incrementando el rendimiento de distintos tipos de cultivos, tales como
tomate (Vaktabhai and Kumar 2017), trigo (Muzaffar et al. 2019), y poroto de soja
(Langeroodi and Noora 2017), entre otros. Es muy interesante que también se ha
reportado que los cambios inducidos por efecto del priming pueden ser traspasados
a la siguiente generacién (F1), como es el caso del arroz (Oryza sativa L.), el cual
fue sometido a un priming con MPs en su estado de semilla y evidencié un cambio
epigenético relacionado con las ATPasas tipo-P transportadoras de MPs, cambio
gue fue traspasado a la siguiente generacién, dando prueba de memoria
transgeneracional (Cong et al. 2019; Rasmann et al. 2012). Sin embargo, esto ha
sido muy poco estudiado en otras especies y se desconoce si otros mecanismos,
como por ejemplo el transporte de metabolitos hacia la semilla, juegan un rol en la
resistencia de la descendencia.

Los mecanismos asociados al priming pueden ocurrir a diferentes niveles,
incluyendo epigenético (e.g.., por modificacion del ADN e histonas), transcripcional
(por ejemplo cambios en la abundancia de transcritos de diversos genes y factores
de transcripcion), y a nivel de proteinas, 0 modulando actividades enzimaticas
(Schwachtje et al. 2019). Sin embargo, los cambios relacionados con el priming a
nivel metabdlico permanecen en gran parte inexplorados, a pesar de que muchos
metabolitos se ven alterados durante el proceso de priming (Schwachtje et al.
2019).

3.6 Interés en Chenopodium quinoa

En el contexto de cambio climatico es de gran interés identificar plantas que posean
la capacidad de resistir ambientes con altas concentraciones de MPs, alta salinidad,
poca agua. Chenopodium guinoa ha ganado reconocimiento e importancia en el

ambito de la agronomia y la salud alimentaria, puesto que sus semillas son libres
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de gluten, con un alto contenido de proteinas y aminoacidos esenciales, posee
grasas no saturadas y alto contenido de flavonoides, minerales y vitaminas (Lutz et
al. 2013; Gomez-Caravaca et al. 2012; Alvarez-Jubete et al. 2010; Pasko et al.
2008). Chenopodium quinoa es una planta haldfita, es decir que posee una alta
tolerancia a estrés en ambientes salinos (Benlhabib 2015.), lo que conlleva un
sistema de defensa contra el estrés oxidativo (Adolf 2013), el cual es necesario para
poder establecerse en un ambiente que también posee MPs. La quinoa ha
demostrado ser resistente a varios tipos de estrés abiéticos, gracias a la variabilidad
natural que posee, ha logrado conquistar diversos ambientes, como altiplanos,
valles, salares, zonas costeras Yy subtropicales (Hinojosa et al. 2018),
encontrandose diversos ecotipos de este espécimen. Chenopodium quinoa es una
de las pocas plantas de importancia agrondmica que pueden desarrollarse en las
condiciones climaticas Alto andinas del Lago Titicaca, caracterizada por un clima
semi-arido y frio, a 3800 metros de altura sobre el nivel del mar, y en suelos con un
alto contenido de sal y MPs, incluyendo Pb, Cu y Cd, entre otros (Hinojosa et al.
2018; Monroy et al. 2014). Es por ello que la quinoa es una planta con potenciales
aplicaciones en fitorremediacién de suelos contaminados por MPs. Se han realizado
pocos estudios en C. quinoa bajo estrés por Pb, y los resultados arrojan que suele
acumular Pb en las raices, por lo que se ven casi nulas cantidades de Pb en los
organos aéreos (Radovanovic et al. 2020). Tomando en cuenta esta evidencia, C.
guinoa se podria catalogar como una planta acumuladora de plomo en raices,
caracteristica importante si se quiere cultivar en suelos contaminados, y producir
alimento que no sea un riesgo para el consumo de la poblacién. Cabe destacar que
el genoma de C. quinoa ha sido secuenciado en totalidad (Jarvis et al. 2017), lo que
da oportunidad a realizar trabajos de analisis genéticos y moleculares en esta

especie.
En el presente trabajo de Tesis, se pretende evaluar la tolerancia de C. quinoa al

estrés por Pb y evaluar también si la aplicacion de pre-acondicionamiento o priming

en semillas puede inducir una tolerancia diferencial al estrés por Pb.
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En primer lugar, se realizara un trabajo bioinformatico consistente en buscar
secuencias de genes implicados en tolerancia a Pb que han sido identificados en
otras plantas, y a continuacion identificar la presencia de posibles homodlogos en el
genoma de C. quinoa. A continuacion, se realizara un trabajo experimental
consistente en evaluar la tolerancia de semillas de quinoa al estrés por Pb durante
el proceso de germinacioén, y el posible efecto de la aplicacién de varios tipos de
priming (hydropriming y priming quimicos) en dicha tolerancia. Los resultados
obtenidos aportaran informacion importante sobre el potencial de quinoa como
planta tolerante a Pb y su posible uso en fitorremediacién o como cultivo alimentario

seguro en suelos contaminados con Pb.

4. HIPOTESIS

La planta de interés alimentario Chenopodium quinoa es tolerante a plomo, y la
aplicacion de pre-acondicionamientos (hydropriming y priming quimicos) inducira un
aumento de la tolerancia de quinoa al estrés inducido por Pb en procesos como

germinacion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la tolerancia de Chenopodium quinoa al estrés por plomo, y estudiar el
efecto del hydropriming y priming quimicos (inducidos por acido ascoérbico, peréxido
de hidrégeno y melatonina) en la germinacién de quinoa bajo estrés por plomo.

5.2  Objetivos especificos
1. Identificar y caracterizar por métodos bioinforméaticos homélogos de genes

relacionados con tolerancia a plomo en el genoma de C. quinoa.

2. Determinar el efecto de estrés por plomo en la germinaciéon
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3. Determinar el efecto de diferentes tipos de priming en la germinacién en

presencia y ausencia de plomo.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Busqueday recopilacion de genes relacionados con tolerancia a
Pb

Para la busqueda de articulos académicos que trataban sobre genes de resistencia
a Pb, se utilizé Google Académico (https://scholar.google.com/), una vez
encontrados los genes, se buscaron los accession numbers en la base de datos
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), donde se encontraron los genes descritos
en la Tabla 1 y se descargaron secuencias nucleotidicas de los genes en formato
FASTA.

Para comprobar si en el genoma de C. quinoa hay homologos de genes
relacionados con tolerancia a Pb, se hizo uso del programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), donde se colocaron
las secuencias codificantes de los genes encontrados y se comparo con el genoma
de C. quinoa. Si bien, algunas secuencias se catalogaron como homologas, también
se realiz6 una identificacion de los dominios tanto en los genes encontrados como
en los homologos de C. quinoa, y para eso se utilizaron programas que tienen como
funcidbn la prediccion de dominios proteicos, estos fueron: SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/) y HMMER

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/phmmer). Las imagenes que se
colocaron en este trabajo pertenecen al programa HMMER. También se usaron
programas para determinar su localizacion  subcelular CELLO2GO
(http://cello.life.nctu.edu.tw/cello2go/), y si poseian dominios transmembrana
MINNOU (http://minnou.cchmc.org/). Todo esto con el fin de conocer si las

secuencias homologas son lo mas parecidas tanto en estructura como funcién.

6.2 Alineamiento y andlisis filogenético
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Una vez analizados y comparados los dominios proteicos de las secuencias
homodlogas (originales y C. quinoa), se escogieron 3 genes que mostraron mayor
homologia con C. quinoa para continuar con los posteriores analisis filogenéticos.
Estos genes fueron PSE1 (NM_120720), PDR12 (NM_101421) y ATM3
(AY142686).

Con el fin de conocer la relacion evolutiva y conseguir una identificacién clara de los
genes homdlogos correspondientes en C. quinoa, se realizé un andlisis filogenético,
para poder tener evidencia de qué tan cercanos o alejados evolutivamente estan
estos homdlogos.

El analisis filogenético fue realizado por el programa MEGA X: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, and Tamura 2018).
Con este fin, se incluyeron en el analisis filogenético distintas especies de interés
agricola, tanto dicotiledoneas como C. quinoa, las cuales fueron: Brassica napus,
Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris y Beta vulgaris, como también, una
especie monocotiledénea con el proposito de servir como outgroup (Zea mays). Se
buscaron homdélogos de PSE1l, PDR12 y ATM3 en las especies nombradas
previamente, haciendo uso del programa BLAST.

Una vez obtenidas las secuencias homélogas, estas fueron alineadas en MEGA X,
se ocuparon 2 tipos de alineamientos, Muscle y ClustalW, dependiendo de cuantos
gaps habia se realizaron leves ajustes en el alineamiento y se conservo el que
reflejaba mejores valores de Bootstrap en el posterior arbol filogenético obtenido.
Los arboles filogenéticos fueron obtenidos a base de 2 métodos de inferencia

filogenética, y para cada gen fue:

PSE1: 1) Método de Neighbor-joining, basado en el modelo evolutivo Maximum
Composite Likelihood (MCL), con una robustez de nodo evaluado con el método de
Bootstrap (N=2000 pseudoreplicados). 2) Método de Maximum Likelihood, basado
en el modelo de Tamura-Nei, con una robustes de nodo evaluado con el método de

Bootstrap (N=2000 pseudoreplicados).
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PDR12: 1) Método de Neighbor-joining, basado en el modelo evolutivo Maximum
Composite Likelihood (MCL), con una robustes del nodo evaluado con el método de
Bootstrap (N=2000 pseudoreplicados). 2) Método de Maximum Likelihood, basado
en el modelo reversible de tiempo general, con una robustes de nodo evaluado con

el método de Bootstrap (N=2000 pseudoreplicados).

