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EVALUACION DE LOS POTENCIALES EFECTOS DE LA RADIACION IONIZANTE A
BAJAS DOSIS COMO PRIMING EN PLANTAS DE ARABIDOPSIS THALIANA EXPUESTAS A
ESTRES ABIOTICO por Constanza Sepulveda Hernandez

Las plantas son organismos sésiles capaces de adaptarse y responder a factores de estrés ambiental. El
priming o preacondicionamiento es un proceso donde una primera exposicion a un estrés ambiental no
severo y de hajo nivel induce respuestas mas efectivas en un organismo que se enfrente a un desafio
ambiental mas severo en la posterioridad. El conocimiento actual de los efectos de la radiacion ionizante
(RI) sugiere que una exposicion a dosis bajas puede inducir una respuesta adaptativa que precondiciona a
las plantas para responder favorablemente frente a otros estresores abidticos. Este trabajo tuvo como
objetivo evaluar los efectos de la radiacion ionizante a bajas dosis en la respuesta adaptativa de plantas de
Arabidopsis thaliana expuestas a ambientes estresantes. Para ello, tres materiales vegetales diferentes con
direfentes tratamientos de pre-irradiacion (semillas secas, semillas embebidas y plantulas) fueron
expuestos a dosis crecientes de IR (gray o Gy) para definir las dosis de estimulacion en IR. Estos resultados
preliminares determinaron que la zona de radio-estimulacion que podria generar efectos benéficos serian
dosis inferiores a 40 Gy en A. thaliana. Posteriormente, las plantas expuestas a dosis crecientes hasta 40
Gy fueron expuestas a condiciones de control (sin estrés), estrés salino leve, estrés salino severo, estrés
térmico leve y estrés térmico severo. Finalmente, se analizaron diferentes parametros de crecimiento en
las plantas de los distintos tratamientos. Los resultados sugieren que la irradiacion de semillas y plantulas
de A. thaliana a dosis inferiores a 5 Gy protege a las plantas, contribuyendo a su tolerancia a otros estreses,
particularmente en semillas hidratadas que luego se expusieron a estrés salino. Por otra parte, el estrés por
calor no fue lo suficientemente severo en las plantas no estresadas. Los efectos beneficiosos de las dosis
bajas de IR también se observaron en condiciones de control. Por esto, nuestros resultados sugieren que
las dosis bajas de IR podrian utilizarse en semillas como método de priming para inducir la tolerancia al
estrés salino en A. thaliana, asi como también para promover el crecimiento de las plantas en condiciones
normales de crecimiento. Estos resultados son promisorios y estimulan la posibilidad de evaluar si los
efectos benéficos observados de dosis bajas de IR también se observan en plantas de interés comercial, lo
que abriria una opcion de aplicacion tecnol6gica de este tipo de radiacion en el campo de la agricultura.

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, priming, hormesis, radiacion ionizante.
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I PROBLEMA U OPORTUNIDAD
A fin de promover un desarrollo sostenible en el mundo, la Organizacién de Naciones Unidas (ONU)
impulsé la Agenda 2030 para Desarrollo Sostenible en 2015. Esta iniciativa postula 17 objetivos de
desarrollo sostenible (ODS) dentro de los cuales, se destaca la necesidad de adoptar medidas urgentes
para combatir el cambio climatico (Naidoo y Fisher, 2020). La variacion del sistema climatico global,
junto con el aumento de las temperaturas medias y la alteracion de la composicion de la atmdsfera,
han convertido al cambio climatico en una de las mayores amenazas mundiales en materia ambiental,
econdmica, politica y social que ha enfrentado la humanidad en el Gltimo tiempo (Anderson y Song,
2020). Actualmente, existe pleno consenso cientifico en que estamos evidenciando un aceleramiento
en el cambio climatico producto de actividades antropogénicas (Anderson et al., 2020; Anderson y
Song, 2020; Thuiller, 2007). Desde la Revolucion Industrial a mediados del siglo XVIII, la presencia
de gases de efecto invernadero (GEI) ha ido aumentando progresivamente, siendo el dioxido de
carbono atmosférico (CO,) uno de los gases que presenta mayor crecimiento en su concentracion con
un 45% hasta la fecha (Ciais et al., 2013). En concreto, este aumento en los GEI ha alterado la
atmasfera al punto de incrementar la temperatura global media en 1,41°C, desencadenado el aumento
del nimero de dias y noches calidas, asi como la frecuencia y la severidad de sucesos climéticos

extremos (Anderson et al., 2020; Dusenge et al., 2018; Spinoni et al.,2019).

El cambio climético es un problema que afecta al planeta en conjunto, pero ciertos paises son mas
propensos a sufrir mayores estragos debido a los llamados “factores de vulnerabilidad” representados
por exposicion geografica, ingresos y su capacidad limitada de adaptacién a condiciones climéticas
(Stern, 2007). Segun el Plan de Accion Nacional de Cambio Climatico 2017-2022 publicado por el
Ministerio del Medio Ambiente, Chile es un pais altamente vulnerable a la crisis climatica tras
cumplir con 7 de las 9 condiciones impuestas por la ONU. Todo esto a pesar de tan solo contribuir
con el 0,25% de las emisiones globales de efecto invernadero (Aguirre et al., 2019; Ministerio del
Medio Ambiente, 2017). Lo anterior se debe en parte a su geografia, sus altos indices de
contaminacion atmosférica urbana, la inequidad de ingresos y la dependencia de la agricultura
(Anderson et al., 2020; Pinto, 2019). El panorama nacional actual estima que el 25% del Producto
Interno Bruto (PIB) se encuentra altamente expuesto a los riesgos del cambio climético (Banco
Central de Chile, 2019). Junto con esto, la reaseguradora Swiss Re alerté que Chile podria perder
hasta un 28% de su PIB producto de la crisis climatica, lo que equivale a 5 veces las pérdidas
producidas por la pandemia de COVID-19 (Swiss Re, 2021). Uno de los sectores productivos
nacionales mas afectados por el cambio climatico es la agricultura, evidenciando limitaciones en el

rendimiento y la productividad que amenazan con disminuir la calidad del producto final que sera



entregado al cliente (Agathokleous y Calabrese, 2019; Ainsworth, 2016). En las Gltimas dos décadas,
las altas temperaturas y salinidad han obligado a los agricultores a desplazar sus cultivos hacia el sur
del pais y reducir la superficie de siembra dedicada a cereales y legumbres (ODEPA, 2017; Rojas,
2013; Universidad de Chile; 2018). Esto ha generado cambios en la produccién, calidad de productos
y en los ingresos netos, puesto que se estima que entre las regiones de Coquimbo y el Biobio, la caida
productiva puede llegar al 20% en el valle central, pero con un aumento en el rendimiento de 50% en

la costa y precordillera (Rojas, 2013).

Por décadas, la aplicacion de energia nuclear ha sido una herramienta para generar cultivos con
mayores rendimientos donde, por ejemplo, el uso de radiacion ionizante como agente mutagénico ha
logrado desarrollar nuevas variedades con comportamientos mejorados ante fendmenos del cambio
climéatico como sequias, altas temperaturas e inundaciones (De los Santos, 2021). Ademas, se ha
logrado dar soluciones a problematicas relacionadas con la conservacion de alimentos, el control de
contaminantes, enfermedades y plagas, la fertilidad de suelos, la eficiencia de nutrientes, la
racionalizacion de agua (Mera, 2015; IAEA, 2017). Una aplicacion menos conocida es la radio-
hormesis, basada en la hipétesis de que bajas dosis de radiacidn ionizante son benéficas, estimulando
reservas de mecanismos hipotéticos de reparacion que protegen contra enfermedades, anulando los
efectos nocivos de la radiacion ionizante adicional y protegiendo contra otros tipos de dafios
ambientales (Luckey, 2006). Se ha descrito que la radio-hormesis en plantas promueve la respiracién
celular, la activacion enzimatica, el desarrollo de una maduracion temprana y el crecimiento (Luckey,
1980; Luckey, 2019; Luckey 2020). A pesar de que las primeras investigaciones de radio-hormesis
datan de hace mas de sesenta afios, el efecto radio-estimulador de las bajas dosis de IR es aun poco
conocido debido a que durante afios no se registraron avances significativos en esta linea de
investigacion (Vergara et al., 2018). No obstante, en la dltima década, se ha retomado el interés de
estudiar los efectos de la radiacion ionizante a bajas dosis, en particular, porque se ha revelado que la
radio-hormesis es capaz de incrementar en un 10 a 40%, los rendimientos agricolas por mejoramiento

de semillas irradiadas resistentes a enfermedades y factores abioticos (Gonzélez et al., 2002).

Lo anterior releva la necesidad de ampliar la mirada investigativa a las herramientas tecnoldgicas
existentes para enfrentar la amenaza de la crisis climatica y mejorar la adaptabilidad de las plantas
frente a factores ambientales estresantes. Para esto, se propone profundizar el entendimiento de la
radiacion ionizante a bajas dosis con el propdsito de generar resultados que permitan abrir debate

sobre nuevas formas de disefiar estrategias de investigacion inspiradas en el contexto actual.



1. INTRODUCCION

El cambio climatico y las plantas

Las plantas poseen diversos mecanismos de adaptacion, directos o indirectos, que les permiten
sobrevivir a los cambios en el medio ambiente por medio de respuestas adaptativas que las protegen
de la desaparicion de sus especies (Anderson y Song, 2020; Christmas, Breed y Lowe, 2016).
Considerando las persistentes y cada vez mas graves consecuencias del cambio climatico, resulta
crucial investigar como las poblaciones vegetales responden a estos entornos (Anderson y Song,
2020). Por esto, se definen tres objetivos fundamentales para la adaptacion de individuos al cambio
climatico: la capacidad de respuesta eficaz al estrés, el aumento de la resiliencia y la reduccion de la
vulnerabilidad (Owen, 2020). Respecto a esto, las diversas disciplinas cientificas que estudian el
efecto del estrés sefialan que cualquier factor fisico, quimico o bioldgico puede ser un potencial factor
de estrés para la supervivencia de un organismo (Bhattacharya y Rattan, 2019). No obstante, el nivel
de estrés dependera del tipo, severidad y duracidn de exposicion del estimulo para que se desencadene
una respuesta beneficiosa o dafiina (Bhattacharya y Rattan, 2019; Kozumbo y Calabrese, 2019). En
general, los factores de estrés pueden ser clasificados en biéticos o abi6ticos. Dentro de los primeros
se incluyen enfermedades y patdgenos, mientras que los segundos abarcan desde contaminantes
ambientales hasta factores climéaticos (Bhattacharya y Rattan, 2019). Dentro de los contaminantes
ambientales, se incluyen productos derivados de las actividades antropogénicas como sustancias
guimicas de origen natural o sintético, mientras que los factores climaticos son cualquier cambio que
afecte directamente las condiciones necesarias de crecimiento de la planta como la temperatura,
salinidad, disponibilidad hidrica y la luz (Agathokleous et al., 2019). El estrés abiotico producido por
estos factores climaticos representa un 50% de las pérdidas mundiales en cultivos del sector agricola
debido a alteraciones en los procesos fisioldgicos y metabélicos en las plantas (Méndez-Espinoza y
Vallejo, 2019).

Dos ejemplos de factores de estrés abi6ticos son la salinidad y las altas temperaturas. La salinidad es
uno de los factores abidticos mas relevantes para los organismos vegetales, pues se estima que un
20% de las zonas irrigadas del mundo presentan este problema en sus suelos (Lucero et al., 2017).
Una de las causas principales de la salinidad es la sequia, que reduce los niveles de agua en el suelo,
concentrando las sales presentes y alterando el intercambio i6nico de las plantas con su medio de
crecimiento (Tester y Davenport, 2003). Esto provoca una disminucion en la disponibilidad de agua
que altera el potencial hidrico de la planta al reducir la absorcion de agua por efecto osmotico
(Isayenkov y Maathuis, 2019). Se ha reportado que las altas concentraciones salinas en plantas

producen alteraciones en los tejidos vegetales e inhibiciones metabdlicas que afectan la sintesis de



proteinas, lipidos y al proceso de la fotosintesis, lo cual se traduce en reduccién en el desarrollo de
los cultivos y reduccion en los rendimientos (Tester y Davenport, 2003). Asimismo, la exposicién a
estrés salino desencadena la sintesis y acumulacion de especies reactivas del oxigeno conocidas como
ROS, de las cuales se destacan el peréxido de hidrégeno (H,0,), radicales de superéxido (0,7) y los
radicales de hidroxilos como parte de la estrategia de defensa de la planta frente al estrés (Azcon-
Bieto et al., 2000). El impacto de la acumulacion de sales en la agricultura nacional queda reflejado
en que, del total de la superficie agricola del pais, aproximadamente un 76% esta siendo afectado en
mayor o menor medida por la sequia, o que a su vez es una de las principales de salinidad (Fernandez,
2019; Ministerio del Medio Ambiente, 2021). En concreto, segln el “Escaneo de salinidad en Chile:
desafios y oportunidades para la sustentabilidad”, hay 76 millones de hectéreas afectadas por altos
contenidos de sodio, carbonatos y bicarbonatos, donde cerca de la mitad son considerados como

suelos salinos (The Salt Doctors et al., 2022)

En el siglo pasado, la temperatura promedio mundial aumenté en 0,6°C respecto a los niveles
preindustriales (Sanchez, 2022). Si se considera desde afio 2000 hasta la actualidad, el incremento
acumulado de la temperatura ha sido de 1°C y, aun asi, se espera que la temperatura siga aumentando
por sobre 2°C para el afio 2050 (Sanchez, 2022). El impacto de las altas temperaturas sobre la
productividad agricola ha sido relevante, ya que todos los cultivos tienen un rango 6ptimo de
temperatura que regula los procesos de crecimiento y desarrollo, por lo que, si un organismo vegetal
es expuesto a una temperatura superior a este rango, se produce estrés (Bellagio, 2019; Cara, 2021;
Sanchez, 2022). El estrés por calor afecta a las células a través de alteraciones en la estructura del
ADN y membranas, la desnaturalizacion de proteinas y enzimas, la generacion excesiva de ROS y la
inhibicion en la actividad fotosintética por reprogramacién metabolica de cloroplastos y
descomposicién de la clorofila (Bellagio, 2019; Chaki et al., 2011; Rizhsky, 2002; Wang, 2018).
Respecto al panorama chileno, la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA) sefiala que el
sector productivo més afectado ha sido el fruticola, pues ha tenido que desplazarse hacia el sur
buscando ambientes Optimos de cultivo (Aguirre et al., 2019). Cabe mencionar, que el sector
silvoagropecuario chileno tiene una participacion en la economia que promedia el 3% del PIB, siendo
los rubros més contribuyentes la fruticultura (33%) y la agricultura de cultivos anuales y hortalizas
(22%) (Aguirre et al., 2019).

Respuestas adaptativas de plantas a estrés
A nivel vegetal, la generacion de respuestas adaptativas puede entenderse por la existencia de grandes

flujos genéticos (Andersony Song, 2020). De esta forma, las plantas tienen la capacidad de adaptarse



por medio de rasgos heredados mediante la introduccién de alelos pre-adaptados o aparicion de
mutaciones (Christmas et al., 2016). No obstante, la forma natural de la aparicion de estas respuestas
adaptativas no es inmediata porque, por lo general, son consecuencia de cimulos multigeneracionales
de rasgos (Laanen et al., 2021). La aparicion de rasgos adaptativos heredables se atribuye a cambios
en la secuencia del ADN, las propiedades de la cromatina y la biogénesis de micro-ARN (miARN)
que contribuyen tanto en la regulacién transcripcional como la postranscripcional de la expresién
génica (Mirouze y Paszkowski, 2011; Wolters y Jiirgens, 2009). Sin embargo, no todos los cambios
adaptativos se relacionan exclusivamente a variaciones a nivel genético, pues la exposicion a factores
estresantes también puede modificar el epigenoma. Los efectos epigenéticos corresponden a
caracteristicas fenotipicas heredables causadas por marcas capaces de alterar la forma en que los
genes se expresan (Caplin y Willey, 2018; Hitchler y Domann, 2021). Con relacion a esto, existen
dos tipos de modificaciones: la metilacion del ADN, la cual afecta la expresion genética; y las
modificaciones en las histonas, que se asocian al control y empaqguetamiento del ADN (Laanen et al.,
2021).

Ademas de estas adaptaciones genéticas, existe otra manera en que los sistemas biol6gicos se adaptan
a los agentes estresores. Hay vias bioguimicas que acttan de forma inmediata o retrasada, permitiendo
una respuesta adaptativa en los organismos frente a su entorno (Bhattacharya y Rattan, 2019;
Agathokleous, Kitao y Calabrese, 2019). Esta capacidad, conocida como plasticidad fenotipica, es
capaz de amortiguar el impacto de las condiciones cambiantes dentro de un entorno a través de la
codificacion de caracteristicas que resultan en una variedad de fenotipos (Christmas et al., 2016). En
el caso de las plantas, las sefiales ambientales son percibidas y transmitidas a través de reacciones
guimicas que desencadenan la activacion de genes que codifican proteinas como una estrategia
evolutiva-biol6gica que promueve el crecimiento, desarrollo y el mantenimiento de la homeostasis
(Agathokleous y Calabrese, 2019; Jalal et al., 2021).

