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Resumen.

Durante la conservacién de los acervos de semillas se requiere que éstas sean
evaluadas periddicamente, una alternativa no destructiva para determinar la viabilidad es a
través de los métodos quimiométricos, los cuales pueden de generar un modelo para
determinar en forma no destructiva la germinacion mediante la espectroscopia de
refractancia en infrarrojo cercano (NIRS). Por lo que en el presente trabajo se determindé la
correlacion de los espectros de infrarrojo con los niveles de acidos grasos insaturados
ademas de la germinacion en semillas de Neobuxbaumia tetetzo y Neobuxbaumia
mezcalaensis en condiciones de almacenamiento de largo plazo, evaluando la
concentraciéon de acidos grasos insaturados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) y la obtencion de los espectros de infrarrojo con el
accesorio de refractancia difusa de las semillas. Para los experimentos de envejecimiento
acelerado, ambas especies fueron tratadas a 45°C y 65%HR durante 18 dias. En N.tetetzo
la germinacion se redujo del 100% al 1% , asi como el acido oleico de 0.044 a 0.040 pg/g y
acido linoléico de 0.034 a 0.031 ug/g. Adicionalmente los valores de correlacién en el
modelo quimiométrico fueron para el oleico R?= 0.68, linoléico R?=0.75 y para germinacion
R?= 0.99. Por otra parte en N. mezcalaensis |la germinacion disminuyé de 100% a 2% , asi
como el &cido oleico de 0.030 pg/g a 0.026 ug/g y el &cido linoléico de 0.023 ug/g a 0.020
ug/g. Los valores de correlacion en el modelo quimiométrico para los acidos oleico y
linoléico, asi como la germinacion, fueron de R®= 0.99. Con base en los resultados
obtenidos en este trabajo, se establece que la técnica del NIRS es confiable y no
destructiva para estudiar la viabilidad de las semillas.



Introduccion.

Una de las formas mas efectivas de conservar al germoplasma ex situ es a través
de los bancos de semillas; estos son ecolédgica y evolutivamente importantes para muchas
especies de plantas (Lohengrin, 1999); en los cuales se puede depositar un amplio rango

de especies para su conservacion por largos periodos de tiempo.

Los bancos de germoplasma se clasifican segun el tipo de muestra en: Bancos de
semillas, Bancos de Campo y Bancos de cultivo de tejidos (in vitro) (Jaramillo y Baena,
2000).

Se considera que existen dos tipos de bancos de semillas: el banco de semillas en
el suelo y el banco de semillas manipulado por el hombre. El primero constituye el conjunto
de semillas no germinadas capaces de reemplazar a las plantas adultas, por otra parte los
bancos de semillas manipulados por el hombre representan la diversidad de muchas
especies que han sido manipuladas a través del tiempo (Lohengrin, 1999).

En teoria todas las especies se pueden conservar ex situ, siempre y cuando se
puedan multiplicar. Tradicionalmente se han conservado ex situ recursos importantes para
el hombre como las especies Uutiles en la alimentacion y la agricultura (Jaramillo y Baena,
2000).

Durante la conservacion de los acervos de semillas necesitan ser evaluados
periodicamente. 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 dentro

de los cuales se encuentra el envejecimiento de las semillas (Zavaleta, 2003).

Cabe mencionar que las técnicas generalmente empleadas requieren la diseccion

del germoplasma o de la germinacién, las cuales merman progresivamente los acervos de



las semillas. Por lo que una prueba que permita correlacionar algunos de los efectos de
envejecimiento; como es la disminucion de los acidos grasos insaturados con la viabilidad
de forma no destructiva, seria de mucha utilidad para evaluar la viabilidad de las muestras
de las colecciones sin disminuir su cantidad (Zavaleta, 2003).

Envejecimiento de semillas

El envejecimiento es un proceso progresivo que conlleva alteraciones que se
producen en un organismo con el paso del tiempo y, que conducen a la pérdida funcional y
a la muerte (Gémez, 2000). En semillas el envejecimiento determina el vigor de las
mismas, asi como su nivel fisiolégico de deterioro (Priestley, 1986). El deterioro empieza
después que la semillas alcanzan su maduracion fisiolégica y continla hasta perder su
capacidad de germinar (Delouche, 2002). Todos los cambios, incluyendo las alteraciones
fisiologicas deletéreas que ocurren en las semillas durante el almacenamiento se deben al
tiempo, ademas de otros factores tales como condiciones de maduracion, integridad fisica
y otros (Priestley, 1986).

El proceso de envejecimiento de las semillas se ha vinculado con cambios que
ocurren en las principales biomoléculas del embridn, este fendbmeno ha sido asociado a:
eventos estresantes, la conformacién del ADN, del ARN, la estructura de lipidos y la
funcionalidad de las membranas, junto con la capacidad de reparar el ADN alterado o el
cambio en los 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, las cuales, son las principales

caracteristicas del envejecimiento en semillas (Hendry, 1993).

Un radical libre es una especie quimica que contiene un electron desapareado, la
presencia de un electron desapareado modifica la reactividad quimica de un atomo o de

una molécula haciéndola mas reactiva con otras moléculas (Zentella, y Saldana, 1996).



Clasificacion de las Semillas

Las semillas se pueden clasificar en dos grupos dependiendo de su capacidad para
deshidratarse en recalcitrantes y ortodoxas. Las primeras no soportan la deshidratacién o
enfriamiento sin que se altere de manera dréastica su capacidad de germinacién, muriendo
en la mayoria de los casos en un lapso de tiempo breve, ademas de que se caracterizan
por tener tasas de respiracion altas en las cuales los radicales libres son generados en los
ejes embrionarios después de haber sido deshidratadas (Hendry, 1997). Por otro lado, en
las semillas ortodoxas se caracterizan por tener tasas de respiracion bajas y la viabilidad
puede prolongarse por un largo periodo de tiempo al ser introducidas en los bancos de

semillas (Cuevas, 2000).

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 catélisis enzimética de peroxidasas, oxidasas
y oxigenasas. Este proceso ocurre cuando en el transcurso de la cadena de transferencia
electrénica ocurren fugas de electrones. Adicionalmente, la ausencia o disminucién de
mecanismos de proteccion; tales como antioxidantes constitutivos o la actividad de
enzimas como las peroxidasas y las reacciones de autoxidacién donde el oxigeno
reacciona con moléculas bioldgicas 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 germinacién después de la imbibicion y en la mayoria de las
semillas recalcitrantes. Sin embargo, no se sabe con precisién si estas rutas estan

presentes y activas en semillas ortodoxas (Hendry, 1997).



Mecanismo de peroxidacion de acidos grasos insaturados

El oxigeno ha sido senalado como la principal fuente molecular de los radicales
libres causantes del envejecimiento. En presencia de oxigeno las cadenas alifaticas de los
acidos grasos insaturados se oxidan espontdneamente produciendo radicales libres
altamente reactivos llamados hidroperéxidos y una variedad de productos secundarios a
partir de la descomposicion de este ultimo (Wilson y Mc Donald, 1986).

Los &cidos grasos insaturados son mas susceptibles al ataque por radicales libres,
pues los hidrégenos unidos a los carbonos que forman el doble enlace 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
hidrogeno del acido graso insaturado en la iniciacion podria ser de naturaleza variada
(radical superéxido, radical peroxido, radical hidroxilo), el radical libre organico formado
durante la propagacion podria formar otro compuesto antes de reaccionar con otra
molécula, finalmente en el proceso de terminacion la naturaleza del radical implicado
podria ser diversa, dando como resultado una gran variedad de productos (Wilson y Mc
Donald, 1986).