ATMS3: 1) Método de Neighbor-joining, basado en el modelo evolutivo Maximum
Composite Likelihood (MCL), con una robustes del nodo evaluado con el método de
Bootstrap (N=2000 pseudoreplicados). 2) Método de Maximum Likelihood, basado
en el modelo de Tamura-nei, con una robustes de nodo evaluado con el método de

Bootstrap (N=2000 pseudoreplicados).

6.3 Disefio de Primers

Las secuencias genéticas obtenidas en BLAST, y alineadas anteriormente, fueron
procesadas por el programa Primer3input (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), con
el fin de obtener secuencias para realizar qPCR (“Reaccién en cadena de la
polimerasa” cuantitativa) a futuro y poder visualizar la expresion de los genes

homdlogos encontrados en C. quinoa. Las caracteristicas seleccionadas fueron:

Largo de Amplicén: 50-150 pares de bases.

Largo optimo del primer: 20 bases.

Temperatura de fusion (Tm): 58 °C a 60 °C (Tm éptimo de 59 °C).

Porcentaje de guaninay citosina (% GC): 30% a 80%.

Final 3": Los ultimos 5 nucleétidos al final 3’ no deben contener mas de 2 residuos
G+C.

6.4  Material vegetal y reactivos quimicos

Se ocupo6 un genotipo chileno de C. quinoa (Willd.): Socaire, originario del altiplano
chileno (Socaire, 23°35'31.58" S, 67°53'17.69" W). Las semillas se obtuvieron del

Banco Nacional de Semillas gestionado por INIA-Intihuasi (Vicuia, Chile).
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Los reactivos quimicos utilizados fueron el nitrato de plomo (Pb(NO3)2; Laboratorio
Bioquimica.cl), el acido ascorbico (AsA, Winckler Itda)., peroxido de hidrégeno

(H202, EMD Chemicals, Inc.), y melatonina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
6.5. Efecto del Pb en la germinacion de semillas de C. quinoa

Se evaluo el efecto de diferentes concentraciones de Pb(NO3)2 sobre la germinacion
de semillas de quinoa. Las semillas fueron lavadas y esterilizadas con hipoclorito de
sodio 0.1% por 1 minuto; posteriormente, se colocaron en placas Petri con papel
absorbente que contenia 5 ml de solucién de Pb(NO3). a diferentes concentraciones
(0,05,0.75, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 125, 150, 200 y 300 mM). durante 24 h, a 20°C *
2°C en oscuridad. Se utilizaron cincuenta semillas para cada tratamiento, y los
experimentos se realizaron por triplicado.

Durante los experimentos de germinacibn se determinaron los siguientes
parametros: porcentaje de germinacion, tiempo medio de germinacion, y velocidad
media de germinacion (Scott et al., 1984; Ranal & Santana, 2006).

- Porcentaje de Germinacion (PG), se define como el numero de semillas

germinadas / numero de semillas totales x 100.

- Eltiempo medio de germinacién (TMG o t) se calculé como la media ponderada
del tiempo de germinacion. El nimero de semillas germinadas en intervalos de
tiempo establecidos para la recoleccion de los datos es utlizado como
ponderacion, dado que considera que un numero diferente de semillas germinan

cada vez. Por esto se calcula TMG como:

k k
=Sne [
i=1 i=1

Donde: t;: tiempo desde el inicio del experimento a la it* observacion (hora); n;:
namero de semillas germinadas en el tiempo i (no el numero acumulado, sino el

nimero correspondiente ala it observacion); y k: Gltimo tiempo de germinacion.
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- La velocidad media de germinacion (VGM o v) se define como el reciproco del
tiempo medio de germinacion, dado a que VGM aumenta con 1/t y no con t.
Para obtener VGM es necesario calcular el Coeficiente de Velocidad de
Germinacion (CVG), dado por:

CVG = (iﬁ-/zk:fixi)x 100

Donde f;: nimero de semillas recién germinadas en el dia i; x;: nimero de dias
desde la siembra; y k: Ultimo dia de germinacién. Dado que CVG es reciproco
de TMG, puede ser utilizado para calcular VMG como 7 = CVG/100 = 1/¢,
donde t: TMG.

Se contabilizé el numero de semillas germinadas cada 2 h hasta 24 h después de
la imbibicion de la semilla. La germinacion se consideré completa cuando la radicula

emergio de la semilla.
6.6. Efecto del priming en la germinacion en presencia de Pb

Las semillas de c. quinoa fueron sometidas a distintos tratamientos de priming, los

cuales fueron:

Hydropriming (H20): las semillas fueron lavadas y esterilizadas con hipoclorito de
sodio 0.1% por 1 minuto, como se comenté anteriormente. A continuacion, las
semillas se incubaron en agua destilada por 6 h en placas Petri con papel
absorbente, 20°C. También se incubaron semillas por 12 h en tubos Falcon,

completamente sumergidas en la solucion, con una razén peso/volumen de 1:5.

Priming quimico con Acido ascorbico (AsA): después de la esterilizacion, las
semillas se incubaron por 6 h en placas Petri con papel absorbente y 5 mL de
solucion de AsA a diferentes concentraciones (25 mM, 50 mM). También se
incubaron semillas por 12 h en tubos Falcon, con la solucion AsA a varias

concentraciones (5, 25, 50 y 75 mM), con las semillas completamente sumergidas
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en la solucion, con una razén peso/volumen de 1:5.

Priming con peréxido de hidrogeno (H20,): después de la esterilizacién, las
semillas se incubaron por 6 h en placas Petri con papel absorbente y 5mL de
solucién H20: a diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 0.75 y 1 mM). También se
incubaron semillas por 12 h en tubos Falcon con la solucion de H202 (0.25, 0.5, 0.75
y 1 mM).

Priming con Melatonina (Mel): después de esterilizacion, las semillas se incubaron
por 6 h en placas Petri con papel absorbente y 5 mL de solucién de Mel a diferentes
concentraciones (0.1, 0.4, 0.7 y 1 mM). También se incubaron semillas en tubos
Falcon por 12 h con la solucion Mel (0.1, 0.4, 0.7 y 1 mM).

Cumplidas las horas de pre-acondicionamiento, las semillas fueron lavadas 3 veces
con agua destilada para remover cualquier resto de la solucion de tratamiento. A
continuacion, las semillas se secaron con papel absorbente y se dejaron secar a
temperatura ambiente, en oscuridad, por 24 h, hasta que las semillas recuperaran
el peso que tenian antes de ser tratadas con el pre-acondicionamiento. Una vez
pasadas las 24 h de secado, las semillas estaban listas para hacer los experimentos

de germinacién en placa con solucién de Pb.

A continuacion, las semillas fueron expuestas a una concentracion 125 mM de de
Pb (NO3). (elegida previamente a partir de los resultados de los ensayos de
germinacién), durante 24 h a 20°C + 2°C en oscuridad. Se utilizaron cincuenta

semillas para cada tratamiento y los experimentos se realizaron por triplicado.

Para calcular los efectos de hydropriming, y de los priming por AsA, H20, y Mel en
la germinacion de las semillas, se calcul6 el Porcentaje de Germinacion (GP), la
Velocidad media de germinacion (VGM), y el Tiempo medio de germinacion (TMG),

de la misma manera descrita en la metodologia de germinacion.

25



6.7. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos de los experimentos de germinacion, se
aplico ANOVA de una via con mediciones repetidas, utilizando como factores:
priming y Pre-acondicionamiento (pre-acondicionado con hydropriming, &cido
ascorbico, o peréxido de hidrogeno, melatonina y no pre-acondicionado) y estrés
(Pb o control).

Se utilizara una prueba de Tuckey HSD (con un valor de significancia p<0.05) como

prueba posthoc, con el objetivo de evaluar diferencias significativas.

7. RESULTADOS

7.1. Busqueda y recopilacion de genes relacionados con tolerancia a Pb en

especies vegetales

Consultando las bases de datos y bibliografia, se identificaron diversos genes
relacionados con tolerancia al Pb en diversas especies vegetales, asi como sus
secuencias geénicas y proteinicas. Dichos genes, se exponen en la siguiente Tabla
1:
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Gen Acc.N/Loc Especie Descripcion % E value | Query | Ref. PosibleshomdlogosenC.
identity Cover | Bibliografica | quinoa
PSE1 Atg5g06370/NM_120720 | Arabidopsis 779pb, mARN. 69.85% | 5e-85 | 91% (Fanetal., LOC110735406
thaliana Su sobre expresion resulta en una mayor 2016) LOC110733850
acumulacién de Pb y un aumento en la
expresién de PDR12.
EIN2 At5g03280/NM_120406 | Arabidopsis 3884pb, mARN. 73.29% | 7e-72 | 49% (Cao etal., LOC110696496
thaliana Proteina de la familia de las 2009) LOC110682798
transportadoras de iones metales. Media
resistenciaaPbatravésdeunmecanismo
dependiente de GSH y uno independiente
de GSH mediado por atPDR12
ACBP1 | At5g53470/NM_124726.4 | Arabidopsis 659pb, mARN. 71.82% | 6e-113 | 49% (Xiao et al., | LOC110738841
thaliana Mayor acumulacién de Pb en brotes 2008) LOC110728375
PDR12 | At1g15520/NM_101421 | Arabidopsis | 4271 pb, mARN. 71.79% | 0.0 87% (Leeetal., LOC110698721
thaliana Bomba que excluye Pb del citoplasma 2005) LOC110703309
LOC110723123
LOC110712155
ATM3 | At5g58270/AY142686 Arabidopsis 2187pb, mRNA. 77.17% | 0.0 79% (Kim et al., LOC110717407
thaliana Transportador ATP-binding cassette, 2006) LOC110716773
transporta Cd-conjugado con glutamina
sintetasa a través de membrana
mitocondrial
SbLRR2 | - - - - - - No homdlogos
OsMT- | AF0O01396 Oryza sativa | 188pb, metalotioneina de clase 1, su 71.20% | 1e-08 | 32% (Xu etal., LOC110720171
1-2-C transcripcidn se ve aumentada 2007)
significativamente en presencia de Pb2+.
Tambiénaumentalatoleranciaalestrés
porPbencélulasdelevadurasensiblesa
plomo.
Kc DQ414691 Kandelia 239pb, metalotioneina de clase 2, alta 71.08% | 2e-25 | 35% (Huang et LOC110706238
MT2 Candel respuesta transcripcional en presencia de al., 2012)
Pb. Se expresé en Escherichia coli BL21
comounaextensionterminal-carboxide
laglutation-S-transferasa, locualresulté
enunmayorcrecimientodelabacteriaen
un medio con Pb.

