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INTRODUCCION|

EL PROCESO DEL ENVEJECIMIENTO DE LAS SEMILLAS

" De manera natural toda semilla experimenta un proceso de deterioro de sus
. actividades bioldgicas relacionado con el tiempo transcurrido desde su pro-
“‘duccién por la planta madre, lo que eventualmente lleva a 1a muerte de la mis-
ma. La capacidad de germinar, o germinabilidad, es la méas obvia (y la mas
informativa desde el punto de vista cientifico) de dichas actividades. A la dis-
minucién de la germinabilidad en una poblacién de semillas con respecto del
tiempo, medida como un porcentaje, se le llama envejecimiento. Se ha referi-
do a la temperatura, el contenido de agua (CA) y la atmésfera  ademas de la
condicién genética y la calidad inicial de las semillas® como los factores que

influyen mas profundamente en la longevidad de las semillas; sin embargo, los
mecanismos que llevan a dicho envejecimiento aiin no son bien entendidos, si
bien la degeneracion a nivel del ADN, proteinas, carbohidratos y lipidos han
sido explicaciones planteadas para las causas y consecuencias de dicho evento.
Uno de estos enfoques trata de explicar el deterioro de las semillas como una
consecuencia de la formacion de radicales libres en sus células. Existe una bi-
bliografia vasta acerca del tema'” en la cual los mecanismos moleculares de la
pérdida de la viabilidad (la potencialidad de germinar) en semillas han sido

ligados a cambios relacionados con la edad de la semilla o eventos estresantes
y la conformacién del ADN, del ARNT, la estructura de lipidos y la funcionalidad
de las membranas, junto con la capacidad de reparar ADN alterado o daiio en
]ipidosw. Una contribucién importante a este debate ha sido ubicar a los radi-
cales libres como responsables del mecanismo causal de la pérdida de vigor
(capacidad de desarrollo) o de viabilidad (potencialidad para germinar) de las

semillas.

RADICALES LIBRES

Un radical libre es una especie quimica que tiene la caracteristica de poseer
electrones de la capa de valencia desapareados, pudiendo estar cargadas (for-
mas iénicas) o no. Esta caracteristica confiere una gran reactividad a dichas
especies quimicas por lo que pueden reaccionar con un gran niimero de molé-
culas en la célula, dando comiinmente como resultado la pérdida de la activi-

dad biolégica de estas ultimas.




Introduccién

En semillas recalcitrantes (aquellas que no pueden ser deshidratadas por de-
bajo de un CA relativamente alto sin que experimenten pérdida de viabilidadzs)
las cuales tienen tasas de respiracion significativas los radicales libres son pro-
ducidos en los ejes embrionarios después de su deshidratacién ™. Sin embargo,
en las semillas ortodoxas (aquellas que pueden ser deshidratadas a porcenta-
jes bajos de CA sin ser daﬁadaszs) con sus bajas tasas de respiracién, el papel
de los radicales libres en la induccién de la mortandad esta muy lejos de estar
resuelto.

LA FORMACION DE RADICALES LIBRES

Ahora bien, écodmo se forman los radicales libres responsables del inicio del
proceso de peroxidacién de acidos grasos insaturados? Si el tejido en estudio
no fuera la semilla, seria relativamente facil relacionar las observaciones de
dafio en ADN o lipidos con el dafio causado por radicales libres. Por ejemplo,
la relacion entre la degradacion delipidos de productos vegetales y especies de
Oxigeno activadas ha sido establecida claramente, pero las semillas son dife-
rentes.

En tejidos que no sean semillas es ampliamente aceptado que existen varias
formas de generar especies de Oxigeno activadas: (1) a través de catalisis
enzimaética de peroxidasas, oxidasas y oxigenasas, (2) mediante la fuga de elec-
trones en el transcurso de la cadena de transferencia electronica (o cadena
respiratoria), (3) por la ausencia o disminuciéon de mecanismos de proteccién
debidos a antioxidantes constitutivos o la actividad de algunas enzimas y, fi-
nalmente, (4) por reacciones de autoxidacion donde el Oxigeno oxida molécu-
las biolégicas y se reduce a formas reducidas mas reactivas. Ejemplos de estas
reacciones las tenemos en la oxidaciéon de formas reducidas de flavinas,
aminoacidos tidlicos y aldehidos. Existe evidencia suficiente que sugiere que
todas estas rutas estin activas como fuente de radicales libres en plantulas, en
los Gltimos estadios de la germinaciéon después de la imbibicién y en la mayo-
ria de las semillas recalcitrantes, pero no es claro si estas rutas estdn presentes
y activas en las semillas ortodoxas'. Ademas existe un debate sobre si la
peroxidacion es una de las causas principales de pérdida de viabilidad en las
semillas o si esta ocurre s6lo después de su muerte, como parte de un proceso
de deterioro general de las mismas, El esquema siguiente ha sido planteado
para ilustrar el problema anterior .

o



Introduccién
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Figura 1. Secuencia de eventos en la pérdida de viabilidad.

De manera particular el Oxigeno ha sido sefialado como la fuente molecular
pﬁncipal de estos perniciosos radicales libres (Hendry 93), particularmente el
radical superéxido (O5-) y el anién peréxido (022'), para lo cual se requiere de
una fuente de electrones, un oxidante, un metal como el Fierro, por ejemplo. Si
el radical superdxido se combina con peréxido de hidrégeno se obtieneel radi-
cal hidroxilo (HO -) de particular importancia en Biologia debido a que reac-
ciona con la mayoria de las moléculas presentes en los seres vivos, tales coma
acidos nucleicos, proteinas y lipidos. El radical hidréxilo puede ser obtenido
también de manera directa por la reduccién de peréxido de hidrégeno por Fie-
rro.

En presencia de Oxigeno las cadenas alifaticas de los Acidos grasos insaturados
se oxidan espontidneamente produciendo radicales libres altamente reactivos
llamados hidroperéxidos y una variedad de productos secundarios a partir de
la descomposicién de este ltimo™. Sistemas de modelos membranosos em-
pleando monocapas de acidos grasos polinsaturados o bicapas fosfolipidicas
insaturadas han demostrado que producen epoéxidos ¢ hidroepoxidos, mis que
simples hidroperéxidos como productos principalesm. Mais aiin, hidroperéxidos
y otros acidos grasos oxigenados son suficientemente estables para ser aisla-
dos y han sido detectados en tejidos2 por RPE, lo que ha sido esgrimido como
un argumento a favor de la hipotesis de peroxidacién lipidica. Las
biomembranas representan un sitio clave para el dafno directo a partir de
peroxidacion lipidica, ya que poseen una gran superficie y son usualmente mas
insaturadas que los lipidos de reserva’ . Esto trae como consecuencia cambios
en la permeabilidad de la membrana y, eventualmente, la pérdida de su fluidez
e integridad‘. La peroxidacién lipidica es por lo tanto potencialmente daifiina
para las semillas en tres formas: (1) por la destruccién de los lipidos
membranales, (2) por cooxidacién de radicales libres y (3) por la formacién de
aldehidos citotdxicos (los cuales pueden inactivar proteinas).