La membrana bioldgica representa un sitio importante de lesidn directa de la
peroxidacion de los lipidos, ya que posee una superficie muy amplia y los lipidos presentes
son mas insaturados que los de reserva, ademas, existe la evidencia de que la
peroxidacion aumenta la permeabilidad de la membrana perdiendo asi su integridad. En
consideracién de lo anterior, la peroxidacion lipidica es dafina para las semillas en tres
formas: por la destruccion de los lipidos membranales, por la disminucion de la integridad
de la membrana y por la formacion de aldehidos citotoxicos que pueden inactivar proteinas
(Wilson y Mc Donald, 1986).
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Figura 1. Mecanismo de formacion de radicales libres (Tomado de Wilson y Mc Donald,
1986).

Deteccion de la peroxidacion de los acidos grasos

Los trabajos que analizan la peroxidacion de los acidos grasos en las semillas se
pueden clasificar en tres grandes grupos: Monitoreo de la disminucién de lipidos; deteccién
directa de radicales libres y deteccién de productos secundarios. Generalmente, la
estimacion de los indices de peroxidacion y deterioro de la semilla, se establecen mediante
la comparacion de los valores obtenidos para cada método entre muestras envejecidas y
muestras frescas de referencia (Wilson y Mc Donald, 1986).



Para el monitoreo de acidos grasos en las semillas, existen diversas técnicas de
cuantificacién, como es el caso de la determinacion total de insaturaciones a través de
oxidantes como el yodo, o bien, la extraccién exhaustiva de los lipidos y la posterior
transesterificacion de los acilgliceroles y fosfolipidos mediante agentes acoplantes como el
BFs, u otros nucledfilos como el metdxido de sodio. Los ésteres metilicos de los acidos
grasos obtenidos se analizan mediante cromatografia de gases con detectores de
ionizacion de flama o bien detectores de masas (Wilson y Mc Donald, 1986).

En cuanto a la deteccién directa de radicales libres, generalmente se utilizan
metales reducidos como el ion ferroso o el ion cuproso que actian como donadores de
electrones; estos metales son oxidados por la reaccién espontanea que ocurre con los
radicales libres, debido a la tendencia que presentan para completar su capa electrénica
externa, finalmente, la cuantificacion de los radicales libres presentes se realiza a través
del registro colorimétrico de la disminucién del estado reducido del metal (Wilson y Mc
Donald, 1986).

En la determinacion de productos de la peroxidacidon de &cidos grasos, se ha
establecido una clara correlacion entre la presencia del malondialdehido y la peroxidacion.
La técnica para la cuantificacion de este compuesto consiste en la precipitacion de
interferencias y la utilizacion de acido tiobarbiturico que reacciona con el malondialdehido
formando un aducto colorido, el cual se cuantifica utilizando los valores espectroscopicos
de extincibn molar mediante un espectrofotometro (Wilson y Mc Donald, 1986, Vergara,
2002).

Ademas de éstas técnicas existen otras que tratan de detectar la peroxidacion de
acidos grasos en semillas y de correlacionarla con el tiempo, ya sea en semillas

envejecidas naturalmente o artificialmente, principalmente por:

e La deteccion de acidos grasos saturados e insaturados durante el envejecimiento
utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS,



por sus siglas en inglés), cromatografia de gases con detector de ionizacién de
flama (GC-FID, por sus siglas en inglés) (Harman y Mattic, 1976., Halistones y
Smith, 1988., Pucacka, 1998).

e Deteccion de productos secundarios, como las especies reactivas del &cido
tiobarbiturico (TBARS) (Stewart y Bewley, 1980).

e 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).

e Deteccion de la actividad enzimética. Este método es especifico de enzimas
encargadas de destoxificar a las células de especies de oxigeno activadas, como
superoxido-dismutasa, lipoxigenasa y peroxidasas (Sacandé et al, 2000).

Estos métodos muestran una gama diversa de ventajas y desventajas, sin embargo, es
necesaria la extraccion de los componentes de la semilla para su analisis, o bien la

germinacion, con lo cual el germoplasma se pierde.

Espectroscopia de Refractancia en Infrarrojo Cercano

La espectroscopia de infrarrojo emplea un rango de baja energia del espectro
electromagnético, y en patrticular, la region espectral del infrarrojo cercano (NIRS, por sus
siglas en inglés), que se extiende desde el extremo superior de longitudes de onda visible,
alrededor de 750 nm a 2500 nm (Frecuencias de 13000 a 4 000 cm™). Las bandas de
absorcion en esta zona son sobretonos y combinaciones de las bandas vibracionales de
tension 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).



La determinacion de los niveles de organizacién bioldgicos y quimicos mediante la
técnica de NIRS, ha sido posible por el uso de programas quimiométricos, los cuales estan
basados en algoritmos de correlacion multivariada de minimos cuadrados parciales (PLS,
por sus siglas en inglés), generando asi una huella digital fisicoquimica que permite
realizar predicciones (Munck et al, 2001).

Las ventajas que ofrecen los programas quimiométricos mediante la técnica de
NIRS consisten en no requerir procesos elaborados en la extraccidbn de analitos. Se
emplean pequefas cantidades de muestra y sobre todo la baja energia del rango
electromagnético que se emplea, permite realizar ensayos no destructivos de las semillas
(Velasco et al, 1998).



Descripcion del material de estudio

Las semillas que se estudiaron son de las especies Neobuxbaumia tetetzo y
Neobuxbaumia mezcalaensis correspondientes a una colecta de Junio del 2001.

Neobuxbaumia tetetzo

Esta especie es endémica de México (Figura 2) se distribuye en los Estados de
Puebla y Oaxaca. En Puebla se encuentra formando grandes tetecheras en Zapotitlan de
las Salinas, Calipan y San Sebastian Zinacantepec. En Oaxaca se distribuye ampliamente

en el Canon de Tomellin y entre Totolapan y Tehuantepec (Arias, 2000).

Plantas columnares de 1.5 a 15 m de alto, tallos simples o poco ramificados, con las
ramas erectas y poco divergentes, tronco principal de 9 a 60 cm de diametro. Ramas de
color verde grisaceo claro, costillas de 13 a 17 a veces més. Areolas casi redondas de 10
a 15 mm distantes entre si de 7 a 35 mm, provistas de abundante fieltro amarillo claro,
cuando son jévenes, y gris en las partes adultas (Flores, 2004). Espinas radiales 7a 12 0 a
veces 2 o0 ninguna de 5 a 20 mm de largo, espinas centrales 1 a 3 la mayor hasta de 3 a 4
cm. Flores nocturnas que nacen en el dpice de las ramas tubular-infundibuliformes, de 5.5
cm de longitud, de color blanco verdoso, estambres numerosos, filamentos blancos,
anteras de color crema. Fruto ovoide de 4 cm de diametro, color verde rojizo, provisto de
podarios con escamas dehiscencia irregular con forma de estrella. Semillas pequenas,
oblicuo-reniformes de 2 mm de largo, color moreno oscuro brillante (Bravo-Hollis, 1978).

