El grano de quinua y las dehidrinas
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El estrés hidrico que generan las condiciones
de sequia, alta salinidad o bajas tempera-
turas, reduce tanto el crecimiento como el
rendimiento de los cultivos, y representa un
obstaculo agronémico significativo en gran-
des areas del mundo (9). Sequia, salinidad
y frio conducen a una merma en la disponi-
bilidad de agua en tejidos y células, por lo
gue hay grandes similitudes en las caracte-
risticas fisioldgicas frente a estos tipos de
estrés. Consistente con esto, la expresion de
algunos genes varia tanto durante la aclima-
tacion al frio y a la sal, como a la sequia (40).
Frecuentemente, estos genes son expresa-
dos proporcionalmente en funcién de la to-
lerancia de la planta a cada tipo de estrés.
Esto se puede demostrar de dos maneras: (i)
cuando un Unico cultivar o genotipo es ex-
puesto a diferentes intensidades de un fac-
tor ambiental y (ii) cuando genotipos o es-
pecies que difieren cuantitativamente en la
aclimatacion a un tipo de estrés son expues-
tos a un mismo factor estresante de idéntica
intensidad (40).

Aun cuando los mecanismos genéticos y ce-
lulares involucrados en el estrés hidrico han
sido ampliamente estudiados (18; 48) y un
gran numero de genes inducidos por deshi-
dratacidn han sido identificados, sus funcio-
nes fisioldgicas con respecto a la tolerancia
al estrés son en su mayoria ignoradas (9; 21;
47).

Las dehidrinas (DHNs), proteinas pertene-
cientes al grupo Il de las LEAs (late embr-
yogenesis abundant) o RAB (responsive to
ABA), fueron reportadas por primera vez
hace poco mas de 30 afios en embriones de

semillas de algoddén (14). Desde entonces,
se han identificado proteinas homdlogas en
las semillas ortodoxas maduras de muchas
otras especies (36). Las semillas ortodoxas
son aquellas que se diseminan con bajos
contenidos de agua, toleran una posterior
desecacion y son almacenables por largos
periodos de tiempo; por el contrario, las se-
millas recalcitrantes se diseminan con altos
contenidos de agua, pero se dafan por pe-
queias pérdidas de agua, y no se pueden al-
macenar(7). Entre estos extremos existe una
gradacion (7). La presencia de DHNs en los
embriones maduros se asocia con el proce-
so de deshidrataciéon que sufren los tejidos
durante la ultima etapa del desarrollo de las
semillas ortodoxas y también de algunas se-
millas recalcitrantes (15; 16; 31).

Asimismo, las DHNs se detectan en casi todos
los tejidos vegetativos, tanto bajo condicio-
nes de crecimiento normal como en respues-
ta a la deshidratacién celular; ya sea por frio,
alta salinidad, o bien en tratamientos con
acido abscisico (compuesto involucrado en
las vias de respuesta a estrés hidrico), entre
otras (6; 36). Se trata de proteinas intrinse-
camente no-estructuradas, termoestables y
extremadamente hidrofilicas. Esta ultima ca-
racteristica esta vinculada con la posibilidad
de estas proteinas de asociarse a moléculas
de agua y, de este modo, prevenir la agre-
gacion de macromoléculas manteniendo su
estabilidad estructural durante el proceso
de deshidratacion (30), con lo cual podrian
cumplir un importante rol como agentes de
tolerancia al estrés hidrico. Todas las DHNs
contienen una o mds copias de una secuen-
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cia altamente conservadade 15 aminodcidos
(EKKGIMDKIKEKLPG), rica en lisina, denomi-
nada segmento “K”, usada extensivamente
para la generacién de anticuerpos capaces de
reconocer proteinas inmunolégicamente re-
lacionadas a la familia de las DHNs. En adicion
al segmento K, otras secuencias frecuentes —
aunque no siempre presentes— incluyen: un
segmento consistente en multiples residuos
de serina (segmento “S”), un motivo consen-
so, T/VDEYGNP (segmento “Y”) y otras re-
giones menos conservadas (segmentos “®”)
usualmente ricas en aminodcidos polares (13;
36). El nUumeroy orden de los segmentos Y, Sy
K definen diferentes subclases de DHns:Y SK
YK,SK,KyKS(36).