TESIS CON
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EL MECANISMO DE PEROXIDACION DE ACIDOS GRASOS INSATURADOS

La susceptibilidad de los acidos gx:asos insaturados al ataque por radicales li-
bres seria resultado de su naturaleza quimica, pues los hidrégenos unidos a los
carbonos que forman el enlace doble podrian ser extraidos por un radical li-
bre, generando como producto otro radical libre basado en el acido graso, al
cual se denomina hidroperéoxido, segin el esquema siguiente.

/\——_/\=/\_—_/

Iniciacién L. “e

Propagacién' S e—o,
— e
Terminacion Y_\=/\=/\
aoH

Figura 2. Mecanismo de peroxidacién de 4cidos grasos insaturados.

Resulta evidente a partir del esquema anterior porque los acidos grasos
insaturados serian tan susceptibles de peroxidarse, pues podrian estabilizarse
tras la substraccién de sus hidr6genos mediante la resonancia de sus enlaces

dobles.
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Los tres pasos en los que ha sido dividido el proceso anterior (iniciacién, pro-
pagacion y terminacion) podrian tener sus variantes. El radical libre que sus-
trae al hidrégeno del acido graso insaturado en la iniciacion podria ser de na-
turaleza variada (el radical superéxido, el i6n peréxido, el radical hidroxilo u
otros), el radical libre orgdnico formado durante la propagacién podria formar
otro compuesto antes de reaccionar con otra molécula o reaccionar el mismo
con esta tltima y, finalmente en el proceso de terminacioén la naturaleza del
radical implicado podria ser, otra vez, variada, dando como resultado una gran
variedad de productos residuales.

INDICES DE PEROXIDACION EN SEMILLAS

Se han desarrollado diferentes técnicas para intentar seguir el proceso de
peroxidacién de acidos grasos en funcidn del tiempo, ya sea con el proceso de
envejecimiento natural o con la induccién de envejecimiento acelerado, de
acuerdo con tres principales enfoques del fendmeno: (1) determinar la abun-
dancia de icidos grasos insaturados y saturados y calcular la relacién entre
ellos (indice de saturacién), (2) determinar la presencia y abundancia in situ
de productos de dicho proceso y (3) detectar la presencia de radicales libres in
situ. Adicionalmente se pueden analizar otros procesos asociados con la
peroxidacién de acidos grasos y la consecuente pérdida de viabilidad, tales como
el seguimiento de compuestos volatiles producto de dicho proceso liberados
por la semilla, la mediciéon de la conductividad eléctrica, esperando un aumen-
to en su valor como resultado de un aumento en la permeabilidad de l1a mem-
brana y el escape de compuestos i6nicos, también se pueden realizar estudios
a nivel morfolégico por medio del empleo de microscopia. A continuacién se
hace una descripcién bésica de los principios de cada una de estas técnicas.

®m Deteccidén por precipitacion de productos secundarios de la
peroxidacién: Esta prueba est4 basada en cuantificacién por medio de
la espectroscopia de luz visible (Vis) del aducto formado entre el Acido
tiobarbitiirico (ATB) y el malondialdehido (MDA), uno de los produc-

ca . - 25,30
tos de la peroxidacién de acidos grasos™ .
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m - Deteccién de radicales libres in situ: La prueba despin por resonancia
paramagnética electrénica (RPE) es utilizada ampliamente en investi-
gaciones con membranas, y ha demostrado ser titil para determinarla - -
integridad de la membrana plasmatica, encontrindose diferencias es- . .
tructurales entre membranas de semillas viables e inviables por me-
dio de pruebas de spin a membrana apolares7. Una ventaja adicional

es que la técnica puede ser utilizada en semillas individuales como
s . .15
una prueba de viabilidad que ademas no es destructiva .

m  Seguimiento de la abundancia de acidos grasos: Esta es la aproxima-
cidén experimental mas ampliamente utilizada para seguir la
peroxidacion de Acidos grasos contando con numerosos trabajos que
reportan la disminucién de acidos grasos insaturados relacionada con
el tiempo de almacenamiento en una gran variedad de especies vege-
tales, empleando desde pruebas que involucran agentes oxidantes como

el yodo hasta el uso de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG—EM)G' 1. 2430

= Seguimiento de la conductividad eléctrica: Como resultado del enve-
jecimiento se observara un aumento en la filtracién de disolutos debi-
do al dafio experimentado por la membrana plasméticam.

m  Deteccién de compuestos volitiles productos de la peroxidacién de
acidos grasos por CG-EM: Se ha propuesto la existencia de una huella
digital de compuestos volatiles caracteristica resultado de productos
secundarios de la peroxidacién de acidos grasos”, siendo el metanol,

el acetaldehido, el etanol y el acetona, los compuestos liberados més

comunmente®’.
De manera general se puede observar en la bibliografia el empleo de mas de
una técnica para el establecimiento del proceso de peroxidacion de dcidos grasos
en experimentos de envejecimiento, tanto natural como acelerado. Esto esta
en funcién principalmente de la sensibilidad y costo de la técnica y sdlo las
técnicas basadas en procesos espectroscopicos tienen la capacidad de analizar
semillas sin danar a las mismas, pues no requieren la extraccion de compues-
tos de las semillas o incluso la germinacién de las mismas; de analizar semillas

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

individualmente y de tener limites de deteccion altos, lo cual resulta muy atrac-
tivo desde la perspectiva de la conservaciéon de semillas en condiciones artifi-

ciales.
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ESPECTROSCOPIA DE REFLECTANCIA DE INFRARROJO CERCANO
(ERIC) e i

En el intervalo del infrarrojo cercano (entrelos 13 000 a 4 000 cm'1 0750 a
2 500 nm) pueden ser observados sobretonos y bandas combinadas (C-H, N-H
y O-H) de vibraciones normales fuertes del area del infrarrojo medio. Estas
bandas son mucho menos intensas que sus vibraciones basales correspondien-
tes. Sin embargo, lo atractivo del infrarrojo cercano es el nulo sobrelapamientc
de vibraciones normales, ademas, la ley de Beer Lambert es obedecida por los
sobretonos débiles, permitiendo, por ejemplo, el anilisis rutinario de los com-
ponentes principales de alimentos, tales como proteinas, almidén, grasa o hu-
medad sin preparaciones tediosas de la muestra. Las muestras, usualmente
finamente pulverizadas, son investigadas por medio de una técnica especial de
reflexién, la reflexiéon difusa, la cual registra la reflectancia producida por su-
perficies opacas (aquellas que dispersan la luz) permitiendo una mayor preci-
sidn en la lectura para el caso de muestras como las semillas. Los limites de
deteccion son del orden de 0.1% y valores de precision de 1 a 2% han sido
reportados.