Tabla 1. Genes relacionados con resistencia a Pb, su nUmero de acceso, especie
a la que pertenecen, breve descripcion que posee el largo de la zona codificante del
gen y su funcion. Seguido se puede observar los valores que se toman en cuenta
para ver si poseen homologos en C. quinoa. El gen que codifica para SbLRR2 no
aparece en la tabla porque no posee homologos en quinoa, por lo que se evitd su

descripcion.

Se encontraron 8 genes relacionados con la tolerancia a Pb, y uno de ellos
(SbLRR2) no poseia ningun tipo de homologia en C. quinoa. (Tabla 1). Si bien, no
todos los genes ocupados en este trabajo poseen una homologia casi idéntica en
genes de C. quinoa, algunos si presentaban un Query Cover bastante similar, esto
nos dice qué tanto la secuencia que estamos consultando esta cubierta por la
secuencia objetivo (posiblehomodloga), dato que necesita estar acompafado del
Porcentaje de Identidad, el cual nos indica el porcentaje de numero de bases que
coinciden sobre el nimero de alineacion de las columnas. Para asegurarnos, hubo

gue observar también el E-value, el cual nos indica el nimero de aciertos esperados
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de calidad similar que se pueden encontrar por casualidad, por lo que se busca el
E-value més bajo posible, asegurando que los aciertos sean por la menor
casualidad posible.

En cuanto a los dominios, realmente todos los genes de origen tienen una alta
homologia con los genes de C.quinoa, los dominios presentes muchas veces son
casi idénticos, pero hay leves diferencias en algunos, por ejemplo PSE1 (Tabla 2),
donde su posible homdélogo en C. quinoa posee 2 péptidos sefial de
transmembrana, péptido sefales que el gen de A. thaliana no posee. Otros casos
son de ATM3 y EIN2, donde cada gen y su posible homélogo varian solo en 1
péptido sefial.

Dentro de los genes estudiados, 3 poseen porcentajes altos tanto en Query Cover
y Porcentaje de Identidad, y a la vez un E-value bajo, estos genes son: PSE1,
PDR12, y ATM3. Estos genes fueron seleccionados para hacer un posterior analisis

bioinformatico.

7.2. Identificacién y caracterizacion de homologos de dichos genes en el

genoma de C. quinoa mediante analisis bioinforméatico
En la anterior Tabla 1 se indican también los putativos genes homadlogos

identificados en el genoma de C. quinoa. En la Tabla 2 se detallan los dominios

identificados en la secuencia codificante de dichos genes.
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Especie/accession number o locus Dominios
Arabidopsis thaliana/ NM_120720 LRAT
o
& Chenopodium quinoa/ LOC110735406 | LRAT, 2 péptido sefial de transmembrana
Arabidopsis thaliana/ NM_120406 Nramp, 12 péptido sefial de transmembrana
z
o Chenopodium quinoa/ LOC110696496 | Nramp, 13 péptido sefial de transmembrana
Arabidopsis thaliana/ NM_124426 ACBP,3 repeticiones Ankirin, 1 péptido sefal de transmembrana
-
&
g Chenopodium quinoa/ LOC110738841 | ACBP, 3 repeticiones Ankirin, 1 péptido sefial de transmembrana
Arabidopsis thaliana/ NM_101421 Transportador ABC N-terminal, 2 transportador ABC, 2
transportador ABC tipo 2 membrana, 1 transportador planta PDR
asociado a ABC tipo 2, 13 péptido sefial de transmembrana.
o~
-
&
o Transportador ABC N-terminal, 2 transportador ABC, 2
Chenopodium quinoa/ LOC110698721 | transportador ABC tipo 2 membrana, 1 transportador planta PDR
asociado a ABC tipo 2, 13 peptido sefial de transmembrana.
Arabidopsis thaliana/ AY142686 Region transportador ABC de transmembranamembrana,
transportador ABC, 5 peptido sefial de transmembrana.
o
=
s ch di inoa/ LOC110717407 Region transportador ABC de transmembranamembrana,
enopodium quinoa transportador ABC, 4 peptido sefial de transmembrana.
o Oryza sativa/ AF001396 Nada
~
-
N
§ Chenopodium quinoa/ LOC110720171 |Nada
Kandelia candel/ DQ414691 Metalotioneina cercana a clase 2
o~
=
=
< Chenopodium quinoa/ LOC110706238 | Metalotioneina cercana a clase 2

Tabla 2. Tabla que representa dominios obtenidos por el programa SMART y

HMMER. En la primera columna esta el nombre del gen, en la segunda columna se

encuentra la especie a la que pertenece y el locus/o niumero de acceso, y en la

tercera columna los grupos de dominios encontrados en la secuencia genémica que

codifica para cada gen y su respectivo homélogo en C. quinoa.

A continuacion, se detalla un Glosario de los dominios identificados (definiciones
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obtenidas de InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/))

LRAT: La aciltransferasa LRAT es la principal enzima que cataliza la esterificacion
de la vitamina A. Las proteinas LRAT y similares a LRAT comparten un pliegue de

dominio catalitico comdn representado por esta entrada.

Nramp: La familia NRAMP es una nueva familia de proteinas relacionadas
funcionalmente definidas por un nucleo hidréfobo conservado de diez dominios
transmembrana. Nrampl es una proteina de membrana integral expresada
exclusivamente en células del sistema inmunoldgico y se recluta en la membrana
de un fagosoma tras la fagocitosis. Nramp2 es un transportador de cationes
divalentes multiples para Fe2 +, Mn2 +y Zn2 + entre otros.

ACBP: El dominio ACB consta de cuatro hélices alfa dispuestas en forma de cuenco
con un sitio de union a acil-CoA muy expuesto. El ligando se une a través de
interacciones especificas con residuos en la proteina, mas notablemente varias
cargas positivas conservadas que interactuan con el grupo fosfato en el resto
adenosina-3'fosfato, y la cadena de acilo esta intercalada entre las superficies
hidrofobas de CoA y la proteina. Aunque ACBP se presenta como una proteina
completamente independiente, se han identificado dominios ACB intactos en varias
proteinas grandes y multifuncionales en una variedad de especies eucariotas. Estos
incluyen grandes proteinas asociadas a la membrana con dominios ACB N-
terminales, enzimas multifuncionales con dominios ACB y enoil-CoA peroxisomal
Delta (3), Delta (2) -enoil-CoA isomerasa y proteinas con un dominio ACB y

repeticiones de anquirina.

Ankyrin: La repeticion de anquirina es un motivo estructural comin que se encuentra
en una variedad de proteinas funcionalmente diversas. Cada repeticién consta de
33 residuos que son propensos a sustituciones. Se ha demostrado que muchas
repeticiones de anquirina moderan las interacciones proteina-proteina, p. Ej. en

proteinas citoesqueléticas, de membrana y reguladoras. La diversidad de sus
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secuencias conduce a su eficacia como mediadores de interacciéon, siendo el

caracter y la especificidad de la interaccién mediada por repeticiones particulares.

Transportador ABC: Los transportadores ABC pertenecen a la superfamilia ATP-
Binding Cassette (ABC) que utiliza la hidrélisis de ATP para energizar diversos
sistemas bioldgicos de importacion y exportacion. Los transportadores ABC estan
minimamente constituidos por dos regiones conservadas: un casete de unién de
ATP altamente conservado (ABC) y un dominio transmembrana menos conservado
(TMD). Estas regiones se pueden encontrar en la misma proteina.

Pero en un subgrupo de exportadores, la region transmembrana esta codificada por
un polipéptido separado, la proteina de membrana integral del sistema de transporte
tipo ABC-2.

Transportador ABC n-terminal: Este dominio se encuentra en el N-terminal de las
proteinas transportadoras ABC desde hongos, plantas hasta eucariotas superiores.

Se predice que sera un dominio intracelular.

Metalotioneinas: Las metalotioneinas (MT) son pequefias proteinas que se unen a
metales pesados, como zinc, cobre, cadmio, niquel, etc. Tienen un alto contenido
de residuos de cisteina que unen los iones metalicos a través de grupos de enlaces

tiolato.

7.3. Analisis filogenéticos

Se realizaron reconstrucciones filogenéticas para elucidar las relaciones evolutivas
de genes de tolerancia a Pb identificados en diversas especies vegetales y sus
putativos homologos en quinoa. Estos analisis filogenéticos han permitido identificar
con mayor precision dichos homélogos putativamente implicados en tolerancia a Pb
en el genoma de quinoa. En estos arboles, los genes sombreados en morado
corresponden a los genes implicados en la tolerancia al Pb, segun diversos autores

han comprobado experimentalmente en diversas especies vegetales. Los genes
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sombreados en azul corresponden a los putativos homdélogos de ese gen que

hemos identificado en el genoma de quinoa.
ATM3

Se puede observar que se agrupa con homdlogos de B. napus, y el gen homdlogo
presente en quinoa se encuentra agrupado en otro clado junto con B. vulgaris. Este
resultado se puede ver reflejado tanto en los arboles filogenéticos obtenidos con
Maximum Likelihood (Fig. 1) y Neighbor Joining (Fig. 2).

