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RESUMEN

En el Ecuador existe alto grado de produccion y consumo de quinoa (Chenopodium
quinoa Willd), el grano de este cultivar es considerado como un pseudocereal
emergente con altos valores nutricionales, formando parte importante dentro de la
seguridad alimentaria. Este cultivar logra adaptarse a varios factores edafoclimaticos,
conservando gran tolerancia a bajas temperaturas (frio). En el presente trabajo de
investigacion se analizO la expresion génica de cuatro accesiones de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) bajo condiciones de estrés por frio. Se utilizaron cuatro
accesiones de quinoa Al (Tunkahuan), A2 (Chaucha dulce), A3 (Chaucha amarga) y
A4 (Pata de Venado) evaluadas en TO (0 horas), T1 (12 horas), T3 (24 horas) y T4 (48
horas). De manera general en la accesion A3 se logré obtener mayor grado de
expresion de los genes DREB1, ESK1 y PSC5, de los cuales destaco DREB1, estos
genes se encuentran involucrados en la activacion de las rutas metabolicas que hacen
frente a contrarrestar los efectos generados por bajas temperaturas (frio). Este estudio
aporta informacion relevante para su posterior aprovechamiento en campo o0
laboratorio, identificando variedades con potencial de resistencia a este tipo de estrés

abiético.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, expresion génica, estrés abidtico, DREBI,
ESK1, PSC5
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ABSTRACT

In Ecuador there is a high degree of production and consumption of quinoa
(Chenopodium quinoa Willd), the grain of this cultivar is considered an emerging
pseudocereal with high nutritional values, forming an important part of food security.
This cultivar manages to adapt to several edaphoclimatic factors, maintaining great
tolerance to low temperatures (cold). In the present research work, the gene expression
of four accessions of quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) Was analyzed under cold
stress conditions. Four types of ascents of quinoa were used Al (Tunkahuan), A2
(Sweet bean), A3 (Bitter bean) and A4 (Venado leg) evaluated at TO (0 hours), T1 (12
hours), T3 (24 hours) and T4 (48 hours). In general, in accession A3, it was possible
to obtain a higher degree of expression of the DREB1, ESK1 and PSC5 genes, of
which I highlight DREB1, these genes are involved in the activation of the metabolic
pathways that counter the effects generated by low temperatures (cold). This study
provides relevant information for its subsequent use in the field or laboratory,

identifying varieties with potential resistance to this type of abiotic stress.

Keywords: Chenopodium quinoa, gene expression, abiotic stress, DREB1, ESK1,
PSC5
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

INTRODUCCION

En Ecuador existe una alta produccion y consumo de quinua (Chenopodium quinoa
Willd) también conocida como kinua, kinuwa o quinoa (FAO 2011), este cultivar es
originaria de la cordillera de los Andes, encontrandose mayor diversidad genética en
las orillas del Lago Titicaca (Viay Fernandez 2015). Este grano es considerado como
un pseudocereal emergente con altos valores nutricionales, mismo que posee potencial
para formar parte de la seguridad alimentaria global siendo reconocida por la ONU en
el afio 2013 (Schmockel et al. 2017). La quinua posee gran diversidad genética, misma
que ayuda de manera estratégica al desarrollo de nuevas variedades superiores con
mejoramiento en su resistencia y tolerancia a factores edafoclimaticos y bioldgicos,
precocidad, color, tamafio del grano, rendimiento del grano y obtencién mejorada de
los subproductos (FAO-ALADI 2014).

Los mejoramientos de las variedades nuevas han dado paso para el estudio de
adaptacion de la quinua a una alta resistencia de estrés salino, mismo que permite
visualizar la posibilidad de generar resistencia a diferentes tipos de estrés que no se
han logrado estudiar (Roy et al. 2014; Rozema et al. 2015; Schmdckel et al. 2017;
Volkov 2015). Ademas, estudios recientes acerca del genoma de la quinua, ayudan a
obtener informacion valida a cerca del nivel de tolerancia a diversos tipos de estrés y
relacionarlo con los genes que potencializan los procesos de los metabdlicos de la
planta (Burrieza et al. 2013). Asi mismo, Garrido et al. (2013) menciona que este
tipo de cultivar logra adaptarse a cualquier tipo de factores edafoclimaticos, por lo que
posee gran capacidad de tolerancia al estrés, sin que su rendimiento de grano se logre

ver afectado.

En base a lo anteriormente mencionado, la presente investigacion tiene como objeto

analizar la expresion géenica de cuatro accesiones de quinua (Chenopodium quinoa



Willd.) bajo condiciones de estrés por frio, con el fin de aportar informacion relevante

para su posterior aprovechamiento.

1.1.  Antecedentes Investigativos

Izquierdo (2016), en su estudio investigativo caracterizd el gen CRIO4 y su
importancia frente al estrés por frio, concluyendo que la expresion de CRIO4 aumenta
en tiempos cortos de estrés por frio, ademas el CRIO4 codifica la proteina Secl4, su
sobre expresion concede a las células la capacidad de desarrollarse y crecer a bajas
temperaturas. Por otra parte, el CRIO4 se coexpresa con TAT2 (permeasa de alta
afinidad para tript6fano) estimulando el transporte de Tat2p a la membrana plasmatica,
mismo que deriva una mejorada absorcion del triptéfano, lo que indica una mayor

tolerancia al frio.