Esta técnica espectroscOpica resulta ser rapida y no destructiva y es usada
ampliamente para analizar un nimero cada vez mayor de caracteristicas rela-
cionadas con la calidad de las semillas en productos agricolas y alimentarios”.
Existen suficientes referencias que ponen de manifiesto la utilidad de 1a ERIC
como un método no destructivo para evaluar la calidad de las semillas, pu-
diendo determinarse por esta técnica con niveles de confiabilidad tan altos
como 90% o mas, la abundancia de compuestos tales como agua 7,
glucosiglsgl:gtosa?, ésteres del acido sinépico“':’5 y la composiciéon de acidos
grasos

Debido a que la peroxidacién de 4cidos grasos insaturados daria como resulta-
do una disminucién en la abundancia de los mismos, el seguimiento de los
cambios de dicha abundancia por medio de la técnica de ERIC nos puede ofre-
cer un indice para correlacionar dicha disminucién en las semillas y la
germinabilidad residual de las mismas, ofreciéndonos un método no destruc-
tivo de estimacidn de la viabilidad en una poblacién de semillas.

Una vez obtenidos los espectros de cada muestra se puede generar por medio

del programa denominado QUANT+ (Perkin Elmer) un modelo para predecir

a partir del espectro de infrarrojo el valor de alguna variable como la concen-




Introduccién

tracién de algiin compuesto o, en este caso, la germinabilidad residual de una
poblacion de semillas. Para esto, el espectro de cada muestra debe hacerse
corresponder con un valor especifico de la variable cuyo valor en cuestién se
desee predecir, en este caso, el valor de la germinabilidad porcentual de cada
muestra analizada.
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Figura 3. Espectro'dq reﬂvec:t‘z;hgia de infrarrojo cercano y medio
de una muestra de semi]las de S. stellatus.
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OBJETIVOS

El costo elevado que implica conservar semillas en condiciones controladas de
almacenamiento y la baja disponibilidad de semillas con la que se cuenta en
algunas ocasiones (como en el caso de especies en peligro de extinciéon o de
baja producciéon de semillas o cuya coleccidén sea dificil como resultado de su
ubicacién geogriéfica, ciclos de producciéon de semillas no estacionales o muy
largos entre un evento y el siguiente o hasta incluso cuestiones econémicas y
politicas) hacen que el desarrollo de técnicas de seguimiento de viabilidad no
destructivas resulte sumamente atractivo, no sélo en términos econémicos,
sino también desde el punto de vista de estrategias de conservacién, pues una
de las actividades rutinarias de las colecciones de semillas es la realizacién de
pruebas de viabilidad mediante la germinacién de las mismas, lo cual merma
las colecciones ™.

Debido a esto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar la implementacién
eficaz de la técnica de ERIC como una alternativa para seguir la germinabilidad
de una manera no destructiva en una coleccién de semillas bajo condiciones
de envejecimiento acelerado. Para ello se perseguirin los objetivos particula-
res siguientes:

m  Almacenar semillas bajo condiciones diferentes de humedad relativa
(HR) y temperatura tratando de inducir un gradiente de longevidad.

m Obtener la concentraciéon del aducto MDA-ATB por medio de
espectroscopia de luz visible a 1o largo del periodo de estudio en los
diferentes tratamientos de almacenamiento.

m  Obtener la abundancia de icidos grasos por medio de CG-EM a largo
del periodo de estudio en los diferentes tratamientos de almacena-
miento.

m  Calcular el indice de saturacién a partir de los datos obtenidos del in-
ciso anterior.

m  Obtener los espectros de ERIC a lo largo del periodo de estudio en los
diferentes tratamientos de almacenamiento.

m  Obtener la germinabilidad a lo largo del periodo de almacenamiento
en los diferentes tratamientos de envejecimiento.

m  Correlacionarlos espectros de ERIC con los resultados obtenidos de la
concentracion de MDA y abundancia de icidos grasos para construir
un modelo que permita predecir el grado de peroxidacién .

[ 16 ]
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MATERIALES Y METODOS

Brassica napus L (Cruciferae)

N. V.: “Nabo”. Planta anual o bianual, glaucosa; tallos erectos, de hasta 1.5 m
de altura, frondosos; hojas inferiores pinnafitadas en forma de lira,
glabroscentes o raramente pubescentes (las formas bianuales tienen rosetas y
hojas grandes); hojas caulinas medias semiamplexicaules, hojas superiores
enteras, sésiles; inflorescencia en racimos (en la floracién, las flores abiertas
estan por debajo de las yemas); pétalos dorados a amarillos, ramas ovaladas,
gradualmente ahusandose hacia una uiia pequefia mas diminuta que el limbc
o calix; silicuas largas, de Sa 10 em, planas o ligeramente torulosas, pedicelos
fructificantes de 1 a 3cm delargo, ascendentes u horizontales; valvas con ner-
vaduras laterales obscuras; pico delgado, cdnico, de 7 a 11 cm de largo, rara-
mente 1 6 2 semillas, 1 a 15 semillas dependiendo del largo de la valva; semi-
Ilas globulares, café obscuro, ligeramente alveoladas, tan grandes como 1.8

mm en didmetro; n =19, 2n = 38%.
Las semillas de esta especie fueron compradas en un mercado de la Ciudad de
Meéxico, desconociéndose su condicion genética o fisiologica.