Su periodo de floracion es entre los meses de Mayo y Julio, su uso tradicional va
desde el consumo de las flores, frutos en forma deshidratada y las semillas en forma de
salsa, hasta el aprovechamiento como madera proveniente del tronco de esta planta
(Arias, 2000).
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Figura 2. Planta adulta de Neobuxbaumia tetetzo.

Neobuxbaumia mezcalaensis

Esta especie también es endémica de México (Figura 3) se localiza desde los
Estados de Puebla, Oaxaca, Morelos, Jalisco, Colima, Michoacan y Guerrero (Arias,
2000). Plantas columnares, presentan un tronco color verde-amarillento, éste alcanza
desde 5 hasta 30 m de altura y un didmetro entre 13 a 40 cm. Los tallos generalmente no
presentan ramificaciones o si las presentan éstas se producen por traumatismos tanto en
tallos, como en los apices. Costillas 13 a 25 angostas, angulada. Areolas obovado-
deltoideas distantes entre si de 18 a 26 mm, con fieltro blanco que con el tiempo se vuelve
grisaceo (Flores, 2004). Espinas radiales 5 a 9, extendidas, radiantes, aciculares, de 8 a
20 mm de longitud. Espinas centrales 1 a 4 poco mas largas que las radiales, rectas a
ligeramente encorvadas. Flores que nacen a lo largo del tallo, nocturno matutinas, por
fuera de color blanco amarillento verdoso hasta rojo purpurino verdoso, tubular-
infundibuliformes de 5.5 cm de largo, estambres numerosos. Fruto globoso u obpiriforme-
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ovoide, de 3 a 4 cm de largo, pulpa blanca no jugosa. Semillas oblicuo-reniformes, de 2.5 a
3 mm de largo, testa lisa, negra, brillante, con ornamentacién celular hexagonal (Bravo-
Hollis, 1978).

Su periodo de floracion va de los meses Marzo a Mayo, algunas personas comen
sus frutos (Arias, 2000).

Figura 3. Planta adulta de Neobuxbaumia mezcalaensis.
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Antecedentes

La germinacién de las semillas de Neobuxbaumia tetetzo es del 95% entre 2 y 5
dias a una temperatura que oscila entre 20-25°C con un fotoperiodo de 12 horas luz 12
horas oscuridad (Godinez-Alvarez, y Valiente-Baunet, 1998).

La técnica de NIRS se ha empleado para cuantificar de forma no destructiva
algunos derivados de lipidos, como los ésteres del acido sindpico en semillas de Brassica.
spp (Velasco et al 1998).

Con respecto a los andlisis quimiométricos, éstos han sido utilizados en diversos
estudios Flores et al (2003) utilizd6 un método instrumental basado en un modelo
quimiométrico de la regién del infrarrojo medio para analizar el azucar total y las
proporciones de glucosa, fructosa y sacarosa del néctar floral de Pachycereus pecten-
arboriginum y Ceiba parviflora. El coeficiente de la correlacion para la concentracién de
azucar total fue de 0.956, para la glucosa, fructosa y sacarosa fueron respectivamente de
0.982, 0.972, y 0.922. El método muestra la utilidad potencial para la prediccion de
componentes de azucar de néctar.

Se han realizado estudios con semillas de Brassicaa carinata Braun, en las cuales
se ha determinado el contenido de los acidos: palmitico, estearico, oleico, linoléico,
linolénico, eicosandico y erucico 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 erucico (Velasco
et al, 1999). Por otro lado, en semillas intactas de Helianthus annuus se han determinado
los &cidos oleico y linoléico en semillas completas, en la testa y en la harina (Pérez-Vich et
al, 1998).

En semillas de Brassica napus y Stenocereus stellatus, se obtiene una correlaciéon

significativa en la prediccion de la concentracién de acidos grasos, por medio de la técnica
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de NIRS en la cual los tratamientos de envejecimiento (7% de Humedad Relativa (HR)-
25°C; 58% HR 25°C: 7% HR40°C y 58% HR40°C) generan una disminucion en los
acidos grasos siendo mas clara para los insaturados en ambas especies; no obstante esos
tratamientos no lograron producir una disminucion significativa de la germinacion (Vergara,
2002).

En semillas de Beaucarnea gracilis se mostraron valores altos de prediccién de
acidos grasos y viabilidad, en tanto que en semillas de Hechtia podantha, |a relacién entre
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GG-MS) y espectroscopia
de refractancia en infrarrojo cercano (NIRS) fue baja, en cuanto a la viabilidad de las
semillas se encontré que después de aplicar tratamientos de envejecimiento acelerado, el
tiempo medio de germinacion en semillas de Hechtia podantha aument6 de 4.55 a 18.5
dias, reduccion de la germinacion del 96 al 1.33 %, en semillas de Beaucarnea gracilis
aumento de 5.7 a 28.4 dias, reduccion de la germinacion del 98 al 3.3 % . (Zavaleta,
2003).
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Hipétesis

La peroxidacion de acidos grasos daria como resultado una disminucién
en la concentracién 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 germinacién, ofreciendo un método no destructivo de estimacién
de la viabilidad en una poblacién de semillas. Para corroborar la hipotesis
anterior se definieron los objetivos siguientes:

Objetivos.

Objetivo General

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 Neobuxbaumia tetetzo y Neobuxbaumia mezcalaensis

durante el envejecimiento acelerado.

Objetivos Particulares

e Establecer condiciones de germinacion para las semillas en estudio.

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

e 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.

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

e Correlacionar los espectros de NIRS con los resultados obtenidos de
germinacion para obtener un modelo mediante un programa
Quimiométrico, que permita predecir la germinacion o nivel de
envejecimiento de las semillas.

e Determinar si se afecta la expresion de proteinas totales en las semillas

posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado empleado.
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Metodologia.
Condiciones de germinacion

Las semillas que se utilizaron pertenecen a una colecta de Junio de 2001, las
cuales se limpiaron con una solucion de Tween al 1% durante 5 minutos, posteriormente
se enjuagaron con agua destilada. 25 semillas limpias se colocaron en una caja de Petri
con agar bacteriolégico al 1% (esterilizado 15 minutos a 120°C, 15 Ib/F) y se
mantuvieron en una camara de germinacién a una temperatura de 25°C y un fotoperiodo
de 12 horas de luz (n=3) (Flores, 2001; Godinez-Alvarez, Valiente-Baunet, 1998).

Tratamientos de envejecimiento acelerado

Se utilizaron recipientes de plastico con tapa hermética (camaras de
envejecimiento), cuyo interior contuvo una caja de petri, en la cual se deposité 0.2 g
semillas de Neobuxbaumia tetetzo y en otro recipiente 1 g de Semillas de
Neobuxbaumia mezcalaensis el tratamiento de envejecimiento acelerado utilizado fue: 65
% de humedad relativa y una temperatura de 45°C (n=3).

Para generar la condicion de humedad en las camaras de envejecimiento (Figura
4) se colocaron 15 ml de una solucion de LiCl al 25.39% (Hay, Tietmeyer, en prensa),
para mantener una humedad relativa del 65 %; los recipientes se mantuvieron en estufas
a 45°C para generar el envejecimiento acelerado, en condiciones de oscuridad (n=3). La
muestra blanco se mantuvo en una camara de envejecimiento a temperatura y humedad
relativa ambiental, en condiciones de oscuridad. Las semillas sometidas a estos
tratamientos se colocaron a germinar previa limpieza, durante 5 minutos en alcohol al

30% y 15 minutos en una solucién de NaClO al 1%, para evitar la contaminacion (n=3).
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Figura 4. Camara de envejecimiento acelerado.