Por otro lado, Chinnusamy et al. (2010), evaluaron la regulacion genética durante la
aclimatacion al estrés por frio en plantas de Arabidopsis y cereales de invierno,
teniendo como resultado que dichas plantas reprograman su expresion genética por
medio de mecanismos transcripcionales, postranscripcionales y postraduccionales.
Con el mecanismo ICE1-CBF observaron una mejora en la tolerancia al frio puesto
que presentan mecanismos reguladores postranscripcionales que cuales regulan la
expresion genética durante la aclimatacion al frio. En plantaciones de Arabidopsis y
arroz se identifico varios miARN regulados por estrés al frio. El transcriptoma
inducido por el frio difiere significativamente entre las hojas, las raices y los tejidos

reproductivos (polen).

Asi Chinnusamy et al. (2004), reportaron que las plantas poseen respuestas
adaptativas especificas a los diferentes tipos de estrés, teniendo como resultado por
medio de un analisis genético que SOS (via de sensibilidad excesiva a la sal) es
detectada por una proteina de union al calcio SOS3 que activa la proteina quinasa
SOS2. El complejo quinasa SOS3 + SOS2 regula la expresion y actividad de
transportadores de iones. La via ICE1 (Inductor de CBF Expression 1) + CBF (C-

2



Repeat Binding Protein) es importante para la regulacion del transcriptoma sensible al
frio y tolerancia a la congelacion adquirida. Los fenotipos de tolerancia visibles

permitieron indicar si un componente de sefializacion funciona en una ruta o en varias.

Mientras que los estudios que reporta Murata (2017), en su trabajo de investigacion
en papa nativas peruanas y su expresion genética en respuesta a temperaturas de
congelacion, concluyo que al exponer las plantas a 0°C se expresaron genes CBF2,
MYB,GA20x como los promotores para generar tolerancia frente a bajas temperaturas,
ademas encontraron elementos relacionados a giberelinas y auxinas en la variedad
tolerante al frio, significando que ellos forman parte importante en la fisiologia de la

planta.

Finalmente los estudios reportados por Correa (2013) en papa nativa (Solanum
juzepczuckii) y su expresion genética en respuesta a temperaturas de congelacion,
encontrd genes asociados a la tolerancia al frio (heladas), siendo algunos de ellos los
factores de transcripcion de familias WRKY26, WRKY33, WRKY40, ERF7, CRF4,
RAP2.12, BHLH122, BHLH68 y WRKY41, ademés, a partir del ARN se obtuvo
genotecas de ADNCc por SSH.

1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo general

e Analizar la expresion génica de cuatro accesiones de quinua (Chenopodium

quinoa Willd) bajo condiciones de estrés por frio.

1.2.2. Objetivos especificos

e ldentificar los genes responsables que activan rutas metabolicas para el estrés

causado en la quinua (Chenopodium quinoa Willd) por frio.



e Evaluar la expresion génica de cuatro accesiones de quinua (Chenopodium quinoa
Willd.) mediante el método de gPCR (Reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real).

e ldentificar la accesion de quinua (Chenopodium quinoa Willd) que presenta

mayor respuesta génica al estrés causado por el frio.

1.3.  Categorias Fundamentales

1.3.1. ADNY ARN

El ADN (Acido Desoxirribonucleico) es una molécula en la que reside la informacion
genética de un ser vivo, esta molécula esta formada por dos cadenas (azucares y grupos
fosfatos en cada una) que se entrelazan entre si formando una estructura tipo doble
hélice (Chinnusamy et al. 2007; Wani et al. 2016). Cada cadena se encuentra unida
por las bases: A (adenina), G (guanina), C (citosina) y T (timina), mismas que estan
enganchadas a cada unidad de azucar (desoxirribosa), los enlaces que se forman son
A-T y C-G. A partir de la estructura de ADN se genera la molécula de ARN (Correa
2013; Garcia 2008; Recillas 2002) .

El ARN (Acido ribonucleico) es una molécula parecida al ADN, pero mas sencilla,
esta molécula posee en sus cadenas azucares (ribosa) y grupos de fosfato alternados,
en esta molécula las bases que se encuentran son A (adenina), G (guanina), C (citosina)
y U (uracilo). Existen 3 tipos de ARN: mensajero (ARNm), ribosomal (ARNTr) y de
transferencia (ARNt) (Pérez-Quintero et al. 2010; Recillas 2002; Xu et al. 2011).

El ADN y ARN (&cidos nucleicos) junto con las proteinas son conocidos como las
macromoléculas en las que residen la informacion genética y funcional de las células.
Dentro de las especies vegetales existen estructuras conocidas como cromosomas
(formadas por ADN) (Chinnusamy et al. 2007; Garcia 2008).



1.3.2. Expresion genética y su regulacién

La expresion genética es conocida como un proceso celular que permite que la
informacion codificada de un gen (el gen esta conformado por una secuencia de
nucledtidos de ADN, el gen posee delimitaciones antes y después llamadas regién
promotora y de terminacion, respectivamente) sea utilizada con el fin de producir
moléculas de proteinas que la célula necesita (Morillo et al. 2011; Verslues et al.
2006). La interpretacion que la célula realiza del codigo genético es que, por cada 3
grupos de letras, se inserta un aminoacido (de los 20 existentes) que se conforman
como base importante para generar las moléculas de proteina (Huang et al. 2012; Liu
et al. 1998; Recillas 2002).

Para dar paso a la sintesis de las proteinas, se realizan dos procesos: transcripcion y
traduccion. En el ndcleo se da el primero paso que es la transcripcién, en donde una de
las hebras del ADN funciona como molde con el fin de que a una molécula de ARN
se copie una secuencia concreta, luego de ello, el ARNm lleva la secuencia de
nucleotidos hacia los ribosomas (Peleg y Blumwald 2011; Rout et al. 2006; Verslues
et al. 2006). El siguiente proceso se llama traduccion, el cual tiene lugar en el
citoplasma, en donde el ARNm se decodifica con el fin de crear una cadena de
aminoacidos conocida como proteina. Es decir, que el cddigo genético es la
correspondencia entre la proteina y el ARNm (Roy et al. 2014; Wani et al. 2016).