Stenocereus stellatus (Pfeiffer) Riccobono (Cactaceae)
‘N.-V.: “Pitayo” o “xoconostle”. Planta arborescente, de mediana altura, como

s ‘de2a3 m, ramoso desde la base; los ejemplares bien desarrollados suelen

tener tronco bien definido aunque corto, y llegan a medir mas de 4 m de altura.
Ramas erectas. Costillas 8 a 12, obtusas, como de 2 cm de alto, algo onduladas.
Areolas distantes entre si 1 a 2 cm. Espinas radiales 9 a 13, cortas, algo
subuladas, grisdceas con la punta obscura, radiadas. Espinas centrales
generalmente 3; 2 divergentes hacia arriba y una dirigida hacia abajo, algo
mas gruesas y largas que las radiales, a veces hasta de mas de 5 cm de largo,
grisiceas; en las aréolas floriferas suele haber ademais algunas espinas setosas.
Flores en el apice de las ramas, a veces eri corona, diurnas, color rosa palido;

tubular campanuladas, de 5 a 6 cm de largo; pericarpelo con podarios
prominentes provistos de escamas pequefias que llevan dos cerdas con o sin
lana; después de la antesis el niimero de espinas setosas aumenta, produciendo
un fruto espinoso; podarios del tubo receptacular gradualmente mas grandes,
provistos de escamas pequeiias, como de 2a 3 mm, que a veces suelen producir
algunas cerdas; pared del tubo receptacular gruesa; los estambres primarios




Materiales y métodos

n’umero's»oks, Vc‘on funiculos ramificados; segmentos exteriores e interiores color
rosa claro, con apice algo ciliado; filamentos blancos, anteras color crema; estilo
-.- 'de ]a misma longitud que el tubo, blanco, I6bulos del estigma como 9,de 1 cm
*. de largo, delgados. Fruto globoso, de 3 em de diametro, rojo con espinas setosas
" caducas. Semillas pequeiias, con testa negra, verrucosas; ademaés son
permeables y no presentan indicios de dormancia innata.
Distribucion: Estados de Morelos, Puebla y Oaxaca. Crece en Tehuacan,
Tomellin, Iziicar de Matamoros y se extiende por las mixtecas hasta cerca de
Tehuantepec. Habita en selvas bajas caducifolias, y también es cultivada, pues
los frutos son comestibles y de sabor ligeramente acido; son llamados
vulgarmente xoconostles. Maduran en agosto; aunque se encuentran silvestres,
se les cultiva no sélo por sus frutos sino para formar setos vivos’.
Las semillas de esta especie fueron colectadas de un total de veinte individuos
aproximadamente y permanecieron almacenadas a temperatura y humedad
relativa ambiente en condiciones de cerrado hermético por un periodo de seis
meses antes del inicio del experimento.

INDUCCION DE ENVEJECIMIENTO
Previo a su almacenamiento, una muestra de las semillas fue calentada a 90°C

por 48 horas para determinar su CA, obteniendo alrededor 12% CA para el
caso de B. napus y alrededor de 10% CA para el caso de S. stellatus.

Para el almacenamiento de las semillas se construyeron unas camaras
empleando una caja de plastico con tapa hermética a la cual se le adhirié un
recipiente en el fondo en donde se depositaron las semillas y se llené el fondo
de la camara con una disolucién saturada evitando que el liquido alcanzari
una altura que le permitiera entrar al recipiente de las semillas (figura 3). Las
disoluciones saturadas fueron de LiBr y NaBr, las cuales permiten crear una
atmoésfera con una humedad relativa de 7% y 58% aproximadamenteu. Un
total de treinta y dos cAmaras fueron construidas, a la mitad de ellas se les
adicioné disolucién saturada de LiBr y a la otra mitad disolucién saturada de
NaBr. Ocho camaras de cada grupo fueron colocadas dentro de una camara de
germinacién a 25°Cy otras ocho en una estufa a 40°C evitando la exposicién a
la luz. De esta forma se obtuvieron cuatro diferentes condiciones de
almacenamiento: 7% de HR a 25°C y 40°Cy 58% de HR a 25°C y 40°C.
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B sobre el fondo del recipiente. La muestra control fue mantenida en un frasco
cph tap6n hermético a temperatura ambiente (entre 15 y 30°C).

Figura 4. CAmara para almacenamiento de semillas bajo condiciones de
humedad relativa y temperatura controladas.

CUANTIFICACION DE MDA EN SEMILLAS POR MEDIO DE Vis

Se pesaron 100 mg de semillas y se maceraron en un mortero adicionando 1.5
mL de acido tricloroacético (ATC) 5% p/v. A continuacién se centrifugé la
mezcla por 15 minutos a 14,000 rpm y se recuperd el sobrenadante para
adicionarle 100 puL de &cido tiobarbitiirico (ATB) 0.5 % p/v y 200 uL de ATC
20 %6 p/v. La mezcla asi obtenida fue hecha ebullir en bafio Maria por 30 minu-
tos en tubos con la tapa semicerrada. Después de este tiempo los tubos fueron
colocados en agua helada de tres a cinco minutos. El contenido de los tubos fue
centrifugado por 5 minutos a 14,000 rpm y el sohrenadante fue filtrado a través
de una membrana hidrofilica. La absorbencia del filtrado fue registrada a una
longitud de onda de 532 y 600 nm. Las condiciones del espectrofotémetro UV-
Vis (Perkin Elmer Lambda 28S) fueron las siguientes: Intervalo de 600 a 400
nm, ntimero de barridos 1, distancia de paso 1 nm, velocidad de barrido 960
nm min-, suavizado 2.

La cantidad de MDA presente en la muestra fue calculada a partir de un coefi-
ciente de extincién molar de 152 000 M L cm* de la manera siguiente:
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Figura 5. Espectro de luz visible de extracto de semillas
de S. stellatus para cuantificar MDA.

CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS EN SEMILLAS POR MEDIO DE

CG-EM
Se pesaron 20 mg de semillas y se maceraron en un mortero adicionando1 mL

de Metéxido de Sodio (MeONa) 0.5% p/v. La mezcla resultante fue agitada en
un vértex por S minutos y posteriormente se le adicionaron 0.7 mL de Cloruro
de Hidrégeno disuelto en metanol, la mezcla asi obtenida fue agitada una vez
mais en un vértex por 30 minutos. Después de esto sc tomaron 1.5 mL de la
mezcla y se centrifugaron por 10 minutos a 14,000 rpm, al sobrenadante se le
adicionaron 2 mL de Hexano y una catidad suficiente de NaZSO‘ para remover
el exceso de agua y se agitd en el vortex. Finalmente se tom6 una alicuota de 1
uL y se inyectd al cromatdgrafo (Finnigan MAT). Las condiciones del
cromatdgrafo fueron las siguientes: 250°C de temperatura del inyector, una
rampa de temperatura del horno iniciando en 100°C por 3 minutos para luego
aumentar hasta 250°C a una tasa de 5°C por minutos manteniéndola asi por 4
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minutos. Se utiliz6 Helio como gas acarreador a una velocidad de 35 cm s*: Las
condiciones del detector de masas fueron: Intervalo de 20 a 600 D, polaridad -
positiva, temperatura de la linea de transferencia de 250°Cy temperatura dela’ )
fuente de iones de 200°C.