Extraccion y transesterificacion de acidos grasos de semillas

Para la extraccion de acidos grasos se llevo a cabo el siguiente procedimiento: 20
mg de semillas de Neobuxbaumia tetetzo y Neobuxbaumia mezcalaensis se pulverizaron
con Nitrégeno liquido con ayuda de mortero y pistilo, descongelando en atmoésfera de
nitrégeno gaseoso, se adicion6 1 ml de CHCIz:Metanol (2:1) y se macer6 durante tres
minutos. Transcurrido este tiempo se recuperd la muestra en un tubo de eppendorf y
posteriormente se agité en un vortex durante cinco minutos. Con el propdsito de separar
las fases y poder recuperar la fraccién organica del extracto, la muestra se lavé con 0.2
ml de una solucion de NaCl al 0.9% y se centrifugd por cinco minutos a 14,000 rpm. Todo
el procedimiento anterior se llevo a cabo a 4°C, para evitar la oxidacién (Priestley, et al
1985). Para llevar a cabo la transesterificacidén, se tomé una alicuota de 100 pl de la fase
organica y se evapord con nitrdgeno, posteriormente se adicionaron 0.5 ml de BF3 al
12% en metanol y se colocé en ebullicion durante 20 minutos. Se dej6 enfriar la muestra
a temperatura ambiente y se recuperd con 1 ml de hexano; finalmente, se adicionaron
0.5 ml de agua destilada para lavar la muestra (Priestley, 1985 y modificado de Morrison,
1964). Para la cuantificacion de los acidos grasos se empled como estandar interno el

acido heptadecanoico.
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Andlisis de acidos grasos por GC-MS

El analisis de la composicion de acidos grasos, se llevo a cabo en un
Cromatégrafo de Gases acoplado a un Espectrometro de Masas Finnigan MAT GCAQ.
Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: inyeccion en modo splitless,
temperatura del inyector de 200°C, se utilizd una rampa de temperatura del horno
programada desde 100°C (al inicio tres minutos) hasta 250°C (manteniendo 4 minutos)
con un aumento de 5°C/minuto. La columna del Cromadgrafo 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, polaricad positiva, temperatura de la fuente de
iones de 200°C, el tipo de ionizacion fue de impacto electronico a 70 electronVolts (eV).
Se inyectaron 2 pl de los acidos grasos derivatizados. La identificacion de los ésteres
metilicos de los acidos grasos se realizé 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).

Registro del espectro de infrarrojo de semillas mediante NIRS

El registro se obtuvo en el Espectrofotometro de Infrarrojo (Perkin Elmer Spectrum
2000), con el accesorio de refractancia difusa (Spectra Tech), colocando 100 mg de
semillas en la portamuestra. Con un intervalo de lectura de 7,800 a 600 cm™, 16 barridos
y una resolucién de 4 cm™, registrandose el logaritmo del reciproco de la refractancia
(log 1/R).
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Modelo Quimiomeétrico

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 Minimos Cuadrados
Parciales, y previo a la calibracion se realizo la correccion de la linea base, a través de la

derivada de segundo orden con una amplitud de 49 puntos.

Electroforesis en geles de poliacrilamida para el estudio de proteinas totales

Para el estudio de proteinas totales se llevo el siguiente procedimiento: 50 mg de
semillas de N. tetetzoy N. mezcalaensis se maceraron en un buffer de homogenizacién
Tris-HCI 50 mM pH 7.3, el homogenizado se centrifugo a 14000 rpm durante 5 minutos,
todo este procedimiento se llevé a cabo a 4°C para evitar la desnaturalizacion de las
proteinas. La electroforesis se llevo a cabo en geles de poliacrilamida al 12.5 %,
utilizando dodecilsulfato de sodio (SDS). Los extractos de cada especie se sembraron a
una concentracibn de 15 pg de proteina en cada poza, usando un sistema
MINIPROTEAN Il (Bio-Rad). Los geles se corrieron a 250 V, 50 mA por una hora en un
buffer de corrida Tris 24.8 mM, glicina 192 mM pH 8.3, SDS al 0.1%. La electroforesis fue
detenida cuando el frente indicador de azul de bromofenol llegd a la parte més inferior del
gel. Para el fijado de las proteinas se utilizd6 una solucion de Metanol: &cido acético
durante 20 minutos. En el revelado de las proteinas se utiliz6 una solucién de sulfato de
amonio en Bradford (Laemli, 1970).

Analisis Estadisticos

Se utilizé Analisis de Varianza (ANOVA) simple (Daniel, 2002), las diferencias se

corroboraron con la prueba de Tukey, con e una probabilidad de (<0.05).
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Resultados

| dentificoddn y niveles de dddos grasos

La transesterificacion realizada para el analisis mediante el cromatografo de gases
acoplado a espectrometria de masas permitié identificar principalmente los siguientes
acidos grasos: Oleico, Linoléico y Estearico. En la figura 5 se muestra un ejemplo de los
cromatogramas obtenidos en el andlisis de acidos grasos de las semillas, en éste se
observan los picos correspondientes a los &cidos grasos, asi mismo, sirve para
ejemplificar la forma de estimar la concentracién de los acidos grasos, es decir,

mediante el registro del area bajo la curva de los mismos y del patron interno.
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Figura 5. Cromatograma de los acidos grasos presentes en las semillas.
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Neobuxbaumia tetetzo

Germinadon.
Las semillas de N. tetetzo no requieren de ningun tratamiento de escarificacién

quimica o mecanica para inducir a la germinacion, siendo ésta del 100 % para el grupo

control.

Traramientos de envejedmiento aoslerado.

Con el propésito de generar un gradiente de envejecimiento acelerado, se decidio
utilizar distintas humedades relativas las cuales fueron: 15%, 20%, 25%, 35%, 45%, 55%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% y 95% a 45°C. En dichas humedades relativas la
germinacion no se vio afectada después de someterlas a los tratamientos de
envejecimiento acelerado correspondientes a 15%, 25% 30% y 35% de HR a 45°C,
aunque a partir del 65% de humedad relativa se ve reducido el porcentaje de germinacion,

en las subsecuentes humedades relativas la germinacion se pierde totalmente (Figura 6).
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Figura 6. Se muestra el porcentaje de germinacién en semillas de Neobuxbaumia tetetzo
posterior a los tratamientos de envejecimiento acelerado a 45°C y diferentes humedades
relativas durante 20 dias.
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Con base en los resultados anteriores se decidid utilizar el tratamiento de 65% de
humedad relativa y 45°C, ya que fue notorio que la humedad relativa fue determinante
para generar un gradiente de longevidad en las semillas de ambas especies y no asi la
temperatura, ya que, a 50°C la germinacion de las semillas estudiadas no se ve afectada,
probablemente porque son semillas de tipo silvestres y su habitat se caracteriza por

condiciones extremas de temperatura y baja humedad relativa.

El tratamiento de envejecimiento acelerado empleado (65% HR/45°C) tiene efecto
sobre la germinacién de las semillas de Neobuxbaumia tetetzo formado un gradiente de
envejecimiento en el cual se reduce su porcentaje de germinacién del 100% hasta el 1 %
después de 18 dias de tratamiento como se puede apreciar en la figura 7. La disminucion
del porcentaje de germinacion es significativa estadisticamente. (Apéndice seccion |).

Neobuxbaumia tetetzo

% de Germinacion

0 3 6 9 12 15 18
Tratamiento de envejecimiento acelerado (Dias)

Figura 7. Porcentaje de germinacion de las semillas de Neobuxbaumia tetetzo después del
tratamiento de envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias

con registro cada 3 dias, n=3).
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Si bien el tiempo medio de germinacién de esta especie es de 3 dias, después de
emplear el tratamiento de envejecimiento acelerado (65% HR/ 45°C) éste no aumenta, sin
embargo si se logra formar un gradiente de envejecimiento el cual se refleja en el

porcentaje de germinacién (Figura 8).

Figura 8. Efecto del tratamiento de envejecimiento acelerado (65% HR/ 45°C durante 9
dias de tratamiento, n=3) sobre la germinacion de semillas de N. tetetzo nétese la
disminucién del porcentaje de germinacion del la muestra sometida a envejecimiento.

Germinaddn y Nivales de Addos grosos

Se puede apreciar de manera clara el decremento del porcentaje de germinacion
asi como en la concentracion de los niveles de acidos grasos en semillas de
Neobuxbaumia tetetzo. En la figura 9 se observa la tendencia a disminuir hasta llegar al
dia 18, ya que la germinacién disminuye del 100% (control) a 1 %; en cuanto a los niveles
de acidos grasos insaturados el acido oleico disminuye de 0.044 pg/g (Control) a 0.040
Mg/g y para acido Linoléico de 0.03419 pg/g a 0.0315.ug/g. En lo que respecta al acido
estearico muestra un comportamiento constante durante el tratamiento de envejecimiento.
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Por lo que el tratamiento empleado resulté ser lo suficientemente drastico para afectar la
viabilidad de las semillas estudiadas. La disminucion del contenido de los acidos

insaturados no fue significativa estadisticamente. (Apéndice seccion Il y lll).
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Figura 9. Se muestra el gradiente de envejecimiento generado después del tratamiento de
envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias con registro

cada 3 dias, n=3) en semillas de Neobuxbaumia tetetzo.

NIRS y Quimiométrico (QUANT +)
El analisis quimiométrico realizado por el programa QUANT+, con los espectros de
infrarrojo, gener6 valores de calibracién del método superior al 80 % de Varianza, la cual

es equivalente al coeficiente de correlacion. (Tablat).

Los valores aceptados de calibracién de los modelos quimiométricos son del 80%;
por lo que los resultados obtenidos fueron satisfactorios.
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Tabla1. Resultados obtenidos mediante la calibracion del quimiométrico (QUANT+) en
semillas de Neobuxbaumia tetetzo.

% de Varianza | Error estandar estimado |Error estandar de la
prediccion
Oleico 84.80 0.001573 0.004246
Linoléico 81.49 0.001481 0.003922
Estearico 95.11 0.0003793 0.001505
Germinacién | 99.54 2.873 3.202

Cerminaddn red contra estimoda medionte NIRS

La estimacion de la germinacion generada por el quimiométrico resultoé satisfactoria

de acuerdo con los datos experimentales con un valor de R?=.99 durante el tratamiento de
envejecimiento acelerado (Figura 10).

Estimacion de la Germinacion-NIRS

Neobuxbaumia tetetzo

R? = 0.9975

40 60 80
Germinacion Real (%)

100

Figura 10. Se muestra el porcentaje de germinacion real contra el estimado mediante el

modelo quimiométrico en semillas de Neobuxbaumia tetetzo, posterior al tratamiento de
envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias con registro

cada 3 dias, n=3).
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Contenido red de dddos gosos insaturados contra estimados medante & NIRS

La estimacion del contenido del acido Oleico generada mediante el modelo
quimiométrico no muestra la misma tendencia que en la germinacién, ya que el valor de la

correlacion, es de R? = 0.6833; sin embargo se nota la tendencia a linearizarse (Figura 11).

Neobuxbaumia tetetzo
2
0.049 - R*=0.6833

0.047
0.045 -
0.043 -
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0.039 -

0.037 ~

Estimacion de Acido Oleico-NIRS
(Ho/9)

0.035 ‘ ‘ ‘ ‘ T T )
0.035 0.037 0.039 0.041 0.043 0.045 0.047 0.049
Contenido Real de Acido Oleico (ug/g)

Figura 11. Se muestra el contenido de &cido Oleico real contra el estimado mediante el
quimiométrico en semillas de Neobuxbaumia tetetzo después de haber sido sometidas al
tratamiento de envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias
con registro cada 3 dias, n=3).

De igual manera se muestra la estimacién del contenido de acido Linoléico
generada mediante el modelo quimiométrico con un valor de correlacién, de R? =0.7527
(Figura 12).
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Figura 12. Se muestra el contenido de &cido Oleico real contra el estimado mediante el
quimiométrico en semillas de Neobuxbaumia tetetzo después de haber sido sometidas al
tratamiento de envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias
con registro cada 3 dias, n=3).

Neobuxbaumia mezcalaensis
Germinaddn

Las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis no requieren de ningun tratamiento
de escarificacidon quimica o0 mecanica para inducir a la germinacion, siendo ésta del 100 %
para el grupo control.
Traramientos de envejedmiento aoslerado.

En las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis se utilizaron las mismas
condiciones de humedad relativa y temperatura que en las de Neobuxbaumia tetetzo para

generar un gradiente de envejecimiento acelerado, presentado un comportamiento similar
a las de N. tetetzo, por lo también se utilizé el tratamiento de 65% HR/45°C (Figura 13).
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Figura 13. Se muestra el porcentaje de germinacion en semillas de Neobuxbaumia tetetzo
posterior a los tratamientos de envejecimiento acelerado a 45°C y diferentes humedades
relativas durante 20 dias.

El tratamiento de envejecimiento acelerado empleado fue lo suficientemente
drastico para afectar a la germinacién de las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis
formando un gradiente de envejecimiento en el cual se reduce su porcentaje de
germinacion del 100% hasta el 2 % después de 18 dias de tratamiento como se puede
apreciar en la figura 14. El registro de la disminucion de la viabilidad fue significativa
estadisticamente.(Apéndice seccion V).
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Figura 14. Se muestra el porcentaje de germinacion de semillas de Neobuxbaumia
mezcalaensis después del tratamiento de envejecimiento acelerado (65% Humedad

Relativa a 45°C durante 18 dias con registro cada 3 dias, n=3).

En las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis se presentd el mismo
comportamiento que en las de N. tetetzo, ya que el tiempo medio de germinacion de esta
especie es de 3 dias, después de emplear el tratamiento de envejecimiento acelerado
(65% HR/ 45°C) éste no aumenta, aunque si se nota de manera evidente la disminucion

del porcentaje de germinacién (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del tratamiento de envejecimiento acelerado (65% HR/ 45°C durante 9
dias de tratamiento, n=3) sobre la germinacion de semillas de N. mezcalaensis nobtese la

escasa germinacion de la muestra sometida a envejecimiento.
Germinadén y Niveles de Addos grasos

En la figura 16 se puede apreciar claramente el decremento del porcentaje de
germinacion, de 100% a 2% después de 18 dias de tratamiento, asi como la concentracion
de los niveles de &cidos grasos con tendencia a disminuir conforme al tiempo del
tratamiento de envejecimiento acelerado empleado. La concentracion del acido oleico
disminuyd de 0.0304 pg/g (control) a 0.0263 ug/g después de 18 dias de tratamiento de
envejecimiento. El acido linoléico disminuye de 0.0232 pg/g (control) a 0.020 pg/g después
de 18 dias de tratamiento de envejecimiento. Por lo que toca al acido graso saturado,
estedrico, su comportamiento fue constante durante el tratamiento de envejecimiento. La
disminucién de los &cidos grasos insaturados no es significativa estadisticamente.

(Apéndice seccion Vy VI).
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Figura 16. Se muestra el gradiente de envejecimiento generado después del tratamiento
de envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias con registro
cada 3 dias, n=3) en semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis.

NIRS y Quimiométrico (QUANT +)

El analisis quimiométrico realizado por el programa QUANT+, con los espectros de
infrarrojo, genero valores de calibracion del método cercano al 100% de varianza la cual es

igual al coeficiente de correlacion. (Tabla 2).
Los valores aceptados de calibracién de los modelos quimiométricos son del 80%;

por lo que los resultados obtenidos del analisis del modelo Quimiométrico fueron
satisfactorios.
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Tabla .2. Resultados obtenidos mediante la calibracién del quimiométrico (QUANT+) en

semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis.

% de Varianza |Error estandar estimado |Error estandar de la
prediccion
Oleico 99.96 0.0002036 0.0003649
Linoléico 99.92 0.0001899 0.0002079
Estearico 99.97 0.0002036 0.0003649
Germinacion | 99.31 3.717 4.324

GCerminaddn red confra estimada medonte NIRS

En la figura 17 se muestra el valor de estimacién de la germinacién generada

mediante el modelo quimiométrico

tienen los valores experimentales con una R® = 0.9949
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R? = 0.9949

40 60 80
Germinacion Real (%)

100 120

resulté satisfactoria de acuerdo a la correlacién que

Figura 17. Se muestra el porcentaje de germinacién real contra el estimado mediante el

quimiométrico en semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis, posterior al tratamiento de
envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C durante 18 dias con registro

cada 3 dias, n=3).
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Contenido red de dddos gosos insaturados contra estimados mediante NIRS

La estimacién para el 4cido oléico generado mediante la técnica del NIRS dio un
valor de correlacién de R?= 0.9976 por lo que resulto satisfactoria. (Figura18).

Neobuxbaumia mezcalaensis
0.04 -
R? = 0.9976
0.035 -
003

~0.025 -

0.02 1

Estimacion de Acido Oleico-NIRS
HO/g

0-01 5 T T T T 1
0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04

Contenido Real de Acido Oleico (Lg/g)

Figura 18. Se muestra el contenido de &cido Oleico real contra el estimado mediante el
quimiométrico en semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis después de haber sido
sometidas al tratamiento de envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C
durante 18 dias con registro cada 3 dias, n=3).

De igual forma se muestra la estimacion del contenido de acido Linoleico generada
mediante el modelo quimiométrico con un valor de correlacién, de R* =0.9989 (Figura 19).
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Neobuxbaumia mezcalaensis
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0.015 ‘ ‘ ‘ ‘
0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04
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Figura 19. Se muestra el contenido de acido Linoleico real contra el estimado mediante el
quimiométrico en semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis después de haber sido
sometidas al tratamiento de envejecimiento acelerado (65% Humedad Relativa a 45°C
durante 18 dias con registro cada 3 dias, n=3).

Estudos de proteincs totdes

Finalmente se evalud si existia una diferencia en la expresion de proteinas totales
en ambas especies (Figura 20) en donde se aprecia que la expresion de proteinas no se
vio afectada después de haberse sometido a las semillas en el tratamiento de
envejecimiento acelerado, ya que las bandas se aprecian bien definidas entre el control y

el tratamiento de envejecimiento acelerado.
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Figura 20. Gel de la electroforesis de proteinas en donde no se detect6 diferencia en el
control y en las repeticiones de muestras envejecidas en las semillas de Neobuxbaumia
tetetzo ni de Neobuxbaumia mezcalaensis después de 9 dias de envejecimiento. (N. tC =
N. tetetzo control; N t 1= N.tetetzo 1ra repeticion; N t 2 = N. tetetzo 2da repeticion; N. t 3=
N. tetetzo 3ra repeticion; N. m C = N. mezcalaensis control; N. m 1 = N. mezcalaensis 1ra
repeticion; N.m 2 = N. mezcalaensis 2da repeticion; N. m 3 = N. mezcalaensis 3ra

repeticion).
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Discusion

La capacidad de germinacion de las semillas nos brindan informacion acerca de
su estado, por lo que si se tiene un alto porcentaje de germinacién nos indica que son
potencialmente capaces de reemplazar a las plantas adultas de un determinado lugar
(Lohengrin, 1999). En cuanto al porcentaje de germinacion de semillas de N. tetetzo
reportadas en un estudio previo fue del 95% (Godinez-Alvarez, y Valiente-Baunet,
1998), mientras que en este estudio fue del 100%. En cuanto a N. mezcalaensis en
este estudio el porcentaje de germinacion también fue del 100%. Esto probablemente
se debe al tipo de colecta o a las condiciones de almacenamiento de las muestras y no
tanto al tiempo de almacenamiento de las semillas, ya que a pesar de que las semillas
empleadas en este trabajo pertenecen a una colecta de junio del 2001, almacenadas a

temperatura y humedad relativa ambiental, estas conservaron su viabilidad.

Cabe senalar que las semillas fueron sometidas a tratamientos de envejecimiento
acelerado de 55% HR a 45y 50°C y su capacidad de germinacién no se vio afectada,
por lo que es evidente que el factor determinante para inducir al envejecimiento
acelerado en esta semillas fue el contenido de humedad relativa elevado y no tanto la
temperatura, debido a que cuando se incremento el contenido de humedad relativa a
valores superiores del 60% la viabilidad de las semillas comenz6 a decaer hasta el 0%
de germinacién cuando se llego al 70% de HR para N. tetetzo y 65% de HR para N.
mezcalaensis, ademas de que el contenido de humedad en suelo en Zapotitlan Salinas,
Puebla oscila entre 7.5 y 12 % y la HR ambiental es de alrededor del 52 al 73% (Datos
del 2001 y de 1998 respectivamente, del laboratorio de Fisiologia vegetal UBIPRO), no
obstante, cuando se utiliz6 una temperatura de 55°C a diferentes humedades relativas la
viabilidad se pierde en su totalidad, debido a que ésta temperatura es demasiado
extrema, ya que en condiciones naturales de los bancos de semillas de suelo, la
temperatura, por lo menos en Zapotitlan salinas, Puebla es en promedio de 38°C y la
ambiental es de 33°C (Datos de sep. 2004 del laboratorio de Edafologia UBIPRO). Por lo
que se puede afirmar que estas especies estan adaptadas a germinar a temperaturas
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elevadas, lo cual es caracteristico de especies de zonas aridas, ya que algunos autores
han reportado que la germinacién de varias especies de cactaceas oscila entre los 12 y
34°C (Fearn, 1974,1981 citado por GodinezAlvarez y Valiente-Baunet, 1998 y Nobel,
1988).

