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Resumen

Caracterizacién del vigor de las semillas de diferentes especies del género

Amaranthus

El vigor de las semillas determina su potencial para crecer rapida y uniformemente
bajo multiples condiciones ambientales por lo que se considera como un indicador
de su calidad. Para el estudio de vigor de semillas se ha desarrollado el método de
envejecimiento acelerado (EA), el cual consiste en exponerlas a temperaturas y
humedades relativas (HR) altas causando asi una pérdida en el vigor. Un marcador
del vigor que ha tomado gran relevancia es la concentracion de azUcares de la
familia de oligosacaridos de la rafinosa (RFOs). Otros factores relacionados con el
vigor son los miRNAs y los endéfitos de las semillas. El objetivo del presente trabajo
fue evaluar el vigor de las semillas de amaranto para lo cual se compararon las
especies cultivables A. hypochondriacus y A. cruentus y la especie silvestre A.
hybridus. Las concentraciones de los RFOs y otros azucares importantes fueron
cuantificados y el vigor fue medido como el porcentaje de germinacion de las
semillas control y semillas expuestas a EA. Los resultados mostraron que las
semillas de A. hypochondriacus fueron las que presentaron el mayor vigor y las que
contenian mayor concentracién de glucosa y glicerol asi como una relacién alta de
sacaros/RFOs totales; mientras que las semillas de A. cruentus fueron las que
presentaron la mayor concentracion de galactinol y rafinosa pero mostraron el
menor vigor. Los datos mostraron que las semillas con vigor alto tienden a utilizar
las reservas de carbohidratos para mantener viva a la semilla.

Palabras clave: Amaranthus, endofitos, miRNAs, RFOs, semillas, vigor
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Abstract

Characterization of the vigor of seeds from different species of the genus
Amaranthus

Seeds vigor determines their potential to grow rapidly and uniformly under several
environmental conditions and is considered as an indicator of its quality. For the
study of seed vigor, the accelerated aging (AA) method has been developed, which
consists of exposing the seeds to high temperatures and relative humidity (RH), thus
causing a loss in vigor. A vigor marker that has taken on great relevance is the
concentration of sugars from the raffinose oligosaccharide family (RFOs). Other
factors related to vigor are miRNAs and seed endophytes. The objective of this study
was to evaluate the vigor of amaranth seeds, for which the cultivable species A.
hypochondriacus and A. cruentus species, and the wild A. hybridus species were
analyzed. RFOs and other important sugars in seeds were quantified and compared
when they were subjected to AA treatment. Vigor was determined as percentage of
seed germination. Results showed that A. hypochondriacus was the seed with the
highest vigor and the one that contained the highest concentration of glucose and
glycerol, as well as a high ratio of sucrose/total RFOs; while A. cruentus, which
presented the highest concentration of galactinol and raffinose, showed the lowest
vigor. Results showed that seeds with high vigor tend to use carbohydrate reserves

during germination.

Keywords: Amaranthus, Endophytes, miRNAs, RFOs, Seed, vigor
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Introduccién

Las semillas y el vigor

Las semillas son el método de reproduccién sexual mas complejo y exitoso en
plantas vasculares. Las plantas con semilla (Spermatophyta) comprende dos
grupos principales: las Acrogymnospermae (gymnospermas; especies vivas c. 800)
y las Angiospermae (angiospermas; especies vivas c. 250,000) (Cantino et al. 2007;
Linkies et al. 2010). Su éxito fue tan grande que incluso Darwin describio su rapida
diversificacion durante el cretacico como un “un misterio abominable” (Linkies et al.
2010). Hace unos 10,000 afos, los seres humanos aprendieron a domesticar
diversas especies vegetales con el objetivo de satisfacer la demanda alimenticia de
cada vez mas seres vivos, dando inicio a la era del desarrollo de civilizaciones cada
vez mas complejas (Thor 2015). Hoy en dia las semillas son la base de nuestra
alimentacion y de una gran parte de la economia mundial (Kozlowski y Gunn 1972).

Debido al cambio climético se han registrado incrementos de los periodos de
sequia, de temperaturas altas, suelos salinos y de periodos climaticos anormales.
Estos cambios ponen en riesgo la produccion y la calidad de los alimentos. Los
cambios climaticos han ocasionado erosion de suelos y a su vez la extincién de
algunas especies (Kijak y Ratajczak 2020). El aumento en la poblacion mundial junto
con los cambios climaticos, llevan a una mayor demanda de los alimentos lo que a
su vez incrementa los costos de la agricultura, lo cual representa un desafio para la
seguridad alimentaria mundial. Una de las estrategias propuestas para mitigar la
disminuida produccion de alimentos por el cambio climético es la introduccion de
mas variedad de cultivos, especialmente el uso de cultivos resistentes a sequias y
a temperaturas extremas para asegurar que podran sobrellevar las nuevas
condiciones climaticas (Alemayehu et al. 2015).

Por otro lado, las semillas también han evolucionado para sobrellevar las
condiciones de estrés y poder colonizar nuevos nichos. Para ello, han desarrollado

una serie de mecanismos moleculares como son: el apagado metabdlico, el sistema



antioxidante, la cubierta de la semilla y la acumulacién de proteinas abundantes de
la embriogénesis tardia conocidas como LEAs (Kijak y Ratajczak 2020).