Con el procedimiento anterior es posible el estudio por medio de CG—EM del
linoleato, oleiato, palmitato y esteareato de metilo; es decir, de los ésteres
metilicos de los acidos grasos en estudio. La identificacion de cada uno de es-
tos ésteres se realizé6 mediante su comparacién con bases de espectros de ma-
sas. ' R
Por no contar con un patrén interno para calcular la concentracién de los 4ci-
dos grasos se utiliz6 como una medida de abundancia a la riqueza, una medida
de la intensidad de la sefial que el programa del cromatdgrafo asigna a cada
punto del cromatograma en funcién de su altura. Se puede observar que la
riqueza es una medida claramente relativa pero que permite comparar la in-
tensidad de las seiiales de las diferentes muestras.

Debe resaltarse el hecho de que esta técnica s6lo permite el estudio de los aci-
dos grasos que se encuentran formando parte de los gliceroles membranales y
no se consideran los &cidos grasos libres por no derivatizarse por esta técnica.

Chromatogram Plot D:\BANCO DE SEMILLAS\STENO3O 08/28/01 10:57:42
Commant :
Scan No: 19 Kwtention Time: 32:37 : 342140 Mass kange: 20 -
Plotted: 1700 v 2050 ge: 1 te 2228 100% = 30710562
1.56% -
————
TOT
3 T T T
1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000
28:23 29:13 30:03 30:53 31:43 32:33 33:23

Figura 6. Cromatograma de derivados de icidos grasos y patrén de fragmen-
tacién de masas para el acido linoleico en una muestra de semillas de S. stellatus.
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REGISTRO DEL ESPECTRO DE INFRARROJO DE LAS SEMILLAS: .
" Se colocd una cantidad suficiente de semillas en la macrocopa portamuestra
del accesorio de reflectancia difusa (Spectra Tech) como para cubrir toda la
superficie de la misma y se leyd en el espectrofotémetro de Infrarrojo (Perkin
Elmer Spectrum 2000) con las condiciones signientes: Intervalo de lectura de
7,800 a 600 cm™, 14 barridos, resolucién de4 cm™ y una distancia de paso de 1
cm™. Se leyd cada muestra en dos unidades diferentes, porcentaje de
Transmitancia (%T) y logaritmo del inverso de la reflectancia (log 1/R).

Con estos espectros se alimenté el programa QUANT+ para analisis
quimiométrico para generar un modelo de prediccion de los valores MDA, aci-
dos grasos y-germinabilidad mediante los espectros de infrarrojo correspon-
dientes para cada muestra de semillas, procedimiento que realiza mediante un
analisis de regresién mltiple.
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Figura 7. Espectros de reflectancia de infrarrojo cercano y medio de dos mues-

tras de semillas de S. stellatus con diferentes periodos de almacenamiento.
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"DETERMINACION DE LA GERMINABILIDAD
Se tomaron 30 semillas de cada muestra y se colocaron en cajas Petn que con-’
tenian papel higiénico hiimedo en el fondo y se introdujeron en una camara de S
germinaciéon (Growth Chambers) a 25°C con un fotoperiodo de 12 hrs. l:l por- -
centaje de germinacién se determiné a los cinco dias para el caso de B ‘napusy -

a los treinta dias para el caso de S. stellatus tomando como parametro de‘ '
germinabilidad la emergencia de la radicula. . PR o




RESULTADOS

"B. r%ap’us
MDA

' La concentracién de MDA no mostré ninguna tendencia clara en ninguno de

los tratamientos de almacenamicnto (figura 8).
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8. Concentracién de MDA en semillas de B. napus bajo cuatro diferentes

condiciones de almacenamiento.

PERFIL DE ACIDOS GRASOS SEGUN SU NATURALEZA QUIMICA
Respecto a la abundancia de 4cidos grasos se observé una tendencia final cons-
tante a la baja en la abundancia en todos los 4cidos grasos que no dependié del
tratamiento de almacenamiento al cual fueron sometidas las semillas y que
ademas en todos los casos el valor correspondiente a la muestra control a los
ciento sesenta y un dias fue practicamente el mismo que aquellos de los trata-
mientos de almacenamiento tras el mismo periodo, lo cual indica que no exis-
tié un efecto de la temperatura o de la humedad relativa dentro del intervalo
aqui estudiado sobre el mecanismo que induce dicha disminucién (figuras 9,
10, 11y 12).

En dichas graficas también puede observarse un comportamiento llamativo
debido a un aumento inicial en la abundancia que alcanzé su méaximo alrede-
dor de los veintiocho primeros dias para después decaer rapidamente, siendo
el aumento mas considerable en el caso los acidos grasos insaturados.
Ademas, el nivel maximo de dcidos grasos alcanzado por el tratamiento mas
drastico (58% HR, 40°C) fue ligeramente menor que en el resto de los casos.




NIDIHO 3q V1TV

NOD SISHL

.
Figuras 9, 10,11y 12.
gu 9 10, y 8. napus linolsico
504
1 m
—8—7%0A25°C 0D3 D220
—=7%HA40'C D782 0288
=4S8N A 25°C D84 0117
v 20WHA40C 0021 0138
= Cortra Q168

404

Abundancia [R]
s
re

~

T T T T T T
0 20 40 8 B0 100 10 MO 180 18

Dlas de almacenamiento

9. Disminucién en la abundancia de 4cido linoleico en semillas de B.
napus bajo cuatro diferentes condiciones de almacenamiento,
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11, Disminucin en la abundancia de dcido estedrico en semillas de B
napus bajo cuatro diferentes condiciones de almacenamiento.
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10. Disminucién en la abundancia de 4cido oleico en semillas de B. napus
bajo cuatro diferentes condiciones de almacenamiento.

8. napus palmitco
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12, Disminucién en la abundancia de 4cido palmitico en semillas de B,

napus bajo cuatro diferentes condiciones de almacenamiento.

sopejjnsoy



5 Reéultadds .

PERFIL DE ACIDOS GRASOS SEGUN TRATAMIENTO DE ALMACENA- :
MIENTO

La disminucién en la abundancia de 4cidos grasos fue mayor para el caso de o
los Acidos grasos insaturados respecto de los saturados en todos los tratamlen- .
tos de almacenamiento (figuras 13, 14, 15y 16). '

fNDICE DE SATURACION

El indice de saturacién, definido aqui como el cociente resultante de dividir la
abundancia de acidos grasos insaturados sobre la abundancia de

los Acidos grasos saturados, mostrd una tendencia a aumentar su valor hacia el
final del periodo de experimentacion para el caso de las relaciones oleico /
estedrico y oleico / palmitico, mientras que las otras relaciones permanecieron
sin cambio significativo (figuras 17, 18, 19 y 20).

PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN LA MUESTRA CONTROL

Los valores de las dos determinaciones de la abundancia de 4cidos grasos para
la muestra control al inicio y al final del experimento observaron un patrén
similar al de las muestras envejecidas (figura 21).
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21. Disminucién en la abundancia de Acidos grasos en semillas de B. napus

almacenadas a HR y T ambientes (control).

ERIC

El andlisis quimiométrico producido por el programa QUANT+ para la abun-
dancia de cada uno de los acidos grasos estudiados asi como para la abundan-
cia de MDA, ambas respecto de los espectros de infrarrojo arrojé que los valo-
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13. Disminucién en la abundancia de dcidos grasos en semillas de B. napus

almacenadas a 7% HR y 25°C.

8. napus 58% HR 25°C
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15. Disminucién en la abundancia de &cidos grasos en semillas de B, napus
almacenadas a 58% HR y 25°C.

8, napus 7% HR 40°C
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'~ 14. Disminucién enla abundancia de 4cidos grasos en semillas de B. napus

almacenadas a 7% HRy 40°C.

B napus 58% HR 40°C
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16. Disminucitn en la abundancia de 4cidos grasos en semillas de 5. napus
almacenadas a 58% HR y 40°C.
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Figuras 17, 18, 19 y 20.
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17. Variacién en el valor del {ndice de saturacitn en semillas de B, napus

8. napus 68% HR 26°C
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19. Variacién en e} valor del indice de saturacién en semillas de B. napus

sl almacenadasa 58% HR y 25°C.
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Resultados

rés.de prediccién quimiométrica (% Varianza) més altos fueron alcanzados

- ‘por el acido estearico en tres de los cuatro tratamientos y que los valores mas
-’bajos fueron asignados para el MDA. En general se puede considerar que los
i va]ores de predicciéon de la abundancia de los acidos grasos por este medio
“* fueron de regulares a buenos y sélo el valor de prediccién de la abundancia de

‘MDA resulté ser malo (figura 22).
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22. Grado de correlacidn entre la abundancia de 4cidos grasos y los espectros
de ERIC correspondientes en semillas de B. napus.

GERMINABILIDAD

La germinabilidad no fue alterada significativamente por los tratamientos de
almacenamiento, manteniéndose en valores arriba del 95% a lo largo de todo
el experimento (valor comparable con el de la muestra control). Sin embargo.
el vigor de las semillas luego de ciento sesenta y un dias de almacenamiento si
fue afectado, pudiéndose apreciar como las semillas sometidas al tratamientc
de 58% HR y 40°C mostraron una germinacién acumulada notablemente me-
nor que en el resto de los tratamientos al germinar a una temperatura de 15°C,
lo cual se puede apreciar en los valores distintos del tiempo de reposo o tiempo

al inicio de la germinacion para cada tratamiento (figura 23).
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S. steIlatus :

MDA
Lﬁa"t:o'ncehtré:cién de MDA no mostré una tendencia bien definida en ninguno

de los tratamientos de almacenamiento. Es interesante resaltar el hecho de
que la muestra control a ciento sesenta y un dias de iniciado el experimento
presentd un valor dentro del intervalo de variacion de la abundancia de las

muestras almacenadas bajo condiciones experimentales. (figura 24).
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Resultados

PERFIL DE ACIDOS GRASOS SEGUN SU NATURALEZA QUIMICA

La tasa de disminucién de la abundancia de dcidos grasos mostrd una tenden-
cia a disminuir y fue practlcamente la misma en todos los tratamientos de al-
macenamiento (ﬁguras 25, 26 27 y 28).

PERFIL DE ACIDOS GRASOS SEGUN TRATAMIENTO DE ALMACENA-

MIENTO ,
La disminucién en la abundancla de acxdos grasos fue mayor para_ e] caso de ,
los msaturados respecto de los saturados (ﬁguras 29,30; 31 4 32) e

iNDICE DE SATURACION N

El indice de saturacién mostro una tendencia a aumentar su valor hacia el fi-
nal del periodo de experimentacién, siendo la relacién linoleico / estedrico la
que arrojo los valores mas altos (figuras 33, 34, 35y 36).

PERFIL DE ACIDOS GRASOS EN LA MUESTRA CONTROL

Los valores de las dos determinaciones de la abundancia de dcidos grasos pa-
ra la muestra control al inicio y al final del experimento arrojaron un patrén
similar al observado para las muestras envejecidas (figura 37).

S. stellatus control
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37. Disminucién en la abundancia de icidos grasos en semillas de S. stella-
tus almacenadas a HRy T ambientes (control).
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Figuras 25, 26, 27y 28.
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Figuras 29, 30, 31y 32,

S. stellatus 7% HR 26°C
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29. Disminucién en la abundancia de &cidos grasos en semillas de S. stellatusalma-

cenadas a 7% HR y 25°C.

S, steflatys 68% HR 256°C
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31. Disminuci6én en la abundancia de &cidos grasos en semillas de S. stellatusalma-

cenadas a 58% HR y 25°C.
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30. Disminucibn en la abundancia de dcidos grasos en semillas de S.

stellatus almacenadas a 7% HR v 40°C.
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32. Disminucién en la abundancia de &cidos grasos en semillas de S.

stellatus almacenadas a 58% HR y 40°C.
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Figuras 33, 34, 35y 36.

S. stollatus 7 % HR 26°C
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Resultados

ERIC
El anilisis realizado por el programa QUANT+ arrojé valores de prediccién
quimiométrica (% Varianza) buenos para la abundancia de cada uno de los
acidos grasos estudiados cuando la HR fue baja (7 %) y regulares cuando la HR
fue alta (58%), mientras que para el caso de la concentracién de MDA el valor
fue malo en todos los casos (figura 38).
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38. Grado de correlacion entre la abundancia de dcidos grasos y los espectros
de ERIC correspondientes en semillas de S. stellatus.

GERMINABILIDAD

La germinabilidad nunca se vio alterada significativamente por los tratamien-
tos de envejecimiento, manteniéndose en valores arriba del 75% a lo largo de
todo el experimento (valor comparable con el de la muestra control). En

este caso la germinacién acumulada no fue obtenida.




