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1. RESUMEN 

 

La contaminación de los suelos por plomo (Pb) es un problema actual, afectando a 

las plantas y cultivos a nivel fisiológico 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, además de su producción de semillas con alto nivel 

nutritivo; es la perfecta candidata para pruebas de cultivo en ambientes 

contaminados y con posibles aplicaciones en fitorremediación. En el presente 

trabajo se evaluó la tolerancia de quinoa al estrés por Pb. Para ello, se identificaron 

y caracterizaron en quinoa putativos homólogos de genes de tolerancia a Pb 

mediante métodos bioinformáticos. También se evaluó el efecto del estrés inducido 

por varias concentraciones de Pb en la germinación de semillas de C. quinoa 

(Socaire). Además, 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 ácido ascórbico, peróxido de hidrógeno y melatonina) en 

la germinación de quinoa en presencia Pb. Los resultados muestran que las semillas 

de quinoa toleran altas concentraciones de Pb, logrando germinar (con un 

porcentaje de germinación PG del 48%) incluso en presencia de Pb 125 mM. El 

hydropriming resultó ser la mejor opción para aumentar la tolerancia a Pb en la 

germinación de C. quinoa, aumentando los valores de PG, y disminuyendo los 

valores de Tiempo Medio de Germinación y Velocidad Media de Germinación. No 

se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de hydropriming y 

priming químicos. Los resultados sugieren que el hydropriming es una buena opción 

para aumentar la tolerancia de semillas de C. quinoa y resistir ambientes con altas 

concentraciones de Pb, pero aún quedan estudios por realizar, en cuanto a los 

efectos del Pb sobre la plántula y productividad de C. quinoa. 
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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. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Las plantas son organismos vivos que llevan millones de años sobre la tierra, han 

colonizado todo tipo de ambientes y enfrentado todo tipo de situaciones adversas. 

¿Cómo puede ser posible?, siendo organismos inmóviles, no como los animales 

que se pueden desplazar, escapar y así evitar situaciones adversas. Dado esto, 

solo pueden desarrollar un mecanismo de defensa que les permita enfrentar 

amenazas tanto externas como internas.  

La población a nivel mundial aumenta de manera exponencial, esto significa que 

habrá más bocas que alimentar y para eso, la producción del sector agrícola debe 

buscar maneras de mejorar. Se estima que el estrés abiótico es la principal causa 

de la reducción en la producción de cultivos en casi un 70% (Acquaah, 2007; Jewell 

et al., 2010). 

 

3.1 Contaminación por metales pesados y su efecto en plantas 

 

Los metales pesados (MPs) son elementos que poseen un peso atómico 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 función biológica. 

Por ejemplo Co, Cu, Fe, Mn y Zn, son MPs que cumplen la función de 

micronutrientes a muy bajas concentraciones, poseyendo así, una función a nivel 

biológico, como el de mantener la homeostasis, pero sólo si sus niveles no exceden 

el límite que los vuelve tóxicos (van Bussel et al. 2014). En cambio, algunos MPs 

como Cd, Hg, Al y Pb, no poseen función biológica en plantas ni en otros seres 

vivos, y pueden ser muy tóxicos incluso a muy bajas concentraciones. (Janicka-

Russak et al., 2008; Garzón et al., 2011; Shahid et al., 2012; Chong-qing et al., 2013; 

Gill et al., 2013)  

Los MPs se encuentran en el aire, el agua y el suelo, dando lugar a ciclos 

biogeoquímicos. Generalmente, el estado químico y la biodisponibilidad de MPs en 

suelos dependen de la materia orgánica 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). 

Además, las bacterias que colonizan raíces y la formación de micorrizas pueden 

incrementar de manera significativa la biodisponibilidad de iones de metales para 

su absorción por la planta (Singh et al. 2003). 

Los metales son capturados por las células de la raíz, se ligan a la pared celular y 

se movilizan a través la membrana plasmática gracias a la acción de bombas de 

protones ATP-dependientes que catalizan la extrusión de H+ a través de la 

membrana. Se han reportado efectos tóxicos de los MPs en plantas y cultivos, 

como: reducción de la germinación, disminución de la elongación de las raíces y el 

tallo, alteraciones en el desarrollo de la plántula, en la transpiración, en el peso seco, 

y en la cantidad de proteína soluble total. También se han observado alteraciones 

en la estructura de la membrana, reducción en la producción de clorofila, alteración 

de los metabolismos de azúcares y proteínas, y perdida de nutrientes (Ahmad and 

Ashraf 2011; Pourrut et al. 2011; Wang, Vinocur, and Altman 2003).   

 

3.2 Contaminación y estrés inducido por plomo  

 

Dentro de los estreses abióticos, uno de los retos que enfrenta la industria agrícola 

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 tóxicos (Anonymous-ATSDR, 2011).  Este elemento metálico 

se puede encontrar de manera natural debido a erosiones de suelo, erupciones 

volcánicas, incendios forestales, y degradación de elementos radiactivos; pero 

también su presencia se ha vuelto una amenaza debido a actividades 

antropogénicas, como el rápido crecimiento de la industrialización, incluyendo 

actividades como la minería y fundición de plomo (Obiora 2016), generalizando su 

uso y presencia en bastantes productos, como en pinturas y tinturas (Kumar 2008), 

munición de armas (Yin 2010) y baterías de almacenamiento (Wang 2016). En Chile 

se ha reportado contaminación de suelo con Pb después de eventos de aluviones 

en tierras de Paipote y Tierra Amarilla, llegando a concentraciones de 57 µM en el 

sedimento por aluvión producido en el año 2015. Por otra parte, se han observado 
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concentraciones que van desde los 24 hasta los 301 µM de Pb en cuencas del río 

Copiapó a lo largo de todo el año 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 más tóxicos, posee un tiempo 

de retención en el suelo de 150-5000 años, y mantiene una alta concentración por 

150 años (Nanda Kumar et al. 1995; Yang et al. 2005; Arshad et al. 2008; Ma et al. 

2016). Este metal, dañino incluso a bajas concentraciones, puede suponer un gran 

problema para el desarrollo de las plantas y cultivos, ya que produce alteraciones 

en la absorción de nutrientes, en el balance hídrico y en la actividad enzimática. El 

estrés por Pb también produce inhibición de la fotosíntesis, incrementando así la 

producción de especies reactivas de oxígeno, las cuales oxidan moléculas 

biológicas y causan daños en la membrana celular, dando lugar a un mal 

funcionamiento de proteínas 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 

& Ivanov 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 evasión (Dalvi & Bhalerao 2013). En 

este mecanismo de evasión, los MPs se pueden ver sometidos a un eflujo activo, o 

también a neutralización y precipitación de los iones metálicos en la rizosfera debido 

a la acción de sustancias producidas y secretadas por las raíces de la planta, 

quelando los metales (Nagajyoti et al. 2010). Por tanto, las plantas que presentan 

este tipo de mecanismo, también llamadas plantas excluidoras de MPs, son 

tolerantes porque poseen un mecanismo de exclusión de metales absorbidos y/o 

pueden evitar la absorción de estos metales, lo cual suele verse reflejado en una 

ausencia de acumulación en raíces 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 metálicos del suelo a 

través de las raíces, utilizando mecanismos de absorción específicos para ciertos 

iones (Saleem et al. 2018). A través de diferentes mecanismos, realizan la 

translocación (término que se refiere a la movilización de metales desde la raíz hacia 

partes aéreas de la planta). Curiosamente, el Pb experimenta con frecuencia un 

fenómeno llamado “restricción de translocación” (Dogan et al. 2018), esto quiere 

decir que el Pb suele verse concentrado en las raíces (cerca del 95%) y una 

pequeña proporción (5%) se localizan en las partes de la planta que están sobre el 

suelo. (Zhou et al. 2016). Sin embargo, en algunos estudios también se ha 

observado que el Pb puede ser capturado por las raíces y que su transporte hacia 

las hojas aumenta a medida que la concentración 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 físicas que se encargan de evitar el acceso de los MPs, 

como la presencia de cutículas gruesas, de tricomas y pared celular (Harada et al. 

