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RESUMEN

México es centro de diversidad de los encinos, ya que cuenta con 161 especies. La
intensa deforestacion por las actividades humanas, por ejemplo, mineria pétrea y
produccion de madera, ha puesto en riesgo a muchas especies de encinos. Por lo
tanto, para su conservacion y proyectos de restauracion, es importante el estudio
de las primeras fases del ciclo de vida de estas especies, desde la germinacion
hasta el estadio de plantula. La conservacion de semillas es un reto, dado que son
recalcitrantes. En este trabajo se evaluo el estrés oxidativo en bellotas almacenadas
a 4 °C y el efecto del estrés hidrico en el crecimiento de plantulas de Quercus

laurina.

Durante 5 meses de almacenamiento se realizaron pruebas de germinacion en
bellotas de Q. laurina para determinar su viabilidad, en una cdmara de crecimiento
y oscuridad a 27 °C. El estrés oxidativo se evalué analizando la lipoperoxidacion
ocasionada por las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y la actividad de las
enzimas: Superoxido dismutasa (SOD), Catalasa (CAT) , Ascorbato peroxidasa
(APX) y Glutatiéon reductasa (GR), y un andlisis microestructural en ejes
embrionarios por microscopia electronica de barrido. El efecto de un estrés hidrico
(moderado y severo), se evalu6 en plantulas de 7 meses, midiendo la conductancia

estomética (gs) y realizando un andlisis de crecimiento clasico durante 63 dias.

El porcentaje de germinacion de Q. laurina disminuyé drasticamente (40%) después
de tres meses de almacenamiento a 4 °C. Al mismo tiempo se observd una
disminucion significativa de la actividad de las enzimas antioxidantes, asi como un

aumento en lipoperoxidacion y un dafio microestructural en los ejes embrionarios.

El analisis de crecimiento mostré que las tasas de crecimiento absoluta (AGR),
relativa (RGR) y la gs disminuyeron significativamente en las plantulas de encino
sometidas a un estrés hidrico moderado y severo. Los resultados sugieren que las
bellotas de Q. laurina fueron deterioradas rapidamente por el efecto del
almacenamiento a 4 °C causado por un deficiente sistema antioxidante. Asimismo,
las plantulas de encino no mostraron mecanismos que les permitiera minimizar el

impacto del estrés hidrico en condiciones de invernadero.



ABSTRACT

México is a center of oak diversity because it has 161 species. The intensive
deforestation by human activities, for example, stone mining and agriculture, has put
many oak species at risk. Therefore, for their conservation and restoration projects
it is important to study the early phases of their life cycle, from germination to
seedling establishment. In this work, we evaluated oxidative stress in acorns stored

at 4 °C and the effect of water stress on the growth of Quercus laurina seedlings.

During 5 months of storage, germination tests were performed on acorns of Q.
laurina to determine its viability, in a growth chamber and darkness at 27 °C.
Oxidative stress was evaluated analyzing the lipoperoxidation caused by Reactive
Oxygen Species (ROS) and the activity of the enzymes: Superoxide dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Ascorbate peroxidase (APX) and Glutathione reductase
(GR), and a microstructural analysis in embryonic axes by scanning electron
microscopy. The effect of water stress (moderate and severe), was evaluated in 7-
months-old seedlings, measuring stomatal conductance (gs) and performing a

classic growth analysis for 63 days.

The germination percentage of Q. laurina decreased dramatically (40%) after three
months of storage at 4 °C. At the same time, a significant decrease in the activity of
antioxidant enzymes was observed, an increase in lipoperoxidation and a

microstructural damage in the embryonic axes as well.

Growth analysis showed that the absolute growth rate (AGR), the relative growth
rate (RGR) and the gs decreased significantly in oak seedlings subjected to

moderate and severe water stress.

The results suggest that the acorns of Q. laurina were rapidly deteriorated by the
effect of storage at 4 °C with a deficient antioxidant system. Likewise, oak seedlings
do not present mechanisms that allow them to minimize the impact of water stress

in greenhouse conditions.



1. INTRODUCCION
El Bosque Mesofilo de Montafia se encuentra distribuido ampliamente en las
regiones montafiosas y humedas de México, abarcando un area de entre el 0.5y
7% del territorio nacional (Valencia-A. y Gual-Diaz, 2014). El clima de estas regiones
presenta temperaturas anuales promedio de 12 a 23 °C, pero en invierno se pueden
alcanzar temperaturas de 0 °C, con una precipitacion anual de 600-1000 mm
(CONABIO, 2010). Por otro lado, se ha reportado que este tipo de bosques es el
mas amenazado a nivel mundial y nacional, la mitad de la cobertura de bosque
mesofilo de montafia ha sido transformado, ha sufrido degradacion y pérdida de
hébitat. Ademas, se ha considerado por CONABIO (2010) y reportado por Valencia-
A.y Gual-Diaz (2014), que este tipo de ecosistema es el mas amenazado de México
debido a la alta deforestacion a nivel nacional, lo que hace imperante conocer la
distribucién y composicion de sus elementos arbéreos, dentro de los cuales se
encuentran los robles o encinos que pertenecen a la Familia Fagaceae. Se ha
reportado que los encinos presentan una gran diversidad y son los mas importantes
y distintivos de estos bosques (Valencia-A., 2004). Esta familia se compone de seis
a nueve géneros y de 600 a 900 especies de arboles (Arizaga et al., 2009). Uno de
los géneros mas representativos es Quercus que se divide en dos subgéneros:
Quercus y Cyclobalanopsis; el subgénero Quercus se encuentra ampliamente
distribuido a nivel mundial, debido a que se localiza en bosques mesdfilos de
montafia (regiones templadas) y subtropicales del hemisferio norte, Nororiente de
Africa, Sureste de Asiay América (desde Canada hasta Colombia, incluyendo Cuba)
(Arizaga et al., 2009). Ademas, se considera que tiene dos centros de diversificacion
muy importantes: el primero en el Sureste de Asia que cuenta con 125 especies y

el segundo en Ameérica con 250 especies (Fig. 1).



Figura 1. Distribucion geogréfica de encinos a nivel mundial (Gil-Pelegrin et al., 2017).

Este ultimo centro de diversificacion se encuentra en las zonas montafiosas de la
Republica Mexicana que es el pais con la mayor representacion de este taxa, ya
gue contiene una amplia rigueza de encinos (Valencia-A., 2010). Se distribuye
ampliamente en la Sierra Madre Oriental, Sierra Madre Occidental, Sierra Madre del
Sur, Sierra Madre de Oaxaca, Sierra Madre de Chiapas, Montafias del Norte de
Chiapas, Sierra de Juéarez, Sierra de San Pedro Matrtir, Sierra de San Lorenzo y el
Eje Neovolcanico (De La Paz Pérez-Olvera y Davalos-Sotelo, 2008). Este ultimo
abarca parte de los estados de Nayarit, Jalisco, Estado de México, Hidalgo, Morelos,
Tlaxcala, Ciudad de México; pero el mayor nimero de especies que se distribuyen
dentro del Eje Neovolcénico se localizan en los estados de Michoacan, Guanajuato,
Querétaro, Puebla y Veracruz en altitudes de 1350 a 2700 msnm (metros sobre el
nivel del mar) (De La Paz Pérez-Olvera y Davalos-Sotelo, 2008), que actualmente

es la regidon con mayor deforestacion (Romero-Rangel et al., 2015).

Se han caracterizado 161 especies de estos arboles en México, las cuales se ubican
en tres secciones: 81 especies pertenecen a la seccion Quercus (encinos blancos),
76 especies a Lobatae (encinos rojos) y 4 especies de Protobalanus, encinos de
copa dorada o intermedios (Fig. 2) (Valencia-A., 2004). Las dos primeras secciones
son las que presentan la mayor diversidad y distribucion, mientras que la dltima
tiene una distribucion restringida al noroeste de México y suroeste de Estados

Unidos de Norteamérica (Manos et al., 2001; Zavala- Chavez, 2003). De estas 161



especies se han identificado que 109 son endémicas (Santa Cruz-Garcia y Espejel-
Rodriguez, 2004).
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Figura 2. Distribucién geogréfica de las secciones de encinos en México (Romero-
Rangel et al., 2015).

Dentro de la seccién Lobatae se encuentra Quercus laurina o encino de hoja
delgada. Esta especie se ha caracterizado como un arbol que mide de 10 a 30 m
de altura, tronco de 50 cm 0 mas de diametro, con amentos masculinos que miden
de 3.5 a 8.5 cm de largo, y amentos femeninos que alcanzan hasta 15 mm de largo.
Se puede encontrar a una altitud de 1600 — 3000 msnm en el occidente, centro, sur
y sureste de México: Ciudad de México, Guerrero, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Edo. de México, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y
Zacatecas. En Centroamérica, en Guatemala y El Salvador. Esta especie florece en

abril y fructifica de octubre a diciembre y sus frutos son anuales o bianuales.



El fruto botanicamente se describe como nuez (bellota) (Fig. 3), es de forma ovoide
0 globosa de 7 -12 a 16 -19 mm de largo por 7 a 10 -12 mm de diametro, y
generalmente contiene una semilla en cada fruto (Romero-Rangel et al., 2014). El
fruto tiene una cubierta denominada pericarpio, contenida en una estructura
nombrada involucro o cupula hemisférica de 13 a 16 mm de largo por 8-10 a 15 mm
de didmetro, con escamas lefiosas de apice obtuso. Estructuralmente, se compone
de un eje embrionario (epicétilo, hipocaétilo y radicula) (Rodriguez-Trejo y Pompa-
Garcia, 2016), con dos cotiledones gruesos y carnosos que funcionan como fuentes
de reservas, para proporcionar energia en la etapa de germinacion. Estos
cotiledones contienen altos niveles de lipidos ricos en energia que pueden ser
utilizados como una fuente importante de alimento para mamiferos y aves
(Chittaranjan, 2011; Xia et al., 2012).

Figura 3. Estructura externa e interna de bellotas de Quercus laurina (Rodriguez-Trejo y
Pompa-Garcia, 2016).

1.1 Servicios Ecosistémicos

El género Quercus se conoce generalmente como encino; son plantas lefiosas que
se encuentran en altitudes variables desde los 1200 hasta los 3500 msnm (Romero-
Rangel et al., 2015). Este género es de gran importancia y de ellos obtenemos
varios servicios ecosistémicos. Esto ultimo debido a que tienen asociaciones
benéficas con agentes dispersantes de semillas como las ardillas y asociaciones
simbidticas con hongos ectomicorrizicos (Ascomycota y Basidiomicota). Ademas,

las hojas de los encinos mantienen una fauna diversa de herbivoros (138 especies



de insectos masticadores fueron encontrados en Q. alba y Q. velutina) algunos de
los cuales son de interés econdmico como la Antheraea yamamai. Alrededor de
1,000 especies (mas del 80 %) de avispas (Cynipidae) tienen asociaciones
importantes con los encinos debido a que estas provocan el crecimiento de las
agallas (estructuras de crecimiento anormal en los tejidos de las plantas) de encino.
También, mantienen una gran diversidad de organismos como las plantas epifitas,
animales como el buho cornudo (Bubo virginianus), ciervos (Cervus elaphus) y el

pdjaro carpintero (Picoides nuttallii), entre otros (Romero- Rangel et al., 2015).

Debido al aprovechamiento no sustentable de estos bosques se esta afectando la
diversidad de los encinos mexicanos. Una de las razones es la intensa deforestacion
del habitat causada por las diferentes actividades antropocéntricas, como la
produccién de madera. A nivel nacional, y de acuerdo con los estudios por especie
arborea, realizados desde 1990 hasta 2007, y reportados por SEMARNAT en 2009,
muestran que los encinos se encuentran en el segundo lugar, (con un 8.5 %, Fig.
4), del aprovechamiento maderable; ademas, los usos a los que se destina son:
celulosa (54 %), escuadria (30 %), carbdén (6 %) y lefia (3 %) (De la Paz Pérez-
Olvera et al., 2000).
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Figura 4. Produccién de madera por especie arbérea a nivel nacional (SEMARNAT, 2009).

A los encinos también se les dan otros tipos de usos no lefiosos, en donde se
aprovechan las diferentes estructuras vegetativas y reproductivas para realizar
actividades econémicas, sociales y culturales. Dentro de estas actividades se utiliza
la corteza, las flores, las raices, la savia, las agallas y las hojas como un recurso
medicinal para mitigar la inflamacion, la gastritis, la tos, entre otros. Como fuente de
alimento se pueden utilizar las bellotas, las agallas, las hojas, las yemas foliares y
la flor para producir harina para tortillas, pan o atole. Estos son los recursos mas
aprovechables en grupos étnicos con un 47 %, en comparacion con las actividades
ganaderas, donde se utilizan las bellotas y el follaje de los arboles para alimentar al
ganado (porcino o caprino) con un 26 %. En las actividades artesanales se utilizan
bellotas y agallas para crear aretes, cestos o juguetes y representan el 16 % de su
aprovechamiento. El uso industrial representa el 11 % en donde se utilizan los
taninos para curtir pieles o tefiir hilos (Luna-José et al., 2003).



1.2 Grado de riesgo

Aunado a las actividades maderables y no maderables también se ha reportado que
las actividades humanas como talar, la explotacion forestal no regulada, el cambio
del uso del suelo, de bosque a uso urbano, la utilizacién de sistemas agropecuarios,
la construcciéon de casas o fraccionamientos, y la sobreexplotacion de las minas
pétreas para construccion, afectan las zonas de distribucion de los encinos, y por
ende las poblaciones de los encinos estan en riesgo (Oldfiel y Eastwood, 2007;
Rzedowski, 2006).

Sabas-Rosales y colaboradores (2015), reportan que 35 especies de encinos en
México estan en algun grado de riesgo, y en 2007 la IUCN (International Union for
Conservation of Nature) genero la lista roja de encinos amenazados o en peligro de
extincion. Sin embargo, hasta la fecha no se ha tenido un reporte del estado actual
de la distribucion de la vegetacion de los encinos. Esta situacion es la base de
muchos estudios relacionados con la reforestacion y/o rehabilitacion de las zonas
afectadas para reincorporar estas especies, y asi restablecer los servicios

ecosistémicos de estas zonas.