1.3.3. ldentificacion y analisis de la expresion genética

Los patrones de una expresion genética se analizan con el fin de identificar los genes
especificos que actuan y se relacionan con las actividades metabdlicas o0 moleculares
del organismo, es por ello que en los Gltimos afios se han empleado varios métodos
con el fin de analizar estas expresiones (Xu et al. 2011; Zhang et al. 2008). Algunos
genes han presentado modificaciones en su expresion en medio de su “infeccion”,
codificando varios tipos de proteinas que se encuentran involucradas en los
mecanismos celulares y en respuesta de defensa (factores de transcripcion) (Huang et
al. 2012).



Uno de los métodos usados para analizar la expresion génica es el despliegue
diferencial de ADNs (DD), utilizados por medio de la PCR (Polymerase Chain
Reaction) para amplificar transcritos de baja abundancia, evidenciando que existe una
combinacion promedio entre 80 a 120 cebadores especificos, los cuales son suficientes
para revestir toda la poblacion de transcritos presentes en la célula (Greco et al. 2012;
Ortega-Ramirez et al. 2014; Via y Fernandez 2015). EI método por analisis PCR,
es uno de los métodos mayormente usados por la comunidad cientifica para aislar
genes que se encuentran involucrados en cambios fisioldgicos, transduccion de
sefiales, respuesta a estrés y a metabolitos secundarios; es un método sencillo, préactico
y de bajo costo, puesto que no requiere informacion bioquimica de las proteinas,
ademas se logran comparar simultaneamente dos muestras con pequefias cantidades
de las mismas (Amagua 2013; Chinnusamy et al. 2004; Font et al. 1999; Greco et
al. 2012).

1.3.4. Genes relacionados con el estrés al frio

Existen varios genes que se relacionan con el estrés al frio, entre los mas importantes

tenemos los siguientes:

Tabla 1. Genes relacionados al estrés por frio.

Proteina Especie
DREB/CBF Arabidopsis sp.
ESK1 Arabidopsis sp.
Arabidopsis sp., Oriza sativa cv.
PCS5 )
Milyang
SOAR1 Arabidopsis sp.

(Amagua 2013; Hirayama y Shinozaki 2010; Jiang et al. 2015; Liu et al. 1998;
Xin et al. 2007)



1.3.5. Estrés de las plantas

El estrés se encuentra definida como un cambio ambiental que desestabiliza o modifica
perjudicialmente las funciones principales del crecimiento y desarrollo de las plantas,
limitando su productividad (Amagua 2013), es por ello que la mayoria de plantas han
logrado adquirir o aumentar su tolerancia a frio o congelacion, conocido como
aclimatacion al frio. Dependiendo del grado de temperatura se genera una
reprogramacion de la expresion genética que permite modificar su metabolismo,
fisiologia y por ende su desarrollo y crecimiento (Chen et al. 2015; Viswanathan
Chinnusamy et al. 2007). La sefial de frio que se emite en las plantas favorece en la
activacion de la via transcripcional: de forma dependiente de CBF (dependiente del
factor de union al elemento de repeticion C / respuesta a la sequia) e independiente de
CBF, en donde la via dependiente activa la regulacion de CBF (V Chinnusamy et al.
2010; Huang et al. 2012; Solanke y Sharma 2008).

Al encontrarse las plantas en un cierto nivel de estrés se genera la regulacion de la
expresion genica, misma que se encuentra definida por la tasa de transcripcion la cual
depende directamente de distintos factores de transcripcion (proteinas con el poder de
adhesion a secuencias cortas de ADN que se encuentran en los promotores de genes)

y sus interacciones (Agarwal y Jha, 2010; Garcia-Morales et al. 2013).

1.4.  Especie vegetal (Quinua)

Generalidades y clasificacion botéanica

La quinua (Chenopodium quinoa Willd), también llamada kinua, kinuwa, quinoa,
pasca, cachuyusi o isualla pertenece a la familia Amaranthaceae y subfamilia
Chenopodioidea (Tabla 2). Alrededor del mundo existen cerca de 750 especies de
quinua, de las cuales alrededor de 76 se encuentran cultivadas y distribuidas en todo
el Ecuador y 673 accesiones se encuentran conservadas en el banco de germoplasma
de la Estacion Experimental “Santa Catalina”; su domesticacion se estima que fue hace
5000 A.C. desde el Sur de Chile hasta Colombia (Antezana 2019; Arzapalo et al.
2015; Bazile 2014; FAO 2011).



Tabla 2. Clasificacion taxondémica.

Division: Magnoliofita

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioidee

Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium quinoa Will.

(Antezana 2019; Bellido-Valencia et al. 2018; Gross et al. 1989)

Origen

La quinua es un cultivar originario de las orillas del lago Titicaca (Pert y Bolivia), la
cual se expandi6 por todo el valle interandino (los Andes), logrado adaptarse a los
diferentes cambios edafocliméaticos como altitud, clima, suelo, entre otras (Daza et al.
2015; Mujica 2015). Antiguamente la quinua se encontraba distribuida por
Sudamérica, siendo cultivada por los mayas y aztecas; sin embargo, los botanicos
poseen poca evidencia clara de su distribucién por lo que mencionan que su
domesticacion llevo varios afios, pese a esto, la quinua se convirtio en base
fundamental de la alimentacién de nuestros antepasados (Bazile et al. 2014; Garrido
et al. 2013).