2010; Wong et al. 2004; Hall et al. 2002). Cuando estas barreras físicas no logran 

evitar la entrada de los MPs en la planta, la planta induce la biosíntesis de diversas 

biomoléculas proteicas de bajo peso molecular, las cuales actuarán como 

metalochaperonas y otros quelantes de metales, como por ejemplo el glutatión, 

fitoquelatinas, ácidos orgánicos y metalotioneínas, 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 interactúan con proteínas 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 

acción de proteínas transportadoras de la familia ATP Binding-Cassette (ABC) (Cao 

et al. 2009, Lee et al. 2005). Otro mecanismo de tolerancia consiste en la eliminación 

del exceso de especies reactivas de oxígeno (ROS), las cuales deterioran las 

moléculas y estructuras de la célula a través de la oxidación de estas. Este sistema 

antioxidativo se compone de moléculas de dos tipos: antioxidantes enzimáticos y no 
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enzimáticos. El sistema antioxidativo enzimático se compone de enzimas 

antioxidantes como la catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD), glutatión 

peroxidasa (GPX), y glutatión reductasa (GR), entre otros. En cuanto al sistema no 

enzimático, incluye moléculas antioxidantes como el ascorbato (AsA), glutatión 

(GSH), carotenoides, alcaloides, prolina, tocoferoles y compuestos fenólicos 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 fitorremediación (remediación 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 cómo 

estas plantas pueden enfrentar este tipo de hostilidad en el ambiente. Enfocándonos 

en el estrés por plomo (Pb), estudios realizados anteriormente en diversas especies 

de plantas han descrito la participación de genes que promueven mecanismos de 

tolerancia. PDR12 (Pleiotropic drug resistance) es un gen identificado en 

Arabidopsis thaliana, codifica para una proteína ABC y ha demostrado participar en 

la exclusión de Pb del citoplasma a través de la membrana plasmática, por 

consiguiente, la planta presentó una mayor tolerancia y menor concentración de Pb 

(Lee et al. 2005). ATM3 (ABC transportador mitocondrial), es un gen encontrado en 

A. thaliana, codifica para una proteína de transporte ABC que se encuentra en la 

membrana de la mitocondria y su sobreexpresión aumenta la tolerancia a Pb (Kim 

et al. 2006). Otro gen hallado es EIN2 (ethylene-insensitive), el cual está implicado 

en el metabolismo de la hormona etileno, la cual posee relación 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 vías, una vía dependiente de la síntesis de glutatión y 

otra vía independiente de la síntesis de glutatión mediada por AtPDR12, las plantas 

mutantes sensibles (ein2-1) mostraron una menor tolerancia y una mayor 

acumulación de Pb (Cao et al. 2008). ACBP1 (acyl-CoA-binding protein) es un gen 

obtenido de A. thaliana, codifica para proteínas de unión a grupos acilCoA y las 
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plantas que sobreexpresan este gen demuestran una mayor tolerancia y 

acumulación de Pb en el tallo (Xiao et al. 2007). También se han encontrado genes 

que codifican para metalotioneínas que aportan tolerancia a Pb, como son el caso 

de KcMT2 (Kandelia Candel) y OsMT-1-2-C (Oryza sativa), con la sobreexpresión 

de KcMT2 resultando en una mayor tolerancia y detoxificación en presencia de Pb, 

y con OsMT-1-2-C se observó que en células de levadura transgénicas con el gen 

OsMT presentaron mayor resistencia a Pb y también plántulas de arroz (Xu et al. 

2007). PSE1, gen encontrado en A. thaliana, codifica para una proteína 

desconocida, que confiere tolerancia a Pb en plantas que poseen una 

sobreexpresión del gen, así, promoviendo la expresión de genes involucrados en la 

síntesis de fitoquelatinas (PC) dependientes de glutatión (GSH), aumentando la 

acumulación 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-C y 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 para la inducción de tolerancia al estrés en plantas 

 

 El priming o “pre-acondicionamiento” ha surgido como una herramienta para la 

estimulación de procesos fisiológicos 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 

aclimatación en el que una exposición previa a un factor de estrés biótico o abiótico 

hace que una planta o cultivo sea más resistente a una exposición futura. Se han 

descrito distintos tipos de pre-acondicionamiento, tales como: pre-

acondicionamiento con agua (hydropriming), pre-acondicionamiento salino (o 

halopriming), pre-acondicionamiento osmótico (osmopriming) y pre-

acondicionamiento químico (chemical priming)(Anosheh, Sadeghi, and Emam 2011; 

Damalas, Koutroubas, and Fotiadis 2019; Farooq et al. 2017; Kumari et al. 2017).  

Una solución bastante económica, 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 característica del hydropriming, es que, al 

sumergir la semilla, esta absorbe agua hasta llegar a un punto de imbibición, y en 

este punto la semilla ha absorbido toda el agua necesaria para iniciar los procesos 

de reparación de ADN, la activación del sistema antioxidante, la síntesis de 

proteínas y ácidos nucleicos, la producción de ATP, y la producción de fosfolípidos 

y esteroles (Paparella et al., 2015).  Este tipo de priming ha demostrado incrementar 

la capacidad de ajuste osmótico de las semillas, agilizando la germinación, y dando 

lugar a un mejor establecimiento de la plántula, 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 químico de semillas mejora la germinación y la 

emergencia uniforme en una variedad de especies, y afecta positivamente el vigor, 

el establecimiento y el crecimiento de las plántulas (Bakht et al. 2011; Dezfuli, Sharif-

zadeh, and Janmohammadi 2008; Kaya et al. 2006; Raj and Raj 2019). Para el 

priming químico se han utilizado diversas moléculas como el ácido abscísico (ABA), 

el ácido β-aminobutírico (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 sequía y salinidad en respuesta al priming. Se sabe 

que los niveles de antioxidantes como el ácido ascórbico (AsA) pueden verse muy 

incrementados bajo diversas condiciones de priming salino en quínoa (Cifuentes et 

al., datos no publicados). Por otro lado, la melatonina se ha encontrado acumulada 

de manera natural en raíces 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 químico 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 germinación, sino 

también en el estadio vegetativo, mejorando la elongación y división celular en 

plántulas, aumentando la absorción del agua, brindando estabilidad a la membrana 
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celular, promoviendo actividad antioxidante, y también aumentando el largo de la 

raíz 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 generación (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 evidenció un cambio 

epigenético relacionado con las ATPasas tipo-P transportadoras de MPs, cambio 

que fue traspasado a la siguiente generación, 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 modificación del ADN e histonas), transcripcional 

(por ejemplo cambios en la abundancia de transcritos de diversos genes y factores 

de transcripción), y a nivel de proteínas, o modulando actividades enzimáticas 

(Schwachtje et al. 2019). Sin embargo, los cambios relacionados con el priming a 

nivel metabólico 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 climático es de gran interés identificar plantas que posean 

la capacidad de resistir ambientes con altas concentraciones de MPs, alta salinidad, 

poca agua. Chenopodium quinoa ha ganado reconocimiento e importancia en el 

ámbito de la agronomía y la salud alimentaria, puesto que sus semillas son libres 
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de gluten, con un alto contenido de proteínas y aminoácidos esenciales, posee 

grasas no saturadas y alto contenido de flavonoides, minerales y vitaminas (Lutz et 

al. 2013; Gómez-Caravaca et al. 2012; Alvarez-Jubete et al. 2010; Paśko et al. 