Lo que no mata, fortalece: Hormesis

Dentro del area de la tolerancia ambiental, el concepto de hormesis explica que todos los organismos
tienen un estrés basal, que puede ser utilizado como método de evaluacion para describir la relacion
entre la respuesta de un individuo y la concentracion de un agente estresor en un medio (Jalal et al.,
2021). La hormesis es un proceso que depende de la concentracion de un factor estresante para inducir
la generacion de una respuesta adaptativa en un individuo (Agathokleous, 2018; Jalal et al., 2021).
En otras palabras, se estimula una respuesta adaptativa beneficiosa cuando el agente estresor se

encuentra en dosis bajas, pero si la concentracion del estresor es alta, esta respuesta se inhibe



(Agathokleous et al., 2019; Jalal et al., 2021; Jin et al., 2020; L6pez et al., 2013; Schirrmacher, 2021).
Como se muestra en la Figura 1, dentro del rango de dosis bajas, la zona hormética se caracteriza por
tener la méxima respuesta estimulatoria e inducir respuestas adaptativas (Agathokleous et al., 2019).
En organismos vegetales, esto se logra a través de una serie de procesos biolégicos que ayudan a
mantener la homeostasis, tales como: la activacion de procesos de sefializacion y reparacién celular,
produccién de especies reactivas de oxigeno y antioxidantes, regulacion de muerte celular y
fotosintética, y la emision de compuestos organicos volatiles (Agathokleous et al., 2019; Brito et al.,
2018; Drzezdzon et al., 2018; Mittler, 2017; Moustakas et al., 2019; Savvides et al., 2016; Tanou et
al., 2012).

Adaptive responses occur in the low-dose zone

——  HORMETIC ZONE — et

beneficial effect

no observed effect

Plant Response

negative effect

>

Stress Dose

Figura 1. Respuesta en la planta a los estimulos ambientales segun el modelo hormético. La
hormesis se define como una relacién dosis-respuesta que genera una estimulacion beneficiosa para
el organismo cuando la exposicidn al estrés es baja (zona hormética), no obstante, se genera el efecto

contrario a medida que la dosis del estrés aumenta. Elaboracién propia, creada con BioRender.com

Lo interesante del concepto de hormesis es que es un estudio generalizado de la relacion dosis-
respuesta independiente del individuo de estudio y factor estresor (Calabrese y Agathokleous, 2021).
Por ejemplo, el concepto priming o pre-acondicionamiento es una manifestacion de la zona
estimulante de la hormesis que ha logrado mejorar la tolerancia en las plantas frente a desafios

ambientales (Antoniou, 2016). La teoria detras del priming sugiere que la exposicion a un estrés de
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bajas dosis es capaz de activar mecanismos de tolerancia en las plantas que le permiten protegerse
contra un estrés posterior de mas alto nivel (Agathokleous et al., 2019; Tanou et al., 2012). Otros
ejemplos sobre las aplicaciones de la hormesis en plantas son los herbicidas y los bioestimulantes.
Los herbicidas se emplean para controlar y eliminar diferentes poblaciones de plantas mediante el
bloqueo de procesos bioquimicos y fisioldgicos esenciales como el ciclo celular, la formacion de
proteinas y la fotosintesis. Sin embargo, también se utilizan los herbicidas en dosis bajas para modular
el crecimiento, composicidn y fisiologia de los organismos vegetales (Jalal et al., 2021). El 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), el glifosato y el paraquat son algunos herbicidas que en bajas
concentraciones inducen el crecimiento de las plantas (Islam et al., 2017). En particular, la hormesis
de 2,4-D mejora el metabolismo de los &cidos nucleicos, la plasticidad de la pared celular, la division
celular e induce el crecimiento celular a través de la produccion de fitohormonas como la auxina
(Grossman, 2010; Islam et al., 2017). Las bajas dosis de glifosato en plantas estimulan la asimilacion
de CO,, el transporte de los electrones en el fotosistema y la conductividad estomatica (Jalal et al.,
2021; Silva et al., 2016). Finalmente, la aplicacion de paraquat en bajas concentraciones aumenta la

defensa antioxidante y reduce la produccion de ROS (Hosamani y Muralidhara, 2013).

De la misma manera, los bioestimulantes impulsan el crecimiento de las plantas y los procesos tanto
fisiol6gicos como bioquimicos, mejorando la tolerancia a las condiciones ambientales. EI mecanismo
de accion se basa en el funcionamiento de compuestos naturales Illamados inductores, los cuales
regulan los sistemas de defensa de las plantas para fortalecer la estructura celular y reducir la
formacion de ROS (Jalal et al., 2021). La aplicacion de los bioestimulantes induce al desarrollo de
las plantas mediante la activacién de metabolitos secundarios y la expresion de genes como respuesta
al estrés oxidativo que promueve la planta como mecanismo de defensa (Esnault et al., 2010).
Generalmente, los bioestimulantes son microorganismos, carbohidratos, lipidos o hidrolizados de
proteinas como la lignina (Thakur y Sohal, 2013). La lignina est4 relacionada con la integridad
vascular de la planta y el mejoramiento de la tolerancia al estrés biotico y abidtico, mas aun si este

metabolismo se concentra en las raices (Nguyen et al., 2016; Yoshimura et al., 2008).

Radiacion lonizante

La vida en el planeta tierra implica una constante exposicion a radiacion ionizante, la cual puede
provenir de fuentes naturales como el suelo y el espacio exterior; o de fuentes artificiales utilizadas
en la industria o en areas de investigacion (IAEA, 2022). Segun el Organismo Internacional de
Energia Atomica (IAEA en inglés), la radiacién ionizante (IR) puede definirse como la emisién,

propagacion y transferencia de energia en forma de ondas electromagnéticas (rayos gamma o X) o
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particulas (particulas alfa, beta o neutrones). La radiacion ionizante es capaz de interactuar con la
materia mediante el proceso de ionizacion, el cual consiste en la produccion de iones tanto en &tomos
como en moléculas (IAEA, 2022). En el sistema internacional de unidades, la cuantificacion de la
energia depositada o absorbida en una unidad de masa se conoce como dosis y se mide en gray (Gy;
1 Gy =1 ]=*Kg™1) (Ramos y Villarreal, 2007). Generalmente, se confunde conceptualmente a la
irradiacién con la contaminacion radioactiva, la cual hace referencia a la presencia de radiacion no
deseada en la superficie o en el interior de un objeto u organismo. Por otro lado, el concepto de
irradiacion (o exposicion) se refiere a la accion de someter un objeto u organismo a una fuente externa
de radiacién durante un tiempo determinado (Mera, 2015). La exposicion a radiacion en un periodo
breve de tiempo recibe el nombre de irradiacién aguda, por el contrario, la irradiacion crénica es la
exposicion a radiacion en un periodo largo de tiempo (Jiménez, 2004). Por lo general, en la irradiacién
aguda se utilizan dosis altas y en la irradiacién cronica se usan dosis moderadas-bajas. Cabe
mencionar, que existen tres factores que permiten reducir la tasa de exposicion: la distancia, ya que
la dosis suele disminuir con el cuadrado de la distancia en la que se encuentra la fuente de radiacion;
el tiempo, pues la dosis equivalente recibida disminuye conforme al tiempo de exposicién; y el
blindaje, porque la IR pierde intensidad al atravesar la materia, por lo que dependera de la naturaleza
de la IR, la energia de la IR, el material absorbente y si se trata de una exposicion a fuente abierta o

cerrada (Ramos y Villarreal, 2007).

El mejoramiento genético por induccion de rayos gamma es un ejemplo de aplicacion que ha
prevalecido por méas de 80 afios como una técnica de generacion de cultivos (IAEA, 2016; IAEA,
2022). Ademas, es considerada la técnica mas segura, sencilla y econdmicamente eficaz para
promover variabilidad genética dentro del area de desarrollo de agricultura sustentable (Maluszynski
et al., 2009). En la practica, la herramienta consiste en estudiar de dos a cuatro generaciones de
material vegetal irradiado a fin de poder encontrar y comparar mutaciones encontradas con los
cultivos existentes (IAEA, 2016). Los cambios que ocurren en el ADN pueden ser por eliminacion,
la duplicacion o la inversion de segmentos cromosomicos (Aguirre et al., 2019). En gran medida, la
agricultura y la seguridad alimenticia se han visto beneficiadas con la generacién de estas variedades
de cultivos, ya que se han logrado mejoramientos en los rendimientos, en el valor nutricional y en la
tolerancia a enfermedades, plagas y a los efectos del cambio climatico (IAEA, 2016; IAEA, 2022).
A pesar de todo esto, la aplicacion sigue siendo un &rea importante de investigacion continla, puesto
que la técnica no tan solo debe adaptarse a las caracteristicas de cada cultivo, sino también debe
buscar continuamente la optimizacion de tiempo y espacio (De los Santos, 2021). Ademas, debe

competir con nuevos descubrimientos que son cada vez mas factibles y el aparecimiento de nuevas
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técnicas nucleares como los haces de electrones e iones pesados para la induccion de mutaciones (De
los Santos, 2021).

Efecto de la radiacion ionizante en plantas

La IR en plantas tiene la capacidad de alterar procesos fisioldgicos causando perturbaciones en el
crecimiento, la capacidad reproductiva y la morfologia en las plantas (Sparrow et al., 1971;
Vandenhove et al., 2010). No obstante, la magnitud de los efectos puede variar dependiendo de
diversos factores como la dosis de radiacion utilizada, el tipo de fuente, la distribucion temporal de
la dosis, la especie, la etapa de la vida en la que se encuentre la planta (De Micco, 2011; Puerta y
Morales, 2020). La clasificacion de los efectos de la radiacion ionizante puede ser del tipo estocastico
0 determinista. Los efectos deterministicos tienen un mecanismo de lesion letal a muchas células y
suelen aparecer en un periodo corto de tiempo (Puerta y Morales, 2020; Real, 2013). Estos efectos
son de naturaleza somatica y la gravedad es proporcional a la dosis recibida (Puerta y Morales, 2020).
Ademas, estos efectos tienen un umbral que establece una dosis limite que define la aparicion o no
del efecto (Real, 2013). Por su parte, los efectos estocasticos inducen la reparacion celular tras la
exposicion de dosis moderadas-bajas de radiacion ionizante al mediano-largo plazo (Puerta y
Morales, 2020; Real, 2013). Son del tipo somatico-heredable y la gravedad no es proporcional a la

dosis recibida (Puerta y Morales).

En la célula vegetal, el ADN es una molécula inestable que puede dafiarse de forma espontanea, por
factores metabdlicos o por factores estresantes (Blagojevic, 2015). En particular, la radiacién
ionizante puede interactuar directamente con el ADN (accién directa) o mediante la ionizacion de
otras moléculas para formar radicales libres (accion indirecta) (Barescut et al., 2009; Blagojevic,
2015; Dowlath et al., 2021; Lachumy et al., 2013). Evidencias sugieren que el dafio directo de la
radiacion ionizante al ADN es de un 35% y el componente indirecto es de un 65%, principalmente
ocasionado por la radiolisis del agua (Puerta y Morales, 2020; Real, 2013). El proceso de la radi6lisis
del agua consiste en la generacion de especies reactivas de oxigeno mediante la excitacion de
electrones liberados por la ionizacion de las moléculas de agua (Blagojevic, 2015; Puerta y Morales,
2020).

En términos generales, el estrés oxidativo es causado por la acumulacion excesiva de ROS dentro de
la célula, la cual es tdxica para el individuo (Xie et al. 2019). La produccién excesiva de H,0,, 0,
y radicales de hidroxilos provoca reduccién del flujo iénico y dafios en macromoléculas como las

proteinas, lipidos, acidos nucleicos e incluso muerte celular (Choudhury et al., 2017; Hitchler y
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Domann, 2021; Jalal et al., 2021; Sies, 2020). Las altas concentraciones de ROS ocasionan
alteraciones que afectan la abscisién de hojas y flores, el gravitropismo de raices y la germinacion de
semillas (Mufioz y Munné-Bosch, 2018; Mugnai et al., 2014; Shi et al., 2014). En cambio, las bajas
concentraciones de ROS resultan beneficiosas para la planta, pues se ha evidenciado que regulan el
ciclo celular, la defensa antioxidante y las respuestas adaptativas (Jalal et al., 2021). El proceso de la
fotosintesis también esta estrechamente relacionado con la produccion de ROS ya que, durante la
cadena transportadora de electrones, la produccion ROS es inevitable al ser un proceso dependiente
de luz, energia y oxigeno (Choudhury, 2013; Corpas et al., 2015; Hajiboland, 2014). En presencia de
luz, los ROS son generados por los cloroplastos y los peroxisomas, mientras que, en ausencia de luz,
las mitocondrias son la principal fuente de produccion 0, (Choudhury, 2013; Choudhury et al.,
2017; Corpasetal., 2015). Los cloroplastos son los principales productores de O, para el fotosistema
I (PS1) y 0O, para el fotosistema Il (PSII) (Peralta y Volke, 2012).

A fin de protegerse de los efectos nocivos de los ROS, las plantas recurren al aumento de
antioxidantes, los mecanismos de la reparacion de codigo genético y la metilacion del ADN (Kabilan
et al., 2018; Laanen et al., 2021). En relacion a los mecanismos de defensa antioxidante, los niveles
intracelulares de ROS son regulados por una compleja red de enzimas, moléculas antioxidantes y las
mismas enzimas productoras de ROS para mantener la homeostasis (Peralta y Volke, 2012). Los
mecanismos de defensa antioxidante actiian minimizando o eliminando la produccion de ROS para
evitar los niveles de toxicidad en la célula, y asi asegurar la activacion de la sefializacion celular e
inducir una respuesta adaptativa al estrés abiotico (Peralta y Volke, 2012). Se ha demostrado que las
dosis crecientes de IR incrementan las actividades de enzimas como la fenilalanina amoniaco-liasa
(PAL), chalcona sintasa (CHS), superéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GR) (Esnault et al., 2010; Gudkov et al., 2019). En cuanto a los
antioxidantes, se destacan los compuestos fendlicos, carotenoides, terpeoides, tocoferoles, el
ascorbato (AsA), el glutation (GSH) (Gudkov et al., 2019). Hasta la fecha, existe escasa informacién
sobre las interacciones de los ROS en los procesos fisioldgicos de plantas irradiadas (Gill, 2015). De
la misma manera, existen pocos estudios sobre las interacciones de fitohormonas y la reparacion del
ADN en plantas expuestas a radiacion (Gudkov et al., 2019; Qi et al., 2015). A pesar de esto, la

informacién encontrada se detalla a continuacion.
En relacién con el funcionamiento del sistema fitohormonal, se sabe que las fitohormonas son capaces

de regular practicamente todos los procesos fisiolégicos, ademas de la respiracién celular, la

fotosintesis y la adaptacion con el entorno (Devireddy, 2021; Gill, 2015; Gudkov et al., 2019). Es por

14



esto, que las fitohormonas se dividen en dos grandes categorias: estimulantes como el &cido
indolacético (IAA), las giberelinas (GASs) y las citoquininas (CQ); y asociadas a estrés como el etileno
(ET) y el &cido abscisico (ABA) (Devireddy, 2021; Gudkov et al., 2019). Se ha reportado que las
irradiaciones agudas logran aumentar temporalmente el contenido de etileno, al igual que la expresion
de enzimas especificas de sintesis y de factores de transcripcion sensibles al etileno (Gudkov et al.,
2019; Kovalchuk et al., 2007). Por el lado de las irradiaciones cronicas, se han descrito aumentos en
la tasa de expresién de genes sensibles a ABA (Gudkov et al., 2019; Kovalchuk et al., 2007). Ademas
de esto, la teoria supone que el contenido de hormonas estimulantes deberia caer frente a una
exposicion alta de IR provocado por la degradacion de 1AA tras el aumento de ROS (Kovalchuk et
al., 2007). Por otro lado, el efecto estimulante de las dosis bajas de IR se logra explicar por la
regulacidn positiva de las fitohormonas estimulantes, la supresion de las vias de traduccién de sefiales
del ET y el mecanismo regulador de ABA (Gudkov et al., 2019).

En cuanto a la reparacion del ADN, es bien sabido que las plantas poseen sistemas de respuestas al
dafio del ADN que consisten en la detencion del ciclo celular, la reparacion de lesiones y la induccion
de muerte celular (Yoshiyama et al. 2013). Algunas de las lesiones que la IR puede provocar en el
ADN son: roturas de cadena sencilla (SSB), roturas de doble cadena (DSB), recombinacién genética,
sustitucion y delecion de bases (Gill, 2015; Real, 2013; Sage y Shikazono, 2017). En la investigacion
de Gill (2015) se sefiala que las plantas preservan la integridad de su genoma del dafio por IR mediante
la reparacion directa, la escision de bases o nucleétidos y la activacion de puntos de control en el ciclo
celular. Un ejemplo de esto es la planta Arabidopsis thaliana, el organismo vegetal méas estudiado del
mundo a nivel genético y fisioldgico, en el cual se reporto la induccion de los genes RAD51, RAD54,
ERCC1, BRCA-1y SOGL durante el ciclo celular tras irradiacién gamma (Esnault et al., 2010). En
particular, los genes RAD estan involucrados con la reparacion y recombinacion homdloga; el gen
ERCCL se relaciona con la reparacién por escision; BRCA-1, regula el ciclo celular y la reparacion
de las rupturas de doble cadena; y SOG1, es el primer factor de transcripcién especifico de las plantas
vinculado con la respuesta al dafio del ADN por IR y esta involucrado con la induccion y supresion

de genes reguladores del ciclo celular (Yoshiyama et al., 2013).

Hormesis por radiacion ionizante: ¢una solucién al cambio climéatico?

