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Expresion diferencial de proteinas en semillas de Cedrela odorata L. como

consecuencia del envejecimiento acelerado.

Resumen

Cedrela odorata L. (Cedro rojo) es una especie de importancia en la industria
forestal en las regiones tropicales de México. Debido a la sobreexplotacion se
considera prioritaria su conservacion y reforestacion. Los bancos de germoplasma
representan una alternativa de conservacion; sin embargo, las semillas de cedro
presentan una pérdida acelerada de la viabilidad, lo cual dificulta su
almacenamiento a largo plazo. En este trabajo, se utilizé un enfoque proteémico
comparativo para el estudio de los eventos que ocurren durante el envejecimiento
en semillas de cedro. Con este fin, se evalu6 un lote almacenado de semillas de
C. odorata cuya germinacion (G) fuera homogénea y mayor al 85%, la cual fue
sometida a envejecimiento acelerado, a 42°C y 75% de humedad relativa. Se
comparé el perfil de expresion de proteinas obtenido por electroforesis
bidimensional (2 D) de semillas: a) con %G>85 (control), b) con %G50, c) con
%G<20. Se obtuvieron cuatro geles de cada condicibn que se analizaron
cualitativa y cuantitativamente utilizando el software de analisis especializado
LUDESI-REDFIN. Se encontré una preponderancia de proteinas con pl de 5-10 y
peso molecular menor a 40 KDa. Se detectaron un total de 130 proteinas, de las
cuales 54 se comparten entre todas las condiciones, cuatro entre el control y la
%G50, nueve entre la %G50 y G<20%, tres entre el control y la G<10%, dos se
detectaron unicamente en las semillas control, cinco en la condicién %G50 y
ninguna para la G<20%. Se seleccionaron para secuenciacién por nano-ESI-MS
aquellas que modificaron su expresion significativamente. Se espera que la
informacion contribuya a comprender mejor los procesos que ocurren durante el
almacenamiento que conducen a la pérdida de viabilidad de las semillas de cedro
rojo; asimismo, identificar potenciales marcadores moleculares asociados a la
longevidad, que permitan de promover nuevas estrategias de conservacion,

seleccién y mejoramiento de la especie.




Summary

Cedrela odorata L. (Red Cedar) is an important species in forestry industry in the
tropical regions of Mexico. Due to overexploitation, conservation and reforestation
of this species is considered a priority. Germplasm banks represent an important
conservation approach; however, Cedar seeds show an accelerated loss of
viability, which hinders its long term storage. In this research, a comparative
proteomic approach was used for the study of the events that occur during seed
aging in this species. A stored seed batch of C. odorata presenting homogeneous
and vigorous germination (G) (above 85%), was subjected to accelerated aging, at
42° C and 75% relative humidity. The protein expression profile of seed with: a)
%G > 85 (control), b) % G50, and c) %G< 20, was compared by two-dimensional
electrophoresis (2D). Four gels of each condition were analyzed qualitatively and
quantitatively using specialized analysis LUDESI-REDFIN software. A majority of
proteins was found with a pl of 5-10 and less than 40 KDa molecular weights.
Detected a total of 130 proteins, of which 54 are shared among all the conditions,
four between the control and the % G50, nine between the G50 and G % < 20%,
three between the control and the G < 20%, two were only detected in seed
control, five in the condition % G50 and zero for the G < 20%. Those that modified
their expression significantly were selected for sequencing by nano-ESI-MS. The
information is expected to better understand the processes that occur during
storage which lead to the loss of viability of the seeds of Red Cedar, leading to the
identification of potential molecular markers which could enable new strategies of

selection, improvement and conservation of the species.




Introduccion

México por su topografia es un pais de gran diversidad bioldgica, variedad de
climas y una con amplia historia biolégica; estos factores forman un mosaico de
condiciones ambientales que promueven una gran variedad de habitat y formas de
vida (CONABIO, 1998). Dentro de esta diversidad se encuentra Cedrela odorata L.
(cedro rojo), que es considerada una de las especies maderables de gran
importancia para la industria forestal en las regiones tropicales. El Anuario
Estadistico de la Produccién Forestal de México (SEMARNAT, 2014) la cataloga
como una madera preciosa que, junto a la caoba y el cedro rosado, representan el
0.4% de la produccion maderable. Aunque conforma una pequena parte del
ingreso total del sector, el valor de la madera (m>/r) es mas elevado que el de
otras especies como el pino y otras coniferas (SEMARNAT, 2014). Este motivo ha
llevado a la sobreexplotacion de la especie a lo largo de su distribucion natural,
que no se ha compensado con programas de reforestacion (Patifio, 1997). La tala
en zonas naturales ha tenido como efecto eliminar los individuos mas favorables,
puesto que se realiza la tala selectiva de individuos que presentan las mejores
caracteristicas para su explotaciéon como lo es el fuste recto, altos, anchos, menos
bifurcaciones, menos plagados, etc. (CITES, 2007), dejando a los menos
favorecidos fenotipicamente en su lugar de origen, lo que lleva a la pérdida de
biodiversidad y de especimenes favorables para su comercio. Actualmente el C.
odorata esta catalogada como una especie vulnerable y sujeta a proteccidn
especial en la norma la NOM-O59-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010), y es
considerada como especie prioritaria para la conservacion y reforestacion por la

Conafor.

Debido a la importancia que tiene esta especie en el pais, una de las estrategias
propuestas para ayudar a la conservacion es el almacenamiento de semillas en
los bancos de germoplasma, para asi mantener un acervo del recurso genético
disponible a largo plazo (Rao et al., 2007). Sin embargo, a pesar de que el cedro
rojo posee caracteristicas de bajo contenido de humedad y tolerancia a la

desecacion, tiene una reducida longevidad y es sensible a bajas temperaturas




(Burns et al., 1965; Orwa et al., 2009; CONABIO, 2013), por lo que podria
clasificarse como semilla intermedia. Esto hace que su conservacion a largo plazo
represente un desafio, motivo por el cual este material no esta disponible en la
mayoria de los bancos de semillas comerciales ni institucionales (Vazquez-Yanes
et al., 1997).

Se debe considerar que la disminucion de la longevidad es una consecuencia del
proceso de envejecimiento, lo cual implica una serie de cambios fisiologicos y
bioquimicos que ocurren en las células que conducen a la pérdida de viabilidad,
donde la manera mas directa de evidenciar estos cambios es midiendo la
germinacién, que se vera visiblemente disminuida (Jain et al., 2006). Esta pérdida
depende de la sensibilidad de la semilla, por lo que la viabilidad en
almacenamiento dependera de las condiciones de almacén y del tipo de semilla
(Rossetton y Filho, 1995; Rao et al., 2007).

Si se considera que el proceso de envejecimiento es multifactorial, una estrategia
para abordarlo es a través de estudios globales que permitan integrar los
diferentes procesos involucrados. Los analisis proteémicos permiten conocer los
procesos fisiologicos que estan ocurriendo en un momento determinado o como
consecuencia de una situacion de estrés; permite detectar la abundancia de las
proteinas involucradas en dichos procesos, a su vez como se modifica su
expresion, la abundancia e incluso interacciones ante situaciones fisiolégicas
diversas (Espejel y Roa, 2008). Gracias a esto, las proteinas son las moléculas
mas empleadas como biomarcadores ante un proceso de estrés, ya que se puede
seguir su aumento o disminucion en la expresion, asi como también los cambios

postraduccionales que pueden llegar a presentarse (Dozal, 2012).

Con esta informacion se puede dilucidar que procesos estan implicados en el
almacenamiento y la pérdida de viabilidad de las semillas, con la finalidad de
mejorar las estrategias de almacenamiento, que permitan mantener las semillas
por mayor tiempo. A su vez aporta conocimiento no solo para el cedro si no
también informacion para las especies forestales tropicales, de las cuales la

informacion a nivel protedmico en procesos de envejecimiento es escasa.




Con el fin de estudiar los cambios en la expresion de proteinas en semillas de
cedro rojo que ocurren como consecuencia del envejecimiento durante el
almacenamiento, se comparo el perfil de expresidn de las proteinas de semillas
que se sometieron a un tratamiento de envejecimiento acelerado (deterioro
controlado en condiciones de alta temperatura y humedad relativa), con semillas
de alta viabilidad y vigor. Usando la electroforesis bidimensional (SDS-PAGE-2D)
se identificaron cambios en los patrones de expresion de proteinas y se detectaron
15 manchas que presentaron cambios significativos en sus niveles de expresiéon. A
través de la espectrometria de masas (EM) se identificaron seis, las cuales

pudieran ser potenciales biomarcadores de la capacidad germinativa.




1. Antecedentes

1.1 Generalidades de Cedrela odorata L.

Cedrela odorata L. (1759) es un arbol perteneciente a la familia de las Meliaceas,
conocido comunmente como cedro rojo, cedro mexicano, cedro colorado, cedro
oloroso, Acuy, Calicedra, etc. (CONABIO, 2013).

Es una especie originaria de América tropical y se distribuye de manera natural
desde México hasta el norte de Argentina; se encuentra en las Islas Caribe, y se
ha introducido en Europa, Africa, Australia asi como otros paises tropicales
(Méndez y Sanchez, 2012). En México, se encuentra principalmente en la
vertiente del Golfo, desde Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Yucatan; en la
vertiente del Pacifico, desde Sinaloa hasta Guerrero y Chiapas (CONABIO, 2013).

El cedro rojo es una especie helidfila que llega a medir de 20 a 35 m de altura 'y
tiene un diametro de altura de pecho de 1.7 m. Presenta follaje caducifolio, es de
copa grande, redondeada, robusta y extendida o achatada, sus hojas son alternas
de 15 a 50 cm, compuestas por 10 a 22 foliolos opuestos o alternos; sus ramas

son ascendentes, arqueadas y gruesas (Salazar et al., 2000).

Es un arbol de tronco recto, robusto, a veces con pequefos contrafuertes (1 m de
alto). La corteza externa es fisurada con costillas escamosas, de color pardo
grisaceo o0 moreno rojiza; la interna es color rosada o pardo amarillenta, fibrosa y

amarga; su grosor es aproximado a los 20 mm. (CONABIO, 2013)

Sus flores son monoicas, dispuestas en paniculas terminales largas y sueltas de
15 a 30 cm, angostas tubulares con 5 pétalos, suavemente perfumadas con forma
de caliz de copa, color crema verdosa (Salazar et al.,, 2000; SIRE, 2012). Sus
frutos son infrutescencias de hasta 30 cm de largo, capsulas lefiosas, elipsoides,
de color pardo verdoso o moreno con grupos de lenticelas palidas, con olor a ajo,
las cuales producen un exudado blanquecino y acuoso cuando estan inmaduras.

Su desarrollo abarca aproximadamente 9 meses; la produccion de frutos inicia
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entre los 10 o 12 afios de edad. Cuando el fruto abre libera alrededor de 30 o 50

semillas (Salazar et al., 2000).

Sus semillas son aladas, de color café, de 2 a 5 mm de largo (incluyendo el ala, la
cual esta adherida al eje), y su peso es alrededor de 8 a 10% del peso seco del
fruto. Un kilogramo contiene alrededor de 20,000 a 50,000 semillas. Estas son
anemocoras y se liberan en temporada seca. Su viabilidad disminuye si se
almacena en condiciones muy secas o a temperaturas bajas (Burns y Honkala,
1965; Pennington y Sarukan, 2005; CONABIO, 2013).

El cedro rojo se considera una de las especies preciosas, ya que produce una
madera de muy alta calidad, es rojiza, facil de trabajar, no presenta problemas en
los procesos de secado, posee buena estabilidad y durabilidad (Cintron, 1990;
Méndez y Sanchez, 2012; SIRE, 2012) Dichas caracteristicas hacen que, después
de la caoba, sea considerada la madera mas importante dentro de la industria

forestal en México y América tropical.

La madera se usa principalmente para la fabricacion de muebles finos, decoracion
de interiores y en construccion en exterior debido a su resistencia a las termitas;
pero también es utilizada en productos torneados, artesanales, esculturas,
instrumentos musicales, tablas, vigas, cajas de puros, etc. (SIRE, 2012). También
posee caracteristicas medicinales como: antipirético, abortivo, expectorante,
analgésico, asi como para padecimientos como bronquitis, dolor de muelas,

indigestion, diarrea, vomito, etc. (Cintron, 1990; Méndez y Sanchez, 2012).

Por su elevado valor comercial, esta especie se ha visto amenazada por la
sobreexplotacion y la tala selectiva, dicho término referido a la tala de arboles de
mejor crecimiento, dejando la poblacion con genotipos menos favorecidos
(Barrance, 2003). En la mayoria de los paises donde se encuentra de forma
natural es considerada una especie de interés prioritario para su reforestacion y
conservacion y en Meéxico se ha colocado en la lista de especies sujetas a
proteccion especial en la NOM-O59-SEMARNAT-2010 (SEMARNAT, 2010).
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Diversas instituciones nacionales han implementado estrategias para
conservacion y proteccion de recursos forestales, entre ellas se plantea contar con
una fuente de germoplasma de calidad que permita contribuir a reducir la presion

sobre las poblaciones de cedro rojo en el pais (Méndez y Sanchez, 2012).

1.2 Conservacion de semillas en almacenamiento.

En virtud de la importancia de las semillas para la alimentacidon humana y para la
conservacion de su germoplasma se ha puesto gran interés en estudiar su

comportamiento en almaceén.

El almacenamiento es la preservacion de las semillas en condiciones ambientales
controladas para que mantengan la viabilidad durante periodos prolongados (Rao
et al., 2007); es considerado una forma de conservacion ex situ la cual implica la
recoleccion de muestras representativas de una especie y su mantenimiento fuera
de las condiciones naturales. Las ventajas que proporciona son el control directo

sobre el material, facil accesibilidad y disponibilidad (Reid y Miller, 1989).

Existen dos modalidades de conservacién de los recursos genéticos almacenados
en forma de semilla: las colecciones base, que conservan las muestras de semilla
a largo plazo para seguridad, y las colecciones activas, que mantienes muestras

de semilla para el uso inmediato (lriondo, 2001).

Para poder establecer procedimientos adecuados de almacenamiento, como
estrategia de conservacion, los avances en la biologia durante las ultimas décadas
han permitido comenzar a comprender el comportamiento del deterioro de las
semillas con el paso del tiempo, con el objeto de desarrollar técnicas que
garanticen una alta calidad y una maxima longevidad en almacenamiento, lo que

aporta beneficios a corto o largo plazo (Rao et al., 2007).

Sin embargo, la reducida disponibilidad del material es un factor que acompafa a
las actividades de conservaciéon, de manera que la capacidad de ensayar
protocolos y llevar a cabo experimentos con réplicas se encuentra a menudo muy
limitada (Pence, 1999; Iriondo, 2001).
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La realizacion de estos estudios permite un mejor conocimiento de las
caracteristicas anatomicas, fisiologicas y bioquimicas del material almacenado y
aporta informacién util para mejorar las estrategias de conservacion de las
especies, sobretodo de aquellas que se encuentran amenazadas (Miller et al.,
1990).

1.3 Las semillas y su clasificacién de acuerdo a su almacenamiento.

La semilla es un 6vulo fecundado que posee al embrion, el tejido de reserva, la
cubierta seminal de reserva y la cubierta externa o testa (Bewley et al., 2013)
Representan la etapa inicial en la formacion de una planta y tienen caracteristicas
estructurales, anatomicas y metabdlicas que le permiten ser una estructura de
resistencia independiente frente al medio ambiente; son un puente entre una
generacion a otra y permite la multiplicacién de los individuos de las especies, su
dispersion y persistencia en el tiempo, y por tanto su renovacién en el ecosistema
(Chin, 1994; CATIE, 1996; Marquez et al., 2013).

Constituyen uno de los principales recursos para el manejo agricolas, silvicola y
de conservacion del germoplasma vegetal, para la recuperacion de especies
valiosas sobreexplotadas (Vazquez-Yanes et al., 1997). Por ello, se deben
conocer las diferentes caracteristicas que permiten que su almacenamiento sea

facil y econémico.

Bonner y Vozzo, (1988) clasifican a las semillas en tres formas dependiendo su

viabilidad en condiciones de almacenamiento:

Ortodoxas: También conocidas como tolerantes, son semillas con bajo contenido
de humedad al momento de su diseminacién; soportan la desecacion durante su
desarrollo, la cual puede llegar hasta contenidos de humedad muy bajos sin sufrir
danos, por lo que sobreviven en estos estados de deshidratacién. La humedad
que alcanzan debe mantenerse en equilibrio con la humedad ambiental relativa,
aproximadamente un 10%; las semillas con almidén tienen contenidos cercanos al

5%, en tanto que las semillas grasas estan entre el 2 y 3% (Vazquez-Yanes et al.,
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1997; Pammenter y Berjak, 1999; Tommasi et al.,1999; Arc et al., 2011; Marquez
et al., 2013). Pueden almacenarse en estado seco y mantener asi su viabilidad
desde la cosecha hasta la siguiente temporada de cultivo, o incluso por varias
décadas. Se debe considerar que no estén debilitadas por hongos. Su longevidad
aumenta cuando disminuye el contenido de humedad y la temperatura durante el
almacenamiento, en una forma cuantificable y predecible. Pueden ser
almacenadas con una humedad inferior a 10% y rangos de bajas temperaturas
(entre los -15 y -150°C, siempre y cuando los contenidos de humedad sean
optimos para exponerlas a estas temperaturas), en envases semipermeables
(CATIE, 1996; Berjak y Parmenter, 1997; Pammenter y Berjak, 1999). La mayoria

de las semillas usadas en la agricultura pertenecen a esta clasificacion.

Dentro de este grupo, pueden subclasificarse a las semillas como subortodoxas
cuando pueden ser almacenadas como ortodoxas pero por periodos cortos,
debido a que presentan una amplia concentracion de lipidos o su cubierta seminal
es delgada (CATIE, 1996). Cualquier semilla que no se comporte de esta manera
no puede considerarse ortodoxa, lo que significa que un gran numero de semillas
de especies tropicales son consideradas intermedias o recalcitrantes segun su

comportamiento de almacenamiento (Bewley et al., 2013).

Recalcitrantes: También conocidas como sensibles, son semillas con altos
contenidos de humedad al momento de su diseminacion. En contraste con las
ortodoxas estas no pueden desecarse por debajo de un punto relativamente alto
de su contenido de humedad, generalmente mayor al 20%, ya que sufren dafios
en sus estructuras (Tommasi et al.,, 1999; Arc et al., 2011). Algunas especies
comienzan a morir rapidamente aun en equilibrio con una humedad relativa
ambiental de 98-99%, y la mayoria de las semillas mueren cuando su contenido
de humedad esta en equilibrio con una humedad ambiental de 60-70%, lo cual
corresponderia a un contenido de humedad del 16 al 30% sobre el peso fresco
(Chin y Roberts, 1980; Vazquez-Yanes et al., 1997). Esto implica que los procesos
0 mecanismos que confieren tolerancia a la deshidratacion son variables, por lo

que no existe un método satisfactorio para mantener la viabilidad de las semillas
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por periodos prolongados, aproximadamente no mayores a un afo (Berjak y
Parmenter, 1997; Tommasi et al.,, 1999). Su almacenamiento no puede ser a
temperaturas menores a 0°C debido a que la cantidad de agua libre es elevada y
al congelarse genera dafo en los tejidos (Bewley et al., 2013; Marquez et al.,
2013).

Intermedias: Son semillas que no presentan un comportamiento ni como
recalcitrantes ni ortodoxas; presentan niveles de humedad relativa de entre 7 a
10% (en equilibrio con una humedad relativa ambiental de 30-50%), pero son
sensibles a la desecacion inferior a su humedad relativa, esto es debido a que
pueden presentan danos en tejidos (CATIE, 1996; Vazquez-Yanes et al., 1997). La
longevidad de algunas semillas de origen tropical se reduce cuando la temperatura
de almacenamiento es menos a 10°C, por lo que deben ser almacenadas a bajos
contenidos de humedad y temperaturas mayores a las de congelacion.
Dependiendo la especie de la semillas, su viabilidad puede prolongarse por

algunos afnos si se les da el correcto almacenamiento (Marquez et al., 2013).

1.4 Comportamiento de las semillas de C. odorata durante el almacenamiento.

Retomando la descripcion de las semillas de cedro rojo, la literatura menciona que
es una semilla cuyo comportamiento es ortodoxo, no se conoce un periodo de
dormancia, posee un bajo contenido de humedad (9 a 10%), tienen una reducida
longevidad, son tolerantes a la desecacion y sensibles a bajas temperaturas
(Burns y Honkala 1965; Orwa et al., 2009; CONABIO, 2013) (Figura 1).

Al momento de ser liberadas de la planta madre, la semilla tiene un vigor de
germinacién mayor al 90%, presenta una rapida germinacién, que se completa
entre las 2 y 4 semanas (Burns y Honkala, 1965). Considerando lo que describe la
literatura sobre esta especie, y la descripcion de los diferentes tipos de semillas
mencionados anteriormente, se puede considerar que las semillas de cedro se
ubican mejor en la categoria de intermedias ya que no presentan todas las

caracteristicas de una semilla ni ortodoxa ni recalcitrante.
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En cuanto a su almacenamiento, se ha recomendado guardarlas en recipientes
herméticos a temperaturas entre los 2-4°C y con una humedad relativa de entre 6
a 9%, para mantener una viabilidad de aproximadamente 2 anos (Vazquez-Yanes
et al., 1999; Orwa et al., 2009; CONABIO, 2013). Debido a estas caracteristicas,
su almacenamiento a largo plazo resulta una tarea dificil, a su vez el estudio de

este comportamiento durante el almacenamiento es muy escaso.

Debido a la falta de investigacion acerca de las especies forestales tropicales, y a
que la mayoria se consideran de tipo recalcitrante o intermedio, con viabilidad
reducida, los métodos de almacenamiento no pueden abarcar periodos muy
prolongados por lo que este tipo de material no esta disponible en la mayoria de
los bancos de semillas ni comerciales ni institucionales (Vazquez-Yanes et al.,
1997).

Conte

nido de humedad

Longevidad

RECALCITRANTES
SvYX0do.ldo

Condiciones de almacén:
<10% HR
< 0°C

Condiciones de almacén:
> 15% HR
0-5°C (templadas)
> 5°C (tropicales)

Semillas de Cedrela odorata
9-10% contenido de humedad
Longevidad de hasta 2 afios en
condiciones herméticas a 2-4°C

Figura 1. Condiciones de almacenamiento para los tipos de semillas. Esquema propio.
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1.5 Vigor y viabilidad de las semillas durante el almacenamiento.

Para que una estrategia de almacenamiento sea considerada como exitosa, la
semilla debe mantener su viabilidad y vigor por un periodo prolongado La
viabilidad se refiere a la capacidad de una semilla de germinar adecuadamente
cuando las condiciones son propicias (Rajjou et al., 2012) mientras que el vigor se
define como una propiedad compleja, que determina el potencial para germinar
rapidamente de manera uniforme y desarrollarse en un amplio rango de
condiciones ambientales (Arc et al., 2011; Rajjou et al., 2012). El periodo durante
el cual esto puede ocurrir depende del potencial de conservacion fisioldgico y

genético de la semilla ademas de las condiciones de almacenamiento.

Dichas propiedades de las semillas son medidas realizando pruebas de
germinacién. La germinacion es un proceso que comienza con la absorcién de
agua (imbibicién) y culmina con la elongacion del eje embrionario (emergencia de
la radicula) a través de las cubiertas de la semilla. Incluye numerosos eventos:
hidratacion de proteinas, cambios estructurales subcelulares, respiracion, sintesis
macromoleculares y elongacién celular, ninguno de los cuales es en si misma
unica para la germinacion (Patifio et al.,1983; Nonogaki et al., 2010; Weitbrecht et
al., 2011; Bewley et al., 2013; Marquez et al., 2013).

La semilla por lo general tiene una tasa metabdlica baja (en el caso de las semillas
recalcitrantes su tasa metabdlica es un poco mas elevada), por lo que una semilla

madura deshidratada.
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Fase 1 Fase 2 Fase 3

Protrusion de la
radicula a través
de la cubierta
seminal.

La movilizacién

Movilizacion de B crvas en

reservas o elonga- los tejidos de

cion de las células 4
i almacenamiento
de la radicula. Lt

Transcripcion y Cracaterizacion
traduccion de poraumento en la
) y nuevo mRNA entrada de agua.
Sintesis de DNA
s Traduccién o de- Expansion y
Repar_aoon d-el- gradacion de crecimiento del
material genético PRNA almacenado sk
DNA 2

Reparacién Absorcion de agua

de danos
Imbibiciéon

N N[N NN

Figura 2. Fases del proceso de germinacion (Modificada de Nonogaki et. al., 2010 y
Marquez et al., 2013 y disefiado por D.G. Lépez J. Y.).

La germinacion tiene tres fases (Figura 2): durante la primera, la semilla se hidrata
totalmente e inicia la reparacion de su material genético junto con la reparacién de
los dafos que pudo haber sufrido en el proceso de deshidratacion.
Posteriormente, la entrada de agua se mantiene constante y los procesos
bioquimicos que comenzaron en la primera fase se realizaran con mayor
intensidad y se inician nuevos procesos como como la movilizacién de reservas o
elongacion de las células de la radicula. En la etapa final, comienza el proceso de
expansién y crecimiento del embridn, por lo que el requerimiento de agua es aun
mayor y culmina con la protrusion de la radicula (Nonogaki et al., 2010; Marquez
et al., 2013).




1.6 Evaluacién de la germinacion.

Para que se realice el proceso de germinacion de manera adecuada se deben
considerar las condiciones como lo son una humedad suficiente, temperatura,
intercambio de gases requerido y luz adecuada, en caso de ser necesario (Rajjou
et al., 2012; Bewley et al., 2013). Esta prueba se hace bajo condiciones favorables
para cada semilla y se usan platos, bandejas de plastico o cajas Petri, en los
cuales puede colocarse como medio de germinacion papel filtro o papel secante,
algodon absorbente o capas de papel toalla, papel higiénico, etc. El material
utilizado debe mantenerse estérii o lo mas limpio posible para evitar la

contaminacion por hongos (Sierra, 2005).

Se recomienda realizar las pruebas de germinacion periddicamente para
monitorear el estado de las semillas, asi como su viabilidad durante el
almacenamiento, ya que es una forma de comprobar el deterioro de estas. Aunque
no es la unica prueba que puede realizarse, es la mas practica y econdmica

debido a que no necesita equipos ni material costoso.

Otras pruebas importantes que se considera para la evaluacion de la viabilidad y
calidad de la semilla, son las colorimétricas como la del Tetrazolio; sin embargo, la
bibliografia al respecto en las especies forestales tropicales es muy escasa (Benito
Matias et al., 2004).

1.7 Longevidad y envejecimiento en el almacenamiento.

Una de las cualidades mas importantes para el almacenamiento de semillas es
que estas presenten una elevada longevidad. Propiamente, la longevidad se
define como el lapso en el que las semillas mantienen su viabilidad (Rajjou et al.,
2012). Dicha condicién puede verse disminuida por cuestiones propias de la
semilla o condiciones ambientales; por lo cual se han generado dos conceptos: la
longevidad ecoldgica, a lo que se le considera el tiempo en que la semilla
permanece viable en condiciones naturales; y la longevidad potencial, el cual

representa el tiempo en que puede permanecer viable en condiciones artificiales
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(Marquez et al., 2013). El presente trabajo se enfoca solo en la longevidad
potencial, pues los uUnicos cambios que se consideran estan presentes en el

almacenamiento.

Durante el almacenamiento, las semillas disminuyen su longevidad como
consecuencia del envejecimiento propio de cada especie; en algunos casos dicha
disminucién puede ser en periodos muy prolongados, mientras que en otros
(semillas recalcitrantes), el proceso es muy rapido. El envejecimiento es un
fendmeno universal que ocurre en todos los organismos vivos en el curso natural
del desarrollo, aunque las condiciones desfavorables pueden causar que se
apresure el proceso (Ellis y Roberts, 1981; Jain et al., 2006). En general se define
como un incremento en la probabilidad de la muerte de un individuo por unidad de
tiempo, o un incremento de la edad. En las semillas, puede manifestarse de
manera fisioldgica y bioquimica, entre las que encontramos diversos parametros
como: retardo en la germinacidn y emergencia de radicula, crecimiento lento,
aumento de la susceptibilidad al estrés ambiental (temperatura, humedad,
patdgenos, etc.), cambio en la coloracion de la testa y finalmente pérdida de la

capacidad germinativa (Jain et al., 2006).

1.8  Procesos fisioldgicos y moleculares asociados al envejecimiento de
semillas.

El envejecimiento es un proceso complejo en el cual se ven involucrados multiples
eventos: la muerte celular programada, el estrés oxidativo, el dafio a membranas,
asi como el dafio a macromoléculas (ADN, ARN y proteinas) y a los mecanismos
celulares encargados de su sintesis y reparacion (Hu et al., 2012; Dominguez y
Cejudo, 2014).

La muerte celular programada (PCD, por sus siglas en inglés) ocurre de manera
natural en las células y se considera como un proceso ordenado y regulado de
eliminacién selectiva de células, en algunos casos eliminando células que tienen
funciones temporales (Dominguez y Cejudo, 2014). La PCD es necesaria para

completar con éxito la maduracion de la semilla, asi como para su germinacién; a

20



su vez puede ayudar en la respuesta hipersensible ante el ataque de patégenos
para evitar su propagacion en el tejido. Se han realizado estudios de dafio
cromosomico, de escision de ADN y de perdida de viabilidad, en los que observan
ciertas caracteristicas que sugieren que la degeneracion de semilla se produce por
medio de la PCD (Murata et al., 1984; Rao et al., 1987; Cheah y Osborne, 1978;
Kranner et al., 2006; Hu et al., 2012)

Por otra parte, durante el envejecimiento ocurre un proceso degenerativo no
regulado de los componentes celulares, como dafio a biomoléculas de reserva,
disminucién en la actividad respiratoria, en la cantidad de ARNTr, en la sintesis de
novo de ARNm, en la actividad enzimatica, de la sintesis de proteinas y la
integridad cromosdmica. También se presentan procesos de degradacion del ADN
y ARNm en la semilla madura; asi como la pérdida de la integridad membranal y
pérdida de la produccion de ATP, o deficiencia en su capacidad de
almacenamiento (Noodén y Leopold, 1988; Smith y Berjak, 1995; Jain et al., 2006;
Hundertmark et al., 2011; Hu et al., 2012).

Una senfal del inicio de dafo celular son los procesos de oxidacidén y peroxidacion
de las semillas a causa del envejecimiento (Bailly et al.,1996). Este comienza con
la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés), las
cuales son especies quimicas altamente reactivas que son capaces de atrapar o
donar electrones de las moléculas proximas, estas derivan de elementos
quimicos, siendo las de mayor importancia (desde el punto de vista bioldgico),
aquellos derivados del hidrogeno, el oxigeno, el carbono y el nitrogeno (Parrish y
Leopold, 1978; Paula, 2004; Bailly et al., 2008)

Como resultado, los ROS son importantes intermediarios toxicoldgicos y estan
comunmente involucrados en el "estrés oxidativo ", término que se define como la
interrupcion del equilibrio oxidante-antioxidante, lo que lleva al dano potencial
(Sies, 1997). Esto puede deberse a un aumento en la produccién de especies
oxidantes o una disminucién de la capacidad de proteccion. Inicialmente estos
ROS se producen mediante el metabolismo celular, afectando principalmente las

membranas donde se comienza la cadena de reacciones de peroxidacion lipidica,
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lo que conlleva a la alteracion del metabolismo (Kehrer, 2000; Roqueiro et al.,
2010; Hundertmark et al., 2011).

La peroxidacion de lipidos, inicia con la abstraccion de un hidrogeno por un
radical hidroxilo (Bewley y Black, 1994), por lo que los lipidos de las membranas
celulares se oxidan facilmente pues contienen abundantes acidos grasos
insaturados, lo que modifica tanto la estructura como el funcionamiento de las
membrana; algunos son cambios en la permeabilidad celular, perdida de fluidez e
integridad de la membrana por disminucion de fosfolipidos (Melo y Cuamatzi,
2008; Pichardo-Gonzalez et al., 2010; Roqueiro et al., 2010; Bewley et al., 2013).
Como consecuencia, los acidos grasos de las membranas disminuyen conforme la

semilla se deteriora perdiendo asi capacidad germinativa y vigor.

A su vez, se acumulan diferentes dafios en las macromoléculas que componen las
células, entre estos tenemos el dafio al ADN y al ARN. El dafio genético puede
acumularse de tal manera que los embriones son incapaces de germinar y crecer.
Se sabe que el numero de aberraciones cromosomales observados en las
primeras divisiones celulares durante la germinacidn permite estimar el dafno
acumulado durante el almacenamiento (Rajjou y Debeaujon, 2008; Arc et al.,
2011). Aunque hay mecanismos de reparacién del ADN, como la reparacién por
escision de nucledtidos y de bases la recombinacién homdloga y extremos no
homodlogos (EI Maarouf et al., 2011; Ventura et al., 2012) que contribuyen a
mantener la integridad del genoma, cuando los dafios que presenta son en gran
cantidad, no es posible dicha reparacién. La supervivencia a largo plazo de las
semillas depende por lo tanto, de que los mecanismos de reparacion se
encuentren funcionales y no hayan sufrido también dafos durante el

almacenamiento.

Finalmente, la acumulacion de danos espontaneos en proteinas es una causa de
envejecimiento. Las semillas dependen de manera importante de proteinas
almacenadas durante el desarrollo embrionario para su germinacion, ya que la
transcripcion es muy limitada en esta etapa (Bewley et al., 2013). Dichas proteinas

juegan un papel importante en la reactivacion metabdlica, y forman parte de los
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mecanismos de reparacion y proteccidén contra el dafio y estrés oxidativo (Rajjou y
Debeaujon, 2008; Bewley et al., 2013). La protedlisis de proteinas alteradas y la
formacion de residuos de aminoacidos anormales son una fuente de dafo
importante que conduce el deterioro de las semillas. La sintesis de novo de
proteinas a partir del ARNm almacenado puede permitir la renovacion de las
proteinas no funcionales que fueron alteradas en el almacenamiento y que son
necesarias para reiniciar el metabolismo en la germinacion (Rajjou y Debeaujon,
2008; Bewley et al., 2013); por tanto, puede ser una estimacion de la capacidad de
germinacion, ya que la capacidad de transcripcion durante el envejecimiento
disminuye (Pillay, 1977). Si no se pueden reparar las proteinas dafiadas, estas
deben ser reconocidas por proteinas chaperonas y ser eliminadas mediante el
sistema ubiquitina-proteosoma. Esta via esta involucrada en el balance de la
sintesis de proteinas y su degradacion, a su vez en el catabolismo protéico, el cual
interviene en el funcionamiento y recambio de proteinas reguladoras, y estan
implicadas en la modulacion del ciclo celular, la reparacion de ADN, el catabolismo
de proteinas anormales, la biogénesis de los ribosomas, entre otros muchos
procesos (Glotzer et al., 1991; McDonald, 1999).

Existen también las proteinas de choque térmico (HSPs), o también conocidas
como proteinas de estrés o chaperonas, que se encargan del plagado/desplegado
de otras proteinas, de ensamblar complejos multiproteicos, del transporte y
clasificacion de proteinas en compartimentos celulares y de la sefalizacion vy
proteccion de células contra el estrés y la apoptosis (Li y Srivastava, 2004). En el
envejecimiento, las finalidad de las proteinas de choque térmico es evitar o reducir
el dafio a otras proteinas; sin embargo, se desconoce el momento en el cual
actuan, si es durante el almacenamiento o posterior a la imbibicion (Bewley et al.,
2013)

Algunos tipos de dano podrian ser reversibles sin un gasto energético (Reissner y
Aswad, 2003). Esto es posible con la proteina L-isoaspartil (D-aspartil) O-
metiltransferasa que es una enzima de reparacién, que limita el dafo producido

por la acumulacién de isoaspartyl anormal (isoAsp) producido por la degradacién
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de asparaginil (Asn) y aspartil (Asp). De esta manera, este sistema enzimatico
contribuye a la longevidad y supervivencia de las semillas (Lowenson y Clarke,
1992; Ogé et al., 2008)

1.9 Envejecimiento acelerado o deterioro controlado.

En algunas especies (en especial las del tipo ortodoxo), el estudio del
envejecimiento en semillas podria abarcar un periodo demasiado prolongado de
tiempo debido la elevada longevidad, por lo que se han planteado estrategias que
aceleren dicho proceso. Entre los diversos factores que se sabe influyen sobre la
longevidad en almacenamiento, tanto la humedad relativa (HR) como la
temperatura juegan un papel preponderante (Carpenter et al., 1995; Rossetton y
Filho, 1995; Salinas et al., 2002).

El envejecimiento acelerado consiste en imitar el envejecimiento natural pero
aumentando la velocidad del deterioro (Shibata et al., 2011; Rajjou et al., 2012), lo
que permite acelerar considerablemente la tasa de envejecimiento (dias en
comparacion con anos). Esto ha resultado muy conveniente para evaluar
rapidamente el potencial de vigor de las semillas, asi como ofrecer una estrategia
para estudiar los procesos fisioldgicos y moleculares asociados al envejecimiento
(Rajjou et al., 2012).

Harrington (1960) sugiri6 que dentro de la gama normal de temperaturas y
humedades de almacenamiento la reduccion de 1% HR o 5°C duplica la vida de
almacenamiento en semillas (Parrish y Leopold, 1978); por lo que las condiciones
mas utilizadas para este tratamiento son alta temperatura (aproximadamente
42°C) y elevada humedad relativa (en algunos casos muy cercana al 100%),

considerando un tiempo no mayor a 10 dias de deterioro.

El envejecimiento acelerado se ha utilizado principalmente como una herramienta
para evaluar el vigor de las semillas y estimar su potencial de almacenamiento en
especies agricolas; por lo que las condiciones mas idoneas para cada especie

deberan determinarse experimentalmente al monitorear la perdida de vigor por
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dicho deterioro se usan las pruebas de germinacién (Leprince et al., 1995;
Rossetton y Filho, 1995; Pukacka y Ratajczak, 2005; Samarah y Al-Kofani, 2008;
Pedroso et al., 2010; Madruga de Tunes et al., 2011; Werner et al., 2013).

1.10 Analisis protedémicos como herramienta para el estudio del
envejecimiento.

Gracias a las recientes investigaciones sabemos que el envejecimiento es un
proceso complejo, donde las condiciones de estrés juegan un papel muy
importante. Una herramienta util que contribuye al conocimiento de este proceso
son los analisis protedmicos, ya que las proteinas son los componentes
funcionales del genoma vy reflejan los procesos fisioldgicos que ocurren en

respuesta a estrés.

El proteoma se ha definido como el conjunto de proteinas que se expresa del
genoma en una célula, tejido u organismos en un tiempo determinado, bajo
condiciones determinadas (Honoré et al., 2004). A su vez, la protedmica es el
estudio sistematico de las propiedades de muchas y diversas proteinas, con el
objetivo de proporcionar una descripcidn detallada de la estructura, funcion vy
control de sistemas bioldgicos en la un estado 6ptimo y uno modificado por algun
factor especifico (Honoré et al., 2004; Espejel y Roa, 2008). El proteoma se
compone de un conjunto activo de moléculas que pueden sufrir mas de 200
modificaciones postransduccionales (Krishna y Wold, 1993; Espejel y Roa, 2008;
Khan et al., 2011).

El término expresién de las proteinas fue introducido por Wilkins y Gooley (1997)
en la definicion del proteoma, el cual tiene por objetivo identificar y caracterizar
todas las proteinas expresadas por un organismo o tejido, donde su identificacion
es fundamental (Jungblut et al., 2008). Las primeras técnicas de protedmica se
desarrollaron en la década de los setenta y su uso ha evolucionado continuamente

desde entonces.
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Los patrones de expresion de proteinas cambian ante situaciones fisiolégicas o de
estrés, lo que permite asociar dichas variaciones de patrones en las diferentes

condiciones como biomarcadores moleculares (Espejel y Roa, 2008).

Por lo que el analisis del proteoma implica la identificacion y caracterizacién de las
proteinas expresadas, lo que resulta una herramienta para determinar roles
biolégicos y funciones de proteinas individuales (Sheoran et al., 2005), que
pueden funcionar como biomarcadores para una determinada condicidn de

estudio.

Un biomarcador se define como un parametro biolégico medible y cuantificable
(concentracion enzimatica, concentracion hormonal, distribucion fenotipica de un
gen, etc.) que servira como indice de las variaciones fisiolégicas, patologicas o de
estrés. Lo que los hace importantes es su capacidad para diferenciar dos o mas
estados biolégicos basados en sus caracteristicas de eficacia que son
determinadas por su sensibilidad y especificidad (Dozal, 2012). Tienen la ventaja
de poner en evidencia sintomas tempranos del dafio causado por algun factor vy,
por tanto, pueden ser utilizados como senales de interés (Bozo et al., 2007; Pernia
et al., 2008).

Las proteinas, por su abundancia, son las moléculas mas empleadas como
biomarcadores al denotar la asociacion fenotipica. Estas se clasifican como
proteinas de expresién diferencial (por su aumento o disminucion en la expresion)

y proteinas modificadas postraduccionalmente (Dozal, 2012).

Para el estudio del proteoma hay dos vias: el analisis de proteinas intactas
obtenidas desde mezclas complejas, y la via de analisis de péptidos proteoliticos.
Para dichas vias se puede utilizar técnicas como la electroforesis bidimensional
(2D), la cromatografia liquida o la marcacion por isotopos estables. Todas estas
técnicas se acoplan a la espectrometria de masas (EM) para la identificacion final
de las proteinas (Espejel y Roa, 2008).

La electroforesis es un método analitico en el que se utiliza la corriente eléctrica

con la finalidad de separar moléculas segun su relacion tamafio-carga eléctrica,
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usandose como base del desplazamiento una matriz gelatinosa (Dozal, 2012). La
electroforesis bidimensional (2D) en geles de poliacrilamida es una herramienta
muy usada en la separacion y cuantificacion de proteinas en mezclas muy

complejas (Honoré et al., 2004)

Inicialmente fue usada por O’Farrell y Klose (O’Farrell, 1975; Klose, 2009) para la
separacion de proteinas, esta técnica constan de dos pasos: en la primera
dimensién se aprovechan las propiedades quimicas de las proteinas, en este
caso su pH caracteristico denominado punto isoeléctrico (pl), donde la proteina
tiene una carga neta de cero, las cuales al ser pasadas a través de un gel con un
gradiente de pH inmovilizado, se moveran hacia su punto de gradiente
correspondiente, y se mantendran estables en esa posicion (Goérg et al., 2000). La
segunda dimensidén consta de la separacién de las proteinas de la primera
dimension por peso molecular (O’Farrell, 1975; Honoré et al., 2004; Alberts y Bray,
2006; Espejel y Roa, 2008)

Yy > A
L4 4
) 1 ®oe] =i €O Op:l
P a4 () Alto
N | e o, , ® M
P . PR = :
! i e ® = - :
B R ° |
v | [ o - s 0 * " :
. - e o - !
4 v S
» AN Y. Bajo
(+)
Muestra Primera dimension Segunda dimensién
inicial por pl por peso molecular
IPG strip SDS - PAGE

Figura 3. Esquema del proceso de electroforesis bidimensional (2D). Esquema propio.

Uno de los retos de la electroforesis bidimensional (2D) esta vinculada a la
diversidad quimica de proteinas y su variacion en la expresion de células o tejidos,
considerando que los limites de deteccidnde la técnica tiene un rango de minimo
de 10* moléculas por célula, por ello aquellas proteinas que se expresen en

cantidades menores, muy dificilmente podran ser observadas, o que complica el
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estudio en células o tejidos muy complejos (Rabilloud, 2002); particularmente la
identificacion cuantitativa de proteinas acidas o basicas, de membrana, de bajo
numero de copias, como las nucleares, asi como proteinas de alto peso molecular
(Espejel y Roa, 2008). Es necesario realizar una buena técnica de extraccion de
proteinas para lograr el el éxito y repetibilidad. La electroforesis 2DE es la técnica
mas rapida, reproducible y rentable para el analisis del proteoma de especies cuyo
genoma no esta secuenciado (Carpentier et al., 2005), como es el caso del cedro

rojo.

Como se mencion6 anteriormente, la electroforesis bidimensional puede acoplarse
a espectrometria de masas (EM) que es una herramienta para identificar proteinas
de interés después de su separacion, fraccionamiento o marcacion. Para su
analisis debe haber un proceso en el cual se agrega Tripsina que escinde cadenas
de polipéptidos exclusivamente en el extremo carboxilo terminal entre residuos de
arginina y lisina, produciendo péptidos con residuos basicos en el extremo
carboxilo terminal que producen serie de masas-ion que facilita la interpretacion de
los espectros (Jay y Jan, 2012). Con esta técnica se obtiene informacion sobre la
masa de las proteinas, su secuencia de aminoacidos y en algunos casos los tipos
de modificaciones postraduccionales que presente la proteina (He y Chiu, 2003).
El péptido ideal para el analisis EM debe ser 7-35 residuos de largo, ser
protonado, y tener un estado de baja carga (z) y un alta relacion de masa a carga
(m/z) (Khan et al., 2011; Jay y Jan, 2012).
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Figura 4. Esquema del proceso general de identificacion de proteinas mediante
electroforesis bidimensional (2D) y EM. Tomado de
http://www.tamps.cinvestav.mx/~ertello/bioinfo/sesion18.pdf.

Con el refinamiento de la electroforesis bidimensional y el desarrollo de métodos
mas sensibles para la visualizacion de proteinas y analisis por EM, se ha podido
lograr el desarrollo de estudios protedmicos en plantas, en tejidos vegetales, en
organelos y en diferentes etapas del desarrollo de las plantas, sin embargo en
semillas es muy poca la informacibn al respecto del proteoma
embrionario y del tejido del endospermo, asi como de la movilizacion de las

proteinas entre estos tejidos durante la germinacion (Sheoran et al., 2005).

1.11 Analisis protedmicos en semillas.

En cuanto al analisis protedmico en semillas se tienen algunas complicaciones
que no se ven en analisis en tejidos (vegetal o animal) u érganos. Esto es debido a
las consideraciones anatomicas de las partes que componen a una semilla
(embrién o endospermo), de las cuales pueden estudiarse de manera conjunta o
separada; también debe considerarse el estado fisiolégico, ya sea que la semilla
este en desarrollo, maduro o este en proceso de germinacion, si es semilla

ortodoxa o recalcitrante, si se encuentra en latencia, etc.; también es importante
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considerarse la uniformidad genética de las semillas (Miernyk y Hajduch, 2011;
Miernyk, 2014).

Debido a que las semillas son ricas en proteinas de reserva esto genera
problemas si el estudio incluye el analisis de las proteinas de baja abundancia
(Miernyk, 2014). En general todas las semillas sujetas a analisis proteémico

dependen de la naturaleza de las semillas y los objetivos previstos del estudio.

La mayoria de los estudios protedomicos realizados en semillas, estudian
generalmente la maduracion y el desarrollo de la misma, asi como también
aspectos relacionados con el procesos de germinacidn; algunos ejemplos son el
caso del Lino (Linum usitatissimum L.), en el cual se estudiaron aspectos
relevantes a la regulacion y la acumulacion de compuestos almacenamiento
(Barvkar et al., 2012). En el caso del arroz (Oryza sativa) se analizaron las
proteinas que cambian en el proceso de germinacién en el embrién (Kim et al.,
2009). En Brassica napus se estudio los procesos metabdlicos que operan en su
desarrollo (Hajduch et al., 2006). En tomate (Solanum lycopersicum) se estudio el
embrion y endospermo en la germinacion para conocer las proteinas mas
abundantes en este proceso (Sheoran et al., 2005). En todos estos estudios se
observa que tratan de dilucidar por completo las proteinas y los procesos que
dependen de estas y que estan involucrados en el desarrollo y germinacién, ya

sea por si solos o con un factor que modifique un estado basal.

Son pocos los trabajos protedmicos que se han realizado para estudiar la
longevidad o vigor de las semillas y estos se han realizado principalmente en

especies de interés agricola.

Con la especie L. usitatissimum L. se analiz6 unicamente el desarrollo de la
semilla para obtener informacién de la regulacién y acumulacion de compuestos
de almacenamiento. Se encontré que la mayoria de los cambios se asociaron a
proteinas involucrados en el metabolismo primario, almacenamiento y energia.
Las proteinas de reserva, metionina sintasa, RuBisCO y S-adenosilmetionina

sintetasa fueron altamente expresadas transcripcionalmente (Barvkar et al., 2012).
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A su vez, investigaciones en Medicago truncatula mostraron la relacion de la
acumulacién de las proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant, por sus siglas
en inglés), donde se observé un incremento gradual de estas proteinas aumentan
la longevidad. Estos cambios se correlacionaron con la desecacion y la tolerancia
a estrés (Chatelain et al. 2012).

Considerando un factor de estrés en semillas de maiz, se evalué los efectos del
envejecimiento artificial en embriones de semilla seca. Se encontr6 que el
envejecimiento afectd las proteinas implicadas en el metabolismo y la energia, en
lo que respecta a la glucadlisis, ciclo de acido tricarboxilico, la cadena de transporte
de electrones vy la fosforilacion oxidativa. Junto con la reduccion en la actividad
especifica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y el contenido de glucosa-6-
fosfato, acido piravico y ATP en las semillas, sugiere que la movilizaciéon de los
carbohidratos almacenados y suministro de energia es lo que se afecta en el

envejecimiento y vigor de la semilla (Xin et al., 2011).

También en maiz se identificd proteinas especificas relacionadas con la viabilidad
y se encontré que se expresaron de manera significativamente diferente aquellas
involucradas en respuesta al estrés, en el plegamiento y estabilizacién de
proteinas, asi como las proteinas relacionadas con el depdsito de nutrientes y
metabolismo, pequenas proteinas de choque térmico, proteinas LEA y enzimas
antioxidantes (Wu et al., 2011).

En alfalfa (M. sativa L), expuesta a estrés salino, se han realizado estudios para
conocer mas acerca del proceso por el cual se mantiene el vigor de la semilla
durante la germinacién y, a su vez, se realiz6 un acondicionamiento osmotico. Las
principales vias implicadas en estos cambios son las que estan relacionadas al
metabolismo de proteinas, estructura celular, metabolismo y defensa (Yacoubi et
al., 2011).

En guisantes (Pisum sativum) se ha considerado el estrés oxidativo y los
antioxidantes enzimaticos en el proceso de envejecimiento en semillas y como se

modulan durante el desarrollo de la planta. Se estudio la regulacion transcripcional
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durante las fases de pre y post-germinativas y en respuesta del envejecimiento
(los genes estudiados fueron PsAPX, PsSOD, PsGRcyt, PsGRcm y PsCAT), De
los cuales PsAPX y PsSOD eran predominantes, lo que sugirié que estos genes
juegan un papel importante en el control de la homeostasis intracelular de ROS
para promover la elongacion celular, y el crecimiento temprano de las plantulas.
El envejecimiento acelerado condujo a la reduccién de viabilidad y crecimiento de
las plantulas, y se asocié con cambios en la abundancia de proteinas especificas
(Yao et al., 2012).

Para la busqueda de biomarcadores especificos para el vigor en semillas, se
realizaron estudios en semillas de remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), en las
que se aplicé un pre acondicionamiento hidrico y un envejecimiento acelerado. Se
sugiere que el vigor de las semillas se relaciona en rutas metabdlicas implicadas
en la movilizacion de lipidos y almidén, la sintesis de proteinas o el ciclo de metilo
(Catusse et al., 2011).

En todas estas investigaciones se tratd de dilucidar como diversos factores
afectan la viabilidad o el vigor de las semillas y a su vez que enzimas estan siendo
mas afectadas y en que vias estan implicadas; los cambios observados se
relacionan comunmente al metabolismo energético, a las proteinas de reserva o la
movilizacion de reservas. Pero a pesar de esto es necesario profundizar en el

conocimiento de este proceso.

Como se observa la mayoria de los estudios realizados son en especies agricolas,
de interés econdmico; sin embargo, en el plano de especies forestales de origen
tropical son muy escasos. Es importante mencionar que las plantas tropicales
representan 2/3 del total de numero de plantas verdes del mundo (Balbuena et al.,

2011) por lo que seria prioritario avanzar en el estudio de este tipo de vegetacion.

Los estudios que se han realizado en especies tropicales han sido realizados para
detectar la mayor cantidad de proteinas con el fin de obtener perfiles de proteinas
completos para asi notar las variaciones que pudiesen presentarse en respuesta a

patégenos o condiciones de estrés, dichos estudios ayudan a conocer la fisiologia.
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Debido a que algunas especies no solo son semillas tropicales si no también
especies del tipo recalcitrante se complica su estudio protedmico debido a que al
realizar los procesos de extraccién de proteinas presentan muchos compuestos
que interfieren; a su vez, no se han secuenciado los genomas de la mayoria de
estas especies lo cual dificulta su identificacidn y por tanto su estudio (Balbuena et
al., 2011).

Hasta la fecha no se tiene un perfil protedmico del cedro rojo en una condicion
basal y debido a la escasa informacion acerca de la secuencia del cedro rojo, y de
la mayoria de las especies forestales, no se tiene bases de datos que apoyen al

estudio de los procesos de envejecimiento.

33



Planteamiento del problema

C. odorata es una especie de gran importancia para la industria forestal en las
regiones tropicales de México y latinoamérica. Debido a la sobrexplotacion de sus
poblaciones naturales, actualmente se ha catalogado como una especie sujeta a
proteccion especial por el gobierno mexicano. Una estrategia para su
conservacion ex situ, consiste en el almacenamiento de sus semilla, sin embargo,
las semillas de C. odorata presentan una reducida longevidad que por lo regular
no excede los 2 afos, lo cual dificulta su establecimiento en los bancos de
germoplasma. Aunado a lo anterior, existe un desconocimiento de los procesos
fisiolégicos y moleculares asociados a la pérdida de viabilidad, que permitan
plantear estrategias de conservacion a mediano y largo plazos adecuados a las

necesidades de la especie.

Justificacion

El envejecimiento es un proceso irreversible que resulta en la pérdida de vigor y
viabilidad de las semillas. Depende del potencial genético y fisioldgico de las
semillas, asi como de las condiciones de ambientales a las cuales son expuestas
durante el almacenamiento. En general se desconocen cuales son los
mecanismos fisiologicos y moleculares responsables del deterioro de las semillas
de cedro rojo. Analizar los cambios en los perfiles de expresién de las proteinas
que ocurren como resultado del envejecimiento, mediante un enfoque protedmico,
puede proporcionar informacion respecto a las vias metabdlicas necesarias para
mantener el vigor de las semillas y de los eventos que conducen al
envejecimiento. Asimismo, a través de ellos es posible identificar potenciales
marcadores moleculares que contribuiran al establecimiento de estrategias para la

conservacion de las semillas de esta especie.
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Hipotesis

El envejecimiento acelerado en semillas de C. odorata inducira un cambio en el
patron de expresion de proteinas, el cual sera posible detectar mediante un
analisis protedmico. Dichos cambios permitiran identificar posibles marcadores

moleculares asociados a la longevidad de las semillas.

Objetivos

Objetivo general
Analizar la expresion de proteinas en semillas de C. odorata durante el

envejecimiento acelerado, que permitan detectar posibles marcadores moleculares

que estén asociado al proceso de envejecimiento.

Objetivos particulares
-Establecer las condiciones para realizar el envejecimiento acelerado de semillas
de C. odorata.

-Comparar lo cambios en la expresidon de proteinas de semillas de C. odorata en

condiciones de envejecimiento acelerado, a través de un software especializado.

-ldentificacion por espectrometria de masas de las proteinas que se expresan

diferencialmente durante el proceso de envejecimiento.
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2. Material y métodos

2.1 Reactivos

Los reactivos usados de la marca Sigma-Aldrich fueron: Trizma® Base
((hidroximetil) aminometano), cloruro de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio, Triton X-100, DTT
(DL-ditiotreitol), EDTA (acido etildiaminotetraacético), sacarosa, vanadato de
sodio, fluoruro de sodio, glicerofosfato di soédico, B-mercaptoetanol, SDS
(dodecilsulfato sddico), TEMED (tetrametiletiliendiamina), glicina, iodoacetamida y
tripsina. Los reactivos usados de la marca J.T.Baker® fueron: fenol, cloruro de
litio, urea, CHAPS (3-[(3-Colamidopropil)-dimetilamonio]-propano sulfonato),
acetato de amonio, etanol, metanol, acetona, acrilamida, glicerina, azul de
bromofenol y azul brillante G250. De BioRad: tiras de IPG, reactivo de Bradford y
albumina de suero bovino (BSA). Se utilizé también tiourea (Tecnica Quimica),
APS (persulfato de amonio) (AMRESCO), agarosa (IBl) y cloruro de ftrifenil

tetrazolio (Merk).

2.2 Material biologico

Para todos los experimentos se utiliz6 un lote de semillas de C. odorata
identificado como AA 549/4 (genotipo 50), colectado en el 2012. La semilla provino
del huerto semillero de C. odorata localizado en la ex pista de aterrizaje del
Campo Experimental “El Palmar” INIFAP (18° 32°L. N., 96° 47°L. W.; 180 msnm),
en Tezonapa, Veracruz. El clima de la region es calido-humedo con lluvias en
verano, una precipitacion media de 2888 mm anuales, y temperaturas medias que
fluctuan de 16 a 36°C en el afo (Sanchez et. al., 2003). Después de la colecta,

las semillas se mantuvieron en refrigeracién (entre 4 —7°C) hasta su uso.

2.3 Envejecimiento acelerado.

Se utilizé aproximadamente 1 g de semillas por replica y 40 semillas para las
pruebas de germinacion. Para establecer las condiciones de envejecimiento se
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prepararon soluciones de cloruro de litio (LiCl) al 4 y al 23.5% (P/V); la primera
para obtener un 95% de humedad relativa, y la segunda para obtener un 75% de
humedad relativa (Gold y Hay, 2003). Para ambas condiciones se vertieron 200
mL de solucion de LiCl en frascos de vidrio de 1 L, el cual se cerrd
herméticamente y se coloco en la incubadora bacteriologica (Blue M) a 42°C+1°C
durante toda la noche hasta conseguir equilibrar el frasco a la temperatura y
humedad requerida, lo cual se monitore6 con un higrémetro (CEM, DT-172). Una
vez alcanzadas las condiciones, se colocaron las semillas al interior del recipiente,
de tal forma que estuvieran dispersas y sin amontonarse, sobre un soporte el cual
las mantenia a una distancia de 2 cm sobre el nivel del liquido. Se cerrd
herméticamente y se incubd en las mismas condiciones. Se realizé un muestreo
cada 24 horas durante 10 dias consecutivos. EI material obtenido se congelo con
nitrogeno liquido y se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion, a excepcion del
utilizado para las pruebas de germinacion. Con dicho material se realizaron todos

los ensayos posteriores.

2.4 Prueba de germinacion.

Este ensayo se realizé con cuatro réplicas de 10 semillas cada una, tomando en
cuenta las recomendaciones generales de ISTA (2011) para otras especies
forestales. Se us6 el método del papel enrollado, para lo cual se colocaron
ordenadamente las semillas en un papel filtro con agua destilada a saturacién, se
enrollaron y cada rollo se coloco verticalmente en un frasco de vidrio con agua.
Los frascos con los cuatro rollos se metieron en bolsa de polietileno y se incubaron
a 28°Cx1°C en obscuridad. Se monitorearon diariamente durante 30 dias para
obtener el promedio de los porcentajes de germinaciéon (%G) de cada dia de
muestreo, los dias al pico de cada tiempo, y con esto calcular el %G50. Datos
necesarios para establecer las condiciones a analizar. Se determin6 el %G50
como sugiere el Royal Botanic Garden
(KEW:http://data.key.org/sid/viability/convert.jsp).
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2.5 Extraccién de las proteinas totales.

Se siguid el protocolo modificado de Agrawal y Thelen (2009). Los extractos de
proteinas totales se prepararon a partir de: 1) control o TO: semillas almacenadas
y refrigeradas, con un 90% de germinacion; 2) envejecidas aceleradamente
durante 6.2 y 10 dias. De cada muestra se macero aproximadamente 1 g de
semillas usando mortero y pistilo enfriado con nitrogeno liquido. Se mezclo el
macerado con 500 uL de IEF (8 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 2% Tritén X-100,
50 mM DTT y cdctel inhibidor de proteasa Complete mini® (Roche Diagnostics);
las mezclas se colocaron en hielo y vortexearon por lapsos de 30 segundos
durante 3 minutos. Después se le agregd 7.5 mL de amortiguador de extraccion
(100 mM TRIS-HCI pH 8.8, 10 mM EDTA pH 8.5, 900 mM sacarosa, 0.8% [-
mercaptoetanol, 0.5 mM vanadato de sodio, 5 mM fluoruro de sodio y 15 mM
glicerofosfato di sédica) y 7.5 mL de Fenol pH 8.8. Se centrifugé a 8243g a 4°C
por 60 minutos. Se recuperd el sobrenadante y se le adicionaron 25 mL de 100
mM acetato de amonio/metanol frio. Para favorecer la precipitacion de proteinas

se dejo toda la noche a -20°C.

Pasado este tiempo se centrifugd a 8243g a 4°C por 60 minutos. EI boton
resultante se sometio al siguiente tren de lavado: 1 lavado con 100 mM acetato de
amonio/metanol, 2 lavados con acetona al 80% y 2 lavados con etanol al 70%.
Todos los lavados se realizaron en frio con 5 mL de cada solucion y entre cada
uno, el botdn se resuspendié en su totalidad y luego centrifugd a 6311g a 4°C por
10 minutos. Una vez terminados los lavados, se dejé evaporar el etanol residual
(15 min boca arriba y 15 min boca abajo), el botdn se resuspendié en 450 uL de
amortiguador de IEF (urea 8 M; tiourea 2 M; CHAPS 4%; triton X-100 2% y DTT 50
mM). Se centrifugé a 14000 rpm por 15 minutos. Se tomé el sobrenadante (con
cuidado de no tomar restos del material precipitado), ya que este corresponde al
extracto de proteina total. La concentracion se midié segun el método de Bradford
(Bradford, 1976) con suero de albumina bovino (BSA) como estandar.
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2.6 Electroforesis dimensional.

La electroforesis unidimensional (1D) nos permitié la separacion de proteinas por
peso molecular y observar un panorama general, se llevé a cabo cargando 1y 2
ML de la muestra, mas 6 yL de amortiguador de carga 6X, en un gel de acrilamida
(SDS-PAGE) al 12%; el corrimiento electroforético se llevd a cabo en una camara
Mini-PROTEAN Il (BIO-RAD®). La electroforesis se programé a 100 V durante 150
minutos. Los geles se tifieron con Coomassie coloidal durante toda la noche y se

destifieron con agua destilada hasta obtener un fondo claro.

2.7 Electroforesis bidimensional.

La electroforesis bidimensional (2D) permitio la separacion de proteinas tanto por
peso molecular como por punto isoeléctrico; se llevo a cabo utilizando 600 ug de
proteina total del extracto de cada muestra. Las proteinas de los diferentes
extractos se separaron usando tiras de gel con un gradiente de pH inmovilizado
lineal de 3 a 10 (IPG Strip pH 3-10 G, 11 cm; BIORAD®). El corrimiento de la
primera dimension se realizé rehidratando las tiras durante 12 horas a 20°C con el
Buffer de IEF, anfolinas y los extractos de proteinas, en la celda Protean IEF
(BioRad®), con el Programa de Biorad para tiras de 11 cm, 3-10G.
Posteriormente, se separaron las proteinas por peso molecular en un gel SDS-
PAGE (acrilamida-bisacrilamida 29:1) al 12%. Antes de realizar la segunda
dimensién, las tiras de gel se equilibraron dos veces durante 15 minutos;
primeramente con una solucion reductora con amortiguador de equilibrio SDS (50
mM TRIS-HCI pH 8.8, 6 M urea, 30% glicerol, 4 % SDS) y DTT al 2%; la segunda
solucion fue de alquilacion con amortiguador de equilibrio SDS y lodoacetamida al
2.5%. Una vez equilibradas las tiras se colocaron en la parte superior de los geles,
sellados con una solucion de agarosa con amortiguador de carga 6X. La
electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente utilizando el amortiguador de
corrida a 65 V durante 20 horas y posteriormente a 100 V por aproximadamente 4

horas. Por cada tratamiento, los geles se hicieron por cuadruplicado.
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Los geles para tefiirse se colocaron en recipientes con Coomassie coloidal G-250
hasta ser cubiertos en su totalidad, durante 24 horas en agitacion moderada.
Transcurrido este tiempo se destifieron con agua destilada, hasta obtener un

fondo claro, para su posterior digitalizacion.

2.8 Captura y analisis de imagenes.

Las imagenes de los geles 2D se digitalizaron empleando un escaner HP modelo
Color Laser Jet CM2320n MFP, a una resolucién de 600 ppp en escala de grises
de 16 bits en formato TIFF. Posteriormente se analizaron con el programa Ludesi
REDFIN 3 software.

El analisis consistid en registrar las manchas correspondientes en las imagenes
del gel, con base en las caracteristicas o patrones que se observaron en la
imagen. Con esta informacion, las imagenes se alinearon y se transformaron
geométricamente para lograr la superposicion de las manchas. Ludesi REDFIN
utiliza un enfoque semiautomatico, por lo cual el usuario indica las manchas
correspondientes en las distintas imagenes. La deteccion de manchas implica el
uso de algoritmos para distinguir proteinas reales de los artefactos ocasionados
por la técnica, y la sensibilidad del algoritmo de deteccion se ajusta para trabajar

bien con las imagenes especificas.

Para la cuantificacién se midié la intensidad de la tincibn acumulativa contenida
dentro de cada mancha que a su vez, corresponde con el volumen relativo de
proteina. Esto implica el calculo del nivel de fondo local alrededor de una mancha,
lo cual se resta del valor detectado de la mancha definida. Con estos resultados se
consideraron aquellas manchas que se presentaron en 3 de cada 4 geles, y se
tom6é como resultado el promedio del volumen para las comparaciones. El
software analiza las diferencias significativas entre manchas entre los geles de las
distintas condiciones mediante métodos estadisticos (ANOVA) (Ludesi,
http://www.ludesi.com). En aquellas manchas que presentaron diferencias

significativas se realizd una prueba post hoc (Tukey).
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2.9 Espectrometria de masas

La espectometria de masas permitié identificar las proteinas de las manchas
seleccionadas de los geles de acrilamida, las cuales se extrajeron de manera
manual. Estas fueron enviadas para su secuenciacién al Pediatrics Proteomics

and Mass Spectrometry Facility de East Tennessee State University.

Cada muestra por separado se cortd en fragmentos pequefos, los cuales se
destifieron con bicarbonato de amonio (4 mg/mL) y acetonitrilo (1:1) por un minimo
de 30 min. El procedimiento se repitié dos veces. Posteriormente se lavaron con
agua destilada. Las muestras se redujeron en 500 mM DTT durante 10 minutos a
60°C y se alquilaron con iodoacetamida 30 mM durante 2 horas. Posteriormente
se lavaron 3 veces con 100 mM de bicarbonato de amonio. Se deshidrataron
completamente con 100% de acetonitrilo y se llevaron a sequedad total. La
digestion en gel fue llevada a cabo con 200 pL de tripsina de porcino (1 ug/ uL) y
se incubaron por 18 horas a 37°C. Los péptidos se extrajeron con acido
férmico/acetonitrilo/agua (5:50:45, v/v/v) durante 10 min y se llevaron a sequedad
total. Posteriormente, se resuspendieron en acido férmico al 0.1% (v/v), se
desalaron en columnas Ziptip C18 (ZipTipU-C18, Millipore Corp., Billerica, MA), se
secaron y rehidrataron en 6 pL de acido férmico/acetonitrilo/agua (0.1:20:79.9,
v/viv). Se inyecté un volumen de 2 pL a una columna C18 picofrit (New Objective,
Inc., Woburn, MA, USA). La columna primero se equilibré con el solvente A (acido
férmico/acetonitrilo (98:2, v/v)) y la elusidén se realizé con un gradiente de 2-40%
de solvente B acido formico 0.1% en acetonitrilo a lo largo de 60 min a un flujo de
200 nL/min.

El analisis de péptidos se realizO mediante un sistema nanospray- LC/MS/MS
integrado a un LTQ XL (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Las proteina se
identificaron de cada raw data file utilizando Thermo Proteome Discoverer 1.2
(Thermo Fisher) con un umbral de sefal-ruido de 1.5, tolerancia de precursor de

masa de 1400 mmu y tolerancia de masa de fragmento de 0.8 Da. Se

41



consideraron unicamente las identificaciones que tuvieran un coeficiente alto o
medio. La base de datos utilizada para las busquedas se obtuvieron a partir de la
base de datos de secuencias de proteinas del NCBI y luego realizando una
subserie de 1GB que contenia cualquiera de las siguientes palabras: Arabidopsis,
Hacer, Beta vulgaris, Brassica, Castanea, Citrus, Cucumis, Cucurbita, Eucalyptus,
Fraxinus, Glycine, Gossypium, Helianthus, Hordeum, Medicago, Nicotiana, Vitis,
Oryza, Phaseolus, Picea, Pinus, Pisum, Populus, Prunus, Pseudotsuga, Quercus,
Solanum, Sorghum, Triticum, Theobroma, Zea, Fagaceae, ash, soy, cotton,
sunflower, barley, rice, bean, pea, Douglas-fir, castor bean, Solanaceae, wheat,

maize, fungi.
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3. Resultados

Para el estudio se seleccion6 un solo lote de semillas que tuviera un porcentaje de
germinacién (G) mayor o igual a 90% y un tiempo de germinacion homogéneo;
con pocos dias al pico (dicho término se refiere al dia en que hay mas semillas
germinadas por réplica) y que contara con una cantidad suficiente que permitiera
la realizacion de todos los ensayos. La prueba de germinacion se realiz6 con
cuatro réplicas de 25 semillas cada una. El lote que cumplié con dichas
caracteristicas fue el identificado como genotipo 50 (Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de germinacién y dias al pico del genotipo 50. Los datos son
promedios de cuatro replicas con 25 semillas cada una.

Prueba inicial de germinacion
Replicas % de G Dias al pico
A 96 4
B 88 4
C 88 5
D 92 5
Promedio 91438 4.5+05

3.1 Envejecimiento acelerado.

Inicialmente, se realiz6 la incubaciéon a 42°C +1 y 95% de humedad relativa (HR).
Se tomaron muestras de semillas para las prueba de germinacion diariamente
durante 10 dias. Utilizando estas condiciones se presentaron problemas de
contaminacion por hongos a partir del tercer dia. Para evitar que esta
contaminacion afectara la prueba de germinacion, las semillas fueron sometidas a
una limpieza antes de la siembra con Captan (0.5 g/L) durante 10 minutos. Sin
embargo, a pesar de estas medidas, el muestreo numero T9 fue omitido debido a

la contaminacién masiva por hongos que no pudo ser eliminada con el lavado.
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Debido a la alta contaminacion, la segunda prueba consisti6 en modificar
unicamente la humedad relativa (de 95% a 75%). También se aumentd un dia mas
al monitoreo para corroborar que a estas condiciones se obtendria una
disminucion de la germinacién a menos del 20%. Con la disminucion de humedad
relativa en las condiciones de envejecimiento se evitd totalmente la aparicion de

hongos o cualquier otro microorganismo en las semillas.

Por otra parte, a 95% HR el proceso de envejecimiento provoco una disminucion
ligeramente mas rapida a diferencia de la incubacion a 75% HR; pero a pesar de
esto la germinacién se ve disminuida paulatinamente en ambos casos y
practicamente a partir del noveno dia fue similar para ambos tratamientos (Tabla
2 y Figura 5). Por otra parte, a 95% HR aumentaron ligeramente los dias al pico,
aunque esto pudo deberse a la contaminacion por hongos masiva que se presento
en los dias finales del tratamiento. Respecto a la condicién de 75% HR se
observo un comportamiento mas homogéneo, aunque en general no se obtuvo un
efecto notorio sobre los dias de germinacién maxima (Figura 6). Debido a todas
estas observaciones y a la repetitividad de los datos, se considerd que la
condicion de 42°C+1°C y 75% HR era la mas propicia para los analisis requeridos

en este trabajo.
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Tabla 2. Promedio del porcentaje de germinacion de las semillas sometidas a
envejecimiento acelerado a 42°C y 95% HR'y 42°Cy 75% HR. Para las pruebas de
germinacion se utilizaron 40 semillas por cada dia de muestreo, en 4 réplicas de 10

semillas cada una.

Envejecimiento acelerado en semillas de C. odorata

Condiciones de

O 42°C, 95 %HR 42°C, 75 %HR
envejecimiento
Dias de o , ; o , :
envejecimiento %G Dias al pico %G Dias al pico
Control 87.515.0 5.5 1+0.6 91.3 £8.8 4.8 +0.4
1 97.5+5.0 4.0 0.0 87.5+3.5 5.6 £1.9
2 77.5+12.6 9.0+24 87.5 0.0 5.9+1.2
3 80 +21.6 5.0+1.3 83.75 +1.8 45104
4 47.5 £22.2 4.8 0.5 80.0 £0.0 6.0 £2.8
5 75 15.8 55124 81.35.3 6.5 £0.7
6 35%12.9 5.0+1.4 45.0 +14.1 7.5+2.1
7 17.5+17.1 3.0+2.2 32.5+24.7 7.0+0.4
8 28.05 +22.2 43129 43.2 £7.3 8.1%1.6
9 - - 11.6 £16.3 4.316.0
10 00.0 0.0 £0.0 22.2+0.0 6.8 £1.9
11 - - 0.0 £0.0 0.0 £0.0
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Figura 5. Porcentaje de germinacion diaria de los muestreos realizados para determinar
las condiciones de envejecimiento acelerado. Para este ensayo se utilizaron 40 semillas
por muestreo divididas en 4 réplicas de 10 semillas cada una las barras en cada punto
indican la desviacion estandar de cada réplica.
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Figura 6. Dias al pico de cada uno de los tratamientos (T) realizados para determinar las
condiciones de envejecimiento acelerado. Para este ensayo se utilizaron 40 semillas por
muestreo divididas en 4 réplicas de 10 semillas cada una, las barras en cada punto
indican la desviacion estandar de las réplicas.

3.2 Determinacion del G50.

Para calcular el tiempo en el cual la germinacién se reducia al 50% (G50), se
transformaron los porcentajes de germinacién en valores PROBIT (Anexo |) y se
interpold el PROBIT 5.0 (lo que es el G50). Se obtuvo que al tiempo de muestreo
de 6.2 dias (T6.2). Asimismo, se estimoé que se requerian diez dias de tratamiento
(T10) para inducir la pérdida de la capacidad germinativa de la semilla a menos
del 20%.

Con estos datos se determinaron las condiciones mas adecuadas para realizar los
analisis protedmicos: 1) El porcentaje de germinacion medio, G50 o T6.2, el
tiempo de envejecimiento que debe transcurrir para que el 50% de la poblacién
pierda su viabilidad, aunque en aquellas semillas que aun germinan los dias al

pico no se modificaron respecto a los del control. 2) Porcentaje de germinacion
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menor a 20% correspondiente al T10, en la cual se las semillas han perdido
practicamente su capacidad germinativa, sus dias al pico se ven ligeramente
aumentados respecto control, aunque el aumento no es significativo debido a la

gran variabilidad observada.

3.3 Prueba del Tetrazolio.

Ademas de la prueba de germinacion para determinar la viabilidad de las semillas,
se usO una prueba fisiolégica para conocer el estado del tejido sometido a
envejecimiento, considerando a las semillas en las condiciones establecidas (T6.2
y T10) para el analisis. Entre las pruebas que sugiere el ISTA (2011), la prueba
bioquimica del tetrazolio determina de manera rapida la viabilidad. Consiste en
reacciones que inician cuando se agregan sales de tetrazolio, las cuales por la
actividad de enzimas deshidrogenasas, presentes en tejido vivo, dan lugar a la
formacion de formazan, un compuesto que tifie de rojo, diferenciando asi el tejido
vivo del muerto (que no presenta tincidn) (Moreno, 1984). Se realiz6 dicha prueba
para correlacionar los datos referentes a la viabilidad de estas, y ver el progreso

de la perdida de viabilidad (Anexo II).
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Prueba del tetrazolio

Muestra Control (T0) T6.2 T10
Semullas totales 10 ' 40 40
Cotiledones abiertos 4 10 A 23 29
Cotiledones rotos 0 14 10
%Germinacion 17.1:+100

Tincién embriones
v cotiledones

Tincién cubierta

90.0 +12.8 64.2 £21.8

Figura 7. Pruebas del tetrazolio en las tres condiciones de estudio.
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Durante la realizacibn de esta prueba se observdé que la mayoria de los
cotiledones al ser extraidos de su cubierta reaccionan con la luz, abriéndose en
igual proporcion en cada condicion. En cuanto a la tincion en las tres condiciones
las semillas presentan una tonalidad roja en mas de un tercio de la semilla; sin
embargo, en las semillas de los tratamientos T6.2 y T10, la tinciéon no es uniforme
ya que presentan zonas mas coloreadas que otras. Esto sugiere que bajo
condiciones de envejecimiento acelerado, al alcanzar la G50 y en valores por
debajo de ella, la mayoria de las células del embrién y tejidos de reserva
mantienen su viabilidad, aun si ya no son capaces llevar un proceso exitoso de

germinacion.

3.4 Andlisis de proteinas.

Considerando estas condiciones, se buscé comparar los cambios en el patron de
expresion de proteinas que ocurren durante el envejecimiento. Se compararon las
semillas con alto porcentaje de germinacién (control), con las semillas envejecidas
aceleradamente (T6.2 y T10). Se consideraron dos patrones generales: a)
proteinas que aparecen o desaparecen conforme progresa el envejecimiento y b)
proteinas cuya expresion varia como consecuencia del envejecimiento.

Tabla 3. Porcentaje de germinacién y dias al pico de semillas envejecidas artificialmente.

Se usaron 80 semillas con 8 réplicas de 10 semillas cada una. Se indican promedios y
desviaciones estandar.

Envejecimiento acelerado
(42°C; 75% HR).
D.Ias. d? %G Dias al pico
envejecimiento
Control 90.0 +12.8 6.1 1.1
T6.2 64.2 +21.8 6.1 +1.7
T10 17.1 +10.0 6.3 +2.9

Para iniciar el analisis protedmico se realizé una electroforesis unidimensional que
permitiera conocer aquellas regiones donde se observara una abundancia de

proteinas y si el patrdn mostraba cambios distinguibles a este nivel.
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Posteriormente, de estas muestras se realizé el analisis en 2 D. Se encontré que

las proteinas mas abundantes se localizan por debajo de los 36 kDa.

3.4.1 Electroforesis unidimensional

El gel de una dimension (1D) mostro patrones de bandeo similares en todas las
condiciones. Las principales bandas presentes en eran de aproximadamente 50,
36, 34, 33, 27, 20 y 16 KDa, fue posible notar que hay un ligero aumento en las
bandas 33 y 27 KDa a medida que progresa el envejecimiento; mientras que en la
banda de 16 KDa es inverso ya que en el control se ve ligeramente aumentada en
comparacién con las condiciones de envejecimiento. En general las proteinas

mas abundantes se detectaron a los 34, 27 y 16 KDa (Figura 8).

Figura 8. Separacion de proteinas en gel de 12.5% SDS 1D. Se coloco en cada pozo la
muestra un volumen de 1 uL seguido de 2 pL (Aproximadamente 15 ug/ uL) de la misma
muestra; en el primer carril el marcador de PM; en los posteriores dos el extracto de la
condicion control (A, color verde), seguido del T6.2 (B, color café) y finalizé con el T10 (C,
color azul).
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3.4.2 Electroforesis bidimensional

En los geles bidimensionales (2D) se observd que los patrones de expresion en
todas las condiciones son similares, oscilan entre un pl de 5 a 10, mientras que,
por peso molecular pueden dividirse en dos secciones: la primera abarca las
proteinas de alto peso entre 130 KDa y 40KDa, las cuales son poco abundantes y
por tanto de dificil visualizacion; y la segunda abarca aquellas menores a 40 KDa,
donde se ubican las bandas de proteinas mas abundantes. Cabe destacar que en
este segundo conjunto es donde se detectan la mayoria de las proteinas y

cambios de expresion que fueron posibles de detectar.

El analisis de las proteinas se realiz6 con Ludesi REDFIN 3 software, el cual tomo
en cuenta el volumen abarcado por cada mancha, y se promedio entre las réplicas
de su respectiva condicidén; con este dato se compararon los cambios en la
expresion de cada mancha entre las diferentes condicion de estudio (Anexo IlI). A
cada mancha identificada, el programa le asigné un numero. En cuanto a la
cantidad de manchas presentes en cada condicion, el T6.2 es el que presenta un

ligero aumento en la cantidad de manchas detectadas (77 manchas).

Tabla 4. Promedios del total de manchas detectadas por el software Ludesi-REDFIN para
analisis de geles de 2 dimensiones (2D).

Dias de envejecimiento

Numero de geles

NUmero de manchas

analizados identificadas
Control 4 64
T6.2 4 77
T10 4 67

Se analizaron estadisticamente un total de 130 manchas pertenecientes a las tres
condiciones. De este analisis sbélo se consideraron aquellas que estuvieran
representadas en al menos tres de las cuatro réplicas; en los casos donde hubo
una aparicion (y no se encuentra presente en alguna de las otras dos

condiciones) se tomd en cuenta si se presentaba en al menos dos réplicas. Para
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todos los casos se calculd el volumen de cada mancha y se promedi6é entre el

numero de réplicas de esta mancha para cada condicion. En el caso de manchas

que se encontraron en una sola réplica el valor se consideré como una ausencia.

Unicamente 77 manchas cumplieron estos criterios y se tomaron en cuenta para

el resto del analisis (Anexo V).

Tabla 5.Densidades promedio calculadas por el software Ludesi REDFIN de las 15
proteinas con cambios significativos en los niveles de expresion ANOVA (p=0.05). Las
manchas sombreadas de verde son aquellas que son uUnicas para el control; mientras que

las sombreadas de color café son las Unicas en la condicién T6.2.

Id g.l. F ANOVA Control T6.2 T10

8 2,9 6.7 0.0165 0.00 £ 0.00 3525.74 £ 2061.83 3924.23 + 2022.82
83 2,9 4.5 0.0438 0.00 £ 0.00 2434.97 + 297.95 1825.58 + 198.74
111 2,9 43 0.0491 10253.03 £ 5509.78 9172.76 £ 1795.53 16035.96 £ 2119.50
117 2,9 5.1 0.0324 25686.99 + 9555.64 15809.11 £ 6350.27 10508.29 £ 2625.11
118 2,8 14.3 0.0061 0.00 £ 0.00 1883.92 + 372.44 2687.76 + 1144.67
129 2,9 5.6 0.0425 15248.09 £ 7154.91 0.00 + 0.00 16677.49 £ 9916.17
135 2,9 4.6 0.042 70271.83 + 20074.95 33474.15 + 15431.91 45745.86 + 16549.82
137 2,9 9.6 0.0059 16943.54 £6267.66 4687.94 + 4051.30 5516.53 £ 4950.17
141 2,9 5.7 0.0246 8583.47 + 4999.50 0.00 £ 0.00 5884.46 + 2684.05
43 2,9 5.9 0.233 5341.75 + 4409.74 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00
146 2,9 4.5 0.0448 7885.15 £ 4859.79 0.00 = 0.00 0.00 £ 0.00

155

2,9

7.7

0.0113

0.00 + 0.00

1472.41 + 374.34

0.00 £ 0.00
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Figura 9. Numeracién de las manchas en los geles analizados en las condiciones (Tabla 6). Las manchas con numeros de color
azul, son aquellas que fueron secuenciadas.

53



En resumen, de las 77 manchas detectadas, 54 se compartieron entre las tres
condiciones; cuatro se comparten unicamente entre TO y T6.2; nueve solo entre
T6.2 y T10 y tres se comparten unicamente entre TO y T10. Del resto de las
proteinas, dos se presentan unicamente en la condicion control o TO y cinco en la
condicion T6.2 (Figura 10). Por lo que hay siete proteinas que pueden estar muy

relacionadas en la perdida de viabilidad de la semilla.

Control

T10 T62

Figura 10. Diagrama de Venn de la expresién de las proteinas analizadas por el software
Ludesi-REDFIN en las tres condiciones de estudio. Se analizaron un total de 77 manchas.

De esta seleccidn, se obtuvieron 15 manchas con cambios estadisticamente
significativos (p=0.05). Se les realizé una prueba post hoc (Tukey HSD o LSD)
con la finalidad de establecer entre cuales de las condiciones se presentaron

diferencias (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Analisis estadistico (Prueba de Tukey o LSD) para comparar las diferencias entre los tratamientos realizados de las proteinas
que son estadisticamente significativas. El nimero superior de cada grafica es el nimero de identificacion de la mancha. La primera
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tercera representa proteinas de expresion variable.
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Es importante mencionar que debido a que hay manchas unicas para ciertas
condiciones (ya sea que aparecen o desaparecen) que pudiera ser biolégicamente
importante, se tomaron en consideracion aun si los resultados estadisticos no
presentaron significancia, como consecuencia de la variacién en la expresion a
causa de las limitaciones de la técnica (como el caso del corrimiento del gel y las
regiones en donde se aprecian las manchas). Este es el caso para las manchas
nuamero 76, 67, 128, 80, 77, 17, 108, 19, 126, 82, 28 y 105 (Anexo IV).

¢ Proteinas asociadas a la capacidad germinativa: Se detectaron dos proteinas
(43 y 146) que son exclusivas de la condicion control. Por otra parte, se detectaron
cuatro proteinas (77, 82, 105 y 126) que se expresan unicamente en las
condiciones control y T6.2 y desaparecen cuando se pierde la capacidad
germinativa, por lo cual también pudieran tener un papel en mantener este

estado.

e Proteinas que se expresan en el envejecimiento: se detectaron once proteinas
(8, 17, 19, 28, 67, 76, 80, 81, 83, 108 y 118) que no se expresan en el control y
que por su expresion estable tanto en T6.2 como en T10 pueden asociarse

exclusivamente al envejecimiento y pérdida de capacidad germinativa.

Las proteinas 21, 67, 81, 89 y 155 son unicas para el T6.2, por lo que podrian
asociarse a proteinas de defensa ante el proceso de envejecimiento (0 que se
expresan como respuesta al estrés) ya que se detectaron unicamente cuando las
semillas estan en proceso de deterioro, pero no cuando las semillas se encuentran

viables ni cuando hay una perdida casi total de la capacidad germinativa.

e Proteinas cuya expresion varia como consecuencia del envejecimiento. Son
proteinas que se encuentran presentes en todas las condiciones, y varia su
expresion durante el envejecimiento. Se detectdé una que aumenta (111) y cuatro
que disminuyen (137, 135, 117). En general la variacién significativa se encuentra

entre el control y T10.
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e Proteinas de expresion variable. Representa al conjunto de proteinas que no
tuvieron un patrén en las tres condiciones sin embargo su patron de expresion fue
similar tanto en el control y T10. La proteina 129 presento un aumento mientras
que la 128 y 141 una disminucién. Entre estas condiciones no se encontrd
diferencia en dicha expresion a pesar de ser los extremos del proceso de

envejecimiento.

3.5 Identificacion de proteinas en las manchas seleccionadas

De las manchas que tuvieron una variacion significativa y se mandaron a
secuenciar se tuvo el resultado de unicamente de seis. Si bien esto nos da un
acercamiento respecto a los procesos que estan implicados en el envejecimiento,
aun representa una lista parcial. Se encontré que la mayoria de estas proteinas

estan relacionadas a diferentes vias de estrés (Tabla 6, figuras 13 y 14).
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Tabla 6. Resultado de la secuenciacién por espectrometria de masas de las manchas seleccionadas. Las manchas sombreadas de
verde son aquellas que son unicas para el control; mientras que las sombreadas de color café son las Unicas en la condicién T6.2.

43

155

89

Predicha: Proteina

de alta mobilidad
DEEAAEHVKE gl grupo B 13-like  gi460400021 Alto 216.89 3.61 1 58.7 9.29 Factor de transcripcion

135 EEELMKLK
[Solanum

lycopersicum]
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Proteina predicha

Facilitador del splicing de

EQQEMKEASE  |Hordeum vulgare  ¢i326507446 Bajo 81.41 1.42 86.8 6.77 :
R intrones del cloroplasto
subsp. vulgare]
Proteina hipotética
117 AVDSLAKLELID EUGRSUZ L01753 4620076583 Bajo 81.4 242 623 543 Alfa fa’rnesclesno sintasa via de
R [Eucalyptus sintesis de terpenos
grandis]
o caracierizada Transferasa de
ELEIAELLENLR LOC100263435 gi225462023 Bajo 75.78 1.93 716 8.09 fosfatidilinositol, fosfatidilcolina
R SFH13.
[Vitis vinifera]
Predicha 18.2 kDa XP 00648645 , . .
ETSALANTR clase 1 proteina T 0.1 Bajo 115.72 19.23 176 5.72 res Plzgtset;nzlI:ensﬂg:dsnegaﬁbio
tipo shock térmico  G1:568866208 P » U
. . . de estado o la actividad de
[Citrus sinensis] ) .
141 una célula o un organismo
17.6 kDa clase 1 como consecuencia de
VLQISGER proteina tipo shock XP_01032628 Bajo 75.00 18.87 18.1 6.6 algunas condiciones

térmica [Solanum
lycopersicum]

3.1
Gl:723729858

estresantes.
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Figura 13. Numeracion de las manchas secuenciadas por espectometria de masas (Tabla 6). Las manchas en recuadros verdes son
aquellas que son Unicas para el control, las de recuadros color café son las Unicas en la condiciéon T6.2.
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Control T6.2 T10

117

135

141

. -

Figura 14. Numeracién de las manchas secuenciadas por espectometria de masas (Tabla 6). Las manchas en los recuadros azules
son las que aparecen en todas las condiciones.
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e Proteinas asociadas a la capacidad germinativa.

En la mancha 43 (aprox. 28 kDa con un pl de 8), se detectaron dos péptidos con
alto nivel de confianza. La primera pertenece a la familia de proteinas de estrés
universal (USP), tipo A presente en archea, bacterias, hongos y plantas las cuales
han sido estudiadas principalmente en bacterias y que se sabe se regula
positivamente cuando la célula se expone a agentes estresantes (Nystrom y
Neidhardt,1996a; Nystrom y Neidhardt,1996b; Magbool et al., 2009). Se han
detectado proteinas homdlogas en plantas, pero estan ausentes en las especies
animales (Nystrom y Neidhardt, 1992; Nystrom y Neidhardt, 1993; Nystrom y
Neidhardt, 1994; Sauter et al., 2002). Esta proteina tiene la capacidad de
responder a diversas condiciones de estrés ambiental. Aunque su diversidad

funcional en plantas no esta muy bien descrita.

Por otra parte, también se relacion6 con la O-metiltransferasa (OMTs) que cataliza
la formacién de éteres metilicos de molécula pequefia a través de la transferencia
de un grupo metilo de la molécula donante S-adenosil-L-metionina (SAM) a un
grupo hidroxilo de la molécula de sustrato (Inoue et al., 1998; Lam et al., 2007).
Estas proteinas pertenecen a vias implicadas en modificaciones
postraducccionales de las proteinas, las cuales pueden ocurrir en defensa a un
proceso que altere la homeostasis de los diferentes sistemas implicados en un
proceso Optimo para la germinacion. Debido a que es una enzima de metilacion
ayuda a las reacciones de ubiquitinacidn que ocurre en diversos organismos y es
el resultado de modificaciones en macromoléculas para diferentes funciones o

propdsitos de regulacién (Ibrahim et al., 1998; Maury et al., 1999).
¢ Proteinas que se expresan durante el envejecimiento

De la mancha 89 (40 KDa y un pl de 7) se identificé a dos péptidos con alto nivel
de confianza, el primero perteneciente a una proteina remodeladora de cromatina

9 (familia de las helicasas), por lo cual esta involucrada en procesos de replicaciéon
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y transcripcion del ADN. Estas proteinas son de gran importancia ya que regulan
los cambios en la estructura de la cromatina lo que esta asociado con la activacién
y el silenciamiento temporal y espacial de la expresidn genética, proceso
importante para regular los procesos de desarrollo celular (Aalfs y Kingston, 2000;
Urnov y Wolffe, 2001; Reyes et al., 2002). Dichos remodeladores alteran el estado
basal ya sea activando o reprimiendo la transcripciéon en determinadas regiones

geénicas (Aalfs y Kingston, 2000).

También se identificé en esta mancha una secuencia perteneciente a una proteina
relacionada a procesos de defensa ante el estrés oxidativo, por formacién de
radicales libres. Las anexinas que son proteinas de una familia multigénica,
dependientes del calcio que se unen a membrana. Existen 8 distintos genes que
codifican para las anexinas y se sabe que la expresion de éstas se regula por
diversos factores de estrés abidtico (Konopka-Postupolska et al., 2009; Clark et
al., 2010).

La mancha 155 (aprox. 30 kDa con un pl de 9) es una proteina conocida como
succinato semialdehido deshidrogenasa (SSADH), que se encarga de convertir el
succinico semi aldehido a acido succinico en presencia de NAD* o NADP™. Es una
enzima dependiente de NAD" y esta involucrado en el paso de &cido butirico-y
amino (GABA); una de las funciones en las que esta involucrada esta enzima en la

proteccion contra estrés oxidativo (Rajjou y Debeaujon, 2008).
e Proteinas cuya expresion varia como consecuencia del envejecimiento

En el caso de la mancha identificada con el numero 135 (aprox. 17 kDa con un pl
de 8.5), se trata de una proteina del grupo de alta movilidad (HMG) que se
encuentran en el nucleo de células eucariotas y esta implicado en procesos como
replicacion, transcripciéon y ensamble del nucleosoma (Kwak et al., 2007). Se
expresa constitutivamente en muchos tipos de células, se dividen en tres familias
la HMGB, la HMGN vy la HMGA (Bustin, 2001) y actuan como chaperonas del
ADN.
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Por otra parte, se identific6 un péptido perteneciente a una enzima que puede
estar relacionadas con modificaciones en la transcripcion, como en uno de los
péptidos de la mancha 117 (aprox. 30 kDa con un pl de 7). El primero de ellos
correspondiente a un facilitador del empalme (splicing) de intrones del cloroplasto
que es una proteina encargada de la modificacion por edicion de RNA, ya que los
genomas de los organelos son ricos en intrones (Kroeger et al., 2009). Este
mecanismo de edicion determina la abundancia de genes codificados. En cuanto a
los intrones que codifican para los organelos se saben tres categorias, el grupo | 'y
Il tiene una ancha distribucion filogenética y se encuentran presentes en plantas y
algas; mientras que el grupo lll se encuentran en cloroplastos de protista tipo
Euglena (Barkan, 2004; Asakura y Barkan, 2006). Existen tres complejos de
proteinas en los cloroplastos que se requieren para el empalme de diferente
subconjuntos de intrones, y que se ensamblan de manera estable con los intrones
en vivo; CRS1, un complejo CRS2 / CAF1, CRS2 / CAF2 relacionados con una
enzima hidrolasa llamada peptidil-ARNt (Asakura y Barkan, 2007).

El segundo péptido identificado en la mancha 117 esta relacionado con una a -
farnesesno sintasa de la via de sintesis de terpenos, el (E,E) a-farnesesno es un
hidrocarburo producido por un sesquiterpeno, se reportd6 como un compuesto
volatil bioactivo en la piel de la manzana (Malus domestica), por lo que su estudio
se ha centrado en como este compuesto esta relacionado con la escaldadura
superficial (trastorno caracterizado por padecimiento o broceado de la piel de la
manzana, asociado con la muerte celular pipodermal) (Rupasinghe et al., 2000; ;
Pechous y Whitaker, 2004; Green et al., 2007). En manzana se sabe que las
caracteristicas de la a-farnesesno sintasa es un peso molecular de 108 KDa
oligomérica con un pH de actividad de 5.6, y requiere un cofactor ya sea Mg2+ o]
Mn?* (Rupasinghe et al., 2000; Green et al., 2007). A su vez se sabe que se ha
producido por muchas plantas en diversos tejidos, en respuesta a ataques de

patdgenos o heridas por herbivoros (Huang et al., 2003).
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En cuanto a proteinas que se relacionan con las membranas tenemos al tercer
péptido de la mancha 117, la cual presenta una alta identidad a una transferasa de
fosfatidilinositol-fosfatidilcolina; las moléculas de fosfolipidos desempenan una
funcién estructural ya que conforman las membranas celulares y su composicion
se asocia al estado de la misma, lo cual es sumamente importante durante la
germinacién. Se sugiere que actuan ademas como segundos mensajeros que
regulan el crecimiento de plantas, el desarrollo y respuesta a cambios
ambientales. Las fosforilaciones de anillos de inositol del fosfatidilinositolse lleva
acabo por diferentes cinasas (Lingaraj et al., 2008). La via de fosfoinositol
(phosphoinositide) puede afectarse en respuesta diferentes condiciones de estrés

como el salino, osmético, de temperatura, de patdgenos, etc (Xue et al., 2009).

e Proteinas de expresion variable

Otra via de respuesta a estrés implicada, se refleja en la mancha 141 (aprox. 15
kDa con un pl de 7), una pequefa proteina de choque térmico (smHSP, por sus
siglas en ingles), que son un grupo de proteinas con masa molecular de entre 42 a
15 kDa. Estas protegen a las células de los efectos perjudiciales de la elevacién
de la temperatura, y el aumento de dichas proteinas conduce a una mayor
tolerancia a la misma. Se sabe que actuan como chaperonas, algunas promueven
la degradacion de las proteinas mal plegadas (Waters et al., 1996; Queitsch et al.,
2000). Estas pueden ser detectadas al inducirse por las condiciones ambientales,
este aumento dependera de las condiciones de estrés y el tiempo al que sea
expuesto, aunque cabe destacar que pueden expresarse también ante estrés
osmotico; a su vez, las formas localizadas en citosol, mitocondrias y cloroplasto
pueden ser inducidas también por estrés oxidativo (Waters et al., 1996; Sun et al.,
2002).
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4. Discusion.

C. odorata es una especie de gran importancia para la industria forestal, por lo que
es necesario profundizar sobre los procesos que estan involucrados en la pérdida
de viabilidad de sus semillas durante el almacenamiento. En general existe poca
informacion respecto a la fisiologia seminal de cedro, asi como de la mayoria de
las especies forestales de origen tropical, que permitan desarrollar mejores

estrategias de manejo y conservacion.

Para conocer los procesos que estan involucrados en la pérdida de viabilidad de
las semillas de cedro durante el almacenamiento, se us6 como herramientas el
envejecimiento acelerado y la protedmica comparada. Es importante mencionar
que no se ha reportado ningun estudio previo de analisis de expresion de
proteinas en esta especie, por lo que la informaciéon que se obtuvo es la primera

que ayudara a dilucidar estos procesos.

4.1 El envejecimiento acelerado como una estrategia para el estudio de la
longevidad de las semillas.

Debido a que el proceso de envejecimiento natural puede prolongarse hasta dos
afos (Vazquez-Yanes et al.,, 1999; Orwa et al., 2009; CONABIO, 2013) vy la
informacion de envejecimiento acelerado para esta especie es escasa, fue
necesario establecer las condiciones de envejecimiento. Para realizarlo se
necesitd contar con un lote vigoroso y con germinacion homogénea que garantizé
que los cambios en el proceso fueran ocasionados exclusivamente por el
envejecimiento y no por cualquier otro factor. Se consideraron dos factores que
influyen de manera crucial en el proceso de envejecimiento: la humedad y
temperatura (Rossetton y Filho, 1995); se probd6 el uso de LiCl ya que diversos
autores consideran el uso de soluciones salinas saturadas para estas pruebas
(Jianhua y McDonald, 1997; Madruga et al., 2011), debido a que se obtienen

niveles especificos de humedad relativa, lo que permite reducir la tasa de
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absorcién de agua, la velocidad y la intensidad del deterioro, sin ocasionar una
pérdida de sensibilidad en la prueba. Asimismo, evita la proliferacién de
microorganismos, aunque debe considerarse que ésta puede favorecerse en
niveles de humedad relativa mayores a 75% (Bewley et al., 2013). Resulté de

gran utilidad para el envejecimiento de semillas de cedro.

En general, el envejecimiento acelerado se ha implementado principalmente para
semillas agricolas (ISTA, 2011) y requiere de tiempos cortos (aproximadamente 5
dias), con una temperatura de 42°C y una humedad de 95% o 100% (Bailly et al.,
1996; Pedroso et al., 2010; Shibata et al., 2012). Para el caso especifico del
cedro, el unico estudio de este tipo que se ha realizado, menciona que las
condiciones mas favorables son a 50°C y 40°C sin dar informacion acerca de la
humedad relativa; con estas condiciones se reporté una pérdida progresiva de la
germinacion de 87% en 5 dias a 40°C y del 45% en 2 dias a 50°C. (Borges et al.,
1990).

Otra recomendacion para este proceso consiste en equilibrar la humedad de las
semillas antes de iniciar un envejecimiento acelerado, ya que este puede diferir de
una semilla a otra. Para esto, se necesita un tiempo de incubacién bajo diferentes
condiciones de humedad ambiental, para que las semillas lleguen al punto de
equilibrio higroscépico, lo que dependera, entre otros factores, del contenido de
humedad de la semilla y la humedad relativa del aire (Rossetton y Filho, 1995).
En el caso del presente estudio, las semillas fueron almacenadas
aproximadamente un afio, en refrigeracion a una humedad y temperatura
constantes, por lo que se considerdé que las semillas eran un lote en equilibrio
higroscépico. Antes de realizar el envejecimiento se determiné su contenido de
humedad en 8.7% (Anexo V).

Tomando en cuenta esta informacion se consider6 una prueba inicial de
envejecimiento utilizando las condiciones mas comunes entre las especies
agricolas, a 42°C £1 y 95% HR (Shibata et al., 2011; Rossetton y Filho, 1995;
Filho, 1999; Pedroso et al., 2010; Madruga et al., 2011), aunque por un tiempo de

muestreo mas prolongado (10 dias); estas condiciones no resultaron favorables

68



debido a la proliferacion fungica, y por lo tanto se disminuy6 la humedad a 75%,
sin modificar la temperatura. Bajo estas condiciones (42°C 1 y 75% HR) se
obtuvo la disminucién de la capacidad germinativa unicamente por las condiciones

de incubacion.

En el caso de los dias al pico, que se refiere al dia donde hay una mayor cantidad
de semillas germinadas (Czabator, 1962), se observa que a pesar del proceso de
envejecimiento, estos no presentan una variacién considerable, ya que tanto en
semillas envejecidas como sin envejecer fue aproximadamente cinco dias, por lo
que se puede concluir que el proceso de envejecimiento acelerado no afecta la
velocidad de germinacion de manera significativa, si bien afecta el porcentaje final

de germinacion.

Se busco relacionar los resultados de la pérdida de la capacidad germinativa con
la prueba de viabilidad medida con tetrazolio (ISTA, 2011) y la abertura de los
cotiledones. No se encontrdé una relacion clara entre la tincion del tejido (el cual
indica viabilidad) y el porcentaje de germinacion, debido a que a pesar de que las
pruebas de germinacion demuestren que las semillas son incapaces de germinar,

la prueba del tetrazolio refiere que el tejido se encuentra vivo.

Cabe mencionar que tampoco se encontré una relacion entre la germinacion y la
abertura de los cotiledones, la cual se presentd en los dias del envejecimiento
(T6.2 Y T10), ya que fue mayor al 50% mostrando que a pesar de que las semillas
pasaron por un proceso de envejecimiento el tejido se mantuvo vivo. Esta es una
prueba que se realiza comunmente en los bancos de germoplasma en conjunto
con la prueba de tetrazolio como un indicador de viabilidad y refleja la capacidad
del tejido a responder a la luz, ya que, al activarse los fotoreceptores se activa una
cadena de transduccion de sefiales, generalmente llevada a cabo por cinasas,
que trae como resultado la expansion de los cotiledones, en preparacion para su
funcién en la captacion de energia y aportar nutrientes a la plantula en desarrollo
(Christie, 2007; Sullivan y Deng, 2003; Chen et al. 2004).
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Estos resultados indican que como resultado del envejecimiento acelerado, si bien
las células y tejidos se mantuvieron vivas, sufrieron un proceso de deterioro
irreversible que culmind en la pérdida de la capacidad germinativa. Lo anterior
ofrecié una perspectiva interesante en el cual estudiar los procesos asociados al
deterioro de las semillas, ya que se contd con tejido vivo, en el cual se pueden
evidenciar los efectos del dafio y las respuestas celulares de defensa. Debido a la
falta de profundidad en el estudio del proceso de envejecimiento no podemos
relacionar estos resultados a una via en particular, ya que los resultados obtenidos
en las proteinas secuenciadas muestran muchas vias implicadas (Noodén y
Leopold, 1988; Smith y Berjak, 1995; Jain et al., 2006; Hundertmark et al., 2011;
Hu, et al., 2012).

4.2 Andlisis de proteinas relacionadas al proceso de envejecimiento en semillas.

La ventaja de usar la electroforesis bidimensional para estudiar y analizar el
envejecimiento es que a través de una mezcla compleja de proteinas permite la
identificacion y la visualizacion de componentes individuales y de manera
simultanea a varias proteinas (Dozal, 2012); para que esto sea posible es
necesario llevar a cabo un proceso de extraccion en el cual se considere el tipo de
tejido y el método. En este trabajo, el método usado fue el de fenol en medio
basico debido a que ayuda a la solubilidad de proteinas de membranas,
glicoproteinas, citosolicas y algunos lipidos y pigmentos (Tsugita y Kamo, 1999;
Chatterjee et al.,, 2012); su vez el fenol reduce la degradacion de proteinas
durante la extraccion y posee una alta capacidad de limpieza de proteinas, ya que
evita su unién con otras macromoléculas. Gracias al pH se inhiben la actividad de
proteasas y evita la formacion de enlaces de proteinas con el hidrogeno
(Carpentier et al., 2005; Chatterjee et al., 2012). Por lo cual este método puede
darnos una cobertura de aproximadamente el 95% del total de las proteinas de
una muestra y con la calidad requerida para llevar a cabo una electroforesis 2D
con una buena distribucién de manchas y buena calidad (Schuster y Davies, 1983;
Rose et al., 2004; Carpentier et al., 2005; Chatterjee et al., 2012).
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Aunque la 2D puede presentar una desventaja en la cobertura de proteinas con
muy altos o bajos pesos moleculares, valores altos o bajos de puntos isoeléctricos
0 que presenten baja abundancia (ya que pueden quedar enmascarados por otras
proteinas mas abundantes). A su vez la sensibilidad del método de tincion
utilizado puede ser una limitante adicional, pero aun asi se obtiene buenos
resultados, por lo que es un método muy usado en la actualidad para el analisis
del proteoma (O’Farrell, 1975; Rabilloud, 2002; Carpentier et al., 2005; Alberts y
Bray 2006).

En cuanto al analisis protedmico de 1y 2 D podemos notar que la mayoria de las
proteinas se encuentran por debajo de pesos moleculares de 40 KDa y tienes una
distribucion a lo largo de pl mas basicos; en cuanto a las proteinas de alto peso

molecular en su mayoria tiene una menor expresion lo que dificulto su analisis.

En general se observaron patrones muy similares (en ambas electroforesis) entre
la condicion control y las envejecidas, por lo que los cambios en la cantidad de
manchas detectadas son sutiles, aunque cabe destacar que en el caso de la
condicion de G50 el numero de manchas se incrementd ligeramente, lo que
denota que una aparicion de proteinas, que pudieran estar relacionadas a
mecanismos de defensa ante el envejecimiento, y se refleja en las 5 proteinas

unicas en esta condicion.

Se detectaron dos proteinas en la condicidn control que son unicas en el estado
inicial que pueden estar relacionadas en la elevada capacidad germinativa que
tiene la semilla, pero se pierde totalmente su expresién una vez que ocurre el
envejecimiento. De estas proteinas unicas se encontr6 que una de las esta
relacionadas con una OMTs (mancha 43) que lleva acabo metilaciones
relacionadas con diferentes funciones o propdsitos de regulacién. Entre las
diversas vias en las que estan relacionadas las OMTs es la sintesis de
compuestos secundarios como fenilpropanoides, flavonoides y derivados del
ferulico (que se acumulan en la pared celular como barrera mecanica). En semillas
se sabe que algunos de estos metabolitos secundarios como lo es la via de los

fenilpropanoides actuan como reguladores en la germinacion. (Inoue et al., 1998;
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Ibrahim et al., 1998; Maury et al., 1999; Lam et al., 2007). Por otra parte la OMTs
puede estar relacionada con la L-isoaspartil (D-aspartil), debido a que la
reparacion del D-aspartii que son generados durante la desecacidon o el
envejecimiento que ayuda a la preservacion de la viabilidad del embrion
(Lowenson y Clarke, 1992; Mudgett et al., 1997; Ogé et al., 2008).

Otra proteina relacionada es la proteina de estrés universal (USP) que como su
nombre lo dice es una proteinas que se regula positivamente cuando la célula se
expone a agentes estresantes, se han estudiado ampliamente en bacterias,
mientras que en plantas se han estudiado en A. thaliana y su respuesta ante
patdogenos (Shinozaki et al., 2007), en Oryza sativa L. en adaptacion a hipoxia
(Sauter et al., 2002), mientras que en Gossypium arboreum su resistencia a
sequias, las cuales son inducidas ante una condicién de estrés (Magbool et al.,
2009; Isokpehi et al., 2011). En Fagus sylvatica, la pérdida de actividad y
degradacion de proteinas de USP como consecuencia de la carbonilacion se
relaciono a la pérdida de viabilidad en semillas almacenadas (Kalemba y Pucacka,
2014). Esto hace a proteinas USP candidatos importantes para su estudio como

marcadores moleculares de la viabilidad de semillas de C. odorata.

Por otra parte, se detectaron cinco proteinas que se presentan unicamente en el
G50, las cuales podrian tratarse de defensa o respuesta al deterioro, ya que
pertenecen a semillas que fueron sometidas durante 6.2 dias a una condicion de
estrés, y pudieran representar aquellas que estan ayudando a contender contra
los dafios ocasionados por las condiciones de estrés y mantener la viabilidad de
las semillas. No pudieron ser detectadas con el aumento en el tiempo de

envejecimiento.

Entre ellas, se detectd una proteina de la familia de las anexinas (mancha 89). En
Escherichia coli se ha estudiado y se ha relacionado con proteccion celular ante el
estrés oxidativo y es activada por la oxidacion de cisteinas (Clark et al., 2010); en
plantas se cree que tiene una funcion similar, y estar relacionada a canales idnicos
(Ca**) que inician cascadas de fosforilacion o activan factores de transcripcion que

controlan la expresién de genes como respuesta a una condicién de estrés. En A.
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thaliana se ha estudiado la respuesta de las anexinas ante estrés abidtico, y como
el ABA puede ser un regulador de su expresion; mientras que en O. sativa L. en
condiciones de sequia es altamente expresada, y en Pinus taeda se afecté su
expresion debido a estrés por sequia (Watkinson et al., 2003; Gorantla et al.,
2005; Konopka-Postupolska et al., 2009). El que en semillas de cedro se exprese
preferentemente al ser sometido a condiciones de deterioro, sugiere que participa
como uno de los mecanismos de defensa para contender contra el dafio celular y
asistir en mantener la viabilidad de las semillas. Su desaparicién en el estado mas
avanzado de envejecimiento seria indicativo que el dafno ha avanzado a un nivel
que no permite la activacion de este mecanismo de defensa, ya sea porque la

proteina se degrada o se inhibid su transcripcién/traduccion.

En esta misma mancha se identifico también un remodelador de cromatina, la cual
esta relacionada a la activacion o silenciamiento de genes. El remodelaje de la
cromatina se ha estudiado activamente en levaduras (Saccharomyces cerevisiae),
en moscas de la fruta (Drosophila melanogaster) y los mamiferos, y han revelado
que para la generacion de cambios en los patrones de expresion es necesario la
remodelacion de la cromatina en promotores y otras regiones reguladoras del
ADN, ademas pueden estar relacionados con la actividades de reparacion de ADN
(Kingston y Narlikar, 1999; Aalfs y Kingston, 2000; Urnov y Wolffe, 2001; Reyes et
al., 2002; Clapier y Cairns, 2009; Rosa et al., 2013). Sin embargo, su funcién en
semillas sigue siendo en gran parte inexplorado, se ha encontrado que estan
relacionados en la ruptura de la latencia y como se desarrolla una respuesta ante
un factor exdégeno (Ogas et al., 1999; Clapier y Cairns, 2009). En particular, las
helicasas estan implicadas en la reorganizacion de ribonucleoproteinas y jugar un
papel critico en la regulacion de la expresién génica (De la Cruz et al., 1999;
Kanai, et al.,, 2013); representan una familia grande de proteinas que se han

identificado en virus, bacterias, hongos, plantas y animales (Umate et al., 2010).

El remodelador de cromatina 9 pertenece a una subfamilia de helicasas
constituyente a la familia DEAD-box que utilizan ATP para abrir de manera

transitoria la doble cadena de ADN (Tuteja, 2003; Umate et al., 2010). Aunque no
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se ha descrito su funcién, otras proteinas de esta familia se han estudiado en
Arabidopsis y al parecer participan como activadores de la transcripcion, y se han
asociado a la tolerancia a estrés abiético y a temperatura (estrés por frio) (Gong et
al., 2002; Kim et al., 2008); en arroz, se han relacionado a respuestas a patogenos
y estrés oxidativo; en tomate a la tolerancia al estrés salino y por sequia (Umate et
al., 2010); mientras que en tabaco se ha involucrado en la diferenciacién vy
morfogénesis del cloroplasto (Wang et al., 2000). En general esta subfamilia de
helicasas estdan muy relacionada a respuesta a estrés bidtico y abidtico (Tuteja,
2003; Umate et al., 2010).

Si se considera que estos remodeladores de cromatina pueden estimular o
silenciar la expresién de los genes, se puede suponer que a medida que progresa
el envejecimiento es necesario modificar la actividad de genes que expresan

proteinas necesarias para contrarrestar los dafos generados.

Otra proteina implicada (mancha 155) es wuna succinato semialdehido
deshidrogenasa (SSADH) que en plantas se localiza en la mitocondria esta
relacionada con la sintesis del acido y-aminobutirico (GABA) y formacion de
sustratos de la cadena respiratoria mitocondrial (succinato y NADH), en plantas la
produccion de GABA aumenta significativamente en respuesta a diversos estreses
bidticos, abidticos, heridas mecanicas y senescencia (Bouché et al., 2003;
Ludewig et al., 2008). La deficiencia de sintesis de GABA o de algunas de las
enzimas implicadas en esta sintesis, puede promover el estrés oxidativo debido
falta de capacidad de captar el H,O,. A su vez es importante mencionar que la
sintesis de GABA esta regulada por Ca** a través de la glutamato descarboxilasa
(GAD, que es la enzima encargada de pasar de glutamato a GABA) (Bouche y
Fromm, 2004). En Arabidopsis se ha identificado tanto en semillas secas como
durante la germinacién y se ha propuesto que juega un papel en promover la

longevidad de las semillas (Rajjou y Debeaujon, 2008).

Si la sintesis de GABA se relaciona con el Ca®* y las anexinas por su parte
también estan relacionadas con canales de Ca** se puede proponer que ambas

vias por su parte estén relacionadas por la similitud en la expresion con la
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defensa al estrés oxidativo generado como consecuencia del estrés oxidativo,
para afirmar esto es necesario realizar estudios funcionales que nos permitan
conocer mas acerca de del proceso de envejecimiento. (Ogas et al., 1999; Bouche
y Fromm, 2004; Clark et al., 2010).

Las proteinas que se presentaron exclusivamente en la condicion G50 muestran
que estan relacionadas con un mecanismo complejo de defensa ante un proceso
de estrés oxidativo que se esta generando por el aumento de temperatura y

humedad (envejecimiento acelerado).

Si mencionamos las cuatro proteinas (77, 82, 105 y 126) que se relacionan en
este primer proceso de envejecimiento, cuando todavia no se pierde totalmente la
viabilidad (control y T6.2) y se comienzan los sistemas de reparacion y/o defensa,
la expresion que presentan es constante desde la condicion de alta viabilidad por
lo que pueden ser proteinas implicadas en el mantenimiento de la viabilidad. De
estas proteinas no pudo ser posible su secuenciacion por lo que en el futuro seria

interesante conocer.

El segundo grupo se refiere a las manchas cuya expresion es variable a medida
que se presenta el proceso de envejecimiento, se detectaron 11 proteinas (8, 17,
19, 28, 67, 76, 80, 81, 83, 108 y 118) que se expresaron unicamente durante el
envejecimiento (T6.2 y T10). De estas proteinas no se tiene secuenciacion pero
también seria importante estudiarlas debido a que se presentan solo en el
envejecimiento y con una tendencia a disminuir su expresion por lo que pueden
estar referidas a sistemas de reparacion y/o defensa que se degradan o
disminuyen su expresién a medida que progresa el envejecimiento y por tanto no
pueden cumplir su funciéon lo que se refleja en la perdida de la capacidad

germinativa.

Hay un grupo de proteinas que se encontré en todas las condiciones pero cuya
expresion fue muy variable, de las cuales la mayoria presentan una disminucion
en su expresion progresiva a medida que avanza el envejecimiento. De estas se

identificaron dos secuencias (117 y 135), de las cuales la 117 se detectaron 3
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péptidos; la primera es un un facilitador del splicing de intrones del cloroplasto que
es una proteina encargada de la modificacion por edicion de ARN, ya que los
genomas de los organelos son ricos en intrones (Kroeger et al.,, 2009); sin
embargo, su funcién en la semilla seca no es clara ya que regularmente el
embridn no presenta cloroplastos diferenciados, los cuales son indispensables en
etapas posteriores, una vez que la semilla germina y presenta las primeras hojas
verdaderas y pueden asi captar la energia luminica y realizar la fotosintesis
(Buchanan et al., 2000; Weitbrech et al., 2011; Bewley et al., 2013).

Pese a esto en las semillas existen los protoplastidos que daran origen a los
cloroplastos, asi como también a los leucoplastidos (involucrados en la sintesis de
monoterpenos, compuestos volatiles contenidos en aceites esenciales),
etioplastos (un estado intermedio entre el protoplasto a cloroplasto, pero no
necesariamente puede formar el cloroplasto), y el cromoplastos (son responsables
de dar color a frutos, flores y raices) (Buchanan et al., 2000); por lo que esta
proteina que se encarga de la modificacion por edicion del ARN, puede estar
relacionada con la diferenciacion de los protoplastidos a cloroplastos; por lo que la
disminucién de esta proteina a medida que progresa el envejecimiento puede
afectar dicha diferenciacion y por lo tanto los cloroplastos pierde la capacidad de
realizar sus funciones y es preciso mencionar que no solo los protoplastos se
diferencian en cloroplastos, por lo que si las funciones de este conjunto de
organelos se afecta muchas funciones implicadas también y con ello se pierde la
capacidad de la semilla en llevar un proceso de germinacion y desarrollo normal,

el cual se ve reflejado en la perdida de la capacidad germinativa.

El segundo péptido identificado esta relacionado con una a -farnesesno sintasa de
la via de sintesis de terpenos, Ila cual se ha estudiado en manzanas y
observamos que las caracteristicas de la enzima en cuanto a peso molecular con
la que obtuvimos para el cedro, no son muy similares, aunque también se ha
aislado también en otras especies como pera (Green et al.,, 2007), pepino
(Cucumis sativus) (Mercke et al., 2004), pino (Pinus taeda) (Phillips et al., 2003) y
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abeto (Picea abies) (Martin et al., 2004), pero a excepcion de la pera no se ha

encontrado mucha similitud en su secuencia.

En general los terpenos tienen funciones de defensa directa como toxinas, estos
son a menudo liberados como compuestos volatiles, en semillas los compuestos
volatiles se asocian con procesos de degradaciéon como la peroxidacion de lipidos
durante el envejecimiento, uno de los mecanismos mas relacionados en estos
cambios son los ataques no enzimaticos de los grupos amino de las proteinas y
complejos acido nucleico-proteina para la reduccion de azucares o aldehidos
(reacciones de Maillard), las cuales ocasionan la perdida de viabilidad en semillas
(Wettlaufer y Leopold, 1991). Dichas reacciones afectan en su mayoria a la
actividad enzimatica muy particularmente a enzimas como la glutatién reductasa,
ascorbato peroxidasa y catalasa, esto es una causa de la baja capacidad

antioxidante y por lo tanto poca tolerancia al dafio oxidativo (Colville et al., 2012).

El tercer péptido identificado se refiere a una transferasa de fosfatidilinositol,
fosfatidilcolina; esta proteina esta relacionada con el metabolismo de los lipidos,
los cuales son componentes estructurales de membranas; a su vez son
importantes debido a las diversas vias de transduccidén de sefnales en la interfaz
de membrana citosol, la organizaciéon del citoesqueleto, eventos nucleares,
permeabilidad y transporte de la membrana; también se ha demostrado que el
metabolismo de lipidos esta relacionado con la movilizacion de membranas (Xue
et al., 2009; Ghosh y Bankaitis, 2011). En plantas estan implicados en el desarrollo
del embrion, el cierre de los estomas, y la sefalizacion y traduccién de luz y
azucares (Xue et al., 2009; Bankaitis et al., 2010. En el caso de deficiencias en
algunas transferasas puede ocasionar abortos en embriones, retrasar la
maduracion del embrion y reducir la fertilidad de semillas y letalidad embrionaria
(Xue et al., 2009).

En general la respuesta a diversas condiciones de estrés es la hidrdlisis de
fosfolipidos que se lleva a cabo por fosfolipasas; la fosfolipasa C cataliza al
fosfatidilinositol para convertirlo en trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG),

mientras que la fosfolipasa D cataliza la fosfatidilcolina para convertirlo en acido
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fosfatidico, que funciona como un segundo mensajero para la regulacion de
quinasas, involucradas en sefializacion de estrés y desarrollo (Katagiri et al., 2005
Xue et al., 2009).

La segunda secuencia es una proteina (135) del grupo de alta movilidad (HMG),
de las cuales se sabe que la HMGB1 participa en la replicaciéon del ADN, la
recombinacién, la transcripcion, y reparacion (Tang et al., 2011); en su
conformacion presentan dos dominios positivos conocidos como caja A y B, dichas
cajas funcionan como dominios de union al ADN, los cuales estan dirigidos a
sitios particulares del ADN, pero en las plantas las proteinas HMGB difieren de las
presentes en los animales ya que las vegetales contienen un sdlo inhibidor de la
caja HMG, mientras que en animales contienen uno o dos (Webster et al., 1997;
Ritt et al., 1998; Tang et al., 2011). El que haya una variacién en la cromatina que
se encuentre asociada a las HMGB, en las interacciones al ADN y el patron de
expresion, va a depender de la adaptacion que tengan la célula con el medio para
alterar las funciones nucleares (Grasser, 1995; Lichota y Grasser 2001; Kwak et.
al., 2007). Se han codificado ADNc de proteinas HMGB en varias plantas como;
maiz (Grasser y Feix, 1991), soja (Laux y Goldberg, 1991), guisante (Webster et
al., 1997) y el arroz (Wu et al., 2003).

Otro estudio realizado en la expresion en diferentes tipos de HMGB revelé que
hay un aumento de expresion en HMGB2, HMGB3 y HMGB4 ante estrés por frio,
mientras que hubo una disminucion en la expresion de HMGB2 y HMGB3

en estrés por sequia o salinidad (Kwak et al., 2007).

Como se observa en esta categoria las proteinas disminuyen su expresion a
medida que progresa el envejecimiento. Las enzimas identificadas tienen
funciones muy diversas, pues van desde procesos nucleares hasta procesos de
sintesis de compuestos de defensa y estructurales, pero todas responden a un
factor de estrés al cual estan siendo sometidas las semillas y en este caso en
particular esta respuesta se vera disminuida y esto se ve reflejado en la
disminucién de la viabilidad.
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Por otro lado tenemos la proteina 141, la cual es una proteina de expresion
variable debido a la localizacién que presenta, ya que esta en la parte inferior del
gel y dependiendo el corrimiento puede verse minimamente como en el caso del
T6.2. Son dos proteinas pequefias smHSP de proteccidon ante los efectos de la
elevacion de temperatura, se expresan por el aumento de la temperatura, pero
dicho aumento dependera del periodo de estrés al cual es sometido, aunque
también el estrés osmotico y el estrés oxidativo, puede desencadenar su sintesis
(Sun et al., 2002). Existen dos familias de smHSP que se encuentran en el citosol
(smHSPs de clase | y Il), y tres familias distintas en el cloroplasto, el reticulo
endoplasmico y las mitocondrias (Waters et al., 1996; Sun et al., 2001; Sun et al.,
2002). Se ha descrito que bajo condiciones normales de crecimiento la mayoria
de las smHSPs no pueden ser detectadas pero se produce rapidamente ante
respuesta al calor (Sun et al.,, 2002). En embriones de Arabidopsis las smHSPs
clase | comienzan a acumularse en la mitad del proceso de maduraciéon y son
abundantes en el proceso de maduracion y en semillas secas; en guisantes y
girasoles aparecen durante la sintesis de reservas y aumenta su abundancia en
semillas maduras (Coca et al., 1996; Sun et al., 2002). La sobreexpresion de estas
proteinas se ha relacionado a la proteccion contra el deterioro controlado (por
envejecimiento acelerado) en semillas de plantas transgénicas de Nicotiana

tabaco (Prieto-Dapena et al., 2006).

A su vez, tienen una funcion como proteinas chaperonas, que se definen como
proteinas que se unen y estabilizar una proteina inestable, controlado la union y
liberacion, facilitar su translocacion a través de membranas u otros procesos, ya
sea plegada, con montajes oligomeéricos, o facilita la eliminacién por degradacion;
por lo que a altas temperaturas las alta temperaturas las HSP evitar la
acumulacién de calor desnaturalizado agregados de proteinas o facilitar la

reactivacion de proteinas tras el estrés (Waters et al., 1996; Queitsch et al., 2000).

En este caso en particular se observé que la expresion de smHSP disminuye si
unicamente se considera el control y el T10 puesto que en el caso del T6.2 por el

corrimiento no se puede asegurar que desaparece su expresion, aun asi se nota
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que si son mecanismos de defensa ante condiciones de estrés estos estan siendo
deteriorados; seria importante modificar las concentraciones de acrilamida en el
gel para poder observar de mejor manera la expresion de estas proteinas de bajo

peso molecular y corroborar las observaciones en el tiempo T6.2.

Finalmente, un aspecto que debe considerarse es que si bien el numero de
proteinas cuya expresion se modificdé cuantitativamente pudiera parecer reducido,
proteinas que aparentemente se expresan de igual manera en todas las
condiciones pueden estar modificadas potraduccionalmente, lo cual no se analizé
en el presente trabajo. Las modificaciones postraduccionales se refieren a
modificaciones que cambian las propiedades de las proteinas por escision
proteolitica o mediante la adicion de grupos que modifican uno o0 mas
aminoacidos, los cuales pueden afectar el estado de actividad, localizacién o
interacciones con otras proteinas y por tanto su funcionalidad (Cohen, 2000; Tyers
y Jorgensen, 2000; Mann y Jensen 2000). Estos cambios postraducccionales
pueden ser, carbonilacion, ubiquitinacién, metilacidén, sulfonacién, etc.; dichos
cambios no pueden ser Vvisualizados directamente con la electroforesis
bidimensional, para observarlos es necesario realizar un estudio complementario
que permita analizar estos cambios en la secuencia de proteinas.
Alternativamente, podria visualizar estos cambios por marcajes metabdlicos
(Soskic et al., 1999; Mann y Jensen, 2000).

Es importante tener en cuenta que el genoma de la especie C. odorata no se
encuentra secuenciado, ademas de que existen muy pocas secuencias proteinas
en las bases de datos, por lo que para realizar la identificacion de proteinas, estas
deben tener dominios muy conservados para que se tengan buenas coberturas y
altas probabilidades de encontrar los péptidos homédlogos. En este caso algunas
presentan valores de cobertura bajos, lo cual refleja precisamente esta situacion,
aunque también puede deberse a que son manchas muy pequefas lo que también
influye en la identificacion. Si se requiere corroborar que la proteina identificada es
la correcta es necesario realizar estudios mas profundos para su caracterizacion y

estudios funcionales. Aunque también es posible conocer el tipo de modificaciones
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que pueden presentar las proteinas pero considerando las limitaciones
mencionadas anteriormente (Stensballe et al., 2001). De todas formas, este
trabajo representa un primer acercamiento y sienta las bases para futuros

estudios.
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5. Conclusiones

Para la especie C. odorata, el envejecimiento acelerado realizado nos permitié
detectar cambios sutiles en el patron de expresién total de proteinas. A través del
analisis protebmico se lograron detectar al menos 15 que cuyo patron de
expresion varia significativamente, por lo que pudieran representar candidatas a
posibles marcadores moleculares de un estado vigoroso, asi como de la pérdida

de la capacidad germinativa.

Debido a la escasa informacidon que se tiene respecto a C. odorata se
establecieron las condiciones para el envejecimiento acelerado; en el caso
particular del lote AA 549/4 (genotipo 50), se determiné que a 42°C y una
humedad relativa de 75% por 6.2 y once dias, se reduce el porcentaje de
germinacién al 50 y a menos de 30%, respectivamente. Bajo estas condiciones se
evita la proliferacion de microorganismos y se puede asegurar que el proceso de
envejecimiento ocurre como consecuencia de las condiciones a las que el material

esta siendo sometido.

Aunque no era un objetivo en este trabajo se buscé relacionar el porcentaje de
germinacion con la prueba de viabilidad de tetrazolio sugerida por el ISTA (2011).
No se encontré una relacion entre la tincidon y la capacidad germinativa; sin
embargo, se evidencio que después del tratamiento de envejecimiento las células
de los tejidos permanecen vivas, si bien los niveles de deterioro alcanzados no

permiten que culmine la germinacion.

En cuanto a los patrones de expresion de proteinas que se presentan en las tres
condiciones establecidas (Control, T6.2 o G50 y T10) se apreci6 que la mayoria de
las proteinas estan presentes en pesos moleculares menores a 40 KDa y un pH
que tiende a valores basicos. Se detectaron cambios significativos en la expresién
15 proteinas, de los cuales solo seis son exclusivas de una condicion en particular

(dos manchas del control, cuatro del T6.2).
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Se identificaron cinco proteinas por EM las cuales a pesar de estar relacionadas a
diferentes vias metabdlicas o procesos celulares, todas corresponden a proteinas
de defensa ante una condicion de estrés bidtico y/o abidtico. Ya sea regulando la
expresion genética (tal es el caso de los remodelados de cromatina, los factores
de transcripcion o el facilitador del empalme (splaicing) de intrones) o en las
diferentes vias de respuesta hacia el estrés oxidativo, por lo que refleja que es un

factor importante en la perdida de viabilidad.

Respecto a la identificacion de potenciales marcadores moleculares de un estado
vigoroso de la semilla, se encontré6 que se expresaban las proteinas de estrés
universal (UPS) y la O-metiltransferasa (OMTs) ya que son proteinas que

desaparecen una vez que los porcentajes de germinacién decaen.

Como marcadores de envejecimiento podrian considerarse las proteinas
asociadas a estrés, como las anexinas. En el caso de las proteinas de expresiéon
variable, a pesar de ver una tendencia a la disminucion es necesario conocer mas

acerca de esta variacion para considerarse un buen marcador.

En el presente trabajo se logré conocer las variantes en la expresion del patron de
proteinas bajo distintas condiciones de envejecimiento en semillas de cedro. Sin
embargo, la aplicaciéon de este conocimiento para la seleccion de semillas o
condiciones de almacenamiento, requerira continuar las investigaciones para asi

encontrar el mejor marcador del proceso de perdida de viabilidad en esta especie.

El envejecimiento es un proceso complejo, que involucran diversas vias de
sefalizacion, metabdlicas, etc. Debido a que este es el primer trabajo que busca
profundizar en el conocimiento de los mecanismos moleculares involucrado en C.
odorata. El analisis protedmico, con ayuda de la espectometria de masas, permitié
un acercamiento de los procesos implicados en la pérdida de longevidad de las

semillas.

La informacion generada puede ayudar en el futuro a comprender cuales son las
vias implicadas en el envejecimiento, y asi obtener un marcador molecular

especifico del proceso de envejecimiento. Esta informacion podria ser util para la
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comprension de este proceso en semillas de otras especies de la familia,

tropicales o recalcitrantes.
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6. Perspectivas

Es necesario profundizar en la informacion que hay respecto al el envejecimiento
para terminar de comprender los procesos involucrados, a su vez es necesario
ampliar las especies en las que se trabaja, particularmente en el aspecto forestal,
ya que generalmente esta limitada a especies de coniferas y hay muy poca
informacion de especies tropicales, siendo que el area tropical en el planeta es

extensa.

Estas limitaciones dificultan el estudio de los procesos no solo de envejecimiento
sino también de germinacion, crecimiento, etc., por lo que seria importante que se
comenzara a realizar mas investigacion de estos procesos y compararlos con lo

que ya se conoce hasta ahora en otras especies.