2008). Chenopodium quinoa es una planta halófita, 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 abióticos, gracias a la variabilidad 

natural que posee, ha logrado conquistar diversos ambientes, como altiplanos, 

valles, salares, zonas costeras y subtropicales (Hinojosa et al. 2018), 

encontrándose diversos ecotipos de este espécimen. Chenopodium quinoa es una 

de las pocas plantas de importancia agronómica que pueden desarrollarse en las 

condiciones climáticas Alto andinas del Lago Titicaca, caracterizada por un clima 

semi-árido y frío, 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 fitorremediación 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 raíces, por lo que se ven casi nulas cantidades de Pb en los 

órganos aéreos (Radovanovic et al. 2020). Tomando en cuenta esta evidencia, C. 

quinoa se podría catalogar como una planta acumuladora de plomo en raíces, 

característica importante si se quiere cultivar en suelos contaminados, y producir 

alimento que no sea un riesgo para el consumo de la población. 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 análisis 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 aplicación de pre-acondicionamiento o priming 

en semillas puede inducir una tolerancia diferencial al estrés por Pb.  
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En primer lugar, se realizará un trabajo bioinformático consistente en buscar 

secuencias de genes implicados en tolerancia a Pb que han sido identificados en 

otras plantas, y a continuación identificar la presencia de posibles homólogos en el 

genoma de C. quinoa. A continuación, se realizará un trabajo experimental 

consistente en evaluar la tolerancia de semillas de quinoa al estrés por Pb durante 

el proceso de germinación, y el posible efecto de la aplicación de varios tipos de 

priming (hydropriming y priming químicos) en dicha tolerancia. Los resultados 

obtenidos aportarán información importante sobre el potencial de quinoa como 

planta tolerante a Pb y su posible uso en fitorremediación o como cultivo alimentario 

seguro en suelos contaminados con Pb. 

 

4. HIPÓTESIS 

 

La planta de interés alimentario Chenopodium quinoa es tolerante a plomo, y la 

aplicación de pre-acondicionamientos (hydropriming y priming químicos) inducirá un 

aumento de la tolerancia de quinoa al estrés inducido por Pb en procesos como 

germinación. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo General 

 

Evaluar la tolerancia de Chenopodium quinoa al estrés por plomo, y estudiar el 

efecto del hydropriming y priming químicos (inducidos por ácido ascórbico, peróxido 

de hidrógeno y melatonina) en la germinación de quinoa bajo estrés por plomo. 

5.2 Objetivos específicos 

 

1. Identificar y caracterizar por métodos bioinformáticos homólogos de genes 

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

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

presencia y ausencia de plomo. 

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Búsqueda y recopilación de genes relacionados con tolerancia a 

Pb 

 

Para la búsqueda de artículos académicos que trataban sobre genes de resistencia 

a Pb, se utilizó 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 nucleotídicas de los genes en formato 

FASTA. 

Para comprobar si en el genoma de C. quinoa hay homólogos 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 comparó con el genoma 

de C. quinoa. Si bien, algunas secuencias se catalogaron como homólogas, también 

se realizó una identificación de los dominios tanto en los genes encontrados como 

en los homólogos de C. quinoa, y para eso se utilizaron programas que tienen como 

función la predicción de dominios proteicos, estos fueron: SMART

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

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/phmmer). Las imágenes que se 

colocaron en este trabajo pertenecen al programa HMMER. También se usaron 

programas para determinar su localización subcelular CELLO2GO 

(http://cello.life.nctu.edu.tw/cello2go/), y si poseían dominios transmembrana 

MINNOU (http://minnou.cchmc.org/). Todo esto con el fin de conocer si las 

secuencias homólogas son lo más parecidas tanto en estructura como función. 

 

6.2 Alineamiento y análisis filogenético 
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Una vez analizados y comparados los dominios proteicos de las secuencias 

homólogas (originales y C. quinoa), se escogieron 3 genes que mostraron mayor 

homología con C. quinoa para continuar con los posteriores análisis filogenéticos. 

Estos genes fueron PSE1 (NM_120720), PDR12 (NM_101421) y ATM3 

(AY142686). 

Con el fin de conocer la relación evolutiva y conseguir una identificación clara de los 

genes homólogos correspondientes en C. quinoa, se realizó un análisis filogenético, 

para poder tener evidencia de qué tan cercanos o alejados evolutivamente están 

estos homólogos. 

El análisis 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 análisis filogenético distintas especies de interés 

agrícola, tanto dicotiledóneas como C. quinoa, las cuales fueron: Brassica napus, 

Arabidopsis thaliana, Phaseolus vulgaris y Beta vulgaris, como también, una 

especie monocotiledónea con el propósito de servir como outgroup (Zea mays). Se 

buscaron homólogos de PSE1, PDR12 y ATM3 en las especies nombradas 

previamente, haciendo uso del programa BLAST. 

Una vez obtenidas las secuencias homólogas, estas fueron alineadas en MEGA X, 

se ocuparon 2 tipos de alineamientos, Muscle y ClustalW, dependiendo de cuántos 

gaps había se realizaron leves ajustes en el alineamiento y se conservó el que 

reflejaba mejores valores de Bootstrap en el posterior árbol filogenético obtenido. 

Los árboles 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). 

 

ATM3: 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 Diseño 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 (“Reacción en cadena de la 

polimerasa” cuantitativa) a futuro y poder visualizar la expresión de los genes 

homólogos encontrados en C. quinoa. Las características seleccionadas fueron: 

 

Largo de Amplicón: 50-150 pares de bases. 

Largo óptimo del primer: 20 bases. 

Temperatura de fusión (Tm): 58 °C a 60 °C (Tm óptimo de 59 °C). 

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

Final 3': Los últimos 5 nucleótidos al final 3’ no deben contener más de 2 residuos 

G+C. 

 

6.4 Material vegetal y reactivos químicos 

 

Se ocupó 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 (Vicuña, Chile). 
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Los reactivos químicos utilizados fueron el nitrato de plomo (Pb(NO3)2; Laboratorio 

Bioquímica.cl), el ácido ascórbico (AsA, Winckler ltda)., peróxido de hidrógeno 

(H2O2, EMD Chemicals, Inc.), y melatonina (Santa Cruz Biotechnology, Inc.). 

 

6.5. Efecto del Pb en la germinación de semillas de C. quinoa 

 

Se evaluó el efecto de diferentes concentraciones de Pb(NO3)2 sobre la germinación 

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 contenía 5 ml de solución de Pb(NO3)2 a diferentes concentraciones 

(0 , 0.5, 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 germinación se determinaron los siguientes 

parámetros: porcentaje de germinación, tiempo medio de germinación, y velocidad 

media de germinación (Scott et al., 1984; Ranal & Santana, 2006). 

 

- Porcentaje de Germinación (PG), se define como el número de semillas 

germinadas / número de semillas totales x 100.  

 

- El tiempo medio de germinación (TMG o 𝑡̅) se calculó como la media ponderada 

del tiempo de germinación. El número de semillas germinadas en intervalos de 

tiempo establecidos para la recolección de los datos es utilizado como 

ponderación, dado que considera que un número diferente de semillas germinan 

cada vez. Por esto se calcula TMG como: 

𝑡̅ = ∑ 𝑛𝑖𝑡𝑖

𝑘

𝑖=1

∑ 𝑛𝑖

𝑘

𝑖=1

⁄  

Donde: 𝑡𝑖: tiempo desde el inicio del experimento a la 𝑖𝑡ℎ observación (hora); 𝑛𝑖: 

número de semillas germinadas en el tiempo 𝑖 (no el número acumulado, sino el 

número correspondiente a la 𝑖𝑡ℎ observación); y 𝑘: último tiempo de germinación. 
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- La velocidad media de germinación (VGM o �̅�) se define como el reciproco del 

tiempo medio de germinación, dado a que VGM aumenta con 1 𝑡̅⁄  y no con 𝑡̅. 

Para obtener VGM es necesario calcular el Coeficiente de Velocidad de 

Germinación (CVG), dado por: 

𝐶𝑉𝐺 = (∑ 𝑓𝑖

𝑘

𝑖=1

∑ 𝑓𝑖 𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1

⁄ ) x 100 

Donde 𝑓𝑖: número de semillas recién germinadas en el día 𝑖; 𝑥𝑖: número de días 

desde la siembra; y 𝑘: último día de germinación. Dado que CVG es reciproco 

de TMG, puede ser utilizado para calcular VMG como �̅� = 𝐶𝑉𝐺 100⁄ = 1 𝑡̅⁄ , 

donde 𝑡̅: TMG. 

 

Se contabilizó el número de semillas germinadas cada 2 h hasta 24 h después de 

la imbibición de la semilla. La germinación se consideró completa cuando la radícula 

emergió de la semilla. 