: La'COr'lcen"tracién de MDA mostré un patrén erratico en funcién del tiempo en
- todos de ]os tratamientos de almacenamicento para las dos especies estudia-
o das Ademas, el valor de la concentraciéon de MDA en la muestra control a los
o ~ciento sesenta y un dias en S. stellatus se hall6 dentro del intervalo de varia-
‘cién de los tratamientos experimentales. Bajo condiciones similares de tempe-
'fk'rah_ira de alrededor de 45°C se encuentra un aumento del 25% en la concen-
“tracién de MDA en semillas de Arachis hypogaea L. almacenadas a 79% de
*HR por seis dias y una disminucién de entre el 75 y el 45% en la germinacién?®,
las semillas de Atriplex cordobensis almacenadas a 100% de HR presentan un
incremento del 300% en la concentracion de MDA y una disminucion del 100%
en la germinacién por setenta y dos horas1 y semillas de la especie Cajanus
cajan almacenadas a 100% de HR por ocho dias muestran una disminucién en
la concentracién de MDA de 50% pero al mismo tiempo un incremento en la
actividad de la superéxido dismutasa de mas del 300% con una disminuciéon
de mas del 90% en la germinaciéon?’.

Resulta evidente que las condiciones de almacenamiento utilizadas no fueron
los suficientemente severas como para inducir dafos suficientes como para
afectar la capacidad germinativa de las semillas estudiadas ni tampoco para
elevar los niveles de MDA presentes en las células. Sin embargo, en experi-
mentos posteriores en donde semillas de B. napus fueron sometidas a condi-
ciones de almacenamiento de 50% de HR y 50°C la germinacién disminuia
hasta un cuarenta por ciento luego de siete dias y para 76% de HR y 60°Cy en
veinticuatro horas se obtuvo una disminucién del cien por ciento en la
germinacién. En ninguno de los casos anteriores se efectuaron mediciones de
abundancia de MDA o Acidos grasos. Sin embargo, condiciones de almacena-
miento tan severas podrian no reflejar procesos de deterioro natural en las
semillas y mas bien podria pensarse que el efecto sinérgico de humedad relati-
va y temperatura elevadas traeria como consecuencia eventos de
desnaturalizacién de proteinas o ADN y no eventos de peroxidaciéon como los
que se trata de estudiar. De esta forma, tal vez la mejor opcién seria aumentar
sdlo la humedad relativa a la cual se deben almacenar las semillas de las espe-
cies estudiadas, pues como se ha referido, parece ser que bajo esas condiciones
el fenémeno de la peroxidacién de acidos grasos ocurre normalmente.

Otra posibilidad seria que no se hubiera detectado unincremento enlacon-
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centracién de MDA no porque bajo las condiciones de almacenamiento en es-
tudio no se hubieran formado radicales libres, sino porque las semillas hubie-
ran sido capaces de desactivarlos antes de que produjerz{n un daio severo. De
esta manera puede considerarse que el hecho de encontrar un patrdn erratico
en la concentracién de MDA en las especies estudiadas pudo obedecer a facto-
res de eliminacién de radicales libres eficientes como una concentracién ele-
vada de antioxidantes o una actividad enzimatica exoética capaz de funcionar
bajo condiciones de minima concentraciéon de agua intracelular o incluso pre-
sentar barreras fisicas que impidan la formacién de radicales libres.

En el primer caso se reportan disminuciones en la concentracién de
antioxidantes en funcién del tiempo tanto en semillas de Acer platanoides al-
macenadas a 10% CA y -3°C por 7 afios?4 como en semillas de A. hypoagea
almacenadas a 79% HR y 45°C por 9 dias?’S. Dichas disminuciones son relacio-
nadas a un consumo de los mismos como resultado de un aumento en la con-
centracién de radicales libres en las células de las semillas.

Por lo que respecta a la actividad enzimatica desintoxicante, en semillas de C.
cajan la actividad dela super6xido dismutasa, la catalasa y la peroxidasa mues-
tra un aumento tras ser almacenadas a 100% HR y 40°C por ocho dias!” pero
en semillas de A. hypogaea almacenadas a 79% HR y 45°C por 9 dias las mis-
mas enzimas presentan disminucién en su actividad luego de ser envejecidas16.
Sin embargo estos resultados son cuestionables, pues en semillas de G. maxse
encuentra que la actividad de la superoxido dismutasa aumenta hasta un maxi-
mo y luego decae rapidamente en funcién del tiempo de imbibicién tanto en
semillas almacenadas a 100% HR y45°C como en semillas almacenadas a 45°C
en una atmésfera anhidra por siete dias3?, es decir, pudiera ser que la activi-
dad enzimatica registrada dependa del grado de desnaturalizacién presente en
las enzimas de las semillas en envejecimiento y su capacidad para
renaturalizarse tras la imbibicién y no tanto de la concentraciéon de radicales
libres. De esta manera, el problema es determinar si las enzimas in situ estan

activas o lo que se esta registrando es s6lo su actividad luégo de ser diluidas
para realizar las pruebas de actividad.

Finalmente, tal vez la funcién de ciertas estructuras anatémicas sobre la for-

macién y acumulacién de radicales libres sea determinante en la fisiologia de

las semillas. Como las mediciones fueron efectuadas en semillas completas no

se puede discriminar el aporte diferencial de estructuras como la testa, los
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cotiledones o el eje embrionario sobre la posible formacién y acumulacién de
"-radicales libres en alguna de ellas, de esta forma si dichos eventos hubieran
ocurrido a una intensidad baja de manera especifica en un tejido podrian ha-

 "ber sido enmascarados al considerar a la semilla entera. En este sentido se han

encontrado diferencias en las amplitudes de la sefial de RPE que se encuen-
tran en testas y cotiledones de semillas de G. max almacenadas a 1% HR y
35°C por setenta dias, en donde el aumento en la amplitud de la seiial en las
testas es del 100%, mientras que en los cotiledones s6lo aumenta 102 cuando
son expuestas a la luz; sin embargo, ambas estructuras bajo la oscuridad pre-
sentan un aumento del 10%; asimismo, el aumento en la concentracién de
MDA mostrd el mismo comportamiento, teniendo el aumento maximo en las
testas iluminadas; la germinacién disminuy6 un veinte por ciento a laluz y
s6lo un diez por ciento en la oscuridad'®. Si bien en este trabajo es evidente
que la formacién de radicales libres obedece una catalisis foténica, proceso
que no podria ser posible de ocurrir en las semillas en estudio por haber sido
almacenadas en oscuridad, lo importante es resaltar las diferencias en los re-
sultados en mediciones que implican presencia de radicales libres en una con-
centracion dependiente del tipo de tejido. De la misma manera en semillas de
A. hypogaea almacenadas a 79% HR y 45°C la concentracién de MDA es ma-
yor en los ejes que en los cotiledones de semillas envejecidas6.