La radio-hormesis es la estimulacion beneficiosa debido a la exposicién a dosis bajas de radiacion
ionizante (efecto bio-positivo), y dafiina a altas dosis (efecto bio-negativo) (Luckey, 2006). Los
primeros estudios sobre la aplicacion de la radio-hormesis en el sector agricola datan de la década del

60, sin embargo, por afios no se registraron avances importantes en la materia hasta hace un poco mas
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de una década. Para saber un poco mas sobre la divulgacion de los resultados obtenidos de la radio-
hormesis, se realiz6 una busqueda bibliografica usando las palabras claves hormesis, radiacién,
ionizante y plantas (hormesis AND ionizing radiation AND plants). El registro historico de
publicaciones de las bases de datos bibliograficos Nature, Pudmed, ScienceDirect y Scopus encontrd
un namero de 5, 3, 41 y 495 resultados, respectivamente. También, se logroé evidenciar que el mayor

crecimiento de publicaciones se ha hecho entre los afios 2021 y 2022.

Los efectos inducidos por las bajas dosis de radiacion ionizante en plantas han evidenciado
mejoramientos en el proceso germinativo de las semillas, induccién de crecimiento, maduracion
temprana, activacion enzimatica, aumento en la respiracion celular y mayor resistencia a
enfermedades (Agathokleous et al., 2019; Borzouei et al., 2010; Luckey, 1980). Ademas, las bajas
dosis son capaces de controlar el grado de madurez de frutas y verduras, lo que prolonga su vida Util
(Issa et al., 2011). Otro aspecto interesante de la radio-hormesis es que, teéricamente, la estimulacién
es del tipo metabdlica y no gendmica como el caso de la mutagénesis, por lo que se dice que las
caracteristicas estimulantes adquiridas son temporales y pueden llegar a no ser heredables
(Agathokleous et al., 2019; Nario, 2017). Basandose en todo lo anterior, se podria sugerir que el uso
de dosis bajas de radiacion ionizante podria utilizarse como pre-acondicionamiento para mejorar la
tolerancia en las plantas frente a desafios ambientales (Antoniou, 2016). En otras palabras, el priming
por radiacion ionizante o radio-priming seria capaz de activar mecanismos de tolerancia en las plantas
que le permitirian protegerse contra un estrés posterior de mas alto nivel (Agathokleous et al., 2019;
Tanou et al., 2012). De esta manera, el radio-priming deberia mantener las concentraciones de ROS
en el limite beneficioso para la planta, lo cual permitiria que la planta alcance la maxima capacidad
de plasticidad bioldgica, se aleje de los limites perjudiciales y sea capaz de generar mejores respuestas

adaptativas frente al ambiente (Bhattacharya y Rattan, 2019).

Se realizaron distintas basquedas de patentes relacionadas con el radio-priming, para investigar el
estatus exclusivo de la técnica. Para esto, se usaron las plataformas del Instituto Nacional de
Propiedad Industrial (INAPI), la Organizacion Mundial de la Propiedad Intelectual (WIPO) y la
Oficina Europea de Patentes (Espacenet). Los resultados fueron los siguientes: se encontraron 212
resultados totales con la basqueda “hormesis AND ionizing radiation AND plants”; 27 resultados
totales con la busqueda “hormesis AND ionizing radiation AND priming”; 12 resultados totales con
la bUsqueda “hormesis AND ionizing radiation AND priming AND plants”; y O resultados totales con
la busqueda “hormesis AND ionizing radiation AND priming AND plants ANDNOT human”. La

justificacion de la Gltima basqueda es la eliminacién completa de las patentes con algin componente
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humano. Segun lo encontrado, hay patentes relacionadas con la radio-hormesis y hay patentes
relacionadas con el priming por radiacion. No obstante, pareciera ser que aln no existe derecho

exclusivo sobre el uso de radio-priming en plantas.

En relacion con esto, resulta interesante conocer cudl podria ser el efecto de la radio-hormesis al
utilizarse para adaptar a los individuos vegetales a otros agentes estresores. Esto, con la finalidad de
comprender como la exposicion a distintos niveles de IR puede modificar caracteristicas fenotipicas,
fisioldgicas, bioquimicas y genéticas en las plantas y luego, tedricamente, ayudar al organismo a
adaptarse a ambientes estresantes como el cambio climatico. Bajo este panorama, la radio-hormesis
ofrece una mirada hacia una implementacién bioingenieril de resultados selectivos y caracteristicas
deseadas bajo su rol de agente controlador. Asimismo, el poco conocimiento sobre radio-priming
sugiere que esta herramienta puede ser capaz de emplearse para desarrollar protocolos o practicas
sostenibles para combatir los efectos del cambio climatico en las plantas. Respecto a esto, la planta
herbacea Arabidopsis thaliana puede ser usada como sujeto experimental para analizar los efectos de
la radiacidn ionizante a bajas dosis y su respuesta a la tolerancia ambiental debido a la capacidad
adaptativa de A. thaliana, su corto periodo de generacion y su pequefio, pero totalmente conocido,
genoma (Blagojevic, 2015; Heath et al., 1986). Segun la literatura expuesta, dentro de la zona
hormética de la radiacion ionizante habria una dosis de maxima respuesta que podria utilizarse como
un pre-acondicionamiento en Arabidopsis thaliana para inducir una respuesta mas eficaz a la hora de
enfrentar a un desafio ambiental mas severo en la posterioridad. Un estudio dedicado a los efectos del
radio-priming en el crecimiento y desarrollo de A. thaliana puede establecer un punto de comparacion
para su uso en otras especies. En concreto, en la parte de los Anexos (A1) se describira una posible
aplicacion en el rubro agricola con los resultados obtenidos y los temas revisados en la tesis. Todo
esto, con la finalidad de aportar con otra mirada investigativa al aumento de la tolerancia ambiental

en cultivos de interés comercial.

1. HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Hipoétesis Nula: La exposicién a bajas dosis de radiacion ionizante sobre etapas tempranas del

desarrollo de Arabidopsis thaliana no induce una respuesta adaptativa que le permite responder a

otros estreses abioticos.

Hipotesis Alternativa: La exposicion a bajas dosis de radiacion ionizante sobre etapas tempranas del

desarrollo de Arabidopsis thaliana induce una respuesta adaptativa que le permite responder a otros

estreses abioticos.
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Objetivo General: Evaluar los efectos de la exposicién a bajas dosis de radiacién ionizante sobre

etapas tempranas del desarrollo de Arabidopsis thaliana y su respuesta adaptativa a otros estreses

abioticos.

Objetivos Especificos:

1. Desarrollar un disefio experimental que permita determinar la relacion dosis-respuesta de la
exposicion de Arabidopsis thaliana a dosis crecientes de radiacion ionizante.

2. Determinar los efectos de la exposicion de Arabidopsis thaliana a dosis crecientes de
radiacion ionizante, sobre parametros fisiolégicos como germinacion, area de roseta, largo
de raiz y fluorescencia de la clorofila.

3. Determinar un priming dentro de la zona hormética, en plantas de Arabidopsis thaliana
expuestas a radiacion ionizante, que permita inducir una respuesta adaptativa a estrés salino
y estrés por calor.

4. Determinar los efectos de la zona hormética en plantas de Arabidopsis thaliana expuestas a
estrés salino y estrés por calor, sobre pardmetros fisioldgicos como area de roseta, largo de

raiz y fluorescencia de la clorofila.

(AVA METODOLOGIA

La Figura 2 representa, en su totalidad, el disefio experimental que se llevé a cabo en esta
investigacion. A grandes rasgos, se configurd una curva de dosis-respuesta que lograra identificar la
zona radio-hormética en A. thaliana. La determinacion de este rango de dosis estimulantes permitio
evaluar los efectos de la radiacién ionizante a bajas dosis en la respuesta adaptativa de plantas de

Arabidopsis thaliana expuestas a ambientes estresantes.
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Figura 2. Esquema del priming por radiacion ionizante en Arabidopsis thaliana. Se muestra
esquematicamente el disefio experimental en el que se basé para realizar los experimentos de

investigacion. Elaboracion propia, creada con BioRender.com

Materiales vegetales

Para todos los objetivos, se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia Col-0, las
cuales se esterilizaron y estratificaron antes de la siembra. El proceso de esterilizacion se realizd en
una campana de flujo laminar donde se realizaron cinco lavados: el primero con una solucién de
etanol al 70% por 1 minuto; el segundo compuesto por 50% agua destilada y 50% hipoclorito sédico
por 7 minutos; y los ultimos tres fueron una serie de lavados de agua estéril con una duracion de 1
minuto cada uno (Fernandez, 2016; Pinedo et al., 2015). Con el agua estéril del dltimo lavado, las
semillas se sometieron al proceso de estratificacién durante 96 horas a una temperatura de 4°C en
oscuridad total (Montero, 2016; Pinedo et al., 2015). Respecto a las condiciones de siembra, las
semillas se sembraron en placas Petri cuadradas que contenian medio Murashige y Skoog (MS) al
50% con 1,5% sacarosa y 0,8% de agar. Todas las placas se colocaron de forma vertical y azarosa en

una camara de crecimiento a 22°C.

Lugar de estudio

El proyecto se realizé dentro de dos espacios fisicos: En primer lugar, en el Laboratorio de
Bioingenieria de la Facultad de Ingenieria y Ciencias de la Universidad Adolfo Ibafiez en la sede de
Pefialolén; y, en segundo lugar, el Laboratorio de Radiobiologia Vegetal (LRBV) del Centro de
Tecnologias Nucleares en Ecosistemas Vulnerables Nucleares de la Comisién Chilena de Energia

Nuclear (CCHEN) en la comuna de Las Condes.
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Exposicion de radiacion ionizante dosificada
Tal como muestra el esquema de la Figura 2, se decidi¢ identificar la existencia de diferencias en la
respuesta a radiacion ionizante en semillas y plantulas de Arabidopsis thaliana. Esto, porque tanto la
germinacion de semillas como el desarrollo de plantulas son las etapas del desarrollo mas sensibles
al estrés abiotico (Johnson y Puthur, 2021). También, se decidi6 analizar la relacion entre la radiacién
ionizante y el contenido de agua en un material vegetal. Se ha descrito en la literatura que el agua
tiene un rol importante en la formacion de radicales libres y en la sensibilidad al dafio por radiacion
ionizante (Blagojevic, 2015; Puerta y Morales, 2020). En vista de lo anterior, se evaluaron tres
manejos pre-irradiacion que son esquematizados en la Figura 3y se detallan a continuacion:
1. Irradiacién en semilla seca (dried seeds; DS): Las semillas de A. thaliana fueron expuestas
a dosis crecientes de radiacion ionizante sin previa de esterilizacién y estratificacion.
Transcurrida la irradiacién, las semillas se esterilizaron y estratificaron para luego sembrarse.
2. Irradiacion en semilla embebida (soaked seeds; SS): Las semillas de A. thaliana fueron
expuestas a dosis crecientes de radiacion ionizante con una previa de esterilizacion y
estratificacion. Transcurrida la irradiacion, las semillas se sembraron.
3. Irradiacion en plantulas (seedlings; S): Las semillas de A. thaliana se esterilizaron y
estratificaron para luego sembrarse. Trascurrida una semana desde la siembra, las plantulas

fueron expuestas a dosis crecientes de radiacion ionizante.

Para cada manejo pre-irradiacion, se tomaron registros fotograficos en los dias 4, 7 y 14 después de
la siembra (days after sowing en inglés; DAS) con el escaner Epson Perfection V600 Foto. Estas fotos
fueron analizadas con el programa computacional ImageJ, a fin de obtener los datos de pardmetros
fisioldgicos: porcentaje de germinacion, largo de raiz y area de roseta. Entre los 4DAS y 14DAS, se
obtuvieron las tasas de crecimiento para cada dosis. Al finalizar el experimento (14DAS), se midio
la eficiencia fotoquimica del PSII, como parametro de estrés fisioldgico, utilizando el equipo
Fluorpen FP 110.
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Figura 3. Esquema del disefio experimental de la curva de dosis-respuesta de radiaciéon
ionizante en Arabidopsis thaliana. Este disefio experimental se realizé para evaluar los objetivos 1

y 2. Elaboracion propia, creada con BioRender.com

Respecto a la irradiacion, se expusieron los distintos grupos de plantas a los tratamientos respectivos,
usando un irradiador Gammacelll 220R perteneciente al Laboratorio de Irradiacion de la CCHEN
(Figura 4), el cual cuenta con una fuente de lapices de Cobalto (Co®°), una actividad aproximada de
800 Curie y un volumen cilindrico de 2 litros para irradiar (CCHEN, 2000; Gutierrez et al., 2021).
Para el volumen de irradiacion, se establecié una tasa de dosis de 8,98 Gy/min segln instructivos
internos de CCHEN vy la dosimetria Fricke de acuerdo con la Norma ASTM E-1026 (Gutierrez et al.,
2021). Fue posible obtener una determinada dosis de radiacién para cualquier fecha y tiempo de
exposicion gracias a la tasa de dosis establecida y a la vida media o semi-periodo de Co®°. La literatura
explica que los rangos de exposicion en plantas se clasifican en dosis bajas (1-10 Gy), dosis
moderadas (10-50 Gy) y dosis altas (>50 Gy), lo cual contrasta con lo descrito en humanos, donde la
exposicion a dosis mayores a 2 Gy es altamente peligrosa (Caplin y Walley, 2018; Sutherland et al.,
2000; Wi et al., 2007). Por lo anterior, se decidi6 utilizar una curva dosimétrica con dosis crecientes
desde 0 a 200 Gy con dos objetivos: establecer la muerte del 50% de los individuos (DL50) e

identificar la zona hormética.
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Figura 4. Irradiador Gammacell 220-R de Cobalto (Co®?). Se muestra una foto del irradiador
utilizado en esta investigacion, el cual se encuentra en Comision Chilena de Energia Nuclear. Fuente

propia.

Exposicion a ambientes estresantes

Para evaluar los efectos de la radiacion ionizante como priming en la respuesta adaptativa de
Arabidopsis thaliana a ambientes estresantes, se disefid el esquema de la Figura 5. La metodologia
por seguir fue realizar los procesos de irradiacion de tejidos de la misma manera que se sefiald
anteriormente en la seccion “Exposicion de radiacién ionizante dosificada”, pero esta vez usando
las dosis de IR pertenecientes al rango de radio-hormesis. Entonces, las plantas provenientes de los
distintos tipos de irradiacion se trasplantaron de la siguiente manera:

1. Irradiacidn en semilla seca (dried seeds): Después de 7 dias desde la siembra, las plantas
originadas de este material irradiado se trasplantaron de forma azarosa a los distintos
ambientes estresantes.

2. Irradiacion en semilla embebida (soaked seeds): Después de 7 dias desde la siembra, las
plantas originadas de este material irradiado se trasplantaron de forma azarosa a los distintos
ambientes estresantes.

3. Irradiacion en plantulas (seedlings): Después de 4 dias desde la irradiacion, las plantas
originadas de este material irradiado se trasplantaron de forma azarosa a los distintos

ambientes estresantes.

La definicién de los ambientes de estrés se basé en lo encontrado en la literatura sobre estrés salino y
estrés por calor en A. thaliana. En relacion con estrés por calor, la literatura explica que hay tres
rangos térmicos que regulan los niveles de transcripcion de genes de A. thaliana: para valores menores

a 4°C, la planta sufre estrés térmico por frio; el rango 6ptimo de crecimiento es entre 22 a 24 °C; y
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para valores mayores a 37°C, la planta sufre estrés por calor (Swindell et al., 2007). Respecto a la
definicion de los ambientes salinos, se tomo en cuenta que A. thaliana tienen la capacidad de crecer
a dosis moderadas de salinidad, como por ejemplo en 50mM de cloruro de sodio (NaCl), a pesar de
ser una planta glicofita (Alvarez, 2018; Sanders, 2000). Adicionalmente se complementé con cloruro
de calcio (CaCl,) en una relacion 1/10 respecto al NaCl tal como se describe en Pinedo et al. (2015).
Esto permite tener condiciones de suelo mas cercanas a la realidad. Las plantas toman nutrientes
desde el suelo dependiendo de sus requerimientos ambientales, por ejemplo, el cation calcio (Ca*?)
cumple funciones en la constitucion de 6rganos estructurales y funciones catalizadoras (Ince, 2016).
La adicién de calcio en una solucién salina aumenta la absorcion y el transporte del potasio (K*),
mejora la actividad (K*/Na*) y participar en mecanismos de exclusién del sodio (Na™) (Etehadnia,
2010). De esta manera, el calcio es capaz de elevar la tolerancia al estrés salino mediante una serie
de mecanismos como la estabilizacion de membranas y paredes celulares (Etehadnia, 2010; Ince,
2016). Basandose en lo anterior, los escenarios de ambientes se disefiaron de la siguiente manera:

1. Escenario sin estrés (without stress): Las plantas originadas de los materiales vegetales
sometidos a los distintos tipos de irradiacion se traspasaron a placas Petri cuadradas que
contienen medio Murashige y Skoog (MS) al 50% con 1,5% sacarosa y 0,8% de agar. Se
mantuvieron a una temperatura de 22°C de manera vertical por 14 dias.

2. [Escenario estrés por calor:

2.1 Estrés por calor leve (mild-heat stress): Las plantas originadas de los materiales
vegetales sometidos a los distintos tipos de irradiacién se traspasaron a placas Petri
cuadradas que contenian medio Murashige y Skoog (MS) al 50% con 1,5% sacarosa
y 0,8% de agar. Durante el primer dia del traspaso, las placas se sometieron a un
shock térmico de 3 horas de duracién a una temperatura de 40°C. El resto de los 13
dias, las placas se mantuvieron a una temperatura de 22°C de manera vertical.