 

6.6. Efecto del priming en la germinación en presencia de Pb 

 

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

cuales fueron: 

 

Hydropriming (H2O): las semillas fueron lavadas y esterilizadas con hipoclorito de 

sodio 0.1% por 1 minuto, como se comentó anteriormente. A continuación, 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 solución, con una razón peso/volumen de 1:5. 

 

Priming químico con Ácido ascórbico (AsA): después de la esterilización, las 

semillas se incubaron por 6 h en placas Petri con papel absorbente y 5 mL de 

solución de AsA a diferentes concentraciones (25 mM, 50 mM). También se 

incubaron semillas por 12 h en tubos Falcon, con la solución AsA a varias 

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

 

Priming con peróxido de hidrógeno (H2O2): después de la esterilización, las 

semillas se incubaron por 6 h en placas Petri con papel absorbente y 5mL de 

solución H2O2 a diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 0.75 y 1 mM). También se 

incubaron semillas por 12 h en tubos Falcon con la solución de H2O2 (0.25, 0.5, 0.75 

y 1 mM). 

 

Priming con Melatonina (Mel): después de esterilización, las semillas se incubaron 

por 6 h en placas Petri con papel absorbente y 5 mL de solución 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 solución 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 solución de tratamiento. A 

continuación, 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 tenían 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 germinación en placa con solución de Pb. 

 

A continuación, las semillas fueron expuestas a una concentración 125 mM de de 

Pb (NO3)2 (elegida previamente a partir de los resultados de los ensayos de 

germinación), 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, H2O2 y Mel en 

la germinación de las semillas, se calculó el Porcentaje de Germinación (GP), la 

Velocidad media de germinación (VGM), y el Tiempo medio de germinación (TMG), 

de la misma manera descrita en la metodología de germinación.  
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6.7. Análisis estadístico 

 

Para el análisis estadístico de los datos de los experimentos de germinación, se 

aplicó ANOVA de una vía con mediciones repetidas, utilizando como factores: 

priming y Pre-acondicionamiento (pre-acondicionado con hydropriming, ácido 

ascórbico, o peróxido de hidrógeno, melatonina y no pre-acondicionado) y estrés 

(Pb o control). 

Se utilizará 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. Búsqueda y recopilación de genes relacionados con tolerancia a Pb en 

especies vegetales 

 

 

Consultando las bases de datos y bibliografía, se identificaron diversos genes 

relacionados con tolerancia al Pb en diversas especies vegetales, así como sus 

secuencias génicas y proteínicas. Dichos genes, se exponen en la siguiente Tabla 

1: 
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Tabla 1. Genes relacionados con resistencia a Pb, su número de acceso, especie 

a la que pertenecen, breve descripción que posee el largo de la zona codificante del 

gen y su función. Seguido se puede observar los valores que se toman en cuenta 

para ver si poseen homólogos en C. quinoa. El gen que codifica para SbLRR2 no 

aparece en la tabla porque no posee homólogos en quinoa, por lo que se evitó su 

descripción. 

 

Se encontraron 8 genes relacionados con la tolerancia a Pb, y uno de ellos 

(SbLRR2) no poseía ningún tipo de homología en C. quinoa. (Tabla 1). Si bien, no 

todos los genes ocupados en este trabajo poseen una homología casi idéntica en 

genes de C. quinoa, algunos sí presentaban un Query Cover bastante similar, esto 

nos dice qué tanto la secuencia que estamos consultando está cubierta por la 

secuencia objetivo (posiblehomóloga), dato que necesita estar acompañado del 

Porcentaje de Identidad, el cual nos indica el porcentaje de número de bases que 

coinciden sobre el número de alineación de las columnas. Para asegurarnos, hubo 

que observar también el E-value, el cual nos indica el número de aciertos esperados 

Gen Acc.N/Loc Especie Descripción % 
identity 

E value Query 
Cover 

Ref. 
Bibliográfica 

Posibles homólogos en C. 
quinoa 

PSE1 Atg5g06370/NM_120720 Arabidopsis 
thaliana 

779pb, mARN. 
Su sobre expresión resulta en una mayor 
acumulación de Pb y un aumento en la 
expresión de PDR12. 

69.85% 5e-85 91% (Fan et al., 
2016) 

LOC110735406 
LOC110733850 

EIN2 At5g03280/NM_120406 Arabidopsis 
thaliana 

3884pb, mARN. 
Proteína de la familia de las 
transportadoras de iones metales. Media 
resistencia a Pb a través de un mecanismo 
dependiente de GSH y uno independiente 
de GSH mediado por atPDR12 

73.29% 7e-72 49% (Cao et al., 
2009) 

LOC110696496 
LOC110682798 

ACBP1 At5g53470/NM_124726.4 Arabidopsis 
thaliana 

659pb, mARN. 
Mayor acumulación de Pb en brotes 

71.82% 6e-113 49% (Xiao et al., 
2008) 

LOC110738841 
LOC110728375 

PDR12 At1g15520/NM_101421 Arabidopsis 
thaliana 

4271 pb, mARN. 
Bomba que excluye Pb del citoplasma 

71.79% 0.0 87% (Lee et al., 
2005) 

LOC110698721 
LOC110703309 
LOC110723123 
LOC110712155 

ATM3 At5g58270/AY142686 Arabidopsis 
thaliana 

2187pb, mRNA. 
Transportador ATP-binding cassette, 
transporta Cd-conjugado con glutamina 
sintetasa a través de membrana 
mitocondrial 

77.17% 0.0 79% (Kim et al., 
2006) 

LOC110717407 
LOC110716773 

SbLRR2 - - - - - -  No homólogos 

OsMT- 
1-2-C 

AF001396 Oryza sativa 188pb, metalotioneína de clase 1, su 
transcripción se ve aumentada 
significativamente en presencia de Pb2+. 
También aumenta la tolerancia al estrés 
por Pb en células de levadura sensibles a 
plomo. 

71.20% 1e-08 32% (Xu et al., 
2007) 

LOC110720171 

Kc 
MT2 

DQ414691 Kandelia 
Candel 

239pb, metalotioneína de clase 2, alta 
respuesta transcripcional en presencia de 
Pb. Se expresó en Escherichia coli BL21 
como una extensión terminal-carboxi de 
la glutatión-S-transferasa, lo cual resultó 
en un mayor crecimiento de la bacteria en 
un medio con Pb. 

71.08% 2e-25 35% (Huang et 
al., 2012) 

LOC110706238 
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de calidad similar que se pueden encontrar por casualidad, por lo que se busca el 

E-value más 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 

homología 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 homólogo en C. quinoa posee 2 péptidos señal de 

transmembrana, péptido señales que el gen de A. thaliana no posee. Otros casos 

son de ATM3 y EIN2, donde cada gen y su posible homólogo varían solo en 1 

péptido señal. 

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 análisis 

bioinformático. 

 

7.2. Identificación y caracterización de homólogos de dichos genes en el 

genoma de C. quinoa mediante análisis bioinformático 

 

En la anterior Tabla 1 se indican también los putativos genes homólogos 

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

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

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

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

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

 

A continuación, se detalla un Glosario de los dominios identificados (definiciones 

 

Especie/accession number o locus Dominios 

P
SE

1
 

Arabidopsis thaliana/ NM_120720 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110735406 

 

LRAT 

 

LRAT, 2 péptido señal de transmembrana 

EI
N

2
 

Arabidopsis thaliana/ NM_120406 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110696496 

 

Nramp, 12 péptido señal de transmembrana 

 

Nramp, 13 péptido señal de transmembrana 

A
C

B
P

1
 

Arabidopsis thaliana/ NM_124426 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110738841 

 

ACBP,3 repeticiones Ankirin, 1 péptido señal de transmembrana 

 

ACBP, 3 repeticiones Ankirin, 1 péptido señal de transmembrana 

P
D

R
1

2
 

Arabidopsis thaliana/ NM_101421 

 

 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110698721 

 

Transportador ABC N-terminal, 2 transportador ABC, 2 

transportador ABC tipo 2 membrana, 1 transportador planta PDR 

asociado a ABC tipo 2, 13 péptido señal de transmembrana. 