Variedades de Quinua

En la Estaciébn Experimental “Santa Catalina” del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP-Quito), existe una coleccion de germoplasma
de quinua: con mas de 271 accesiones, de las cuales, las mas cultivadas se mencionan

continuacion (Tabla. 3).



Tabla 3. Variedades de quinua

Accesiones Caracteristica

Alto rendimiento, alto contenido
INIAP-Tunkahuan

de saponina

Alto rendimiento, bajo contenido
INIAP-Pata de Venado

de saponina

) Bajo rendimiento, bajo contenido
INIAP-Ingapirca )
de saponina

Alto rendimiento, bajo contenido
INIAP-Chaucha

de saponina, sabor dulce

Rendimiento promedio, alto
INIAP-Piartal contenido de saponina, sabor

amargo

Rendimiento promedio, alto

INIAP- Porotoc contenido de saponina, sabor
amargo
INIAP-Amarga del Alto rendimiento, alto contenido
Chimborazo de saponina, sabor amargo

(Delgado et al. 2019; FAO 2011; Gandarillas et al. 1989; Gomez y Aguilar 2016;
Murillo et al. 2013; Veloza-Ramirez et al. 2016)

Valor Nutricional

La quinua posee caracteristicas de valor nutritivo y agroindustria, las cuales posibilitan
su usos y aplicaciones industriales (Le6n-Lobos et al. 2018). Antezana (2019); Bazile
(2014); Marca et al. (2011) mencionan que las caracteristicas nutritivas se obtienen
del promedio de un anélisis fisico-quimico de los granos de quinua, los cuales se
mencionan a continuacion (Tabla 4):

Tabla 4. Caracteristicas fisico-quimicas de la Quinua

Parametro Valor Unidad

Cenizas 3,63 + 0,5 %




Peso 0,27 * 0,08 100 granos
Humedad 4,95 * 0,05 %
Proteina 14,33 * 1,69 %
Grasa 6,46 + 1,05 %
Fibra 7,01 + 1,19 %
Carbohidratos 58,96 + 3,4 %
Energia 353,36 + 13,11 (Kcal/100g)
Granulo almidén 4,47 + 0,25 U
Calidad Primera

Descripcion botanica

Es una planta herbacea anual con 0,2-3 m de altura, con frutos y semillas de diversos
colores (Antezana, 2019), posee un tallo principal firme (corteza lignificada) que
puede estar o no ramificado dependiendo de la variedad, distancia, densidad y factores

climaticos en el que se siembra (Ledn-Lobos et al., 2018; Marca et al., 2011).

Las hojas son dentadas y polimorfas (varias formas en la misma planta), con un peciolo
de variados colores (verde, rosa, pdrpura), presenta pubescencia, sus basales son
grandes y con formas triangulares o romboides, mientras que las hojas superiores que
se encuentran cubriendo la panoja son lanceoladas (FAO 2011; Gomez y Aguilar
2016; Leon-Lobos et al. 2018).

La panoja posee una longitud entre 15-20 cm., con un eje principal mas desarrollado a
esta panoja se conoce la como inflorescencia, del eje principal se producen los ejes
secundarios y rara vez los terciarios. Las flores son hermafroditas de pequefio tamafio
y abundantes que se agrupan en glomérulos, son sésiles y pueden ser androestériles y
pistiladas (Daza et al., 2015; Mina, 2014).

El fruto es un aquenio indehiscente que en su interior contiene un grano con un tamario
de 2,66 mm de diametro, presenta alveolos en su pericarpio. El fruto posee un tamafio
entre 1,5 y 3 mm de didmetro, presenta concentraciones variadas de saponinas
dependiendo de la variedad, ademas el epispermo (capa externa que determina el color

de la semilla) posee diversos colores que van desde los mas claros: traslicidos,
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blancos, cremas, hasta los mas obscuros: negros, grises, purpuras, rojos, entre otros
(Antezana, 2019; Murillo et al., 2013; Peralta et al., 2012).

Fenologia de la quinua

Para el cultivar de quinua se identifican etapas o fases fenoldgicas bien marcadas y
diferenciadas, mismas que ayudan a identificar los cambios que se presentan en su

crecimiento (Zingaretti et al. n.d.):

Emergencia o Germinacién: Ocurre entre los 7-10 dias después de la siembra, en esta

primera etapa emerge la radicula, alargandose hacia el suelo (sistema radicular),
mientras que el hipocotilo sale de la semilla para dirigirse hacia arriba, abriéndose paso
por pequerfias particulas de suelo, abierto los cotiledones, mismos que se tornan de un
color verde al iniciar sus procesos fotosintéticos. Ademas, es una etapa critica por
diversos factores: estrés hidrico, temperatura y dafios por aves (Antezana 2019;
Mamani 2018; Toapanta 2016).

Desarrollo vegetativo: Ocurre entre los 15-45 dias después de la siembra, en esta etapa

se puede observar la aparicion de las dos hojas verdaderas (15-20 dias) que crecen de
forma perpendicular a los cotiledones, entre los 20-30 dias se puede apreciar el
desarrollo de las cuatro hojas verdaderas, al aparecer la quinta y sexta hoja verdadera
(35-45 dias) se presenta la formacién de yemas axilares en las primeras hojas. En esta
fase las hojas cotiledonales se caen, y el sistema radicular crece rapidamente, ademas

la planta se vuelve mas resiste al frio (Gomez y Aguilar 2016; Mina 2014).