Un aspecto importante de la calidad de las semillas es el vigor que se define
como las propiedades de las semillas que determinan el potencial para una
emergencia rapida, uniforme y un desarrollo normal de las plantulas bajo una amplia
variedad de condiciones (AOSA, 1929). El vigor de las semillas es una propiedad
compleja que cambia su potencial dependiendo de las condiciones ambientales. Las
semillas con vigor alto son aquéllas que tienen la capacidad de conservar su
potencial fisiologico y genético que asegure la germinacion y el crecimiento de
plantulas saludables (Rajjou et al. 2012). Como el vigor es un indicador de la calidad
de la semilla, varios estudios se han enfocado en describir los mecanismos
moleculares implicados en un mayor o menor vigor (de Los Reyes et al. 2003;
Catusse et al. 2011; Xin et al. 2011).

Para el estudio de vigor de semillas se ha desarrollado el método de
envejecimiento acelerado (EA), el cual consiste en exponerlas a temperaturas y
humedades relativas (HR) altas causando asi una pérdida en el vigor (Gonzalez et
al. 2014). El EA es una metodologia ampliamente utilizada ya que permite exponer
a las semillas a condiciones no éptimas, deteriorando la capacidad germinativa con
mayor rapidez. Las semillas con un vigor pobre pierden su capacidad de
germinacién mientras que las semillas con un vigor alto tienden a mantener la
capacidad germinativa por mas tiempo (Fenollosa et al. 2020).

El vigor se forma gradualmente durante el desarrollo de la semilla hasta
alcanzar su punto mas alto en la maduracion fisiolégica. Sin embargo, empieza a
decaer mediante procesos de envejecimiento naturales durante el periodo de
almacenamiento o dormancia hasta la germinacion. Algunos de los mecanismos de
control de los procesos celulares relacionados con un vigor alto que ha tomado
relevancia en los ultimos afios es la red de interacciones de los microRNAs
(miRNAS), los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (RFOs) y las bacterias
enddfitas de semilla (Muzquiz et al. 1999; Nishizawa et al. 2008; Gong et al. 2015;
Huang et al. 2020; Zhou et al. 2020; Pal et al. 2022).



RFOs y vigor
Los oligosacaridos de la familia de la rafinosa (Raffinose Family

Oligosaccharides o RFOs), son a-galactosidos derivados de la sacarosa que se
acumulan en las semillas como carbohidratos de almacenamiento y estan
ampliamente distribuidos en plantas superiores (Muzquiz et al. 1999; Arunraj et al.
2020). Una de las funciones de los RFOs es proveer una fuente de energia para la
germinacion, pero también son necesarios para la maduracion de la semilla y
establecer la tolerancia a la desecacion (Arunraj et al. 2020). La ruta de sintesis de
los RFOs inicia con la sintesis de galactinol (1-O-a-D-galactopiranosil-L mioinositol)
gue sirve como donante de galactosilo y proporciona galactosa a la sacarosa para

la sintesis de rafinosa (Figura 1).
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Fig. 1. Biosintesis de los RFOs. La ruta de biosintesis de los RFOs empieza con la sintesis
de galactitol a partir de UDP-D-galactosa y myo-inositol por la Galactinol Sintasa (GolS).
Posteriormente el galactinol proporciona galactosa a la sacarosa para la sintesis de rafinosa
por la Rafinosa Sintasa (RS). De alli se genera estaquiosa en la Estaquiosa Sintasa (StS)
con rafinosa y galactinol. Por ultimo, a la estaquiosa se le agrega otra galactosa para
generar verbascosa por la Verbascosa Sintasa (VbS). Modificado de Arunraj et al. (2020);
Muzquiz et al. (1999).

Se ha propuesto que la acumulacién de RFOs en la maduracion de las semillas
sirve para ralentizar el metabolismo de las células limitando la habilidad de las
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moléculas de moverse libremente por el citoplasma. Esto se logra debido a que por
la acumulacién de RFOs el citoplasma pasa a un estado “vidrioso” reemplazando
los enlaces de hidrégeno requeridos para mantener la conformacién de las
proteinas y de la membrana plasmatica (Kijak y Ratajczak 2020).

Los RFOs se han propuesto como marcadores del vigor. En este sentido, Li
etal. (2017) interrumpieron los genes de la rafinosa sintasa en Zea mays obteniendo
una expresion menor de estas enzimas y una disminucion de la concentracion de
RFOs. Como resultado las semillas presentaron una disminucion del vigor,
perdiendo la capacidad germinativa después del tratamiento de EA con mayor
facilidad comparando con semillas silvestres. En otro estudio en garbanzo (Cicer
arietinum), se identificé y se caracteriz6 a la galactinol sintasa, enzima que cataliza
la primera reaccion de la biosintesis de RFOs. Con lineas sobre expresantes de
esta enzima en Arabidopsis thaliana se pudo comprobar la acumulacion de RFOs 'y
esto dio como resultado que las semillas fueran resistentes al tratamiento de EA,
por lo tanto, un mayor vigor (Nishizawa et al. 2008). Ademas, se ha observado que
entre mas galactinol tiene una semilla mayor longevidad de esta (de Souza Vidigal
et al. 2016).

MiRNAsS y vigor

Los miRNAs son una clase de RNAs pequefios no codificantes (SmRNAS),
tipicamente de 21- 24 nt, que reducen la expresion de un gen diana debido a la
unidn especifica o semi-especifica a un mRNA (Bartel 2009). Los miRNAs son
transcritos de un gen MIR por la RNA polimerasa Il (Pri-miRNA). Este transcrito
primario se pliega en un lazo de tallo imperfecto (horquilla pre-miRNA). El pre-
mMIiRNA se reconoce y se procesa por un complejo proteinico que contiene una
DCL1-like RNasa y proteinas HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) y SERRATE (SE)
dejando un smRNA que consiste en el miRNA y otro miRNA complementario. El
mMiRNA maduro (tipicamente de 20-21 nt) es incorporado a proteinas Argonauta
(ARGONAUTE AGO) que luego se une al complejo silenciador inducido por RNA
(RNA Induced Silencing Complex RISC) para regular a él o los genes diana en trans

por un mecanismo de complementacion de bases (Figura 2). En plantas, la union



de un miRNA a su gen diana desencadena la degradacion del mMRNA y la represion
traduccional (Brodersen et al. 2008; Curaba et al. 2012; Dhaka and Sharma 2021).

Pri-miRNA

Escisién del mARN o represion de
Pre-miRNA 1a traduccién del gen diana

l Complejo RISC

BEBEeEe=ss——s—u e
ANAANA AVARORY - WL AL LA

Nucleo I Citoplasma

Fig. 2. Biogénesis de los miRNAs. La biogénesis empieza cuando los miRNAs se
transcriben de un gen MIR por la RNA polimerasa Il (Pol Il). El transcrito primario que se
pliega en un lazo de tallo imperfecto (horquilla pre-miRNA). El pre-miRNA es reconocido y
procesado por un complejo proteinico que contiene una DCL1-like RNasa (DCL1), proteinas
HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) y SERRATE (SE) dejando un smRNA gque consiste en el
miRNA y otro miRNA complementario. Dejando el nucleo con ayuda de HEN1. En el
citoplasma, el miRNA inmaduro es incorporado a la proteina Argonauta 1 (ARGONAUTE 1
AGO1). AGO1 tiene un dominio PAZ para la union de RNA de una sola hebra y un dominio
RNaseH-like PIWI que cataliza la escision o la represion traduccional del mRNA. AGO1
luego se une al complejo silenciador inducido por RNA (RNA Induce Silecing Complex
RISC) para regular a él o los genes diana. Modificado de Brodersen et al., 2008; Curaba et
al., 2012; Dhaka and Sharma, 2021.

El desarrollo de las semillas esta altamente regulado por los miRNAs y sus
transcritos diana. Semillas mutantes de A. thaliana a las que les faltan componentes



esenciales de la biogénesis, procesamiento y/o funcidén de los miRNAs presentan
defectos en el desarrollo (Martin et al. 2012). En Oryza sativa se identificaron varios
miRNAs importantes en la regulacion del vigor de las semillas tales como miR164c
y miR168a (Zhou et al. 2020), los cuales tienen el efecto contrario sobre el vigor de
las semillas. Empleando RNA de interferencia (RNAIi) se obtuvieron lineas
transgénicas donde se silencido la expresion de miR164 y miR168 y fueron
denominadas MIM164c y MIM168a, respectivamente. Por otra parte, se obtuvieron
lineas sobre-expresantes de osa-miR164c y osa-miR168a denominadas OE164c y
OE168a. El porcentaje de germinacion después del tratamiento de EA y de 8 meses
de envejecimiento natural de semillas transgénicas fue menor en OEL164c y
MIM168a, en cambio fue mayor en OE168a y MIM164c comparando contra el
control. Por lo tanto, se concluy6 que la sobreexpresion de miR168a y la represion

de miR164c conduce a un aumento del vigor de las semillas (Zhou et al. 2020).

Endéfitos de semillay vigor
Las plantas estan habitadas por comunidades de microorganismos que le

otorgan beneficios. Recientemente las interacciones entre la planta y las
comunidades de microorganismos han tomado relevancia como factores
importantes para mantener las funciones de una planta sana, su crecimiento y
proteccion contra patogenos (Agler et al. 2016; Duran et al. 2018). En la naturaleza,
las plantas estan expuestas a diversos microorganismos que pueden ser benéficos
y colonizan la rizosfera, el rizoplano, la endosfera y la filésfera, por ello es que son
considerados como un genoma secundario de la planta (Kumar y Dubey 2020). Los
enddfitos se definen como microorganismos no patégenos que pueden crecer
dentro de la planta sin causar ningun dafio. La relacién planta-endéfito evolucion6
hace unos 60 millones de afios y tuvo un papel importante en la colonizacion de la
tierra por las plantas (Dubey et al. 2019, 2020; Tyc et al. 2020; Kumar and Dubey
2020). Los endofitos se pueden transmitir de la planta madre a las semillas
(transmision vertical) pero también del ambiente pueden obtener algunas bacterias
(transmision horizontal) (Figura 3). Siendo la transicién vertical la mas generalizada
e interesante al ser las semillas el primer proveedor de bacterias enddfitas (Hodgson

et al., 2014; Li et al., 2019). Puede ocurrir que las bacterias que fueron pasadas



verticalmente permanezcan a lo largo de todo el ciclo de vida colonizando toda la
planta o que colonicen una zona en especial donde habitualmente crecen (Li et al,
2019).

Los microorganismos que habitan las semillas han tomado relevancia en los
ultimos afos, debido a su rol crucial durante el proceso de germinacién y de
establecimiento de la plantula (Pal et al. 2022). Los endofitos verdaderos resultan
en una plantula saludable proveyendo de cuidados prenatales y le confiere una
mejora en el vigor de la semilla, germinacién y una resistencia general al estrés
(Vujanovic and Germida 2017; Li et al. 2019). También se ha relacionado a que las
semillas con una buena composicion y diversidad de comunidades de
microorganismos afecta el vigor de las plantulas y la adecuacion de la planta adulta
(Kim and Lee 2021). Siendo esta otra caracteristica que se puede utilizar para

intentar predecir el vigor de las semillas, observado su perfil de endofitos de semilla.

Las semillas de amaranto
El género Amaranthus comprende plantas herbaceas anuales que pertenecen a la

familia Amaranthaceae. Se distribuyen en regiones tropicales o templadas en
habitats abiertos. Los granos de amaranto tienen el potencial para adaptarse a
diferentes tipos de estrés tales como altas temperaturas, sequia, suelos pobres y
algunas enfermedades ocasionadas por fitopatégenos (Alemayehu et al. 2015). El
amaranto presenta mecanismos moleculares en respuesta a diversos tipos de
estrés generando su resistencia natural, por lo tanto, tiene el potencial de ser fuente
de genes o proteinas que pueden ser utilizados para el desarrollo de la

agrobiotecnologia (Bojorquez-Velazquez et al. 2021).



Fig. 3. Transmisiéon de los endéfitos. Los enddfitos de semilla se transmiten de dos
formas de la planta madre a la semilla (verticalmente) o del ambiente a la semilla
(horizontalmente). Las bacterias azules provienen de la planta madre y las bacterias verdes
del ambiente y las que son benéficas son seleccionadas. Los enddfitos transmitidos
horizontalmente pueden ser seleccionados si cumplen algun papel benéfico a la planta y
son transferidos a la siguiente generacion. Modificado de Li et al. (2019).

Existen diversas especies silvestres de amaranto distribuidas en toda la
Republica Mexicana entre las que destacan A. hybridus que se considera junto a A.
powellii como ancestro de las especies cultivadas A. cruentus y A. hypochondriacus,
las cuales tienen su origen en México y, son las especies mas usadas para la
obtencion de grano para consumo humano (Bojérquez-Velazquez et al. 2021). Las
especies silvestres, en especial A. hybridus, se caracteriza por crecer en suelos
altamente salinos. Las semillas de amaranto son lisas, brillantes y ligeramente
aplanadas. Las especies silvestres son color negro y una testa dura, mientras las
especies cultivadas tienen un color crema ligero y tienen la testa blanda (Bojorquez-
Veldzquez et al. 2021). Los granos de amaranto tienen ventajas comparados con



los cereales convencionales, son altamente nutritivos ricos en proteinas que tienen
un contenido equilibrado de aminoacidos esenciales y son fuente de péptidos
bioactivos con valor nutracéutico (Silva-Sanchez et al., 2008). Ademas, carecen de
gluten y es una de las principales fuentes vegetales ricas en escualeno (7 -11%)
(Viljoen et al. 2018).

Como se ha mencionado los RFOs, los miRNAs, y los endofitos de semilla
han tomado un papel importante en el vigor de las semillas, por lo tanto, las
investigaciones estan enfocadas en entender la relacién que existe entre estas
moléculas y los enddfitos en el vigor y capacidad de germinacion de las semillas,
asi como su desarrollo temprano (Li et al. 2017; Huang et al. 2020; Zhou et al. 2020;
Pal et al. 2022). Existe poca informacion con relacién a los contenidos de RFOs,
mMiRNAs y endofitos en semillas silvestres y cultivadas de amaranto y su relacion
con su potencial de germinacién, por lo tanto, es de gran interés generar informacion

de estas moléculas en amaranto y el vigor.
Objetivos

Objetivo general

Caracterizar los cambios moleculares de RFOs en tres especies de semillas de

amaranto bajo envejecimiento artificial (EA) y la relacion con el vigor.

Objetivos especificos

« Comparar el vigor de semillas de especies silvestres y cultivables de
amaranto.

» Determinar el efecto del envejecimiento acelerado en el contenido de RFOs
y el vigor de las semillas de amaranto.

« Comprobar si el contenido de RFOs son marcadores moleculares del vigor

en semillas de diferentes especies de amaranto.



Materiales y métodos

Material vegetal

Se utilizaron 3 especies de amaranto, una especie silvestre A. hybridus la cual crece
en suelos altamente salinos y las especies empleadas para la produccion de semilla,
Amaranthus cruentus cv amaranteca, y A. hypochondriacus cv nutrisol. Todos los
granos fueron obtenidos de la cosecha 2020. El material vegetal fue donado por el
Dr. Eduardo Espitia Rangel del Campo Experimental Valle de México-INIFAP y se

almacenaron en una camara fria a 4°C.

Envejecimiento Acelerado (EA)

Se siguio el protocolo modificado de Rosa et al. (2018) y Fenollosa et al. (2020), con
algunas modificaciones. Brevemente, las semillas de amaranto se guardaron en
sobres de aluminio sellado y se colocaron sobre cajas de plastico sellado con agua
en el fondo. Se midié la humedad y temperatura dentro de la caja hasta alcanzar el
100% de humedad a 41 °C. Dentro del sobre la humedad relativa fue de 70-90%.
Muestras de semillas fueron retiradas del sobre de aluminio cada 24 h durante 6

dias.

Extraccion, identificacion y cuantificacion de azlUcares de semillas de
amaranto

Se siguio el protocolo propuesto por Li et al. (2011) con algunas modificaciones. La
semilla de amaranto se pulverizé con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino.
Se pesaron 200 mg del polvo, se colocaron en un tubo eppendorf y se le agreg6
600 pL de etanol al 80%. La mezcla se calenté a 80 °C por 10 min, se dejé enfriar
por 5 min a temperatura ambiente, se centrifugé a 15,000 xg por 5 min y se recuperoé
el sobrenadante. Se repitid el mismo procedimiento con etanol al 80%, luego con
etanol al 20% dos veces y por Ultimo dos veces con agua destilada (dH20). Todos
los sobrenadantes se colectaron en el mismo tubo, se secé y se re-suspendio en 1
mL de dH20. La solucion se filtré con membranas de niléon de 45 umy 10 pL fueron

inyectados a un sistema HPLC marca Agilent Technologies 1200 series (Agilent,
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Santa Clara, CA, EUA) con la columna SUGAR SP0810 de la marca Shodex (Showa
Denko, Tokio, Japdn). La concentracion de los azucares fue determinada
empleando curvas estandar de glucosa, sacarosa, galactinol, rafinosa, estaquiosa
y glicerol (ANEXO 1). Se determinaron los tiempos de retencion y la concentracion

empleando curvas estandar para cada carbohidrato.

Germinacién de semillas

Las semillas fueron colocadas en una charola de germinacién en Peat Moss turba
de Sphagnum de la marca Berger (Les Tourbieres Berger Ltee, Saint-Modeste,
Queébec, Canada). Se colocaron en una camara bioclimatica a 25°C a un tiempo de
luz/oscuridad de 12 h dejando la tierra siempre humeda durante 7 dias y se conto

la germinacion de las semillas cada 24h.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el test de Shapiro-Wilk para determinar si los valores seguian una
distribucion normal. Se utiliz6 ANOVA paramétrica (si pasaban el test de Shapiro-
Wilk) y Kruskal-Wallis (si no pasaban el test de Shapiro-Wilk) para determinar la
desviacion significativa entre los valores promedio. Se utilizo el test de tukey
(P<0.01) para los valores paramétricos y el de Dunn’s (P<0.01) para los no
paramétricos. Se utilizé el paquete estadistico GraphPad Prism 8.0.2 (Dotmatics,

Boston, Massachusetts, E.U.) para realizar las pruebas y obtener los graficos
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Resultados

Contenido de azlicares de las tres especies de del género Amaranthus

Los azucares de la familia de los RFOs fueron cuantificados en las tres especies de
amaranto. Los resultados mostraron que la sacarosa es el azucar de mayor
concentracion y no hay diferencias significativas entre las especies. Sin embargo,
A. hypochondriacus tiene una concentracion significativamente mayor de glucosa y
glicerol mientras que A. cruentus tiene una concentracion significativamente mayor
de galactinol y de rafinosa solo en comparacion con A. hypochondriacus pero
valores similares a los presentes en A. hybridus (Figura 4).

20

15+ 1 B A. hypochondriacus
Bm A. hybridus

Bl A. cruentus

Azucar (mg/g)

Fig. 4. Contenido de azlcares de diferentes especies del género Amaranthus. La
concentracion de azlUcares en mg de azucar/g de semilla de las especies de A.
hypochondriacus, A. hybridus y A. cruentus. Las barras muestran el promedio con
desviacion estandar. Los asteriscos muestran diferencias significativas a P<0.01 (n=3).

Se ha reportado que la relacién sacarosa/RFOs totales sirve para predecir
cual de las semillas tiene un vigor mas alto (Li et al. 2017). Se puede observar que
la semilla con la mayor relacion sacarosa/RFOs totales es A. hypochondriacus
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seguida por A. hybridus. La menor relacion sacarosa/RFOs totales significativa fue

detectada en A. cruentus (Figura 5).

. *

]

Sac/RFOs Totales

A. cruentus A. hypochondnacus A hybridus

Fig. 5. Relacién Sacarosa/RFOs totales. La relacion de Sacarosa/RFOs totales en gr
de semilla/mg de semilla de las tres especies del género Amaranthus. Los asteriscos
muestras diferencias significativas a P<0.01 (n=3).

Perfil de azlcares en semillas de amaranto después del tratamiento de EA

Los cambios en la concentracion de azUcares de las semillas de amaranto se
analizaron durante el envejecimiento artificial (EA) (Figura 6). En semillas de A.
cruentus (Figura 6A) se puede observar que la Unica diferencia significativa es entre
el dia tres y el dia seis de EA. Mientras que hay una tendencia de glucosa y la
rafinosa a acumularse conforme mas dias pasan bajo el tratamiento.

El perfil de azUcares A. hypochondiacus durante el EA (Figura 6B) mostro
gue la glucosa disminuyo significativamente al tercer dia. Por otra parte, la sacarosa
disminuy¢ significativamente con el tratamiento de EA pero con el envejecimiento
natural parece mantenerse muy similar. Por dltimo, la rafinosa y la estaquiosa
parecen tener una tendencia a disminuir con el tratamiento. A. hybridus acumulé
significativamente glucosa, sacarosa, rafinosa, estaquiosa y glicerol con el

tratamiento de EA (Figura 6C).
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Porcentaje de germinacién de las semillas de amaranto

Los datos mostraron que A. hybridus es la especie de amaranto que presenté el
mayor porcentaje de germinacion (Figura 7A), mostrando que desde el dia cuatro
alcanzé el 50% de germinacion y al dia siete el 80%. Entre A. cruentus y A.
hypochondriacus no existieron diferencias significativas en el porcentaje de
germinacion y al dia siete ambas mostraron solo un 40% de germinacién (Figura
7A).

A los tres dias de EA, se observé que A. hybridus y A. cruentus perdieron su
capacidad de germinaciéon sin embargo A. hypochondriacus permanecié adn con
50% de germinacioén como las semillas control (Figura 7B). A los seis dias de EA,
A. hypochondriacus mostré la menor reduccion de su capacidad de germinacion
pasando de 50% al 30%. A. hybridus mostré el mayor efecto por el EA pasando del
casi 80% a tan solo 20% después de seis dias de EA (Figura 7C), mientras que A.
cruentus mostro una gradual perdida de germinacion llegando a tan solo el 10%
después de seis dias de EA (Figura 7C). Estos datos muestran que A.

hypochondriacus es la semilla que presenta mayor vigor y resistencia al EA.
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Fig. 6. Contenido de azlcares en semillas de amaranto antes y después de
envejecimiento acelerado. A) A. cruentus, B) A. hypochondriacus, C) A. hybridus. Barras
azules sin tratamiento (Control), barras rojas a los 3 dias bajo del tratamiento de EAy barras
verdes a los 6 dias bajo de EA. Las barras muestran el promedio con desviacion estandar.
Los asteriscos muestran diferencias significativas a P<0.01.
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Discusion

A. hypochondriacus es la especie que mostr6 mayor tolerancia al

envejecimiento acelerado

Varios autores han sefialado que la concentracion de galactinol es un indicador del
vigor (Nishizawa et al. 2008; Li et al. 2017; Jing et al. 2018) y la longevidad de las
semillas (de Souza Vidigal et al. 2016). Li et al. (2017) reportaron que no es solo la
concentracion de galactinol, si no que la acumulacién de RFOs en general es la
causa del aumento en el vigor y la longevidad de las semillas. Sin embargo, estos
estudios se han enfocado en la misma semilla alterando la concentracién de RFOs
con mutantes sobreexpresantes o silenciantes de las enzimas de la via de sintesis
de los RFOs como la galactinol sintasa (GolS). En el presente estudio se compara
la concentracion de RFOs en tres especies diferentes de semillas del género
Amaranthus.

A. cruentus fue la semilla con una mayor concentraciéon de galactinol y
rafinosa (Figura 1) y de acuerdo a los reportes es la especie que deberia de tener
una mayor capacidad de resistencia a las condiciones adversas y por lo tanto mayor
germinacion. Sin embargo, a pesar de que A. cruentus mostro el porcentaje de
germinacion similar a A. hypochondiacus, al ser expuesta a condiciones de EA la
germinacion cay6 rapidamente en A. cruentus hasta alrededor de un 20% después
de solo tres dias de EA (Figura 7B). Mientras que A. hybridus y A. hypochondriacus
mantuvieron aproximadamente 50% de germinacion aun después de tres dias bajo
EA (Figura 7B). A los seis dias de EA, A. hypochondiacus mostré6 un 30% de
germinacion mientras que A. hybridus declind a 20% y A. cuentus al 13% (Figura
7C). Por lo tanto, A. cuentus fue la especie analizada de menor vigor reflejado en
su pobre germinacion antes y después del tratamiento de EA.

La semilla que mostré el mejor vigor fue A. hypochondiacus porque a pesar
de no tener la germinacién mas alta resulté ser la semilla con la resistencia mas alta
a las condiciones de EA, pasando de un porcentaje de germinacion promedio

maxima del 50% al 30% a los seis dias, pero sin ser estadisticamente significativa
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la diferencia (Figura 7A y B). Sin embargo, es la semilla con una menor
concentracion de galactinol y rafinosa comparada con A. cruentus, y la semilla con
la mayor concentracion de glicerol y glucosa comparada con las otras dos especies
(Figura 4) y una alta relacion sacarosa/ RFOs totales (Figura 5).

El glicerol es parte del metabolismo central debido a que es centro, donador
y aceptor de moléculas de todas las vias especializadas, como la sintesis de pared
celular o el metabolismo de lipidos (Buchanan y Jones 2000; Wiebach et al. 2020).
La acumulacion de glicerol se ha correlacionado negativamente con el vigor del
arroz (Chen et al. 2022). Otro estudio mostré que las semillas con una germinacion
baja tendian a acumular glicerol junto con otros dos productos relacionados con el
glicerol. Estos dos compuestos son el glicerol-3-fosfato, y el glicerol-2-fosfato,
parece que se acumulan porque no estdn cumpliendo su funcién celular, lo cual,
indica la importancia del metabolismo de lipidos en las semillas (Wiebach et al.
2020).

La glucosa es un monosacarido aldosico central en procesos fotosintéticos y
de respiracion. Es uno de los compuestos mas criticos para la vida, es combustible
para la glucdlisis y las vias rio abajo para la generacion de energia para un
crecimiento adecuado y la reproduccion (Galant et al. 2015). Se ha correlacionado
gue la acumulacién de glucosa en la semilla tiene un efecto negativo en la
germinacion del trigo (Wiebach et al. 2020). La glucdlisis es central para el vigor de
las semillas Xin et al. (2011) descubrieron que las semillas de maiz con un vigor alto
tienden a acumular enzimas relacionadas con la glucélisis como la
fosfoglucomutasa, y 3-fosfoglicerato isomerasa, ademas, de una menor
concentracion de 1,3-bifosfoglicerato y piruvato. Se ha reportado que la glucosa
puede ser un azucar sefial primario que regula muchos procesos fisioldgicos como
es la senescencia, crecimiento y desarrollo de la raiz, y la germinacion de las
semillas (Dekkers et al. 2004; Zhu et al. 2009). Se ha observado que al afadir
glucosa exogena se retrasa la germinacion (Dekkers et al. 2004) y aumenta la
concentracion de Acido Abscisico (ABA) en las semillas mediante la supresion del
catabolismo de ABA (Zhu et al. 2009). ABA es un regulador del crecimiento vegetal
(RCV) que inhibe la germinacion y mantiene la dormancia, regula el desarrollo y la

respuesta al estrés en plantas (Katagiri et al. 2005). Ademas, se ha reportado que
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la acumulacién de ABA tiene como consecuencia una reduccién en el vigor de las
semillas (Gu et al. 2019).

En el perfil de azGcares de A. cruentus se observo que no hay cambio
significativo en las concentraciones de azUcares durante el tratamiento de EA
excepto por la sacarosa del dia tres al seis (Figura 6A). La sacarosa es un disacarido
compuesto de glucosa y fructosa. Tiene multiples funciones en las plantas como
regulador de la fotosintesis y la respiracién, también como compuesto de
almacenamiento y ayuda a mantener la presiéon osmética en el citoplasma (Xu and
Wang; Teixeira 2005). La adicion de sacarosa exdgena retrasa la germinacion (Xu
and Wang). Ademas, se ha relacionado que una concentracion alta de sacarosa y
baja en RFOs (una relacion Sacarosa/RFOs totales alta) tiene como resultado un
vigor bajo de las semillas (Li et al. 2017). Como se puede observar A. cruentus es
la especie con una mayor concentracion de RFOs y una menor concentracion de
sacarosa por tener la relacion Sacarosa/RFOs totales mas baja (Figura 5), y con
una tendencia a almacenar rafinosa y galactitol, y otros RFOs como la glucosa y el
glicerol durante el tratamiento de EA (Figura 6A). Li et al (2017) explican que como
los RFOs son azucares derivados de la sacarosa las semillas con un vigor alto
producen RFOs a partir de la sacarosa y por ello las semillas con un vigor alto tienen
una relacion Sacarosa/RFOs totales baja. En este caso, A. hypochondriacus tiene
la mayor relacién Sacarosa/RFOs totales (Figura 5), lo que indica que tiene una alta
concentracion de sacarosa y una baja concentracion de RFOs caracteristico de
semillas con un vigor bajo. Sin embargo, A. hypochondriacus tiene el vigor mas alto
de las tres especies. Todo junto parece indicar que hay otros factores que influyen
mas sobre la germinacioén de las semillas que los perfiles de azlcares.

A diferencia de A. cruentus, A. hypochondriacus tiene cambios
estadisticamente significativos en la concentracion de glucosa y sacarosa,
mostrando una tendencia de disminuir los RFOs durante el tratamiento de EA
(Figura 6B). Se ha reportado que las semillas con un vigor alto tienen una alta
utilizacién de glucosa (Abdul-Baki, 1969). Podria ser que las semillas con un vigor
alto tienden a utilizar sus reservas para mantener a la semilla con vida. Mientras
gue las semillas con un vigor bajo no pueden utilizar de manera rapida y eficiente

las reservas de energia.
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Las semillas de la especie de A. hybridus se podria considerar con un vigor
intermedio entre A. hypochondriacus y A. cuentus. Debido a que, a pesar de que
empiezan con la germinacién mas alta con alrededor del 70% terminan teniendo
una germinacién de alrededor de 20% después del tratamiento de EA (Figura 7A'y
C). A. hybridus parece gue tiene una estrategia de respuesta al estrés opuesta a A.
hypocondriacus al acumular glucosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa después del
estrés causado por el tratamiento de EA. Parece, sin embargo, que es la Unica que
sigue el patron de disminuir el vigor junto con el aumento de glucosa, sacarosa y

glicerol (Figura 6C).
Conclusiones

Los RFOs no son un buen marcador del vigor comparando entre especies debido a
gue A. hypochondriacus resulto tener el mejor vigor con la menor concentracion de
RFOs y una alta relacion Sacarosa/RFOs totales. Parece que en realidad es la
utilizacion de los azlcares durante las situaciones de estrés lo que produce un vigor
alto, pero hacen falta mas estudios para corroborar esto. Especialmente porque A.
hybridus tiene el vigor intermedio entre las otras dos especies y tiene la estrategia
opuesta a A. hypochondriacus aumentando la acumulacion de glucosa, sacarosa,

rafinosa y glicerol.

Perspectivas

Para complementar el trabajo es de gran interés conocer el perfil de miRNAs y de
enddfitos en las semillas de Amaranto y su posible funcién en la germinacion, y
establecimiento de la plantula.

Por lo tanto, se procedi6 a estandarizar las técnicas de extraccion de
ARNTtotal para poder generar las genotecas de miRNAs y poder identificar posibles
mMiRNAs relacionados aparte de corroborar si en amaranto los miR164c y miR168a

tienen relacion con el vigor. También, identificar si existen diferencias en los
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endofitos que albergan las semillas cultivables y las semillas silvestres y el posible

papel en el vigor de las semillas.

Separacion de embriones de semillas de amaranto
Para la separacion de los embriones, las semillas fueron remojadas por 1, 12 y 24
h (Figura 8). Con la ayuda de un estereoscopio ZEISS SteREO Discovery V8 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemania) y con la ayuda de unas pinzas quirdrgicas se
presiond la semilla'y el embrion fue recuperado y colocado inmediatamente a -70°C.
Debido a que la semilla de A. hypochondriacus quien mostré mejores cualidades de
germinacion ante el EA aun después de 6 dias, esta fue elegida para proceder con
el estudio de los miRNAs. Por ello, se procedié a obtener los embriones de semilla
(Figura 8). Se eligieron los tiempos de germinacion con 1 h en agua para ablandar
la semilla'y poder obtener el embridn, 12 y 24 h de tiempo para observar los cambios
en la expresion de miRNAs.

Una vez obtenidos los embriones se procedera a la extraccion de ARNtotal
para la construccion de genotecas de miRNAs y proceder con la secuenciacion y

analisis bionfirméaticos.

Fig. 8. Obtencién de embriones de semilla de A. hypochondriacus. Procedimiento de
obtencion de embriones de semilla de amaranto. A) Semilla bajo el estereoscopio después
de 1 hora en agua destilada se puede observar el embrion (amarillento) rodeando al
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perispermo (blanco), B) Se toma la semilla del lado y se presiona suavemente sin dafiar el
embrion, C) se puede observar como el embrién sale por un lado de la semilla D) se coloca
la semilla en la superficie y se presiona suavemente con las pinzas sobre la mitad de la
semilla, E y F) con ayuda de las pinzas y una jeringa se separa el resto del perispermo del
embrién.

Endoéfitos de semilla.

Las semillas se esterilizaron superficialmente siguiendo el protocolo modificado de
Pal et al. (2022). Se pesaron 150 mg de semilla y se les agregd 1 mL una solucion
de Tween 20 al 1% y benzal al 0.5% por 10 min agitando constantemente. Bajo
condiciones estériles, la solucion fue descartada y las semillas se lavaron con dH20
estéril, y con solucion de etanol al 70% durante 3 min. Las semillas se lavaron con
dH20 estéril 5 veces y el ultimo lavado se recuperd y se plagueo en una caja Petri
de Agar Nutritivo (3 gr de extracto de levadura, 3 g de extracto de carne, 5 g de
peptona, 5g de NaCly 1.5 g de agar en 1 L de agua a pH 6.8+2) y en Agar Dextrosa
Papa (PDA), esta muestra se considerd6 como control negativo de contaminacion
por bacterias externas. Una vez lavadas las semillas, se molieron en un mortero y
pistilo estériles, y los enddéfitos se recuperaron en PBS, pH 7. La solucion
recuperada se centrifugd a 10,000 rpm por 2 min y 300 puL del sobrenadante se
plaguearon en cajas Petri con NA y otros 300 pl en caja con PDA. Las cajas fueron
incubadas a 28 °C durante 2 dias.

Hasta el momento se han aislado los enddfitos de A. cruentus. Durante el
procedimiento de esterilizacion se sembré el dltimo lavado como control de
eliminacién de bacterias y hongos de la superficie. En estas placas no se observo
el crecimiento en el medio PDA y una sola colonia en el medio NA. Después de la
molienda de la semilla, se lograron aislar 13 colonias de bacterias endéfitos y 3 de

hongos (Figura 10).
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Fig.10. Aislamiento de microorganismos endofitos de semillas de A. cruentus. A)
Plagueo de bacterias endéfitas en NA, B y C) Estriado de las bacterias aislados en NA, D)

Plagueo de hongos enddfitos en PDA y E) Estriado de los hongos aislados en PDA

Cabe destacar que A. cruentes mostré una pérdida de germinacion cuando se esta
semilla era lavada-esterilizada antes de germinar, lo cual podria indicar que los
microorganismos presentes en esta semilla son importantes para la germinacion.
Se han obtenido también 10 colonias de bacterias de las semillas de A. cruentus.
Es un buen numero de aislados tomando en consideracion que el nUmero vario
mucho desde el abeto noruego (Picea abies) de donde se han logrado aislar 7
colonias (Cankar et al. 2005), 23 de tres variedades de maiz (Zea mays) (Pal et al.
2022), 64 de cacahuate (Arachis hypogaea) (Sobolev et al. 2013). En el caso de
hongos también varia entre las especies reportadas como por ejemplo del bambu
(Phyllostachys edulis) fueron identificadas 69 bacterias de 350 aislados (Shen et al.

2014). Mientras que solo 10 en semilla de eucalipto (Eucalyptus globulus) (Lupo et
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al. 2001). Aqui se muestran 3 aislados de los cuales es necesario realizar su

identificacion para su clasificacion filogenética.
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Anexo 1

Curvas de concentracion de los azucares stock.
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Anexo 1. Curvas de concentracion de azucares stock. Se grafica en el eje X la
concentracion del azucar en gr/L en el eje Y se muestra el area del pico. Cada
gréfica tiene en el titulo el nombre del azucar que se midid, el valor de Ry la
ecuacion de la recta con la que se obtuvo la concentracion de azucar en la muestra.
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