2.2 Estrés por calor severo (high-heat stress): Las plantas originadas de los materiales
vegetales sometidos a los distintos tipos de irradiacidn se traspasaron a placas Petri
cuadradas que contenian medio Murashige y Skoog (MS) al 50% con 1,5% sacarosa
y 0,8% de agar. Durante el primer dia del traspaso, las placas se sometieron a un
shock térmico de 5 horas de duracién a una temperatura de 40°C. El resto de los 13
dias, las placas se mantuvieron a una temperatura de 22°C de manera vertical.

3. [Escenario estres salino:

3.1 Estrés salino leve (mild-salt stress): Las plantas originadas de los materiales
vegetales sometidos a los distintos tipos de irradiacion se traspasaron a placas Petri

cuadradas que contenian medio Murashige y Skoog (MS) al 50% con una
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concentracion salina compuesta por 50 mM de cloruro de sodio (NaCl) y 5 mM de

cloruro de calcio (CaCl,) y 0,8% de agar. Se mantuvieron a una temperatura de 22°C

de manera vertical por 14 dias.

3.2 Estrés salino severo (high-salt stress): Las plantas originadas de los materiales

vegetales sometidos a los distintos tipos de irradiacién se traspasaron a placas Petri

cuadradas que contenian medio Murashige y Skoog (MS) al 50% con una

concentracion salina compuesta por 100 mM de cloruro de sodio (NaCl) y 10 mM de

cloruro de calcio (CaCl,) y 0,8% de agar. Se mantuvieron a una temperatura de 22°C

de manera vertical por 14 dias.

Para cada tipo de irradiacion, se tomaron registros fotograficos en los dias 0 y 14 después del traspaso

(days after trasplanting en inglés; DAT) con el escaner Epson Perfection V600 Foto. Estas imagenes

fueron analizadas con el programa computacional ImageJ, a fin de obtener la ganancia de crecimiento

en los parametros fisiologicos: largo de raiz y area de roseta. Para cada dosis, se registraron las tasas

de crecimiento obtenidas entre los ODAT y 14DAT. Al finalizar el experimento (14DAT), se midid

la eficiencia fotoquimica del PSIl, como parametro de estrés fisiol6gico, utilizando el equipo

Fluorpen FP 110.
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Figura 5. Esquema del disefio experimental del radio-priming en Arabidopsis thaliana. Este
disefio experimental se realizo para evaluar los objetivos 3 y 4. Elaboracion propia, creada con

BioRender.com

Andlisis estadistico

Se usé el andlisis de varianza (ANOVA) para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba Tukey al 5% (p < 0,05). Para aquellos conjuntos de datos que no
cumplieran con normalidad ni se pudieran transformar, se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn al
5% (p < 0,05). Se realizaron los analisis estadisticos con el programa GraphPad PRISM software 8
(GraphPad Software, Inc.). La normalidad de los datos se analizé usando las pruebas D’ Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogorov—Smirnov. Por otra parte, se transformaron todos aquellos
conjuntos de datos que no cumplieran con la normalidad. Ademas, para el andlisis de la
homogeneidad de la varianza (homocedasticidad) se utilizo la prueba de Hartley and Bartlett (p <
0,05). Se identificaron outliers utilizando el método ROUT que permite identificar uno o mas valores
atipicos usando Q = 1%, lo que significa que cuando hay valores atipicos en los datos, Q es la tasa
méaxima deseada de descubrimiento falso. Entonces, se establece Q al 1% para que al menos el 99%
de los valores atipicos son identificados como reales y no mas del 1% de los valores atipicos
identificados sean falsos

V. RESULTADOS OBTENIDOS

Objetivos 1y 2

Para determinar la curva de dosis-respuesta a la exposicién de radiacion ionizante en A. thaliana se
usaron las dosis 0, 10, 40, 80 y 200 Gy. Con estos resultados, se determinaron los efectos de la
exposicion a dosis crecientes de radiacion ionizante sobre los parametros fisiolégicos: germinacion,
area de roseta, largo de raiz principal y fluorescencia de la clorofila. Los resultados se muestran a

continuacion:

Efecto de la radiacion ionizante en la germinacion

En la Figura 6, se muestra el porcentaje de semillas germinadas para cada tipo de irradiacién a los 7
dias desde la siembra (DAS). Cabe mencionar que, hasta este momento de medicion, las plantulas de
la irradiacion seedlings (Fig.6C) aln se mantenian sin irradiacién, por lo que se muestra el
crecimiento de A. thaliana a condiciones control. Por otra parte, para las irradiaciones dried seeds

(Fig.6A) y soaked seeds (Fig.6B), los analisis ANOVA sefialan que no existe diferencia significativa
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entre las medias de las dosis utilizadas. Lo que concluye que no hubo efecto de la radiacién ionizante

en la germinacién para las dosis usadas.
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Figura 6. Efecto de la radiacion ionizante a distintas dosis en la germinacion en Arabidopsis
thaliana a los 7 dias después de la siembra. (A) Porcentaje de germinacion de semillas que fueron
irradiadas con el tratamiento dried seeds. (B) Porcentaje de germinacion de semillas que fueron
irradiadas con el tratamiento soaked seeds. (C) Porcentaje de germinacion de las plantulas irradiadas
con el tratamiento seedlings. Los conjuntos de datos no cumplen con normalidad ni se pudieron
transformar, por lo que se analizaron con la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar
diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). Los datos son
medias + SE de 3-5 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica biolégica considerada 20-40
plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las

mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05).

Efecto de la radiacion ionizante en roseta y raiz

. Irradiacion dried seeds
En relacion con el area de roseta, se registrd que las plantas sometidas a la dosis 200 Gy presentaron
una disminucion en el crecimiento del 20% respecto al crecimiento del control (0 Gy) tras 4 dias
después de la siembra (DAS) (Fig.7A;). Sin embargo, a los 7DAS (Fig.7A,), se observd una
tendencia negativa al incremento de las dosis. En este caso, las plantas del tratamiento 80 Gy tuvieron
una disminucion en el crecimiento del 16%, y las plantas provenientes de la dosis 200 Gy continuaron
teniendo un menor crecimiento a comparacion del control. A los 14DAS (Fig.7A3), la tendencia
negativa al incremento de las dosis se acentudé ain mas. Junto con esto, ninguna dosis logré promover
el crecimiento. ElI comportamiento del pardmetro largo de raiz es similar a lo que se describe
anteriormente. A los 4DAS (Fig.7B,), las plantas sometidas a la dosis 200 Gy registraron una

disminucién en el crecimiento del 32% respecto al crecimiento del control. Luego a los 7DAS
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(Fig.7B,), se acentud el decrecimiento al aumento de las dosis. Las plantas de las dosis 40, 80 y 200
Gy presentaron un decrecimiento del orden de 18%, 14% y 29% a comparaciéon del control.
Finalmente, al igual que el pardmetro anterior, ninguna dosis que logré promover el crecimiento a los
14DAS (Fig.7B3). En cuanto a las tasas de crecimiento de ambos parametros, ninguna dosis registro

valores de crecimiento mayores al control.
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Figura 7. Efecto de la radiacion ionizante a distintas dosis sobre el area de roseta y la longitud
de raiz en Arabidopsis thaliana con la irradiacion dried seeds. (A1) Area de roseta al dia 4 después
de la siembra; el conjunto de datos se transformo con la funcion y = log(y) para su andlisis. (A2)
Area de roseta al dia 7 después de la siembra; el conjunto de datos se transformd con la funcion y =
log(y) para su analisis. (A3) Area de roseta al dia 14 después de la siembra; el conjunto de datos se
transformé con la funcion y = log(y) para su analisis. (B1) Largo de raiz al dia 4 después de la
siembra. (B2) Largo de raiz al dia 7 después de la siembra. (B3) Largo de raiz al dia 14 después de la
siembra. Los datos son medias + SE de 3-5 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica bioldgica
considerada 20-40 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas,

mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05).
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Il.  Irradiacion soaked seeds
No se presentaron diferencias significativas en el area de roseta tras 4DAS (Fig.8A;). No obstante,
desde los 7DAS (Fig.8A,), se observo que las plantas originadas del tratamiento 80 Gy tuvieron un
25% mas de crecimiento en comparacion con el control (0 Gy). Por el contrario, las plantas sometidas
a 200 Gy crecieron un 33% menos que 0 Gy. A los 14DAS (Fig.8A3), las plantas provenientes de las
dosis 10 y 80 Gy crecieron un 25% y un 29% mas que el control. Por lo que se refiere a las plantas
de la dosis 200 Gy, decrecieron en un 50% respecto al control. En cuanto a las tasas de crecimiento,
las plantas procedentes de las dosis 10 y 80 Gy registraron los valores mas altos de ganancia de
biomasa en el tiempo, con un 4,4% y 4,5%. En relacion con el largo de raiz principal, el gréfico de
los 4DAS (Fig.8B;) evidencid una tendencia negativa al incremento de las dosis, donde las plantas
resultantes del tratamiento 200 Gy crecieron un 73% menos que el control (0 Gy). Esta tendencia se
mantiene en el grafico de los 7DAS (Fig.8B,) y de los 14DAS (Fig.8B5). A pesar de lo anterior, las

plantas de las dosis 10 y 40 Gy registraron tasas de crecimiento del 75,1% y 71,6% para el largo de
raiz.
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Figura 8. Efecto de la radiacion ionizante a distintas dosis sobre el area de roseta y la longitud
de raiz en Arabidopsis thaliana con la irradiacion soaked seeds. (A1) Area de roseta al dia 4
después de la siembra; el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo

que se realizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre
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los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (A2) Area de roseta al dia 7 después de la
siembra; el conjunto de datos se transformé con la funcion y = log(y) para su analisis. (A3) Area de
roseta al dia 14 después de la siembra. (B1) Largo de raiz al dia 4 después de la siembra; el conjunto
de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante
la prueba de Dunn (p < 0,05). (B2) Largo de raiz al dia 7 después de la siembra; el conjunto de datos
se transformo con la funcién y = log(y) para su analisis. (B3) Largo de raiz al dia 14 después de la
siembra; el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizd
la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). Los datos son medias £+ SE de 3-5 réplicas
bioldgicas por tratamiento, cada réplica bioldgica considerada 20-40 plantas como réplicas técnicas.
Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las mismas las letras no muestran
diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05).

I11.  Irradiacion seedlings
Tanto para el area de roseta como la longitud de raiz, los gréficos de 4DAS (Fig.9A; y Fig.9B;) y
7DAS (Fig.9A, y Fig.9B,), muestran los resultados de A. thaliana a condiciones control sin
irradiacion. Como era de esperar, las plantas no mostraron diferencias significativas hasta los graficos
de 14DAS (Fig.9A; y Fig.9B3). Los resultados de ambos pardmetros de crecimiento resultaron verse
afectados al incremento de las dosis de radiacion ionizante. Aunque no hubo diferencias significativas
a los 14DAS, las plantas expuestas a 10 Gy obtuvieron tasas de crecimiento mayores a comparacion

al control (0 Gy). Estos valores fueron: 63,5% para raiz principal, y 3,4% para roseta.
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Figura 9. Efecto de la radiacion ionizante a distintas dosis sobre el area de roseta y la longitud
de raiz en Arabidopsis thaliana con la irradiacion seedlings. (A1) Area de roseta al dia 4 después
de la siembra; el conjunto de datos se transformo con la funcion y = log(y) para su andlisis. (A2)
Area de roseta al dia 7 después de la siembra; el conjunto de datos se transformé con la funcion y =
log(y) para su analisis. (A3) Area de roseta al dia 14 después de la siembra; el conjunto de datos se
transformé con la funcion y = log(y + 1) para su analisis. (B1) Largo de raiz al dia 4 después de la
siembra; el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizé
la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba de Dunn (p <0,05). (B2) Largo de raiz al dia 7 después de la siembra;
el conjunto de datos se transformé con la funcién y = log(y) para su analisis. (B3) Largo de raiz al
dia 14 después de la siembra; el conjunto de datos se transformé con la funcion y = log(y + 1) para
su analisis. Los datos son medias + SE de 3-5 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica
bioldgica considerada 20-40 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias

significativas, mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p <
0,05).
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Efecto de la radiacion ionizante en la eficiencia maxima del fotosistema |1

El efecto de la radiacion ionizante sobre la eficiencia maxima del fotosistema Il (PSI1) se refleja con
el parametro Fy, /F,, en la Figura 10 (Butler, 1978). Para el caso de las irradiaciones dried seeds
(Fig.10A) y soaked seeds (Fig.10B), los analisis ANOVA arrojaron que no existe diferencia
significativa entre las medias de las dosis utilizadas. Por el contrario, en la irradiacion seedlings
(Fig.10C), las plantas expuestas a 200 Gy mostraron ser significantemente distintas. Junto con los
analisis estadisticos, los graficos presentan lineas grises que representan al valor 0,82. Este valor
refleja el 6ptimo de la eficiencia fotoquimica del PSII para plantas con metabolismo fotosintético C5
como Arabidopsis thaliana (Bjérkman y Demming, 1978). Se puede evidenciar que en los graficos
de dried seeds (Fig.10A) y soaked seeds (Fig. 10B) no se logré alcanzar la 6ptima fluorescencia de
la clorofila para ninguna dosis utilizada, incluyendo el control (0 Gy). Ademas, las plantas de la
irradiacion dried seeds (Fig.10A) mostraron una tendencia negativa al incremento de dosis. Respecto
a la irradiacion seedlings (Fig.10C), en el grafico también se logré visualizar una tendencia negativa
al incremento de dosis. No obstante, las plantas de los tratamientos 0 y 10 Gy alcanzaron valores muy

cercanos al 6ptimo.
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Figura 10. Eficiencia fotosintética del fotosistema Il a los 14 dias después de la siembra en
Arabidopsis thaliana. (A) Semillas que fueron irradiadas con el tratamiento dried seeds; el conjunto
de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizo la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante
la prueba de Dunn (p < 0,05). (B) Semillas que fueron irradiadas con el tratamiento soaked seeds; el
conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizé la prueba
no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos
mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (C) Plantulas irradiadas con el tratamiento seedlings. Los
datos son medias + SE de 3-5 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica biol6gica considerada
20-40 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras

que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05).

31



Objetivos 3y 4

Luego de obtener los resultados de los Objetivos 1y 2, se logrd identificar las dosis pertenecientes a
los posibles rangos de respuesta hormética para cada irradiacion de A. thaliana. Para esto, se
establecio usar las dosis 0, 5, 10 y 40 Gy para probar el radio-priming en los cinco escenarios de
ambientes de estudio para los tres tipos de irradiacion en A. thaliana. Con estos resultados, se
determinaron los efectos de la respuesta del radio-priming sobre los parametros fisioldgicos: area de

roseta, largo de raiz principal y fluorescencia de la clorofila.

En relacion con el tiempo de traspaso, se tomo en cuenta que las variaciones mas altas de crecimiento
se registraron entre los 7 y 14DAS (Anexo A2), ya sea para ambos parametros de estudio (&rea de
roseta y largo de raiz) y cualquier tipo de irradiacién. Este dato puede explicar que, teéricamente, A.
thaliana se encuentra atravesando un crecimiento exponencial (Boyes, 2001). La literatura vincula
este crecimiento con el desarrollo de plantulas, proceso que va desde la apertura de los cotiledones
con aparicion de raices primarias hasta la aparicion de entre 4 a 5 hojas (TAIR, 2006; Boyes, 2001).
Esta informacion es relevante, pues ya se menciond anteriormente que el desarrollo de plantulas es
una de las etapas del desarrollo méas sensibles al estrés abidtico (Johnson y Puthur, 2021). Por
consiguiente, la metodologia a seguir (Fig. 5) tomd en cuenta lo anterior para disefiar el experimento.