Esta fase en algunos genotipos se presenta de manera rapida, logrando tener ventaja
sobre las malas hierbas.

Ramificaciones: Ocurre entre los 45-50 dias después de la siembra, en esta etapa se

observan 8 hojas verdaderas e inflorescencia protegida (panoja cubierta), Las primeras
yemas formadas se activan y dan paso a nuevas hojas, esto sucede de manera
secuencial (Mina 2014; Montes-Rojas et al. 2018).

Desarrollo del botén floral: Ocurre entre los 55-60 dias, en esta fase aparece la

emergencia del primordio floral en el &pice, la cual esta cubierta por pequefias hojas,

también se produce un crecimiento rapido del tallo (altura y diametro), considerando
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el tamafio del boton floral desde que aparece hasta la formacion de su estructura
piramidal se da paso al inicio de la inflorescencia (Antezana 2019; Gomez y Aguilar
2016; Toapanta 2016).

Desarrollo de la Inflorescencia: Ocurre desde los 65-70 dias después de la siembra, en

esta etapa se produce la formacion y crecimiento de la panoja o inflorescencia, sus
primeros glomérulos se elongan y se diferencian los ejes principales, secundarios y
terciarios tornandose como la tipica inflorescencia, con una longitud de 17-70 cm
(dependiendo de la variedad y las caracteristicas edafocliméticas). Se presenta la
formacion de flores individualizadas y sus estructuras reproductivas. La panoja se
encuentra recubierta por una pubescencia que dependiendo de su variedad pueden

tener colores blancos, rosados 0 morados obscuros (Mamani 2018; Pinto 2012).

Floracién: Ocurre entre los 75-80 dias después de la siembra, en esta etapa las flores
hermafroditas y pistiladas empiezan a abrirse, dejando ver los estambres separados con
sus anteras amarillas y brillantes. Entre los 90-95 dias la planta se encuentra en pleno
estado de floracion puesto que méas del 50% de las flores se encuentran abiertas, el
tiempo de duracion de las flores abiertas es de 5-7 dias (entre las 10 a.m. y 12 p.m.).
A temperaturas de mayores de 38°C se puede producir aborto de flores, sin embargo,
una sequia de 10 a 15 dias permite la polinizacion cruzada o autopolinizacion (Gomez
y Aguilar 2016; Mina 2014).

Fruto (Grano lechoso): Ocurre entre los 100-130 dias después de la siembra, los granos

que se encuentran en los glomérulos de la panoja, estos granos en crecimiento
presentan una sustancia acuosa de color lechoso, en esta etapa es fundamental
mantener un balance hidrico para no perjudicar el llenado del grano (Mamani 2018;
Pinto 2012).

Fruto (Grano masoso 0 pastoso): Ocurre entre los 130-160 dias después de la siembra,

en esta fase la planta ha llegado a su madurez fisiologica, los granos cuando tienen a
ser aplastados presentan una sustancia en forma de pasta blanquecina (45% Humedad)
(Antezana 2019; Toapanta 2016).

Madurez fisioldgica: Ocurre entre los 160-180 dias después de la siembra, el grano

posee entre 14 y 16 % de humedad (resistencia a penetracion), en esta etapa se produce

la senescencia de la planta, sonde se presenta amarillamiento y defoliacion. Cabe
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recalcar que en esta fase la lluvia perjudica la calidad del grano (Gomez y Aguilar
2016; Mamani 2018; Toapanta 2016).

Requerimientos del cultivo

Suelo y pH: El cultivar de quinua prefiere suelos francos; pocos profundos, con buen
drenaje y ricos en materia orgénica, sin embargo, puede desarrollarse en suelos
arenosos, franco arenoso y franco arcilloso. Dependiendo de la variedad, se ha
encontrado que la quinua puede tener buenos rendimientos en suelos con pH alcalino
de 9y pH acido de 4,5 (Gomez y Aguilar 2016; Mendoza 2013).

Clima: Al poseer la quinua una amplia variabilidad genética, esta se puede adaptar a
varios ambientes climaticos (desérticos, calurosos, secos, frios, lluviosos), de manera
general, se considera que la quinua tolera desde temperaturas mayores de 35°C con un
desarrollo lento, hasta temperaturas menores a -1°C provocando problemas en la
fecundacidn de la flor (Gémez y Aguilar 2016; Montes-Rojas et al. 2018; Peralta et
al. 2012).

Temperatura y Humedad: La temperatura promedio para el mejor desarrollo del
cultivo de quinua varia entre 15 — 20°C, aunque a los 10 y 25 °C también logra
desarrollarse sin problemas. La humedad relativa adecuada es del 40% en el altiplano

y hasta los 100% en el sector costa (Mendoza 2013; Veloza-Ramirez et al. 2016).

Radiacion y fotoperiodo: La quinua tolera radiaciones extremas de las zonas altas del

valle interandino, mismas que favorecen su periodo vegetativo y productivo. En cuanto
a horas luz, el cultivo se da bueno rendimientos al exponerse entre 12-14 horas diarias
de luminosidad (Antezana 2019; Mendoza 2013).