XM 013861147 2 Brassica napus ABC transporter B family member 25 mitochondrial (LOC106420289)
100
L XM 013866712.2 Brassica napus ABC transporter B family member 25 mitochondrial-like (LOC106425996) transcript variant X1
99 XM 0138765932 Brassica napus ABC transporter B family member 25 mitochondnial-like (LOC106435682)

- AY142686.1 Arabidopsis thaliana putative ABC transporter protein (At5g58270)

[— XM 022703288.1 Brassica napus ABC transporter B family member 23 mitochondrial (LOC111206443)

100
L XM 013842036.2 Brassica napus ABC transporter B family member 23 mitochondrial (LOC106401474)

XM 020546364.3 Zea mays ABC transporter B family member 25 mitochondnal (LOC103634613) transcript variant X3

XM 007141934.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 008G243800g)

XM 0106974952 Beta vulgans subsp. vulgaris ABC transporter B family member 25 mitochondrial (LOC104908375) transcript vaniant X2

100 XM 021895684.1 Chenopodium quinoa ABC transporter B family member 25 mitochondrial-like (LOC110717047)

100
XM 021895405.1 Chenopodium quinoa ABC transporter B family member 25 mitochondrial-like (LOC110716773)

Figura 1. Arbol filogenético de ATM3 y genes homologos relacionados. ATM3 y
homologos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y arbol
filogenético construido por el método de Maximum Likelihood. Los nameros por
debajo y por encima de los puntos de bifurcacion sefialan los niveles de confianza

de la relacion de las secuencias emparejadas.
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XM 013861147 .2 Brassica napus ABC transporter B family member 25 mitochondrial (LOC106420289)

7 I— XM 013866712.2 Brassica napus ABC transporter B family member 25 mitochondrial-like (LOC106425996) transcript variant X1

XM 013876593.2 Brassica napus ABC transporter B family member 25 mitochondrial-like (LOC106435682)

100 L AY142686.1 Arabidopsis thaliana putative ABC transporter protein (At5g58270)

[— XM 022703288.1 Brassica napus ABC transporter B family member 23 mitochondrial (LOC111206443)

%0 L XM 013842036.2 Brassica napus ABC transporter B family member 23 mitochondrial (LOC106401474)

XM 007141934.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 008G243800g)

47

XM 020546364.3 Zea mays ABC transporter B family member 25 mitochondrial (LOC103634613) transcript vanant X3

XM 010697495.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris ABC transporter B family member 25 mitochondrial (LOC104908375) transcript variant X2

XM 021895684.1 Chenopodium quinoa ABC transporter B family member 25 mitochondrial-like (LOC110717047)

100 [
i XM 021895405.1 Chenopodium quinoa ABC transporter B family member 25 mitochondnal-like (LOC110716773)

0.10

Figura 2. Arbol filogenético de ATM3 y genes homologos relacionados. ATM3 y
homologos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y arbol
filogenético construido por el método de Neighbor Joining. Los niumeros por debajo
y por encima de los puntos de bifurcacion sefialan los niveles de confianza de la
relacion de las secuencias emparejadas determinadas por el analisis estadistico de
Bootstrap. El arbol esta dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas

en el nimero de sustituciones por sitio.
PDR12

Este gen se ubica en un clado que contiene tanto a C. quinoa como B. vulgaris y B.
napus. Esto, acompafiado de valores de Bootstrap que estan sobre 80 en los nodos
pertenecientes al clado en el que se encuentra el gen PDR12 y sus homdlogos,
confirman la robustes del andlisis desarrollado. Estos resultados se pueden
observar en arboles obtenidos tanto por Maximum Likelihood (Fig. 3) y Neighbor

Joining (Fig.4).
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o [~ XM 0071625881 Phasolus ulgaris hypotheticsl protein (PHAVU 0016186300g)
- _Er— XM 007162550.1 Phaseolus wigaris hypothetical protein (PHAVU 001G186000g)
XM 007182547.1 Phaseolus wlgaris hypothetical protein (PHAVU 001G165800g)
XM 007162548.1 Phaseolus vuigaris hypothetical protein (PHAVU 001G185700)
XM 007162558.1 Phaseolus vulgars hypothetical protein (PHAVU 001G166500g)

XM 007135857,1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 010G 152600)
o 4':':)&4 007150832, 1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 005G173700¢)
% M 007150831.1 Phaseolus wigars ypothetcal protein (PHAV 005G173800g)
- XM 021881005.1 Chenopodium quinoa PDR1-fike (LOC110703309)
E XM 0218762291 Chenopodium quinoa PDR 1-ike (LOC110868721)

XM 010892931,2 Beta vulgaris subsp, vuigaris POR1 (LOC104004628)
@ —— 101421.3 Arabidopsis thakiana PDR12 (ABCG40)
XM 0138844042 Brassica napus ABC transporter G family member 40-ike (LOC108452300)
w XM 013788037 2 Brassica napus ABC transporter G famiy member 40 (LOC108348840)
qo T XM 021602631.1 Chenopodum quinoa PDR -ike (LOCH10723123)

[ XM 021890504.1 Chenopodium quinoa PDR1-like (LOC110712155)
XM 010872431.2 Bata vulgars subsp, vulgaris POR-TUR2 (LOC104887716)

~ XM 007130095.1: Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 000G0096200g)
_‘—E XM 007181187.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G054500g)
» XM 007161185.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G054400g)
m ,L XM 008881630.3 Zea mays ABC transporter G family member 30 (LOC103854816)
e XMO008570748.3 Zea mays ABC transporter G family member 39 (LOC103852783) transcript variant X1
s XM 008854356 4 Zea mays ABC transporter G family member 53 (LOC103832507)

» = XM 008877258.3 Zea mays ABC transporter G family member 37 (LOC103851504) transeript vanant X2
L—— XM 008858410.2 Zea mays ABC transporter G family member 37 (LOC103636082)

& XM 0028584183 Zea mays ABC transporter G famiy member 38 (LOC103836080)
% E maao 001321753.2 Zea mays uncharacterized (LOC100384044)
— XM 021894183.1 Chenopodium quinoa ABC transporter G famiy member 35-ke (LOC110715502)
b XM 0108676152 Beta vulgaris subsp, vuigaris ABC transporter G family member 36 (LOC104883146)
= XM 008861458.3 Zea mays ABC transporter G family member 42 (LOC103038587)
L XM 005850927.3 Zea mays ABC transporter G family member 42 (LOC103620823)
XM 0108588202 Beta vulgars subsp. vulgaris ABC transporter G family member 32 (LOC104602130) transcript vanant X1

W

HeY

at

Figura 3. Arbol filogenético de PDR12 y genes homdlogos relacionados. PDR12 y
homologos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y arbol
filogenético construido por el método de Maximum Likelihood. Los nameros por
debajo y por encima de los puntos de bifurcacion sefialan los niveles de confianza
de la relacién de las secuencias emparejadas determinadas por el analisis
estadistico de Bootstrap. El arbol esta dibujado a escala, con las longitudes de las

ramas medidas en el nimero de sustituciones por sitio.
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61 XM 007162556.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G166300g)

100 XM 007162550.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G166000g)

XM 007162547.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G 165800g)

XM 007162546.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G165700g)

98 L XM007162558.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G166500g)

XM 007135657.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 010G152500g)

XM 007150632.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 005G173700g)

100
82 100 XM 007150631.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 005G 173600g)
100 [ XM 021881095.1 Chenopodium quinca PDR1-like (LOC110703309)
e XM 021876229.1 Chenopodium quinoa PDR1-like (LOC110698721)

XM 010692931.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris PDR1 (LOC104904628)

81 NM 101421.3 Arabidopsis thaliana PDR12 (ABCG40)

93

| i XM 013894484.2 Brassica napus ABC transporter G family member 40-like (LOC106452390)

100 XM 013786037.2 Brassica napus ABC transporter G family member 40 (LOC106346649)

100 [ XM 021902431.1 Chenopodium quinoa PDR1-like (LOC110723123)

XM 021890594.1 Chenopodium quinoa PDR1-like (LOC110712155)
XM 010672431.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris PDR-TUR2 (LOC104887716)
99
97 —————————————————— XM 007136995.1: Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 009G096200g)
% XM 007161187.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G054500g)
100 I: XM 007161185.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 001G054400g)
100 XM 008681639.3 Zea mays ABC transporter G family member 39 (LOC103654816)
—1; XM 008679748.3 Zea mays ABC transporter G family member 39 (LOC103652783) transcript variant X1

1 XM 008654356.4 Zea mays ABC transporter G family member 53 (LOC103632597)

100

100 { XM 008677258.3 Zea mays ABC transporter G family member 37 (LOC103651594) transcript variant X2

1 XM 0086584 19.2 Zea mays ABC transporter G family member 37 (LOC103636062)
: |j XM 008658418.3 Zea mays ABC transporter G family member 36 (LOC103636060)
100 NM 001321753.2 Zea mays uncharacterized (LOC100384044)
XM 010689820.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris ABC transporter G family member 32 (LOC104902130) transcript variant X1
100 [: XM 021884183.1 Chenopodium quinoa ABC transporter G family member 35-like (LOC110715592)
XM 010667615.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris ABC transporter G family member 36 (LOC104883146)
100 [— XM 008661458.3 Zea mays ABC transporter G family member 42 (LOC103638587)
100 l— XM 008650927.3 Zea mays ABC transporter G family member 42 (LOC103629823)
L

Figura 4. Arbol filogenético de PDR12 y genes homdlogos relacionados. PDR12 y
homologos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y arbol
filogenético construido por el método de Neighbor Joining. Los numeros por debajo
y por encima de los puntos de bifurcacion sefialan los niveles de confianza de la
relacion de las secuencias emparejadas determinadas por el analisis estadistico de

Bootstrap. El arbol esta dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas
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en el numero de sustituciones por sitio.

PSE1l

En cuanto al gen PSEL1, el arbol obtenido con Maximum Likelihood (Fig. 5) muestra
que el homdlogo encontrado en C. quinoa se encuentra agrupado junto con B.
vulgaris, y el gen originario de A. thaliana se encuentra agrupado con B. napus.
También se establece de manera logica que el outgroup ocupado (Z. mays) se
encuentra cumpliendo su funcién. En cambio, en el arbol obtenido con Neighbor
Joining, los homodlogos presentes en C. quinoa se encuentran agrupados con B.
vulgaris, pero el gen originario de A. thaliana no se encuentra agrupado en un clado
con B. napus, y también se puede observar como un gen de Z. mays

(monocotiledonea) se encuentra dentro de un clado de dicotiledoneas.