La sobre-expresidon constitutiva de los ge-
nes de LEA/DHN en plantas transgénicas y la
expresion heterdloga en levaduras han sido
usadas para elucidar la contribucién de las
mismas a la tolerancia al estrés hidrico. La
sobre-expresion de la dehidrina HVA1 resul-
té en una mayor tolerancia al déficit de agua
del suelo en plantas transgénicas de cebada,
una mayor tolerancia al estrés salino en plan-
tas transgénicas de arroz (5; 46) y aumentd
la productividad de biomasa y la eficiencia
en el uso de agua bajo condiciones de dé-
ficit de agua en plantas de trigo transgénico
(38). Asimismo, plantas de Arabidopsis tha-
liana que sobre-expresan la dehidrinaDHN-5
de trigo, exhibieron mejor crecimiento bajo
condiciones de alta salinidad o de sequia, y
mostraron una recuperacion mas rapida al
tratamiento con manitol (reductor del po-
tencial hidrico), en comparacion con plantas
silvestres (9). La expresion de un gen de DHN
de Opuntia streptacantha (29) en Arabidop-
sis thaliana mejoré la tolerancia al congela-
miento. Por ultimo, células de Saccharomy-
ces cerevisiage que sobre-expresan SaDHN,
una DHN detectada en Suaeda asparagoides
por Ayarpadikannan et al. (4), mejoran su to-
lerancia a diferentes tipos de estrés abidtico.
La quinua (Chenopodium quinoa) es un cul-
tivo basico de las regiones andinas de Suda-

mérica, reconocido por el alto valor nutri-
cional de sus granos, particularmente por
el excepcional balance de aminoacidos de
sus proteinas y la cantidad de lipidos nutri-
cionalmente relevantes (35). La especie esta
bien adaptada a las condiciones ambientales
extremas y se han identificado numerosos
genotipos de acuerdo a los patrones de in-
teraccion genotipo/ambiente (7; 10; 11; 42).
De acuerdo a Jacobsen et al. (20), algunos
genotipos pueden crecer en concentracio-
nes salinas tan altas como la del agua de mar,
por lo que su cultivo es posible en regiones
aridas y semidridas donde la deficiencia de
agua vy la salinidad constituyen los mayores
problemas (32).

En sintesis, la capacidad de la quinua para
producir proteinas de gran calidad nutricio-
nal, bajo condiciones ecolégicamente extre-
mas, la convierte en una planta importante
no sélo para la alimentacion de las comuni-
dades andinas sino también para diversifica-
cion de los sistemas agricolas futuros. Asi-
mismo, la especie resulta interesante como
fuente potencial de genes de aplicacién bio-
tecnoldgica.

1. Elgrano de quinoa

1.1. Estructura general

Similar a los cereales, la semilla se disemina
dentro del fruto, de ahi, la denominacion de
grano (Figura 1). En este caso, el pericarpio
es una estructura delgada y papiracea, facil-
mente separable de la semilla. Estd constitui-
do por una Unica capa de células papilosas,
gue derivan de la pared externa del ovario
(Figura 1 Ay D); las capas subyacentes de la
pared ovarica desaparecen durante el desa-
rrollo.

La semilla estd recubierta por la testa y el
tegmen, cada uno de estos tegumentos esta
constituido por dos capas celulares de espe-
sor. En la madurez, la capa externa de la testa
(exotesta) constituye una capa impermeable
gue protege los tejidos internos de la semi-
lla; sus células presentan la pared tangencial
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Figura 1. - Grano (utriculo) y semilla de Chenopodium quinoa. En A, grano con pericarpio adherido. En B, el pericarpio se
ha extraido y se observan las semillas. En C, los embriones han sido separados de las semillas; en el embridn de la izquier-
da, el endosperma permanece cubriendo la radicula del embrién. D, Corte longitudinal medio de un grano mostrando el
pericarpio (pe), el episperma (ep); el embrion, con sus cotiledones (co), el eje radicula-hipocétilo (erh), y los meristemas
apicales del brote (mab) y de la raiz (mar), el endosperma (es) y el perisperma (ps). En F, detalle de la region micropilar de
la semilla; co, cotiledén; es, endosperma; mar, meristema apical de la raiz; ps, perisperma; s, suspensor (Lépez-Ferndndez
& Maldonado, 2013); En G, granos de almidon simple y compuestos, almacenados en las células del perisperma; gac,
granos de almidén compuestos (Prego et al., 1998). H, cuerpos proteicos (cp) con globoides de fitina (flecha), y cuerpos
lipidicos (cl) separados entre si y de los cuerpos proteicos por el citoplasma (c) en el cual se observan mitocondrias (m).
Los cuerpos lipidicos se observan como numerosas y pequefias y vesiculas (Prego et al., 1998). H Escalas: 1 mm (Fig. D);

