UNAM

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

“Efecto del envejecimiento acelerado sobre los
veles de acidos grasos insaturados de semillas de
Pachycereus hollianus.”

TESIS
Que para obtener el titulo de

BIOLOGO

Presenta

Manuell Cacheux Irma Estrella Beatriz

Director de Tesis: Dr. Flores Ortiz Cesar Mateo

Los Reyes Iztacala, Estado de México.
Mayo de 2006

[ZTACALA



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 FAMILIA.

Mi mama, por permitirme nacer y estar en este mundo. Nunca encontraré la forma
de agradecerte tantas cosas, por estar ahi cuando te necesité y por que no, también
cuando no lo estuviste. Pero sobre todo por creer en mi todo este tiempo, en el que
ni yo misma creia en mi para terminar varias cosas. Hoy y siempre seras mi
ejemplo a seguir para no desistir nunca.

A mi padre, pues estoy consciente de que siempre se puede aprender algo de
alguien, cosas buenas y malas, pero todo es aprendizaje; s6lo hay que saber con
qué quedarse. Atn, en los momentos més dificiles de nuestra vida algo se aprende.

A mis hermanas Gela, Ivonne e Hilda; por soportar mis neuras y mi mal genio, y
siempre estar con migo, aunque nos peleemos y terminemos manddndonos muy
lejos, gracias por todo su apoyo.......... y por hacer que mi vida tenga sentido.

A mi cufiado Mauricio y mis sobrinos, Gerardo y Mauricio, por su apoyo y carifio;
los quiero mucho.

A mi hermano Ricardo, por todo su apoyo y comprensién, y por estar con migo
siempre que lo he necesitado, por saber escuchar y al mismo tiempo saber callar en
los momentos precisos; por ser en mi vida mi aliciente eterno y mi ejemplo a
seguir.

A mi hermano Rodrigo, que aunque no estuviste fisicamente con migo en un buen
tiempo, siempre estuviste en mis pensamientos y en mi corazon.

A mi amiguisima del alma, mi casi hermana Mard, por todo este tiempo de
compartir momentos buenos y malos con migo, y porque sé que nada ni nadie

podria acabar con nuestra amistad.

Y a ti Cesar, por todo lo vivido en estos afios juntos; por tu apoyo, tus neuras, tus
rollos, tus conocimientos, tu comprensién y sobre todo, por ser como eres. TQM.

II



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. César Mateo Flores Ortiz, por compartir con migo su escaso tiempo, sus
conocimientos, y no sélo los académicos; por ser como él dice: “una finisima
persona”, y por toda la confianza depositada en mi para la realizaciéon de este
trabajo.

Al Biol. Luis Barbo Hernandez Portilla por todo el tiempo dedicado para
ensefiarme y asesorarme durante la realizacion de este trabajo, recibe mi mas
sincero agradecimiento.

Al Dr. Ignacio Pefialosa Castro por sus conocimientos, ideas y prontas correcciones
a mi tesis, para que fuera un mejor trabajo, gracias.

Al M en C Ernesto Aguirre Leén por su amabilidad y sencillez que lo caracteriza y
por sus buenas observaciones a mi trabajo.

AlaM en C Antonia Trujillo Herndndez por sus observaciones tan acertadas y sus
buenas preguntas e ideas para el mejoramiento de mi trabajo, gracias maestra.

A la M en C Josefina Vazquez Medrano por todo su apoyo y por estar siempre
dispuesta a ayudar, sin esperar nada a cambio.

Al Biol. Rafael Quintanar Zuaniga por ser como es, con su peculiar sentido del
humor.

Ala M en C Martha Urztia Meza y a la Biol. Margarita Moreno por estar siempre al
pendiente de lo que faltaba, por su apoyo y amistad.

A la Direccién General de Asuntos del Personal Académico a través del Programa
de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnolégica, con nimero de
proyecto IN201405, por la beca otorgada para la realizacion de este trabajo.

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

A todos mis comparieros de la carrera y son tantos que tendria que hacer otra tesis,
s6lo para mencionarlos asi que sélo les diré, jya hice la oficial! y con esta es mas
que suficiente por ahora, sale? Pero sepan que cada uno de ustedes contribuy¢6 a
que yo llegara hasta aqui.

III



INDICE

DEDIC AT ORI A - o I
AGRADECIMIENTOS  ------- oo oo oo o e e !
RESUMEN - oo o
INTRODUGCCION --ccemmmm oo e
Las cactaceas ----------=-=smemmememee e e
El papel de las cactaceas en México. -----------m--m-mmmmmmmmmmmommoeee 5
Tipos de semillas -------=-=mmmmmmmmmm e
El proceso de envejecimiento en semillas ------------------=------------ 8
La formacion de radicales libres -----------=--=-m--mmmmommm oo 9
Mecanismo de peroxidacion de acidos grasos insaturados --------- 11
Indices de peroxidacion lipidica en semillas -----------------=-=--------- 12

Espectroscopia de Reflactancia en Infrarrojo Cercano (ERIC o

NIRS) oo oo oo e 13

Los analisis quimiometricos. ---------=-==-===mmmmmmmmmmmm oo 14
ANTECEDENTES -----------m oo oo e e 15
HIPOTESIS ------mmmmmmmmm e 16
OBJETIVOS

Objetivo General --------m-m e e 17

Objetivos Particulares ---------=-==-m-mmmmmmm oo 17
DESCRIPCION DEL MATERIAL DE ESTUDIO ------------nmmmmmmmmmmmmmeeeo 18

Caracteristicas de la especie. --------=-=-mmmmm oo 19
MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas del sito de muestreo y muestreos ---------------------- 21

Tratamientos pregerminativos -------------=-==-m-mommmmmmm oo 21

Determinacién de la viabilidad de semillas, por porcentaje de

EIMINACION. = mm s m oo oo 21
Tratamientos de envejecimiento acelerado. ----------------=------=----- 22
Extraccién y transesterificacién de acidos grasos de semillas ------ 22
Analisis de acidos grasos por GC-MS  ----------mmmmmmmmm oo 23
Registro del espectro de infrarrojo de semillas mediante NIRS ----- 23
Modelo mediante el Quimiométrico (QUANT). -----------m-mmmmmmmmee 24