En cuanto al analisis protedmico debe realizarse pruebas que permitan conocer
las modificaciones postraduccionales ocurridas en las proteinas durante el

envejecimiento (carbonilacion, fostorilacion, metilacién, glucosilacion, etc.).

Caracterizar a mayor detalle y en distintas condiciones la expresion de las
proteinas identificadas como posibles marcadores a través de un PCR en tiempo
real y anticuerpos, para observar su variacibn a medida que avanza el

envejecimiento.

Realizar la comparacién del envejecimiento natural y el envejecimiento artificial y
encontrar si hay una relacion en los cambios presentados por el tipo de

envejecimiento.

Buscar un método de almacenamiento que considere los procesos implicados en

la perdida de vigor de las semillas para asi aumentar la longevidad de los lotes.
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Apéndices

Envejecimiento acelerado
Cloruro de litio al 95%
8 g de cloruro de litio grado biologia molecular
200 mL de agua bidestilada

Se prepararon 2 L de solucién

Cloruro de litio al 75%
47 g de cloruro de litio grado biologia molecular
200 mL de agua bidestilada

Se prepararon 2 L de solucién

Prueba del tetrazolio

Solucién 1
9.078 g KH,PO4en 1L

Solucién 2
11.876 g Na,HPO42H,O EN 1L

Solucién de tetrazolio al 1%; pH 7.0
40 mL de solucion 1
60 mL de solucién 2

1 g de sal de tetrazolio
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Extraccion de proteinas

Amortiguador IEF
Urea 8 M

Tiourea 2 M
CHAPS 4%

Triton X-100 2%
DTT 50 mM

Amortiguador de extraccion de proteinas
TRIS-HCI 100 mM, pH 8.8

EDTA 10 mM, pH 8.5

Sacarosa 900 mM

B-mercaptoetanol 0.4%

Inhibidores de fosfatasas

Agregar en el momento de la preparacion
Vanadato de sodio 0.5 mM

Fluoruro de sodio NaF 5 mM

Glicerofosfato di sédica 15 mM

Fenol equilibrado a pH 8.8
Fenol 500 g
700 ml TRIS-HCI 1M, pH 8.8

Hacer lavados (de 3 a 5) con TRIS-HCI 100 mM, pH 8.8

Acetato de amonio/metanol
Acetato de amonio 100 mM
Metanol 100%
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Acetona al 80%
80 mL de acetona grado biologia molecular

20 mL de agua bidestilada.

Etanol al 70%
70 mL de etanol grado biologia molecular

30 mL de agua bidestilada.

Soluciones y Buffers para SDS-PAGE

Amortiguador I: Acrilamida (29.2:0.8)
29.2 g Acrilamida

0.8 g Bisacrilamida

Amortiguador Il
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
SDS 20 %
Amortiguador llI
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

SDS 20 %
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Gel separador (12%)
1.75 mL H,O bidestilada
1.25 mL amortiguador Il
2 mL Acrilamida

3.125 uL TEMED

31.25 uL APS 10%

Gel separador (12%)
12.25 mL H,0 bidestilada
8.75 mL amortiguador Il
14 mL Acrilamida

22.15 uL TEMED

0.221 uL APS 10%

Amortiguador de corrida 10X

Tris 30.32 g
Glicina 144 g
SDS 10g

Geles de 6x 8 cm

Gel concentrador

1.25 mL H,O bidestilada
555 uL amortiguador Il
375 pL Acrilamida

2.5 yL TEMED

25 uL APS 10%

Geles 16x 18 cm

Gel concentrador

2.0 mL H,O bidestilada
0.890 uL amortiguador I
600 uL Acrilamida

9.5 uL TEMED

95 uL APS 10%

Se disolvié en agua bidestilada y se aforé a un litro.
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Amortiguador de equilibrio SDS
TRIS-HCI 50 mM, pH 8.8

Urea 6 M

Glicerol 30%

SDS 4%

Solucion reductora
DDT al 2% en amortiguador de equilibrio SDS

Solucién de alquilacién

lodoacetamida al 2.5% en amortiguador de equilibrio SDS

Solucién de agarosa para sellado

Agarosa 125 mg en amortiguador de corrida 1X

Amortiguador de carga 6X
Tris-HCI, 60 mM, pH 6.8
SDS 2%

Glicerol 10%

Azul de bromofenol 0.01%

Coomassie coloidal G-250
800 mL Etanol absoluto

3.2 g Azul brillante G-250
64 mL H,SO4

320 g (NH4)2 SO4
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ANEXOS

Anexo |
Determinacion del G50

Es una prueba usada en los bancos de germoplasma para estimar la vida media
de un lote que se pretende conservar. Para este fin se transforman los valores del
porcentaje de germinacién a valores PROBIT, que son una desviacion estandar de
la distribucion normal de semillas muertas en tiempo. Esta transformacién se llevo
a cabo considerando los valores de germinacion del envejecimiento acelerado.

Tabla 7. Transformacion de los datos a valores PROBIT

Muestreos % de G PROBIT

Control 91.3 6.4
1 87.5 6.2
2 87.5 6.2
3 83.75 6.0
4 80.0 5.8
5 81.3 5.9
6 45.0 4.9
7 325 4.5
8 43.2 4.8
9 11.6 3.8
10 22.2 4.2
11 0.0 0.0

Estos valores transformados se grafican para obtener la ecuacion de la recta y

poder determinar el valor G50.
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y =-0.4059x + 7.5303
8 - R?=0.6825

Valores PROBIT
S

3

2 - '\

1 - '\

0 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; e
Control 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Dias de monitoreo

Figura 15. Valores del PROBIT graficados para obtener la ecuacion de la recta.

La ecuacion de la recta fue:

Y = —0.4059x + 7.5303

Despejando y sustituyendo valores para conocer los dias necesarios para el

envejecimiento.

50 = 5 — 7.5303
"~ 0.4059
G50 = 6.2

Por lo tanto el valor estimado en el que la germinacion sera del 50% es de 6.2

dias.
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Anexo 11
Prueba de viabilidad del tetrazolio

Es una prueba topografica en la cual las semillas son colocadas en una solucion
de sal de cloruro de 2, 3, 5-trifenil tetrazolio, el cual es un indicador de varios
procesos de reduccidon que ocurren en las células vivas presentes en los tejidos de
las semillas (ISTA, 2011).

Esta reaccion lleva a cabo una reaccion de oxido-reduccion, en la cual participan
las enzimas deshidrogenasa puesto que se liberan protones hidrogeno liberados
en el proceso de respiracion, los cuales al entrar en contacto con la sal de
tetrazolio se reduce a formazan (Giraldo, et. al., 2000). El formazan es una

sustancia estable que tifie el tejido vivo de coloracion rojiza.

Es una prueba de gran utilidad en el control de calidad, que estima la viabilidad, el
vigor, los dafos por calor, dafios fisicos. Requiere una inversién minima de equipo
y es relativamente rapida (ISTA, 2011; Giraldo, et. al., 2000).

Es una prueba de gran utilidad en el control de calidad, es una prueba
relativamente rapida y requiere una inversidon minima de equipo. La prueba de
tetrazolio, puede estimar la viabilidad, el vigor, los dafios por calor, dafios fisicos
durante la trilla, y puede utilizarse para solucionar problemas urgentes (Benito, et.
al., 2004).

Metodologia:

Las semillas secas (control, G 50% y G menos 15%) fueron sumergidas en agua
destilada por 24 horas. Transcurrido ese tiempo se les realizo un corte transversal
con bisturi para separar las cubiertas y el tejido de reserva y se extrajo el embrion
completo. Completada la separacion se colocaron en un tubo de ensayo y se
coloco solucion de 2, 3, 5 cloruro de trifenil tetrazolio (Merck) al 1%, que cubriera
en su totalidad las semillas. Se trataron durante 1.5 h en incubacién de 30 £ 1°C y
en obscuridad. Después de la incubacion se dejaron enfriar y se observaron en el

microscopio estereoscopico (Carl Zeiss).
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Para la interpretacion de los resultados se considera tejido viable si mas de tres
partes del tejido presentan coloracion rosa intenso, en caso de presentar una
coloracién demasiado intensa indica que el tejido esta muerto. Si los puntos de
union entre el eje embrionario y el cotiledon estan de color rojo claro o blanco
indica que la semilla no podra germinar ya que el tejido no es viable. En el caso de
los circulos verdes presentes en las imagenes muestran aquellos lugares que se

consideran como tejido muerto debido a la falta de coloracion.

NOTA: Los circulos verdes en las imagenes de los embriones y cubiertas tefiidos
son las zonas de interés (union de cotileddn con eje embrionario, punta del eje
embrionario o cubierta) que no presentan una coloracion rojiza o se encuentran
sobre tefidos y por lo tanto hacen supones que los embriones son inviables a

pesar de tener otras zonas tefidas.
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Control

Figura 16. Semillas y cubiertas tefiodas con sal de tetrazolio (control).

Embriones y cotiledones
Teiiidos 1.5 h Cubiertas tefiidas 1.5 h
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T6.2

Figura 17. Semillas y cubiertas tefiodas con sal de tetrazolio (T6.2).

Embriones y cotiledones Cubiertas Tefiidas 1.5 h
Teiiidos 1.5 h
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T10

Figura 18. Semillas y cubiertas tefiodas con sal de tetrazolio (T10).

Embriones y cotiledones
Teilidos 1.5 h

Cubiertas tefiidas 1.5 h
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Anexo III

Figura 19. Imagenes usadas para el analisis de la condicion control o TO con el software LUDESI REDFIN 3 (cuatro replicas).

P' pl
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Figura 20. Imagenes usadas para el analisis de la condicion control o T6.2 con el software LUDESI REDFIN 3 (cuatro replicas).
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Figura 21. Imagenes usadas para el analisis de la condicion control o T10 con el software LUDESI REDFIN 3 (cuatro replicas)
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Tabla 8. Tabla con los promedios de los resultados procesados de las 76 manchas que cumplieron con

ANEXO IV

los criterios de seleccion.

ID ANOVA control T6.2 Ti0

1 0.9869 45283.64 + 23662.26 44547.71 £ 12128.42 46431.82 £ 10576.29
2 0.9688 25565.92 +4124.53 26080.62 + 8671.67 25079.32 + 1519.56
3 0.5992 31592.79 + 10399.99 33723.38 + 10391.04 41543.50 £ 19778.45
4 0.1111 5619.66 + 2574.71 11369.92 + 4749.87 7897.12 £ 2516.99
5 0.8837 18491.82 £ 11544.18 15470.23 + 8587.96 16362.55 + 4870.98
6 0.5759 7332.47 £9917.93 3795.34 £ 2869.50 4129.20 £ 1284.42
7 0.3421 5975.73 + 2335.37 7832.68 + 2614.95 6066.77 + 2832.85
8 0.0165 0.00 £ 0.00 3525.74 £ 2061.83 3924.23 £ 2022.82
9 0.6458 5093.46 + 1038.37 6200.44 + 2318.12 4627.64 + 1498.20
10 0.9759 8340.30 £ 2770.40 7935.80 £ 4065.39 8311.58 + 868.96
12 0.8617 6898.81 + 6498.31 5082.69 + 3439.95 2617.27 + 680.62
13 0.7604 2997.83 £1729.75 3278.43 £ 590.28 2917.25 £ 1431.68
17 0.2869 0.00 £ 0.00 904.10 £ 417.95 450.48 + 287.85
19 0.5259 0.00 +0.00 2275.15 + 408.95 1499.23 + 256.80
21 0.0200 0.00 £ 0.00 694.41 + 283.92 0.00 £ 0.00

26 0.6842 8418.10 £ 3191.25 8433.27 £ 3106.36 6842.77 £ 2340.79
28 0.5990 0.00 £ 0.00 8928.68 £ 6113.81 5648.05 £ 1025.78
43 0.0233 5341.75 £ 4409.74 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00

59 0.3465 5421.18 £ 2100.03 4426.48 + 2037.57 3386.26 + 1354.26
60 0.1333 6007.57 £ 2268.75 4051.46 £ 2216.50 2937.47 £ 1158.36
67 0.0524 0.00 +0.00 3844.43 £ 2535.77 0.00 +0.00

68 0.8523 3044.06 + 889.67 3937.62 + 397.00 4342.44 + 502.71
75 0.3333 14697.35 + 6554.84 19209.18 + 14693.24 11025.82 + 7291.38
76 0.0503 0.00 +0.00 4724.76 + 462.04 7424.29 £ 1086.80
77 0.1484 1797.70 = 980.96 1215.52 £ 781.21 0.00 £ 0.00

80 0.0944 0.00 +0.00 2865.59 + 1501.95 1596.74 + 687.77
81 0.0108 0.00 +0.00 2023.13 £ 593.33 0.00 £ 0.00

82 0.5603 3829.84 + 3197.59 3859.96 + 1847.27 0.00 +0.00

83 0.0438 0.00 £ 0.00 2434.97 £ 297.95 1825.58 + 198.74
85 0.1728 18833.88 £ 3185.07 19554.42 + 2147.98 22685.34 + 2944.26
86 0.2075 26547.22 + 4097.37 25585.34 +4780.12 30624.46 + 2447.86
87 0.2761 31557.10 + 8748.86 33353.96 + 7162.66 39649.46 + 4196.33
88 0.1851 7918.63 £ 3557.87 4978.43 + 937.63 7956.02 + 1890.66
89 0.0458 0.00 £ 0.00 5700.81 + 3546.76 0.00 £ 0.00

91 0.1053 15873.97 £ 5693.01 22203.53 + 2856.91 25988.53 + 8169.56
92 0.5494 7087.01 £ 3093.67 5407.35 £ 1484.21 6540.31 £1405.51
93 0.8599 27629.82 + 22615.85 14926.05 £ 7655.13 13168.49 £ 5951.63
94 0.3237 7350.05 £ 175.88 12279.59 + 4390.07 6014.84 + 2926.00
95 0.0565 6852.79 £1271.77 7854.03 £ 974.19 9078.62 £1068.15
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96 0.3191 4039.66 + 2054.48 3127.41 £ 1037.31 2459.17 £ 715.26
97 0.5864 7351.95 £ 3470.46 5785.96 £ 1479.99 7515.44 £ 2252.13
98 0.0933 7983.09 * 2303.72 9666.20 + 1586.96 6598.61 £ 1115.01
100 0.5138 13709.61 £ 10997.86 17233.25 £ 9342.28 18149.63 £ 9725.91
101 0.0665 3938.02 £ 646.93 9523.18 £4714.86 6307.02 £ 2904.84
103 0.6153 13902.21 £ 9119.89 9741.42 £ 4929.15 10752.95 + 1645.08
105 0.8883 2923.43 £76.14 2175.33 £ 236.95 0.00 £ 0.00

106 0.8239 33057.85 + 8751.39 29302.15 + 9307.93 29198.40 + 11394.61
107 0.6187 4304.74 £ 1791.74 4433.19 £ 3006.61 3111.95 £ 568.30
108 0.3472 0.00 +0.00 7376.65 + 3840.44 4073.04 + 765.94
109 0.8569 2284.33 +938.78 1663.38 + 697.71 2159.52 + 942.06
110 0.0900 29952.62 + 5775.16 32944.45 + 5866.77 39838.69 + 5394.35
111 0.0491 10253.03 + 5509.78 9172.76 £ 1795.53 16035.96 +2119.50
113 0.1644 7666.32 £ 1701.82 5394.66 + 2066.65 7667.09 £1458.63
114 0.5693 29201.83 +£5312.24 30170.99 + 9207.04 34033.91 +4203.03
115 0.5903 48756.09 + 9610.53 43142.13 £ 14123.13 50816.85 + 6835.77
116 0.1923 112981.39 + 42382.41 79415.95 + 7572.53 82642.28 + 14581.09
117 0.0324 25686.99 + 9555.64 15809.11 £ 6350.27 10508.29 + 2625.11
118 0.0061 0.00 £ 0.00 1883.92 + 372.44 2687.76 £ 1144.67
120 0.2322 73120.26 + 50538.86 53926.23 + 18811.97 100054.66 + 29979.85
121 0.0741 11815.30 £ 4156.93 6425.29 £ 791.87 6778.70 £ 3612.29
124 0.9610 18819.57 + 18059.26 20904.75 + 4400.44 19317.58 + 3209.45
125 0.6618 144931.37 + 58707.17 107173.89 + 61594.85 106685.12 + 78239.00
126 0.5523 7078.75 £ 967.17 5003.34 £ 1492.73 0.00 £ 0.00

128 0.0710 27739.32 + 14001.52 0.00 £ 0.00 11695.85 + 6706.47
129 0.0425 15248.09 £ 7154.91 0.00 £ 0.00 16677.49 £ 9916.17
130 0.5089 30552.07 + 22779.81 17045.35 £ 10788.75 20165.09 + 13709.87
134 0.4507 130814.36 + 52296.12 72934.01 £ 70468.78 109577.47 + 64018.63
135 0.0420 70271.83 + 20074.95 33474.15 + 15431.91 45745.86 + 16549.82
136 0.4644 7316.18 £ 2444 .16 4655.81 + 5455.74 3799.60 + 2135.56
137 0.0059 16943.54 £6267.66 4687.94 £4051.30 5516.53 £ 4950.17
139 0.1219 43712.07 £ 21147.92 20637.44 + 12202.89 21528.05 + 12970.50
141 0.0246 8583.47 £ 4999.50 0.00 £ 0.00 5884.46 £ 2684.05
142 0.3583 2466.61 £ 1321.39 2682.24 + 1347.65 3710.59 £ 1018.94
144 0.8219 5028.31 £ 2157.88 5987.26 £ 1277.59 3320.31 £ 611.79
146 0.0448 7885.15 £ 4859.79 0.00 £ 0.00 0.00 £ 0.00

153 0.3518 18889.19 + 10016.00 34071.10 + 28746.80 36763.59 + 21175.92
155 0.0113 0.00 £ 0.00 1472.41 £ 374.34 0.00 £ 0.00




Anexo V
Contenido de humedad inicial de las semillas del lote 50.

De acuerdo con el ISTA (2011) el contenido de humedad se expresa como el peso
del agua contenida como un porcentaje del peso total de la semilla antes del

secado (porcentaje de peso humedo).

Se calcula con la siguiente formula:

peso fresco —peso seco

Contenido de humedad (%) = x 100

peso fresco

La importancia del contenido de humedad (CH) para mantener vivas las semillas
almacenadas radica en brindarle control a las operaciones de secado
preparandolo para el almacenamiento y comprobando la estabilidad del contenido
de humedad. (FAO, 2014)

Metodologia:

Pesar 5 g de semilla, una vez realizado, se coloca en la estufa para su secado a
una temperatura de 103° C. durante un periodo de 18 horas, al término del tiempo
se vuelve a pesar para obtener el peso seco, en base a esto se realiza la

operacion, obteniendo el contenido de humedad (ISTA, 2011).

De este proceso se realizé una réplica, donde la desviacion estandar no demostré

ser mayor a un 5.0%

Tabla 9. Porcentajes de humedad relativa del lote 50 usado en el estudio.

Muestra Muestra : Semilla %
Muestras Peso caja
pesada seca seca humedad
50A 5.0079 97.98 93.35 4.63 7.6
50B 5.0137 75.13 70.52 4.61 8.0
Promedio 4.62 7.8
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