De lo anterior, en comparacién con otros estudios en los que se utilizaron semillas
de Tsuga mertensiana (abeto), tanto la temperatura como la humedad relativa fueron
determinantes para inducir el envejecimiento, ya que utilizaron 37.5 °C / 100% HR,
observandose que la pérdida gradual de viabilidad de las semillas hasta 0%, se observo
después de 12 dias de envejecidas (El-Kassaby, 1998). En contraste con este reporte,
en semillas de cacahuate utilizaron 45°C y 79% de HR, observandose una pérdida
drastica de la viabilidad, dafo severo y un aumento significativo de malondialdehido en

los ejes embrionarios y cotiledones de la semilla (Sung y Jeng, 1994)

Otra forma de manifestacién de la pérdida de la viabilidad en semillas es la
disminucién del vigor de las mismas, expresada como tiempo medio de germinacién
(TMG), aunque en este estudio no se afecto el TMG en ambas especies, si se reporta
en semillas de Hechtia podantha y Beaucarnea gracilis, donde aument6 de 4.55 a 18.5
dias y de 5.7 a 28.4 dias respectivamente (Zavaleta, 2003).

En cuanto al contenido de acidos grasos insaturados de las semillas de N. tetetzo
y N. mezcalaensis se muestra una tendencia a la disminucion conforme pasan los dias
de tratamiento de envejecimiento acelerado; por lo que se permite suponer la presencia
de radicales libres como el principal factor de envejecimiento celular, aunque no se
tengan evidencias directas de su presencia, ya que no se realizaron pruebas para
detectar el aumento del malondialdheido o alguno de los productos secundarios de la

peroxidacion lipidica.
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Aunque si hay una tendencia a la disminucion del contenido de acidos grasos
insaturados en las semillas estudiadas, ésta no fue significativa, por lo que se permite
suponer la existencia de mecanismos enzimaticos que constantemente regeneran los
danos producidos en los acidos grasos insaturados, ademas de que hay que considerar
la presencia de antioxidantes que permitieran controlar los mecanismos de peroxidacion
lipidica causados por los radicales libres que pudieran haberse generado durante el
tratamiento de envejecimiento acelerado empleado. ElI comportamiento observado es
similar en semillas de Brassica napus y Stenocereus stellatus (Vergara, 2002), y se
contrasta con el comportamiento de semillas de Beaucarnea gracilis y Hechtia podantha
donde los acidos grasos linoléico y oleico disminuyeron drasticamente en ambas

especies (Zavaleta, 2003).

En cuanto al porcentaje de germinacién, éste si disminuyé significativamente en
contraste con el contenido de acidos grasos insaturados de las semillas estudiadas, por
lo que se permite suponer que en la pérdida de la viabilidad hayan participado otros
componentes de la semilla tales como carbohidratos, enzimas o proteinas, lo anterior,
con base en lo observado en semillas de frijol mungo, donde hubo cambios en las
proteinas contenidas en las semillas, el contenido de glucosa (evidencia de que hubo
una hidrélisis de los carbohidratos) y los productos de la peroxidacién lipidica
aumentaron considerablemente durante el almacenamiento (Murthy y Sun, 2000).

Aungue en este trabajo se observd que la expresion de las proteinas no se afecta
durante el tratamiento de envejecimiento acelerado, resulta interesante que para
posteriores estudios de esta indole se evalue el contenido de los lipidos, carbohidratos,
proteinas, productos de la peroxidacion lipidica, presencia de antioxidantes en las
semillas, incluso, actividad enzimatica que pudiera participar en el envejecimiento de
semillas. Por otro lado, la temperatura empleada en este estudio (45°C) no fue muy alta
como para desnaturalizar proteinas, ademas se debe considerar el origen de las
semillas, ya que son de zonas aridas, las cuales se caracterizan por tener temperaturas

elevadas, por lo que deben ser capaces de soportar dichas condiciones.
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Con respecto a la concentracién de los acidos grasos saturados, ésta no resultd
afectada ya que su comportamiento durante el tratamiento de envejecimiento se mantuvo
con una tendencia constante, por lo que puede decirse que la peroxidacion de los &cidos
grasos insaturados esta directamente relacionada con el envejecimiento, aunque para
poder afirmar esto seria necesario evaluar el contenido de acidos grasos insaturados
junto con los productos de la peroxidacion en semillas envejecidas de forma natural, para
poder comparar si el envejecimiento acelerado afecta de la misma forma a las semillas
que han sido envejecidas artificialmente con respecto a las envejecidas de forma natural,
ya que las condiciones empleadas para inducir al envejecimiento acelerado son muy

drasticas.

Por otra parte en cuanto al analisis quimiométrico realizado por el programa
QUANT+ con los espectros de infrarrojo obtenidos, nos gener6 valores de calibracién (el
cual es igual al coeficiente de correlacion) altos, como el de la germinacién de las
semillas de N. tetetzo y N. mezcalaensis con un valor de R?=0.99, lo que nos indica que

existe una correlacion lineal directa significativa entre las dos variables relacionadas.

En lo concerniente a la estimacion de los acidos grasos insaturados, la correlacién
entre los valores obtenidos mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) con los obtenidos mediante el modelo quimiométrico, nos muestra
valores de R®=0.68 para &cido oleico en semillas de Neobuxbaumia tetetzo lo que nos
indica que la correlacion entre las variables es baja, en cuanto al acido linoléico el
coeficiente de correlacion fue de R?=0.75 por lo que la relacion entre las variables es
buena. Esto probablemente se debe a que las semillas de ésta especie fueron mas
susceptibles al envejecimiento ya que a pesar de que las semillas que lograron germinar
después del tratamiento de envejecimiento acelerado las plantulas no prosperaron. En el
caso de Neobuxbaumia mezcalaensis el valor del coeficiente de correlacion del acido
oleico y linoléico fue de R?=0.99 indicando que la relacién entre las variables es

satisfactoria.
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En general el empleo de la técnica del NIRS resulto ser confiable para analizar la
viabilidad de las semillas estudiadas en este trabajo. Ademas de que esta técnica se ha
utilizado para estimar el contenido de proteinas en semillas de Brassica napus L. en la
cual el valor de correlacion entre el contenido de proteinas obtenido mediante el método
de combustion de Dumas contra el valor generado por la técnica del NIRS fue de
R?=0.94 (Velasco y Méllers, 2002), junto con otro estudio de estimacién de contenido de
aceites y composicion de acidos grasos en semillas de Brassica napus L. en donde se
encontraron valores de correlacién de R?=0.92 para &cido oleico, R?=0.94 para &cido
ertcico y R?=0.75 para &cido linoleico (Velasco et al, 1999), ademéas de distinguir entre
semillas viables y semillas vacias de Pinus patula Shiede y Deppe mediante

espectroscopia de infrarrojo cercano la cual resulto ser exitosa (Tigabu y Christer, 2003).

Finalmente, con lo expuesto anteriormente, la técnica del NIRS ofrece una forma
no destructiva de analisis de semillas enteras, sin necesidad de realizar extracciones
exhaustivas de analitos o germinarlas, ademas de la alta precision y sensibilidad del
equipo de infrarrojo, es de mucha utilidad para que ésta técnica se emplee para la
realizaciébn de pruebas periddicas de viabilidad en semillas que se encuentran
depositadas en los bancos de germoplasma.

Asi mismo la técnica del NIRS ofrece la ventaja de que se emplea una pequefia
cantidad de muestra para su analisis, aunado con la rapidez para realizar dichas pruebas
y sobre todo el rango de energia empleada del espectro electromagnético es muy baja y
no dana la viabilidad de las semillas, por lo que esta caracteristica resulta ser
potencialmente Gtil, muy atractiva e incluso econémica para estimar la viabilidad, con la
finalidad de analizar una gran cantidad de colecciones de los bancos de semillas sin que

los acervos se pierdan.
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Conclusiones
Basandose en los resultados obtenidos en este trabajo se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

T El tratamiento de envejecimiento acelerado empleado (45°C/65% HR)
genera un gradiente de envejecimiento en semillas de Neobuxbaumia

tetetzo y Neobuxbaumia mezcalaensis.

T Por medio de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas se lograron identificar los acidos grasos contenidos en las

semillas estudiadas asi como su concentracion.

T Las semillas de N. tetetzo y N. mezcalaensis muestran una
disminucién no significativa en el contenido de &cidos grasos

insaturados durante el tratamiento de envejecimiento acelerado.

T La correlacién de los valores de germinacién obtenidos mediante la
técnica del NIRS y la germinacion real en las semillas de N. tetetzo y

N. mezcalaensis fue satisfactoria.

T La correlacién de los valores de la prediccion generados por la técnica
del NIRS de la concentracién de acidos grasos insaturados y la
concentracion real de los mismos en las semillas estudiadas fue

buena.

T El tratamiento de envejecimiento acelerado no afecté la expresién de
proteinas totales en las semillas de N. tetetzoy N. mezcalaensis.

T La técnica del NIRS es un método confiable para estudiar la

viabilidad de las semillas de N. tetetzo y N. mezcalaensis por ser no

destructiva.
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Apéndice.

Seccion |

Analisis de varianza de un factor correspondiente al porcentaje de germinaciéon en

semillas de Neobuxbaumia tetetzo posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado
(45°C/65% HR, durante 18 dias con registro cada 3 dias).

Ho: X1=X2=X3... Ha: X1. X2 ® X3

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 34279.61905 6 5713.269841| 105.615023 7.6391E-11| 2.847727387

Dentro de los
grupos 757.3333333 14 54.0952381
Total 35036.95238 20

Como F experimental es mayor que F tablas acepto la hipbtesis alterna, por lo tanto

hay diferencia significativa entre el tiempo de envejecimiento reflejado en porcentaje de

germinacioén, en las semillas de Neobuxbaumia tetetzo.

Prueba de Tukey

W=34.18

De acuerdo con el valor de tukey existe diferencia entre: los siguientes grupos:

Control y 5to y 6t0 muestreo (97.3), control y 4to muestreo (92), control y 3er muestreo

(82.6), control y 2do muestreo (45.3), 1er muestreo y 6t0 y 5t0 muestreo (94.7), 1er muestreo

y 4to muestreo (89.4), 1er muestreo y 3er muestreo (80), 1er muestreo y 2do muestreo

(42.7), 2do muestreo y 6to y 5to muestreo (52), 2do muestreo y 4to muestreo (46.7), 2do

muestreo y 3er muestreo (37.3).
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Seccion |l

Andlisis de varianza de un factor correspondiente a la concentracion del acido oleico
en semillas de Neobuxbaumia tetetzo posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado

(45°C/65% HR, durante 18 dias con registro cada 3 dias).
Ho: X1=X2=X3... Ha: X10 Xg X 3...

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad | los cuadrados F Probabilidad| para F
Entre grupos 0.00018103 6| 3.01717E-05| 1.348273| 0.300618|2.84772739
Dentro de los grupos| 0.000313293 14 2.2378E-05
Total 0.000494323 20

Dado que F experimental es menor que F tablas acepto la hipoétesis nula por lo tanto
no hay diferencia significativa entre el tiempo de envejecimiento expresado en el contenido
de acido Oleico, en las semillas de Neobuxbaumia tetetzo.

Seccién lI

Andlisis de varianza de un factor correspondiente a la concentracion del acido
Linoléico en semillas de Neobuxbaumia tetetzo posterior al tratamiento de envejecimiento
acelerado (45°C/65% HR, durante 18 dias con registro cada 3 dias).

Ho: Xi=Xo=X3... Ha: Xie X5 e X 3...

Grados
Origen de las Suma de de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad| para F
Entre grupos 0.000180283 6| 3.00471E-05] 2.054061| 0.125322|2.84772739
Dentro de los grupos| 0.000204794 14 1.46281E-05
Total 0.000385076 20

Dado que F experimental es menor que F tablas acepto la hipoétesis nula por lo tanto
no hay diferencia significativa entre el tiempo de envejecimiento expresado en el contenido
de acido Linoléico, en las semillas de Neobuxbaumia tetetzo.
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Seccion IV

Analisis de varianza de un factor correspondiente al porcentaje de germinacion en
semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis posterior al tratamiento de envejecimiento
acelerado (45°C/65% HR, durante 18 dias con registro cada 3 dias).

Ho: X1=X2=X3... Ha: X10 Xg X 3...

Promedio de
Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad | cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 35311.2381 6| 5885.2063 100.3 1.1E-10] 2.84772739
Dentro de los grupos 821.333333 14| 58.666667
Total 36132.5714 20

Como F experimental es mayor que F tablas acepto la hipbtesis alterna, por lo tanto

hay diferencia significativa entre el tiempo de envejecimiento reflejado en porcentaje de
germinacién, en las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis.

Prueba de Tukey

W= 35.34.

De acuerdo con el valor de tukey existe diferencia entre los siguientes grupos: Control
y 6to muestreo (96), control y 5to muestreo (98.6), control y 4to muestreo (93.3), control y 3er
muestreo (90.6), 1er muestreo y 6to muestreo (84.06), 1er muestreo y 5to muestreo (86.6),
1er muestreo y 4to muestreo (81.3), 1er muestreo y 3er muestreo (78.6), 2do muestreo y 6to

muestreo (68), 2do muestreo y 5to muestreo (70.6), 2do muestreo y 4to muestreo (65.33),
2do muestreo y 3er muestreo (62.66).
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Seccion V

Andlisis de varianza de un factor correspondiente a la concentracion del acido oleico
en semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis posterior al tratamiento de envejecimiento
acelerado (45°C/65% HR, durante 18 dias con registro cada 3 dias).

Ho: Xi=Xo=X3... Ha: Xie X5 ¢ X 3...

Promedio de
Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.00050495 6/ 8.416E-05 1.187 0.36786| 2.84772739
Dentro de los grupos 0.00099276 14| 7.091E-05
Total 0.00149771 20

Dado que F experimental es menor que F tablas acepto la hipo6tesis nula por lo tanto
no hay diferencia significativa entre el tiempo de envejecimiento expresado en el contenido

de acido Oleico, en las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis.

Seccion VI

Andlisis de varianza de un factor correspondiente a la concentracion del acido
Linoléico en semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis posterior al tratamiento de
envejecimiento acelerado (45°C/65% HR, durante 18 dias con registro cada 3 dias).

Ho: Xi=Xo=X3... Ha: Xie X5 ¢ X 3...

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los Valor critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 0.00016316 6 2.719E-05 0.641 0.69638 2.84772739
Dentro de los grupos 0.00059376 14 4.241E-05
Total 0.00075692 20

Dado que F experimental es menor que F tablas acepto la hipoétesis nula por lo tanto
no hay diferencia significativa entre el tiempo de envejecimiento expresado en el contenido

de acido Linoléico, en las semillas de Neobuxbaumia mezcalaensis.
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