Analisis estadistiCOS ----=---======mmmmmmm e 24



RESULTADOS

Tratamientos pregerminativos ------------=-=-=-==-m-mmmmmmm oo 25
Envejecimiento acelerado ------------=-=-mmmmmmm oo 26
Transesterificacion de los acidos grasos. -------------------=--mmmmumuem 27
NIRS y QUIMIOMELriCO -----m-mmmmm oo 29
Germinacion real contra la estimada mediante NIRS  ----------------- 30
Contenido de acidos grasos contra el estimado por NIRS  ----------- 31
Germinacion vs acidos grasos de semillas ------------=-=-m-mmmmmmmaneen 33
DISCUSION - 35
CONCLUSIONES  ----------m oo oo oo 41
LITERATURA CITADA - oo oo e 42
APENDICE “A” -ommmmmm oo 49
APENDICE “B” ------==n==mrmmm e oo 51

APENDICE “C” -------msrmmmmmmseemmmcmee e 54



RESUMEN

Las semillas, durante su almacenamiento en los bancos, experimentan un proceso
de deterioro o envejecimiento, que se manifiesta con una reduccion en la
capacidad de germinacién. Este proceso es asociado a la peroxidacién lipidica de
la membrana de las células del embrion. Por eso los objetivos de este trabajo
fueron, establecer las condiciones de germinacion, inducir a las semillas de
Pachycereus hollianus al envejecimiento acelerado bajo diferentes condiciones, y
correlacionar los niveles de acidos grasos saturados e insaturados con las
diferentes respuestas en la germinacién, durante el proceso de envejecimiento
acelerado. Para ello se colocaron semillas de P. hollianus en condiciones de 55%,
65% y 75% de humedad relativa y temperaturas de 45 y 55°C para cada humedad
relativa, separando una muestra cada tercer dia para los analisis de germinacién,
niveles de acidos grasos y espectros de infrarrojo, para correlacionar todos estos
parametros con el envejecimiento acelerado de las semillas mediante el programa
QUANT Plus. En los resultados de germinacién se encontré que la mejor forma de
romper la quiescencia de estas semillas, es con 24 hrs. de hidratacion y aereacién
continua; obteniéndose germinaciones del 100%. Al final del tratamiento de
envejecimiento (15 dias), la germinacién disminuyé a 75.5% para la combinacion
de 55%RH 45°C, a 79% en 65%RH 45°C y a 43% en 75%RH 45°C y para las
combinaciones de mayor temperatura: a 7.5% para 55%RH 55°C, a 5% en 65%RH
55°C y a 2.5% en 75%RH 55°C. Asi mismo, se observé que en general los acidos
grasos insaturados y uno de los saturados disminuyeron, manteniéndose
constante el palmitico. Los coeficientes de correlacién obtenidos mediante el
modelo quimiométrico fueron de 99.8% para la germinacién, 96.6% para el acido
linoleico, 64.6% para el oleico, 91.1% para estearico y no se obtuvo correlacién
para el palmitico. Estos coeficientes son aceptables para nuestro modelo de
prediccion. Por lo tanto, se concluye: 1) la humedad relativa es un factor
determinante en la induccion del envejecimiento acelerado, 2) existe una sinergia
entre temperatura y humedad relativa elevadas, 3) que el método descrito es
confiable en predicciones a futuro para semillas de Pachycereus hollianus. Y por
ultimo, 4) la técnica de NIRS ofrece una correlacion altamente significativa de las
condiciones en las que se encuentran las semillas sin que éstas sean destruidas o

se les cause algun dafo.



INTRODUCCION

Las cactaceas son cruciales en la estabilidad de los ecosistemas de las
regiones aridas y semiaridas, ya que con sus raices mantienen la cohesion de
los suelos, evitando la pérdida de los mismos; es por ello, necesario investigar
y desarrollar tecnologias que permitan su preservacién, pues debido a sus
caracteristicas, son susceptibles a la extincion. Ademas de tener importancia
econdmica, ornamental, alimenticia, forrajera, entre otras, constituyendo una
fuente apreciable de ingresos en las regiones donde existen (Bravo-Hollis y
Sanchez-Mejorada,1991; Nevares-lbarra et al. 2000).

Ahora bien, las cactaceas producen flores y frutos, y por consiguiente
semillas. La semilla es la unidad de reproduccién sexual por excelencia en las
plantas superiores, y es la encargada de propagar la especie y dispersarla
espacial y temporalmente. De acuerdo con esto, las semillas de las plantas
tienen la habilidad de permanecer en estado de actividad minima durante
largos periodos, la germinacion desde el punto de vista fisioldgico es el proceso
que se inicia con el suministro de agua a la semilla y termina cuando el
crecimiento de la plantula se inicia, siendo este momento mas comunmente
considerado cuando se da la salida de la radicula a través del tegumento
(Bewley y Black, 1994).

El desarrollo exitoso de la semilla depende de multiples influencias en
todos y cada uno de los estados de su formacién. Ademas, su estructura esta
estrictamente unida a la funcibn de la misma. Aunque muchas semillas
germinan muy facilmente, algunas son muy renuentes a germinar. Es necesario
establecer la biologia de las mismas y algunas condiciones para germinar
semillas con éxito. Es por ello que en la actualidad se estan tratando de
almacenar y mantener el mayor numero de semillas de diferentes especies de
cactaceas y suculentas en los bancos de semillas o bancos de germoplasma
para evitar la extincién de dichas especies. (Lohengrin, 1999). Sin embargo,
dentro de los bancos, las semillas van envejeciendo y requieren de una
vigilancia periddica de la viabilidad, misma que se lleva a cabo de varias
maneras, siendo las dos mas utilizadas, las pruebas de sales de cloruro trifenil
de tetrazolio (TTC) (Delouche, 2002), misma que requiere de la disecciéon del

germoplasma; o la de germinacién; en cuyos casos la semilla se pierde y esto



va mermando el acervo del banco. Es por ello, que este trabajo esta enfocado
a buscar nuevas alternativas para monitorear la viabilidad y calidad de las

semillas, sin que éstas se pierdan.