 

Transportador ABC N-terminal, 2 transportador ABC, 2 

transportador ABC tipo 2 membrana, 1 transportador planta PDR 

asociado a ABC tipo 2, 13 peptido señal de transmembrana. 

A
TM

3
 

Arabidopsis thaliana/ AY142686 

 

 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110717407 

 

Región transportador ABC de transmembranamembrana, 

transportador ABC, 5 peptido señal de transmembrana. 

 

 

Región transportador ABC de transmembranamembrana, 

transportador ABC, 4 peptido señal de transmembrana. 

 

 

O
sM

T-
1

-2
-C

 Oryza sativa/ AF001396 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110720171 

Nada 

 

Nada 

K
c 

M
T2

 

Kandelia candel/ DQ414691 

 

Chenopodium quinoa/ LOC110706238 

Metalotioneína cercana a clase 2 

 

Metalotioneína cercana a clase 2 
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obtenidas de InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/)) 

  

LRAT: La aciltransferasa LRAT es la principal enzima que cataliza la esterificación 

de la vitamina A. Las proteínas LRAT y similares a LRAT comparten un pliegue de 

dominio catalítico común representado por esta entrada. 

 

Nramp: La familia NRAMP es una nueva familia de proteínas relacionadas 

funcionalmente definidas por un núcleo hidrófobo conservado de diez dominios 

transmembrana. Nramp1 es una proteína de membrana integral expresada 

exclusivamente en células del sistema inmunológico y se recluta en la membrana 

de un fagosoma tras la fagocitosis. Nramp2 es un transportador de cationes 

divalentes múltiples 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 unión a acil-CoA muy expuesto. El ligando se une a través de 

interacciones específicas con residuos en la proteína, más notablemente varias 

cargas positivas conservadas que interactúan con el grupo fosfato en el resto 

adenosina-3'fosfato, y la cadena de acilo está intercalada entre las superficies 

hidrófobas de CoA y la proteína. Aunque ACBP se presenta como una proteína 

completamente independiente, se han identificado dominios ACB intactos en varias 

proteínas grandes y multifuncionales en una variedad de especies eucariotas. Estos 

incluyen grandes proteínas 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 proteínas con un dominio ACB y 

repeticiones de anquirina. 

 

Ankyrin: La repetición de anquirina es un motivo estructural común que se encuentra 

en una variedad de proteínas funcionalmente diversas. Cada repetición consta de 

33 residuos que son propensos a sustituciones. Se ha demostrado que muchas 

repeticiones de anquirina moderan las interacciones proteína-proteína, p. Ej. en 

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

carácter y la especificidad de la interacción mediada por repeticiones particulares. 

 

Transportador ABC: Los transportadores ABC pertenecen a la superfamilia ATP-

Binding Cassette (ABC) que utiliza la hidrólisis de ATP para energizar diversos 

sistemas biológicos de importación y exportación. Los transportadores ABC están 

mínimamente constituidos por dos regiones conservadas: un casete de unión de 

ATP altamente conservado (ABC) y un dominio transmembrana menos conservado 

(TMD). Estas regiones se pueden encontrar en la misma proteína. 

Pero en un subgrupo de exportadores, la región transmembrana está codificada por 

un polipéptido separado, la proteína de membrana integral del sistema de transporte 

tipo ABC-2. 

 

Transportador ABC n-terminal: Este dominio se encuentra en el N-terminal de las 

proteínas transportadoras ABC desde hongos, plantas hasta eucariotas superiores. 

Se predice que será un dominio intracelular. 

 

Metalotioneínas: Las metalotioneínas (MT) son pequeñas proteínas que se unen a 

metales pesados, como zinc, cobre, cadmio, níquel, etc. Tienen un alto contenido 

de residuos de cisteína que unen los iones metálicos a través de grupos de enlaces 

tiolato. 

 

7.3. Análisis filogenéticos 

 

Se realizaron reconstrucciones filogenéticas para elucidar las relaciones evolutivas 

de genes de tolerancia a Pb identificados en diversas especies vegetales y sus 

putativos homólogos en quinoa. Estos análisis filogenéticos han permitido identificar 

con mayor precisión dichos homólogos putativamente implicados en tolerancia a Pb 

en el genoma de quínoa. En estos árboles, los genes sombreados en morado 

corresponden a los genes implicados en la tolerancia al Pb, según diversos autores 

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

hemos identificado en el genoma de quinoa. 

 

ATM3 

 

Se puede observar que se agrupa con homólogos de B. napus, y el gen homólogo 

presente en quinoa se encuentra agrupado en otro clado junto con B. vulgaris. Este 

resultado se puede ver reflejado tanto en los árboles filogenéticos obtenidos con 

Maximum Likelihood (Fig. 1) y Neighbor Joining (Fig. 2). 

 

 

 

Figura 1. Árbol filogenético de ATM3 y genes homólogos relacionados. ATM3 y 

homólogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y árbol 

filogenético construido por el método de Maximum Likelihood. Los números por 

debajo y por encima de los puntos de bifurcación señalan los niveles de confianza 

de la relación de las secuencias emparejadas.  
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Figura 2. Árbol filogenético de ATM3 y genes homólogos relacionados. ATM3 y 

homólogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y árbol 

filogenético construido por el método de Neighbor Joining. Los números por debajo 

y por encima de los puntos de bifurcación señalan los niveles de confianza de la 

relación de las secuencias emparejadas determinadas por el análisis estadístico de 

Bootstrap. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas 

en el número 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, acompañado de valores de Bootstrap que están sobre 80 en los nodos 

pertenecientes al clado en el que se encuentra el gen PDR12 y sus homólogos, 

confirman la robustes del análisis desarrollado. Estos resultados se pueden 

observar en árboles obtenidos tanto por Maximum Likelihood (Fig. 3) y Neighbor 

Joining (Fig.4). 
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Figura 3. Árbol filogenético de PDR12 y genes homólogos relacionados. PDR12 y 

homólogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y árbol 

filogenético construido por el método de Maximum Likelihood. Los números por 

debajo y por encima de los puntos de bifurcación señalan los niveles de confianza 

de la relación de las secuencias emparejadas determinadas por el análisis 

estadístico de Bootstrap. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las 

ramas medidas en el número de sustituciones por sitio. 
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Figura 4. Árbol filogenético de PDR12 y genes homólogos relacionados. PDR12 y 

homólogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y árbol 

filogenético construido por el método de Neighbor Joining. Los números por debajo 

y por encima de los puntos de bifurcación señalan los niveles de confianza de la 

relación de las secuencias emparejadas determinadas por el análisis estadístico de 

Bootstrap. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas 
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en el número de sustituciones por sitio. 

 

PSE1 

  

En cuanto al gen PSE1, el árbol obtenido con Maximum Likelihood (Fig. 5) muestra 

que el homólogo 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 lógica que el outgroup ocupado (Z. mays) se 

encuentra cumpliendo su función. En cambio, en el árbol obtenido con Neighbor 

Joining, los homólogos 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 

(monocotiledónea) se encuentra dentro de un clado de dicotiledóneas. 

 

 

Figura 5. Árbol filogenético de PSE1 y genes homólogos relacionados. PSE1 y 

homólogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y árbol 

filogenético construido por el método de Maximum Likelihood. Los números por 
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debajo y por encima de los puntos de bifurcación señalan los niveles de confianza 

de la relación de las secuencias emparejadas determinadas por el análisis 

estadístico de Bootstrap. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las 

ramas medidas en el número de sustituciones por sitio. 

 

 

 

Figura 6. Árbol filogenético de PSE1 y genes homólogos relacionados. PSE1 y 

homólogos relacionados presentes en la base de datos GeneBank y árbol 

filogenético construido por el método de Neighbor Joining. Los números por debajo 

y por encima de los puntos de bifurcación señalan los niveles de confianza de la 

relación de las secuencias emparejadas determinadas por el análisis estadístico de 

Bootstrap. El árbol está dibujado a escala, con las longitudes de las ramas medidas 

en el número de sustituciones por sitio. 

 

7.4. Diseño de Primers para amplificar homólogos en C. quinoa 

 

Hemos diseñado diversos primers posibles para amplificar los homólogos 

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

candidatos a priori óptimos son los siguientes: 
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Homólogos ATM3 

 

LOC110717047 

 

Primer izquierdo  5’ GAATTTTGGGGGATTTGGTA 3’ 

Primer derecho  5’ GCGTATGACCGGAGATGTAA 3’  

Tamaño del producto: 63 pb. 

  

Primer izquierdo  5’ AAACGAATTTTGGGGGATTT 3’ 

Primer derecho  5’ GCGTATGACCGGAGATGTAA 3’  

Tamaño del producto: 67 pb. 

 

Homólogos PDR12 

 

LOC110698721 

 

Primer izquierdo  5’ TCCTAACAGGACGAGGCTTT 3’ 

Primer derecho  5’ TGAGAGCAAAAATGGTGAGG 3’  

Tamaño del producto: 68 pb. 

 

Homólogos PSE1 

 

LOC110735406 

 

Primer izquierdo  5’ CTGCTGCTTATCGTGGTTGT 3’ 

Primer derecho  5’ CGATCAAGATTTTGCACTACG 3’  

Tamaño del producto: 84 pb. 

 

LOC110733850 

 

Primer izquierdo  5’ TTAGCGTTGCTTAACCTCCA 3’  
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Primer derecho  5’ TTTTCTTGGTTCTCTGGGAAA 3’  

Tamaño del producto: 64 pb. 

 

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

 

El porcentaje de germinación (PG) nos indica cuántas semillas germinaron en un 

período 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 germinación final se ve significativamente reducido con exposición 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 sí se diferencian significativamente de los demás, y alcanzan un 

PG aproximado de 49.5%. A partir de la concentración de 125 mM (PG del 48%) se 

genera otra pendiente pronunciada, donde la concentración 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 inhibición total de la germinación. 

El Tiempo medio de germinación (TGM) nos indica las horas que tarda las semillas 

en alcanzar el 50% de germinación. 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 concentración de 200 mM Pb con un valor TGM de 22hrs, indicando que, a 

mayor concentración de Pb, más tiempo tardan en germinar el 50% de las semillas.  

La Velocidad media de germinación (VGM) es el recíproco de TGM, lo que nos 

indica qué tan rápido germinan las semillas en función del tiempo (cada 2h). 

Mientras menor sea el valor de VGM, más lenta es la germinación de las semillas. 

En la Figura 7C, se puede observar que la mayor VGM (0.064/2h) corresponde al 
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control 0mM Pb, mientras que a partir de 10 mM disminuye de una manera 

significativa (0.0457/2h) y disminuye progresivamente a medida que aumenta la 

concentración de Pb. Ya, en concentraciones de Pb 250 y 300 mM, VGM es 0 

porque no hubo germinación alguna. 
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Figura 7. Germinación de semillas de C. quinoa al cabo de 24 h en presencia de 

concentraciones crecientes (0-300 mM) de Pb(NO3)2. (A) Porcentaje de 

Germinación. (B) Tiempo Medio de Germinación. (C) Velocidad Media de 

Germinación. (C). Letras diferentes indican diferencia significativa  entre 

tratamientos según la prueba de Tuckey (p<0,005). 

 

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

 

Se realizaron ensayos de germinación 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 (imbibición en agua durante 6 h o 12 h), y se 

compararon con semillas no sometidas a un hydropriming previo. Los resultados de 

germinación obtenidos se pueden observar en las Figuras 8, 9 y 10.  

En ausencia de hydropriming, el porcentaje de germinación (PG) en ausencia de Pb 

(muestra “0mM” en Figuras 8, 9 y 10) es de aproximadamente un 88% (90,87,83% 

respectivamente), tal como se observó en resultados previos. Si las 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. Además, 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 germinación de las semillas en ausencia 

de Pb. 

En presencia de 125 mM Pb sin hydropriming previo (muestra “0mM/Pb”) tiene lugar 

una inhibición de la germinación, siendo el PG de aproximadamente un 40%, con el 

consiguiente aumento en el TMG y descenso en la VMG, en comparación con los 

datos observados en ausencia de Pb (Figuras 8, 9 y 10). Si las semillas se han 

sometido a hydropriming previamente a la germinación en presencia de 125 mM Pb 

(muestra “HP/Pb”), se observa un aumento significativo del PG en presencia de Pb 

(aproximadamente un 80%) en comparación 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 germinación de las semillas de 

quinoa tanto en ausencia como en presencia de Pb. 

 

7.7. Efecto del priming con ácido ascórbico en la germinación 

 

En los experimentos de priming con ascórbico, peróxido de hidrógeno y melatonina 

se incluyeron muestras sometidas a hydropriming como control del priming químico 

(Figs. 8, 9 y 10). 

En experimentos de germinación de semillas sometidas previamente a priming con 

ácido ascórbico (AsA) durante 6 h, y en ausencia de Pb, todos los tratamientos de 

priming con AsA e hydropriming dieron lugar a un porcentaje de germinación 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 

comparación con la muestra con Pb no sometida a priming previo (0mM/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 (0mMPb, 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 germinación (VGM) en las muestras tratadas con priming AsA 

y con hydropriming (0.1 semillas/ 2h.), en comparación 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 comparación con las muestras sin priming y con Pb (0 mM 

Pb). La diferencia significativa se marca entre 0mM/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 podría poseer un efecto específico positivo sobre la velocidad de 

germinación de C. quinoa bajo estrés por Pb, en comparación con el hydropriming. 

 

Finalmente, se realizó un estudio de germinación con tratamiento priming AsA (5, 

25, 50 y 75 mM) e hydropriming durante 12 h, y se evaluó el PG. En ausencia de 

Pb, se observó 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 observó que todos los tratamientos con priming dieron lugar 

a un aumento significativo del PG (80% aprox.) en comparación 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 comparación 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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Figura 8. Efecto del hydropriming y del priming con ácido ascórbico en la 

germinación de C. quinoa en ausencia y presencia de Pb. (A) Porcentaje de 

germinación después de un priming de 6 h; (B) Tiempo medio de germinación 

después de un priming de 6 h; (C) Velocidad media de germinación después de un 

priming de 6 h. (D) Porcentage de germinación después de un priming de 12 h. Las 

semillas se depositaron en placas Petri con 5 ml de agua o de 125 mM Pb(NO3)2 y 
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se contabilizaron las semillas germinadas hasta las 24 h. Las diferentes letras 

indican diferencias significativas entre tratamientos según 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 peróxido de hidrógeno en la germinación 

 

En estos estudios se determinaron los porcentajes de germinación final (PG) 

después de tratamientos de priming durante 6 h y 12 h con H2O2 (a las 

concentraciones 0, 0.25, 05. 075 y 1 mM). También se aplicó hydropriming como 

control del priming con H2O2. A las 6 h de priming, sólo 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 observó que, en ausencia 

de Pb, los priming a las diferentes concentraciones de H2O2 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 H2O2 (Fig. 9B). 

En presencia de Pb, tanto con 6 h como con 12 h de priming, se observó que el PG 

aumenta significativamente en muestras sometidas a priming con H2O2 (70-80%), 

en comparación con las muestras sin priming (30% aprox.). No se observaron 

diferencias significativas entre los tratamientos con distintas concentraciones de 

H2O2. Además, las muestras sometidas a hydropriming inducen un aumento de PG 
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similar al observado en las muestras con priming H2O2 (Figs. 9A y 9B), lo que 

sugiere que el aumento de PG observado en presencia de Pb es debido a la 

imbibición e hydropriming, y que no hay un efecto específico del H2O2. 