100 um (Fig. E); 10 pm (Fig. F); 1 pm (Fig. G).

externa fuertemente engrosada (Figura 1 E).
La endotesta y el tegmen resultan totalmen-
te colapsados durante el desarrollo.

Prego et al. (34), reconocen la existencia de
tres areas de reserva en las semillas de qui-
noa: un perisperma predominante y central,
un embridn periférico medio y un endosper-
ma (Figura 1 B-E). El embridn es el tipico em-
brién de dicotiledéneas, y en él, se diferen-
cian el eje radicula-hipocétilo en el que se
insertan los dos cotiledones; entre los coti-
ledones, se distingue el apice meristematico
del brote, el cual, en este estado, carece de
primordios foliares (Figura 1 D). Los primor-
dios comienzan a desarrollarse con la germi-
nacion; en el extremo opuesto se diferencia
el dpice meristematico de la raiz cubierto

por la caliptra radical y unido al suspensor
(Figura 1 D-E). Todos los tejidos embriona-
rios se encuentran en estado parcialmente
diferenciados: en los cotiledones se identifi-
can protodermis, procambium y tejidos pa-
renquimaticos de empalizada y esponjoso y
en el eje se identifican protodermis, procam-
bium y parénquima cortical (34).

El endosperma, constituido sélo por una a
dos capas celulares, forma un cono que cu-
bre el extremo radicular del embridn; el cono
esta atravesado por el suspensor (Figura 1 E)
(26). De acuerdo a Prego et al. (34) se puede
ver una firme cubierta del endosperma so-
bre la radicula (Figura 1 D-E), como un tejido
de proteccidn adicional del embrién que es
desmantelado durante la germinacién y que
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pareceria jugar un rol en este proceso.

El perisperma es un tejido de células unifor-
mes, de paredes muy delgadas, muertas a la
madurez (Figura 1 D-E). Los nucleos y orga-
nulos citopldsmicos estdn ausentes en este
estado, y los limenes celulares estan llenos
de granos de almidén. Los granos de almi-
doén son simples y compuestos (Figura 1 F).
Los granos simples son uniformes, de forma
poligonal y tienen un tamafo entre 0,4y 3
um; los granos compuestos, que contienen
hasta 14000 granos simples, alcanzan un ta-
mafio de 18 a 20 um de didmetro (3; 12; 23;
27; 34; 43).

Tanto el endosperma como el embridn estan
constituidos por células vivas. Ambos tejidos
reservan proteinas en cuerpos proteicos, li-
pidos en cuerpos lipidicos, y minerales, es-
pecificamente fosfato, magnesio y potasio,
como fitina en globoides localizados dentro
de los cuerpos proteicos (Figura 1 G). El hie-
rro se reserva como fitoferritina, dentro de
los plastidos.

1.2. Composicion quimica

El contenido de proteinas en el grano es
aproximadamente entre un 12-23% de su
peso seco, con un excelente balance en la
composicion de aminodcidos esenciales, es-
pecialmente en el contenido de lisina (5.1-
6.4%) y metionina (0.4-1%) (1; 44).

El contenido de aceites (8%), duplica los va-
lores del maiz, pero ademas los lipidos son
ricos en acidos grasos esenciales, como el li-
noleico (serie w-6) y el linolénico (serie w-3),
y no esenciales como el acido oleico (serie
w-9). Los valores de los acidos grasos esen-
ciales en el grano crudo de omega 3, omega
6, y omega 9 son en promedio de 6, 52, y
23%, respectivamente (23; 37).