Los resultados se muestran a continuacion:

Efecto del radio-priming en el area de roseta

La Figura 11 muestra el area de roseta de las plantas provenientes de los distintos tratamientos de
irradiacion justo antes del traspaso a condiciones de estrés, es decir, se visualiza el efecto de la
radiacion ionizante sobre el parametro a condiciones normales de crecimiento. En la irradiacion dried
seeds (Fig.11A), el crecimiento del area de roseta de las plantas provenientes de la dosis 40 Gy fue
un 14% menor que la dosis control (0 Gy). De la misma manera, en la irradiacion seedlings (Fig.11C),
el area de roseta de las plantas expuestas a 40 Gy fue un 10% menor que 0 Gy. Por otro lado, las
plantas de la irradiacion soaked seeds (Fig.11B) no presentaron diferencias significativas a ninguna

dosis.
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Figura 11. Efecto del radio-priming en el area de roseta antes del traspaso en Arabidopsis
thaliana. (A) Semillas que fueron irradiadas con el tratamiento dried seeds; el conjunto de datos no
cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de
Dunn (p < 0,05). (B) Semillas que fueron irradiadas con el tratamiento soaked seeds; el conjunto de
datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizé la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de
Dunn (p <0,05). (C) Plantulas irradiadas con el tratamiento seedlings. Los datos son medias + SE de
2-4 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica biol6gica considerada 16-32 plantas como
réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las mismas las
letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p <0,05).
. Irradiacion dried seeds

En el ambiente without stress (Fig.12A), las plantas sometidas a 40 Gy tuvieron mayor crecimiento,
lo que contrarresta con la informacion entregada en la Figura 11A. La ganancia de crecimiento
respecto al control (0 Gy) fue de un 17,6%, lo que también se traduce en una tasa mayor de
crecimiento. En relacion con el estrés por calor, tras comparar el area de roseta de los tres tratamientos
control (0 Gy) en los ambientes without stress, mild-heat stres y high-heat stress (Fig.12A, Fig.12B
y Fig.12C), se evidencio que los ambientes de estrés no fueron lo suficientemente estresantes para las
plantas de A. thaliana. En particular, para el caso de high-heat stress (Fig.12C), la ganancia de
crecimiento de las plantas control fue de un 46,2% a comparacion de las plantas control de without
stress (Fig.12A). De la misma manera, la ganancia de crecimiento de las plantas control de mild-heat
stress (Fig.12B) fue de un 29,7%. De lo anterior, se concluye que no se logré someter a las plantas a
condiciones realmente estresantes que reflejen cambios fenotipicos a ninguna dosis utilizada.
Respecto a la existencia de radio-proteccion, los andlisis estadisticos y las tasas de crecimiento no
arrojaron diferencias significativas. Contrariamente, en ambos grados de estrés salino, el crecimiento

registrado en las plantas control fue considerablemente menor respecto al control de without stress
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(Fig.12A). En concreto, las plantas control de mild-salt stress (Fig.12D) y high-salt stress (Fig.12E)
obtuvieron un 53% y 60,8% menos de crecimiento, respectivamente. Esto demostraria que los
ambientes fueron capaces de estresar a las plantas de A. thaliana. Respecto a la existencia de radio-
proteccion, tampoco se logrd obtener radio-proteccién a ninguna dosis. Es mas, en high-salt stress

(Fig.12E), el incremento de las dosis afecta aun mas al crecimiento de las plantas.
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Figura 12. Efecto del radio-priming en roseta a los 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacién dried seeds. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM
NaCl-OmM CacCl, a 22°C). (B) Plantas expuestas al escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM
CaCl, a 40°C por 3 horas). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (OmM NaCl-OmM
CaCl, a 40°C por 5 horas); el conjunto de datos se transformo con la funcion y = sqrt(y) para su
analisis. (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt stress (50mM NaCl-5mM CaCl, a 22°C); el
conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizo la prueba
no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos

mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM
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NaCI-10mM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar,
por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). Los datos son medias +
SE de 2-4 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica biolégica considerada 16-32 plantas como
réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las mismas las
letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los porcentajes sobre las barras

representan la tasa de crecimiento.

Il.  Irradiacion soaked seeds
Las plantas sometidas a las dosis 5y 10 Gy obtuvieron un 23,5% y 27,1% mas de crecimiento en
without stress (Fig.13A). Asimismo, ambas dosis tuvieron las tasas de crecimientos mas grandes.
Respecto al estrés por calor, al igual que la irradiacion anterior, los ambientes no fueron lo
suficientemente estresantes para las plantas de A. thaliana. Es mas, en mild-heat stress (Fig.13B), las
plantas del tratamiento 10 Gy crecieron un 35,3% mas respecto al su respectivo control. Por otro lado,
los ambientes salinos lograron estresar a las plantas de A. thaliana y registrar radio-proteccion. En
concreto, en el ambiente mild-salt stress (Fig.13D), las plantas provenientes de 5y 10 Gy aumentaron
su crecimiento en un 17,7% y 29,1% respecto al control, lo que se traduce en radio-proteccién para
ambas dosis. Asimismo, en high-salt stress (Fig.13E), las plantas sometidas a 10 Gy tuvieron un

18,2% mas de crecimiento a comparacion de su control.
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Figura 13. Efecto del radio-priming en roseta a los 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion soaked seeds. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM
NaCl-OmM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar,
por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (B) Plantas expuestas al
escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM CaCl, a 40°C por 3 horas); el conjunto de datos se
transformd con la funcidn y = log(y + 1) para su analisis. (C) Plantas expuestas al escenario high-
heat stress (OmM NaCl-OmM CacCl, a 40°C por 5 horas). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt
stress (50mM NaCl-5mM CacCl, a 22°C). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM
NaCl-10mM CacCl, a 22°C). Los datos son medias + SE de 2-4 réplicas biol6gicas por tratamiento,
cada réplica bioldgica considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican
diferencias significativas, mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de

una via; p < 0,05). Los porcentajes sobre las barras representan la tasa de crecimiento.
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I11.  Irradiacion seedlings

En without stress (Fig.14A), las plantas del tratamiento 5 y 10 Gy obtuvieron un 16,5% mas de
crecimiento respecto al control (0 Gy). Igualmente, registraron las tasas de crecimiento mas altas.
Nuevamente, los ambientes de estrés por calor no tan solo no fueron estresantes, sino que dada la
dinamica de los resultados fue dificil evaluar la existencia radio-proteccion. No obstante, vale la pena
sefalar que, por ejemplo, tanto para mild-heat stress (Fig.14B) como para high-heat stress (Fig.14C),
las plantas expuestas a 5 Gy tuvieron un 14,5% y un 20,1% mas de crecimiento, respecto a sus
correspondientes controles. En relacion con el estrés por salinidad, al comparar los controles de ambos
grados de estrés con la dosis 0 Gy de without stress (Fig.14A), se logré apreciar que hubo una
disminucidn significativa de la ganancia, lo que confirma que el estrés fue efectivo. Respecto a lo
referente a radio-proteccion frente a salinidad, en high-salt stress (Fig.14E) se registro una proteccién

por el radio-priming en la dosis 10 Gy.
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Figura 14. Efecto del radio-priming en roseta a los 14 dias después del traspaso en Arabidopsis

thaliana con la irradiacion seedlings. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM NaCl-
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0mM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo
gue se realizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre
los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (B) Plantas expuestas al escenario mild-heat
stress (OmM NaCl-OmM CaCl, a 40°C por 3 horas). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat
stress (OmM NaCl-O0mM CacCl, a 40°C por 5 horas). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt stress
(50mM NaCl-5mM CacCl, a 22°C). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM NacCl-
10mM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos se transformo con la funcion y = log(y) para su analisis.
Los datos son medias + SE de 2-4 réplicas biolégicas por tratamiento, cada réplica bioldgica
considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas,
mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los

porcentajes sobre las barras representan la tasa de crecimiento.

Efecto del radio-priming en la longitud de la raiz

La Figura 15 muestra el largo de raiz principal de las plantas provenientes de los distintos tratamientos
de irradiacién antes del traspaso a condiciones de estrés. Al igual que en el parametro de crecimiento
anterior, se visualiza el efecto de la radiacion ionizante sobre el pardmetro a condiciones normales de
crecimiento. Las plantas procedentes de las dosis 10 y 40 Gy presentaron menor crecimiento en la
irradiacion dried seeds (Fig.15A) en un 17 y 14%, respectivamente, a comparacion con la dosis
control (0 Gy). De la misma manera, el crecimiento de las plantas expuestas a 40 Gy fue menor en
un 11% para la irradiacién soaked seeds (Fig.15B) y 12% para seedlings (Fig.15C), en contraposicion
con sus correspondientes controles. No obstante, las plantas de la dosis 10 Gy registraron un
crecimiento del 11% en la irradiacion soaked seeds (Fig.15B). Por su parte, las plantas resultantes de

la dosis 5 Gy tuvieron un 15% mas de crecimiento en la irradiacion seedlings (Fig.15C).
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Figura 15. Efecto del radio-priming en la longitud de la raiz antes del traspaso en Arabidopsis
thaliana. (A) Semillas que fueron irradiadas con el tratamiento dried seeds; el conjunto de datos no

cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica
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Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de
Dunn (p < 0,05). (B) Semillas que fueron irradiadas con el tratamiento soaked seeds; el conjunto de
datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de
Dunn (p <0,05). (C) Plantulas irradiadas con el tratamiento seedlings. Los datos son medias + SE de
2-4 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica bioldgica considerada 16-32 plantas como
réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las mismas las
letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los porcentajes sobre las barras

representan la tasa de crecimiento.

I. Irradiacion dried seeds
En el ambiente without stress (Fig.16A), las plantas del tratamiento dosis 10 Gy obtuvieron un 7,6%
mas de crecimiento, y registraron la mayor tasa de crecimiento. En relacion con el estrés por calor,
los ambientes propuestos no fueron lo suficientemente estresantes para las plantas de A. thaliana,
como queda en evidencia al comparar longitud de raiz para los tres tratamientos control (0 Gy) en
condicion control, mild-heat stres y high-heat stress (Fig.16A, Fig.16B y Fig.16C). Sin embargo, al
comparar el efecto de la radiacién en cada uno de los ambientes de estrés por calor, los analisis
estadisticos y las tasas de crecimiento si arrojaron diferencias significativas. En mild-heat stress
(Fig.16C), las plantas sometidas a 5 Gy aumentaron el crecimiento en un 7,3% a comparacion de su
respectivo control. De igual manera, en high-heat stress (Fig.16D), las plantas provenientes de 5y 10
Gy registraron aumentos en el crecimiento de 7,7% y 8,7%. A diferencia de los ambientes con estrés
por calor, se pudo concluir que los ambientes salinos si fueron capaces de estresar a las plantas de A.
thaliana, tras comparar los controles de los ambientes without stress, mild-salt stress y high-salt stress
(Fig.16A, Fig.16D y Fig.16E). En lo que respecta radio-proteccion, ninguna dosis genera un efecto
positivo sobre el parametro evaluado. Al igual que en el parametro area de roseta, el incremento de

dosis afecta aln mas al crecimiento de las plantas en high-salt stress (Fig.16E).
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Figura 16. Efecto del radio-priming en raiz a 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion dried seeds. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM
NaCl-OmM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar,
por lo que se realizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (B) Plantas expuestas al
escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM CaCl, a 40°C por 3 horas); el conjunto de datos no
cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de
Dunn (p < 0,05). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (OmM NaCl-OmM CacCl, a 40°C
por 5 horas); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se
realizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt

stress (50mM NaCl-5mM CaCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo
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transformar, por lo que se realizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (E) Plantas expuestas al
escenario high-salt stress (100mM NaCl-10mM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con
normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p <
0,05). Los datos son medias + SE de 2-4 réplicas biolégicas por tratamiento, cada réplica biologica
considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas,
mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los

porcentajes sobre las barras representan la tasa de crecimiento.

Il. Irradiacion soaked seeds
Las plantas de los tratamientos 5y 10 Gy obtuvieron un 11,5% y 10,4% mas de crecimiento en without
stress (Fig.17A). Asimismo, ambas dosis obtuvieron mayores tasas de crecimientos. Respecto al
estrés por calor, al igual que la irradiacion anterior, los ambientes no fueron lo suficientemente
estresantes para las plantas de A. thaliana. Es mas, en high-heat stress (Fig.17C), las plantas
provenientes de la dosis 5 Gy tuvieron un crecimiento del 7,9% respecto a su control (0 Gy). Por otro
lado, los ambientes salinos lograron estresar a las plantas de A. thaliana y registrar radio-proteccion.
En concreto, en el ambiente high-salt stress (Fig.17E), las plantas sometidas a la dosis 5 Gy crecieron

un 29,7% mas a comparacion de su control.
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Figura 17. Efecto del radio-priming en raiz a 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion soaked seeds. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM
NaCl-OmM CacCl, a 22°C). (B) Plantas expuestas al escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM
CaCl, a 40°C por 3 horas). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (OmM NaCl-OmM
CaCl, a 40°C por 5 horas). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt stress (50mM NaCl-5mM
CaCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se
realizo la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt
stress (100mM NaCl-10mM CaCl, a 22°C). Los datos son medias + SE de 2-4 réplicas biol6gicas por
tratamiento, cada réplica bioldgica considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas. Letras
diferentes indican diferencias significativas, mientras que las mismas las letras no muestran
diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los porcentajes sobre las barras representan la tasa de

crecimiento.
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I11. Irradiacion seedlings
En without stress (Fig.18A), las plantas expuestas a la dosis 40 Gy crecieron un 46% mas respecto al
control (0 Gy). Por otro lado, ambos grados de estrés por calor fueron lo suficientemente estresantes
para las plantas de A. thaliana, en comparacion con las otras dos irradiaciones. Junto con esto, el
escenario mild-heat stress (Fig.18B), registr6 radio-proteccién para las plantas sometidas a 40 Gy.
Asimismo, en high-heat stress (Fig.18C) se registraron protecciones para las plantas de los
tratamientos 5 y 40 Gy. En relacion con los escenarios de estrés salino, los analisis estadisticos y las
tasas de crecimiento no arrojaron diferencias significativas. Esto concluye que no se logré obtener

radio-proteccion a ninguna dosis utilizada.
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Figura 18. Efecto del radio-priming en raiz a 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion seedlings. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM NaCl-
0mM CacCl, a 22°C). (B) Plantas expuestas al escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM CaCl, a
40°C por 3 horas). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (0mM NaCl-OmM CacCl, a 40°C
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por 5 horas); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se
realizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt
stress (50mM NaCl-5mM CacCl, a 22°C). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM
NaCl-10mM CaCl, a 22°C). Los datos son medias + SE de 2-4 réplicas bioldgicas por tratamiento,
cada réplica biol6gica considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican
diferencias significativas, mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de

una via; p <0,05). Los porcentajes sobre las barras representan la tasa de crecimiento.

Efecto del radio-priming en la eficiencia maxima del fotosistema Il

. Irradiacion dried seeds
En relacién con los analisis estadisticos, ningun escenario de los ambientes en estudio mostrd
diferencias significativas entre las medias de las dosis utilizadas para la irradiacion dried seeds
(Fig.19). En cuanto al valor 6ptimo de la fluorescencia de la clorofila, los ambientes without stress
(Fig. 19A) y mild-salt stress (Fig.19D) presentaron tendencias positivas al incremento de dosis. Las
plantas de las dosis 10 y 40 Gy lograron valores mas cercanos al éptimo de la fluorescencia de la
clorofila respecto al control (0 Gy). Por el contrario, en los graficos de mild-heat stress (Fig.19B),
high-heat stress (Fig.19C) y high-salt stress (Fig.19E) se visualizaron tendencias negativas al

incremento de dosis, particularmente en la dosis 40 Gy.
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Figura 19. Eficiencia maxima del fotosistema Il a los 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion dried seeds. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (0mM
NaCl-OmM CaCl, a 22°C). (B) Plantas expuestas al escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM
CaCl, a 40°C por 3 horas). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (OmM NaCl-OmM
CaCl, a 40°C por 3 horas). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt stress (50mM NaCl-5mM
CaCl, a 22°C). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM NaCl-10mM CaCl, a
22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realizé
la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). Los datos son medias + SE de 2-4 réplicas
bioldgicas por tratamiento, cada réplica bioldgica considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas.
Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las mismas las letras no muestran
diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los porcentajes sobre las barras representan la tasa de

crecimiento.
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Il.  Irradiacion soaked seeds
Los andlisis ANOVA de los ambientes en estudio no presentaron diferencias significativas entre las
medias de las dosis utilizadas para la irradiacion soaked seeds (Fig.20). Acerca del 6ptimo de la
fluorescencia de la clorofila, el grafico without stress (Fig.20A) mostré una tendencia positiva al
incremento de dosis, pues las plantas de los tratamientos 5, 10 y 40 Gy lograron valores cercanos al

Optimo a diferencia del control (0 Gy). En los demas gréficos, se pueden ver tendencias constantes al

incremento de dosis.
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Figura 20. Eficiencia maxima del fotosistema Il a los 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion soaked seeds. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM
NaCI-OmM CacCl, a 22°C); el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar,
por lo que se realizd la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (B) Plantas expuestas al
escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM CaCl, a 40°C por 3 horas); el conjunto de datos no

cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba no paramétrica
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Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de
Dunn (p < 0,05). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (OmM NaCl-OmM CacCl, a 40°C
por 3 horas). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt stress (50mM NaCl-5mM CaCl, a 22°C).
(E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM NaCl-10mM CaCl, a 22°C. Los datos son
medias + SE de 2-4 réplicas bioldgicas por tratamiento, cada réplica biolégica considerada 16-32
plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican diferencias significativas, mientras que las
mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de una via; p < 0,05). Los porcentajes sobre las

barras representan la tasa de crecimiento.

I11.  Irradiacion seedlings

Los analisis ANOVA de los ambientes tampoco se presentaron diferencias significativas entre las
medias de las dosis utilizadas para la irradiacion seedlings (Fig.21). En relacién con la fluorescencia
de la clorofila, el grafico without stress (Fig.21A) presentd una tendencia constante al incremento de
dosis, donde ninguna dosis alcanza el 6ptimo. En los graficos de estrés por calor, mild-heat stress
(Fig.21B) mostré una tendencia constante al incremento de dosis y high-heat stress (Fig.21C),
también se registrd una tendencia constante. En mild-salt stress (Fig.21D), las plantas expuestas a 5
y 40 Gy alcanzaron el éptimo. Finalmente, en high-salt stress (Fig.21E), los tratamientos de plantas

que mas se acercaron al 6ptimo fueron 5y 10 Gy.
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Figura 21. Eficiencia maxima del fotosistema Il a los 14 dias después del traspaso en Arabidopsis
thaliana con la irradiacion seedlings. (A) Plantas expuestas al escenario without stress (OmM NaCl-
OmM CaCl, a 22°C). (B) Plantas expuestas al escenario mild-heat stress (OmM NaCl-OmM CaCl, a
40°C por 3 horas). (C) Plantas expuestas al escenario high-heat stress (0mM NaCl-OmM CacCl, a 40°C
por 3 horas). (D) Plantas expuestas al escenario mild-salt stress (50mM NaCl-5mM CaCl, a 22°C);
el conjunto de datos no cumple con normalidad ni se pudo transformar, por lo que se realiz6 la prueba
no paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias significativas entre los tratamientos
mediante la prueba de Dunn (p < 0,05). (E) Plantas expuestas al escenario high-salt stress (100mM
NaCI-10mM CaCl, a 22°C). Los datos son medias £ SE de 2-4 réplicas bioldgicas por tratamiento,
cada réplica biol6gica considerada 16-32 plantas como réplicas técnicas. Letras diferentes indican
diferencias significativas, mientras que las mismas las letras no muestran diferencias (ANOVA de

una via; p <0,05). Los porcentajes sobre las barras representan la tasa de crecimiento.
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VI. DISCUSION

Objetivos 1y 2

A lo largo de la evolucion las plantas han desarrollado estrategias para defenderse de factores
estresantes (Xie etal. 2019). Una variacion no controlada de las condiciones climaticas en un entorno
provoca un desequilibrio en las relaciones entre los seres vivos y su manera de influir sobre el
ambiente (Pacheco et al., 2017). Factores climaticos como salinidad, temperaturas extremas,
presencia de metales pesados, contaminantes atmosféricos y enfermedades originan estrés oxidativo
en las plantas (Choudhury et al., 2017; Pacheco et al., 2017; Xie et al. 2019). Uno de los desafios de
la biologia vegetal actual es comprender a cabalidad el funcionamiento de las plantas bajo estrés, es
decir, entender como las plantas responden a dosis fluctuantes de algun estrés (Calabrese y Mattson,
2017). Tener conocimiento sobre la relacién de dosis-respuesta puede proporcionar valiosa
informacién sobre la adaptacion y la perspectiva de supervivencia vegetal, aportando asi a la
optimizacion de la productividad y los rendimientos (Agathokleous, 2018; Agathokleous et al., 2019;
Calabrese y Mattson, 2017). En toxicologia ambiental, el concepto de hormesis explica, a través del
modelo de umbral bifasico de dosis-respuesta, que la exposicién a dosis bajas de un estresor induce
la aparicion de respuestas adaptativas que protegen a los organismos de los efectos dafiinos de las
amenazas ambientales, lo que contrarresta los conocimientos dominantes sobre modelos lineales de

dosis-respuesta (Agathokleous, 2018; Agathokleous y Calabrese, 2019; Schirrmacher, 2021).

Por ejemplo, es sabido que el uso de radiacion ionizante a grandes dosis produce alteraciones en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, ademas, de la disminucién de la capacidad reproductiva y
alteraciones tanto metabdlicas como gendmicas (Vanhoudt, 2014). A pesar de esto, la induccién de
mutaciones por IR se ha utilizado por afios en la industria agricola, como técnica de mejoramiento
genético tradicional para mejorar la calidad del producto, incrementar los rendimientos, mejorar la
resistencia al cambio climatico y la tolerancia al ambiente (IAEA, 2022). No obstante, esta tecnologia
suele ser muy lenta, laboriosa y costosa en tiempo, espacio y recursos (Oliveira et al., 2021). La
investigacion sobre los posibles usos de la radiacion ionizante a bajas dosis es escasa y, por afios, no
se han registrado avances importantes en la materia. La respuesta radio-hormética se puede entender
como una estrategia bioldgica evolutiva que le permite al organismo aclimatarse a las bajas dosis de
la IRy responder a un estrés subsecuente de mejor manera (Calabrese, 2016). Este tipo de técnicas
puede aplicarse al sector agricola para mejorar la resistencia a estrés biotico, mitigar las consecuencias
del cambio climatico y aumentar la productividad a costos méas bajos, aportando asi a la sostenibilidad
(Agathokleous y Calabrese, 2019).
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Contenido de Agua

Las semillas presentan mecanismos de adaptacion para sobrevivir a las condiciones de estrés (Oliveira
etal., 2021). No obstante, técnicas como la radio-hormesis pueden preparar a las semillas a enfrentar
situaciones que normalmente serian dafiinas o letales (Oliveira et al., 2021). La radiosensibilidad de
las semillas depende tanto de las caracteristicas genéticas de la especie como de la humedad de esta
misma (Geras' kin et al., 2017). En este Gltimo aspecto, la literatura sefiala que las semillas secas son
mas resistentes a los efectos de la IR por su bajo contenido relativo de agua (Geras' kin et al., 2017).
Por otro lado, las semillas que no estan completamente desarrolladas y que estan germinando son méas
sensibles a la radiacion gamma que las semillas secas, ya que el contenido de agua es mas alto y las
estructuras que afectan la capacidad i6nica pueden alcanzar mas facilmente el embrion (Qin et al.
2007). Lo anterior se explica porgue la irradiacion en la molécula de ADN es mas propensa a formar
radicales libres en un ambiente himedo que un ambiente seco (Donaldson, Nilan y Konzak, 1979;
Puerta y Morales, 2020). Esto también se afirma en Qin et al. (2007), donde se sefiala que las semillas
embebidas irradiadas por protones son méas sensibles que las semillas secas, y que el principal objetivo
de la irradiacion es el meristemo apical del brote debido al contenido de células no diferenciadas. Por
otro lado, Ohba (1961) en su estudio sobre la radiosensibilidad y contenido de agua en semillas de
pino concluye que las semillas deben tener un contenido especifico de agua para su mejor
rendimiento, puesto que las semillas con los indices de contenido de agua mas extremos tuvieron

porcentajes germinativos mas bajos y alta mortalidad de plantulas.

En esta investigacion se propuso evaluar la respuesta de A. thaliana a dosis crecientes de IR segln
tres metodologias que diferian en la etapa de irradiacién de tejido y en el contenido relativo de agua.
Para lograr esto, los efectos de la IR se midieron a largo plazo y respecto a las curvas de dosis-
respuesta obtenidas en los parametros area de roseta y largo de raiz. En la Figura 10, se puede
visualizar que la irradiacion dried seeds no tiene el mismo comportamiento en la curva dosis-
respuesta. La forma de las curvas de las irradiaciones soaked seeds y seedlings se comportan segun
lo reportado en la hormesis (Fig.1), con una zona radio-hormética en las dosis menores a 40 Gy. Por
el contrario, la curva de la irradiacion dried seeds esta en forma de U con una estimulacion en la dosis
80 Gy. Las respuestas en forma de U pueden entenderse como la activacién de una serie de
mecanismos necesarios para proteger al organismo del entorno estresante (Zhang et al., 2008). Esta
activacion conlleva un costo energéticamente significativo a nivel celular, lo que se traduce en la
aparicion de células estresadas o adaptadas (Zhang et al., 2008). En otras palabras, se produce una
sobrecompensacién entre estos estados (estresado-adaptado) que interrumpen la homeostasis, por lo

gue la forma de U en puntos especificos refleja la recuperacion (o resiliencia) del organismo mediante
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una reparacion rapida frente al efecto del estresor (Calabrese y Baldwin, 1998; Zhang et al., 2008).
Considerando que una semilla de A. thaliana madura seca tiene aproximadamente un contenido de
agua del 7% (Baud et al., 2002) se puede concluir que la irradiacion dried seeds tuvo menos
sensibilidad a la exposicion de las dosis crecientes elegidas para hacer las curvas de dosis-respuesta
en A. thaliana. Junto con esto, se puede explicar la mayor sensibilidad en las irradiaciones soaked
seeds y seedlings ya que, por una parte, la semilla embebida fue irradiada en un mayor contenido de
humedad que la semilla irradiada en seco; y, por la otra, el embrién presenta mayor contenido de agua
que una semilla, por lo que sus estructuras se ven mas afectadas por la ionizacion de la materia
(Blagojevic, 2015; Puerta y Morales, 2020; Qin et al., 2007).

Germinacion

Hasta el cambio ambiental mas sutil puede afectar el proceso de germinacion de la semilla y, por
consiguiente, afectar el crecimiento y productividad de la futura planta (Wojtyla, 2016). En este
ambito, los factores de estrés abidtico son capaces de interrumpir multiples interacciones entre
moléculas sefializadoras, fitohormonas y moléculas oxidativas que pueden provocar retrasos o
aceleramientos de los procesos de germinacién o crecimiento temprano (Babina et al., 2020; Vishal
y Kumar, 2018; Wojtyla, 2016). Por ejemplo, en el trabajo de Babina et al. (2020) se encontrd
evidencia sobre alteraciones significativas en la germinacion a dosis mayores a 100 Gy. Pero, también
se ha reportado en distintos estudios que la germinacién de semillas no siempre es afectada por el
incremento de la radiacion gamma (Barescut et al., 2009; Wi et al., 2007). En el caso de los resultados
previamente expuestos (Fig.6), no se obtuvieron cambios significativos en el porcentaje de
germinacion, ya sea tanto para las dosis utilizadas como para los distintos tipos de irradiacion
estudiados. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que en este estudio solo usd porcentaje de
germinacion como parametro de medicion. En los estudios de Babina et al. (2020) y Gutiérrez et al.
(2021), se nombran distintos pardmetros para evaluar la dindmica de germinacién como el tiempo, la

capacidad germinativa, energia germinativa, la homogeneidad y la sincronia de germinacion.

Crecimiento

Los parametros morfométricos de las plantas se consideran indicadores integrales de la respuesta a la
radiacion ionizante, pues permiten comprender tanto las reacciones como las interacciones de las
partes del organismo vegetal (Gudkov et al., 2019). A lo largo de esta investigacion se ha evidenciado
que la exposicion a dosis bajas de IR incluye una gran variedad de efectos estimulantes que de ocurrir
en una especie comercial podrian ser de interés agricola (Agathokleous y Calabrese, 2019). No

obstante, es importante mencionar que los efectos no tan solo estan vinculados a la dosis, sino también

51



a factores como la especie, la edad de la planta, los cultivares, la fisiologia y el tamafio y estado del
genoma de la planta (De Micco et al. 2011). Por ejemplo, Babina et al. (2020) observ6 que la
exposicion de IR en semillas puede inducir el mismo efecto estimulante, o incluso mas pronunciado,

que una exposicion en otra etapa del desarrollo vegetativo.

En la practica, la hipotesis de la radio-hormesis es que a bajas dosis se inducira estimulacion en el
crecimiento, ya sea por los cambios producidos en la red de sefializacion hormonal o por el aumento
antioxidante en las células para superar los factores estresantes (Wi et al., 2007). Ademas de esto, la
respuesta fisioldgica no tan solo depende del contenido especifico de las fitohormonas, sino también
de la mantencidon del equilibrio (Gudkov et al., 2019; Kohli et al., 2013). Geras' kin et al. (2017)
demostraron que el equilibrio general de las fitohormonas cambia en las plantulas de cebada
dependiendo de la exposicion de IR en semillas. La investigacion explica que cuando las semillas son
irradiadas a dosis bajas, la produccion de hormonas promotoras del crecimiento se estimula, y cuando
las semillas son irradiadas a dosis altas, se estimula la produccién de la hormona inhibidora del
crecimiento ABA (Bitarishvili et al., 2018). Particularmente en A. thaliana, se registroé que las altas
dosis de IR inducen la produccién de ABA e incrementan la actividad antioxidante y de ROS (Babina
et al., 2020). Por el contrario, en las dosis bajas, los genes relacionados con la biosintesis de ABA se
regulaban positivamente, y tanto los genes correspondientes a las vias catabélicas como al transporte
de la hormona, lo hacen de manera diferencial (Babina et al., 2020). Por su parte, Qi et al. (2015)
demostr6 con mutantes ABA en A. thaliana que la susceptibilidad a la hormona es mas importante

en la respuesta al crecimiento que la misma biosintesis.

A grandes rasgos, los resultados obtenidos (Fig.7, 8 y 9) muestran promocion de crecimiento a dosis
menores de 40 Gy, lo cual es similar a lo expuesto en Babina et al. (2020). En ese estudio se logra
concluir que las dosis de IR menores a 50 Gy no son lo suficientemente dafiinas para provocar efectos
negativos en A. thaliana, respecto a las plantas no irradiadas. Gudkov et al. (2019) también establece
un rango de dosis promotoras de crecimiento para A. thaliana, el cual sefiala que el rango hormético
es de 5-20 Gy si se irradian semillas, y 1-5 Gy si son plantas en etapa vegetativa. Las tasas de
crecimientos de la irradiacion dried seeds (Fig.7) demuestran que hasta 40 Gy se obtuvieron
crecimientos finales muy similares a los registrados por las plantas no irradiadas, a pesar de que
significativamente no visualiza promocion de crecimiento a ninguna dosis. Por su parte, las tasas de
crecimientos de la irradiacion soaked seeds (Fig.8) fueron significativamente mayores que las plantas
no irradiadas a las dosis 10 y 40 Gy, tanto en el largo de raiz como en el area de roseta. En la

irradiacion seedlings (Fig.9) ocurre lo mismo que en la irradiacion soaked seeds (Fig.8), pero de
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manera menos pronunciada. Estos resultados son interesantes, pues se puede concluir que la
utilizacion de semillas sea la opcion mas adecuada para estudiar la exposicion a bajas dosis, sobre
todo considerando una posible replicacion en el sector agricola (Babina et al., 2020). A nivel de
parametros, las raices parecen tener mas sensibilidad a la radiacién ionizante que las rosetas. Lo
anterior, puede explicarse porque las raices han reportado cambios mas pronunciados en la expresién
génica en respuesta al estrés y, ademas, son un tejido con gran contenido de agua (Gudkov et al.,
2019; Vanhoudt, 2014). Las rosetas, por su parte, tienen mayor resistencia a la IR debido a que el
sistema antioxidante en esas zonas debe proteger a los tejidos del dafio foto-oxidativo producido, en

parte, por la fotosintesis (Blagojevic, 2015; Puerta y Morales, 2020; Qin et al., 2007).

Fluorescencia de la Clorofila

Las plantas se someten constantemente a intensidades de luz cambiante, por lo que los fotosistemas
(PSI'y PSII) tienen la funcion de captar eficientemente la energia luminica y proteger el aparato
fotosintético del dafio foto-oxidativo provocado por la formacion de ROS (Niyogi, 1999; Vanhoudt,
2014). Un aumento exacerbado en la produccion de ROS demuestra la presencia del estrés oxidativo
en la planta, el cual se expresa principalmente en la capacidad fotosintética de la clorofila (Ustin et
al., 1998). Bajo este contexto, las hojas de la roseta utilizan la energia luminica absorbida por la
clorofila en tres procesos: como energia productiva que se utiliza en el proceso de fotosintesis, en
transmision por disipacion en forma de calor o en la emision de luz en de forma de fluorescencia
(Puerta y Morales, 2020; Vanhoudt, 2014). La fluorescencia de la clorofila y la transmisién por
disipacién son parametros que se utilizan para establecer el nivel de estrés dentro de un organismo,
pues ambos son capaces de demostrar que la eficiencia fotosintética de la planta no se encuentra
dentro de los pardmetros Optimos (Maxwell y Johnson, 2000, Niyogi, 1999). En relacion con la
eficiencia fotosintética de PSI|, la literatura respalda que a niveles mas bajos de radiacion los valores
de la tasa de fluorescencia variable de la clorofila aumentan (Blagojevic, 2015; Vanhoudt, 2014). Lo
anterior, se respalda con los estudios de Kim et al. en 2005 y 2010, donde se concluye que la capacidad
de captacién de la luz del PSII permanece intacta dentro de un rango de radiacion en varias especies
distintas de plantas (Babina et al., 2020).

Respecto a los datos obtenidos por el equipo FluorPen FP110 (Fig.11), no existen diferencias
significativas entre las dosis estudiadas para ninguna irradiacion segun la razén Fv/Fm, la cual es un
parametro proporcional a la maxima eficiencia fotoquimica primaria de las hojas (Cerrillo et al., 2004;
Demmig-Adams, 1992). A pesar de que el valor 6ptimo de Fv/Fm en A. thaliana es 0,82, ninguna

dosis alcanzo este valor para ninguna irradiacion. Sin embargo, los valores de Fv/Fm se mantuvieron
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dentro del rango 6ptimo 0,79 y 0,84 registrado en hojas (Cerrillo et al., 2004; Demmig-Adams, 1992).
La irradiacién dried seeds (Fig.11A) mostré una tendencia negativa al incremento de dosis. La
irradiacion soaked seeds (Fig.11B) mostr6 una tendencia positiva al incremento de dosis hasta la dosis
200 Gy, que la curva decae. La irradiacion seedlings (Fig.11C) también mostré una tendencia
negativa al incremento de dosis, sin embargo, alcanzé valores muy cercanos al éptimo en 10 Gy. En
relacién con esto se puede concluir que, generalmente, el funcionamiento fotosintético de las
plantulas en las distintas irradiaciones no se vio alterado por el incremento de dosis probablemente
debido a la robustez del sistema fotosintético de especies radio-resistentes como A. thaliana (Babina
et al., 2020; Vanhoud et al., 2014). Cabe mencionar que el efecto de la IR tiene una dependencia con
el tiempo, pues el contenido de la clorofila disminuye a las pocas semanas de una irradiacion dosis
altas, por lo que es probable que se debi6 haber esperado al menos una semana mas para visualizar el
cambio en el contenido de la clorofila (Fan et al., 2014). Por su parte, Gudkov et al. (2019) explica
gue, con el aumento de las dosis de IR, el contenido de pigmentos disminuird (clorofilas y
carotenoides) y, en el caso de las dosis bajas de IR, el contenido de pigmentos puede mantenerse o
aumentar (Gudkov et al., 2019).

Objetivos 3y 4

Efecto de la radiacion en otros factores abioticos

En los ecosistemas naturales, las plantas estan continuamente respondiendo a multiples factores de
estrés ambiental (Geras’kin et al., 2017; Kovalchuk et al., 2004). La adaptacion es un proceso
sistematico que se desarrolla en todos los niveles del organismo (Shabala et al., 2015; Surova et al.,
2016). Para que se desencadene una respuesta adaptativa es necesaria la coordinacion entre los
procesos fisiolégicos, que su vez dependen de la traduccion de sefiales (Gudkov et al., 2019; Shabala
etal., 2015; Surova etal., 2016). Se ha evidenciado una reduccion de los efectos negativos de algunos
factores abio6ticos en combinacion con radiacion ionizante (Alikamanoglu et al., 2011; Haleem et al.,
2012). Por ejemplo, los resultados del estudio de Qi et al. (2015) sugieren que el uso de radiacion
ionizante a dosis bajas disminuye el estrés abi6tico por metales pesados en A. thaliana, por medio de
la modulacion de respuestas fisioldgicas y el control de los niveles de expresion génica asociados con

la resistencia a los metales pesados.

El efecto positivo de la radiacién ionizante llega hasta cierto umbral, ya que por encima se ha
observado una potencialidad de efectos dafiinos (Gudkov et al.,, 2019). Como se nombro
anteriormente, el efecto positivo de la IR interviene los pardmetros morfométricos de las plantas por

medio de la mejora en el sistema antioxidante, el que también normaliza el contenido de pigmentos
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fotosintéticos, la absorcion y transporte, entre otros (Gudkov et al., 2019). Estudios sobre priming
sugieren que los ROS tienen un papel primordial en la aclimatacion de las plantas, puesto que, junto
con otras especies reactivas, regulan la sefializacion, la activacion de genes y de mecanismos de
tolerancia (Agathokleous et al., 2019). Agathokleous et al. (2019) explican que se necesita un nivel
basal de ROS para mantener la homeostasis; una dosis baja de ROS por encima del nivel basal para
alcanzar la maxima capacidad de plasticidad biolégica; y una dosis mas alla de los limites de la
plasticidad biolégica para perjudicar a la planta. Respecto a estudios para identificar la cascada de
sefializacion responsable de la regulacion de la expresion génica bajo los efectos de la IR, se ha visto
intervencion de las proteinas quinasa dependiente de fosfoinositol-1, quinasa activada por mitdgeno
y fosfoinositida fosfolipasa C (Gudkov et al., 2019). Sobre el efecto de la IR en sefiales remotas, se
han visto cambios en el potencial de membrana inducidos por IR, lo que hace suponer que estas
modificaciones en las sefiales a distancia son un mecanismo esencial de adaptacion en estrés

combinado (Sevriukova et al., 2014).

Tras los resultados de los objetivos 1y 2, se establecié un protocolo que permitiera determinar el
efecto estimulante de la zona hormética de la radiacién ionizante utilizada como radio-priming en A.
thaliana expuesta los ambientes con estrés salino y con estrés por calor. Para lograr esto, se midieron
los parametros area de roseta, largo de raiz y fluorescencia de la clorofila. La irradiacién dried seeds
(Fig.13 y Fig.17) solo reporté promocion de crecimiento foliar en las plantas sometidas a 40 Gy en
el ambiente without stress. En los deméas ambientes, no se evidenci6 nada significativo. Acerca del
largo de raiz, las plantas del tratamiento 10 Gy obtuvieron mayor crecimiento en el ambiente without
stress. No se logré evidenciar estrés por calor en las plantas no irradiadas, pero si aumento en el
crecimiento. Las plantas provenientes de la dosis 5 Gy presentaron mayor crecimiento para escenario
mild-heat stress mientras que, en el escenario high-heat stress, fueron las plantas de los tratamientos
5y 10 Gy, las que mostraron efectos positivos. En la irradiacion soaked seeds (Fig.14 y Fig.18), la
promocion de crecimiento en el ambiente without stress lo obtuvieron las plantas de las dosis 5y 10
Gy para el area foliar; y para el largo de raiz, las plantas de la dosis 40 Gy. En los ambientes de estrés
por calor, no se logré evidenciar estrés por calor en las plantas no irradiadas. Es mas, se evidencio
una promocién de crecimiento en el area foliar de las plantas expuestas a 10 Gy en mild-heat stres.
Asimismo, para el largo de raiz, en el ambiente high-heat stress hubo una promocion de crecimiento
en las plantas sometidas a 5 Gy. En cuanto a los ambientes de estrés salino, se indujo radio-proteccion
en el area foliar de las plantas expuestas al escenario mild-salt stress a los 5y 10 Gy; y para escenario
high-salt stress, la radio-proteccién se registrd en las plantas provenientes de la dosis 10 Gy. En el

largo de raiz, las plantas expuestas a 10 Gy fueron las Gnicas que presentaron radio-proteccién en el
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escenario de high-salt stress. Para la irradiacion seedlings (Fig.15 y Fig.19), la promocion de
crecimiento en el ambiente without stress también lo alcanzaron las plantas originarias de los
tratamientos 5y 10 Gy para el area foliar; y para el largo de raiz, las plantas sometidas a 40 Gy. A
comparacion de las otras dos irradiaciones, se logré evidenciar estrés por calor en las plantas no
irradiadas. En relacion con esto, se obtuvo mayor crecimiento en el area foliar de ambos grados de
estrés para las plantas provenientes de las dosis 5 Gy. Por otro lado, en el largo de raiz, las plantas
expuestas a 5 Gy obtuvieron radio-proteccion en el escenario mild-heat stress; y las plantas de los
tratamientos 5 y 40 Gy también lo hicieron para el escenario high-heat stress. Finalmente, en los
ambientes salinos, solo se registrd radio-proteccion en el escenario high-salt stress en las plantas
sometidas a 10 Gy. En conclusién, por lo general, las dosis mas estimulantes en los ambientes
estresantes fueron 5 y 10 Gy, tanto para el area foliar como para el largo de raiz. Los resultados
sugieren que la exposicion a dosis inferiores a 5 Gy protege a las plantas, contribuyendo a su
tolerancia a otros estreses, particularmente en semillas embebidas expuestas a estrés salino. Respecto
a los datos obtenidos por el equipo FluorPen FP110 (Fig.20, 21 y 22), tampoco existen diferencias
significativas entre las dosis estudiadas para ninguna irradiacion en ningin ambiente de estudio. Sin

embargo, se obtuvieron varios graficos donde se alcanzé el valor dptimo de Fv/Fm en A. thaliana.

Por otro lado, aunque el estrés por calor no fue lo suficientemente estresante, generd una promocion
de crecimiento por sobre las plantas no irradiadas, lo que hace pensar que el calor y la radiacion
pueden compartir rutas metabdlicas. En la literatura se ha visto correlacion entre la induccién de
proteinas de choque térmico (heat shock proteins en inglés; HSP) y la radio-resistencia (Calini et al.,
2003). La desnaturalizacion de proteinas provocadas por la accién indirecta de la IR produce una
alteracion dentro de la homeostasis, lo que activa la induccién de HSP para mantener la proteccion
celular (Kozeko et al., 2015). Las HSP son proteinas chaperonas citoprotectoras que se activan para
combatir los efectos negativos sobre las proteinas causados por factores estresantes como la
temperatura (Genest et al., 2019). En particular, las HSP90 y HSP70 estan involucradas con la
homeostasis de las proteinas y participan en casi todos los procesos celulares (Genest et al., 2019).
En A. thaliana, se ha visto que la sobreexpresién de HSP70 da como resultado mayor resistencia a
factores de estrés, incluida la radiacion ionizante (Calini et al., 2003; Wang et al., 2004). La
sobreexpresion de HSP70 actlia como un mecanismo radio-protector frente a un primer evento de
dafio al ADN y aumenta conforme pasa el tiempo (Genest et al., 2019). Las altas concentraciones de
la chaperona promueven el desarrollo de la respuesta radio-adaptativa a través de la regulacién del
ciclo celular, los procesos de reparacion del ADN y apoptosis, entre otros (Park et al., 2000).

Asimismo, la HSP90 también puede interactuar frente al estrés, pues esta chaperona es capaz de
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amortiguar la expresion fenotipica de las alteraciones genéticas producidas por la radiacion (Kozeko
etal., 2015).

Con esta investigacion se ha podido evaluar el efecto del radio-priming en A. thaliana, dando como
resultado una posible metodologia de irradiacién que puede ser utilizada como herramienta para
mejorar la tolerancia de los cultivos a los desafios ambientales 0 como aporte investigativo del uso
de radio-hormesis. Esta tesis concluye sugiriendo que la irradiacion de semillas embebidas a bajas
dosis puede usarse como un mecanismo de pre-acondicionamiento para inducir tolerancia al estrés
salino en semillas de A. thaliana. El paso siguiente es analizar el funcionamiento bioquimico y
molecular del radio-priming expuesto, ademas de hacer una deteccion de presencia de mutaciones.
Por otro lado, podria ser necesario evaluar el “post-acondicionamiento” del priming, pues algunos
estudios sefialan que, en ocasiones, se necesita repetir la aplicacion del priming para mantener la
capacidad de tolerancia al estrés (Agathokleous et al., 2019). Junto con esto, seria interesante analizar
el efecto del radio-priming a largo plazo. Esto, porque se ha observado que la radiacion ionizante
tiene algunas consecuencias en la descendencia como: la inhibicion de genes asociados a enzimas
antioxidantes; aumento en la capacidad para regular la expresion de genes del sistema de reparacion;
y el incremento en la expresion de genes asociados a la proteccién antioxidante (Kovalchuk et al.,
2004).

VII.  CONCLUSIONES Y PROYECCIONES
Tal como lo dice el Ministerio del Medio Ambiente, el cambio climético es una realidad innegable.
Somos la primera generacion en vivir las consecuencias de la crisis climatica mundial, y
probablemente, también somos la Ultima generacion que pueda hacer algo para mitigarla. Es por esto
gue estd en nuestras manos la capacidad de adaptarnos a las actuales condiciones ambientales. Las
plantas son organismos sesiles capaces de adaptarse y responder a factores de estrés ambiental. No
obstante, factores climaticos actuales han provocado pérdidas mundiales del orden del 50% de los
cultivos del sector agricola debido a alteraciones en los procesos fisiolégicos y metabdlicos en las
plantas repercutiendo asi tanto al sector productivo como a la seguridad alimenticia. En el presente
proyecto de tesis, se propuso ampliar la mirada investigativa sobre el uso de la radiacién ionizante en
bajas dosis como una herramienta para mejorar la adaptabilidad de las plantas a condiciones

estresantes.

Para esto, se desarrollé un disefio experimental que permitié determinar la relacion de dosis-respuesta

a la exposicion de dosis crecientes de IR en Arabidopsis thaliana para diferentes tipos de irradiacién
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de tejido. Las técnicas de irradiacion estudiadas fueron: irradiacion en semilla en seco (dried seeds),
irradiacion en semilla embebida (soaked seeds) e irradiacion en plantula (seedlings). Para todas las
irradiaciones, se midieron distintos parametros de desempefio vegetal como: germinacion, area de
roseta, largo de raiz y fluorescencia de la clorofila. Para los tres tipos de irradiacion estudiados, en
general, se registraron efectos negativos en el crecimiento de area de roseta y largo de raiz para dosis
mayores a 40 Gy en comparacion de las plantas no irradiadas. Ademas, no se reportaron diferencias
significativas en la germinacion ni en la fluorescencia de la clorofila. Gracias a esto, se pudo concluir
que zona radio-hormética de A. thaliana se encontraba a dosis menores de 40 Gy, y que este rango

de dosis era capaz de estimular positivamente el rendimiento fisioldgico.

Con estos resultados, se establecié un protocolo que permitiera determinar el efecto estimulante de la
zona hormeética de la radiacion ionizante utilizada como radio-priming en A. thaliana expuesta los
ambientes sin estrés, con estrés salino y con estrés por calor. Los efectos de la respuesta del radio-
priming se midieron sobre pardmetros fisioldgicos: area de roseta, largo de raiz y fluorescencia de la
clorofila. En resumen, por lo general, las dosis mas estimulantes en los ambientes estresantes fueron
5y 10 Gy, tanto para el area foliar como para el largo de raiz. Los resultados sugieren que la
irradiacion de semillas y plantulas de A. thaliana a dosis inferiores a 5 Gy protege a las plantas,
contribuyendo a su tolerancia a otros estreses, particularmente en semillas embebidas expuestas a
estrés salino. Por otro lado, la radio-proteccién en las plantulas se induce solamente en la raiz y en
los ambientes de estrés por calor a los 40 Gy. En relacion con los ambientes sin estrés, los efectos
beneficiosos de la exposicion a bajas dosis de radiacion ionizante son méas diversos, por lo que
parecieran depender del tipo de irradiacion utilizado y el tejido vegetal analizado. No se reportaron
diferencias significativas en la fluorescencia de la clorofila. Asi, se puede concluir que la Unica
irradiacion que logro producir radio-proteccion, tanto para raiz como en roseta, fue “soaked seeds”.
Es por esto por lo que se puede sugerir el uso de esta metodologia de radiacion ionizante a bajas dosis

como un mecanismo de priming para inducir tolerancia al estrés salino en semillas de A. thaliana.

Las proyecciones para esta investigacién a corto plazo son la ejecucién y evaluacion de los analisis
bioquimicos y moleculares correspondientes a los resultados obtenidos tras la exposicion del radio-
priming a los ambientes de estudio: sin estrés, estrés por calor y estrés salino. Algunos de estos
procedimientos son la extraccion de pigmentos fotosintéticos y carotenoides; la deteccidn de perdxido
de hidrégeno y superoxido; la extraccion de prolina; la extraccion de RNA; y un analisis genémico
para detectar presencia de mutaciones. A largo plazo, seria interesante estudiar un analisis

transcriptomico con la finalidad de identificar la regulacion de los genes asociados al radio-priming
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en el estrés oxidativo, la traduccion de sefales, los factores de trascripcién, la respuesta hormonas, el
metabolismo, el ciclo celular y desarrollo en general. También se podria hacer un analisis en sustrato

sobre rendimiento reproductivo de las semillas irradiadas con el paso de las generaciones.

Por dltimo, otro punto importante a considerar es que se ha documentado que el estrés a altas dosis
no tan solo afecta al organismo, sino también puede alterar a la red ecoldgica completa (Agathokleous
et al., 2019). En relacidn con este tema, el experimento de radio-priming en ambientes estresantes
tuvo al menos tres repeticiones y en casi todas las repeticiones, aparecia una contaminacion de aspecto
lechoso que colonizaba las raices tras aproximadamente 10 dias desde el traspaso. Generalmente, esta
contaminacion aparecia en los ambientes de estrés por calor a los 40 Gy, y con el trascurso del tiempo,
su aspecto cambiaba volviéndose de color amarillo. Se supuso que se podria estar desequilibrando el
microbioma o alterando la bioproteccion de A. thaliana. Es por esto, que se mandd a secuenciar la
contaminacion, dando como resultado una Enterobacteriaceae del género Pantoea sin clasificar. Fan
et al. (2020) reportaron, en su estudio sobre bacterias endofitas promotoras del crecimiento en A.
Thaliana, que la cepa Pantoea pertenece a un género rizobacteriano que induce promocion del
crecimiento. Varios estudios afirman que las Enterobacteriaceae son muy sensibles a la radiacion,
pero en particular las Pantoea endofitas han desarrollado tolerancia superior al estrés (Le-Tien et al.,
2006). En especifico, se dice que este género es hasta cinco veces mas radio-tolerante (Dussault,
2008; Le-Tien et al., 2006). Lo interesante de esta bacteria es que produce un pigmento carotenoide
de color amarillo para protegerse contra la produccion de ROS, por lo que la hipotesis sobre el
desequilibrando el microbioma es muy probable al combinar estrés por calor y radiacién ionizante
(Dussault, 2008).

VIII.  ANEXOS
Los siguientes anexos tienen la funcién de dar una mirada a las posibles aplicaciones asociadas a los

temas revisados en la tesis.

Al. Analisis de la industria

El suelo es un recurso vital que entrega productos y servicios fundamentales para mantener la vida y
prosperidad (Alexakis et al., 2018; Baggaley et al., 2020). Considerando que la ONU proyecta una
poblacion mundial de 9700 millones de personas para el afio 2050, la conservacion de los suelos toma
un rol de suma importancia en la seguridad alimenticia, pues se estima que la produccion de alimentos
deberd aumentar en un 70% (FAO, 2009). En particular, uno de los factores abiéticos méas estresantes
para los cultivos es la salinidad de los suelos, principalmente presente en zonas secas de escasas

precipitaciones, degradadas por el uso de fertilizantes o de mal drenaje (Butcher et al., 2016;
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Goykovic y Saavedra, 2021; Minhas et al., 2020). En estos suelos, las sales se acumulan debido a las
altas tasas de evaporacion y la baja disponibilidad de agua (Talat, 2020). Es por esto, que la
salinizacion de los suelos es la principal razén de la degradacion de la tierra, la pérdida de areas
cultivables y la reduccion en la calidad, el rendimiento y la productividad de los cultivos (Balkanlou
et al., 2020; Bennett et al., 2019; Buthelezi-Dube et al., 2020; Singh, 2022; Tanveer et al., 2020). A
nivel de crecimiento y metabolismo vegetal, la salinidad provoca alteraciones fisioldgicas,
morfoldgicas y bioguimicas como disminucion en germinacién de semillas, disminucién de la
fotosintesis, menor peso en frutos, senescencia en hojas y problemas tanto en el desarrollo como en
la absorcion de agua por las raices (Balkanlou et al., 2020; Bennett et al., 2019; Buthelezi- Dube et
al., 2020; Goykovic y Saavedra, 2021). En esta tesis, se propone que se puede usar la irradiacion de
semillas embebidas (soaked seeds) a bajas dosis como mecanismo de radio-priming para inducir
tolerancia al estrés salino en semillas de A. thaliana. En particular, la dosis 5 Gy gener6 radio-
proteccién y promocion del crecimiento tanto en la roseta como en la raiz. En comparacién con las
plantas no irradiadas, la roseta crecio en 18,2% y las raices en un 29,7%. Con la finalidad de extrapolar
esta informacién, a continuacion, se presenta una posible aplicacion de radio-priming en un cultivo

de interés comercial, el tomate.

La especie modelo por excelencia en la investigacion es A. thaliana, sin embargo, no es una especie
de interés econdmica. El tomate (Solanum lycopersicum), por otro lado, es una planta modelo con
gran relevancia econdmica, pues sus estudios son aplicables directamente sobre el cultivo (Linares,
2016; Rodriguez et al., 2013). Es una especie diploide de pequefio genoma, tiene un ciclo de vida
relativamente corto, de facil control en la polinizacidn e hibridacién, tiene alta fertilidad, puede
propagarse mediante a esquejes y tiene facilidad de regeneracion (Rodriguez et al., 2013). El tomate
es una de las hortalizas més importante a nivel mundial con una superficie total de 5 millones de
hectéareas cosechadas, de acuerdo con cifras del 2019 (ODEPA, 2021). De acuerdo con estadisticas
del Instituto Nacional de Estadisticas de Chile (INE), el tomate representa el 14% de la superficie
horticola nacional, lo que ubica al tomate como la hortaliza mas cultivada en el pais con méas de
13.000 hectareas de suelo para el afio 2020. Ademas de esto, Chile se ubica como el segundo
productor de tomates mas importante del hemisferio sur, y el nimero 21 a nivel mundial (Mufioz,
2021). La importancia de Chile como productor de esta especie radica en la temporalidad en el que
procesa sus tomates, pues es el Unico pais que durante todo el afio estd produciendo esta hortaliza
(Muhoz, 2021). En general, el tomate puede cultivarse a lo largo del pais, pero principalmente se
concentra en la region de Valparaiso (20%), la region Metropolitana (17%), la region de O’Higgins

(17%) y en la Arica y Parinacota (15%) (Mufioz, 2021). El problema de esto es que, segin la
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Direccion General de Aguas (DGA) del Ministerio de Obras Publicas, las regiones de Atacama,
Coquimbo, Valparaiso, Metropolitana, O Higgins, Maule y Los Lagos se encuentran en situacién de
sequia (DGA, 2021). Es decir, méas de la mitad de las hectéareas destinadas a la produccion de tomates
esta o sera propensa a las consecuencias de la salinidad en los suelos. La importancia de esto radica
en que el sector silvoagropecuario chileno tiene una participacién en la economia que promedia el
3% del PIB, siendo la agricultura de cultivos anuales y hortalizas (22%) uno de los rubros mas

contribuyentes (Aguirre et al., 2019).

Algunos de los efectos més relevantes de la salinidad en el cultivo del tomate se visualizan en la
germinacion de las semillas, en la zona foliar y el desarrollo de raices. Respecto a las semillas de
tomates, se ha evidenciado que tanto el porcentaje como el tiempo de germinacion estan
estrechamente relacionados con la salinidad durante la siembra (El-Habbasha et al., 1996). En
concreto, a medida que aumentan las concentraciones de sales, el porcentaje de germinacién es menor
y el tiempo es mayor (Cuartero y Fernandez, 1999). Las altas concentraciones salinas en los suelos
disminuyen el potencial hidrico provocando una menor disponibilidad de agua para las semillas, lo
que tiene como consecuencia incremento en el potencial hidrico para permitir la sobrevivencia de los
embriones y su posterior crecimiento (Goykovic y Saavedra, 2021). A nivel de hojas, se ha reportado
gue la salinidad puede generar disminucién en el area foliar, menor aparicion de hojas, disminucién
en la densidad estomatica, clorosis y necrosis (Romero-Aranda, Soria y Cuartero, 2001). En relacién
con las raices, las altas concentraciones salinas afectan la absorcion de agua, principalmente debido
a cambios en los potenciales hidricos en la zona radicular (Shannon y Grieve, 1999). Yokoi et al.
(2002) también reporta desequilibrios i6nicos que generan toxicidad y desbalances nutricionales
esenciales para el crecimiento y desarrollo. Por lo general, la salinidad provoca disminuciones en el
largo de raiz y, por consecuencia, también hay una reduccién del volumen de suelo que puede explorar

para absorber agua y nutrientes (Goykovic y Saavedra, 2021).

Servicio/Tecnologia propuesta

Considerando que la aplicacién de las bajas dosis de IR puede generar efectos estimulantes en las
plantas irradiadas como el aumento de la germinacién y la induccion del sistema radicular
(Agathokleous et al., 2019); y en base a lo reportado en esta tesis, se propone implementar un
protocolo de radio-priming en semillas embebidas de tomate para aumentar la tolerancia a estrés
salino. Lo anterior con el objetivo a largo plazo de la utilizacion de esta tecnologia nuclear a bajas
dosis para mejorar los procesos de tolerancia de los cultivos nacionales a las consecuencias del

cambio climatico. Para esto se proponen los siguientes hitos en sus respectivos tiempos estimados:
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Obtencion de la curva dosis-respuesta del tomate a dosis crecientes de radiacion ionizante (6
meses).

Identificacion de la zona hormética en tomates (6 meses).

Desarrollo de un protocolo de radio-priming en tomates expuestos a estrés salino (6-8 meses).
Evaluacién germinativa, bioquimica, fisiologica, morfoldgica, metabolica y molecular de los
efectos estimulantes del radio-priming sobre el tomate (6-8 meses).

Analisis del radio-priming en suelo (6-8 meses)

Nivel operacional (1 afio)

Patentamiento (4 afios)

Difusion y transferencia de protocolos de tratamiento radio-hormético (1 afio).

La principal ventaja competitiva de la solucion propuesta es la innovacion de mercado, pues como se

explico

al inicio de esta investigacion, no existe competencia actual en Chile. Si bien se encontrd

informacidn sobre el uso de radio-hormesis en el sector agricola, es escasa y, por consiguiente, ain

hay pocas patentes. Los beneficios y costos asociados a esta propuesta se explican a continuacion:

i0s:

Benefic

Costos:

Germinacion: El protocolo de irradiacion de semillas embebidas (soaked seeds) sugirié que
las semillas no tuvieron diferencias germinativas al incremento de las dosis (hasta 200 Gy).
Aspectos productivos y ambientales: La factibilidad de la irradiacion de semillas
embebidas obtuvo mejoramientos en la roseta de un 18,2% y las raices de un 29,7%, respecto
a las plantas no irradiadas expuestas al estrés salino mas severo estudiado.

Adaptabilidad al cambio climético: Se ha demostrado el beneficio del uso de la radio-
hormesis para inducir la aparicion de respuestas adaptativas que protegen a los organismos

contra los efectos dafiinos de las latentes amenazas ambientales.

Investigacion: Todo lo que conlleve investigacion tanto in vitro como in vivo amerita costos
en materiales, personal y tiempo.

Irradiacion: El proceso de irradiacion de semillas a nivel industrial tendré asociado un costo.
No obstante, hay que tomar en cuenta que dado la capacidad volumétrica del irradiador y el
reducido tamafo de las semillas de tomate, el proceso de irradiacion no implicaria un costo
relevante.

Transporte: Considerando que el tomate se produce a lo largo de todo Chile, y que solo

existen dos sucursales de la Comision Chilena de Energia Nuclear (CCHEN), habra que
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considerar los costos incurridos en el despacho del material hasta el centro de irradiacion y
su posterior retorno. Las semillas de tomate no necesitan mayor manipulacion que un lugar

oscuro y fresco.

Otros resultados vinculados a esta solucion son:

e Propiedad Intelectual: Con esto se refiere a patentar la metodologia de investigacion. En
este caso, al protocolo de radio-priming en semillas embebidas de tomate para aumentar la
tolerancia a estrés salino. Esto necesita un estudio de factibilidad y de pertinencia de solicitar
patentamiento o proteccién.

e Transferencia y Negocio: Por una parte, esta la transferencia de la técnica para su uso en
otras especies de cultivos. Por la otra, esta dar servicio de radio-hormesis.

e Produccién Cientifica: Este punto esta dedicado a la divulgacion cientifica de la

investigacion.

De haber logrado finalizar exitosamente la parte experimental, y de haber podido desarrollar un
protocolo funcional de radio-priming se esperaria que la CCHEN, en caso de que no hubiera otra
empresa interesada, fuera la entidad encargada de definir los términos y condiciones en el que prestara
el servicio de irradiacion a semillas de tomate, o en su defecto, a la administracion del licenciamiento
del protocolo, es decir, el derecho a uso, copia, distribucion, estudio y modificacion de la

metodologia.

A grandes rasgos, se esperaria que el modelo de negocio consistiera en que la Comision Chilena de
Energia Nuclear (CCHEN) estuviera a cargo de dirigir la investigacion y desarrollo del protocolo
propuesto, pues consta del equipamiento, las capacidades humanas y el conocimiento tanto del sector
agricola/investigativo como nuclear. La transferencia tecnolégica de consiste en dos alternativas: (1)
el desarrollo de un servicio dedicado a la radio-hormesis llevada a cabo por la CCHEN y (2) el
licenciamiento por propiedad intelectual de la técnica por alguna empresa. Los principales
proveedores serdn los duefios del material vegetal que serd irradiado (semillas de tomate), que pueden
ser las mismas empresas productoras de tomates. Si bien, los usuarios finales seran las empresas
productoras de tomates, el mercado potencial puede abarcar productores mas pequefios. La Figura 23

hace referencia al diagrama del Modelo de Negocios de la solucién propuesta.
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Figura 23. Diagrama del Modelo de Negocios de la solucion propuesta. Elaboracién propia,

creada con BioRender.com

Cabe mencionar que la CCHEN no tiene derecho exclusivo sobre el uso de irradiadores en Chile,
pero si cuenta con todas las autorizaciones y los recursos necesarios para prestar servicios con
volumenes industriales. La CCHEN, al ser una entidad publica, tiene como mision fomentar y
desarrollar la investigacion, el conocimiento y la provision de productos y servicios, en el ambito de
la energia, las radiaciones ionizantes, tecnologias nucleares y afines, ademas de normar y fiscalizar
su uso pacifico y seguro para la sociedad y el medio ambiente. En otras palabras, no tiene como
proposito generar ganancias y, de tenerlas, son marginales. Esto quiere decir que una empresa puede
adquirir un irradiador en sus instalaciones, considerando claramente el licenciamiento de la
metodologia, los costos asociados a la obtencién y mantenimiento del equipo, capacitacion de
personal y contar con las precauciones y cuidados ambientales necesarios.

Este ejercicio de analisis de la industria se realizd basandose en lo que se encontr6 en la literatura,
por lo que se hicieron suposiciones respecto a la metodologia y la formulacion necesaria del proyecto.
La solucion propuesta es hipotética, por lo que carece de datos finos y necesita de una investigacion
exhaustiva. Es necesario considerar la robustez de los resultados experimentales en tomate, el
verdadero interés de la industria agricola por esta solucion y una cuantificacién concreta sobre el

beneficio de esta tecnologia nuclear para mejorar la tolerancia de cultivos nacionales.
A2. Material Complementario

A2.1 Tasas de crecimiento para los tipos de irradiacion expuestas a dosis crecientes
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I. Irradiacion dried seeds

Tabla 1. Tasa de crecimiento relativo obtenidos del area de roseta

Doses (Gy) 0 10 40 80 200
Day 4 to 7 after sowing 1,2% 1,1% 0,8% 1,0% 0,8%
Day 7 to 14 after sowing 6,6% 3,8% 3,3% 5,1% 3,5%
Day 4 to 14 after sowing 4,9% 3,0% 2,6% 3,9% 2,7%

Tabla 2. Tasa de crecimiento relativo obtenidos del largo de raiz

Doses (Gy) 0 10 40 80 200

Day 4 to 7 after sowing 62,2% 56,2% 49,1% 54,6% 46,0%
Day 7 to 14 after sowing 87,0% 79,2% 78,4% 85,1% 76,6%
Day 4 to 14 after sowing 79,5% 71,8% 69,7% 74,8% 67,0%

I1. Irradiacion soaked seeds

Tabla 3. Tasa de crecimiento relativo obtenidos del area de roseta

Doses (Gy) 0 10 40 80 200
Day 4 to 7 after sowing 1,1% 1,1% 1,0% 1,4% 0,6%
Day 7 to 14 after sowing 4,6% 5,9% 5,4% 5,9% 2,2%
Day 4 to 14 after sowing 3,5% 4,4% 4,1% 4,5% 1,7%

Tabla 4. Tasa de crecimiento relativo obtenidos del largo de raiz

Doses (Gy) 0 10 40 80 200
Day 4 to 7 after sowing 54,7% 57,8% 44,4% 48,2% 11,3%
Day 7 to 14 after sowing 76,0% 82,7% 83,3% 76,7% 59,6%
Day 4 to 14 after sowing 69,3% 75,1% 71,6% 67,0% 44,8%

I11. Irradiacion seelings

Tabla 5. Tasa de crecimiento relativo obtenidos del area de roseta

Doses (Gy) 0 10 40 80 200
Day 4 to 7 after sowing 0,9% 0,8% 0,7% 0,7% 0,7%
Day 7 to 14 after sowing 4,2% 4 5% 3,5% 2,1% 2,0%
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Day 4 to 14 after sowing 3,2% 3,4% 2,6% 1,7% 1,6%

Tabla 6. Tasa de crecimiento relativo obtenidos del largo de raiz

Doses (Gy) 0 10 40 80 200
Day 4 to 7 after sowing 53,0% 52,5% 55,1% 45,4% 47,1%
Day 7 to 14 after sowing 51,4% 68,9% 51,6% 22,7% 5,5%
Day 4 to 14 after sowing 48,9% 63,5% 53,0% 28,7% 14,5%
A2.2 Tasas de crecimiento para los tipos de irradiacion expuestas a los ambientes de
estudio

. Irradiacion dried seeds expuesta a los ambientes: sin estrés, estrés salino y estrés por

calor
Tabla 7.
Tasa de crecimiento relativo obtenidos del &rea de roseta
Doses (Gy) 0 5 10 40
Without stress 5,40% 5,21% 5,87% 6,35%
Mild-heat stress 7,00% 5,65% 7,14% 6,64%
High-heat stress 7,89% 7,54% 7,11% 6,64%
Mild-salt stress 2,54% 2,57% 2,41% 3,40%
High-salt stress 2,12% 1,67% 0,97% 1,07%

Nota. La medicién se tomé desde el dia 0 del traspaso hasta el dia 14.

Tabla 8.
Tasa de crecimiento relativo obtenidos del largo de raiz
Doses (Gy) 0 5 10 40
Without stress 58,20% 57,34% 62,63% 55,53%
Mild-heat stress 57,91% 62,13% 58,65% 56,27%
High-heat stress 55,30% 59,57% 60,11% 53,36%
Mild-salt stress 39,19% 42,70% 30,16% 38,81%
High-salt stress 28,89% 25,78% 22,26% 21,28%

Nota. La medicién se tomé desde el dia 0 del traspaso hasta el dia 14.
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I1.  Irradiacion soaked seeds expuesta a los ambientes: sin estrés, estrés salino y estrés por

calor
Tabla 9.
Tasa de crecimiento relativo obtenidos del area de roseta
Doses (Gy) 0 5 10 40
Without stress 4,79% 5,91% 6,08% 6,03%
Mild-heat stress 5,29% 4.74% 7,16% 5,44%
High-heat stress 5,66% 5,57% 5,30% 4,67%
Mild-salt stress 3,82% 4,49% 4,93% 3,47%
High-salt stress 2,58% 3,05% 2,55% 2,32%

Nota. La medicion se tomo desde el dia O del traspaso hasta el dia 14.

Tabla 10.
Tasa de crecimiento relativo obtenidos del largo de raiz
Doses (Gy) 0 5 10 40
Without stress 55,80% 62,21% 61,58% 54,00%
Mild-heat stress 55,04% 52,58% 56,08% 58,45%
High-heat stress 54,15% 58,45% 54,06% 55,40%
Mild-salt stress 49,72% 50,54% 56,55% 47,08%
High-salt stress 39,10% 50,69% 36,87% 36,15%

Nota. La medicién se tomé desde el dia 0 del traspaso hasta el dia 14.

I1l.  Irradiacién seedlings expuesta a los ambientes: sin estrés, estrés salino y estrés por calor

Tabla 11.
Tasa de crecimiento relativo obtenidos del &rea de roseta
Doses (Gy) 0 5 10 40
Without stress 6,35% 8,04% 7,40% 6,86%
Mild-heat stress 7,69% 8,81% 4,69% 7,73%
High-heat stress 6,55% 7,87% 3,95% 6,63%
Mild-salt stress 2,75% 3,26% 2,20% 2,15%
High-salt stress 1,19% 1,82% 1,93% 1,52%

Nota. La medicion se tomo desde el dia 0 del traspaso hasta el dia 14.
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Tabla 12.
Tasa de crecimiento relativo obtenidos del largo de raiz

Doses (Gy) 0 5 10 40
Without stress 25,81% 24,95% 27,00% 37,67%
Mild-heat stress 22,97% 28,41% 16,22% 38,44%
High-heat stress 15,36% 23,40% 10,68% 27,64%
Mild-salt stress 24,03% 24,27% 23,63% 21,03%
High-salt stress 20,64% 14,17% 21,26% 13,31%

Nota. La medicion se tom6 desde el dia 0 del traspaso hasta el dia 14.
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