XM 021915588.1 C sum qunoa ized (LOC110735406)

XM 0212128261 C quinoa ized (LOC110733850)

XM 010677926.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris hypothetical protein (LOC 104802088)

L— XM D07145728.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 007G268000g)

NM 001138220.1 Zea mays uncharacterzed (LOC100123052)

NM 120720 4 Arabidopsis thaliana NC domain-containing protein-like protein (ATSGUG370)

XM 013863355.2 Brassica napus uncharacterzed (BNAAD3GE5240D)

XM 013867021.2 Brassica napus uncharacterized (LOC 108426298)

NM 001148841.1 Zea mays uncharacterzed (LOC100274588)

Figura 5. Arbol filogenético de PSE1 y genes homdlogos relacionados. PSE1 y
homélogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y arbol

filogenético construido por el método de Maximum Likelihood. Los nameros por
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debajo y por encima de los puntos de bifurcacién sefialan los niveles de confianza
de la relacion de las secuencias emparejadas determinadas por el analisis
estadistico de Bootstrap. El &rbol esta dibujado a escala, con las longitudes de las

ramas medidas en el numero de sustituciones por sitio.

as 1 XM 021915598.1 Chenopodium quinoa uncharacterized (LOC110735406)
|l XM 021913926.1 Chenopodium quinoa uncharacterized (LOC110733850)
XM 010677926.2 Beta vulgaris subsp. vulgaris hypothetical protein (LOC104892098)

XM 007145728.1 Phaseolus vulgaris hypothetical protein (PHAVU 007G268000g)

NM 001138220.1 Zea mays uncharacterized (LOC100193052)

NM 120720.4 Arabidopsis thaliana NC domain-containing protein-like protein (AT5G06370)

XM 013868355.2 Brassica napus uncharacterized (BNAA03G55340D)

XM 013867021.2 Brassica napus uncharacterized (LOC106426296)

NM 001148941.1 Zea mays uncharacterized (LOC100274588)

&

Figura 6. Arbol filogenético de PSE1 y genes homdlogos relacionados. PSE1 y
homélogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y arbol
filogenético construido por el método de Neighbor Joining. Los numeros por debajo
y por encima de los puntos de bifurcacion sefalan los niveles de confianza de la
relacion de las secuencias emparejadas determinadas por el analisis estadistico de
Bootstrap. El arbol esta dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas

en el nimero de sustituciones por sitio.
7.4. Disefio de Primers para amplificar homologos en C. quinoa
Hemos disefiado diversos primers posibles para amplificar los homdlogos

putativamente implicados en tolerancia a Pb en quinoa. Entre todos ellos, los

candidatos a priori 6ptimos son los siguientes:
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Homoélogos ATM3

LOC110717047

Primer izquierdo 5 GAATTTTGGGGGATTTGGTA 3
Primer derecho 5 GCGTATGACCGGAGATGTAA 3’
Tamarfio del producto: 63 pb.

Primer izquierdo 5 AAACGAATTTTGGGGGATTT 3’
Primer derecho 5 GCGTATGACCGGAGATGTAA 3
Tamarfio del producto: 67 pb.

Homologos PDR12

LOC110698721

Primer izquierdo 5" TCCTAACAGGACGAGGCTTT 3
Primer derecho 5 TGAGAGCAAAAATGGTGAGG 3
Tamario del producto: 68 pb.

Homologos PSE1L

LOC110735406

Primer izquierdo 5 CTGCTGCTTATCGTGGTTGT 3
Primer derecho 5 CGATCAAGATTTTGCACTACG 3
Tamario del producto: 84 pb.

LOC110733850

Primer izquierdo 5 TTAGCGTTGCTTAACCTCCA 3’
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Primer derecho S TTTTCTTGGTTCTCTGGGAAA 3
Tamario del producto: 64 pb.

7.5. Efecto del Pb en la germinacion de semillas de C. quinoa

El porcentaje de germinacion (PG) nos indica cuantas semillas germinaron en un
periodo de 24 h. El PG observado en ausencia de Pb fue de 90% (Figura 7A). Entre
el tratamiento control, en ausencia de Pb (0 mM) y el tratamiento con 50 mM Pb, no
se ven diferencias significativas (PG entre 90%-80%) al cabo de 24 h. El porcentaje
de germinacién final se ve significativamente reducido con exposicion a
concentraciones de Pb a partir de 75mM de Pb (PG 73%) (Figura 7A). Entre los
tratamientos 100mM y 125mM no existe diferencia significativa (51%-48%), pero
estos tratamientos si se diferencian significativamente de los demas, y alcanzan un
PG aproximado de 49.5%. A patrtir de la concentracion de 125 mM (PG del 48%) se
genera otra pendiente pronunciada, donde la concentracion de 150mM representa
un PG de 22%, siendo significativamente diferente a todas las concentraciones
iguales y menores a 125mM, pero no significativamente diferente al PG de
concentraciones como 175mM (12%). No existen diferencias significativas entre 175
mM, 200 mM,donde el PG respectivo es de 12%, 5%. Desde concentraciones como
250 mM hacia arriba, se produce una inhibicion total de la germinacion.

El Tiempo medio de germinacion (TGM) nos indica las horas que tarda las semillas
en alcanzar el 50% de germinacion. Observando la Figura 7B, se puede notar que
hasta 5 mM Pb se observan valores de TGM similares que los observados a 0 mM.
El primer aumento significativo respecto al control es en presencia de 10 mM. Desde
50 mM Pb en adelante comienzan a subir los valores de TGM, alcanzando un pico
a la concentracion de 200 mM Pb con un valor TGM de 22hrs, indicando que, a
mayor concentracion de Pb, mas tiempo tardan en germinar el 50% de las semillas.
La Velocidad media de germinacion (VGM) es el reciproco de TGM, lo que nos
indica qué tan rapido germinan las semillas en funcién del tiempo (cada 2h).
Mientras menor sea el valor de VGM, mas lenta es la germinacién de las semillas.

En la Figura 7C, se puede observar que la mayor VGM (0.064/2h) corresponde al
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control OmM Pb, mientras que a partir de 10 mM disminuye de una manera
significativa (0.0457/2h) y disminuye progresivamente a medida que aumenta la
concentracion de Pb. Ya, en concentraciones de Pb 250 y 300 mM, VGM es 0

porque no hubo germinacion alguna.
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Figura 7. Germinacién de semillas de C. quinoa al cabo de 24 h en presencia de
concentraciones crecientes (0-300 mM) de PDb(NO3).. (A) Porcentaje de
Germinacion. (B) Tiempo Medio de Germinacion. (C) Velocidad Media de
Germinacion. (C). Letras diferentes indican diferencia significativa  entre
tratamientos segun la prueba de Tuckey (p<0,005).

7.6. Efecto del hydropriming en la germinacion de semillas de C. quinoa

Se realizaron ensayos de germinacion de semillas de quinoa en ausencia de Pb (0
mM) y en presencia de Pb 125 mM durante 24 h. Estas semillas se sometieron a un
tratamiento previo de hydropriming (imbibicion en agua durante 6 h o 12 h), y se
compararon con semillas no sometidas a un hydropriming previo. Los resultados de
germinacion obtenidos se pueden observar en las Figuras 8, 9y 10.

En ausencia de hydropriming, el porcentaje de germinacion (PG) en ausencia de Pb
(muestra “OmM” en Figuras 8, 9y 10) es de aproximadamente un 88% (90,87,83%
respectivamente), tal como se observo en resultados previos. Silas semillas se han
sometido previamente a hydropriming (muestra “HP”), el PG de las semillas en
ausencia de Pb es similar al observado en ausencia de hydropriming. Sin embargo,
se observa que el TMG con hydropriming es significativamente menor que el
observado en ausencia de hydropriming. Ademas, la VMG en presencia de
hydropriming es significativamente mayor que la observada en ausencia de
hydropriming (Figura 8, y sus réplicas en las Figuras 9 y 10). Por tanto, existe un
efecto del hydropriming en la cinética de germinacion de las semillas en ausencia
de Pb.

En presencia de 125 mM Pb sin hydropriming previo (muestra “OmM/Pb”) tiene lugar
una inhibicién de la germinacion, siendo el PG de aproximadamente un 40%, con el
consiguiente aumento en el TMG y descenso en la VMG, en comparacion con los
datos observados en ausencia de Pb (Figuras 8, 9 y 10). Si las semillas se han
sometido a hydropriming previamente a la germinacién en presencia de 125 mM Pb
(muestra “HP/Pb”), se observa un aumento significativo del PG en presencia de Pb

(aproximadamente un 80%) en comparacion con las semillas germinadas en
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presencia de 125 mM Pb sin hydropriming previo (muestra “Pb”). Al comparar estas
muestras, se observa también un descenso significativo del TMG, pero no se
observan diferencias significativas de la VMG (Figuras 8, 9 y 10).

Por tanto, el hydropriming induce una mejora de la germinacion de las semillas de

guinoa tanto en ausencia como en presencia de Pb.

7.7. Efecto del priming con &cido ascérbico en la germinacion

En los experimentos de priming con ascorbico, perdxido de hidrégeno y melatonina
se incluyeron muestras sometidas a hydropriming como control del priming quimico
(Figs. 8,9y 10).

En experimentos de germinacion de semillas sometidas previamente a priming con
acido ascorbico (AsA) durante 6 h, y en ausencia de Pb, todos los tratamientos de
priming con AsA e hydropriming dieron lugar a un porcentaje de germinacion similar
al de las muestras no sometidas a priming (Fig. 8A).

En cambio, todos los tratamientos de priming con AsA indujeron un aumento
significativo del PG de las semillas en presencia de Pb (en torno al 80-90%) en
comparacion con la muestra con Pb no sometida a priming previo (OmM/Pb, 42%).
Estos valores de PG son similares a los observados en las muestras sin Pb. No se
encontraron diferencias significativas entre los efectos de las distintas
concentraciones de AsA (25 y 50 mM AsA), y tampoco se encontraron diferencias
significativas al comparar el efecto del priming con AsA con el del hydropriming (Fig.
8A).