Altura: El cultivo de quinua se adapta hasta los 4000 m.s.n.m.; sin embargo, al estar
mas cerca al nivel del mar su produccion disminuye considerablemente (Antezana
2019; Montes-Rojas et al. 2018).
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1.Equipos, materiales e insumos
2.1.1. Equipos

e Amalgamador

e Balanza Electronica

e Bafio Maria

e Cémara de flujo laminar

e Congelador

e Equipo de electroforesis

e Microcentrifuga

e Nanodrop

e PCR cuantitativa (qQPCR tiempo real)
e Tanque de nitrégeno liquido
e Termoblock

e Timer

e \Vortex genie 2 con adaptador

2.1.2. Materiales

e Bandejas de siembra

e Espétulas y pinzas metalicas

e Frascos de vidrio

e Fundas herméticas de plastico

o Guantes

e Humus

e Material vegetal: cuatro accesiones de quinua (Chenopodium quinoa
Willd.)
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e Paletas de identificacion

e Papel de aluminio

e Piceta

e Pipetas y micropipetas

e Pléstico sellador

e Probeta

e Puntas para pipetas y micropipetas (con y sin filtro)
e Sustrato esteéril

e Tierranegra

e Tubos de PCR

e Vasos de precipitacion

2.1.3. Reactivos

e Agua destilada esterilizada

e Agua DEPC

e Arseniato Dibasico de Sodio Heptahidratado (Na2HAsO4+7H20)
e Buffer TAE 1X

e Buffer de extraccion

e Isopropanol

e Cloroformo

e Dinucleédtidos (ANTPs)

e Etanol

e Poliacrilamida

e Racks para PCR

e Racks para tubos de 1.1 ml

e Racks para tubos de 2.2ml

e RNAsa

e Solucion cloroformo-alcohol
e Solucion de Trizol

e Tag DNA polimerasa

e Kit de sintesis de cDNA
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2.2. Factores de estudio

Los factores investigados fueron:

2.2.1. Temperatura

4°C
2.2.2. Tiempo de recoleccion de las muestras
T1 0 horas
T2 12 horas
T3 24 horas
T4 48 horas

2.3. Caracterizacion del Lugar

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

El ensayo se realizd bajo cubierta, mismo que presenta caracteristicas tales

como:

Ubicacion del ensayo

El trabajo se efectud en los predios de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Técnica de Ambato, provincia de Tungurahua - Ecuador.
Segun el sistema de posicionamiento global (GPS) se encuentra a una altitud de
2865 msnm y en coordenadas geogréficas: latitud 01°22°02" Sur y longitud
78°36°20" Oeste (INAMHI 2017).

Clima

El invernadero en donde se desarroll6 la investigacion presenta una
temperatura interna media de 20°C, con temperatura maxima de 27°C y minima
de 15°C, la humedad relativa fue de 50%.

Sustrato

Se utilizd sustrato estéril combinado con tierra negra y humus, previamente

esterilizados.
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2.4. Metodologia de la investigacion

2.4.1. Accesiones de quinoa (Chenopodium quinoa Willd)

Al Tunkahuan

A2 Chaucha dulce
A3 Chaucha amarga
Ad Pata de Venado

2.4.2. Tratamientos

Tabla 5. Tratamientos.

Accesiones  Tiempo Codificacion

T1 AlT1

T2 AlT?2
Al

T3 AlT3

T4 AlT4

T1 AlT1

T2 A2T2
A2

T3 A2T3

T4 A2T4

T1 A3T1

T2 A3T2
A3

T3 A3T3

T4 A3T4

T1 A4T1

T2 AAT?2
A4

T3 AAT3

T4 AAT4
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2.5. Disefio experimental

Para el andlisis estadistico e interpretacion de los datos se utilizd el disefio
experimental completamente al azar con un arreglo de tratamientos en parcelas
divididas, siendo la parcela principal las accesiones (A1, A2, A3, A4) y la subparcela
el tiempo de horas frio (T1, T2, T3, T4), los datos serdn sometidos a analisis de
varianza (ADEVA) y aquellos que muestren diferencias significativas seran

comparados mediante prueba de medias segun Tukey (p<0,05).

2.6.Variables respuesta

Al realizar esta investigacion se pretende obtener resultado sobre el grado de expresion

génica y la intervencion en las rutas metabdlicas que presentan los genes.

2.7. Manejo del experimento

Se preparo el sustrato en el que se sembraron las semillas de quinua (de 3 a 4 semillas
por pilén), para esto se hara una mezcla en proporciones 1:1:1 que corresponde a 1 kg

de tierra negra, 1 kg de humus y 1 kg de sustrato estéril.

Las distancias de siembra seran de 3 x 3 cm, se realizaron fertilizaciones completas en

casos necesarios, el riego fue constante para evitar que el sustrato se deshidrate.

La toma de muestras se iniciard un mes luego de la siembra y germinacion de las

plantulas de quinua, al presentarse mas 0 menos 5 hojas verdaderas.

2.7.1. Extraccion de ARN de las muestras a analizar

Para la extraccion de ARN de las muestras se procedio de acuerdo al protocolo de la

casa comercial Themo Fisher (TRIzol TM Reagent), presentado a continuacion:

a. Se parte de 100 mg de material congelado y se homogeniza en un amalgamador

con perlas de vidrio en tubos de centrifuga, por un tiempo de 10 segundos.
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b. Posteriormente se adiciona Trizol, con este reactivo logramos precipitar el
ARN de cada muestra.

c. Después se centrifuga para separar el material residual del ARN, luego
pasamos el sobrenadante a un nuevo tubo donde se le adicionara cloroformo.

d. La mezcla anterior se vuelve a centrifugar, de esta manera separarnos el
sobrenadante o fase acuosa y se coloca en un nuevo tubo donde se adiciona
isopropanol, agitamos mediante vortex por 5 segundos.

e. Una nueva centrifugacion es necesaria para descartar el sobrenadante,
obteniendo un precipitado que serd el ARN.

f.  Finalmente se diluye el precipitado (ARN) en agua DEPC (libre de nucleasas

y Rnasas) para luego ser utilizado en la sintesis de cDNA.