Contiene grandes cantidades de calcio, hie-
rro, zinc y magnesio, en comparacion con los
cereales mds comunes.

El almidén reservado en el perisperma re-
presenta un porcentaje del peso seco entre
60 a 70% (2). El almidén esta embebido en

una matriz proteica, la cual reduce la hidré-
lisis enzimatica del almiddn. En el almidén
del perisperma de quinoa, se han reporta-
do valores de amilosa que varian entre 7 y
27% (3; 45). De acuerdo a Varriano-Martson
y De Francisco (43), tal amplio rango de va-
lores de amilosa tal discrepancia refleja di-
ferencias entre los genotipos. Los valores
relativos de amilosa por debajo de 20%, son
considerados muy bajos en general entre las
plantas, ya que los valores comunes encon-
trados varian entre 20y 30% (19; 27, 33, 41).
Galwey et al.(17) reportan que el almiddn de
guinoa, por su pequeno tamafio, baja solu-
bilidad y alta viscosidad, puede tener apli-
cacién potencial en la industria farmacéu-
tica y de cosméticos. Swinkels (39) reporta
la propiedad de gelatinizacion a 56-582C y
el hinchamiento en el rango de temperatu-
ra de 65-95 2C, lo que unido a su naturaleza
opaca y su resistencia a la retrogradacién, lo
hacen altamente apropiado para aplicacio-
nes en la industria alimentaria como agente
de emulsién y en productos congelados (2;
8; 25). La capacidad de retencién de agua es
de 49,5-93% siendo menor que la del almi-
don de maiz (117%).

2. Dehidrinas

Las deteccién de DHNs se hace usando un
anticuerpo generado contra el segmento
K arriba descripto. Con esta herramienta,
Carjuzad et al. (11) caracterizan el conteni-
do de DHNsen embriones de dos genotipos
de quinua procedentes de ambientes con-
trastantes: los cultivares Sajama y Baer La
Unidn, los cuales pertenecen a los grupos
“Altiplano” y “de nivel del mar”, respectiva-
mente (7; 42). El analisis por western blot de
los embriones formados en plantas crecidas
bajo las condiciones controladas de camaras
de cultivo, reveld la presencia de cuatro ban-
das principales de DHNs (de 30, 32, 50 y 55
kDa), comunes a ambos cultivares (Figura 2
A). Cuando se analizaron los embriones de
€s0s mismos genotipos, pero ya proceden-
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tes de los respectivos lugares de origen, se
revelaron nuevas bandas (Figura 2 B). Los
autores concluyen que las cuatro bandas
primero mencionadas son componentes del
programa de desarrollo de las semillas de
quinoa, mientras que las segundas (de 28,
34, 38, y 40 kDa), s6lo aparecen en las semi-
llas que proceden de los ambientes origina-
les, lo cual permite inferir que estas bandas
se inducen en respuesta a las condiciones
ambientales en las que desarrollan estos
cultivos. Por inmunolocalizacion in situ usan-
do tanto microscopia de campo claro como
electrénica de transmision, se detectaron las
DHNs en todos los tejidos del embridén; en el
nivel subcelular las DHNs se detectaron en
la membrana plasmadtica y también en las
membranas de los diferentes orgdnulos cito-
pldsmicos (mitocondrias, reticulo endoplas-
matico, proplastidos). En el nucleo, se aso-

A B

Baer Sajama trigo

ciaron claramente con la cromatina (10; 11).
En dos estudios llevados a cabo sobre un
cultivar peruano (cv. Hualhuas), se analiza-
ron los efectos del estrés salino (10; 22). Di-
cho cultivar esta adaptado a crecer a 3300
m.s.n.m., aproximadamente, con precipita-
ciones anuales que varian entre 500 a 800
mm distribuidas a lo largo de todo su ciclo
vegetativo.