En ausencia de Pb, se observa que el TGM de las muestras con priming (tanto con
AsA como con hydropriming) es similar al de la muestra control 0 mM (en torno a
las 15 h; Fig. 8B). En presencia de Pb, las muestras con priming AsA tienen un TGM
significativamente menor (10 h aproximadamente) que el de la muestra con Pb sin
priming previo (OmMPb, 20 h aproximadamente). No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos a diferentes concentraciones de AsA, ni de estos

respecto al hydropriming (Fig. 8B).
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Por otro lado, en ausencia de Pb, se observa un aumento significativo de la
velocidad media de germinacién (VGM) en las muestras tratadas con priming AsA
y con hydropriming (0.1 semillas/ 2h.), en comparacién con la muestra sin priming
(0 mM; 0.07 semillas/2h aprox.) (Fig. 8C). No se observan diferencias significativas
entre las muestras priming AsA e hydropriming.

En presencia de Pb, los tratamientos con priming AsA e hydropriming inducen un
aumento de la VGM en comparacion con las muestras sin priming y con Pb (0 mM
Pb). La diferencia significativa se marca entre OmM/Pb (VGM de 0.04/2h) y el
tratamiento AsA 50mM/Pb (VGM de 0.06/2h) (Fig. 8C), por lo que el tratamiento de
AsA 50mM podria poseer un efecto especifico positivo sobre la velocidad de
germinacion de C. quinoa bajo estrés por Pb, en comparacion con el hydropriming.

Finalmente, se realiz6 un estudio de germinacién con tratamiento priming AsA (5,
25, 50 y 75 mM) e hydropriming durante 12 h, y se evalu6 el PG. En ausencia de
Pb, se observé que todos los tratamientos con priming daban lugar a un PG similar
al observado en ausencia de priming (90-100% aprox.) (Fig. 8D).

En presencia de Pb, se observo que todos los tratamientos con priming dieron lugar
a un aumento significativo del PG (80% aprox.) en comparacion con la muestra sin
priming (0 mM/Pb; PG 30% aprox.) (Fig. 8D). No se observan diferencias
significativas entre las muestras con priming a diferentes concentraciones de AsA,
ni tampoco en comparacion con la de hydropriming.

A diferencia de los resultados a las 6 h de priming, en las muestras sometidas a 12
h de priming, los valores del PG de las muestras con priming en ausencia de Pb
(90-100% aprox.) son significativamente mayores que los de las muestras con

priming en presencia de Pb (80% aprox.).
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germinacién después de un priming de 6 h; (B) Tiempo medio de germinaciéon
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se contabilizaron las semillas germinadas hasta las 24 h. Las diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de Tuckey
(p<0,005). Los tratamientos son los siguientes: 0 mM: muestra control sin priming y
germinada en ausencia de Pb; 0 mM/Pb: muestra sin priming y germinada en
presencia de Pb; HP: muestra sometida a hydropriming y germinada en ausencia
de Pb; HP/Pb: muestra sometida a hydropriming y germinada en presencia de Pb;
5 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM: muestras con priming con estas respectivas
concentraciones de AsA y y germinadas en ausencia de Pb; 5 mM/Pb, 25 mM/Pb;
50 mM/Pb, 75 mM/Pb: muestras con priming con estas respectivas concentraciones

de AsA y germinadas en presencia de Pb.

7.8. Efecto del priming con peroxido de hidrogeno en la germinacion

En estos estudios se determinaron los porcentajes de germinacion final (PG)
después de tratamientos de priming durante 6 h y 12 h con HxO. (a las
concentraciones 0, 0.25, 05. 075 y 1 mM). También se aplicé hydropriming como
control del priming con H20>. A las 6 h de priming, solo se observaron las muestras
con priming en presencia de Pb 125 mM (Fig. 9A). A las 12 h de priming, se
observaron las muestras tanto con ausencia como con presencia de Pb 125 mM
(Fig. 9B).

Como se ha comentado, los tratamientos de priming en ausencia de Pb se han
estudiado solo en el experimento con 12 h de priming. Se observo que, en ausencia
de Pb, los priming a las diferentes concentraciones de H2O: inducen un PG similar
al del control sin priming, y al observado con hydropriming (80-90% aprox.; Fig. 9B).
No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos de priming a las
diferentes concentraciones de H2O (Fig. 9B).

En presencia de Pb, tanto con 6 h como con 12 h de priming, se observo que el PG
aumenta significativamente en muestras sometidas a priming con H202 (70-80%),
en comparacion con las muestras sin priming (30% aprox.). No se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos con distintas concentraciones de

H.0.. Ademas, las muestras sometidas a hydropriming inducen un aumento de PG
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similar al observado en las muestras con priming H202 (Figs. 9A y 9B), lo que
sugiere que el aumento de PG observado en presencia de Pb es debido a la
imbibicién e hydropriming, y que no hay un efecto especifico del H20..

En las muestras sometidas a priming, no se observan diferencias significativas entre

tratamientos en ausencia de Pb y en presencia de Pb (Fig. 9B).
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Porcentaje de germinacion final en 24 h de semillas sometidas a tratamiento priming
con soluciones de peroxido de hidrégeno (6h) y germinadas en placas con 5mL de
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germinada en ausencia de Pb; OmM/Pb: muestra sin priming y germinada en
presencia de Pb; HP: muestra sometida a hydropriming y germinada en ausencia
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mM/Pb; 0.75 mM/Pb, 1 mM/Pb: muestras con priming con estas respectivas
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concentraciones de H>0O. y germinadas en presencia de Pb. Las letras indican
diferencia significativa entre tratamientos segun la prueba de Tuckey (p<0,005).

7.9. Efecto del priming con melatonina en la germinacién

Se realizaron experimentos de germinacién con pretratamientos de priming con
varias concentraciones de melatonina (0.1, 0.4, 0.7 y 1 mM) durante 6 h'y 12 h.
También se aplic6 hydropriming como muestra para comparar con los priming con
melatonina. A las 6 h s6lo se observaron las muestras con priming en presencia de
Pb (Fig. 10A). A las 12 h de priming, se observaron todas las muestras, tanto en
ausencia como en presencia de Pb (Fig. 10B). Se evalué el PG de todas las
muestras a las 24 h.

Como se ha comentado, los tratamientos de priming en ausencia de Pb se han
estudiado solo en el experimento con 12 h de priming. Se observo que, en ausencia
de Pb, los tratamientos con priming con las diferentes concentraciones de
melatonina inducen un PG similar al del control sin priming, y al observado con
hydropriming (70-80% aprox.; Fig. 10B).

En presencia de Pb, el PG de las semillas en ausencia de priming era de 20% aprox.
en el experimento de 6 h, y de 40% aprox. en el experimento de 12 h (Figs. 10A y
10B). Tanto con 6 h como con 12 h de priming, se observé que el PG aumenta
significativamente en muestras sometidas a priming con melatonina (60% aprox. en
el priming de 6 h; 70-80% aprox. en el priming de 12 h), en comparacion con las
muestras sin priming. No se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con distintas concentraciones de melatonina. Ademas, las muestras
sometidas a hydropriming inducen un PG similar al observado en las muestras con
priming con melatonina (Figs. 4A y 4B), excepto en el caso del priming de 6 h con
0.25 mM y 0.75 mM melatonina, con PGs significativamente menores que el del
hydropriming (Figs. 10A). En general, estos resultados sugieren que el aumento de
PG observado en muestras de priming con melatonina y con presencia de Pb, es
debido a la imbibicién e hydropriming, y que no hay un efecto especifico de la

melatonina.
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Figura 10. Porcentage de germinacion en experimentos de priming con melatonina.
(A) Porcentaje de germinacion final (a las 24 h) de semillas sometidas a tratamiento
priming durante 6 h con soluciones de melatonina y germinadas en placas con 5 ml
de Nitrato de Plomo (Pb(NO3).) 125 mM. (B) Porcentaje de germinacion final de
semillas sometidas a tratamiento priming durante 12 h con soluciones de
melatonina, y germinadas en placas con 5 ml de Nitrato de Plomo (Pb(NOs)2) 125
mM. Las muestras son las siguientes: OmM: muestra control sin priming y germinada
en ausencia de Pb; OmM/Pb: muestra sin priming y germinada en presencia de Pb;
HP: muestra sometida a hydropriming y germinada en ausencia de Pb; HP/Pb:
muestra sometida a hydropriming y germinada en presencia de Pb; 0.1 mM, 0.4 mM,
0.7 mM, 1 mM: muestras con priming con estas respectivas concentraciones de
melatonina y y germinadas en ausencia de Pb; 0.1 mM/Pb, 0.4 mM/Pb; 0.7 mM/Pb,
1 mM/Pb: muestras con priming con estas respectivas concentraciones de
melatonina y germinadas en presencia de Pb. Las letras indican diferencia

significativa entre tratamientos segun la prueba de Tuckey (p<0,005).
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8. DISCUSION

8.1 Identificacion de homadlogos de genes de tolerancia a Pb en quinoa

En la literatura revisada no se encontraron muchos estudios acerca de la resistencia
de C. quinoa a estrés por plomo, pero se encontraron estudios que poseen genes
gue al activarse confieren resistencia a las plantas.

Los dominios presentes en las secuencias utilizadas y en secuencias homologas de
C. quinoa, de hecho, presentan bastante similitud, demostrando que las proteinas
codificadas en ellas tendrian la misma funcién y localizacion en ambas.

Fan et al. 2016 observo que la proteina codificada por el gen PSE1 en A. thaliana
se encuentra en el citoplasma, en cambio, el homologo hallado en C. quinoa posee
péptido sefales de transmembrana, y en programas que aproximan la posible
funcidn y localizacion de genes, aparece que la posible localizacion del homologo
de C. quinoa es en la membrana plasmatica.