Las cactaceas

Con unos 200 géneros y 2500 especies, la familia de las cactaceas
constituye la mas amplia del grupo de plantas suculentas. Los cactus son
plantas xeréfitas, mostrando tendencia a la reduccién de las superficies
sometidas a transpiracion para disminuir al maximo la pérdida de agua. Estas
plantas aparecieron en la tierra hace 600.000 afos, por lo que forman un grupo
de plantas reciente, en comparacion a otras, que surgieron hace 115 millones
de anos. Los antecesores de los cactus presentaban formas muy semejantes a
las de plantas ordinarias. Algunos cactus primitivos tenian tallos y hojas
practicamente normales. Sin embargo, al variar el clima de amplias zonas de la
Tierra, los seres vivos tuvieron que evolucionar hacia estructuras y formas que
les permitieron sobrevivir en las nuevas condiciones del medio ambiente. El
primer representante de esta familia que evoluciond fue Pereskia, género
primitivo que aun existe, que se adaptd a las nuevas condiciones con cambios
moderados. A partir de esta planta, por evolucién, surgid el género
Pereskiopsis, que ademas de tallos carnosos, aréolas, espinas y hojas
carnosas como su antecesor, present6 gloquidios en las aréolas, y sus hojas
eran ya caducas. Los gloquidios se desarrollaron y aumentaron en importancia
en las Opuntia. El tronco evolutivo llegbé a Quiabentiay alcanz6 un estadio con
tallos mas gruesos. Luego en Nopalea, aparecieron segmentos de forma
aplastada. Otro aspecto de la evolucién lo constituye la reduccién del tamafo
foliar, desde Pereskia, pasando por las hojas mas estrechas de Pereskiopsis,
hasta los residuos foliares de Opuntia. Ademas, aunque las hojas de Pereskia
no son perennes, las de Pereskiopsis se pierden al llegar los frios, y en Opuntia
los pequenos residuos foliares atréficos duran sélo mientras el brote es joven.
(Bravo-Hollis, 1978; Bravo y Sanchez-Mejorada 1991; Arias, 1997; Hunt, 1999;
Davila, et al. 2001; Guzman et al. 2003; Flores, 2004).

Los cactus han desarrollado adaptaciones asombrosas que les permiten

enfrentar las adversas condiciones climaticas de las zonas aridas. La mayoria



de sus caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas estan relacionadas con un uso
muy eficiente del agua. Al igual que otras plantas como las crasulaceas y los
agaves, realizan la fotosintesis por medio de un mecanismo conocido como
metabolismo CAM (Metabolismo Acido de las Crasulaceas). Este les permite
realizar la fotosintesis con un desfasamiento en el tiempo. Durante la noche,
cuando la temperatura es menor, los estomas se abren para realizar el
intercambio gaseoso, y el biéxido de carbono captado es almacenado en el
tejido de la planta en forma de acido malico. Durante el dia cesa la
transpiracion y, aprovechando la luz solar, la planta realiza la sintesis de
carbohidratos utilizando el biéxido de carbono almacenado durante la noche. Al
no transpirar durante el dia, la planta evita la pérdida excesiva de agua. Este
proceso la obliga a producir grandes masas de tejido de almacenamiento, en el
que ademas de acumular el acido malico, en el cual se fija el biéxido de
carbono, se almacena agua. La energia que la planta gasta en producir este
tejido, repercute directamente en su crecimiento, ya que la proporcién entre el
tejido de almacenamiento y el de crecimiento es mayor que en el de la mayoria
de las plantas, motivo por el cual las cactaceas tienen un lento crecimiento. La
falta de hojas y la presencia de espinas o pelos refrigerantes en algunas
especies, ayuda a la planta a disminuir el calor provocado por la incidencia de
los rayos solares. Sin embargo, las mismas caracteristicas que les han
permitido ser tan exitosas en medios aridos, representan limitaciones en otros
medios. La gran cantidad de agua presente en sus tejidos les impide sobrevivir
en lugares donde la temperatura desciende por debajo de cero grados
centigrados por periodos prolongados, ya que esto provocaria la muerte de sus
tejidos por congelacion; por ello, la distribucion de las cactaceas se limita casi
solamente a las regiones aridas y semiaridas (Hunt, 1999; Arbiza, 2003; Flores,
2004).

Es importante senalar que esta diversidad ha sido alterada por la
modificacién de sus ecosistemas, poniendo a varias de estas especies en
serios problemas de sobrevivencia. Entre los factores que afectan a las
poblaciones silvestres se encuentran la ganaderia (caprina), agricultura,
asentamientos humanos, construccion de vias de comunicacion (carreteras,

caminos y tendido de lineas eléctricas), extraccion de materiales para



construccién, basureros, construccion de presas y la extraccion ilegal de
plantas para el comercio nacional e internacional (Ybarra, 2003).

Muchos son los esfuerzos que se han hecho por proteger estas
codiciadas plantas; dentro de ellos destaca el valioso trabajo realizado por
diversos jardines botanicos, asi como por varios centros de investigacién y
asociaciones civiles. Algunos investigadores se han dado a la tarea de estudiar
la distribucion y biologia de las cactaceas, al mismo tiempo que se han creado
centros de propagacion y distribucién de cactus como una medida que ayude a
disminuir la presion sobre las poblaciones naturales, al igual que se han ido
creando bancos de semillas para su almacenamiento, cuidado y proteccion del
germoplasma de muchas especies (Olfield, 1997; Zimdahl, 2003).

El papel de las cactaceas en México.

Las cactaceas son una familia de plantas que habitan generalmente en
ecosistemas desérticos; suelen tener tallos gruesos y carnosos, hojas que la
evolucién transformdé en espinas, flores delicadas, de brillantes colores,
vistosas y efimeras, y frutos jugosos. Las cactaceas son, hoy dia, de las
plantas mas codiciadas. La familia Cactaceae es endémica de América; su
distribucién natural abarca practicamente todo el continente, con excepcién de
las regiones por encima de los 5600m de latitud norte. Sin embargo, la mayoria
de las especies, alrededor de 70%, se distribuyen en regiones aridas y
semiaridas, constituyendo en varias zonas elementos dominantes de la
vegetacion. En México, una gran variedad de cactaceas ha conquistado los
extensos territorios aridos del norte y centro del pais, llegando a ser,
probablemente, las plantas mas caracteristicas del paisaje mexicano y nuestro
pais se considera como el de mayor diversidad para la familia (Arias, 19983;
Arbiza, 2003; Guzman et al. 2003; Covarrubias, 2005).

México es el pais que alberga la mayor rigueza en especies de la familia
Cactaceae con alrededor de 850 especies que corresponde a 45% de la
totalidad de esta familia nativa del continente americano. También en México
se encuentra el mayor niumero de especies endémicas, es decir cerca del 85 %

de las especies mexicanas crecen solamente en este pais (Arbiza, 2003).



El uso de las cactaceas en México es muy variado y se remonta a
épocas anteriores a la llegada de los esparnoles. El consumo de los tallos y los
frutos como alimento humano es, probablemente, el uso mas comun que los
antiguos pobladores de México dieron a estos vegetales. Sin embargo, muchas
especies tenian un uso medicinal o eran fuente de materias primas para la
construccién y la elaboracién de armas de caza y pesca, asi como de diversas
herramientas. Algunas de ellas llegaron a tener un significado divino y se
utilizaban en ceremonias religiosas. Ademas de su uso como alimento humano,
las distintas especies de cactos se han utilizado para fines muy diversos, como
cercos vivos, para retener el suelo, como forraje, como fuentes de mucilagos,
gomas y pectinas, como colorantes, etc.. Pero su uso mas comun, quiza sea
como plantas ornamentales. La atraccion del hombre por las cactaceas no es
reciente. Ya en la época prehispanica eran plantas muy valoradas por su
belleza. Los primeros ejemplares que cruzaron el Atlantico, llegaron a Esparia a
principios del siglo XVI, y a finales de ese mismo siglo ya se registran en
diversos jardines botanicos y colecciones particulares en ltalia, Alemania y
Holanda. No obstante que el saqueo de plantas ha sido constante desde
entonces, es desde el siglo pasado cuando la cactofilia se ha convertido en una
seria amenaza para esta familia. El saqueo ha sido brutal, miles de toneladas
de plantas han sido arrancadas de su habitat natural para ir a formar parte de
jardines y colecciones privadas en todo el mundo. La demanda internacional se
ha abastecido fundamentalmente con la extraccidén de plantas y semillas de su
habitat natural. La aficibn de muchos coleccionistas por adquirir plantas
exoticas representa una presién para las poblaciones silvestres. Esta situacion
ha llevado al desarrollo de una compleja red de comercio ilegal que ha afectado
de manera determinante las poblaciones naturales y ha colocado a muchas
especies en situacion de riesgo. La probleméatica de la proteccion vy
conservacion de las cactaceas es muy compleja. La mayoria de las especies
que se encuentran amenazadas pertenecen a poblaciones pequenas, de
distribucién restringida, o son especies recientemente descubiertas, por lo que
se conoce muy poco de su biologia. A esto se agrega el hecho de que la
mayoria presenta un lento crecimiento y tiene ciclos de vida muy largos. Vemos

pues que sus caracteristicas tanto biolégicas como ecoldgicas hacen de las



cactaceas un grupo altamente vulnerable (Gilpin, 1987; Cruz, 1997; Arbiza,
2003; Guzman et al. 2003; Covarrubias, 2005).

Por ello, en la actualidad se procura mantener un stock de semillas de
cactaceas y suculentas, almacenados en los bancos de semillas o bancos de
germoplasma; los cuales utilizan poco espacio y pueden evitar la pérdida de las
especies amenazadas y/o en peligro de extincion. Sin embargo, existen
algunas limitantes para su almacenamiento como: el tipo de semilla ortodoxa o
recalcitrante, si se encontraba en el banco natural (en la capa superficial del
suelo) y por cuanto tiempo, o si es colectada de la planta madre, si el fruto esta
maduro, si las semillas son viables o vanas, etc. Para ello, es necesario
conocer mas a fondo la biologia de las plantas y principalmente la de las

semillas que se pretenden almacenar.

Tipos de semillas

En funcién de la capacidad de deshidrataciébn de las semillas se
clasifican en dos tipos: las recalcitrantes y las ortodoxas. Las recalcitrantes son
aquellas que no soportan la deshidratacién por debajo de un contenido de agua
relativamente alto (40-50%) sin que experimenten pérdida de viabilidad mas o
menos inmediata y tampoco soportan enfriamiento sin que se altere de manera
drastica 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). Las
semillas ortodoxas las cuales se caracterizan por tener tasas de respiracion
bajas y la viabilidad puede prolongarse por un largo periodo de tiempo, éstas
pueden ser deshidratadas a contenidos de humedad bajos (5% del peso fresco
base) sin dafno y el papel de los radicales libres en la induccién de la mortalidad
no esta resuelto en su totalidad (Roberts y Ellis, 1989; Cuevas, 2000).

Estos radicales libres hacen que la semilla vaya envejeciendo, perdiendo
asi viabilidad y su capacidad de germinacion.



El proceso de envejecimiento en semillas

El envejecimiento de las semillas, se manifiesta con una reduccion en la
capacidad de germinacion o con la produccién de plantulas débiles (Stewart y
Bewley, 1980).

Sin embargo, las semillas, de manera natural, experimentan un proceso
de deterioro de sus actividades bioldgicas y una pérdida funcional conforme
transcurre el tiempo, desde su produccion por la planta madre, hasta perder su
capacidad de germinar, lo que eventualmente la llevara a la muerte (Gémez,
2000; Delouche, 2002). Este proceso se ha ligado a cambios en moléculas
bioldgicamente activas del embridén y las principales modificaciones de esas
moléculas pueden ser sé6lo una variacion en sus concentraciones o bien
transformaciones quimicas. Su capacidad de germinar, es la mas obvia de las
actividades de una semilla. Pero la germinacién puede disminuir, como
porcentaje, en una poblacién de semillas con el paso del tiempo, a esto se le
llama envejecimiento. El envejecimiento determina el vigor de las mismas, asi
como su nivel fisiolégico de deterioro (Priestley, et al. 1985; Priestley, 1986).
Todos los cambios, incluyendo las alteraciones fisiolégicas 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 se ha referido a la temperatura, el
contenido de agua de las semillas y la atmésfera (Roberts y Ellis, 1989), la
condicién genética y la calidad inicial de las semillas (Powell y Harman, 1985)
como los factores que influyen mas profundamente en la longevidad, ademas
de cambios que ocurren en las principales biomoléculas del embridén, este
fenémeno 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 el ADN alterado o el cambio en los lipidos (Hendry,
1997); sin embargo, los mecanismos que llevan a dicho envejecimiento aun no
son bien entendidos, si bien la degeneracién a nivel de ADN, proteinas,
carbohidratos y lipidos han sido explicaciones planteadas para las causas y

consecuencias de dicho evento. Uno de estos enfoques trata de explicar el



deterioro de las semillas como una consecuencia de la formacion de radicales
libres en sus células (Hendry, 1993).

Una contribucién importante a este debate ha sido ubicar a los radicales
libres como los responsables del mecanismo causal de la pérdida de vigor o de
viabilidad, las cuales, son las principales caracteristicas del envejecimiento en
semillas (Hendry, 1993).

Un radical libre es una especie quimica que tiene la caracteristica de
poseer electrones desapareados. Esta caracteristica confiere una gran
reactividad a las mismas, por lo que pueden reaccionar con un gran nimero de
moléculas, dando comunmente como resultado la pérdida de la actividad
biolégica en la célula (Zentella, y Saldana, 1996).

La formacion de radicales libres

Ahora bien, ;cdmo se forman los radicales libres responsables del
envejecimiento o el proceso de peroxidacion de &cidos grasos insaturados?
Seria relativamente facil relacionar las observaciones de dafo en ADN o lipidos
con el dafo causado por radicales libres si el tejido no fueran semillas. Ya que,
la relacion que existe entre la degradacidn de lipidos de productos vegetales y
especies de oxigeno activadas ha sido claramente establecido. ¢ Pero qué pasa
en semillas?

En otros tejidos que no sean semillas, se ha demostrado que existen
varias formas de generar especies de oxigeno activas: 1) a través de catalisis
enzimatica de peroxidasas, oxidasas y oxigenasas; 2) mediante la fuga de
electrones en el transcurso de la cadena de transferencia electrénica; 3) por la
ausencia o disminucion de mecanismos de proteccién debidos a antioxidantes
constitutivos o actividad de enzimas tales como las peroxidasas y, 4) por
reacciones de autoxidacién donde el oxigeno reacciona con moléculas
biolégicas y se transforma a especies reducidas mas reactivas. Existen
evidencias que sugieren que todas estas rutas estan activas como fuente de
radicales libres en plantulas, en los ultimos estadios de la germinacién después
de la imbibicién y en la mayoria de las semillas recalcitrantes. El problema es
demostrar si estas rutas estan presentes y activas también en las semillas

ortodoxas (Hendry, 1997). Ademas existe un debate sobre si la peroxidacién es



una causa principal de pérdida de viabilidad en las semillas o si esta ocurre
sblo después de su muerte, como parte de un proceso de deterioro general de
las mismas (Priestley, 1986). El esquema de la Figura 1 ha sido planteado para

ilustrar mejor este problema (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Enfermedad » Formas activadas » Peroxidacion » Daiio celular
o estrés de O, de lipidos o muerte
Enferme’dad Daiio celular Formas activadas Per0)f|c_lac|on
o estrés 0 muerte de O, de lipidos

Figura 1. Secuencia de eventos de la pérdida de viabilidad planteado por
Halliwell y Gutteridge, 1984.

La principal fuente molecular de radicales libres es el oxigeno, el cual ha
sido sefalado como causante del envejecimiento (Hendry, 1993). Ya que, en
presencia de oxigeno las cadenas alifaticas de los acidos grasos insaturados
se oxidan espontaneamente produciendo radicales libres altamente reactivos
llamados hidroperoxidos y una variedad de productos secundarios a partir de la
descomposicion de este ultimo (Wilson y Mc Donald, 1986), principalmente el
radical superéxido (Oy) y el anidén perdxido (O.%), para lo cual se requiere de
una fuente de electrones, un oxidante y un metal como el Fierro. Por ejemplo,
si el radical superéxido se combina con perdxido de hidrégeno se obtiene el
radical hidroxilo (HOe) de particular importancia en Biologia debido a que
reacciona con la mayoria de las moléculas presentes en los seres vivos, tales
como acidos nucleicos, proteinas y lipidos. El radical hidroxilo puede ser
obtenido también de manera directa por la reduccién de perdxido de hidrégeno
por hierro (Hendry, 1993).

Sistemas de modelos membranosos empleando monocapas de acidos
grasos polinsaturados o bicapas fosfolipidicas insaturadas han demostrado que
producen epo6xidos e hidroep6xidos, mas que simples hidroperéxidos como
productos principales (Mead, 1980). Mas aun, hidroperoxidos y otros acidos
grasos oxigenados son suficientemente estables para ser aislados y han sido
detectados en tejidos (Asakawa y Matsushita, 1980) por Resonancia
Paramagnética Electrénica (EPR), lo que ha sido esgrimido como un
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argumento a favor de la hipotesis de peroxidacién lipidica. Las biomembranas
representan un sitio clave para el dafo directo a partir de peroxidacién lipidica,
ya que poseen una gran superficie y son usualmente mas insaturadas que los
lipidos de reserva (Ohlrogge y Kernan, 1982). Esto trae como consecuencia
cambios en la permeabilidad de la membrana y, eventualmente, 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 cooxidacion de radicales libres y
por la formacion de aldehidos citotoxicos (los cuales pueden inactivar
proteinas) (Wilson y Mc Donald, 1986).

Mecanismo de peroxidacion de acidos grasos insaturados

La susceptibilidad de los acidos grasos insaturados al ataque por
radicales libres seria resultado de su naturaleza quimica, pues los hidrogenos
unidos a los carbonos que forman el doble enlace podrian ser extraidos por un
radical libre, generando como producto otro radical libore basado en el &acido
graso, al cual se denomina hidroperéxido, segun el esquema de la Figura 2.

NN Sustraccion de
Iniciacion hidrégeno
H .
PN e e N
Rearreglo
molecular
RV N NN
Propagacion '
- 02
— Radical
M/\ peroxil lipido
Q. -~
Terminacién
OCH

Figura 2. Mecanismo de peroxidacion de acidos grasos insaturados (Wilson y Mc
Donald, 1986).
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Es evidente a partir del esquema anterior porqué los acidos grasos
insaturados serian tan susceptibles de peroxidarse, pues podrian estabilizarse
tras la substraccion de sus hidrégenos mediante la resonancia de sus enlaces
dobles.

El radical libre que sustrae al hidrégeno del acido graso insaturado en la
iniciacion podria ser de naturaleza variada (el radical superdxido, el ién
peréxido, el radical hidroxilo u otros), el radical libre organico formado durante
la propagacién podria formar otro compuesto antes de reaccionar con otra
molécula o reaccionar él mismo con esta ultima y, finalmente en el proceso de
terminacién la naturaleza del radical libre implicado podria ser diferente, dando
como resultado una gran variedad de productos (Wilson y Mc Donald, 1986).

Indices de peroxidacion lipidica en semillas

Dado que la peroxidaciéon de los acidos grasos afecta procesos vitales
en las semillas, se han implementado diferentes técnicas para intentar seguir el
proceso de dicha peroxidacion y correlacionarla en funcion del tiempo, ya sea
con el proceso de envejecimiento natural o con la induccién de envejecimiento
acelerado, de acuerdo a los principales enfoques del fenédmeno: determinando
la concentracion de acidos grasos insaturados y saturados y calcular la relacién
entre ellos, determinando la presencia y concentracioén in situ de productos
secundarios de dicho proceso y detectando la presencia de radicales libres in

situ, principalmente por:

+ La deteccién de &cidos grasos saturados e insaturados durante el
envejecimiento utilizando GC-MS, GC- detector de ionizacién de flama
(Harman y Mattic, 1976., Halistones y Smith, 1988., Pucacka, 1991).

+ Deteccion de productos secundarios de la peroxidacion de acidos grasos
como del acido tiobarbiturico (TBARS) (Stewart y Bewley, 1980).

+ La presencia de radicales libres in situ con la prueba de spin por
resonancia electrénica 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
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estructuras de la semilla como testa y ejes embrionarios (Khan et al.
1996; Golovina et al. 1997).

4+ Deteccidén de la permeabilidad de la membrana por el registro de la
conductividad eléctrica después de la imbibiciéon de las semillas. Se ha
observado que la peroxidacion lipidica en la membrana incrementa la
filtracion de compuestos i6nicos de la misma (Halistones y Smith, 1988).

+ 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).

Estas técnicas estan en funcién principalmente de la sensibilidad y costo de
la técnica. Cabe destacar el hecho de que sélo las técnicas basadas en
procesos espectroscopicos tienen la capacidad de analizar semillas sin
danarlas, pues no requieren la extraccion de analitos de las semillas o incluso
la germinacion de las mismas; éstas técnicas pueden analizar semillas
individualmente y tienen limites de deteccion altos, lo cual resulta muy atractivo
desde la perspectiva de la conservacion de semillas en condiciones artificiales.

Espectroscopia de Reflactancia en Infrarrojo Cercano (ERIC o NIRS).

La espectroscopia de reflactancia en infrarrojo cercano (ERIC o NIRS
por sus siglas en inglés) es una técnica espectroscdpica rapida y no destructiva
que es usada ampliamente para analizar un numero cada vez mayor de
caracteristicas relacionadas con la calidad de las semillas en productos
agricolas y alimentarios (Shenk y Westerhaus, 1993). Existen suficientes
referencias que ponen de manifiesto la utilidad del NIRS como un método no
destructivo para evaluar la calidad de las semillas, pudiendo determinarse por
esta técnica la concentracion de compuestos tales como agua (Robertson y
Barton, 1984), glucosinolatos (Velasco et al. 1998), ésteres del acido sinapico
(Velasco et al. 1998; Velasco et al. 1999), y la composicion de acidos grasos
(Velasco et al. 1997; Velasco et al. 1998; Velasco et al. 1999); con niveles de

confiabilidad tan altos como 90% o mas.
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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 4,000 nm (13 000 a 4 000 cm™). Las bandas de
absorcién en esta zona son sobretonos y combinaciones de las bandas
vibracionales de tension fundamentales que se producen en la region de 3 000
a 1700 cm '(C-H, N-H, y O-H) (Stuart y Ando, 1997).

Por otro lado, la determinacién de los niveles de organizacién biolégicos
y quimicos mediante la técnica de NIRS, ha sido posible por el uso de
programas quimiométricos 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).

Los analisis quimiométricos.

Es necesario mencionar las ventajas que ofrecen los quimidometricos
mediante la técnica de NIRS las cuales consisten en no requerir procesos
elaborados en la extraccién 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. La técnica de
NIRS se ha empleado para el anadlisis 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.
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ANTECEDENTES

La Espectroscopia de Reflactancia en Infrarrojo Cercano (NIRS) se ha
utilizado para estimar la composiciéon de acidos grasos en semillas, basados en
la informacién de diferentes regiones del espectro de infrarrojo (Tabla 1), en
estas regiones se absorben los dobles enlaces presentes en los acidos grasos

insaturados (Velasco et al. 1997).

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

los acidos grasos. Tomado de Velasco et al. 1997

1650-1800 primer sobretono C-H CH,,CHj3
1880-1920 segundo sobretono C=0 -CO-H

2140-2200 combinaciones =C-H + C=C CH=CH
2240-2380 combinaciones C-H CH,CHj3

Los modelos quimiométricos permiten relacionar las intensidades de las
regiones del espectro mencionadas, con la concentracién de los mismos.
Realizando correcciones a los espectros, como normalizacién de senales y
derivadas de curvas. Finalmente, se aplica un analisis de validacion-cruzada
(Cross-validation statistics) para aumentar el rigor de la prediccion de las
ecuaciones desarrolladas (Velasco et al. 1997; Velasco et al. 1998).

Los analisis quimiométricos han sido utilizados en diversos estudios,
como el realizado en semillas de Brassicaa carinata Braun, en las que se
determind el contenido de los &acidos: palmitico, estearico, oleico, linoléico,
linolénico, eicosandico y erucico con un alto grado de confiabilidad (Velasco et
al. 1997).

También han sido utilizados en otros tipos de estudios; como 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
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parviflora. EI método muestra la utilidad potencial para la prediccion de
componentes de azucar de néctar (Flores et al. 2003).

La técnica de NIRS también se ha empleado para cuantificar de forma
no destructiva algunos derivados de lipidos, como los ésteres del acido
sinapico en semillas de Brassica. spp (Velasco et al. 1997; Velasco et al. 1998;
Velasco et al. 1999).

En semillas intactas de Helianthus annuus se determinaron los acidos
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
correlacién significativa en la prediccion de la concentracién de acidos grasos,
por medio de la técnica de NIRS 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 disminuciéon en los acidos grasos de ambas especies
(Vergara 2002).

De igual forma, en semillas de Beaucarnea gracilis y Hechtia podantha,
se utilizé la técnica de NIRS y el programa QUANT Plus para correlacionar los
acidos grasos y la viabilidad de dichas semillas; observandose que los acidos
grasos linoleico y oleico disminuyeron drasticamente, asi como la germinacion
durante el envejecimiento acelerado (Zavaleta, 2003).

Finalmente, en semillas de Neobuxbaumia tetetzo y Neobuxbaumia
mezcalaensis, la peroxidacién de los &cidos grasos insaturados (oleico y
linoleico) estuvo directamente relacionada al envejecimiento de las mismas,

ésta fue correlacionada por los mismos métodos analiticos (Lozada, 2005).

Con estos antecedentes se pudo elaborar la siguiente hipétesis.
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HIPOTESIS

Si envejecimiento de las semillas se manifiesta por medio de la
disminucion y/o la pérdida de la viabilidad, debido a una peroxidacién en los
acidos grasos; esta peroxidacion daria como resultado una disminucion en la
concentracion de acidos grasos insaturados, por lo tanto, el seguimiento de los
cambios de dicha concentracién por medio de la técnica de NIRS nos puede
ofrecer un indice para correlacionar la peroxidacién en las semillas y la
capacidad de germinacién residual de las mismas, ademas de ser un método
no destructivo de estimacion de la viabilidad en una poblacion de semillas.

Para verificar la hipdtesis anterior se definieron los siguientes objetivos.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el uso de la técnica de NIRS como una alternativa no destructiva
que permita correlacionar la peroxidacion de los acidos grasos insaturados y la
viabilidad de las semillas de Pachycereus hollianus durante el envejecimiento

acelerado.

Objetivos Particulares

+ Establecer las condiciones de germinacién para las semillas en estudio.

4+ Inducir el envejecimiento acelerado en las semillas bajo diferentes
condiciones de humedad relativa y temperatura.

+ Determinar la concentracion de acidos grasos saturados e insaturados
por medio de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masas (GC-MS)

+ Registrar los espectros de infrarrojo, mediante la técnica de NIRS.

+ 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.



+ Correlacionar los espectros de NIRS con los resultados obtenidos de
germinaciébn para obtener un modelo mediante un programa
Quimiométrico, que permita predecir la germinacion o nivel de

envejecimiento de las semillas.



DESCRIPCION DEL MATERIAL DE ESTUDIO

Pachycereus hollianus es una cactacea columnar endémica del Valle de
Tehuacan Cuicatlan; ésta es utilizada por los habitantes del lugar como cerca
viva para delimitacién de sus terrenos; ademas sus raices mantienen grandes
cantidades de suelo evitando asi la erosion edlica; sin embargo, se ha
observado en la zona, que casi no existen renuevos por semilla, la mayoria de
los individuos que se encuentran son por reproduccién vegetativa, esto a la
larga produce una pérdida de la variabilidad genética y por consiguiente si
llegara a existir alguna enfermedad o plaga que atacara a P. hollianus los
individuos no tendrian forma de sobrevivir y podria perderse la poblacién; es
por ello que se necesita contar con un acervo de semillas para poder repoblar
en un momento dado, para ello es necesario contribuir con la fisiologia de sus
semillas; saber cuanto tiempo se pueden conservar, bajo qué condiciones,
cémo se deben escarificar después de un tiempo prolongado y saber qué
viabilidad se puede obtener a la larga.

Figura 3.Pachycereus hollianus planta adulta.



Caracteristicas de la especie.

Nombre cientifico: Pachycereus hollianus (F. A. C. Weber) F. Buxb. (Figura 3)

Etimologia: En honor al inglés Buchanam H. Holl (1820-1886)

Sinonimia: Cereus hollianus Weber

Cereus babosus Weber

Cereus brachiatus

Lemairocereus hollianus (Web.) Britton et Rose
Nombres comunes: En Zapotitlan es conocida como "baboso", "cumpes" o
"acumpe", mientras que en otras zonas del Valle de Tehuacan recibe nombres
como: "chichi de vieja" o "nopal" en San Rafael Coxcatlan; "cardén" en Ajalpan

y "tenchalnochtli" o “tuna espinosa” en Zinacatepec. (Rodriguez, et al. 2002).

Son plantas arbustivas o arborescentes de 3-5 m de alto. Los tallos con
ramificaciones desde la base. Las ramas de 4-6 cm de ancho, erectas, verde
oscuras; tienen de 8-14 costillas de 0.8 a 2.5 cm de altura. Las aréolas son de
0.6-1 cm de largo y de 0.5-1 cm de ancho, oblato circulares, distantes entre si
de 1-3 cm, no confluentes y sin surco longitudinal. Tienen de 12-15 espinas
radiales de 0.5-3.5 cm de largo, éstas son tubuladas, adpresas, son grises con
apice negro. Tienen de 3-6 espinas centrales, no confluentes, anuladas,
tubuladas, de color gris con apice negro. Con una espina central superior de
2.5-12 cm de largo y una espina central media de 2.5-8 cm de largo. Dos
espinas centrales superiores de 1.5-4 cm de largo y dos espinas centrales
inferiores de 1.5-3.5 cm de largo. La zona fértil esta indiferenciada de la infértil.
Las flores son de color blanco, son nocturnas, de 6-10 cm de largo, tubular-
infundibuliformes, dispuestas alrededor del apice. El pericarpelo es de 2-3 cm
de largo y de 1.5-2 cm de ancho, es eliptico. Las bractéolas son de 3-5 mm de
largo, son triangulares y carnosas, el apice es acuminado-aristado, los pelos
tienen de 0.5-1.5 mm de largo y son de color pardo-amarillentos. El tubo
receptacular es de 2.5-4.5 cm de largo; tiene bracteas de 5-8 cm de largo, son
deltoides, carnosas, su apice es acuminado-aristado, los pelos son de 0.5-1.5



cm de largo, son de color pardo-amarillentos con el margen sinuoso. Los
tépalos externos son de 0.7-1 cm de largo y de 0.6-0.8 cm de ancho, de
lanceolados a oblanceolados, son de color verde, con &pice oblicuo,
mucronato. Los tépalos internos son de 1-2 cm de largo y de 0.8-1 cm de
ancho, de linear a lanceolados, de colores blancos a verdes, el apice es
acuminado. Los estambres son de 0.8-1.1 cm de largo, con filamentos blancos.
Los frutos son de 5-7 cm de largo y de3.5-6 cm de ancho, son ovoides, de color
rojo-purpura, semicarnosos y de pulpa dulce, éstos tienen espinas de 1-2 cm
de largo, éstas pueden ser rigidas o flexibles, son de color amarillo y tienen
cerdas de 0.5-2 cm de largo, de color pardo-amarillentas. Las semillas son de
3-4 mm de largo, oblongas, no ruminadas y la testa tiene paredes celulares
rectas (Bravo-Hollis, 1978; Arias, 1997; Rodriguez, et al. 2002; Flores, 2004;
Reyes, et al. 2004).

Distribucion: Puebla y Oaxaca. Es una especie endémica del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan (Arias, 2000).

Fenologia: Florece entre los meses de Julio y Agosto.

Usos: En algunos lugares utilizan los tallos en la construccién de cercos vivos
para delimitar terrenos particulares y terrenos de cultivo. Ademas, su madera
se emplea como material para la construccion de cercas y techos de viviendas
o corrales. Sus frutos son comestibles y se usan para elaborar agua fresca
(Rodriguez, et al. 2002).

En un estudio realizado por Flores (2004), se demostr6é que los frutos de
P. hollianus contienen los alcaloides: 3,4 Dimetoxifenetilamina, Salsolidina y

Pellotina; sin embargo, con ellos se elabora agua y se comen como tunas frias.



MATERIAL Y METODOS

Caracteristicas del sito de muestreo y muestreos

Segun el sistema de Képpen modificado por Garcia (1973), el Valle de
Zapotitldn Salinas presenta un clima seco semicalido, con una temperatura
media anual entre 17.6 y 23.7°C (L6épez et al. 2003); el contenido de humedad
en el suelo oscila entre 7.5y 12% y la humedad relativa ambiental entre el 52 y
73% (UBIPRO, 2001); la temperatura del suelo es en promedio de 38°C y la
ambiental de 33°C (UBIPRO, 2004).