2.7.2. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se procedid de acuerdo al protocolo de (SYBR TM Green)
presentado a continuacion:
a. Se prepara el “primers” de hibridacién con los componentes presentados en la

siguiente tabla:

Tabla 6. Componentes utilizados en la hibridacion de ARN.

Oligo d(T) primer  0,5uL
dNTP mix 0,5uL
Plantilla ARN 3uL

Agua tratada DEPC 2,5 uL

b. Posteriormente se lleva a incubacion a 65°C durante 5 minutos, luego se

adiciona lo siguiente:

Tabla 7. Componentes utilizados en la transcripcion de ARN.

5x SSIV Buffer 2uL
DTT 0,5uL
Inhibidor de la Ribonucleasa 0,5uL

Solucidn de retro transcripcién 0,5uL
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c. Seguido, se incuba la mezcla anterior en bafio maria a 55°C por 10 minutos.
d. Guardar las muestras a -20°C para su posterior uso en la amplificacion en el

gPCR tiempo real.

2.7.3. Determinacion de la calidad y concentracién del ARN y cADN

La determinacion de la pureza, y concentracion del cADN y ARN se realizard
mediante el uso del Nanodrop. La relacion de lectura de absorbancia de A260/A280
proporciona un estimado de pureza. Una solucion de ADN pura tiene una relacion
A260/A280 a razon de 1,7 a 1,9. una relacion inferior a 1,7 indica que pueden existir
proteinas y otros elementos absorbentes de luz ultravioleta en la muestra, una relacion
superior a 1,9 indica que las muestras pueden estar contaminadas con fenol o

cloroformo.

2.7.4. Analisis de expresion génica por gPCR

El método de anélisis fue el de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(Polymerase Chain Reaction, gPCR) (Pérez de Castro 2010).

Se utiliz6 SYBER green Master Mix para las reacciones de gPCR, de acuerdo con las
instrucciones de la casa comercial (Applied biosystems) conjuntamente con los
“primers” disefiados para la amplificacion de los genes de interés mas un gen de

control de expresion constitutiva.

La empresa Applied Biosystems, fabricante del equipo PCR tiempo real recomienda

usar el siguiente protocolo:

Tabla 8. Modo de ciclo estandar (primer Tm > 60°C).

Paso Temperatura Duracion Ciclos
UDG activation 50°C 2 minutos Hold
Dual-Lock TM DNA polymerase 95°C 2 minutos Hold
Denature 95°C 15 segundos
Anneal/extend 60°C 1 minuto %0
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Tabla 9. Condiciones de la curva de disociacion (etapa de la curva de melt).

Paso Ramp rate  Temperatura Tiempo
1 1.6°C/segundo 95°C 15 segundos
2 1.6°C/segundo 60°C 1 minuto

301 0.15°C/segundo 95°C

15 segundos

(11 Disociacion

2.1. Procesamiento de la informacioén

Se realizé un analisis de varianza (ADEVA) con la prueba de significacion Tukey

al 5% para lograr interpretar los resultados alcanzados usando el programa Infostat

version 2018.

2.2. Hipotesis

El estrés ocasionado por frio genera una respuesta genica en referencia al gen

constitutivo en las cuatro accesiones de quinua (Chenopodium quinoa Willd.).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.Analisis de resultados

3.1.1. Expresion genica bajo estrés por frio (-4°C).

Se evidencio la presencia de expresiones génicas en las cuatro ascensiones de quinoa,
(pore1<0,0001; gl:9 y F=64,69; pesk10,1212; gl:9 y F=1,93; ppscs<0,0001; gl:9 y
F=20,42) (Figura 1, 2 y 3). El gen DREB1 obtuvo mayor expresion génica con el
tratamiento A3T3 (Chaucha amarga a las 24 horas) con un valor de 28,43 siendo
significativamente diferente al tratamiento A1T2 (Tunkahuan a las 12 horas) que

presento un valor de 0,61 de expresion génica.

Expresion genética de DREB 1

30
25
20
Al
15 A2
A3
10 A4

0 | — . —

T1 T2 T3 T4

Figura 1. Expresion génica de DREB1 bajo condiciones de estrés por frio (4°C), en 4

accesiones de quinoa.
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En cuanto al gen ESK1 se observd una mayor expresion génica con el tratamiento
A3T4 (Chaucha amarga a las 48 horas) con un valor de 5,1, este tratamiento es
significativamente diferente al tratamiento A4T2 (Pata de Venado a las 12 horas), el

cual present6 la mas baja expresion génica con un valor de 0,26.

Expresion genética de ESK1

mAL
3 A2
A3
2 A4
1
T1 T2 T3 T4

Figura 2. Expresion génica de ESK1 bajo condiciones de estrés por frio (4°C), en 4

accesiones de quinoa.

El gen PSC5 obtuvo su mayor expresién génica con el tratamiento A3T4 siendo
significativamente diferente al tratamiento A4T2, presentando valores de 20,23 y
0,0000049 respectivamente. A las 0 horas (T0), no se presentd grado de expresién

alguna por ser el inicio de la experimentacion.

23



21

18

15

12

Expresion génica de PSC5
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T1 T2 T3 T4

Figura 3. Expresion génica de PSC5 bajo condiciones de estrés por frio (4°C), en 4

3.2.

accesiones de quinoa.