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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Figura 9. Porcentage de germinación en experimentos de priming con H2O2. (A) 

Porcentaje de germinación final en 24 h de semillas sometidas a tratamiento priming  

con soluciones de peróxido de hidrógeno (6h) y germinadas en placas con 5mL de 

Nitrato de Plomo (Pb(NO3)2) 125 mM. (B) Porcentaje de germinación final en 24h 

de semillas sometidas a tratamiento priming  con soluciones de Peróxido de 

hidrógeno (12h) y germinadas en placas con 5mL de Nitrato de Plomo (Pb(NO3)2) 

125 mM. Las muestras son las siguientes: 0mM: muestra control sin priming y 

germinada en ausencia de Pb; 0mM/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; 

0.25 mM, 0.5 mM, 0.75 mM, 1 mM: muestras con priming con estas respectivas 

concentraciones de H2O2 y y germinadas en ausencia de Pb; 0.25 mM/Pb, 0.5 

mM/Pb; 0.75 mM/Pb, 1 mM/Pb: muestras con priming con estas respectivas 
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concentraciones de H2O2 y germinadas en presencia de Pb. Las letras indican 

diferencia significativa entre tratamientos según la prueba de Tuckey (p<0,005). 

 

7.9. Efecto del priming con melatonina en la germinación 

 

Se realizaron experimentos de germinación 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 aplicó hydropriming como muestra para comparar con los priming con 

melatonina. A las 6 h sólo 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 evaluó 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 observó 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 observó 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 comparación con las 

muestras sin priming. No se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos con distintas concentraciones de melatonina. Además, 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 imbibición e hydropriming, y que no hay un efecto específico de la 

melatonina. 
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Figura 10. Porcentage de germinación en experimentos de priming con melatonina. 

(A) Porcentaje de germinación 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)2) 125 mM. (B) Porcentaje de germinación 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(NO3)2) 125 

mM. Las muestras son las siguientes: 0mM: muestra control sin priming y germinada 

en ausencia de Pb; 0mM/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 según la prueba de Tuckey (p<0,005). 
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 Identificación de homólogos de genes de tolerancia a Pb en quínoa 

 

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 

que al activarse confieren resistencia a las plantas. 

Los dominios presentes en las secuencias utilizadas y en secuencias homólogas de 

C. quinoa, de hecho, presentan bastante similitud, demostrando que las proteínas 

codificadas en ellas tendrían la misma función y localización en ambas. 

Fan et al. 2016 observó que la proteína codificada por el gen PSE1 en A. thaliana 

se encuentra en el citoplasma, en cambio, el homólogo hallado en C. quinoa posee 

péptido señales de transmembrana, y en programas que aproximan la posible 

función y localización de genes, aparece que la posible localización del homólogo 

de C. quinoa es en la membrana plasmática. 

Para PDR12, Lee et al. 2005 demostró que la proteína codificada se localiza en la 

membrana plasmática, al igual, el homólogo hallado en C. quinoa posee como 

posible localización la membrana plasmática, así demostrando que actuaría como 

una bomba que excluye plomo. 

En cuando a ATM3, los resultados de esta investigación muestran que el homólogo 

hallado en C. quinoa posee una localización transmembrana y mitocondrial, 

coincidiendo, así, con el estudio realizado por Kim et al. 2006. 

Aún con los análisis realizados en el presente trabajo, sigue faltando más estudio al 

respecto, como podría ser marcando las proteínas de genes homólogos de C. 

quinoa con proteína verde fluorescente, y así poder corroborar la información 

obtenida por los programas utilizados. O también realizar un Estudio de Asociación 

del genoma completo (GWAS, siglas en inglés), para poder detectar genes que se 

expresan más que otros bajo una situación de estrés por Pb, comparando así 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 plántula (Zhang 
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et al. 2020). 

En cuanto a los árboles filogenéticos, nos presentan una buena visualización de la 

relación entre los genes homólogos 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 investigación es que los genes 

homólogos presenten en C. quinoa son demasiado parecidos, dando problemas a 

la hora de encontrar primers que sean exclusivos para qPCR. Algunos de los 

mejores candidatos se mencionan en este estudio, pero hay que seguir buscando 

mejores. 

 

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

 

Numerosos estudios han demostrado la inhibición de germinación por Pb, como en 

el caso del arroz (Oryza sativa L.) (Tomulescu et al., 2004), maíz (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 radícula como 

respuesta a una disminución en el contenido de carbohidratos y proteínas (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 α-amylasa, β-amylasa, fosfatasas ácidas e invertasas 

ácidas (Mohamed, 2011). Tiene un impacto negativo en la radícula tanto como en 

el crecimiento del hipocótilo (Islam et al., 2007), afectando así, la obtención de 

energía para poder llevar a cabo los procesos metabólicos.  

En nuestros experimentos de germinación 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 más en germinar, y también una disminución 

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 germinación relativa 

disminuye a un 25% bajo condiciones de Pb 3mM (Lou et al., 2017). Wang et al. 

(2010) observaron un porcentaje de germinación de 46% en Triticum aestivum L. en 

presencia de Pb 50mM. Un trabajo realizado por Siddiqui et al., 2014, demuestra 

que el porcentaje de germinación 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 germinación 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 más tolerantes en la germinación en presencia de Pb que la mayoría 

de otras plantas reportadas. 

 

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

de C. quinoa en ausencia y presencia de Pb 

 

Los mayores niveles de germinación 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 sí se puede observar un aumento significativo de VGM y 

disminución de TGM respecto del tratamiento control 0mM Pb. El tratamiento HP/Pb 

demostró mejorar de manera significativa los tres aspectos evaluados en la 

germinación (PG, TGM, VGM), en comparación con el tratamiento Pb, donde se 

puede observar un efecto negativo en la germinación. Resultados similares en 

cuanto a PG fueron obtenidos en un estudio realizado en trigo, donde semillas de 

trigo tratadas con hydropriming demostraron tener una germinación de 98-100% 

bajo condiciones de estrés por mercurio (HgCl2) 1mM. También observaron 

actividad de α-amylasa del endosperma de trigo era inhibida bajo la presencia de 

HgCl2 en comparación con las semillas no estresadas, sin embargo, las semillas 

tratadas con hydropriming demostraron poseer una actividad de α-amylasa 

significativamente mayor tanto en ausencia como presencia de HgCl2 1mM (Kumar 
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et al., 2016). La rehidratación de la semilla ha demostrado inducir procesos 

metabólicos en las semillas, como la síntesis nueva de proteínas y ácidos nucleicos, 

la activación de antioxidantes, la producción de adenosin trifostato (ATP), la 

acumulación de fosfolípidos y esteroles, y también la activación del mecanismo de 

reparación de ADN, el cual ocurre al principio de la imbibición (Paparella et al., 

2015). Estudios realizados en Medicago truncatula han demostrado que la 

aplicación 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 expresión de genes relacionados con enzimas antioxidantes (APX, SOD), en 

comparación 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 radícula, un mayor porcentaje de germinación total y un 

mayor peso de la semilla (Ali et al., 2013). En este trabajo se observó que el 

tratamiento con hydropriming presentó una disminución en el valor del TGM, como 

ocurre en especies como el maíz, donde se ha observado que el hydropriming 

promueve una mejor emergencia, aumentando los porcentajes de germinación 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, 

α y β-amilasa e isocitrato-liasa, que están relacionadas a la movilización de las 

reservas almacenadas de carbohidratos, ya que cumplen el papel de degradar las 

macromoléculas necesarias para el crecimiento del embrión, se han observado en 

semillas sometidas a priming, lo que promueve un mejor y rápido crecimiento de las 

plántulas (Sisodia et al., 2018). Tomando en cuenta que el hydropriming permite la 

imbibición de la semilla, activando todos los procesos metabólicos pre-germinativos, 

también relacionados con la respuesta antioxidante y con la reparación de ADN 

(Ventura et al 2012). Sin embargo, existe poca información 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 están involucrados en estos procesos. Si bien en este estudio no se 
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pudieron realizar análisis de enzimas presentes en plántulas de C. quinoa, sería 

interesante poder observar la actividad metabólica de plántulas en presencia de Pb 

en un futuro. 

 

En cuanto a los tratamientos de priming con químicos incluidos AsA (Fig. 8A), H2O2 

(Fig. 9A) y Mel (Fig. 10A), no se observaron diferencias significativas respecto al 

hydropriming. Es por ello que el efecto de estos priming químicos parece deberse a 

la imbibición y a una acción de hydropriming, pero no se detecta un efecto específico 

de los químicos empleados. 