En ensayos realizados en nuestro laborato-
rio, las plantas fueron sometidas a condicio-
nes experimentales de estrés salino entre
100 a 500 mM de NaCl. De acuerdo a Koyro
y Eisa (22), el nUmero, tamafio y peso de las
semillas de quinua decrece significativamen-
te con el incremento de la concentracién
salina del medio de crecimiento. El efecto
estructural mas evidente es la reduccion del
volumen del perisperma, lo que explica la
reduccion significativa de las reservas de al-

C
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Figura 2. - DHNs en genotipos de Chenopodium quinoa. A-B, Andlisis western blotde DHNs presentes en semillas maduras
de dos cultivares de quinoa (cv. Sajama and cv. Baer La Unidn) comparadas con semillas de trigo (cv. Chinese Spring) (de:
Carjuzaa et al., 2008). A, Semillas obtenidas de plantas crecidas bajo condiciones controladas en el laboratorio. B,Semillas
obtenidas de plantas crecidas en los respectivos ambientes de origen. C, Analisis western blot de DHNs presentes en
semillas del cultivar Hualhuas; las semillas fueron obtenidas de plantas crecidas en medios con 0 y 500 mM de Nacl. (de:

Burrieza et al., 2012).
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midon y el incremento relativo del contenido
de proteinas. Las semillas reducen su viabili-
dad pero esto se compensa, en parte, anti-
cipando la germinacion. El western blot de
muestras del cv. Hualhuas reveld la presen-
cia de las cuatro bandas que previamente se
habian identificado en los cultivares Sajama
y Baer La Unién, mencionados anteriormen-
te. Cuando se aplicé un tratamiento de fosfa-
tasa alcalina al extracto proteico, las bandas
de 34 y 30 kDa se modificaron alcanzando
pesos moleculares de 32 y 28 kDa respecti-
vamente, lo que sugiere un putativo meca-
nismo de modulacién proteica basado en
la fosforilacidon. Con respecto a la respuesta
del incremento de la concentracidn salina en
el medio de cultivo de las cuatro bandas, la
banda de 30 kDa incrementd significativa-
mente su acumulacién cuando la concentra-
cion de NaCl en el medio superd los 300 mM.

3. Genes inducidos por estrés hidrico causa-
do por salinidad

En quinoa, el gen SOS1 es el Unico gen com-
pleto caracterizado a la fecha en esta espe-
cie (28).

En nuestro laboratorio, hemos aislado la se-
cuencia completa de un gen de DHN que co-
difica una proteina de alrededor de 25 kDa
y al que hemos denominado CqDHN-1. Esta
secuencia fue obtenida a partir de plantulas
estresadas (genotipo PRP) con concentracio-
nes de NaCl de hasta 400 mM. Por alinea-
miento local de la secuencia de CgDHN-1, se
pudo comprobar su alta similitud con DHNs
de otras especies. Todo parece indicar que
se trata de una DHN inducible frente a estrés
hidrico producido por la salinidad.

4. Perspectivas

En la actualidad estamos llevando a cabo
estudios especificos con el objeto de confir-
mar que esta DHNresponde a estrés salino,
correlacionando la expresion de la misma
con un nivel mas elevado de tolerancia a
este tipo de estrés. En una segunda instan-

cia, se intentara localizar in situ (en los nive-
les tisular y celular) tanto los ARNm como
la proteina. Asimismo, estamos generando
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
que expresen constitutivamente CqDHN-1,
para investigar la contribucion de este gen a
la tolerancia al estrés salino. Adicionalmen-
te, hemos clonado otros genes expresados
bajo las mismas condiciones de estrés sali-
no, a saber: CMO (choline monooxigenase),
BADH  (betaine-aldehydedehydrogenase),
PCS5S (1-pyrroline-5-carboxylate synthetase),
DOPA(3,4-dihydroxyphenylalanine dioxyge-
nase), CAT (catalase), SOD (Cu/Zn superoxi-
de dismutase) y LEA3 (Late Embryogenesis
Abundant 3), todos ellos involucrados en
vias metabdlicas de respuesta a estrés abio-
tico. En la actualidad estamos analizando los
mecanismos subcelulares subyacentes a la
tolerancia a condiciones ambientales extre-
mas. El objetivo final de nuestra investiga-
cion es evaluar su potencial utilizacidn para
aplicaciones agrobiotecnoldgicas, ya que la
transferencia y/o sobre-expresion de este
gen, en especies agroecondmicamente re-
levantes, podria mejorar sustancialmente la
tolerancia de las plantas a la sequia, la salini-
dad del suelo y las bajas temperaturas.
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