Discusién de los resultados

La respuesta génica de las cuatro ascensiones de quinoa frente al estrés
ocasionado por bajas temperaturas (frio: - 4°C) presentd expresion génica de tres
tipos de genes diferentes: DREB1, ESK1 y PSC5, mismos que tuvieron un alto
grado de expresién con A3 (Chaucha amarga) entre las 12 y 48 horas de
observacién, esto puede deberse al tipo de ascension de quinoa, puesto que es
cultivada en zonas donde la temperatura fluctda a la baja pudiendo llegar incluso
a heladas, asi como lo mencionan A. Mujica (2015) y A. Mujica, Izquierdo y
Marathee (2001), ademas Monteros y Jacobsen (1999); Jacobsen et al. (2000)
citados por A. Mujica et al. (2001) sefialan que las accesiones provenientes del
altiplano poseen mayor tolerancia al frio en comparacion con las del valle. La
accesion 3 obtuvo mayor grado de expresion génica, asumiendo dicha expresion
a la capacidad acumulativa de metabolitos (azlcares solubles, prolina y
proteinas) (Tambussi 2004) que posee la quinua, asi como el reducido

porcentaje de agua reservado en las hojas, asi como lo sefiala Monteros (2000)
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citado por A. Mujica et al. (2001) determinando tolerancia al frio en el genotipo
Witulla.

Entre los genes hallados se tiene a DREB1, ESK1 y PSC5, mismos que se han
reportado en A. thaliana segun investigaciones de Mufiz y Capiati (2011);
Chinnusamy et al. (2010); Hirayama y Shinozaki (2010); Verslues et al.
(2006), siendo factores de transcripcion claves frente a la respuesta al frio.
Ademas, se presume que el gen DREB1 controla la expresion de un “regulon”
de los genes que estimulados por bajas temperaturas (frio) logra aumentar la
tolerancia a frio de los vegetales, de manera general, este gen favorece la
estabilidad de las membranas frente a lesiones provocadas por el congelamiento.
El gen codifica un polipéptido de 15 kD que se dirige hacia los cloroplastos
mismos que se procesan en un polipéptido de 9,4 Kd (Liu et al. 1998;
Thomashow 1998). Por otro lado segin (Xin et al., 2007), el gen ESK1 es un
regulador negativo de la aclimatacion al frio el cual codifica una proteina de 45
kD perteneciente a una gran familia de genes proteicos de dominio DUF231, los
cuales codifican cerca de 45 proteinas con funciones que se desconocen, por
ultimo el gen PSC5 demostrd su regulacién propia para la expresion por medio
de la retroalimentacion positiva mediante la union de su propio promotor
(Correa, 2013).

3.3. Verificacion de hipotesis

Se cumple la hipétesis planteada, debido a que el estrés ocasionado por frio genera
una respuesta génica en referencia al gen constitutivo en las cuatro accesiones de

quinua (Chenopodium quinoa Willd.).
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se identificaron tres tipos de genes diferentes (DREB1, ESK1 y PSC5) los
cuales fueron responsables directos de la activacion de las rutas metabolicas
para el estrés al frio en las 4 accesiones de quinua (Chenopodium quinoa
Willd).

Mediante el método y/o tecnologia gPCR (Reaccidn en cadena de la polimerasa
en tiempo real), se logrod la rapida evaluacion de la expresion génica en cada
una de las accesiones de (Chenopodium quinoa Willd.), teniendo como
resultado la expresion génica de DREB1, ESK1 y PSC5, entre ellos el gen que
presentd mayor expresion fue el DREB1, logrando activar rutas metabdlicas de
sistemas como ROS o acido abscisico que se encuentran involucrados en la

tolerancia o resistencia a bajas temperaturas (frio).

Se encontr6 que la accesion 3 (Chaucha amarga) fue la que presenté mayor
grado o respuesta génica de DREB1, ESK1 y PSC5 al estrés causado por bajas
temperaturas (frio), de los cuales el que mejor destaco fue DREB1.

4.2. Recomendaciones

En base al estudio realizado, se recomienda la utilizacion de la accesion 3
(Chaucha amarga) en zonas donde la temperatura baje drasticamente, ya que

se considera tolerante al frio.
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Realizar investigaciones similares con el objetivo de evaluar el
comportamiento génico frente a otras variables como temperatura y fases

fenoldgicas.

Realizar programas de mejoramiento genético en base a cruces con accesiones
que tengan una elevada expresidn génica con otras con mejores caracteristicas
de rendimiento o produccion y evaluar su comportamiento frente a este tipo de

estrés.
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ANEXOS
Anexo 1. Analisis ADEVA. Prueba Tukey al 5%

DREB1-FRIO

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Datos-DREB1 32 0,99 0,98 24,87

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1562,00 15 104,13 104, 38 <0,0001
Accesidn 605,42 3 201,81 202,28 <0,0001
Tiempo 374,39 3 124,80 125,09 <0,0001
Accesién*Tiempo 582,20 9 64,69 04,84 <0,0001
Error 15,96 16 1,00
Total 1577, 96 31
ESK1-FRIO

Anadlisis de la varianza

Variable N R? R?2 A3 CV
Datos-ESK1 32 0,69 0,40 86,93

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 64,26 15 4,28 2,38 0,0477
Accesidn 29,60 3 9,87 5,48 0,0087
Tiempo 3,49 3 1,16 0,65 0,5967
Accesién*Tiempo 31,18 9 3,46 1,93 0,1212
Error 28,79 16 1,80
Total 93,05 31
PSC5-FRIO

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Datos-PSC5 32 0,95 0,90 89,10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 736,73 15 49,12 20,25 <0,0001
Accesidn 170,75 3 56,92 23,47 <0,0001
Tiempo 120,31 3 40,10 16,53 <0,0001
Accesidén*Tiempo 445,67 9 49,52 20,42 <0,0001
Error 38,81 16 2,43
Total 775,54 31
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