 

Respecto al ácido ascórbico, debemos señalar que las plantas tienen un complejo 

sistema de defensa enzimático para combatir el daño oxidativo y la producción 

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 

plasmáticas de la peroxidación provocada por un exceso de radicales libres de 

oxígeno (Xiao et al. 2019). En general se ha observado que enzimas como CAT, 

SOD y metabolitos no enzimáticos como el ascorbato, tienen una acción 

antioxidante y reducen los niveles de producción de H2O2 (Sharma et al. 2012). 

Teniendo en cuenta esto, esperábamos que el ácido ascórbico aumentara el 

porcentaje de germinación de C. quinoa, al reducir el estrés inducido por Pb. Una 

explicación para esta respuesta es que el ácido ascórbico no fue capaz de ingresar 

a la semilla y alterar la actividad metabólica. Sin embargo, una explicación 

alternativa es que el sistema antioxidante de C. quinoa es suficiente para tratar con 

el estrés por Pb, y tal vez veríamos un cambio relacionado con la actividad de APX. 

Amjad et al. (2021) observaron que la actividad de APX en hojas de C. quinoa 

aumentó 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 estadísticamente 

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, azúcares solubles, y concentración de nutrientes relacionados con la 
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homeostasis de la semilla (K+ y Ca2+) se ven significativamente mejorados en 

comparación a las semillas control sin priming (Farooq et al., 2006a). Se sabe que 

el ácido ascórbico es un metabolito importante involucrado en la división celular, el 

ajuste osmótico (De-Gara et al., 2003), tiene un rol vital durante los inicios de la 

germinación (Arrigoni et al., 1997) y también posee un fuerte potencial antioxidante 

(Müller-Moulé et al., 2003), pero, aún 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 

sequía, 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 germinación, sometidas a estrés hídrico, y con 

un tratamiento posterior de AsA (un mes después del tratamiento de estrés hídrico) 

(Aziz et al. 2018) 

 

En cuanto al priming con H2O2, si bien, no se observó un cambio significativo en el 

PG de semillas de C. quinoa tratadas con H2O2, no se descarta la opción de que se 

puedan ver cambios reflejados en el estado de plántula, donde se ha demostrado 

que produce una disminución en la producción de ROS y daño oxidativo (Iqbal et al. 

2018). Evidencia corrobora el efecto del H2O2 sobre el sistema antioxidante, al 

promover la activación de enzimas antioxidantes (Xu et al. 2010; Asgher et al. 2021), 

incrementa el contenido de glutatión (Bai et al. 2011; Yildiz et al. 2013), y regula el 

transporte de metales en la actividad de proteínas de transmembrana vacuolar, 

como las ATPasas (Kabala et al. 2019). Estudios realizados en C. quinoa donde las 

semillas fueron sometidas a priming de H2O2 (80 mM) y spray foliar 15 mM, bajo 

condiciones de déficit de agua, demostraron aumentar significativamente los niveles 

de actividad enzimática antioxidante (POD, CAT, APX) en comparación con plantas 

control; también se vio reflejado un aumento significativo en los contenidos de 

azúcares solubles totales y prolina; también los resultados muestran una reducción 

significativa de la peroxidación lipídica (Iqbal et al. 2018).  En estudios de priming 

con H2O2 en arroz bajo estrés por frío, se ha observado un efecto positivo sobre la 

germinación de las semillas y el desarrollo de las plántulas, aumentando de manera 
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significativa el PG, MGT y otros aspectos relacionados con la germinación, todo esto 

gracias a un priming de H2O2 10 mM por 24 h, en comparación 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 

comparación con la actividad observada en plántulas sometidas a estrés y sin 

priming (Afrin et al. 2019). En esta Tesis se realizaron algunas pruebas de 

germinación (resultados preliminares, no mostrados) con H2O2 25 y 50 mM, donde 

se observó un efecto negativo sobre la germinación de C. quinoa, disminuyendo el 

PG, TGM y VGM de manera significativa en comparación 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 realizó un priming con un tiempo mucho más 

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

 

Si bien el incremento de la oxidación en el momento de la germinación es una 

respuesta importante para el éxito del proceso, altas concentraciones de H2O2 

pueden ser toxicas para las células. Todo depende de los tiempos utilizados para el 

priming, junto con la concentración de H2O2 utilizada, temperatura y oxigenación del 

medio donde se lleva a cabo el priming. 

Aquí la concentración de H2O2 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 µM (Xu et al.2010; Bai et al. 2011; Wen et al. 2013), aunque, existen 

casos en los que las concentraciones de H2O2 pueden ser de hasta 80 mM, como 

en el caso del estudio realizado por Iqbal et al. (2018). Si bien, no se encontraron 

diferencias significativas en los tratamientos H2O2 y H2O2/Pb en comparación con 

los tratamientos HP y HP/Pb (Fig. 9A y 9B), sí se puede ver como en el tratamiento 

H2O2 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 plántulas jóvenes de C. 

quinoa sin un factor de estrés, solo con priming de melatonina, y se observó que 
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incrementa valores de peso fresco (FW), Chl a, Chl b, betacarotenos, proteínas, 

saponinas, azúcares totales (glucosa, fructosa, galactosa, maltosa), ácidos 

orgánicos, aminoácidos, ácidos grasos, vitaminas y metabolitos antioxidantes (Zrig 

et al 2022).  Sin embargo, en el presente estudio solo estudiamos germinación, por 

lo que no se encontraron efectos específicos significativos del priming con 

melatonina. No se descarta que a nivel de plántula la melatonina tenga un efecto de 

incremento de tolerancia. Un ejemplo de ello es el caso de un estudio realizado en 

grama (césped común) bajo estrés por Pb, donde plántulas de 19 días post 

germinación fueron regadas con soluciones de melatonina por 6 días, día 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 reducción en 

las concentraciones de prolina, reducción en la concentración de H2O2, un aumento 

en la actividad de SOD, POD, CAT, APX, GR, y un aumento en antioxidantes no 

enzimáticos como GSH y AsA (Xie et al. 2018). Por otro lado, en estudios de priming 

de melatonina en plántulas de sandía en presencia de vanadio, donde plántulas de 

5 días fueron sometidas a un tratamiento de priming en solución Hoagland, y 

trasplantadas a un medio con vanadio por tres días, se observó que las plántulas 

tratadas con melatonina aumentaron su peso seco en comparación con plántulas 

no tratadas. Adicionalmente, se observó un aumento significativo en la actividad de 

SOD y CAT, como también niveles reducidos de H2O2, y un aumento en la 

transcripción 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. CONCLUSIÓN 

 

El mundo se enfrenta a una crisis ambiental, y los metales pesados forman parte de 

ella. El Plomo es parte importante de esta amenaza ambiental, ya que, está 

presente en todo tipo de materiales utilizados en la industria, ya que es un metal 

maleable y fácil 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 solución viable 

e interesante es la fitorremediación, y para poder lograr obtener plantas que puedan 

hacer frente a estos desafíos, se necesita tener conocimiento acerca de la fisiología 

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 descontaminación de metales pesados, así como 

evaluar experimentalmente la tolerancia de quinoa a Pb. 

 

En el presente estudio se identificaron genes en C. quinoa que poseen homología 

con genes que confieren tolerancia a Pb en otras plantas, así, 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 

germinación de C. quinoa bajo altas concentraciones de Pb (siendo capaz de 

germinar a concentraciones de 50 mM de Pb o incluso a mayores concentraciones), 

indicándola como una potencial especie tolerante a Pb, y que podría tener 

aplicaciones en fitorremediación, sobre todo si se comprueba si puede acumular 

altas concentraciones de Pb en sus tejidos. 

 

El tratamiento de hydropriming demostró ser el que mejores resultados obtuvo, 

tomando en cuenta que, además, es la opción más económica y al alcance. Logró 

promover una mejor germinación en presencia de altas concentraciones de Pb. Por 

otro lado, respecto a los tratamientos de priming, no se observó que algún químico 

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 germinación de C. quinoa bajo concentración inhibitorias de Pb. Por 
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lo tanto, se ha verificado uno de los aspectos de la hipótesis 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 acción tanto del 

hydropriming como del priming químico, a nivel metabólico en la semilla de C. 

quinoa y sus demás estados fenológicos. 
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