Por otro lado, la disminucién en la abundancia de acidos grasos mostré una
mayor intensidad para el caso de los dcidos grasos insaturados, mostr6 un
comportamiento diferente al que muestran las semillas de G. max almacena-
das a 100% de HR y 45°C por siete dias®? ya que en este caso la cantidad de
&cido palmitico y estearico aumenta, pero el comportamiento fue similar en el
caso del acido oleico, el cual aumenta su abundancia hasta un maximo y luego
comienza a decaer, por 1iltimo el cido linoleico muestra una clara tendencia a
la baja en su abundancia durante todo el periodo de envejecimiento. Sin em-
bargo, semillas de Lypopersicon esculentum® muestran el mismo comporta-
miento que las semillas de S. stellatus, ya que la abundancia de los acidos
palmitico, estearico y oleico disminuye alrededor de un cuarenta por ciento,
pero la abundancia del acido linoleico disminuye casi un cien por ciento, mos-
trando también un incremento de su valor hacia un maximo al final del primer
séptimo del tiempo de almacenamiento, tal y como ocurri6 en las semillas de
B. napus.
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Los resultados anteriores son obtenidos para la fraccion polar de los acidos
grasos presentes en las semillas, por lo que son comparables a los resultados
que se obtuvieron en este estudio, pues como se menciona arriba, la técnica
empleada sélo permite analizar los acidos grasos que forman parte de
fosfolipidos (fraccién polar), los lipidos que constituyen las membranas celu-
lares. De esta manera, cuando se discriminan los acidos grasos de la fraccion
polar de los icidos grasos de reserva en semillas de Helianthus annuus L. al-
macenadas a 100% de HR y 42°C por ocho dias, son precisamente estos tlti-
mos los que presentan una disminucién de mayor magnitud; dichas semillas
presentan una disminucién de veinticinco por ciento en la germinacién®. Las
semillas de esta especie tienen un contenido de aceite elevado al igual que las
semillas de B. napus®1, por lo que s6lo por una cuestién de probabilidad es
maés posible que los acidos grasos que se peroxiden sean los de reserva, a pesar
de que el modelo de peroxidaciéon establece que los acidos grasos de las
biomembranas son mas susceptibles de peroxidarse como consecuencia de su
mayor superficie de exposiciéon y su mayor grado de instauracion con respecto
de los 4cidos grasos de reserva (Wilson 86). En semillas de A. hypogaea alma-
cenadas a 79% y 45°C de HR por seis dias la abundancia de acidos grasos de 1a
fraccién polar se mantiene constante para el caso del Acido palmitico, aumenta
para el oleico y disminuye para el caso del linoleico'S.

En todos los casos anteriores se consideran los valores obtenidos para semillas
enteras, pero cuando se considera la abundancia de 4dcido linoleico y linolenico
en ejes embrionarios de semillas de Pisumn sativum L. almacenadas a 92% de
HRy 30°C por 70 dias se ticne que la mayor disminucién de ambos se da pro-
porcionalmente en los ejes y que en este caso en particular es la abundancia
del acido linolenico la que disminuye mayormente’?.

De acuerdo con estas evidencias y considerando que la disminucién del valor
de la abundancia de icidos grasos no presenté diferencia entre los tratamien-
tos experimentales y el control podria suponerse que dicha disminucién co-
rresponde mas bien ain proceso natural en el metabolismo de las semillas
bajo estudio y no a un resultado de eventos de peroxidacién lipidica.

Por lo que toca al analisis quimiométrico utilizando los espectros de infrarrojo

de las semillas el objetivo principal de construir un modelo para predecir la
germinabilidad residual de las mismas no se pudo cumplir, pues al no dismi-
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nuir nunca el porcentaje de germinacion no fue posible construir la curva de
calibracidn, pues la significancia seria nula. Sin embargo, si se considera que
la éptica de los aparatos utilizados no fue desarrollada para muestras con su-
perficies tan irregulares como lo fueron las semillas cuando se utilizaron estos
mismos espectros de infrarrojo de las semillas para calibrar curvas de abun-
dancia de acidos grasos los resultados son aceptables, es decir, la técnica es lo
suficientemente sensible como para hallar diferencias en la composiciéon de
las semillas. Por lo tanto, si se considera esta limitacién instrumental y se lo-
gran inducir dafios tales en las semillas que impliquen una disminucién en su
germinabilidad y que dicha disminucion este asociada a cambios en la compo-
sicién de las semillas detectables por la ERIC resulta prometedor el empleo de
esta técnica como una prueba de viabilidad no destructiva en colecciones de

semillas.




CONCLUSIONES

® Las condiciones de HR y T de almacenamiento no fueron lo suficien-
temente drasticas como para inducir una disminucién de la
germinabilidad durante el tiempo de experimentacion, imposibilitan-
do explorar la efectividad del uso de la ERIC como un método no des-
tructivo de evaluacion del envejecimiento de semillas, pero si afecta-
ron negativamente el vigor de las mismas, al menos en las condiciones
de almacenamiento mas drasticas en B. napus (68% HR y 40°C).

®m  Laabundancia de acidos grasos mostroé una tendencia clara a la dismi-
nucién hacia el final del experimento en todos los tratamientos de al-
macenamiento, siendo mas intensa para el caso de los acidos grasos
insaturados, permitiendo que, dependiendo del tratamiento de alma-
cenamiento y la especie empleados, el nivel de confiabilidad en la pre-
diccién de la abundancia de acidos grasos por medio del uso dela ERIC

sea bueno.

m La concentracion de MDA no mostré ninguna tendencia clara a au-
mentar en ninguin caso, impidiendo establecer la ocurrencia de la
peroxidacién de dcidos grasos en las semillas estudiadas.

m La ERIC mostro suficiente sensibilidad como para detectar cambios
en los espectros de infrarrojo de las semillas y pudo correlacionar di-
chos cambios de manera aceptable con la abundancia de los acidos
grasos estudiados determinada por CG-EM.

m  Se sugiere realizar experimentos que impliquen periodos de experi-
mentacién mas largos utilizando las mismas condiciones empleadas
en este estudio o bien emplear condiciones de almacenamiento mas
drasticas (temperatura y humedad relativa mas altas) asi como efec-
tuar mediciones por separado de las diferentes estructuras anatémi-
cas con el fin de generar una imagen mis clara del proceso de enveje-
cimiento acelerado de semillas en B. napus y S. stellatus y la posible
prediceion de su germinabilidad residual por medio del uso dela ERIC
como un método no destructivo de estudio.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ATB: Acido tiobarbitirico.

ATC: Acido tricloroacético.

CA: Contenido de agua.

CG-EM: Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometna de Masas.
ERIC: Espectroscopia de Reflectancia de Infrarro_;o Cercano.

HR: Humedad relativa. : : :

MDA: Maldn dialdehido.

Vis: Espectroscopia de luz Visible.

RPE: Resonancia Paramagnética E]ectromca




	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias



