UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

“RELACION ENTRE LOS NIVELES DE ACIDOS GRASOS INSATURADOS Y LA
VIABILIDAD EN SEMILLAS DE Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis DURANTE
EL ENVEJECIMIENTO ACELERADO”

TESIS
gue para obtener el titulo de

BIOLOGO

Presenta

ZAVALETA PASTOR MARITZA

Director de Tesis: M. en C. CESAR MATEO FLORES ORTIZ

Los Reyes lIztacala, Estado de México Agosto de 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICADA A

Mi uki (mama), por permitirme estar en este mundo tan increible. Nunca
encontraria la forma de agradecerte, por estar ahi y por que no, también cuando
no lo estuviste. Pero sobre todo por creer en mi cuando pasaron esos momentos,
en los que ni yo misma creia en mi. Hoy y siempre serds mi ejemplo a seguir.

A mi padre, pues siempre he estado consciente que de todo se aprende. Aun en
los momentos mas dificiles de nuestra vida.

A Jenny (o Guille) por ser mi hermana, por saber escuchar y al mismo callar en los
momentos precisos. A Luis por hacer mi vida tan insoportable, tan enriquecedora y
para que te acuerdes, quien te ensefio a ver fatbol. A Edgar, por que no he
conocido a una persona mas tierna que tu y sabes que es lo mejor, que eres mi
hermano.

A mis abuelitas Juanita y Juanita, por su enorme sabiduria.

A toda mi familia.



AGRADEZCO

Al M. en C. Cesar Mateo Flores Ortiz, por ser como diria él: “una finisima
persona”. Pero sobre todo por compartir sus conocimientos y no solo los
académicos, durante practicamente toda mi carrera. Con toda la sinceridad que
puedo expresar “gracias maestro”.

A la M. en C. Josefina Vazquez Medrano, pues aunque nunca se lo haya dicho,
pienso que el ser mas noble y extraordinario, que sabe dar sin esperar nunca algo
a cambio. Al Dr. Ignacio Pefialosa Castro por brindar su ayuda y conocimientos en
“todo momento”.

Al M. en C. Rafael Quintanar Zufiga, por ser tal cual es, ojala nunca cambie y
comparta siempre su forma de ver la vida. Al Biol. Luis B. Hernandez Portilla, por
ser simplemente un “ser humano” en toda la extension de la palabra. A la Biol.
Margarita Moreno, pues sin duda sus platicas siempre seran un deleite, asi como
su agudo sentido de ver las cosas, 0 no?

Al profesor Roberto Rico Moreno, pues aunque no lo conoci 25 afios atras, se que
es de las personas mas importantes, durante mi formacion como estudiante de
Biologia. A Ana Lilia Mufioz Viveros, por sus grandes ensefiazas.

Al M. en C. Alberto Arriaga Cruz, no solo por haber sido mi sinodal, pues desde
gue lo conozco ha sido un excelente profesor, que comparte e invita a conocer el
fascinante mundo de la Fisiologia Vegetal.

Al Dr. Ricardo Mejia Zepeda, por la humildad que lo caracteriza y por que sin ser
mi sinodal, aporto en gran medida para que yo aprendiera mas sobre este trabajo.

A todos los grandes profesores de la carrera de Biologia de la honorable FES
Iztacala, pues sin sus conocimientos seria dificil llegar a momentos como este.

A ustedes chicas (por orden de estatura) Eda, Edith, Ivonne y Tere. Por todo lo
compartido y por lo que viene aun. Por ser las personas mas obsesivas que he
conocido y sobre todo por ser tannnnnnnn... “floflas”. A todos mis
compafieros de la carrera y son tantos que no quiero escribir mas, pues tendria
que hacer una tesis sobre ellos y chicos jya hice una!. Pero sepan que cada uno
de ustedes contribuyo a que yo realizara este trabajo.

A la M. en C. Adelaida Ocampo y al Banco de Semillas de UBIPRO, por todas las
facilidades brindadas para llevar a cabo este trabajo.



INDICE

Pagina
ABREVIATURAS 1
RESUMEN 2
INTRODUCCION 3
Envejecimiento de semillas 3
Formacion de radicales libres en semillas 4
Mecanismo de peroxidacion de acidos grasos insaturados 5
Deteccidn de peroxidacion lipidica 6
Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIRS) 7
ANTECEDENTES 9
Hechtia podantha 9
Beaucarnea gracilis 9
HIPOTESIS 13
OBJETIVOS 13
Objetivo General 13
Objetivos Particulares 13
METODOLOGIA 14
Condiciones de germinacion 14
Tratamientos de envejecimento acelerado 14
Extraccion y transesterificacion de acidos grasos en semilas 15
Andlisis de acidos grasos por GC-MS 16
Registro del espectro de Infrarrojo mediante NIRS 16
Modelo mediante el Quimiémetrico (QUANT) 16
Determinacion de la viabilidad de semillas, por la prueba de TTC. 17
Andlisis estadisticos 17
RESULTADOS 18
GC-MSy NIRS 18




Hechtia podantha 19

Viabilidad 19
Tratamientos de envejecimiento acelerado 20
Tratamiento de envejecimiento acelerado seleccionado 22
Viabilidad y niveles de acidos 23
NIRS y Quimiométrico (QUANT) 24
Viabilidad real vs estimada mediante NIRS 24
Contenido de acidos grasos insaturados (GC-MS) vs estimados mediante
NIRS 25
Beaucarnea gracilis 27
Viabilidad 27
Tratamientos de envejecimiento acelerado 28
Tratamiento de envejecimiento acelerado seleccionado 29
Viabilidad y niveles de acidos grasos 30
NIRS y Quimiométrico (QUANT) 31
Viabilidad real vs estimada mediante NIRS 32
Contenido de acidos grasos insaturados (GC-MS) vs estimados mediante
NIRS 33
DISCUSION 35
CONCLUSIONES 40
APENDICE 41

BIBLIOGRAFIA 45




ABREVIATURAS
ADN

ANOVA

ARN

CA

GC-MS

HR
MDA
NIRS

PLS
QUANT

T™MG
TTC
% G

Acido desoxirribonucleico

Andlisis de varianza

Acido ribonucleico

Contenido de agua

Gas Chromatography Mas Espectrometry
(Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas)

Humedad relativa

Malondialdheido

Near Infrared Refractance Espectroscopy (Espectroscopia de
refractancia en infrarrojo cercano)

Minimos cuadrados parciales
Quimiométrico

Tiempo medio de germinacién
Cloruro 2,3,5 trifenil de tetrazolio

Porcentaje de germinacion



RESUMEN

El envejecimiento de las semillas se manifiesta con una reduccion en la viabilidad,
tiempo medio de germinacion (TMG), o con la produccion de plantulas débiles.
Entre los mecanismos que se han propuesto para explicar este proceso destaca la
peroxidaciéon de lipidos, la cual reduce los niveles de acidos grasos insaturados.
Por lo tanto, en el presente trabajo se evalud la concentracién acidos grasos
insaturados durante la induccion de envejecimiento acelerado de semillas de
Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis mediante GC-MS, para generar un
modelo quimiométrico de viabilidad mediante espectroscopia de Infrarrojo Cercano
(NIRS). Semillas de Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis pertenecientes al
Banco de Semillas de especies silvestres de la UBIPRO FES-Iztacala, UNAM,
fueron estudiadas con dos tratamientos de envejecimiento, 55°C-55% humedad
relativa (HR) y 60°C-55% HR respectivamente, durante quince dias. En las
semillas de Hechtia podantha se registrd6 un aumento de TMG de 4.55 a 18.5 dias
de germinacion, disminucion de la viabilidad de 96% a 1.33%, disminucion de
acido: linoléico (11.50 a 0.26 ug/g) y oleico (29.68 a 0.52 ug/g). En las semillas de
Beaucarnea gracilis se registr6 aumento de TMG de 5.7 a 28.4 dias, reduccion de
viabilidad 98% a 3.33%, asi como disminucion de acido linoléico (44.17 a 20.5
ug/g) y oleico (116.39 a 62.97 ug/g). En semillas de Hechtia podantha la relacion
entre GC-MS y NIRS encontrada fue para oleico r=0.33, linoléico r=0.5 y
germinacion r=0.80. Por otro lado, la técnica de NIRS mostré valores altos de
prediccidn de acidos grasos y viabilidad en semillas de Beaucarnea gracilis, en la
relacion de GC-MS y NIRS para oleico r= 0.78, linoléico r= 0.77 y germinacién
r=0.89. Considerando la variabilidad genética de las semillas y su condicion
silvestre; la técnica de NIRS se muestra como un método confiable y no

destructivo para predecir la viabilidad de semillas en conservacién de largo plazo.



INTRODUCCION

Los Bancos de Semillas son la forma méas efectiva de conservacion ex situ de
germoplasma, en los cuales se puede depositar un amplio rango de especies para
su conservacion por largos periodos de tiempo. Particularmente durante la
conservacion, los acervos de las semillas necesitan ser evaluados periédicamente.
Una de las limitantes para llevarlo a cabo radica en la falta de conocimiento que se
tiene de los procesos fisioldgicos y bioquimicos de las semillas. Aunque han sido
estudiados de manera paulatina, los mecanismos aun no son bien comprendidos,
entre ellos el envejecimiento de las semillas, que se ha asociado a la peroxidaciéon
lipidica. Razon por lo cual debe evaluarse la viabilidad de las semillas, cabe
mencionar que las técnicas generalmente empleadas requieren la diseccion del
germoplasma, como la prueba de cloruro 2,3,5 trifenil de tetrazolio, actividades
que progresivamente merman los acervos de las semillas. Por lo que una prueba
gue permita correlacionar algunos de los efectos de envejecimiento; como es la
disminucién de los &cidos grasos insaturados con la viabilidad de forma no

destructiva, seria de mucha utilidad para analizar muestras de colecciones.

Envejecimiento de semillas

El envejecimiento de las semillas, se manifiesta con una reduccion en la
capacidad de germinacién o con la produccion de plantulas débiles (Stewart y
Bewley, 1980), se ha ligado a cambios en moléculas biolégicamente activas del
embrion y las principales modificaciones de esas moléculas pueden ser: s6lo una
variacion en sus concentraciones o bien transformaciones quimicas. A pesar de
que los mecanismos del envejecimiento no son claros, este fendbmeno ha sido
asociado a: eventos estresantes, la conformacion del ADN, del ARN, la estructura
de lipidos y la funcionalidad de las membranas, junto con la capacidad de reparar
ADN alterado o cambio en lipidos (Hendry, 1997). En este contexto se ha ubicado
a los radicales libres como responsables del mecanismo causal de la pérdida de

vigor o de la viabilidad principales caracteristicas del envejecimiento en semillas.



Un radical libre es una especie quimica que posee electrones desapareados. Lo
cual les confiere una gran reactividad por lo que pueden reaccionar con un gran
namero de moléculas en la célula, dando comunmente como resultado la pérdida

de la actividad bioldégica de estas ultimas (Hendry, 1993).

Formacion de radicales libres en semillas

En tejidos que no sean semillas es aceptado que existen varias formas de generar
especies de oxigeno activadas a través de la catalisis enzimatica de peroxidasas,
oxidasas y oxigenasas; mediante la fuga de electrones en el transcurso de la
cadena de transferencia electronica; por la ausencia o disminucion de
mecanismos de proteccion; debidos a antioxidantes constitutivos o actividad de
enzimas tales como las peroxidasas y por reacciones de autoxidacion donde el
oxigeno reacciona con moléculas biologicas y se transforma a formas reducidas
mas reactivas. Hay evidencias que sugieren todas estas rutas como fuente de
radicales libres en plantulas, en los ultimos estadios de la germinaciéon después de
la imbibicion y en la mayoria de las semillas recalcitrantes. Sin embargo, no es
preciso si estas rutas estdn presentes y activas en semillas ortodoxas (Hendry,
1997).

El comportamiento de las semillas con respecto a su capacidad para deshidratarse
y sus contenidos de radicales libres permite clasificarlas en dos grupos, ortodoxas
y recalcitrantes. Las semillas ortodoxas pueden ser secadas a contenidos de
humedad bajos (5% del peso fresco base) sin perder su viabilidad (Roberts y Ellis,
1989) y con bajas tasas de respiracion, el papel de los radicales libres en la
induccion de la mortandad en este tipo de semillas no es claro. Por otro lado, las
semillas recalcitrantes, no pueden ser secadas debajo de un contenido de
humedad critico (40-50%) sin perder completamente su viabilidad. Se caracterizan
por tener tasas de respiracion significativas, en las cuales los radicales libres son
generados en los ejes embrionarios posterior a la deshidratacion (Hendry, 1997).



Mecanismo de peroxidaciéon de acidos grasos insaturados

El oxigeno ha sido sefialado como la principal fuente molecular de los radicales
libres, causantes del envejecimiento, particularmente el radical superdxido (Oe) y
el anion peréxido (0,%), para lo cual se requiere de una fuente de electrones, un
oxidante y un metal como el Fierro, por ejemplo, si el radical superdoxido se
combina con peréxido de hidrégeno se obtiene el radical hidroxilo (HOe) de
particular importancia en Biologia debido a que reacciona con la mayoria de las
moléculas de los seres vivos, como acidos nucleicos, proteinas y lipidos. El radical
hidroxilo puede ser obtenido de manera directa por la reduccién de peréxido de
hidrégeno por Fierro (Hendry, 1993). En presencia de oxigeno las cadenas
alifiticas de los acidos grasos insaturados se oxidan espontdneamente
produciendo radicales libres altamente reactivos llamados hidroperoxidos y una
variedad de productos secundarios a partir de la descomposicién de este ultimo
(Wilson y Mc Donald, 1986).

Las membranas biologicas representan un sitio clave para el dafio directo a partir
de peroxidacion lipidica, ya que poseen una gran superficie y son usualmente mas
insaturadas que los lipidos de reserva (Ohlrogge y Kernan, 1982), lo cual genera
cambios en la permeabilidad de la membrana y la pérdida de su fluidez e
integridad (Dell' Aquilla, 1994). La peroxidacion lipidica es por lo tanto
potencialmente dafina para las semillas en tres formas: por la destruccion de los
lipidos membranales, por oxidacién de radicales libres y por la formacion de

aldehidos citotoxicos que pueden inactivar proteinas (Wilson y Mc Donald, 1986).

Los acidos grasos insaturados son mas susceptibles al ataque por radicales libres,
pues los hidrogenos unidos a los carbonos que forman el enlace doble podrian ser
extraidos por un radical libre, generando como producto otro radical libre basado
en el acido graso, al cual se denomina hidroperéxido (Figura 1). El radical libre que
sustrae al hidrégeno del acido graso insaturado en la iniciacion podria ser de
naturaleza variada (el radical superéxido, el i6n peréxido, el radical hidroxilo u

otros), el radical libre organico formado durante la propagacion podria formar otro



compuesto antes de reaccionar con otra molécula, finalmente en el proceso de
terminacién la naturaleza del radical implicado podria ser diferente, dando como

resultado una gran variedad de productos (Wilson y Mc Donald, 1986).
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Figura 1. Mecanismo de peroxidacion de acidos grasos insaturados (Tomado de
Wilson y Mc Donald, 1986).

Deteccion de peroxidacion lipidica

Dado que la peroxidacion de acidos grasos durante el envejecimiento de semillas
es de suma importancia, ya que afecta procesos vitales, se han implementado
diversas técnicas para la deteccion de la peroxidacion de &cidos grasos en
semillas y tratar de correlacionarlos con el tiempo, ya sea de manera natural o por

medio de la induccion del envejecimiento acelerado, principalmente por:

e La deteccibn de &cidos grasos saturados e insaturados durante el
envejecimiento utilizando GC-MS, GC- detector de ionizacion de flama (Harman y
Mattic, 1976., Halistones y Smith, 1988., Pucacka, 1998).



o Deteccion de productos secundarios, como las especies reactivas del acido
tiobarbittrico (TBARS) Stewart y Bewley (1980).

e La presencia de radicales libres in situ con la prueba de spin por resonancia
electronica paramagnética (EPR). En particular con la prueba no destructiva de
spin (Hepburn et al, 1986), se han estudiado los cambios de permeabilidad de
membranas y en semillas integras envejecidas. Asi mismo, se ha empleado esta
técnica en diferentes estructuras de la semilla como testa y ejes embrionarios
(Golovina et al, 1997., Khan et al, 1996).

o Deteccion de la permeabilidad de la membrana por el registro de la
conductividad eléctrica después de la imbibicion de las semillas. Se ha observado
que la peroxidacion lipidica en la membrana incrementa la filtracibn de

compuestos idnicos de la misma (Halistones y Smith, 1991).

o Deteccion de la actividad enzimatica. Este método es especifico de enzimas
encargadas de detoxificar a las células de especies de oxigeno activadas, como

superoxido-dismutasa, lipoxigenasa y peroxidasas (Sacandé et al, 2000).

Espectroscopia de Refractancia en Infrarrojo Cercano (NIRS)

La espectroscopia de infrarrojo emplea un rango de baja energia del espectro
electromagnético. En particular, la region espectral del infrarrojo cercano se
extiende desde el extremo superior de longitudes de onda visible, alrededor de
750 nm a 2 500 nm (13 000 a 4 000 cm™). Las bandas de absorcién en esta zona
son sobretonos y combinaciones de las bandas vibracionales de tensién
fundamentales que se producen en la regién de 3 000 a 1 700 cm *(C-H, N-H, y
O-H) (Stuart y Ando, 1997).

El uso mas amplio de la técnica de NIRS ha sido la determinacion de proteinas,

humedad, almidon, lipidos y celulosa en productos agricolas tales como granos y



semillas: Lo anterior ha sido posible gracias al uso de accesorios de reflactancia
en el NIRS que permite el estudio de muestras con superficies opacas como las
semillas y dado que el nivel de energia del rango de radiaciones del NIRS es muy
bajo, es posible realizar estudios espectroscépicos sin afectar las estructuras ni la

viabilidad de las semillas.

Por otro lado, la determinacion de los niveles de organizacion bioldgicos y
quimicos mediante la técnica de NIRS, ha sido posible por el uso de softwares
quimiomeétricos basados en algoritmos de correlacion multivariada de minimos
cuadrados parciales (PLS) generando asi una huella digital fisicoquimica que

permite realizar predicciones (Munck et al, 2001).

Es necesario mencionar que las ventajas que ofrecen los quimiémetricos mediante
la técnica de NIRS consisten en no requerir procesos elaborados en la extraccion
de analitos. Se emplean pequefias cantidades de muestra y sobre todo la baja
energia del rango electromagnético que se emplea permite realizar ensayos no
destructivos de las semillas. La técnica de NIRS se ha empleado para el analisis
no destructivo de los acidos grasos en semillas provenientes de poblaciones
domesticadas (Velasco et al, 1998), sin embargo, su aplicacion en semillas

silvestres asociado a la viabilidad es incipiente.



ANTECEDENTES

Las dos especies que se estudian en este trabajo, Hechtia podantha y Beaucarnea
gracilis, forman parte del acervo del Banco de Semillas de Especies Silvestres de
la UBIPRO FES-Iztacala, UNAM. Ambas especies se consideran importantes
componentes de la flora en sus zonas de distribucién, la cual esta comprendida en

la Region de Tehuacén-Cuicatlan.

Hechtia podantha Mez.

Bromeliacea localizada en los municipios de Pachuca y Epazoyucan, en laderas
con matorral xerofilo de Puebla, Coahuila y Jalisco (Figura 2). Inflorescencia
densa, en paniculas mas o menos ramificadas, de 60 a 80 cm de largo, ramas de
3 a 12 cm de largo, semillas con o sin ala estrecha lateral o apical (Rzedowski, J.
et al. 1990). Micorriza del Valle del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Camargo, 2003).

Lo » 83

Figura 2. Planta adulta de Hechtia podantha del Valle de Zapotitlan Salinas,
Puebla.

-

Beaucarnea gracilis Lem.
Semi-suculenta arborescente (Nolinacea), especie endémica del Valle de

Tehuacan, Puebla. La especie es dioica, florece anualmente; el sistema
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reproductivo y el despliegue floral son tipicos de un modo generalista de
polinizacién; se producen mas de 2600 semillas por inflorescencia y un individuo
puede producir mas de 35 inflorescencias, las inflorescencias miden de 0.6 a1 m
de largo (Figura 3). La sobrevivencia de las semillas es muy baja (Cartel, Y.1997).

En particular, la germinacién de semillas de Beaucarnea gracilis ha sido estimada
con valores de 95% y un tiempo medio de germinacion (TMG) de 6.8 dias a 26°C
(Flores, 2001), cabe resaltar la propuesta de conservacion planteada para esta
especie, dado que es considerada como amenazada y el bajo reclutamiento que
presenta, en el Valle de Zapotitlan Salinas, Puebla (Cartel, 1997). A parte de ser
una especie potencialmente rara también es una micorriza con un bajo porcentaje
de raices colonizadas (Camargo et al, 20003). Otra de las particularidades de
esta especie, es que es el hospedero de algunas epifitas, ya que alberga a un
92% de individuos de Tillandsia, principalmente Tillandsia dasyliriifolia y en menor
proporcion Tillandsia recurvata, especialmente en las partes bajas de la planta.
Favorece la poblacion de epifitas por la gran cantidad de ramas que posee (Garcia
et al, 2003).

Figura 3. Planta adulta de Beaucarnea gracilis del Valle de Zapotitlan Salinas,
Puebla.
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Por otro lado, la Espectroscopia de Refractancia en Infrarrojo Cercano (NIRS) se
ha utilizada para estimar la composicién de acidos grasos en semillas, mediante el
desarrollo de ecuaciones de calibracion basadas en informacion de diferentes
regiones del espectro de infrarrojo, en las cuales absorben los dobles enlaces
presentes en los acidos grasos insaturados (Velasco et al, 1997), como se

muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Regiones de absorcidn del espectro en infrarrojo cercano asociadas a los

acidos grasos. Tomado de Velasco et al, 1997

Regidén del espectro Vibracion Estructuras
(nm)
1650-1800 primer sobretono C-H CH,,CH3
1880-1920 segundo sobretono C=0 -CO;H
2140-2200 combinaciones =C-H + C=C CH=CH
2240-2380 combinaciones C-H CH,,CH3

Los modelos quimiométricos permiten relacionar las intensidades de las regiones
del espectro mencionadas con la concentracidén de los mismos. Adicionalmente, se
realizan correcciones a los espectros como normalizacién de sefales y derivadas
de curvas. Finalmente, se aplican andlisis de validacion-cruzada (Cross-validation
statistics) para aumentar la capacidad de prediccion de las ecuaciones

desarrolladas (Velasco et al, 1998., Velasco et al, 1997).

Los andlisis quimiométricos han sido utilizados en diversos estudios, como el
realizado con semillas de Brassicaa carinata Braun, en las cuales se ha
determinado el contenido de los acidos: palmitico, estearico, oleico, linoléico,
linolénico, eicosandico y erlcico con un alto grado de confiabilidad (Velasco et al,
1997). También en semillas intactas de Brassica napus L se ha determinado en
forma simultanea el contenido de grasas y la composicién de acidos grasos como
oleico y erdcico (Velasco et al, 1999). La técnica de NIRS también se ha empleado
para cuantificar de forma no destructiva algunos derivados de lipidos, como los

ésteres del &cido sinapico en semillas de Brassica. spp (Velasco et al 1998 a.,
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Velasco et al 1998). Por otro lado, en semillas intactas de Helianthus annuus se
han determinado los acidos oleico y linoléico en semillas completas, en la testa y
en la harina (Pérez-Vich et al, 1998).

Por otra parte, es necesario mencionar que la peroxidacion lipidica asociada al
envejecimiento, ha sido estudiada en diversas especies (Wilson y Mc Donald,
1986., Buchvarov y Gantcheff, 1984., Gidrol et al 1989), en las cuales se observa
desde el aumento de malondialdheido (MDA) en diversas estructuras de las
semillas, disminucion de acidos grasos insaturados vinculados con una reduccion
en la germinacion. Asi mismo, en semillas de frijol de soya, se ha observado en
ejes embrionarios un decremento del acido linoléico de la fraccién polar, ademas
de una notable reduccién en la germinacién de 26% y un aumento en la

conductividad, (Stewart y Bewley, 1980).

Adicionalmente a los estudios mencionados acerca del uso del NIRS en la
prediccidbn de &cidos grasos; la técnica ofrece un amplio panorama para el
desarrollo de modelos, no solo de contenido de lipidos, sino de otros aspectos
particulares de las semillas, como se ha demostrado en cebada, donde el NIRS es
capaz de diferenciar entre efectos genéticos y ambientales en diferentes fenotipos
(Munck et al, 2001).

Finalmente, destaca el trabajo realizado por Vergara (2002), que obtiene una
correlacion significativa en la prediccién de la concentracidén de &cidos grasos, por
medio de la técnica de NIRS en semillas de Brassica napus y Stenocereus
stellatus, en el cual los tratamientos de envejecimiento (7% de Humedad Relativa
(HR)-25°C; 58% HR- 25°C: 7% HR-40°C y 58% HR-40°C) generaron una
disminucién en los &cidos grasos siendo mas clara para los insaturados en ambas
especies; no obstante esos tratamientos no logré inducir una disminucién

significativa de la germinacion.



13

HIPOTESIS

La peroxidacion de &cidos grasos daria como resultado una disminucion en la
concentracion de acidos grasos insaturados, por lo tanto el seguimiento de los
cambios de su concentracion por medio de la técnica de NIRS, puede ofrecer una
alternativa para correlacionar la peroxidacion en las semillas y capacidad de
germinacion, ofreciendo un método no destructivo de estimacion de la viabilidad
en una poblacién de semillas. Para corroborar la hipétesis anterior se definieron

los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

Objetivo General

o Evaluar el uso de la técnica de NIRS como una alternativa no destructiva que
permita correlacionar los niveles de acidos grasos insaturados y la viabilidad en
semillas de Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis durante el envejecimiento
acelerado.

Objetivos Particulares

« Establecer condiciones de germinacion para las semillas en estudio.

« Inducir el envejecimiento acelerado en semillas bajo diferentes condiciones de
humedad relativa y temperatura.

o Determinar la concentracion de acidos grasos saturados e insaturados por
medio de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)
e Registrar los espectros de infrarrojo, mediante la técnica de NIRS.

« Correlacionar los espectros de NIRS con los resultados de acidos grasos para
construir un modelo mediante un Quimiométrico, que permita predecir el nivel de
los mismos.

o Correlacionar los espectros de NIRS con los resultados obtenidos de
germinaciéon para construir un modelo mediante un Quimiométrico, que permita

predecir la viabilidad o nivel de envejecimiento de las semillas.
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METODOLOGIA

Condiciones de germinacion

Las semillas de Hechtia podantha corresponden a una colecta de septiembre del
2000 y las de Beaucarnea gracilis a una colecta de 2001. Las semillas se
limpiaron con una solucién de tween al 1% durante 5 minutos, posteriormente se
enjuagaron con agua destilada para someterlas a los tratamientos de
escarificacion: acido sulfurico al 10% y concentrado (H,SO4) durante 20, 40 y 60
segundos respectivamente, posteriormente se enjuagaron con agua destilada
estéril; después de los tratamientos antes mencionados se colocaron 25 semillas
en una caja de Petri con agar bacterioldégico al 1% (esterilizado 15 minutos a
120°C, 15 Ib/p?), se mantuvieron en una camara de germinacion a una
temperatura de 25°C y un fotoperiodo de 12 horas de luz (Flores, 2001., Cartel,
1997).

Tratamientos de envejecimiento acelerado

Se utilizaron recipientes de plastico con tapa hermética (camaras de
envejecimiento Figura 4), cuyo interior contenia una caja de Petri, en los cuales se
depositaron: 1.5 g de semillas de Beaucarnea gracilis y 0.2 g de Hechtia podantha.
En los primeros tratamientos de envejecimiento se utilizaron las siguientes
condiciones: 75% HR-40°C y 84% HR 40°C. Posterior a estos tratamientos se
emplearon: 55% HR-50°C y 55% HR-60°C.

Figura 4. Camara de envejecimiento acelerado.
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Para generar las condiciones de humedad en las cadmaras de envejecimiento se
colocaron 15 ml de disoluciones saturadas de las siguientes sales: NaCl, KCI,
NaBr que generaron 75%, 84% y 55% HR, respectivamente (Walters y Ross,
1993). La duracién del tratamiento fue de diez dias, los recipientes se mantuvieron
en estufas a las temperaturas mencionadas, en condiciones de obscuridad. La
muestra blanco se mantuvo en un frasco con tapa hermética a temperatura y
humedad relativa ambiental, en condiciones de obscuridad. Las semillas
sometidas a estos tratamientos se colocaron a germinar previa limpieza, ademas
de 5 minutos en alcohol al 30% y 15 minutos en una solucion de NaCIlO al 20%,

para evitar la contaminacion.

Extraccion y transesterificacion de acidos grasos de semillas

Para la extraccién de acidos grasos se llevo a cabo el siguiente procedimiento: 20
mg de semillas de Hechtia podantha y 50 mg de semillas de Beaucarnea gracilis
se pulverizaron con Nitrégeno liquido con ayuda de mortero y pistilo,
descongelando en atmosfera de nitrégeno gaseoso, se adicion6 1 ml de
CHCl3:Metanol (2:1) y se macero6 durante diez minutos. Transcurrido este tiempo
se recuperdé la muestra en un tubo de eppendorf y posteriormente se agité en un
vortex durante diez minutos. Con el propésito de separar las fases y poder
recuperar la fraccion organica del extracto, la muestra se lavé con 0.2 ml de una
solucion de NaCl al 0.9% y se centrifugé por cinco minutos a 14,000 rpm. Todo el
procedimiento anterior se llevo a cabo en condiciones de obscuridad y a 4°C, para
evitar la oxidacion (Priestly y Leopold,1985). De la fase organica se tomé una
alicuota de 100 pl, que se evaporo con nitrogeno, para llevar a cabo la reaccion de
transesterificacion se adiciond 0.5 ml de BF3 al 12% en metanol y se colocd en
ebullicién, durante veinte minutos. Se dejé enfriar la muestra a temperatura
ambiente y se recuperd con 1 ml de hexano, finalmente se adicion6 0.5 ml de
agua destilada para lavar la muestra (Priestly,1985 y modificado de Morrison,
1964). Para este procedimiento de derivatizacion de acidos grasos se empleod

como patrén interno Acido Araquidico.
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Analisis de acidos grasos por GC-MS

El analisis de la composicion de acidos grasos, se llevd a cabo en un
Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de Masas Finnigan MAT
GCAQ. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: inyeccién del modo
split, temperatura del inyector de 200°C, se utilizé6 una rampa de temperatura del
horno programada desde 100°C (al inicio tres minutos) hasta 250°C (manteniendo
4 minutos) con un intervalo de 5°C/minuto. La columna del Cromatdgrafo de
Gases fue del tipo DB-1 (Dimetilpolisiloxano). 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 transferencia de 250°C, intervalo de 20 a 400 m/z,
polaridad positiva, temperatura de la fuente de iones de 200°C, el tipo de
ionizacion fue de impacto electronico a 70 electro-Volts (eV). Se inyectd 1 ul de la
fase organica del extracto. La identificacion de los ésteres metilicos de los acidos
grasos se realizd mediante la comparacion de los tiempos de retencion de
estandares y patrones de fragmentacion obtenidos de bibliotecas de referencia
(NIST).

Registro del espectro de infrarrojo de semillas mediante NIRS

El registr6é se obtuvo en el Espectrofotdmetro de Infrarrojo (Perkin EImer Spectrum
2000), con el accesorio de reflactancia difusa (Spectra Tech), colocando 250 mg
de semillas en la portamuestra. Con un intervalo de lectura de 7,800 a 600 cm™,
14 barridos y una resolucion de 4 cm™. Se registré el logaritmo del reciproco de la

Reflactancia (log 1/R).

Modelo mediante el Quimiometrico (QUANT.)

Con todos los espectros obtenidos mediante el analisis de infrarrojo se alimento el
Programa QUANT, asignandoles el valor de la concentracién de acidos grasos y
los de viabilidad de acuerdo al tratamiento utilizado, empleando algoritmos PLS1 y
previo a la calibracion, se hizo la correccidén de la linea base sacando la derivada

de segundo orden con una amplitud de 49 puntos.
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Determinacion de la viabilidad de semillas, por la prueba de TTC.

Las semillas se colocaron a hidratar (24 h) en cajas de Petri con papel filtro
humedecido a 30°C, transcurrido este periodo se transferirieron a una solucién de
cloruro 2,3,5 trifenil de tetrazolio al 0.2% en amortiguador de fosfatos 150 mM pH
7 durante 24 h en obscuridad a 30°C. Posteriormente las semillas se enjuagaron y
fueron disectadas para realizar la observacion del embrién con ayuda de
microscopio estereoscopico. La tincion topoldgica del embrion permitié separarlos
en cuatro categorias: |, el embrion reacciona de forma uniforme, por lo tanto se
observa todo en tono rosa; ll, reacciona gran parte del embrién aunque hay zonas
centrales en donde no se observa coloracion claramente; Ill, reacciona la mitad del

embridn y IV reacciona muy ligeramente la zona de la radicula.

Anélisis Estadisticos
Se utlizé6 ANOVA simple y ANOVA en bloques, las diferencias se corroboraron con

la prueba de Tuckey, con una probabilidad de (<0.05).
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RESULTADOS

GC-MSy NIRS

La transesterificacion realizada para el analisis mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, permitié definir principalmente los siguientes
acidos: palmitico, oleico, linoléico y estearico. Por esta técnica no se detect6 la
presencia del acido araquidico en las semillas. Es necesario sefialar que el orden
de elucion de los acidos grasos obedece a la polaridad de la columna. En la Figura
5 se muestra un ejemplo de los cromatdégramas obtenidos en el analisis de acidos
grasos de las semillas, en éste se observan los picos correspondientes a los
acidos grasos, asi mismo, sirve para ejemplificar la forma de estimar las
concentracion de los acidos grasos, es decir, mediante el registro del area bajo la

curva de los mismos y del patron interno.

Chromatagram Plot D:\. .. \ENVEJECIMIENTON\BGACONOZ 10/22/02 17:30:18
Comment :
Scan No: 1292 Retention Time: 21:35 RIC: 185669 Mass Range: 21 - 400
Platted: B0l to 1292 Range: 1 to 1340 100% = 157407339
2.63%
. Linoléico
Oleico
Estearico
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| I
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900 1000 1100 1200
15:03 16:43 18:23 20:03

Figura 5. Cromatograma de los acidos grasos presentes en semillas.

Por otro lado, en la Figura 6 se muestra un ejemplo del intervalo del espectro de
infrarrojo cercano de semillas empleado para el desarrollo de modelo
quimiométrico de prediccion. La regién de 2000 a 2200 cm™ que se muestra
corresponde a la zona de mayor de vibracion de los electrones n presentes en los

acidos grasos de las semillas (Velasco et al, 1997).
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Figura 6. Intervalo del espectro de infrarrojo cercano, de la regién de vibracién de

los enlaces &, de semillas, muestra de semillas envejecidas (a y no envejecidas (b.

Hechtia podantha

Viabilidad

En la Tabla 2, se puede apreciar que las semillas de Hechtia podantha no
requieren condiciones especificas, que permitan lograr niveles altos de
germinacion, ya que en general supera el 96 %; el tratamiento en el que se utilizé
H.SO, al 10% con el menor tiempo de exposicion tuvo un porcentaje de
germinacion de 97.6, sin embargo es necesario mencionar que no se encuentra
una diferencia significativa entre los tratamientos asi como en las dos
temperaturas (Ver Apéndice-A). El intervalo de germinacion para las semillas de

esta especie es de 92 a 100%, siendo el promedio de 96 %.

Los resultados anteriores se complementan con los obtenidos mediante la prueba
de TTC, en los cuales se registrdo un 98% de viabilidad de los grupos I, II, I, de tal
manera que se presenta una buena relacion entre ambas pruebas de viabilidad,
por lo tanto en las siguientes pruebas de germinacion sélo se utilizaron las

condiciones de limpieza de las semillas y una temperatura de 25°C.
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Tabla 2. Respuesta del porcentaje de germinacion bajo dos tratamientos, para

generar niveles elevados de germinacion en semillas de Hechtia podantha.

Temperatura Germinacién
(%)
25°C 96
30°C 96.8
Escarificacion
H,SO, al 10% 20 segundos 97.6
H,SO, al 10% 40 segundos 94.4
H,SO, al 10% 60 segundos 92
H,SO, 20 segundos 0
H,SO, 40 segundos 0
H.SO, 60 segundos 0

Tratamientos de envejecimiento acelerado

Los efectos de los tratamientos de envejecimiento acelerado con una humedad
relativa alta, no muestran efecto alguno sobre la capacidad de germinacion de las
semillas de Hechtia podantha, como se muestra en la Figura 7, es probable que
mediante el tiempo de exposicibn no se haya registrado un efecto mayor, no
obstante es necesario mencionar que en humedades elevadas las semillas se

contaminan.

Con el propésito de generar un gradiente en la longevidad y teniendo en cuenta
que la humedad no fue un factor determinante para inducir una disminucion en el
porcentaje de germinacion de las semillas, se optdé por aumentar la temperatura y
no tanto la humedad relativa en las condiciones de envejecimiento acelerado en
ambas especies. Se hizo lo anterior por que los tratamientos reportados son para
semillas domesticadas y las del presente trabajo son de tipo silvestre, cuyo habitat

se caracteriza por condiciones extremas.

Para valorar la especulacion anterior se probaron condiciones de temperatura
elevada y una humedad relativa de 55%. Se observo que con el tratamiento de

envejecimiento acelerado de 55% de HR y 50°C, se lograba una ligera
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disminucién en el porcentaje de germinacion a 90% (Figura 8) y al aumentar a

60°C se pierde por completo la capacidad de germinacion.
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Figura 7. Se muestra el porcentaje de germinacion después de dos tratamientos

de envejecimiento acelerado (después de 10 dias), en semillas de Hechtia
podantha (n=1).
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Figura 8. Se muestra el porcentaje de germinacion después de dos tratamientos

de envejecimiento acelerado (después de 10 dias), en semillas de Hechtia
podantha (n=1).
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Como no se demostro cual de las dos temperaturas generaria un gradiente en la
longevidad de las semillas de Hechtia podantha se selecciondé una temperatura

intermedia de las anteriores, es decir 55°C.

Tratamiento de envejecimiento acelerado seleccionado

Del tratamiento de envejecimiento acelerado de 55% de HR y 55°C en semillas de
Hechtia podantha, se obtuvo una pérdida del vigor manifestada como TMG (Figura
9). EI TMG de las semillas no envejecidas fue de 4.5 dias y conforme transcurre el
tiempo en el tratamiento de envejecimiento este aumenta a 14.6 después de 3

dias y hasta 18.6 tras 9 dias de tratamiento.
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Figura 9. Se muestra el tiempo medio de germinacién de semillas de Hechtia
podantha (a), durante el tratamiento de envejecimiento acelerado (55% de HR y
55°C durante 15 dias, con registro cada 3 dias) y una fotografia de la germinacién

de semillas (b)no envejecidas y envejecidas 15 dias (n=3).
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Viabilidad y niveles de acidos grasos

Los resultados del tratamiento de envejecimiento acelerado, no solo se reflejan en
el vigor, sino también en la capacidad de germinacién de forma pronunciada,
como se observa en la Figura 10. Después de 3 dias, el porcentaje de
germinacion decae a 24%, menos del 50% de la estimada para el control (98% G)
y disminuye hasta 1.33 % después de 12 dias de tratamiento. En la misma Figura
(10) se muestra el decremento en la concentracion de acidos grasos insaturados:
el acido oleico disminuye de 29.68 (control) a 0.62 ug/g y el acido linoléico de
11.50 (control) a 0.26 pg/g, después de quince dias de tratamiento. Los cambios
registrados en la concentracién de los acidos grasos fueron estadisticamente
significativos (Apéndice-B).
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Figura 10. Se muestra la viabilidad (% G) y los niveles de &cidos grasos
insaturados, durante el tratamiento de envejecimiento acelerado (55% de HR y
55°C por 15 dias, con registro cada 3 dias), en semillas de Hechtia podantha
(n=3).

La disminucion en los acidos grasos insaturados puede ser explicada por la
peroxidacion lipidica inducida por el tratamiento de envejecimiento y el mismo

efecto se presenta en los acidos grasos saturados de esta especie; de la siguiente
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forma: el &cido palmitico disminuye de 4.10 (control) a 1.98 ug/g vy el acido
estearico de 2.49 (control) a 0.49 ug/g, después de 15 dias de envejecimiento. No
obstante lo anterior, es necesario recalcar que se presenta una disminucién en

capacidad de germinacion de las semillas de esta especie.

NIRS y Quimiométrico (QUANT)

El valor del % de varianza es equivalente al coeficiente de correlacion y los valores
generalmente aceptados para la calibracion de modelos quimiométricos son de
80%. El andlisis quimiométrico realizado por el programa QUANT, con los
espectros de infrarrojo, generd valores de calibracion del método superiores al
60% (varianza). Siendo mayor para el &cido palmitico de 80.4 % y el menor para el
linoléico de 61.73% (Tabla 3). En lo referente a la germinacion es del 72.1%,
aungue es en este parametro donde se presenta el valor mas elevado en el error
estandar de la prediccion, esto se puede deber a los ultimos datos, pues la
variabilidad entre ellos es muy grande.

Tabla 3. Resultados generados mediante la calibracion del quimiométrico

(QUANT), expresado en % de varianza, en semillas de Hechtia podantha.

% Varianza Error Error estandar
estandar |en la prediccion
estimado

Palmitico 80.4 0.52 1.43
Esteérico 80.18 0.26 0.52
Linoleico 71.98 1.53 2.78
Oleico 61.73 6.12 12.51
Germinacioén 72.1 19 32.01

Viabilidad real vs estimada mediante NIRS
La estimacion de la germinaciéon mediante la técnica de NIRS resulta adecuada de
acuerdo a la correlacion que tiene con los datos experimentales, con un valor de

r= 0.80 durante el tratamiento de envejecimiento acelerado (Figura 11).
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Figura 11. Se muestra la germinacion expresada como % de germinacion real vs
la germinacién estimada por el modelo quimiométrico y NIRS en semillas de
Hechtia podantha, que estuvieron sometidas al tratamiento de envejecimiento
acelerado (55% de HR y 55°C por 15 dias).

Contenido de acidos grasos insaturados (GC-MS) vs estimados mediante
NIRS

La estimacion para los acidos grasos insaturados no presentd la misma tendencia
que para la germinacion, pues los valores de correlacion son muy bajos para acido
oleico una r=0.33 y acido linoléico r= 0.5 (Figura 12).
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Figura 12. Se muestra el contenido de &cidos grasos insaturados obtenidos
mediante GC-MS expresados en pg/g vs los estimados para acido oleico (a) y
acido linoléico (b), por el modelo quimiométrico y NIRS, en semillas de Hechtia
podantha, que estuvieron sometidas al tratamiento de envejecimiento acelerado
(55% de HR y 55° C porl5 dias).
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Beaucarnea gracilis

Viabilidad

Las semillas de Beaucarnea gracilis presentan un comportamiento similar al de
Hechtia podantha, es decir no requieren alguna condicion especifica para lograr
niveles elevados de germinacion, como se observa en la Tabla 4, no hay
diferencia tanto de los tratamientos de escarificacibn como de los de temperatura
empleados. Aunque el H,SO, concentrado, con mayor tiempo de exposicién (60
segundos) presenta un ligero incremento en cuanto al porcentaje de germinacion,
no hay diferencia significativa (Ver Apéndice-C). El intervalo de germinaciéon para
las semillas de esta especie es de 96 a 100%, siendo el promedio de 98 %, por lo
cual en las siguientes pruebas se maneja sélo la limpieza de las semillas y su

germinacion a una temperatura de 25°C.

Tabla 4. Respuesta del porcentaje de germinacion bajo dos tratamientos, para

generar niveles elevados de germinacion en semillas de Beaucarnea gracilis.

Temperatura Germinacién
(%)
25°C 98
30°C o8
Escarificacion
H,SO, al 10% 20 segundos 97.6
H,SO, al 10% 40 segundos 98.2
H,SO, al 10% 60 segundos 99.2
H,SO, 20 segundos 97.6
H,SO, 40 segundos 98.4
H.SO, 60 segundos 98.8

Adicionalmente a los resultados de germinacion (98%), la prueba de viabilidad de
las semillas mediante cloruro 2,3,5 trifenil de tetrazolio registr6 un 100%.
Considerando los resultados generados de viabilidad en las semillas de ambas
especies y el tiempo de almacenamiento transcurrido hasta su estudio, asociado al
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contenido de humedad que (calculados mediante diferencia de peso) presentan 9
a 10 % en Hechtia podantha, y 6.5 a 7% en Beaucarnea gracilis; se trata de

semillas ortodoxas.

Induccién de envejecimiento

Los tratamientos de envejecimiento con una humedad relativa alta se presentan
en la Figura 13, donde se puede observar que no tuvieron un efecto sobre la
viabilidad de las semillas, ya que después de 10 dias, el porcentaje de

germinacion no disminuye de manera significativa (Ver Apéndice-D).
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Figura 13. Porcentaje de germinacion después de dos tratamientos de

envejecimiento (después del0 dias) en semillas de Beaucarnea gracilis (n=3).

Con los tratamientos de 55% HR y 50°C y 55% HR-60°C se registr6 un efecto
sobre la capacidad de germinacion, como se muestra en la Figura 14. Es notable
que la temperatura elevada y una humedad relativa ligeramente baja afecta la
viabilidad de semillas de Beaucarnea gracilis, ya que al aumentar a 60°C se
presenta una disminucién en la capacidad de germinacién, las cual se reduce
significativamente (Apéndice-E) hasta menos del 50%, después de diez dias de
tratamiento. De los resultados anteriores el tratamiento de envejecimiento utilizado
fue una temperatura de 55% HR- 60°C.
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Figura 14. Porcentaje de germinacion después de dos tratamientos de

envejecimiento (10 dias) en semillas de Beaucarnea gracilis (n=3).

Tratamiento de envejecimiento seleccionado

La pérdida del vigor en semillas de Beaucarnea gracilis se manifestd con un
aumento en el TMG, es decir en las semillas sin algun tratamiento de
envejecimiento el TMG fue 5.7 dias y conforme transcurre el tiempo de exposicién
a los tratamientos, el TMG se alcanza hasta el dia 28.15 después de doce dias de

envejecimiento, Figura 15.
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(b)

Control Envejecidas

Figura 15. Se muestra el tiempo medio de germinacion (TMG) de semillas de
Beaucarnea gracilis (a), durante el tratamiento de envejecimiento acelerado (55%
de HR y 55° C durante 15 dias, con registro cada 3 dias) y una fotografia de la

germinacién de semillas (b)no envejecidas y envejecidas 15 dias (n=3).

Es necesario mencionar que el pardmetro de germinacién se registré hasta el dia
40; durante los primeros dias las semillas imbibieron incluso las envejecidas, no
obstante estas ultimas, una semana después no presentaron cambio alguno en

sus caracteristicas de morfolégicas.

Viabilidad y niveles de acidos grasos

Respecto a la viabilidad se observa claramente su disminucién de 98% a 38.3%
tras 9 dias (tratamiento) y hasta un 3.33 después de 15 dias de tratamiento de
envejecimiento acelerado. Es notable el efecto tanto en la viabilidad como en la
concentracion de acidos grasos principalmente los de tipo insaturado. Asi mismo
los niveles de acidos grasos insaturados registraron una disminucion significativa
como se puede observar en la Figura 16, aunado a la pérdida gradual de la
viabilidad en semillas de Beaucarnea gracilis. El 4cido oleico (C:18") registr6 una
disminucion de 116.39 (control) a 78.39 ug/g después de 9 dias de tratamiento de
envejecimiento acelerado, para el dia 15 este acido disminuye drasticamente. El
acido linoléico (C:18*'?) presentd el mismo comportamiento, disminuyendo
significativamente desde 44.17 a 36.38 ug/g después de 9 dias de envejecimiento

(Apéndice-F). ElI comportamiento de los acidos grasos saturados durante el
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envejecimiento es constante, el acido palmitico (C: 16) fluctué en niveles de 8.35 a
7.34 nug/g y el acido estearico (C:18) de 4.54 a 3.2 ug/g, de tal manera que no

muestran un afectacion significativa a lo largo del envejecimiento.
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Figura 16. Se muestra la viabilidad (% G) y los niveles de &cidos grasos
insaturados, durante el tratamiento de envejecimiento acelerado (55% de HR y
55°C por 15 dias, con registro cada 3 dias), en semillas de Beaucarnea gracilis
(n=3).

El tratamiento de envejecimiento en esta especie genera las principales
manifestaciones de este fendmeno, como la pérdida de vigor, la capacidad de
germinacion, asi como el decremento de los &cidos grasos debido a la
peroxidacion lipidica, ademéas de mantener en niveles estables a los &cidos de tipo

saturado.

NIRS y Quimiométrico (QUANT)
En la Tabla 5 se observan los resultados de calibracién de los espectros y los
resultados obtenidos de viabilidad y acidos grasos mediante el quimiométrico, los

cuales, en general, son superiores al 80% (%\Varianza).
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Tabla 5. Resultados generados mediante la calibracion del quimiométrico

(QUANT), expresado en % de varianza, en semillas de Beaucarnea gracilis.

% Varianza Error Error estandar
estandar en la prediccién
Estimado
Palmitico 86.82 0.59 1.43
Estearico 92.27 0.28 0.70
Linoléico 82.11 4.34 9.40
Oleico 82.6 10.98 37.23
Germinacioén 93.61 4.34 9.40

Viabilidad real vs estimada mediante NIRS
En la Figura 17, se muestra la capacidad de estimacion de la germinacion

mediante el modelo quimiémetrico, la cual presenta una correlacioén con los datos
experimentales de r=0.89.

100 -

80

60

40+

Germinacion Real (%)

20+
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Figura 17. Se muestra la germinacion expresada como % de germinacion real vs
la germinacién estimada por el modelo quimiométrico y NIRS en semillas de
Beaucarnea gracilis, que estuvieron sometidas al tratamiento de envejecimiento
acelerado (55% de HR y 55°C por 15 dias).
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Contenido de &cidos grasos insaturados (GC-MS) vs estimados mediante

NIRS

La estimacién para los acidos grasos insaturados presentd valores de correlacion para
acido oleico una r=0.33 y acido linoléico r= 0.5 (Figura 18)
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Figura 18. Se muestra el contenido de &cidos grasos insaturados obtenidos
mediante GC-MS expresados en pg/g vs los estimados para acido oleico (a) y

acido linoléico (b), por el modelo quimiométrico y NIRS, en semillas de
Beaucarnea gracilis.
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DISCUSION

Las temperaturas experimentales generalmente empleadas para germinacion de
germoplasma del Valle de Tehuacan varia de 12 a 26°C, no obstante semillas de
Beaucarnea gracilis tienen una reducida capacidad de germinacién a temperaturas
inferiores a 20°C (Flores, 2001). Dado que en este estudio, las semillas de
Beaucarnea gracilis y Hechtia podantha aumentan su velocidad de germinacion de
una temperatura de 25° a 30°C, se puede sugerir que estan adaptadas a germinar
a altas temperaturas. Aunque no se evalué una temperatura mas elevada, es
probable que respondan positivamente hasta 35°C, lo cual se ha visto en especies
de zonas é&ridas (Serrano et al, 2000). Otro punto importante a sefialar es el
porcentaje de germinacion de 95% reportado previamente para semillas de
Beaucarnea gracilis (Flores, 2001), en comparaciéon con el obtenido en este
trabajo de 98 % y el 100% con la prueba de TTC, lo que representa variaciones en
el %G de semillas de la misma zona, lo anterior se puede atribuir al tipo de
colecta, grado de madurez, asi como el manejo y almacenamiento de las semillas

de ambos trabajos.

Por otra parte las condiciones de envejecimiento experimental generalmente
emplean intervalos de temperaturas de entre 5y 45°C y humedades relativas de 1
a 100%. Por lo tanto es necesario sefialar que las condiciones utilizadas en el
presente trabajo especificamente la elevada temperatura (55% HR-55°C y 55%
HR-60°C), obedece al origen de estas semillas en comparacién con las especies
ampliamente estudiadas como cacahuate, frijol de soya y girasol (Sung y Jeng,
1994., Khan et al; 1996., Gidrol et al, 1981). Es decir, el hecho de ser silvestres
implica que la variabilidad genética puede ser mayor. Ademas de las condiciones
de su habitat, que le confieren caracteristicas especificas, entre ellos una
tolerancia a temperaturas altas (45°C) y humedades bajas (8% HR) datos de Mayo
del Laboratorio de Fisiologia Vegetal, por ello es posible que los tratamientos
utilizados al principio no generaran un gradiente en la longevidad de las semillas y

las condiciones mas drasticas si tuvieran un efecto significativo.



35

Cabe mencionar que ademas de los resultados que se muestran, también se
utilizaron tratamientos a 7%-HR 25°C y 58% HR-25°C durante un mes, periodo en
el cual no se presento cambio alguno en la viabilidad de las semillas de Hechtia
podantha y Beaucarnea gracilis.

A pesar de que no se puede confirmar la formacion de radicales libres en las
semillas durante los tratamientos de envejecimiento, por no tener evidencias
directas de Resonancia de Spin Electronico o alguno de los productos
secundarios, como el aumento de malodialdheido, los resultados obtenidos en
este trabajo, en particular la disminucidon significativa de los acidos grasos
insaturados, permite suponer la participacién de los radicales libres como factor

primario de envejecimiento celular, como se ha observado en semillas de .

En cuanto a la disminucion de acidos grasos insaturados en semillas de
Beaucarnea gracilis hay un comportamiento similar al mostrado por semillas de
Helianthus annus almacenadas a 100% HR-42°C durante 8 dias, que tienen un
decremento considerable en los acidos insaturados de la fraccion polar, aunque en
la germinacion es diferente, dado que en semillas de girasol sélo decae un 25% y
en las de Beaucarnea gracilis y Hechtia podantha hasta un 96 y 98 %
respectivamente. Sin embargo en girasol la disminucién de &cidos grasos es
principalmente de los triacilgliceridos, por lo cual se sugiere que los lipidos de
reserva actlan como detoxificadores protegiendo a las membranas del dafio
excesivo (Gidrol et al, 1989). También esta especie muestra un aumento del TMG
de 13 a 55 h. después de 8 dias de envejecimiento, como las semillas de
Beaucarnea gracilis y Hechtia podantha.

Los resultados obtenidos en este trabajo correlacionan las disminuciones de los
acidos grasos con la pérdida de la viabilidad. En contraste, en experimentos
realizados en semillas de chicharo a 94% HR-25°C por 4 semanas, los fosfolipidos
totales disminuyen en un 30% sin un cambio en la germinacién; a 94% HR- 30°C 8

semanas, no registraron cambios en la concentracion de fosfolipidos ni en la
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germinacion pero si se observo un aumento en la conductividad y a 20% CA 45°C
durante 18 h. hubo un aumento en la concentracion de fosfolipidos seguido de su
disminucién sin cambios en la capacidad de germinaciéon (Powell y Harman, 1985).
Incluso se ha manifestado que no hay una relacién directa entre la peroxidacion de
acidos grasos y el proceso de envejecimiento de las semillas. Como lo demuestra
el hecho de que al envejecer semillas de frijol de soya al00% HR y 40°C 5 dias
sin que se presente una reduccion tanto de la germinacion como en la

concentracion de acidos grasos (Priestley y Leopold, 1979).

A pesar de los trabajos mencionados en los cuales hay un decremento de los
acidos grasos insaturados ya sea de ejes embrionarios o de cotiledones, asi como
un aparente cambio en la concentracion de lipidos polares o de productos de
peroxidacién sin efecto paralelo sobre la capacidad de germinacion, en el presente
trabajo, la inocuidad del envejecimiento sobre los acidos grasos saturados,
permite suponer una estrecha correlaciéon entre la peroxidaciéon lipidica y el
envejecimiento, por lo menos para las semillas de Beaucarnea gracilis, lo anterior
por la notable reduccion tanto de la viabilidad y de los acidos grasos insaturados,
ademas de la estabilidad en los de tipo insaturado aunado a la pérdida del TMG,
con las reservas de que esto es resultado del envejecimiento acelerado, lo cual
debe ser interpretado con cautela en comparacion con el proceso de

envejecimiento natural.

Por otra parte, las semillas de Hechtia podantha responden de forma similar, pero
resulta evidente la rdpida pérdida en la viabilidad, asi como en los de acidos
grasos, inclusive el decline en los acidos grasos saturados que no debieran
presentar tal efecto, dadas las diferencias en las semillas de ambas especies al
menos en la relacién endospermo/embrion, es probable que las semillas Hechtia
podantha hubieran sufrido un cambio a otro nivel de manera mas drastico que el

generado por la peroxidacion lipidica.
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Alternativamente, existe una posibilidad, para explicar la disminucion en la
concentracion de acidos grasos, como la actividad de enzimas del tipo desaturasa,
gue se activaran a niveles bajos de humedad y provocaran una disminucién en la
concentracion de los acidos grasos (Shanklin, 1998), podrian incluso ser en los de
tipo saturado; en respuesta y como mecanismo de proteccion, las semillas
entraran en estado de dormancia, mediante el cual la germinacién de las mismas
se veria reducida, aunque resulta dificil de explicar dado que el cambio de
humedad en las semillas es muy ligero para ambas especies, por ende es menos
probable la actividad enzimatica. Por otro lado también las condiciones de
temperatura elevada podrian desencadenar la dormancia, no obstante esas
condiciones generalmente se presentan en las semillas mas sensibles como las

recalcitrantes que no son tolerantes a la desecacion.

En cuanto a la estimacion de los acidos grasos insaturados, la correlacion entre
los valores obtenidos mediante la técnica de GC-MS con los generados mediante
el modelo quimidometrico, las semillas de Hechtia podantha presentan niveles muy
bajos de r= 0.33 y r= 0.55. Lo anterior probablemente se deba a la pérdida tan
drastica que sufrieron los mismos, durante el envejecimiento acelerado, a
diferencia de los presentados por las semillas de Beaucarnea gracilis que son
superiores a r= 0.75. Es probable que la diferencia en los valores de correlacion
no fueron tan altos como los reportados por el uso de cultivares puros o el manejo
de los datos obtenidos de los espectros que se ve reflejado al emplear la técnica
de NIRS. No asi para la prediccién de la germinacion, cuyos valores estimados y
experimentales muestran niveles significativos de correlaciéon, lo cual resulta
interesante para realizar protocolos de viabilidad de semillas utilizando la técnica
de NIRS en ambas especies, dado que tiene valores de correlacidon mayores a r=
0.80. Lo anterior pone de manifiesto que la técnica de NIRS, se puede utilizar en la
prediccién de viabilidad de semillas de Beaucarnea gracilis y Hechtia podantha,

aun con las condiciones de envejecimiento empleadas.
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Es decir, tomando en cuenta el tiempo de almacenamiento que tenian las semillas
hasta su estudio, en las cuales s6lo las de Beaucarnea gracilis eran recientes y
generaron porcentajes de viabilidad elevados. Ademas de que su contenido de
humedad es proporcional al de las semillas ortodoxas. Y que los tratamientos de
envejecimiento acelerado de 75% HR-40°C y 84% HR-40°C, no causaron cambio
en la capacidad de germinacién, pero si incrementaron el contenido de humedad
en las semillas de Hechtia podantha. Es probable que haya habido una dafo a
nivel metabdlico que desencadenara con mayor rapidez la pérdida de vialidad y
esto se ve reflejado en la pérdida tanto de acidos saturados como insaturados: De
la misma forma el tener una menor disposicion de material de reserva en
comparacion con las semillas de Beaucarnea gracilis. A diferencia de las semillas
de Beaucarnea gracilis, que no cambiaron drasticamente su contenido de
humedad durante el envejecimiento acelerado y toleraron las condiciones
extremas. Que se ve reflejado durante el envejecimiento, pues los acidos grasos
saturados se mantienen constantes y tienen una mayor cantidad de material de
reserva. Lo anterior, por que, a pesar que los niveles de acidos grasos insaturados
disminuyen en general y la estimacion de estos fue mala con el empleo del modelo
generado mediante NIRS; al generar el modelo quimiométrico de viabilidad la
respuesta es elevada. Por lo tanto es probable que la reduccion de la viabilidad no
se asocie a la peroxidacion, sin embargo, la capacidad de discriminacion del
equipo entre las semillas fue mayor y con la sensibilidad de distinguir entre las que

presentaban cambios.

Alternativamente la técnica de NIRS podria utilizarse para explorar la variabilidad
genética entre una poblacion de semillas durante el envejecimiento y correlacionar
dichos cambios con la viabilidad y las variaciones genéticas que sufra la poblacion
durante el envejecimiento, generando modelos con mayor capacidad de prediccidon
de la condicion de las semillas en un momento determinado (El-Kassaby, 1998).
Lo anterior es de gran importancia en los Bancos de Semillas, ya que el
germoplasma requiere ser evaluado periodicamente y conociendo los cambios que

tienen y en el nivel preciso, el manejo del material sera mas adecuado.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a lo anterior expuesto se puede concluir de la siguiente forma:

o EIl tratamiento de 55 % HR-60°C genera un gradiente de longevidad en
semillas de Beaucarnea gracilis

e« Con las condiciones de 55% HR-55°C no se obtuvo un gradiente en la
longevidad de las semillas de Hechtia podantha, aunque si una disminucién
drastica de la viabilidad.

o Semillas de Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis muestran una disminucién
en la concentracion de 4cidos insaturados, durante el envejecimiento

e La técnica de NIRS no es tan confiable en la estimacion de acidos grasos
insaturados en semillas de Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis.

« EI modelo de viabilidad generado mediante la técnica de NIRS y el
quimiometrico (QUANT), ofrece un método confiable de estimacién de la viabilidad

de semillas de Beaucarnea gracilis.
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APENDICE

Analisis Estadisticos
Seccion A
Anadlisis de Varianza (ANOVA Simple) de los Datos referentes a condiciones

Optimas de Germinacion en semillas de Hechtia podantha.

Ho: X1= XQ= X3... Ha: X1¢X2¢X3...
Germinaciéon | G | Suma de | Cuadrado | Significancia F F
L | Cuadrados Medio calculada | tablas
Entre 4 98.56 24 .64 0.057 2.75 2.86
Dentro 20 179.2 8.96

Dado que F calculada es menor que F de tablas no se rechaza la Hipoétesis nula,
por lo tanto no hay diferencias significativas entre los tratamientos para las

condiciones Optimas de germinacion

Seccion B
Analisis de Varianza en bloques (ANOVA Bloques) de los Datos referentes a los

bloques (tiempo de envejecimiento) del envejecimiento en semillas de Hechtia

podantha.
Ho: X1= X2= X3 Ha: X1¢X2¢X3
Germinacién | GL | Suma de | Cuadrado | Significancia F F
Cuadrados Medio calculada | tablas
Bloques 5 279.86 55.97 0.05 14.27 4.62
Tratamiento 3 751.57 250.52
Error 15 261.83 17.55
Total 23 1293.26

Dado que F calculada es mayor que F de tablas se rechaza la Hipétesis nula, por
lo tanto hay diferencias significativas entre los bloques del envejecimiento en

semillas de Hechtia podantha.
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Prueba de Tuckey

W= 6.97

De acuerdo al valor de w y las diferencias entre las posibles combinaciones e las
medias son significativamente los siguientes:

Acido Oleico en los bloques 12 (7)y 15 (11.29).

Acido Linoléico en los bloques 3 (11.04), 6 (10.04), 9 (12.66), 12 (18.05) y 15
(29.05).

Seccion C
Analisis de Varianza (ANOVA Simple) de los Datos referentes a condiciones

optimas de Germinacion en semillas de Beaucarnea gracilis.

Ho: X1= X2= X3 Ha: X1¢X2¢X3
Germinacién | GL | Suma de | Cuadrado | Significancia F F
Cuadrado Medio calculada | tablas
S
Entre 7 11.2 1.6 0.8763 0.4253 2.31
Dentro 32 119.2 3.72

Dado que F calculada es menor que F de tablas no se rechaza la Hipoétesis nula,
por lo tanto no hay diferencias significativas entre los tratamientos para las

condiciones Optimas de germinacion

Seccion D
Anadlisis de Varianza (ANOVA Simple) de los Datos referentes al Ensayo de
Envejecimiento Temperatura Baja y Humedad Relativa Alta en semillas de

Beaucarnea gracilis.

Ho: X1= XQ= X3... Ha: X1¢X2¢X3...
Envejeci- | GL | Suma de | Cuadrado | Significancia F F
miento Cuadrados Medio calculada | tablas
Entre 2 10.67 5.33 0.45 0.91 5.14

Dentro 6 35.33 5.89
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Dado que F calculada es menor que F de tablas no se rechaza la Hipotesis nula,
por lo tanto no hay diferencias significativas entre los tratamientos de
envejecimiento de temperatura baja y humedad relativa alta en semillas de

Beaucarnea gracilis.

Seccion E
Analisis de Varianza (ANOVA Simple) de los Datos referentes al Ensayo de
Envejecimiento Temperatura Alta y Humedad Relativa Baja en semillas de

Beaucarnea gracilis.

Ho: X1= X2= Xg... Ha: X1¢X2¢X3...

Envejeci- | GL | Suma de | Cuadrado | Significancia F F
miento Cuadrados Medio calculada | tablas
Entre 2 5339.56 2669.78 3.01°8 961.12 5.14

Dentro 6 16.67 2.78

Dado que F calculada es mayor que F de tablas se rechaza la Hipétesis nula, por
lo tanto hay diferencias significativas entre los tratamientos de envejecimiento

temperatura alta y humedad relativa baja en semillas de Beaucarnea gracilis.

Prueba de Tuckey.

W=4.17

Solo una de las diferencias de las medias de los porcentajes de germinacion es
superior al valor de w y es el correspondiente al tratamiento de 60° C y 58 % de

humedad relativa.

Seccion F
Analisis de Varianza en bloques (ANOVA Bloques) de los Datos referentes a los
bloques (tiempo de envejecimiento) del envejecimiento en semillas de Beaucarnea

gracilis.

Ho: X1= XQ= X3... Ha: X1¢X2¢X3...
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Germinacién | GL | Suma de | Cuadrado | Significancia F F
Cuadrados Medio calculada | tablas
Bloques 5 1063.05 212.61 0.05 105.18 4.62
Tratamiento | 3 27165.29 9055.09
Error 15 1291.74 86.09
Total 23 | 29519.74

Dado que F calculada es mayor que F de tablas se rechaza la Hipdtesis nula, por

lo tanto hay diferencias significativas entre

semillas de Beaucarnea gracilis.

Prueba de Tuckey

W=6.26

los bloques del envejecimiento en

De acuerdo al valor de w y las diferencias entre las posibles combinaciones e las

medias son significativamente los siguientes:
Acido Oleico en los bloques 9 (8.97), 12 (12.29) y 15 (24.05).

Acido Linoléico en los bloques 3 (19.9), 6 (20.15), 9 (38), 12 (40.12) y 15 (53.42)
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