Para PDR12, Lee et al. 2005 demostré que la proteina codificada se localiza en la
membrana plasmatica, al igual, el homdlogo hallado en C. quinoa posee como
posible localizacidén la membrana plasmatica, asi demostrando que actuaria como
una bomba que excluye plomo.

En cuando a ATM3, los resultados de esta investigacion muestran que el homoélogo
hallado en C. quinoa posee una localizacion transmembrana y mitocondrial,
coincidiendo, asi, con el estudio realizado por Kim et al. 2006.

Aun con los andlisis realizados en el presente trabajo, sigue faltando mas estudio al
respecto, como podria ser marcando las proteinas de genes homoélogos de C.
guinoa con proteina verde fluorescente, y asi poder corroborar la informacion
obtenida por los programas utilizados. O también realizar un Estudio de Asociacion
del genoma completo (GWAS, siglas en inglés), para poder detectar genes que se
expresan mas que otros bajo una situaciéon de estrés por Pb, comparando asi los
genes expresados en plantas de C. quinoa control y otras de C. quinoa con Pb,
como en el estudio realizado en Brassica napus, para poder revelar loci genéticos

relacionados con resistencia a Pb durante el establecimiento de la plantula (Zhang
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et al. 2020).

En cuanto a los arboles filogenéticos, nos presentan una buena visualizacion de la
relaciéon entre los genes homdlogos que se encuentran en C. quinoa respecto a las
plantas que poseen los genes estudiados en la resistencia a Pb.

Un problema que estuvo presente en esta investigacion es que los genes
homologos presenten en C. quinoa son demasiado parecidos, dando problemas a
la hora de encontrar primers que sean exclusivos para gPCR. Algunos de los
mejores candidatos se mencionan en este estudio, pero hay que seguir buscando

mejores.

8.2 Efecto del Pb en la germinacién de semillas de C. quinoa

Numerosos estudios han demostrado la inhibicion de germinacion por Pb, como en
el caso del arroz (Oryza sativa L.) (Tomulescu et al., 2004), maiz (Zea mays L.)
(Zhang et al., 2018), lentejas (Lens culinarus Medikus) (Sedzik et al., 2015), y alfalfa
(Medicago sativa L.) (Sedzik et al., 2015), entre otros. Este efecto inhibitorio se
puede explicar con el hecho de que el Pb retrasa la emergencia de la radicula como
respuesta a una disminucion en el contenido de carbohidratos y proteinas (Sethy et
al., 2013) al afectar la actividad de polifenol oxidasas y peroxidasa (Singh et al.,
2011). También disminuye la actividad de enzimas involucradas en el metabolismo
de los carbohidratos como a-amylasa, B-amylasa, fosfatasas acidas e invertasas
acidas (Mohamed, 2011). Tiene un impacto negativo en la radicula tanto como en
el crecimiento del hipocétilo (Islam et al., 2007), afectando asi, la obtencion de
energia para poder llevar a cabo los procesos metabalicos.

En nuestros experimentos de germinacion hemos observado un efecto inhibidor del
Pb (Fig. 7); se observa un descenso progresivo del PG en presencia de
concentraciones crecientes de Pb. También se observa un aumento progresivo de
TGM, lo que se traduce en que tardan mas en germinar, y también una disminucion
de la VGM, lo que se traduce como menos semillas germinadas cada 2h.
Chenopodium quinoa demuestra ser una planta que presenta tolerancia al Pb,

logrando germinar incluso a concentraciones tan altas como 50 mM (PG = 79.4%).
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Estudios previos en Festuca arundinacea demuestran que su germinacion relativa
disminuye a un 25% bajo condiciones de Pb 3mM (Lou et al., 2017). Wang et al.
(2010) observaron un porcentaje de germinacion de 46% en Triticum aestivum L. en
presencia de Pb 50mM. Un trabajo realizado por Siddiqui et al., 2014, demuestra
gue el porcentaje de germinacion de semillas de Brassica napa var. turnip, alcanza
un 73% en presencia de Pb 13 mM. También, se ha dado el caso de plantas
catalogadas como hiperacumuladoras, como Brassica pekinensis Rupr., donde la
presencia de Pb 3mM reduce su porcentaje de germinacion a un 43% (Xiong.,
1998). Nuestros datos muestran que las semillas de quinoa tienen un PG mayor
incluso que las de trigo a concentraciones tan altas como 50 Mm de Pb. Las semillas
de quinoa son mas tolerantes en la germinacion en presencia de Pb que la mayoria

de otras plantas reportadas.

8.3 Efecto del pre-acondicionamiento (priming) en la germinacion de semillas

de C. quinoa en ausenciay presencia de Pb

Los mayores niveles de germinacion en C. quinoa, se observaron en hydropriming
(HP) tanto para semillas en ausencia como en presencia de Pb. Los resultados
obtenidos sugieren que el tratamiento HP no aumenta significativamente el PG en
ausencia de Pb, pero si se puede observar un aumento significativo de VGM y
disminucién de TGM respecto del tratamiento control OmM Pb. El tratamiento HP/Pb
demostré mejorar de manera significativa los tres aspectos evaluados en la
germinacion (PG, TGM, VGM), en comparacion con el tratamiento Pb, donde se
puede observar un efecto negativo en la germinacion. Resultados similares en
cuanto a PG fueron obtenidos en un estudio realizado en trigo, donde semillas de
trigo tratadas con hydropriming demostraron tener una germinaciéon de 98-100%
bajo condiciones de estrés por mercurio (HgClz) 1mM. También observaron
actividad de a-amylasa del endosperma de trigo era inhibida bajo la presencia de
HgCl> en comparacion con las semillas no estresadas, sin embargo, las semillas
tratadas con hydropriming demostraron poseer una actividad de a-amylasa

significativamente mayor tanto en ausencia como presencia de HgCl> 1mM (Kumar
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et al.,, 2016). La rehidratacion de la semilla ha demostrado inducir procesos
metabdlicos en las semillas, como la sintesis nueva de proteinas y acidos nucleicos,
la activacion de antioxidantes, la produccion de adenosin trifostato (ATP), la
acumulacién de fosfolipidos y esteroles, y también la activacién del mecanismo de
reparaciéon de ADN, el cual ocurre al principio de la imbibicién (Paparella et al.,
2015). Estudios realizados en Medicago truncatula han demostrado que la
aplicacion de hydropriming aumenta de manera significativa el PG en semillas
sembradas en dos tipos de suelos contaminados del norte de la India (Karsara,
Varanasi) respecto de las semillas germinadas sin tratamiento de hydropriming; por
otro lado, se pudo observar que el hydropriming promueve un aumento significativo
en la expresion de genes relacionados con enzimas antioxidantes (APX, SOD), en
comparacion con semillas sin tratamiento hydropriming (Forti et al., 2020). En
estudios realizados en trigo, se ha observado que el hydropriming promueve una
emergencia temprana de la radicula, un mayor porcentaje de germinacion total y un
mayor peso de la semilla (Ali et al., 2013). En este trabajo se observo que el
tratamiento con hydropriming presenté una disminucién en el valor del TGM, como
ocurre en especies como el maiz, donde se ha observado que el hydropriming
promueve una mejor emergencia, aumentando los porcentajes de germinacion a un
85% y 90%, y mejores valores de TGM (Ahmmad et al., 2014).

Otro punto a tomar en cuenta es que la alta actividad de enzimas como proteasas,
a y B-amilasa e isocitrato-liasa, que estan relacionadas a la movilizacion de las
reservas almacenadas de carbohidratos, ya que cumplen el papel de degradar las
macromoléculas necesarias para el crecimiento del embrion, se han observado en
semillas sometidas a priming, lo que promueve un mejor y rapido crecimiento de las
plantulas (Sisodia et al., 2018). Tomando en cuenta que el hydropriming permite la
imbibicion de la semilla, activando todos los procesos metabdlicos pre-germinativos,
también relacionados con la respuesta antioxidante y con la reparacion de ADN
(Ventura et al 2012). Sin embargo, existe poca informacién en cuanto a priming en
semillas de C. quinoa sometidas a estrés por MPs. Cabe destacar que existe un
amplio rango de estudios que quedan por realizar para poder dilucidar qué

mecanismos estan involucrados en estos procesos. Si bien en este estudio no se
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pudieron realizar analisis de enzimas presentes en plantulas de C. quinoa, seria
interesante poder observar la actividad metabdlica de plantulas en presencia de Pb

en un futuro.

En cuanto a los tratamientos de priming con quimicos incluidos AsA (Fig. 8A), H>O2
(Fig. 9A) y Mel (Fig. 10A), no se observaron diferencias significativas respecto al
hydropriming. Es por ello que el efecto de estos priming quimicos parece deberse a
laimbibicién y a una accién de hydropriming, pero no se detecta un efecto especifico
de los quimicos empleados.