1.3 Recalcitrancia de las bellotas de encino

De acuerdo con Roberts (1973) y Baskin y Baskin (1998) las semillas se clasifican
en dos grupos conforme a su comportamiento en condiciones de almacenamiento:
en ortodoxas y recalcitrantes. Posteriormente, Pritchard (2004a) en el primer grupo
incluyé a las semillas cuya viabilidad se prolonga por mayor tiempo, al tolerar niveles
bajos de humedad hasta un 5 %, y en el segundo grupo, a las semillas que no
toleran la deshidratacion y que no podrian sobrevivir durante mucho tiempo a
niveles bajos de humedad, entre el 20-30 % de la cantidad de agua contenida en la
semilla, ademas no es posible almacenarlas. Este tipo de semillas recalcitrantes
experimentan un secado limitado o nulo en la etapa de maduracion (Berjak y
Pammenter, 2001; Kermode y Finch-Savage, 2002) y, en consecuencia, son
liberadas con un alto contenido de humedad que llega a representar mas del 50 %
del peso humedo de la semilla. Ademas, cuando se requiere almacenarlas, es
imposible disminuir su contenido de humedad por debajo del 20 %, debido a que



esta condicion puede causarles dafos irreversibles. Las semillas recalcitrantes
mantienen un cierto grado de actividad metabdlica, por lo que su requerimiento de
oxigeno es elevado y mueren al carecer de ventilacion adecuada (Christensen,
1978; Chin et al., 1984). Las semillas recalcitrantes se presentan principalmente
entre las plantas lefiosas que crecen en ambientes humedos, y, son frecuentes en
los arboles de bosques templados que predominan a lo largo del cinturén
intertropical, como son las especies del género Quercus, que producen semillas

recalcitrantes (Zavala-Chavez, 2004).

En encinos blancos, las bellotas suelen mantener su viabilidad bajo contenidos de
humedad de 40 a 45 %, por lo cual no se recomienda almacenar sus bellotas, debido
a que pierden su viabilidad rapidamente, o deben almacenarse sélo algunos dias o
semanas; mientras que en encinos rojos cuando la humedad de la bellota se
mantiene alrededor del 25 % pueden almacenarse no mas de seis meses. Tanto en
bellotas de encinos blancos como de rojos, los niveles criticos de pérdida de
humedad se alcanzan cuando las bellotas se deshidratan al aire libre y a la sombra
entre 2 y 5 dias (Johnson et al., 2002). Sin embargo, los niveles precisos de
humedad, en las que se mantienen viables, pueden depender de la especie y del
ambiente particular donde crecen. El espesor de la capa de hojarasca en el piso del
bosque es una caracteristica particular del ambiente que puede retardar la
desecacion de bellotas diseminadas. La ausencia de esta capa de hojarasca
provoca la rapida deshidratacién de bellotas, no germinan, y por tanto, no hay
rebrote de plantulas de encinos al bosque (Zavala-Chavez, 2001). Las semillas
recalcitrantes, al ser liberadas en un estado hidratado, muestran una velocidad de
germinacion rapida poco después de ser dispersadas, lo que sugiere que pueden
recambiar sus metabolitos para continuar su actividad metabdlica y crecimiento
(Pritchard et al., 2004b). La germinacion rapida es un factor determinante para evitar
la desecacion de las semillas (Zavala-Chavez, 2004); ademas permite minimizar la
ventana de oportunidad para la depredacion de estas. Sin embargo, la recalcitrancia
es una caracteristica considerada como uno mas de los factores que dificultan las
medidas de conservacion y manejo de las especies en estos ecosistemas (Vazquez-

Yanes y Toledo, 1989). De acuerdo con Bradford (2004), se requieren de al menos
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dos componentes claves que estan relacionados con la tolerancia a la desecacién

por parte de las semillas:

a) La capacidad de pasar por estados de bajo contenido de humedad sin tener

disfunciones metabdlicas o dafios por oxidacion.

b) La capacidad para prevenir o disminuir el efecto de la salida del agua de la

estructura de membranas y moléculas.

En este contexto las semillas recalcitrantes como las bellotas carecen en mayor o
menor grado de estas cualidades. Y debido a esto la humedad no puede ser el factor
clave en la ralentizacion del proceso de germinacion, el éxito en el almacenamiento
de este tipo de semillas requiere del manejo de otro factor esencial, como la

temperatura (Aroca et al., 2005).

1.4 Conservacién y factores que influyen en el deterioro de las bellotas por
almacenamiento

En los programas de reforestacion para la produccion adecuada y la obtencion de
plantulas sanas de encinos en vivero es necesario que las bellotas o semillas tengan
una alta germinacién (Diaz-Fleischer et al., 2010), ademas de la produccion de
plantulas vigorosas para asegurar su crecimiento y lograr establecer el mayor
namero de plantulas en campo (Himmelsbach et al., 2012). Sin embargo, la calidad
de la semilla puede ser afectada por factores bibticos y abioticos. Dentro de los
factores bidticos la presencia de insectos (curculionidos, Curculionidae), hongos,
bacterias y roedores deterioran en un 70 % a la semilla (Diaz Pontones y Reyes
Jaramillo, 2009). Los factores de estrés abiotico que deterioran a la semilla en un
20 % pueden ser condiciones extremas de: calor, nutrientes, sequia, pH, metales
pesados, luz, humedad, etc. Por la pérdida ocasionada por ambos factores solo
gueda disponible un 10 % de las semillas para su conservacion, lo que resalta la
importancia de tener un método eficiente y seguro para lograr la conservacion de
este tipo de semillas forestales. Uno de los métodos sugeridos es el
almacenamiento adecuado de la semilla; la cual se ha caracterizado como

recalcitrante (Zavala, 2003), y por lo tanto de baja tolerancia a la desecacion.
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Sin embargo, aunque los frutos se almacenen en condiciones Optimas de
temperatura y humedad, sufren deterioro en sus estructuras celulares que podria
causarles la muerte del embrion (Zavala, 2008), y asi la pérdida de su viabilidad
(Pasquini et al., 2012), denominado envejecimiento o longevidad de las semillas,
que en condiciones de almacenamiento prolongado dependera de su actividad
metabdlica. Uno de los factores que hay que tomar en consideracion al almacenar
las semillas es la temperatura, debido a que las bajas temperaturas reducen la
actividad metabdlica de la semilla haciendo més lento su deterioro, y, por lo tanto,
manteniendo su viabilidad durante un tiempo més prolongado que bajo condiciones
de temperatura ambiente (Doria, 2010). Ademas, se ha reportado que temperaturas
bajas entre 2 y 4 °C son las recomendadas para el almacenamiento de las semillas

del género Quercus (Gosling, 2002).

Una de las desventajas de las condiciones de almacenamiento prolongado es que
las semillas podrian acumular especies reactivas de oxigeno (ERO) que se
producen en los glioxisomas, los cuales tienen la funciéon de la movilizacion de
reservas de lipidos de las semillas. Las dos vias involucradas en el metabolismo de
lipidos son la B-oxidacion y el ciclo del glioxilato, este Ultimo convierte las reservas
de lipidos en azUcares durante las primeras etapas de desarrollo de las semillas.
Durante el catabolismo de los acidos grasos se genera peréxido de hidrégeno
(H202) como producto de la actividad de enzimas como la Acil-CoA oxidasa (Ribas-
Carbé et al., 2014).

Otro mecanismo para generar las ERO es por la fuga de electrones durante la
transferencia de éstos hacia el oxigeno, como en la cadena respiratoria mitocondrial
(fuente principal de ERO), generando superoxido (O27) que es una molécula con un
electron desapareado y puede reaccionar con otras moléculas para estabilizar su
energia (Demidchick, 2014). El radical Oz~ es altamente reactivo y es un radical libre
de corta duracion (vida media 2 us), pero puede formar peroxido de hidroégeno
(H202) y el radical hidroxilo (OH-). El H202 se puede generar mediante la reduccién
del Oz~ en presencia de iones H*, tiene una fuerte capacidad de oxidacion y su vida

media es mas larga que la del Oz (1ms) (Halliwell y Gutteridge, 2007). Ademas, el
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H20:2 puede difundirse facilmente a través de la membrana plasmética, por lo cual
puede interactuar con diferentes biomoléculas cerca de su sitio de produccion. El
radical OH- se puede generar mediante las reacciones de Haber -Weiss y Fenton, a
partir del Oz~ y el H202 en presencia de hierro u otros metales de transicion. Esta es
la forma mas toxica o dafiina de las ERO (Haber y Weiss, 1932), porque no puede
ser eliminada enzimaticamente y puede reaccionar con biomoléculas que generan
un estrés oxidativo, el cual puede ser irreversible y causar un dafo celular, en
diferentes macromoléculas de las semillas como en el ADN, proteinas,
carbohidratos y en los lipidos (Mgller et al., 2007). Estos ultimos estan constituidos
estructuralmente por los acidos grasos (Garrido - Pertierra y Teijon - Rivera, 2006),
y la composicion de estos en las bellotas es muy variable dependiendo de las
variaciones estacionales, especies y ubicaciones geogréficas. Las bellotas son ricas
en &cidos grasos monoinsaturados, principalmente el acido oleico y también en
acidos grasos esenciales como el acido linoleico (poliinsaturado: w-6 y w-3) (Akcan
et al.,, 2017). De acuerdo con Papoti et al.,, (2018) el &cido oleico y linoleico
representan aproximadamente el 50 % y 23 % respectivamente, de los acidos
grasos totales de las bellotas. Ademas, el acido palmitico y el 4cido estearico son
los principales acidos grasos saturados presentes en 16 taxones de Quercus. Por
lo que, las bellotas se componen de acidos grasos saturados e insaturados, loa
cuales representan en promedio 22.2 % y 79.3 % respectivamente, del aceite total
de las bellotas (Ozcan, 2007; Charef et al., 2008). Estos lipidos se encuentran
almacenados en los cotiledones de la semilla, son componentes de reserva, y sirven
para proveer de nutrientes al eje embrionario y mantener el proceso de la

germinacion (Azcon-Bieto y Talon, 2013).

Estas reservas embrionarias, le permiten a la plantula una buena capacidad de
establecimiento bajo condiciones de estrés bidtico y abibdtico y subraya la
importancia de tener reservas suficientes que puedan mantener el proceso de
germinacion y viabilidad de la semilla (Rubio-Licona et al., 2011). Es por esto, que
es importante realizar un analisis del contenido de reservas en las bellotas de encino
durante el tiempo de almacenamiento, puesto que pueden ser sujetas a una

degradacion de las mismas.
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El dafio que las ERO pueden ocasionar en los lipidos, es mediante la
lipoperoxidaciéon (Figura 5), que se produce por una reaccion en cadena inducida
por los radicales libres sobre los acidos grasos poliinsaturados como el acido
linoleico (Figura 6). La reaccion de las ERO promueve la eliminacion de un atomo
de hidrogeno de un grupo metileno cercano a un doble enlace, en condiciones
aerobicas, el radical del carbono que se originé por la abstraccion del hidrogeno se
estabiliza con el oxigeno y genera un radical peroxilo (ROO"), que tiene la capacidad
de eliminar un &tomo de hidrogeno de otra cadena de &cido graso para formar un
hidroperoxido de lipido (LOOH) en una etapa de propagacion (Konigsberg, 2008).

VEVEY 4 1
R* + O, —— R-00-* (2]

R-00* + XH —— R-~OOH [3]

R* + R* —— R-R [4]

R*+ R-00* —— R-00-R (5]

Figura 5. Secuencia de reacciones que tienen lugar durante la lipoperoxidacion de los
acidos grasos insaturados mediada por radicales libres. 1 y 2-Iniciacién, 3 — propagacion;
4 y 5 propagacion de lipoperoxidacion. Completa la reaccion (Konigsberg, 2008). R.
(radical libre), X. (acido graso insaturado), XH (radical lipidico), R-OOH (radical peroxilo),
R-R (hidroperdxido), ROO- (compuestos estables), R-OO-R (propagacion).
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Inicio CH3—-CH;—CH=CH-CH;—CH=CH - CH;- CH = CH — (CH,);- COOH (LH)
HO Acido linoleico
H,O

CH3 = CH,-CH = CH — CH = CH = CH - CH, — CH = CH — (CH,); -COOH (L)
Conjugacién de dieno

CH3 = CH; — CH- CH=CH- CH = CH — CH,-CH=CH — (CH); — COOH (L)

3

Propagacion CHz — CH,- CH — CH = CH — CH =CH — CH,- CH = CH — (CH;); — COOH (LOO)

|
o~ O LH*»L- Radical peroxi

CH3- CH; — CH — CH= CH -CH=CH-CH,-CH=CH- (CH); — COOH (LOOH)

|
0-OH FZ‘”*’ F3* Hidroperoxido

CHs = CH, — CH—CH = CH — CH =CH — CH2 — CH = CH — (CH,); - COOH (LO)

(o} +HAO‘/ Radical alcoxy

Radicales alquilo

Terminacion

Hidroxi - acidos

Alcanos, alquenos v

Aldehidos, cetonas

Figura 6. Representacion esquemaética de la lipoperoxidaciéon del acido linoleico, inducido
por los radicales hidroxilos (Vaca et al., 1988). LH (acido graso insaturado), L (radical
lipidico), LOO: (radical lipidico peroxilo), LOOH (hidroperoxido lipidico) y LO- (radical lipidico

del tipo alcoxilo).

La lipoperoxidacion puede afectar directamente al embridén, e interferir en la
germinacion de la semilla, en el vigor o incluso producir su muerte, por lo que se
considera que la acumulacion de ERO es uno de los factores mas importantes del

envejecimiento en las semillas (Aguirre-Bolafios et al., 2017).
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De acuerdo con Bailly (2004), la participacion de las ERO en el envejecimiento de

las semillas se puede dar en dos etapas:

Etapa |. Si las semillas tienen un bajo contenido de humedad, las ERO podrian
causar reacciones de autooxidacion de lipidos que dan paso a la produccion de
radicales libres (primarios - FRI), lo que degradaria los triacilglicéridos (TAGS). En
estas condiciones las actividades de las enzimas antioxidantes in vivo se
encuentran disminuidas y, por lo tanto, no son capaces de eliminar las ERO que

podrian tener un efecto nocivo sobre las biomoléculas.

Etapa Il. La imbibicion y la germinacion de las semillas previamente almacenadas
deben considerarse como los pasos criticos de los procesos oxidativos relacionados
con el envejecimiento, debido a que en estas etapas se generan los mayores dafios
celulares. Durante la imbibicidon se liberan los radicales libres que se acumularon
durante el almacenamiento de la semilla, y durante la germinacion se producen
nuevas ERO debido a la reanudacién del metabolismo (FR: radicales libres
secundarios) por la actividad respiratoria mitocondrial (Figura 7). Aunado a los
radicales libres primarios producidos en la etapa | del envejecimiento de las
semillas, la maquinaria de enzimas antioxidantes se vuelve ineficiente y causa mas

dafios a los fosfolipidos de membrana (PLS).
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Imbibicién
Generacion de ERO
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Figura 7. Curso temporal de los acontecimientos fisicos y metabdlicos que ocurren en la
germinacion (Fase | y Il) y el crecimiento temprano de las plantulas (Fase Ill). En rojo se

sefala la generacion de ERO (Modificado de Nonogaki et al., 2010).

1.5 Sistemas de defensa antioxidante

Las semillas cuentan con un sistema antioxidante que contrarresta el efecto de las
ERO mediante la regulacion estricta de la actividad de las enzimas antioxidantes,
como la primera linea de defensa, la cual se ha dividido en dos grupos: 1)
antioxidantes de tipo enzimatico que incluye a la Superoxido dismutasa (SOD),
Catalasa (CAT), la Glutation peroxidasa (GPx) y las tiorredoxinas, entre otras, y 2)
antioxidantes de tipo no enzimético como: las vitaminas A (cuyo precursor es el §-
caroteno), C (acido ascorbico) y E (a -tocoferol) o el tripéptido glutation (GSH)
(Konigsberg, 2008).
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Dentro de los antioxidantes enzimaticos, la enzima SOD es la encargada de
convertir el radical superoxido en una molécula menos reactiva, como el H202,
mediante una reaccién que se denomina dismutacion. La SOD puede clasificarse
en varios tipos, pero los mas importantes son tres: la del tipo | que tiene como
cofactores al cobre y al zinc (CuzZn-SOD o SOD1) y se encuentra de forma
constitutiva en el citosol. Del tipo Il que tiene al manganeso (Mn) como cofactor (Mn-
SOD o SOD2) y es una isoforma inducible que se localiza en el interior de las
mitocondrias; y por ultimo las del tipo Ill, que se ubican fuera de la célula y estan
asociadas a la matriz extracelular; y al igual que las SOD1 se asocian con cobre y
zinc y se denominan EC-SOD o SOD3. Estas variantes de SOD distribuidas en
diferentes compartimentos celulares podrian explicar la dificultad que tiene el O~

para atravesar las membranas lipidicas (Konigsberg, 2008).

Las peroxidasas son las enzimas responsables de eliminar los hidroperéxidos, tanto
al H202 como a los ROOH, esta eliminacion se lleva a cabo mediante la oxido-
reduccion que emplea una molécula especifica como agente reductor. De manera
tradicional las enzimas que eliminan perédxidos se dividen en dos grupos: catalasas
y peroxidasas. La CAT es una enzima que se ubica primordialmente en los
peroxisomas y protege a la célula de la acumulacién de H202, mediante su
degradacion hasta convertirlo en agua. Para que se lleve a cabo esta reaccion la
CAT emplea una segunda molécula de H202 como agente reductor, por lo que no
requiere ningun otro sustrato, ademas la CAT tiene una baja afinidad por su sustrato
(Km = 2.5 x102 M), pero tiene una velocidad maxima alta, por lo que continuamente

esta activa cuando hay altas concentraciones de H20:2 (Rivera et al., 2008).

Por otra parte, las peroxidasas son mucho mas afines al H202 y a los ROOH, por lo
cual tienen la capacidad de eliminarlos cuando se encuentran en bajas
concentraciones, aunque necesitan un agente reductor para llevar a cabo su
funcion. Entre las peroxidasas mas importantes se encuentra la ascorbato
peroxidasa (APX), que es un componente principal del ciclo ascorbato-glutation
(AsA- GSH), esta peroxidasa utiliza dos moléculas de acido ascorbico para reducir

al H202 a moléculas de agua, ademas la APX es un miembro de la superfamilia de
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peroxidasas hemo de la Clase | y es regulada por sefiales redox y H202. La APX se
ha localizado en el cloroplasto, la mitocondria y el peroxisoma en donde elimina el
H202 producido dentro de estos organulos; mientras que la APX citosélica elimina
el H202 producido en el citosol, en el apoplasto, o el que se difunde desde los

organulos (Sharma et al., 2012).

Por dltimo, la enzima glutation reductasa (GR) cuando actia como antioxidante
participa en ciclos de oxidacién y reduccion enziméticos y no enzimaticos, el
glutatiéon reducido (GSH) se oxida en una reaccion catalizada por la enzima
dehidroascorbato reductasa (DHAR). La GR, es una enzima dependiente de
NAD(P) H que cataliza la reduccién del glutatién oxidado (GSSG) a GSH (glutatién
reducido), y por lo tanto mantiene una alta proporciéon de GSH /GSSH celular, el
cual es utilizado por la Glutation reductasa para la reduccion del H202 (Sharma, et
al., 2012).

1.6 Tipos de estrés en plantas

Las plantas han evolucionado desde su aparicion para adaptarse a los ambientes
diversos a los que estan expuestas. Las respuestas que las plantas muestran ante
distintos factores ambientales les permiten detectar cambios ambientales sutiles y/o
mas fuertes, y responder inmediatamente a éstos (Martinez-Nufiez et al., 2018). El
estrés se ha definido como el conjunto de respuestas bioquimicas o fisiolégicas, que
especifican un estado particular del organismo diferente al observado bajo un rango
de condiciones Optimas (Benavides-Mendoza, 2004). Este conjunto de respuestas
se puede inducir en las plantas a lo largo de su ciclo de vida, ya que estan expuestas
a un gran numero de condiciones o factores estresantes, los cuales pueden

agruparse en:

1) Factores bidticos, que son causados por la accion de los seres vivos, como el
ataque de insectos o grandes animales, otras plantas y los denominados agentes
patogenos (bacterias, hongos, virus y viroides) (Madhava et al., 2006; Nicot et al.,
2005).
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2) Factores abioticos, los cuales, dependiendo de la naturaleza del agente causal,
puede dividirse en fisicos y quimicos. Entre los quimicos, se puede incluir la
salinidad (en su componente i6nico o téxico), carencia de elementos minerales y
contaminantes ambientales (dioxido de azufre, 6xidos de nitrogeno, compuestos
clorofluorocarbonatos, el ozono y los metales). El estrés fisico esta causado por los
cambios drasticos de temperatura (calor, frio y/o congelacién), la deficiencia o el
exceso de luz, los cambios en la concentracion de sales (en su componente
osmatico), la anaerobiosis producida por encharcamiento o inundacion, mecénico
(producido por el viento), excesiva compactacion del suelo y el déficit hidrico
(Azcén-Bieto y Talon, 2013).

1.7 Estrés hidrico en plantulas

El agua es una molécula esencial de la vida de las plantas, debido a sus
propiedades fisicoquimicas que intervienen en la estabilidad de las moléculas
(proteinas, carbohidratos, etc.), la expansion celular y la integridad de la pared
celular. Ademas, el agua forma parte de la regulacion de los procesos celulares que
dependen del volumen celular y la hidrodinamica, algunos de ellos son: la
proliferacion, la migracion celular, la obtencién de nutrientes y el crecimiento; este
altimo es primordial debido a que el agua constituye tipicamente del 80 al 95 % de

la masa de los tejidos en crecimiento (Zonia y Munnik, 2007).

Teniendo en cuenta que el agua es uno de los recursos mas importantes para las
funciones fisiolégicas y procesos celulares en las plantas, se considera que una
limitacion o un exceso de este recurso es un factor que provoca situaciones
adversas o estresantes en las plantas. La poca disponibilidad de agua en el suelo
de los ecosistemas que se puede dar por las bajas precipitaciones, la baja
capacidad de retencion de agua del suelo, la excesiva salinidad, las temperaturas
extremas (frias o calientes), la baja presion de vapor atmosférica, o una
combinacion de estos factores, puede ocasionar que la transpiracion exceda al agua
absorbida por las raices, produciendo lo que se ha denominado estrés hidrico

(Moreno, 2009; Munns y Tester, 2008). La intensidad y duracion del estrés hidrico
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influyen en los efectos y la capacidad de las plantas para resistirlo. Ademas, se debe
tener en cuenta que la etapa de plantula es una fase critica en el crecimiento de
especies lefiosas (Zheng et al., 2009), porque en esta etapa se experimenta una
mayor susceptibilidad al estrés hidrico (Baguedano y Castillo, 2006; Flores-Luna et
al., 2012), debido a que los individuos aun no han desarrollado un sistema radicular
extenso ni profundo y su acceso al agua del suelo es limitado (Luttge, 2007; Tyree
et al.,, 2003). Esta susceptibilidad de plantulas causa su vulnerabilidad en su
crecimiento y establecimiento (Sanchez-Gémez et al., 2006), incluyendo las
plantulas de encino (Alvarado-Rosales et al., 2007).

1.8 Efecto del estrés hidrico en el crecimiento de plantulas

El estrés hidrico puede tener un efecto importante en el crecimiento y el
establecimiento de las plantulas. El crecimiento es un proceso complejo que se
describe como el balance entre la captura y la pérdida de carbono, nutrientes y
agua. En términos absolutos se define como el incremento de biomasa por unidad
de tiempo (AGR); también se puede expresar como crecimiento relativo, es decir, el
incremento de biomasa por unidad de biomasa, por unidad de tiempo (RGR) (Paine
et al., 2012). Ambos parametros son de gran importancia, debido a que representan
la productividad primaria, y son la entrada de energia mayoritaria en los
ecosistemas, y, por lo tanto, de la que dependen los demas niveles de la cadena
trofica (Himmelsbach et al., 2012; Villar et al., 2014).

La respuesta de las plantas a la sequia se ha clasificado en: escape, resistencia y
tolerancia, de acuerdo con Aranda (2014). Algunas especies de plantulas poseen
mecanismos de evitacion o tolerancia (Pallardy y Rhoads, 1993), que se activan en
respuesta al estrés hidrico, y otras plantas que no poseen mecanismos adecuados
en respuesta al estrés, experimentan dafos irreversibles y mueren (Azcon-Bieto y
Taldén, 2013). Esto implica que las plantas han desarrollado adaptaciones
morfoldgicas, bioquimicas y fisioldégicas que les permiten prevalecer en un ambiente
determinado (Trubat et al., 2010). Especies que resisten la sequia poseen una alta

resistencia a nivel de epidermis, que minimiza la pérdida de agua, el ajuste en el
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patron de asignacion de biomasa de hojas (LWR), tallos (SWR) y raices (RWR), el
crecimiento limitado de hojas, una variacion en la relacion brote / raiz (Coeficiente
alométrico) que es una respuesta comun al estrés hidrico (Potters et al., 2007; Shao
et al., 2008; Wu et al., 2013). Los componentes morfologicos de las plantulas como:
la Tasa de Area Foliar (LAR), que representa la relacion entre la Proporcién de Peso
Foliar (LWR) y el Area Foliar Especifica (SLA), indican la produccion foliar e
indirectamente la eficiencia fotosintética (Antunez et al., 2001; Zeiger y Taiz, 2006;
Trubat et al., 2010).

Las plantulas con una fotosintesis deficiente pueden mostrar lesiones en las hojas
como un gradiente de necrosis en sus margenes, asi como cambios estructurales
en las células foliares (retraccién y el colapso de la pared celular, proceso
denominado citorrisis) (Vollenweider et al., 2016). Estas alteraciones estructurales
originan cambios en los rasgos fisiologicos de las plantas como en la Tasa de
Asimilacién Neta (NAR), el potencial hidrico de las hojas, el ajuste osmético y la
fijacion de carbono, todas a través de modificaciones en la conductancia estomética
(Wright et al., 2004), y por lo tanto, en la apertura o cierre de los estomas, lo que
repercute en la fijacion del carbono. Es decir, la conductancia estomatica esta en
funcién de la densidad, el tamafio y el grado de apertura de los estomas, por lo
tanto, al tener mayor cantidad de estomas abiertos se obtiene una mayor
conductancia, esto indica que la tasa de fotosintesis y la transpiracion son
potencialmente altas (Lawson y Wang, 2018); conjuntamente los estomas son los

responsables de la mayor proporcion de la pérdida de agua en las plantas.

Por lo tanto, el proceso de cierre de los estomas ha sido considerado un mecanismo
fisiol6gico para la resistencia de las plantas al estrés hidrico (Chittaranjan, 2011).
Este proceso podria iniciar cuando el mesoéfilo de la hoja comienza a deshidratarse
y regularse mediante el acido abscisico (ABA). El ABA se sintetiza y se transporta
desde las raices, siendo liberado al apoplasto para llegar a las células guarda a
través de la corriente transpiratoria (Zhang y Outlaw, 2001).

Esta fitohormona produce una pérdida de iones K* (calculada en 4-8 veces de

disminucién, desde 400-800 mM hasta una concentracion final de 100 mM), asi
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como de aniones Cl- o0 malato? en las células guarda, lo que provoca una salida de
agua del citoplasma, dando lugar al cierre parcial de los estomas (Roelfsema y
Hedrich, 2002). Cuando las hojas cierran parcialmente sus estomas para evitar la
pérdida de agua debido a la poca disponibilidad de esta en el suelo, también implica
una disminucion en la absorcion de COz, y por lo tanto, en una disminucion del

crecimiento (Quero et al., 2006; Valladares y Sanchez-Gémez, 2006).

Estas adaptaciones morfoldgicas y fisioldégicas que influyen directa o indirectamente
en el crecimiento, la reproduccion y la supervivencia (Violle et al., 2007) les permiten
a las plantulas preservar un cierto nivel de rendimiento en condiciones de estrés
(Chiatante et al., 2015), y les permiten hacer frente a las condiciones de sequia para
mantener un estado hidrico relativamente alto, por esto es importante profundizar
en las respuestas morfolégicas y fisioldgicas de las plantas en condiciones de estrés

hidrico.

1.9 Perturbaciones ambientales en los bosques de encinos

Actualmente, el extenso bosque de encinos se ha transformado en fragmentos
forestales donde el area de borde se ha incrementado notablemente, por lo que su
biodiversidad se ha visto afectada, ya que los encinos son particularmente sensibles
a los cambios causados por la fragmentacion (Bonito et al., 2011). La fragmentacion
provoca condiciones climaticas extremas de campo al estar expuestos a situaciones
como temperaturas altas y bajas y precipitaciones distribuidas irregularmente
durante el afio (Alvarado- Rosales et al., 2007). Esto implica que se requiera de la
restauracion ecolégica; de acuerdo con la Sociedad para la Restauracién Ecoldgica,
esta se define como “el proceso para ayudar a la recuperacién de un ecosistema
que ha sido degradado, dafiado o destruido, siendo una herramienta valiosa y
necesaria para mantener la diversidad biologica’. Ademas, se requiere de
programas de reforestacion para crear sistemas capaces de auto regeneracion
como: la rehabilitacién, la reclamacion y la mitigacion, y todas estas acciones
dependen del grado de deterioro del area deforestada. En estos proyectos de

reforestacion es importante tener en cuenta algunos factores como: el desempefio
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de la especie, que depende del pequefio espacio en donde el futuro arbol se
trasplanta, las condiciones micro ambientales, el nivel de perturbacion, la seleccion
de plantulas mas relacionadas con la tolerancia a la sequia (Bonito et al., 2011) y la
edad de la planta; este ultimo es un factor importante para la sobrevivencia y el

crecimiento en esas etapas iniciales o primeras etapas de las plantas en el campo.

En los bosques de Quercus, los encinos tienen dificultades para regenerarse
naturalmente, debido a que el establecimiento de plantaciones forestales en areas
sujetas a sequia estacional esta fuertemente limitado por la disponibilidad de agua
(Padilla y Pugnaire, 2007; Pérez-Devesa et al., 2008). Sin embargo, los encinos al
ser especies nativas pueden mejorar la calidad del agua cuando se usan como
amortiguadores a lo largo de arroyos, lagos o humedales. Ademas, son arboles
dominantes en todos los fragmentos de bosque y muestran gran tolerancia a
diferentes condiciones de luz. Una vez que han sido establecidos, sus plantulas
tienen una sobrevivencia alta dentro y fuera del bosque y en areas deforestadas,
degradadas o muy perturbadas (Williams-Linera, 2012). Por lo cual, se han
propuesto como una herramienta para la restauracion forestal; incluso juegan un
papel particular durante el proceso de la restauracion debido a sus caracteristicas

ecologicas y culturales.

Por otro lado, actualmente, los viveros locales manejan pocas especies nativas y
las producen en pequefia cantidad. Ademas, no hay un consenso sobre el conjunto
de rasgos de las plantas que determinan el éxito del establecimiento en condiciones
limitantes de agua (Cortina et al., 2006). Existe una falta de informacion basica sobre
los requerimientos que faciliten la germinacion, establecimiento exitoso y
crecimiento de estas especies, lo que limita su uso para la implementacion en la
restauracion. Por lo anterior, este estudio se enfocé al estudio de las fases de
germinacion (viabilidad de la semilla) y respuesta de plantulas a la sequia de

Quercus laurina.
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2. PREGUNTAS A RESPONDER

Durante el tiempo de almacenamiento de la bellota

¢, Como influye la temperatura de 4 °C en la generacion de ERO vy, por lo tanto, en
la pérdida de la viabilidad?

En el establecimiento de plantulas
¢ Como afecta el estrés hidrico el crecimiento de plantulas de encino?

Para responder estas preguntas en este trabajo se plantearon los siguientes
objetivos:

3. OBJETIVO GENERAL
Identificar los mecanismos de deterioro como la lipoperoxidacion, los cambios
microestructurales de las bellotas de Quercus laurina y la pérdida de la actividad de
las enzimas antioxidantes durante cinco meses de almacenamiento en frio, y

determinar el efecto del estrés hidrico en el crecimiento de plantulas.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Para evaluar el efecto de almacenamiento en la germinacién de las bellotas:

1.- Evaluar mensualmente la germinacién de bellotas almacenadas a4 °Cde 1 a5

meses.

2.- Cuantificar cada mes la actividad de enzimas antioxidantes de bellotas

almacenadas a 4 °C.

3.- Caracterizar y cuantificar el perfil de 4cidos grasos de bellotas almacenadas a 4

°C durante 5 meses.

4.- Determinar los cambios y el grado de deterioro del eje embrionario y su

microestructura.
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Para evaluar el establecimiento de plantulas bajo condiciones de estrés:

1.-Someter en el invernadero plantulas de Q. laurina de siete meses de edad a
condiciones de estrés hidrico.

2.- Valorar el crecimiento de plantulas de Q. laurina, bajo condiciones de estrés

hidrico, utilizando un analisis de crecimiento clasico (RGR).

3.- Evaluar la respuesta fisioloégica al estrés en términos de conductancia

estomatica.

4. METODOLOGIA

4.1 Material biologico

Del encino laurelillo (Quercus laurina Humb et. Bonpl.) se recolectaron bellotas el 1°
de enero del 2018, las cuales fueron identificadas como maduras mediante los
indicadores de madurez como son el color del pericarpio, la separacion entre la
cupula y la bellota y, ademas, no mostraban perforaciones o indicios de dafios.
Estas bellotas fueron recolectadas directamente del suelo cercano a los 7 arboles
en fructificacion que se encontraron aleatoriamente distribuidos en el bosque natural
en Ecatzingo, Estado de México, ubicado a 18° 57" latitud norte y 98° 45" longitud
oeste a 2290 msnm, al extremo sur de la zona oriental del Estado de México; limita
al norte con Atlautla, al oriente del volcan Popocatépetl y al sur con el estado de
Morelos. El clima es templado semicalido subhimedo, con lluvias en verano e
invierno, una media anual de 1100- 1300 mm de precipitacion, la maxima incidencia
de lluvia se presenta en los meses de julio, agosto y septiembre. La vegetacion es
de pino-encino (Prontuario de informacion geografica INEGI, 2009). El ejemplar de
herbario (0167117) estad depositado en el Herbario de la Facultad de Ciencias
U.N.A.M.

4.2 Pruebas de viabilidad
Mediante la prueba de flotacion (Bonner, 2003) se seleccionaron las bellotas sanas

de las dafiadas y vanas. Ademas, se determind la calidad de 20 bellotas con una
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prueba por Rayos X en un equipo Faxitron (MX-20, Faxitron X-ray Corporation,
Wheeling, IL, USA) calibrada a 190 s y 28 Kv de potencia (kVp) para radiografiar

con un mejor contraste y claridad (Goodman et al., 2006).

4.3 Condiciones de almacenamiento controlado
Las 5,145 bellotas viables de encino que se mezclaron aleatoriamente y 210 bellotas
fueron almacenadas en cada una de las cajas transparentes nutrigo (22 x 14 x 4
cm-lnix, 2222-03) a una temperatura controlada de 4 °C (Gosling, 2002) en un
refrigerador (Whirlpool WT4535D, Michigan, USA).

4.4 Prueba de germinacion

Para este ensayo, se realiz6 una prueba de germinacion inicial después de las
pruebas de viabilidad con 25 bellotas (por triplicado), en las condiciones
estandarizadas mencionadas a continuacién. Las bellotas de Q. laurina fueron
procesadas de la siguiente manera: Cada 30 dias se tomaron aleatoriamente 25
bellotas almacenadas (por triplicado). Las bellotas se escarificaron manualmente en
el 4pice con una tijera de diseccion curva. Posteriormente fueron desinfectadas
durante 5 min con una solucién de hipoclorito de sodio comercial (NaOCI) al 6 %,
después de tres lavados, por agitacion en agua destilada estéril, las bellotas se
colocaron en un germinador humedecido (Caja de Petri de vidrio 9 cm de didmetro,
con papel filtro WHATMAN grado 3, y algodon comercial) con 15 mL de agua
destilada estéril. Las cajas se colocaron en una incubadora (Thermo electron
Lindberg /Blue MTM., USA), a 27 °C y obscuridad durante 30 dias. Para determinar
el porcentaje de germinacion acumulada, las bellotas se consideraron germinadas
cuando la radicula tuvo 1 mm de longitud y se contd el numero de bellotas que
germinaron, con respecto al total de bellotas utilizadas (Barraza et al., 2016)

mediante la siguiente formula:

Numereo de bellotas germinadas
Total de bellotas sembradas

loGerminacion = ( )x'l 00
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4.5 Analisis microestructural por Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

a) Preparacion de la muestra

Se seleccionaron aleatoriamente 3 ejes embrionarios de bellotas de Q. laurina por
mes de almacenamiento (Fig. 8) y se realizaron cortes longitudinales en fresco en
un microscopio estereoscépico (Stemi DV4, ZEISS, Goéttingen Alemania),
consecutivamente se preservaron en una solucion fijadora de formaldehido (40 %)
10 mL, acido acético glacial 5 mL, alcohol (96 %) 50 mL y agua 35 mL (FAA)
(Ramos-Ordofiez et al., 2016) durante 24 h, posteriormente se realizaron lavados
con agua destilada hasta eliminar el exceso del fijador (Lux, 2014).

Cotiledones
Testa

Pericarpio principal

Hipocotilo - eje de la raiz
= (eje embrionario)

’ y «% ~Restos del perianto| |
Cicatri e - >2) — Restos del estilo [ aPice

Pericarpio (que consiste en cicatriz, pericarpio principal y apice)

Figura 8. Estructura del fruto de encino, tomada y modificada de Xia et al. (2012).

b) Montaje de las muestras

Posteriormente, las muestras de los ejes embrionarios se colocaron sobre un
soporte cilindrico de aluminio de 1 cm x 2.5 cm de diametro mediante un material
adhesivo conductor de carbon de doble haz. En el laboratorio de Fisiologia Vegetal
en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO), las muestras se montaron de
manera que la superficie del eje embrionario se orientara hacia el detector de
electrones secundarios y se observaron en un microscopio de barrido JMS -6380
LV (JEOL., Eching, Alemania) a 20 Kv, 10 mm distancia del detector a la muestra
(WD), Alto vacio (HV) (Sorrivas De Lozano et al., 2014).
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4.6 Perfil de acidos grasos

a) Extraccion y transesterificacion de acidos grasos de bellotas

Para la extraccion de &cidos grasos se llevé a cabo por triplicado mediante el
siguiente procedimiento: 0.1 g del embrién de la bellota de Q. laurina se pulverizaron
con nitroégeno liquido con ayuda de un mortero y pistilo, se adicioné 1 mL de
cloroformo (CHCL3): metano (CH3OH) con una relacion 4:2 y se macer6 durante 2
min. Transcurrido este tiempo se recupero la muestra en un tubo de microcentrifuga
y posteriormente se agitd en un vortex durante 10 min. Con el propdsito de separar
las fases y poder recuperar la fraccidén organica del extracto, la muestra se lavo con
0.2 mL de una solucién de cloruro de sodio (NaCl) al 0.9 %, y se centrifugd a 14,000
rpm durante 1 min. De la fase organica se tomo una alicuota de 150 pL, que se
evaporé con nitrégeno, para llevar a cabo la reaccion de transesterificacion se
adicion6 0.5 mL de Trifluoruro de boro (BF3) al 12 % en metanol y se colocé en
ebulliciébn en bafio maria, durante 20 min. Se dej6 enfriar la muestra a temperatura
ambiente y se recuperd con 0.5 mL de hexano (CsH14) grado HPLC, finalmente se

adicion6 0.5 mL de agua destilada para lavar la muestra.

La cuantificacion y la estimacion de las concentraciones de los &cidos grasos, se
llevo a cabo mediante el registro del area bajo la curva de estos y se comparé con

el patrén interno acido heptadecanoico (C17Hz402).

b) Andlisis de acidos grasos por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (GC-MS)

Para analizar el perfil de 4cidos grasos de las bellotas almacenadas a 4 °C, éste se
llevé a cabo en un cromatografo de gases (GC, modelo Agilent 6850 Series I
Network GC System, California, USA) acoplado a un espectrofotometro de masas
(MS, 5975 VL MSD de Agilent Technologies., California, USA), en el Laboratorio de
Fisiologia Vegetal en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la
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Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Las condiciones cromatograficas
fueron las siguientes: inyeccion del modo splittles, temperatura del inyector de 200
°C, se utilizé una rampa de temperatura del horno programada desde 100 °C (al
inicio de tres min) hasta 250 °C (manteniendo 4 min) con un aumento de
temperatura de 5 °C/min. La columna del cromatégrafo de gases fue del tipo
Dimetilpolisiloxano (DB-1) de 30 metros x 0.25 mm y tamafo de la particula 0.50
um. Se utilizé helio como gas acarreador a una velocidad de 35 cm s?. Las
condiciones del detector de masas fueron: temperatura de la linea de transparencia
de 250 °C, intervalo de 20 a 40 m/z, polaridad positiva, temperatura de la fuente de
iones de 200 °C, el tipo de ionizacion de barrido completo con impacto electrénico
(El) con una energia de ionizacion de 70 electro- volts (eV) y un rango de 20 a 400
de relacion de masa carga (m/z). Se inyectaron 2 pL de la fase organica del extracto
derivatizado. La identificacion de los ésteres metilicos de los &cidos grasos se
realizd mediante la comparacion de los tiempos de retencion de estandares y
patrones de fragmentacion obtenidos de bibliotecas de referencia NIST (Nacional

Institute of Standards and Technology) (Pichardo-Gonzélez et al., 2014).

4.7 Estrés oxidativo y actividad enzimética

a) Obtencién de los extractos crudos

Se preservaron 10 bellotas viables sin germinar por cada mes de almacenamiento
en un ultracongelador a -70 °C (Thermo Scientific REVCO., Ohio, USA), a las cuales

se realizo el analisis de las enzimas antioxidantes de la siguiente manera:

Los ensayos para cuantificar la actividad de las enzimas antioxidantes de Catalasa
(CAT) y Ascorbato peroxidasa (APX), se realizaron en el mismo extracto crudo, a
diferencia de Superéxido dismutasa (SOD) y Glutation reductasa (GR) que se
realizaron en extractos crudos independientes. La muestra utilizada fue de 10 ejes
embrionarios por extracto, que fueron molidos en un mortero con su pistilo y
homogeneizados con un polytron (Omni International Tissue Master 125) en 2 mL
de amortiguador de fosfato de potasio (J. T. Baker) 50 mM, pH 7.0 que contenia 2%
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polivinilpolipirrolidona (PVPP) (Sigma),1 mM de EDTA (Sigma) y 0.25 % triton x-100
(Sigma) durante 5 min. EI homogeneizado se centrifugé a 10,000 rpm (~3000 g)
durante 10 min a 4°C (Hettich- Zentrifugen 35R) y se recuperaron los sobrenadantes
para transferirlos a columnas Amicon Ultra (Merck), con membrana de ultrafiltracién
(Ultracel) de un volumen de 0.5 mL y 10.000 NMWL (tamafio del poro), y se
centrifugaron a 14,000 rpm (~4000 g) (durante 15 min. Posteriormente, para obtener
la proteina concentrada se colocaron las columnas en forma inversa en un tubo
colector nuevo y se centrifugaron a 1,500 rpm (~500 g ) durante 2 min de acuerdo
con las especificaciones del proveedor (Pukacka et al., 2011). Los sobrenadantes
resultantes se consideraron los extractos crudos. El contenido de proteina en los
extractos crudos se midié en un espectrofotometro (Cary 50 Bio Varian, Ma, EE.
UU) por el método de Bradford (1976), utilizando Albumina de Suero Bovino (BSA)
(Sigma) 1mg/mL como estandar.

b) Cuantificacion de las actividades de CAT, APX, SODy GR

Catalasa (CAT, EC-1.11.1.6). La actividad fue cuantificada con base en el
decremento de la absorbancia a 240 nm (coeficiente de extincidén molar, €=39.4 mM-
Lecm?), por el consumo de H202, cada 20 s, durante 3 min. La mezcla de reaccion
se llevd a cabo en 0.5 mL de amortiguador de fosfato de potasio (J.T. Backer) 50
mM, pH 7.0 que contenia 0.1 mL de H202 (Sigma) 20 mM, de acuerdo con Aebi
(1984). Se utilizaron 25 pg de proteina total. La actividad de CAT se expres6 como

umol H202 min't mg de proteina.

Ascorbato peroxidasa (APX, EC-1.11.1.11). La actividad de esta enzima fue
cuantificada con base en el decremento de la absorbancia a 290 nm (coeficiente de
extincion molar €=2.8 mM - cm) debido a la oxidacién del acido ascoérbico (Sigma),
cada 20 s, durante 1 min. La mezcla de reaccion se llevé a cabo en 0.5 mL de
amortiguador de fosfato de potasio (J. T. Backer) 50 mM, pH 7.0, que contenia
0.00625 mL de acido ascorbico (ASA) 0.0625 mM y 0.005 ml de H202 (Sigma) 0.05
mM, de acuerdo con Nakano y Asada (1981). Se utilizaron 25 ug de proteina total.

La actividad de APX se expres6é como pumol de ASA min't mg de proteina.
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Glutation reductasa (GR, EC 1.6.4.2). La actividad se cuantificé de acuerdo con
Jiang y Zhang (2002), con base en la tasa de oxidacion de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH) a 340 nm (¢= 6.2 mM -t cm™) cada 20 s, durante 3
min. La mezcla de reaccion se llevé a cabo en 0.5 mL de amortiguador de fosfato
de potasio (J. T. Backer) 50 mM pH 7.8, que contenia 0.015 mL de NADPH (Sigma)
0.15 mM, 0.025 mL de glutation oxidado (GSSG) (Sigma) 0.25 mM, 0.01 mL de
Na2EDTA (Sigma) 1 mM. La actividad de GR se expresé en umol NADPH mint mg
! de proteina.

Superoxido dismutasa (SOD, EC1.15.1.1). La actividad se cuantifico de acuerdo
con Misra y Fridovich (1972), por medio de la autooxidacion de la epinefrina a 480
nm (coeficiente de extincion molar 4.02 mM*cm 1) cada 10 s, durante 5 min. La
mezcla de reaccion se llevo a cabo en 0.5 mL de amortiguador de carbonatos
(Sigma) 50 mM, pH 10.2, que contenia 0.1 mL de EDTA (Sigma) 0.5 mM y 0.025
mL de epinefrina (Sigma) 10mg/mL. Se utilizaron 25 pg de proteina total. La

actividad de SOD se expres6 en pumol adenocromo min mg de proteina.

La actividad de las enzimas se calcul6 utilizando la siguiente férmula:

m( g:?fr,) * Vol reaccion (mlL)
Actividad =

=pumeolmin—1 mg — 1

£ (mmaE * cm) = 1om * proteina (mg)

Donde:
m=pendiente

£= coeficiente de extincion correspondiente a cada enzima

4.8 Estrés hidrico en plantulas de Quercus laurina

a) Analisis de la conductancia estomatica (gs)

La conductancia estomatica (gs) se midi6 con un porémetro foliar de estado
estacionario (Decagon Devices SC-1, Nebraska, USA), se seleccionaron 4 plantulas

al azar del control y de cada uno de los tratamientos, de las cuales se registré la gs
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de 2 hojas de cada plantula (Fig. 9). Las mediciones se realizaron cada tercer dia
(Fig. 10) en un horario de 12:30 p.m. para establecer las condiciones maximas de

intensidad luminica (Esperén-Rodriguez y Barradas, 2015).

Figura 9. Esquema que representa la distribucion de las hojas seleccionadas para el
analisis de conductancia estoméatica en las plantulas de Quercus laurina, n: hojas jovenes,

v: hojas maduras y s: hojas seleccionadas; imagen modificada de Ramos-Gonzalez (2014).

Periodo de crecimiento Periodo de tratamiento

Conductancia estomatica
0 3 7 14 17 21 28 31 35 38 42 49 56 56 63

—

l I 10* 24% 52% 59*
Germinacion Tiempo inicial (to)
219 dias (7 meses)

Tiempo final (t1)
282 dias (9 meses)

Figura 10. Periodo de crecimiento y de tratamiento con el tiempo inicial (to), y tiempo final
(t1), N=8 de cosecha para evaluar el analisis de crecimiento clasico. La conductancia

estomatica se midi6 cada tercer dia con N=2, control y tratamientos. * Dias nublados.

b) Plantulas en invernadero

Se llevé a cabo la siembra de 150 bellotas viables en un sustrato de peat moss y

agrolita en una proporcién 2:1, se utilizaron bolsas para vivero de 1 Kg (Fig. 11).
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A los 7 meses las plantulas se expusieron a un estrés hidrico por un periodo de 63
dias. Se colocaron en el invernadero agricola del Instituto de Ecologia, UNAM (en
condiciones ambientales no controladas). Se realizaron mediciones de la intensidad
luminica (um) con un sensor de luz portatil (LI-250A Light meter, Lincoln, Nebraska),
y se registro la temperatura (°C) y la humedad relativa (H.R.) cada media hora con
un Data logger (WatchDog A-Series Data Logger, Spectrum Technologies, Inc., IL
USA).

largo | €M% 11.5¢m

Figura 11. Caracteristicas de las bolsas para la siembra de bellotas.

Las condiciones de estrés hidrico se establecieron de acuerdo con la capacidad de
campo del sustrato, que fue de 600 mL, con lo cual se determiné el estrés moderado
de 400 mL y el estrés severo con 200 mL. Estos tratamientos se regaron cada tercer
dia, y se monitoreo a lo largo del experimento la humedad del sustrato con un
medidor de humedad sav a plant Il TM para verificar que los tratamientos

conservaran los rangos de humedad deseados en cada caso.

El experimento se disefié de tal forma que se seleccionaron en total 32 plantulas
aleatoriamente, para el tiempo inicial (n=8) y para el tiempo final de los grupos
experimentales (n=24) (Fig. 12).
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Figura 12. Asignacioén de las plantulas a los grupos de tratamiento en un disefio aleatorio

para la segunda cosecha tomado de Wayne (2009).

Para llevar a cabo el analisis se realizaron dos cosechas, la primera para establecer
el tiempo inicial (Tiempo “0”), en el cual se incluyeron 8 plantulas, y la segunda para
el tiempo final (Tiempo “1”), que incluyeron 24 plantulas (8 plantulas asignadas al

control y 16 plantulas para los tratamientos de estrés moderado y severo).

a) Evaluacion de los parametros del andlisis de crecimiento clasico (RGR)

Para evaluar el efecto del estrés hidrico en las plantulas de 7 meses de edad se
llevé a cabo el andlisis clasico de crecimiento descrito por Chiariello et al. (2000), a
través de los parametros de crecimiento definidos por Evans, (1973) y Hunt, (1990).
Estos parametros comprenden: un aspecto fisiolégico que es la tasa de asimilacion
neta (NAR) y aspectos morfolégicos como: proporcion del area foliar (LAR) y sus
componentes: el indice de peso foliar (LWR) y éarea foliar especifica (SLA); los
parametros de crecimiento relativo: Biomasa seca total y asignacion de biomasa:
hoja (LWR), tallo (SWR) y raiz (SWR); tasa de crecimiento absoluto (AGR) y tasa
de crecimiento relativo (RGR) (Tabla 1). En cada cosecha se separaron los
diferentes 6rganos (hoja, tallo y raiz) de cada una de las plantulas del tiempo “0” y
tiempo “final”. El area foliar de las hojas se calculé6 mediante un medidor de area
foliar portatil (Li-Cor modelo Li-3000 A1, Decagon Devices, Inc., Nebraska, USA) en
cm?. Posteriormente, se registré el peso fresco de los 6rganos en una balanza

analitica (Adventurer TM OHAUS, Nueva Jersey, USA), y fueron depositadas en
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bolsas de papel estraza para su secado en un horno (BINDER, Tuttlingen,

Alemania) a 40 °C, durante 15 dias para poder registrar su peso seco. Los datos se

procesaron y se calcularon los parametros para el analisis clasico de crecimiento

con las férmulas descritas en la Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros del andlisis de crecimiento clasico (RGR). Evans, (1973) y

Hunt, (1990).

indice de crecimiento Nombre Férmula Descripcion
Biomasa seca total Biomasa W,-W, -Representa la suma del peso seco de la parte aérea y
subterrdnea de cada planta.

Tasa de crecimiento absoluto AGR (W,-Wy) / (T,-Ty) -Describe el incremento en tamafio por unidad de
tiempo.

Tasa de crecimiento relativo RGR (INW,- InW,) / (T-Tp) -Se define como el incremento en biomasa seca por
unidad de biomasa total de la planta, por unidad de
tiempo.

Tasa de asimilacién neta NAR (Wy-W,) (InLpyp-InLay) /(Lps-Las) (T1.Tg)  -Parametro que indica la eficiencia de los organos de
asimilacién para generar nuevos tejidos.
Tasa de area foliar LAR (Lar/W4) +(Lan/W,) /2 -La proporcidn del drea foliar total entre el peso seco total
de la planta.
Area foliar especifica SLA (Lar/Le) + (Lao/Lis) / 2 -Calcula el grosor relativo de las hojas en funcién del area
foliar y el peso seco total de las hojas.

Asignacion de biomasa- hoja LWR (Ly/W1) + (Lyo/W2) / 2

Asignacién de biomasa-tallo SWR (Swi/W1) + (Sw/W2) /2 - Biomasa asignada a cada uno de los drganos que
conforman a la planta completa (hoja, tallo y raiz).

Asignacion de biomasa-raiz RWR (Rw1/W1) + (Ryo/W2) /2

Coeficiente alométrico R/S RW/ (SW + LW) -indice que permite saber la relacién morfolégica entre el

crecimiento de la raiz y el brote (x=1, hay un balance
entre raiz y parte aérea; x<1,crecimiento hacia la parte

aérea; x>1, el crecimiento de la raiz es mayor).

Simbolos utilizados: W1= Peso seco total inicial de las plantas (g); W2= Peso seco total final de las

plantas; Ti= Cosecha del tiempo final; To= Cosecha del tiempo inicial; In=logaritmo natural; La1 =

Area foliar total inicial; La2= Area foliar total final; Lwi= Peso seco total inicial de las hojas; Lw2= Peso

seco total final de las hojas; Swi= Peso seco inicial del tallo; Sw.= Peso seco final del tallo; RW1=

Peso seco inicial de la raiz; Rw2= Peso seco final de la raiz; RW= Peso seco de la raiz; SW= Peso

seco del tallo; LW= Peso seco de las hojas.
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5. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos del porcentaje de germinacion (n=3), las actividades de las
enzimas antioxidantes(n=3), acidos grasos (n=3), la conductancia estomatica (n=38)
y el analisis de crecimiento fueron analizados por un analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguida de la prueba de Tukey para comparar las diferencias
estadisticamente significativas con a=0.05. El paquete de software fue IBM SPSS
Statistics 25, 2017.

6. RESULTADOS
6.1 Obtencion de bellotas viables
De un total de 17,292 semillas recolectadas y mediante el método de flotacion para
separar las bellotas viables de las no viables se obtuvieron 6,097 (35.2 %) bellotas
no viables, debido a que estaban dafiadas o vanas, 905 bellotas perforadas por
curculionidos (Curculionidae) (5.2 %) (Fig. 13) y 10,290 viables (59.5 %), las cuales
se consideraron para ser utilizadas en las pruebas de laboratorio y de invernadero

para los experimentos.

Figura 13. (A) Prueba de viabilidad por el método de flotacion. (B) Bellotas perforadas por

curculiénidos (Curculionidae).

Se realiz6 una segunda prueba de viabilidad de las bellotas viables, obtenidas en la
prueba de flotacion anterior. Se utilizo el método de Rayos X para determinar si las
20 bellotas viables (sanas) aun seguian infectadas por curculiénidos, y si fuera asi
eliminarlas de los grupos de experimentacién. Con esta prueba, se lograron

seleccionar bellotas viables con sus cotiledones completos y sin curculiénidos, a
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diferencia de las bellotas no viables que mostraron los cotiledones incompletos, con

camaras de aire (30 %) y con presencia de curculiénidos (20 %) (Fig. 14).

Figura 14. Fotografias digitales de la prueba de viabilidad por Rayos X (MX-20, Faxitron).
(A) Bellotas viables con los cotiledones completos y ausencia de curculiénidos; (B) bellotas
no viables con los cotiledones incompletos. Ch: contorno de la bellota, Ct:cotiledones,

Cz:cicatriz, ap: apice, bc: borde de la cubierta, Ca: Camara de aire y C: Curculionido.

6.2 Porcentaje de germinacioén de las bellotas durante el almacenamiento a 4
°C

Con el objetivo de analizar el porcentaje de germinacion inicial de las bellotas
viables y monitorear la germinacion durante el almacenamiento a 4 °C, se realizaron
pruebas de germinacién cada mes. La figura 15 muestra la germinacion acumulada
por intervalos de tiempo (meses), el tiempo inicial mostré una maxima capacidad de
germinacion del 60 %. Posteriormente se observd que existe una disminucion
paulatina conforme transcurre el tiempo de almacenamiento. A partir del segundo
mes de almacenamiento el porcentaje de germinacion disminuyo significativamente
a un 30 % (50 % menos de la inicial); conforme transcurrié el tiempo disminuyé

hasta un 20 % (83 % menos del porcentaje inicial).
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Figura 15. Prueba de germinacién en bellotas de encino (Quercus laurina) almacenadas
durante 5 meses a 4°C. Se muestra el promedio + error estandar (e.e.) de tres repeticiones
(n=3, p<0.05) (prueba de ANOVA unifactorial seguida de la prueba de Tukey HSD). Las

letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas.

6.3 Microestructura del eje embrionario de la bellota durante el
almacenamiento

Para examinar el deterioro de la bellota durante los cinco meses de almacenamiento
a 4°C se realiz6 un analisis microestructural del eje embrionario (eje raiz-tallo) (EE)
que presenta en su superficie (SE) y en las células embrionarias un tejido
homogéneo con una red citoplasmica compleja, y las células embrionarias
presentan una pared celular primaria delgada (Fig.16 A, B, E, F, I, J, M, N, P, Q, T,
U). Ademas, en el corte longitudinal del eje embrionario (EL) (Fig. 16 C, G, K, N, R,
V) al incidir el haz de electrones secundarios sobre las superficies permitieron
observar los organulos subcelulares que incluyen cuerpos de proteinas y lipidos
(Fig. 16 D, H, L, O, S, W). Las observaciones histolégicas realizadas al MEB
evidenciaron diferencias anatdbmicas entre los ejes embrionarios, ademas se
comparo el tiempo inicial del almacenamiento (TO) y los ejes embrionarios a partir
del tercer mes de almacenamiento (Fig. 16), observandose una plasmalisis en las
células de la superficie del eje embrionario que sugieren una deshidratacion. A los

cinco meses de almacenamiento, en las células del eje embrionario se observaron
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deformaciones, como rupturas de membranas y pérdida de la integridad de las
paredes celulares ocasionada por el almacenamiento, cambios que sugieren que el
deterioro de la bellota se debio al dafio fisico de las membranas ocasionado por la
lipoperoxidacion de los cuerpos lipidicos y deterioro de cuerpos proteicos (Fig. Al).
Estos resultados indican que las bellotas presentan un proceso continuo e
irreversible de deterioro durante el almacenamiento y que ocasiona la pérdida de su

capacidad germinativa o viabilidad.

Tiempo inicial del almacenamiento (TO)

>
¥ Xi.@80 19
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1° Mes de almacenamiento




3° Mes de almacenamiento
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5° Mes de almacenamiento

Figura 16. Micrografias de microscopia electrénica de barrido (MEB) del eje embrionario
de semillas de Quercus laurina a diferentes tiempos de almacenamiento a 4°C. Se muestra
para cada micrografia eje embrionario completo de la bellota (EE) (A, E, I, M, P y T);
superficie externa del eje embrionario (SE) (B, F, J, N, Q, y U); corte longitudinal del eje
embrionario (EL) (C, G, K, N, R, V); y acercamiento de la zona central del eje embrionario
(D, H, L, O, S, W). PC, pared celular; C, citoplasma; CL cuerpos lipidicos; CP, cuerpos

proteicos.

6.4 Patron de la lipoperoxidacion de los &cidos grasos insaturados

El efecto del estrés oxidativo en los lipidos presentes en las bellotas, mediante el
perfil de acidos grasos, permitié definir principalmente los siguientes ésteres
metilicos de acidos grasos saturados de las muestras de acidos grasos: el acido
palmitico (C1sH3202 — acido hexadecanoico) y el 4cido esteérico (CH3(CH2)16COOH
- acido octadecanoico), y los acidos grasos insaturados como: &cido linoleico
(C18H3202-acido 9,12 octadecadienoico), y el acido oleico (CisH34O2 — &cido 9,
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octadecanoico), asi como el patrén interno: acido heptadecanoico. La figura 17

muestra el espectro de referencia de los acidos grasos para las bellotas de Q.

laurina al TO, se observan los picos de referencia que corresponden a los acidos

grasos saturados e insaturados con su correspondiente tiempo de retencion (RT).

Al sty
400000, Com puesto Tiempo de b
! retencion Acido heptadecanoico
350000 (min)
acido palmitico 15.884
300000 acido linoleico 19.9499 |
acido oleico 20166 1
250000 acido estearico 20.817 i
patron interno (acido 18.299 |
200000 heptadecanoico) |
100000 Acido linoleico
{ . - 19 %8
— Acido palmitico M1 §o140 oleico
. 15 884 . |
aLm T .., I 1 | 20817 Acido estedrico
Ttsgar §00 800 I;#D&ﬁﬂg munnmud;ﬂr;m 1400 IEWIG'D:I 'I]"N snl:uuormmm:}m::mnm

Figura 17. Cromatograma de los acidos grasos presentes en el extracto crudo del tejido de

las bellotas de Q. laurina.

Con relacion al contenido de los acidos grasos en las bellotas almacenadas a 4 °C,

se observo una disminuciéon en la concentracion de los acidos insaturados, siendo

mayor la disminucion conforme transcurrid el tiempo de almacenamiento y las

semillas fueron envejeciendo (Fig. 18). El acido linoleico disminuyd 51.7 % con

respecto al TO, a los 5 meses de almacenamiento (de 0.924 a 0.446 mg/g

respectivamente). El &cido oleico disminuyo 52.4 % con respecto al TO alos 5 meses

de almacenamiento (de 1.288 a 0.613 mg/g, respectivamente). La concentracion de

los acidos grasos saturados durante el almacenamiento fue constante, el acido
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palmitico fluctué en niveles de 0.487 a 0.528 mg/g, y el &cido esteérico de 0.155 a

0.167 mg/g, de tal manera que no mostraron una diferencia significativa en las

bellotas en el tiempo de almacenamiento.
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Figura 18. Diagrama de cajas y bigotes mostrando el contenido de acidos grasos saturados

(A) acido palmitico y (B) acido estearico e insaturados (C) acido oleico y (D) acido linoleico

de bellotas de Q. laurina, almacenadas durante 5 meses a 4 °C. Se muestra el promedio

de tres replicas + e.e. con n=3. Letras diferentes muestran diferencias estadisticamente

significativas, prueba de ANOVA de un factor seguida de la prueba de Tukey con p<0.05.

Por otro lado, cuando se relacionaron los datos obtenidos del porcentaje de

germinacion (Fig. 15) y los datos de los niveles de acidos grasos (Fig. 18), se

45



observé que existe una relacién positiva estadisticamente significativa (p<0.05)
entre el descenso de los niveles de acido grasos, principalmente los de tipo
insaturado r= 0.95 con oleico y r= 0.89 linoleico y la disminucion de la germinacion
(Fig. 19).
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Figura 19. Correlacion del contenido de acidos grasos insaturados y el porcentaje de
germinacion de bellotas de Q. laurina, almacenadas durante 5 meses a 4 °C. Se muestra
el promedio de tres replicas * e.e. Letras diferentes muestran diferencias estadisticamente

significativas, prueba de ANOVA de un factor seguida de la prueba de Tukey con p<0.05.

6.5 La actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT, APXy GR

Los resultados mostraron que la actividad enzimatica de SOD disminuy6 en un 33.6
% en el segundo mes de almacenamiento en relacion con el mes 0. Esta
disminucién se mantuvo sin ningun cambio significativo en los siguientes meses del

almacenamiento (Figura 20 A).

La actividad de CAT disminuy6 drasticamente hasta un 73 % en el segundo mes de
almacenamiento con relacion al mes 0. Al igual que la actividad de SOD, durante
los siguientes meses esta disminucion se mantuvo y no se observaron cambios

significativos en la actividad de CAT (Figura 20 B).
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SOD (pmol adenocromo min® ma-)

APX[pmol ASA min' mg de proteina)

Por el contrario, la actividad de APX aumento significativamente hasta un 132.5 %
y 137.8 % con relacion al tiempo inicial en el primer y segundo mes de
almacenamiento respectivamente, posteriormente en el tercer y quinto mes de
almacenamiento la actividad disminuy6 gradualmente hasta un 35.4 % (Figura 20
C).

Asimismo, la actividad de GR aumentoé significativamente hasta un 319.7 % en
relacion con el control a partir del tercer mes de almacenamiento, sin cambios

significativos en el cuarto y quinto mes (Figura 20 D).
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Figura 20. Cambios en las actividades superoéxido dismutasa (SOD) (A), catalasa (CAT)
(B), ascorbato peroxidasa (APX) (C) y glutation reductasa (GR) (D) en ejes embrionarios de
bellotas de Q. laurina), almacenadas durante 5 meses a 4 °C. Se muestra el promedio de
tres replicas + e.e. Letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas,

prueba de ANOVA de un factor seguida de la prueba de Tukey con p<0.05.
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Ademas, para asociar la funcion de las enzimas antioxidantes con respecto a la
capacidad de germinacién de las bellotas de Q. laurina durante el almacenamiento
a 4 °C, se analiz6 la relacion entre el porcentaje de germinacién mostrado en la
figura 15 y la actividad enzimética de cada una de las enzimas antioxidantes
mostradas en la Figura 20. Estos analisis mostraron que las enzimas superéxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) tienen una correlacion positiva (r=0.96 y 0.86,
respectivamente) con respecto a la germinacion (Figuras 21 Ay B). Estos resultados
podrian indicar una deficiencia de estas dos enzimas para contrarrestar a las ERO.
Sin embargo, en la actividad enzimatica de Ascorbato peroxidasa (APX) se observé
una correlacion positiva estadisticamente significativa (p<0.05) con r= 0.13 (Figura
21C), y la actividad enzimatica de Glutation reductasa (GR) mostr6 una correlacion
negativa con r= -0.6 con respecto a la germinacién (Figura 21D). Este resultado
podria indicar que APX no esta interviniendo considerablemente en la remocién de
ERO, pero Glutatién reductasa si podria estar participando en la remocion de las
ERO.
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Figura 21. Cambios en las actividades y coeficiente de correlacion de las enzimas
antioxidantes: Superodxido dismutasa (SOD) (A); Catalasa (CAT) (B); Ascorbato peroxidasa
(APX) (C) y Glutation reductasa (GR) (D), con respecto al porcentaje de germinacion en
ejes embrionarios de bellotas de Q. laurina, almacenadas durante 5 meses a 4 °C. Se
muestra el promedio de tres replicas + e.e. Letras diferentes muestran diferencias
estadisticamente significativas, prueba de ANOVA de un factor Germinacion (Fsi12) =
11.214; 000344) SOD (F (5,12) =13.925; p=0.001), CAT (F,12 =14.609; p=0.000253), APX
(F,12=201.236; p=1.0693x10°) y GR (F@,12=13.552; p=0.001) seguida de la prueba de
Tukey con p<0.05.

6.6 El estrés hidrico y el crecimiento de las plantulas de Quercus laurina

a) Conductancia estomética (gs)

La respuesta de la conductancia estomatica de las plantulas de encino a
diferentes condiciones de estrés hidrico se determind en hojas maduras y sanas
durante los 63 dias de tratamiento. Los resultados muestran que en los primeros
dias de experimentacion (0-20 dias) no se observaron diferencias significativas
en la conductancia estomatica, sin embargo, los siguientes dias (24 - 35 dias)
comenzé una disminucién de la conductancia estomatica de las plantulas
expuestas a un estrés hidrico moderado de un 76.7 % y en el severo de 76.8 %
con respecto al control, sin mostrar diferencias estadisticas entre el estrés
moderado y severo. Posteriormente, en los dias consecutivos (38-63 dias) se
observd que las plantulas control tuvieron valores promedio mas altos de
conductancia estomatica de 705.3 mmol m? st comparado con las plantulas de
estrés moderado y severo. Las plantulas con estrés moderado mostraron una
sensibilidad intermedia al estrés hidrico (entre las plantulas control y las
plantulas con estrés severo) con una disminucion del 24.7 % en los valores de

gs (en promedio 531.6 mmol m= s), mientras que una fuerte reduccién del
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44.5% de gs (en promedio 391.3 mmol m? st) se observo en las plantulas con

estrés severo (Figura 22).
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Figura 22. Conductancia estomatica (gs) de las 2 hojas de 4 plantulas de Q. laurina de 7
meses, en invernadero sometidas a estrés hidrico durante 63 dias. Se muestra el promedio
de tres réplicas * e.e. Letras diferentes muestran diferencias estadisticamente

significativas, prueba de ANOVA de un factor seguida de la prueba Tukey con p<0.05.

b) El crecimiento de las plantulas de Q. laurina

Por otro lado, con el objetivo de evaluar el efecto del estrés hidrico en el crecimiento
de las plantulas de Q. laurina se realiz6 un analisis de crecimiento clasico (RGR).
Los resultados de este andlisis mostraron que la biomasa de las plantas sometidas
a estrés moderado y a un estrés severo disminuyo el 345 % y el 81.0 %

respectivamente, con relacién a la biomasa de las plantulas del control (Fig. 23).
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Figura 23. Biomasa seca total de plantulas de Q. laurina de 7 meses de edad, bajo
diferentes condiciones de estrés hidrico. Se muestra el promedio (n=8 + e.e). Letras
diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas, prueba de ANOVA de un
factor (F (2,21)=12.707; p=0.000242), seguida de una prueba de Tukey con p<0.05.

En la tasa absoluta de crecimiento (AGR) se puede observar que las plantulas de
los tratamientos disminuyeron su crecimiento con respecto a las plantulas del control
(Fig. A2). Las plantulas sometidas a un estrés hidrico moderado tuvieron una
disminucién del 34.5 % con respecto al control; mientras que las plantulas expuestas
a un estrés hidrico severo fueron afectadas, con un crecimiento del 81.0 % con
respecto a las plantulas control (Figura 24A). En la figura 24B se observa que los
valores de la tasa relativa de crecimiento (RGR) también mostraron diferencias entre
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las plantulas expuestas a estrés hidrico (moderado y severo) con respecto al control.
Se observo que la tasa del crecimiento de las plantulas sometidas a un estrés
moderado fue mas lenta con 30.5 % respecto a las plantulas del control; mientras
que las plantulas bajo un estrés severo tuvieron una disminucion en la tasa de

crecimiento de 71.1 % con respecto a las plantulas del control.
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Figura 24. Tasa absoluta de crecimiento (AGR) (A) y Tasa relativa de crecimiento (RGR)
(B) de plantulas de Q. laurina de 7 meses de edad, bajo diferentes condiciones de estrés
hidrico. Se muestra el promedio + e.e. (n=8). Letras diferentes muestran diferencias
estadisticamente significativas, prueba de ANOVA de un factor, seguida de la prueba de

Tukey con p<0.05.

Con respecto a los componentes de la RGR, la tasa de asimilacion neta (NAR),
presentd una tendencia a disminuir en 22.5 % en plantas sometidas a un estrés

moderado y del 56 % en plantulas bajo un estrés severo con respecto al control

Estrés
severo
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(Figura 25A). Mostrando diferencias significativas en la produccion de biomasa total

por unidad de area foliar p<0.05. Ademas, los valores promedio de area foliar

especifica (SLA), que indican cuanta superficie fotosintética se produce por gramo

de biomasa invertida en la hoja no presentaron diferencias significativas; las

plantulas sometidas a estrés hidrico moderado (189.7 cm? mg 1) y severo (195.3

cm? mg 1) presentaron valores similares a las plantulas del control (190.8 cm?mg -

1), esto indica que el grosor de las hojas permanecio estable (Fig. 25B). Asi mismo,

los valores de la proporcion de area foliar (LAR) no mostraron diferencias

significativas entre las plantas de los diferentes tratamientos. Las plantulas bajo un

estrés moderado y severo presentaron la misma proporcién de area fotosintética

por biomasa total que las plantulas del control (Fig. 25C).
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Figura 25. Componentes de la tasa relativa de crecimiento de plantulas de siete meses de
edad de Q. laurina, en condiciones de invernadero, bajo diferentes condiciones de estrés
hidrico. Tasa de asimilacion neta -NAR- (A), Area foliar especifica -SLA- (B), Proporcion de
area foliar -LAR- (C). Los datos representan promedio + e.e. (n=8). Letras diferentes
muestran diferencias estadisticamente significativas, prueba de ANOVA de un factor con

p>0.05, no significativa.

En la asignacidén de biomasa a las diferentes partes de las plantas, se observo que
las plantulas en todos los tratamientos tuvieron valores similares de asignaciéon de
biomasa. Por lo tanto, no fueron cambios estadisticamente significativos. En las
plantulas bajo un estrés moderado y severo tuvieron una asignacion de biomasa
similar en raiz (RWR), tallo (SWR) y hojas (LWR) con respecto al control. Con
relacion al coeficiente alométrico (R/S), los valores de las plantulas bajo un estrés
hidrico y el control fueron menores a 1, lo que indica que las plantulas destinan una
mayor cantidad de recursos a la parte aérea de la plantula (tallo y hojas) (estos
valores se presentan sobre cada columna de asignaciéon de biomasa de la Fig. 26).
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Figura 26. Asignacion de biomasa a raiz (RWR), tallo (SWR), hojas (LWR) de plantulas de
siete meses de edad de Q. laurina, en condiciones de invernadero, bajo diferentes
condiciones de estrés hidrico. El valor numérico sobre cada barra corresponde al
coeficiente alométrico R/S. Los datos representan promedio + e.e. (n=8). Prueba de ANOVA

de un factor con p>0.05, no significativa.
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7. DISCUSION

7.1 El numero de bellotas viables de Q. laurina disminuye por la infestacion de
insectos previo al almacenamiento

En este estudio se observé que el numero de bellotas viables de Q. laurina
disminuye por la infestacion de insectos previo al almacenamiento. Las bellotas de
Q. laurina que perdieron su viabilidad representaron un 66 %, y el 25.2 % fueron
parasitadas por curculionidos (Curculionidae) antes de su almacenamiento; esto
indica que se pierde el 91.2 % de las bellotas recolectadas para el proceso de
almacenamiento. Este porcentaje es similar comparado con otras especies como
las bellotas de Q. polymorpha en donde el 70 % de las bellotas estaban parasitadas
por insectos adultos, y el 20 % perdi6 su viabilidad debido a factores fisioldégicos o
infestacion por hongos (Gonzalez-Salvatierra et al., 2013). Ademas, en Q.
candicans, se ha reportado que hasta el 21.6 % de las bellotas son infestadas por
insectos (Diaz-Fleischer et al., 2010). Inclusive, se ha sugerido que el parasitismo
por curculibnidos en encinos de México ocurre cuando las bellotas todavia se
encuentran en el arbol madre (Gonzéalez- Salvatierra et al., 2013). Sin embargo, aun
las bellotas que se sumergieron en la prueba de flotacion pueden ser inviables
debido a otros factores: como la desecacion o carencia de embridn. Estas bellotas
inviables no se pueden identificar como tales en el momento de la recolecta, puesto
que el dafio no es evidente sino hasta varios meses mas tarde (Gonzalez-
Salvatierra et al., 2013). Por este motivo, en el presente trabajo las bellotas fueron
inspeccionadas con la técnica de rayos X para evaluar si presentaban algun dafio,
y asi utilizar bellotas sanas y viables para los experimentos. Los resultados de esta
técnica mostraron que las bellotas estaban infectadas por curculionidos, debido a
que los cotiledones y los embriones habian sido consumidos por los parasitos
(Figura 14). Comparado con los resultados obtenidos en el trabajo de Diaz-Fleischer
et al. (2010), en los cuales se reporta que las bellotas de Q. candicans mostraban
un dafo por las larvas de los insectos, donde el 36.1 % representa al orden
Coledptera (curculiénidos) y el 31.5 % a Lepiddptera, a diferencia de Q. agrifolia en

donde el 70 % y el 30 % representa a los curculionidos y a los lepidépteros,
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respectivamente. Estos estudios podrian corroborar que las bellotas infestadas por
insectos, o dafiadas por factores fisioloégicos pueden ser una causa importante en
la pérdida de bellotas viables en la recolecta, lo cual impide obtener una muestra
sana de bellotas tanto para su almacenamiento, como para programas de

reforestacion.

7.2 La caracteristica de recalcitrancia en la especie de Q. laurina puede
contribuir a la disminucién de la germinacion.

De acuerdo con Joet et al., (2013), los porcentajes de germinacién y el desarrollo
normal de las plantulas de Q. ilex estuvieron estrechamente relacionados con el
contenido de agua de las semillas, debido a que la especie estudiada manifesto
pérdida de viabilidad al aumentar la desecacion. Lo que muestra que la desecacién
in situ es una causa importante de mortalidad. Estos resultados establecen que la
sensibilidad a la desecacién de semillas es un rasgo funcional clave que puede
influir en el éxito del reclutamiento de semillas recalcitrantes templadas. Esto es
comun en encinos, como lo constatan Morgan y Brohaker (1986) al exponer que la
desecacion provoco una disminucién de la germinacion en bellotas de Q. virginiana.
Y en semillas maduras recién desprendidas en Q. rubra y Q. robur reportado por
Pritchard (1991); Finch-Savage (1992); Finch-Savage y Blake (1994). Sin embargo,

las especies responden de distinta forma ante la pérdida de humedad.

Como lo reportd Zavala (2004) mediante los resultados de la prueba de germinacién
de bellotas sometidas a desecacion, cuyos resultados mostraron que la variacion
en el contenido de humedad de las bellotas tuvo efectos en la variacion del
porcentaje de germinacion de las mismas en las especies Q. crassifolia y Q.
microphylla, Q. glabrescens, Q. rugosa, Q. gresggii, Q. deserticola y Q. laurina, y
gue mostraron una correlacién positiva en mas del 80 % entre ambas variables,
especificamente, en el caso de Q. laurina que tuvo una R? = 0.8019, debido a que
la germinacion de la bellota disminuyo hasta en un 76 % después de 4 semanas de
almacenamiento a 20 °C, considerandola como moderadamente sensible a la
desecacion. Estos datos muestran que la resistencia a la desecacion no depende

del subgénero, como tampoco del tiempo involucrado en el desarrollo de las bellotas
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(anuales o bianuales). Sino que, puede deberse a particularidades especificas de
cada especie. Estos datos incrementan la gama de caracteristicas con acentuada
variabilidad en encinos mexicanos. Los resultados obtenidos en este estudio con Q.
laurina mostraron que existe una disminucion de la germinacion de las bellotas
hasta en un 40 % después de dos meses de almacenamiento a 4 °C; estos
resultados sugieren que la bellota, incluso a bajas temperaturas podrian tener una
pérdida de humedad y contribuir a la pérdida de su viabilidad, dificultando asi su
almacenamiento. Esto lleva a pensar que la germinacion depende notablemente del
contenido de humedad de la bellota, y podria dificultar la regeneracién natural de Q.
laurina. Los resultados de este estudio podrian contribuir con informacion para fines

de conservacion de material genético in situ o ex situ (Aguirre-Bolafios et al., 2017).

7.3 El almacenamiento a 4° C de las bellotas de Q. laurina no preservo la
germinacién ni la viabilidad

La germinacién de las bellotas y el establecimiento de plantulas son etapas
importantes durante el ciclo de vida de los encinos, y ambas estan influenciadas
directamente por la longevidad de estas, lo cual es un factor crucial para la
conservacion de los recursos fitogenéticos (Zhou et al.,, 2020). De hecho, el
almacenamiento a largo plazo de semillas en un ambiente con bajo contenido de
humedad es el método mas utilizado para la conservacion ex situ de los recursos
fitogenéticos en bancos de semillas. Sin embargo, existen otros factores que
influyen en la preservacién de estos recursos. Dentro de los factores ambientales
gue se han estudiado, y que intervienen en el almacenamiento de las bellotas, esta
la temperatura, considerado como el factor clave que influye en su longevidad,
generalmente las bellotas suelen almacenarse a una baja temperatura (4 - 5 °C).
Sin embargo, aun almacenando las bellotas a estas temperaturas las especies de
Q. polymorpha (Gonzéalez-Salvatierra et al., 2013) y Q. ilex (Pasquini et al., 2012)
disminuyen su germinacion hasta un 16.5 %y 18.3 % después de 1 afio y 10 meses
de almacenamiento, respectivamente. En comparacion con nuestros resultados, en
los que la germinacion de bellotas de Q. laurina fue de 20 % a los dos meses de

almacenamiento a 4 °C, estos hallazgos muestran que Q. laurina parece tener
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menor capacidad para mantener la viabilidad en comparacion con otras especies
de encinos, por lo tanto, se puede decir que Q. laurina tiene bellotas mas
susceptibles a perder su viabilidad conforme pasa el tiempo si son almacenadas
incluso a bajas temperaturas. Lo que sugiere que hay otro factor, ademas de la
temperatura, el cual podria estar involucrado en la pérdida de viabilidad de las
bellotas, y que puede estar relacionado con un metabolismo activo, debido a las
altas tasas de respiracion de las bellotas durante el almacenamiento. Aunado a esto
los mecanismos subyacentes a la longevidad podrian estar asociados con un
desbalance entre la produccion y la eliminacion de ERO (Lee et al.,, 2019;
Waterworth et al., 2016), y que inevitablemente exponen a las bellotas al dafio
oxidativo mediado por ERO. Incluso las bellotas pueden perder su capacidad de
germinaciéon debido a factores ambientales, por ejemplo, la perdida excesiva de
agua o la desecacién del embrién (Zavala-Chavez, 2004). Por otro lado, Pammenter
et al. (1998) han reportado que si las semillas recalcitrantes se mantienen con un
alto contenido de agua durante el almacenamiento, el vigor de germinacion no
alcanza los mismos niveles de las semillas ortodoxas. Por lo cual, el estrés oxidativo
ha sido implicado como un importante contribuyente al deterioro y a la longevidad
de la semilla. Se ha documentado que esto depende del delicado equilibrio entre la
produccion de ERO y la capacidad antioxidante (Bailly et al., 2008), dando como
resultado la pérdida de viabilidad durante el secado de semillas recalcitrantes, que
se acompafa de una pérdida del potencial antioxidante celular y una progresiva
acumulacion de ERO (Bailly, 2004).

Las ERO generalmente se consideran moléculas toxicas, siendo las membranas
plasmaticas los principales sitios de lesion, debido a la reaccion de los radicales
libres que promueven la degradacion de los fosfolipidos (lipoperoxidacion) (Mira et
al., 2015) y la pérdida de la integridad estructural de las membranas. En la etapa de
deshidratacion, el proceso de la desintegracion de la membrana puede comenzar

en los ejes embrionarios (Pasquini et al., 2012).

Por lo tanto, la tolerancia a la desecacion podria estar relacionada con la capacidad

de eliminar estos compuestos para evitar dafios perjudiciales, como ha sido
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mostrado en otros estudios, en los que la adquisicion y la pérdida de tolerancia a la
desecacion estan estrechamente relacionadas con la capacidad de las células para
eliminar ERO (Bailly, 2004).

En este estudio, la evaluacion de la actividad de las principales enzimas
antioxidantes mostro que la actividad enzimatica de la Superoxido dismutasa (SOD)
en los ejes embrionarios de las bellotas de Q. laurina, almacenadas a 4 °C,
disminuy¢ significativamente en un 66.4 % a los dos meses de almacenamiento.
Esto sugiere que cuando se pierde agua de las células de los ejes embrionarios
durante la deshidrataciéon lenta de las bellotas de Q. laurina, SOD no ayuda a la
bellota a eliminar el radical superéxido formado (Pasquini et al., 2012). Asimismo, el
radical superdxido que no es contrarrestado adecuadamente genera peréxido de
hidrégeno, el cual deberia ser contrarrestado por la enzima catalasa (CAT), pero la
actividad enziméatica de CAT también disminuye drasticamente en un 73 % después
de dos meses de almacenamiento. Esta inhibicion de la actividad de la SOD como
de la CAT, sugiere que hay un incremento de superoxido y que podria promover el
desequilibrio entre los procesos pro-oxidativos y antioxidantes, y contribuir a
generar un estrés oxidativo seguido de la muerte celular programada (Bailly, 2004).
Este comportamiento podria ser una evidencia de una mayor produccién de ERO
en bellotas sometidas a un metabolismo respiratorio desequilibrado que esta
involucrado en las reacciones quimicas que forman parte de la regulacién y la
interaccién entre las rutas metabdlicas, y puede tener como consecuencia
alteraciones en la sintesis de los azucares necesarios durante el proceso de
germinacion, ademas de cambios en el contenido lipidico y una deficiencia en la
sintesis de compuestos intermedios (piruvato, malato, Acetil-CoA, entre otros) que
son precursores biosintéticos en las rutas metabdlicas. Por otro lado, las enzimas
del ciclo ascorbato-glutatiéon juegan un papel esencial en la eliminacién efectiva de
ERO (Ribas-Carbo et al., 2014; Noctor et al., 2012; Yin et al., 2014). Asimismo, la
actividad de APX, que también contribuye a la eliminacion del H202, disminuy6 hasta
un 35.4 %, podria sugerir que los niveles de H202 pueden ser altos en la bellota, lo
cual puede generar el radical OH-. Ademds, es importante mencionar que la

actividad de APX aumento del mes 0 al mes 1, y se mantuvo constante hasta el
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segundo mes. Posteriormente, se observé la disminucion de la actividad de la
enzima durante los meses 3, 4 y 5. Este comportamiento indica que esta enzima es
la primera en responder al estrés oxidativo, debido a su alta afinidad al perdxido de
hidrogeno, lo cual hace que su actividad aumente cuando la concentracion de
peroxido no es muy elevada (durante los primeros meses de almacenamiento). Pero

cuando la concentracion de peroxido aumenta, la actividad de la enzima disminuye.

El radical OH- puede ser perjudicial a nivel celular debido a que es muy reactivo, de
rapida difusion y reacciona con los &cidos grasos insaturados causando
lipoperoxidacién (Rajjou et al., 2008). Como se observo en los ejes embrionarios de
las bellotas de Q. laurina, donde la concentracion de los acidos grasos insaturados
oleico y linoleico disminuyeron en un 51.7 %y 52.4 %, respectivamente, a los cinco
meses de almacenamiento a 4 °C, y esta disminucion podria contribuir a la pérdida
de viabilidad y a reducir la longevidad de las bellotas (Pammenter y Berjak, 2000).
Estos resultados sugieren que niveles bajos de acidos grasos insaturados se
relacionan con la disminucion del porcentaje de germinacion. La disminucion en los
acidos grasos insaturados puede ser explicada por la lipoperoxidacién causada por
la formacibn de las especies reactivas de oxigeno (ERO) durante el
almacenamiento. Aunado a esto, el cambio en el perfil lipidico de las bellotas de Q.
laurina mostré que se pueden provocar dafos celulares durante el almacenamiento,
los cuales pueden relacionarse con las alteraciones microestructurales como el
colapso de las células embrionarias y la degradacion de los cuerpos proteicos y
oleosos (componentes estructurales de las bellotas). Estos cambios podrian iniciar
diferentes procesos deletéreos debido a la deshidratacion lenta de las bellotas
durante el almacenamiento, y provocar una deshidratacion homogénea celular,
estos resultados podrian considerarse como una causa importante en la pérdida de
viabilidad en las bellotas (Berjak y Pammenter, 2008). De esta forma las
alteraciones en la morfologia de la bellota se pueden relacionar con la pérdida de la

capacidad germinativa y la viabilidad (Aguirre-Bolafios et al., 2017).

Ademas, los resultados obtenidos de la actividad de GR, la cual es una enzima que

también contribuye al control de la producciéon de H202, mostraron un aumento del
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319.7 % en el tercer mes de almacenamiento de las bellotas de Q. laurina. A pesar
de que GR se considera una enzima antioxidante en el ciclo del ascorbato-glutation,
también se ha reportado que la GSH interviene en los procesos oxidativos y que
prevalece durante la desecacion a largo plazo o en el envejecimiento. Kranner y
Birti¢ (2005) han reportado que cuando la mayor parte del GSH es convertido en
GSSG, el potencial de reduccion (GSSG/2GSH) incrementa y se convierte en una
sefal que inicia la muerte celular programada, lo que favorece la eliminacion de las
células dafiadas, pero si este proceso ocurre repetidamente, todo el organismo
pierde viabilidad (Méndez-Ferreira et al., 2013). Los resultados obtenidos
corroboran un papel critico de las enzimas antioxidantes en la prevencion del dafio
por ERO.

Es importante mencionar que las actividades de SOD, CAT, APX y GR muestran
una temporalidad en el proceso oxidativo. Se sabe que estas enzimas actiuan de
forma espacial y temporal en las células vegetales, cuando se da la produccién de
ERO, la cual ocurre principalmente en las mitocondrias, durante el transporte de
electrones en la cadena respiratoria, en los cloroplastos por los fotosistemas, y en
los peroxisomas durante el proceso de fotorrespiracion y la oxidacion de acidos
grasos, o bien, en el citoplasma de las células (De Gara et al., 2010). En el caso de
las semillas, la formacién de ERO se da durante el proceso de germinacion: En la
primera fase (1), al iniciarse la imbibicion de la semilla y se reinicia el metabolismo
activo de las mismas. En la segunda y tercera fases (Il y Ill) durante el proceso de
reactivacion de la respiracion en las mitocondrias y en los peroxisomas que
participan en la oxidacion de acidos grasos para la obtencion de energia metabdlica
(Nonogaki et al., 2010). Durante estas dos fases se pueden generar o acumular
EROs como el anién superéxido que se convierte en peréxido de hidrégeno por la
dismutacion llevada a cabo por la actividad de la SOD, tanto en los peroxisomas
como en las mitocondrias (Demidchik, 2014). Este peroxido posteriormente es
reducido a agua, por la actividad de la CAT y por diferentes sistemas antioxidantes
como el ciclo ascorbato — glutation (Mhamdi et al., 2010), o bien, por la actividad de
la APX. En este sentido, la actividad de las enzimas SOD, CAT y APX de los ejes

embrionarios de las bellotas podrian actuar como primera linea de defensa, y esto
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podria explicar por qué sus actividades enziméticas aumentaron en los primeros
meses de almacenamiento (Fig. 21 A y C). Sin embargo, durante los posteriores
meses de almacenamiento, el H202 aumenta significativamente, y es cuando la
actividad enzimatica de GR aumenta (Fig. 21 D), para ayudar a contrarrestar este
radical (Szarca - Andras et al., 2012).

Sin embargo, no se deben descartar otros mecanismos de proteccion como: la
estructura fisica de la cubierta de la bellota, factores genéticos y factores
fitohormonales, entre otros (Zhou et al., 2020). También hay que considerar que en
esta investigacion se encontré que la germinacién de las bellotas de Q. laurina
almacenadas a una temperatura de 4 °C se vio afectada por el estrés oxidativo
ocasionado durante el almacenamiento, debido a que disminuyd en los primeros
dos meses de almacenamiento. Esta disminucion se relaciona con la pérdida de
viabilidad en este mismo periodo, que puede ser resultado de la acumulacion de
ERO en los ejes embrionarios, puesto que la actividad de las enzimas antioxidantes
SOD, CAT y APX disminuye durante los primeros meses de almacenamiento,
aunque la actividad de la enzima GR aumenta. Aun asi, las ERO producen dafio.
En consecuencia, se produce un deterioro de los acidos grasos insaturados que son
una fuente importante de energia para la bellota y ademas, una alteracién en la
estructura anatémica y embrionaria lo que conlleva a una significante pérdida de

viabilidad en los ejes embrionarios de las bellotas.

7.4 Efecto del estrés hidrico en plantulas de Q. laurina

El estrés hidrico tuvo un efecto inhibitorio en el crecimiento de las plantulas de
Quercus laurina en condiciones de invernadero. Con respecto al analisis de
crecimiento clasico (RGR) y la evaluacién de la conductancia estomatica, las
plantulas de Q. laurina mostraron un mecanismo de respuesta al estrés hidrico
moderado y severo. Estas respuestas se manifestaron en la disminucién del
crecimiento, mediante la disminucién de los parametros fisiologicos (gs y NAR), pero

sin modificar o adaptar sus parametros morfologicos (LAR y R/S).

El analisis de los parametros de crecimiento clasico realizado en las plantulas de Q.

laurina bajo estrés hidrico, mostré que la tasa absoluta de crecimiento (AGR)
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disminuyé en plantulas bajo estrés hidrico severo después de 63 dias de
tratamiento. Un andlisis mas detallado, mostré que la tasa relativa de crecimiento
(RGR) disminuy6 un 73.9 %. Comparando estos resultados con investigaciones
realizadas en otras especies de Quercus, como Q. virgiliana, Q. trojana (Chiatante
et al., 2015) y Q. variabilis (Wu et al., 2013), estos trabajos muestran una reduccién
en el crecimiento en condiciones de sequia, y una disminucion de la conductancia
estomatica, y como consecuencia una disminucion gradual de la fotosintesis, y, por
lo tanto, del crecimiento de las plantulas (Chiatante et al., 2015). Por otra parte, en
cuanto a los parametros morfolégicos, como SLA y LAR, no se observaron
diferencias entre las plantulas sometidas a los tratamientos de estrés hidrico. Lo
gue sugiere, que en el tiempo corto en que sufrieron estrés, hubo respuestas
fisioldgicas como el cierre de estomas con posibles consecuencias en la ganancia

de carbono, pero no a nivel morfolégico.

Estos datos coinciden con otros estudios en especies como Q. ilex, Q. suber, Q.
canariensis y Q. pyrenaica, en los cuales no se encontraron diferencias significativas
con respecto a SLA bajo un estrés hidrico severo (sin riego), debido a que cuando
hay un fuerte descenso en la disponibilidad de agua, no es de esperar que se
produzcan cambios estructurales inmediatos, ya que estos, a nivel foliar solo son
posibles cuando las hojas estan en expansion (Quero et al.,, 2008) vy, si este
parametro es reducido se necesitarian periodos mas largos de sequia que el
impuesto en este trabajo, para crear una respuesta al estrés hidrico en los rasgos
foliares estructurales. En cuanto a LAR se ha reportado que un tamafio de hoja mas
pequefio o la pérdida de hojas en respuesta a la sequia, es una caracteristica que
mejora la resistencia a la sequia, ya que se reduce la transpiracion y el dafio
fotoquimico, ayudando de esta manera a mantener una tasa minima de fotosintesis

bajo déficit hidrico (Dickson y Tomlinson, 1996).

Con respecto a la Tasa de Asimilacion Neta (NAR, parametro fisiol0gico) se observo
gue la eficiencia de las hojas para generar nuevos tejidos disminuyd un 22.5 % en
las plantulas bajo un estrés hidrico moderado, y 56 % en plantulas bajo un estrés

hidrico severo con respecto a las plantulas control. Este parametro se vio afectado
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por la respuesta fisiologica de los estomas de las plantulas al estrés hidrico, los
cuales tienden a cerrarse parcialmente para evitar la pérdida de agua por
transpiracion, pero al mismo tiempo limitan la asimilacion de CO2, como se ha
reportado por Bagquedano y Castillo (2006) en Q. ilex y Q. coccifera. Pero, en
nuestros resultados el comportamiento de los estomas inducido por el estrés hidrico
moderado y severo en las plantulas de Q. laurina, disminuy6 en un 24.7 % y 44.5
%, respectivamente con respecto a las plantulas control. Esto sugiere que la especie
esta regulando su pérdida de agua, disminuyendo la apertura estomatica y
permitiendo cierta fijacion de carbono a pesar del estrés hidrico (Aranda et al.,
2014). Este mecanismo del cierre parcial de los estomas raramente consigue evitar
cierto grado de desecaciéon en los tejidos de los encinos (Mediavilla y Escudero,
2004). Ademas, supone en si mismo, un compromiso frente a la fijacion de carbono
al disminuir la disponibilidad de CO:2 en los cloroplastos (Cano et al., 2013). Esto
podria sugerir que las plantulas de Q. laurina, podrian no tolerar el estrés hidrico
prolongado. Por otro lado, la distribucién de la biomasa para cada 6rgano: raiz
(RWR), tallo (SWR) y hojas (LWR), fue homogénea tanto en las plantulas control
como en las plantulas sometidas a estrés hidrico; estos resultados difieren con lo
reportado por Baquedano y Castillo (2006) en plantulas de Q. cocciferay Q. ilex, los
autores reportan que la asignacion de biomasa de la hoja y tallo disminuyeron en
un 80-90 % en las plantas con estrés hidrico severo (-0.4 MPa), y fue redistribuida
la biomasa hacia la raiz, para una mayor captura del recurso limitante, maximizando

asi la tasa de crecimiento.

Con respecto al coeficiente alométrico (R/S), las plantulas de Q. laurina destinaron
una mayor cantidad de recursos a la parte aérea de las plantulas. Sin embargo, se
ha reportado en plantulas de Q. ilex (Chiatante et al., 2015), Q. variabilis (Wu et al.,
2013) y Q. coccifera (Baquedano y Castillo, 2006) que, en condiciones de estrés
hidrico, estas especies invierten o0 aumentan una proporcibn de biomasa
significativa para ser asignhada a las raices o a la raiz principal, al tiempo que se
reduce la inversion de biomasa en el tallo y las hojas, lo que les permitié adaptarse
al estrés progresivo de la sequia, al aumentar la relacion entre la longitud total de la

raiz y la altura de la plantula. Estos resultados indican que un sistema de raices

65



vigoroso puede maximizar la absorcién de agua, para garantizar la supervivencia y
el crecimiento de las plantulas (Wu et al., 2013). Sin embargo, esta asignacion de
recursos hacia la raiz no se presenta en Q. laurina. Esto puede deberse a un umbral
critico de la duracién del estrés por sequia, por encima del cual hay una reduccion
dramatica del crecimiento de las raices como se ha reportado en Q. pubescens o
un crecimiento lento como se ha reportado en Q. variabilis (Wu et al., 2013), lo que
podria indicar que la actividad del meristemo de la raiz podria haber sido afectado
durante el estrés hidrico (Chiatante et al., 2006). Por lo tanto, este estudio muestra
que la disminuciéon en RGR de las plantulas de Q. laurina bajo estrés hidrico se
asocié con la disminucion de su aspecto fisiolégico NAR, y este a su vez, se
relaciona con el aspecto morfolégico LAR que permanecio estable y el cual esta
determinado por sus componentes SLA y LWR. Esto sugiere que los mecanismos
de respuesta al estrés hidrico a nivel morfolégico de las hojas, tallos y raices
analizadas mediante estos componentes, podrian ser parametros importantes para
determinar los mecanismos de tolerancia o evitacion de las plantulas de Q. laurina
en condiciones de estrés hidrico. Sin embargo, el Unico atributo asociado
constantemente para tolerar el estrés hidrico fue la conductancia estomatica baja y,
por lo tanto, no podemos generalizar que las plantulas de Q. laurina eviten o toleren

el estrés hidrico.

Finalmente, los resultados de este estudio mostraron que las bellotas de Q. laurina
solo se pueden almacenar a 4 °C durante dos meses, un tiempo muy corto, lo cual
no es conveniente para la preservacion de este germoplasma. Por otro lado, las
plantulas de Q. laurina no parecen tolerar periodos cortos (63 dias) de sequia, ya
gue responden con un cierre parcial estomatico y disminucion del crecimiento. Esto
sugiere que tanto las bellotas como las plantulas de esta especie requieren ciertos
cuidados para ser utilizadas para la reforestacion o rehabilitacion de zonas
perturbadas, como seria la siembra de semillas recolectadas recientemente y riego

adecuado hasta el establecimiento de las plantulas.
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8. CONCLUSIONES
En este trabajo, se encontré que las bellotas de Q. laurina fueron deterioradas
rapidamente por el efecto del almacenamiento a 4 °C, evidenciado por la pérdida de
viabilidad, la reduccion de los acidos grasos insaturados y el dafio microestructural

causado por un deficiente sistema antioxidante.

Las plantulas de Q. laurina, modulan su respuesta estomatica en condiciones de
estrés hidrico, pero en este periodo no se observaron otros mecanismos que les

permitan minimizar el impacto del estrés hidrico en condiciones de invernadero.

9. PERSPECTIVAS
Los resultados obtenidos en este trabajo sefialan que las bellotas de Q. laurina,
pierden viabilidad rdpidamente cuando se almacenan a 4 °C, esto sugiere que
deben controlarse otros factores ambientales ademas de la temperatura, como por

ejemplo la humedad relativa para su almacenamiento.

A pesar de encontrar una disminucion de los acidos grasos insaturados se hace

necesario medir, especificamente, los niveles de peroxidacion de lipidos.

En cuanto a las plantulas de Q. laurina, que fueron sometidas a un estrés hidrico no
se observaron mecanismos para tolerar el estrés hidrico, bajo las condiciones
estudiadas. Se sugiere prolongar el tiempo del tratamiento de estrés hidrico e incluir
otros parametros como el control de la temperatura y de la luz, que también afectan
el crecimiento de las plantulas, para determinar un comportamiento multifactorial en

respuesta al estrés hidrico.
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10. ANEXO 1
Histoquimica del eje embrionario de Q. laurina

Figura Al. Micrografia de microscopia Optica del eje embrionario de bellotas de Q. laurina,
a diferentes tiempos de almacenamiento a 4 °C (A y B) Tiempo inicial de almacenamiento;
(C y D) Tiempo final del almacenamiento; gotas de los cuerpos lipidicos (C), tefiidos con
rojo “O”. (E y F) Tiempo inicial del almacenamiento; (G y H) Tiempo final del

almacenamiento; los cuerpos proteicos en azul intenso (C), tefiidos con azul negro de naftol.

=

Figura A 2. Fotografias de plantulas de Q. laurina de siete meses de edad. Sometidas a
estrés hidrico durante 63 dias en condiciones de invernadero. A) Control, B) Estrés

moderado y C) Estrés severo.
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