Respecto al acido ascorbico, debemos sefalar que las plantas tienen un complejo
sistema de defensa enzimético para combatir el dafio oxidativo y la produccion
excesiva de ROS (Ahammed et al. 2020; Souza et al. 2014). Por ejemplo, SOD,
POD y APX son sistemas de defensa antioxidantes que protegen las membranas
plasmaticas de la peroxidacién provocada por un exceso de radicales libres de
oxigeno (Xiao et al. 2019). En general se ha observado que enzimas como CAT,
SOD y metabolitos no enzimaticos como el ascorbato, tienen una accion
antioxidante y reducen los niveles de produccion de H.O2 (Sharma et al. 2012).
Teniendo en cuenta esto, esperabamos que el acido ascoérbico aumentara el
porcentaje de germinacion de C. quinoa, al reducir el estrés inducido por Pb. Una
explicacion para esta respuesta es que el acido ascoérbico no fue capaz de ingresar
a la semilla y alterar la actividad metabdlica. Sin embargo, una explicacion
alternativa es que el sistema antioxidante de C. quinoa es suficiente para tratar con
el estrés por Pb, y tal vez veriamos un cambio relacionado con la actividad de APX.
Amjad et al. (2021) observaron que la actividad de APX en hojas de C. quinoa
aumento significativamente en presencia de Pb 0.53 mM. Los resultados que arroja
este estudio (Fig. 8A) muestran una leve tendencia al aumento en PG en
tratamientos con AsA y ausencia de Pb, aunque no es estadisticamente
significativo. Estudios anteriores muestran resultados positivos en el caso de
semillas de arroz integral sometidas a priming con AsA, donde la actividad de alfa

amilasa, azucares solubles, y concentracién de nutrientes relacionados con la
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homeostasis de la semilla (K* y Ca?") se ven significativamente mejorados en
comparacioén a las semillas control sin priming (Farooq et al., 2006a). Se sabe que
el &cido ascorbico es un metabolito importante involucrado en la division celular, el
ajuste osmoético (De-Gara et al., 2003), tiene un rol vital durante los inicios de la
germinacion (Arrigoni et al., 1997) y también posee un fuerte potencial antioxidante
(Muller-Moulé et al., 2003), pero, aun se desconoce su rol en el metabolismo de
semillas tratadas con estrés por MPs, ya que generalmente los estudios
relacionados con priming AsA tienen la tendencia a tratar temas de estrés salino y
sequia, y sobre priming AsA en C. quinoa poco se ha estudiado, hasta ahora, se ha
hecho un estudio acerca de los metabolitos primarios y secundarios presentes en
plantas de C. quinoa de un mes post germinacién, sometidas a estrés hidrico, y con
un tratamiento posterior de AsA (un mes después del tratamiento de estrés hidrico)
(Aziz et al. 2018)

En cuanto al priming con H2O2, si bien, no se observo un cambio significativo en el
PG de semillas de C. quinoa tratadas con H202, no se descarta la opcion de que se
puedan ver cambios reflejados en el estado de plantula, donde se ha demostrado
gue produce una disminucion en la produccién de ROS y dafio oxidativo (Igbal et al.
2018). Evidencia corrobora el efecto del H2O2 sobre el sistema antioxidante, al
promover la activacion de enzimas antioxidantes (Xu et al. 2010; Asgher et al. 2021),
incrementa el contenido de glutation (Bai et al. 2011; Yildiz et al. 2013), y regula el
transporte de metales en la actividad de proteinas de transmembrana vacuolar,
como las ATPasas (Kabala et al. 2019). Estudios realizados en C. quinoa donde las
semillas fueron sometidas a priming de H202 (80 mM) y spray foliar 15 mM, bajo
condiciones de déficit de agua, demostraron aumentar significativamente los niveles
de actividad enziméatica antioxidante (POD, CAT, APX) en comparacion con plantas
control; también se vio reflejado un aumento significativo en los contenidos de
azucares solubles totales y prolina; también los resultados muestran una reduccion
significativa de la peroxidacion lipidica (Igbal et al. 2018). En estudios de priming
con H202 en arroz bajo estrés por frio, se ha observado un efecto positivo sobre la

germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas, aumentando de manera
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significativa el PG, MGT y otros aspectos relacionados con la germinacién, todo esto
gracias a un priming de H>02 10 mM por 24 h, en comparacion con las semillas
sometidas a estrés y sin priming, se vio un aumento en la capacidad antioxidante
de las enzimas CAT y APX de hasta un 175.38% y 156.52%, respectivamente, en
comparacién con la actividad observada en plantulas sometidas a estrés y sin
priming (Afrin et al. 2019). En esta Tesis se realizaron algunas pruebas de
germinacion (resultados preliminares, no mostrados) con H20, 25 y 50 mM, donde
se observo un efecto negativo sobre la germinacién de C. quinoa, disminuyendo el
PG, TGMy VGM de manera significativa en comparacién con el tratamiento control
sin priming en ausencia de Pb. Estos resultados, en contraste con estudios
anteriores, pueden haber ocurrido debido al tiempo utilizado para el tratamiento de
priming, ya que en este estudio se realizd un priming con un tiempo mucho mas

prolongado al reportado en el paper de Igbal et al 2018.

Si bien el incremento de la oxidacion en el momento de la germinacion es una
respuesta importante para el éxito del proceso, altas concentraciones de H20>
pueden ser toxicas para las células. Todo depende de los tiempos utilizados para el
priming, junto con la concentracion de H20: utilizada, temperatura y oxigenacion del
medio donde se lleva a cabo el priming.

Aqui la concentracion de H202 usada en el priming, estuvo dentro del rango de
concentraciones que se ha usado en otros estudios, que por lo general va desde
100 a 600 pM (Xu et al.2010; Bai et al. 2011; Wen et al. 2013), aunque, existen
casos en los que las concentraciones de H202 pueden ser de hasta 80 mM, como
en el caso del estudio realizado por Igbal et al. (2018). Si bien, no se encontraron
diferencias significativas en los tratamientos H>O. y H20>/Pb en comparacién con
los tratamientos HP y HP/Pb (Fig. 9A y 9B), si se puede ver como en el tratamiento
H>0. 0.75mM hay una tendencia a un valor sobre el de HP/Pb, pero no es

significativo (Fig. 9B).

En cuanto a la melatonina, se han realizado estudios con plantulas jovenes de C.

guinoa sin un factor de estrés, solo con priming de melatonina, y se observé que
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incrementa valores de peso fresco (FW), Chl a, Chl b, betacarotenos, proteinas,
saponinas, azUcares totales (glucosa, fructosa, galactosa, maltosa), acidos
organicos, aminoacidos, acidos grasos, vitaminas y metabolitos antioxidantes (Zrig
et al 2022). Sin embargo, en el presente estudio solo estudiamos germinacion, por
lo que no se encontraron efectos especificos significativos del priming con
melatonina. No se descarta que a nivel de plantula la melatonina tenga un efecto de
incremento de tolerancia. Un ejemplo de ello es el caso de un estudio realizado en
grama (césped comun) bajo estrés por Pb, donde plantulas de 19 dias post
germinacion fueron regadas con soluciones de melatonina por 6 dias, dia por medio,
y después sometidas a tratamiento por Pb. Como resultados, se pudieron observar
aumentos en el contenido de clorofila, contenido relativo del agua, una reduccion en
las concentraciones de prolina, reduccion en la concentracion de H20», un aumento
en la actividad de SOD, POD, CAT, APX, GR, y un aumento en antioxidantes no
enzimaticos como GSH y AsA (Xie et al. 2018). Por otro lado, en estudios de priming
de melatonina en plantulas de sandia en presencia de vanadio, donde plantulas de
5 dias fueron sometidas a un tratamiento de priming en soluciéon Hoagland, y
trasplantadas a un medio con vanadio por tres dias, se observo que las plantulas
tratadas con melatonina aumentaron su peso seco en comparacion con plantulas
no tratadas. Adicionalmente, se observé un aumento significativo en la actividad de
SOD y CAT, como también niveles reducidos de H2O2, y un aumento en la
transcripcion de genes que codifican para enzimas antioxidantes como SOD (Nawaz
et al. 2018). También se han visto resultados similares en investigaciones de trigo
en presencia de cadmio (Ni et al. 2018), y malva bajo estrés por cadmio (Tousi et
al. 2020).

9. CONCLUSION

El mundo se enfrenta a una crisis ambiental, y los metales pesados forman parte de
ella. EI Plomo es parte importante de esta amenaza ambiental, ya que, esta
presente en todo tipo de materiales utilizados en la industria, ya que es un metal

maleable y facil de manejar. Este metal contamina los suelos y a los seres vivos que
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se alimentan de los productos naturales que emergen de éstos. Una solucién viable
e interesante es la fitorremediacion, y para poder lograr obtener plantas que puedan
hacer frente a estos desafios, se necesita tener conocimiento acerca de la fisiologia
de la planta, de los mecanismos moleculares y genéticos que puedan potenciar el
uso de éstas poder descontaminar los suelos.

Para lograrlo, se necesita hacer estudios como los que se han realizado en este
trabajo, estudios que nos permitan identificar secuencias génicas que puedan ser
clave en la resistencia y posterior descontaminacion de metales pesados, asi como

evaluar experimentalmente la tolerancia de quinoa a Pb.

En el presente estudio se identificaron genes en C. quinoa que poseen homologia
con genes que confieren tolerancia a Pb en otras plantas, asi, dando paso a nuevas
posibilidades para poder generar plantas con la capacidad de remediar los suelos y

el medio ambiente.

Los resultados informados en esta Tesis también confirman la gran capacidad de
germinacion de C. quinoa bajo altas concentraciones de Pb (siendo capaz de
germinar a concentraciones de 50 mM de Pb o incluso a mayores concentraciones),
indicandola como una potencial especie tolerante a Pb, y que podria tener
aplicaciones en fitorremediacion, sobre todo si se comprueba si puede acumular

altas concentraciones de Pb en sus tejidos.

El tratamiento de hydropriming demostré ser el que mejores resultados obtuvo,
tomando en cuenta que, ademas, es la opcion mas econdmica y al alcance. Logro
promover una mejor germinacion en presencia de altas concentraciones de Pb. Por
otro lado, respecto a los tratamientos de priming, no se observé que algun quimico

utilizado haya tenido un efecto positivo por sobre el hydropriming.

Concluyendo, podemos decir que el hydropriming, una técnica sencilla y de bajo

coste, mejora la germinacién de C. quinoa bajo concentracion inhibitorias de Pb. Por
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lo tanto, se ha verificado uno de los aspectos de la hipotesis del presente estudio,
esto es, que el hydropriming induce un aumento de tolerancia de las semillas de

quinoa al estrés inducido por Pb.

Estos resultados resultan prometedores a la hora de plantear soluciones para tratar
suelos de zonas contaminadas. Si bien, los resultados de este trabajo suenan
interesantes, hacen falta estudios que logren dilucidar la accion tanto del
hydropriming como del priming quimico, a nivel metabdlico en la semilla de C.
quinoa y sus demas estados fenoldgicos.
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