Se contd con un muestreo inicial proporcionado por el Banco de Semillas de la
UBIPRO, de fecha septiembre 2003.

Ademas se elaboraron 2 muestreos en el Valle de Zapotitlan Salinas, en marzo
y en septiembre de 2004, para colectar frutos y poder separar las semillas de

los mismos.

Tratamientos pregerminativos.

Para establecer las condiciones de germinacibn se probaron
escarificaciones con acido sulfurico, clorhidrico e hipoclorito de sodio, a
diferentes concentraciones y tiempos de imbibicion (Ver Tabla 2); ademas de
someter a las semillas a tratamientos prolongados de TWEEN al 30% y agua,
con y sin aereacion continua a diferentes tiempos para lograr romper la latencia
0 quiescencia que pudiera existir en las mismas (Ver Tabla 2).

De todas estas pruebas se logré obtener la 6ptima, que fue con la que
se trabajé para los experimentos, la cual fue: imbibicién de 24 hrs en agua con

aereacion continua.

Determinacion de la viabilidad de semillas, por porcentaje de
germinacion.

Se tomaron 25 semillas Pachycereus hollianus, se colocaron en saquitos
de gasa en un recipiente con agua y se les proporcion6 aereacién continua con
un aereador durante 24 hrs. Posteriormente se separaron del saco y se lavaron



con TWEEN al 30% y se desinfectaron con hipoclorito de sodio (3 seg.),
colocandolas en agar bacteriologico al 1% estéril (esterilizado 15 minutos a
120°C, 15 Ib/p?) con las siguientes condiciones de germinacion: fotoperiodo12
H Luz/12 H Obs (radiacién 80 pmol/s/m?), con una HR del 70% y una
temperatura de 28°C + 2°C. Se cuantificaron los dias que tardaron las semillas
en romper la testa y emerger la radicula, para poder cuantificar el porcentaje de
germinacién por dia (Godinez-Alvarez y Valiente-Baunet, 1998; Flores, 2001).

Tratamientos de envejecimiento acelerado

En recipientes de plastico con tapa hermética (de 8.5 X9 cmy 3.5 cm de
profundidad), los cuales contenian en su interior una caja de petri, se
depositaron 25 semillas de Pachycereus hollianus. Afuera de la caja de petri se
depositaron 15 ml de disoluciones saturadas de LiCl para formar tres diferentes
ambientes de humedad relativa. Los tratamientos de envejecimiento que se
utilizaron fueron bajo las siguientes condiciones: 75% HR - 45°C, 65% HR -
45°C, 55% HR - 45°C, 75% HR - 55°C, 65% HR - 55°C, 55% HR - 55°C. con
dos repeticiones cada condicién (Walters y Ross, 1993). La duracion del
tratamiento de envejecimiento fue de 15 dias, los recipientes se mantuvieron
tapados en estufas a las temperaturas antes mencionadas y en condiciones de
oscuridad.

Extraccion y transesterificacion de acidos grasos de semillas

Se colocaron 20 mg de semillas de Pachycereus hollianus, se
pulverizaron con Nitrégeno liquido con la ayuda de un mortero y pistilo,
descongelando en atmésfera de Nitrogeno gaseoso, se adicion6 1 ml de
CHCl3:Metanol (2:1) y se maceré durante tres minutos. Transcurrido este
tiempo se recuperd la muestra en un tubo eppendorf y se agité en un vortex
durante cinco minutos. Con el propdsito 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 centrifugd a 14,000 rpm (18,000 X g) por cinco minutos.
Todo el procedimiento se llevé a cabo en condiciones de oscuridad y a 4°C,
para evitar la oxidacién (Priestly y Leopold, 1979). Para llevar a cabo la



transesterificacion de los acidos grasos de la muestra, de la fase organica se
tomd una alicuota de 100pl, la cual se evapord con Nitrogeno, para llevar a
cabo la reaccion de transesterificacion se adicionaron 0.5 ml de BF3 al 12% en
metanol y se coloc6d a ebullicion durante veinte minutos. Se dej6 enfriar a
temperatura ambiente y se recuperé con 1 ml de hexano, finalmente se
adicionaron 0.5 ml de agua destilada para lavar la muestra (Priestly, 1985
modificado de Morrison, 1964).

Para la cuantificacién de los acidos grasos se empleé como patrén
interno Acido Heptadecanoico.

Analisis de acidos grasos por GC-MS

El andlisis de la composicion de acidos grasos, se llevd a cabo en un
Cromatografo de Gases acoplado a un Espectrometro de Masas Finnigan MAT
GCAQ. Las condiciones cromatograficas son las siguientes: inyecciéon del modo
splittless, temperatura del inyector de 200°C, se utiliz6 una rampa de
temperatura del horno programada desde 100°C (al inicio tres minutos) hasta
250°C (manteniendo 4 minutos) con un aumento de temperatura 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
35cms™. 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 ionizacién fue de
impacto electrénico a 70 electro-Volts (eV). Se inyecté 1 pl de la fase organica
del extracto derivatizado. La identificacién de los ésteres metilicos de los &cidos
grasos se realiz6 mediante la comparacion de los tiempos de retencién 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
Se procesaron las semillas en el Infrarrojo Cercano un dia después de

cada muestreo (para evitar que el espectrémetro leyera la humedad adquirida
por las semillas dentro de la camara), obteniéndose un espectro completo para



cada muestra con un rango desde 7800 cm™ a 600 cm'. Estas semillas,
después de haber sido analizadas en el infrarrojo, fueron las mismas que se
colocaron a germinar.

El registro se obtuvo en el Espectrofotometro de Infrarrojo (Perkin Elmer
Spectrum 2000), con el accesorio de reflactancia difusa (Spectra Tech),
colocando 250 mg de semillas en el 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 Reflactancia (log 1/R).
Modelo mediante el Quimiométrico (QUANT).

Con todos los espectros obtenidos mediante el analisis de infrarrojo se
aliment6é el Programa QUANT versiéon Plus, asignandole los valores de la
concentracion de acidos grasos y los de germinaciéon de acuerdo al tratamiento
utilizado, empleando algoritmos de Minimos Cuadrados Parciales (PLS) vy
previo a la calibracion, se realizé la correccidon de la linea base por medio de la
derivada de segundo orden con una amplitud de 49 puntos.

Andlisis estadisticos

Se realiz6 Andlisis de Varianza (ANOVA) simple (Daniel, 2002), las
diferencias se corroboraran con la prueba de Tuckey, con una probabilidad de
(<0.05).



RESULTADOS

Tratamientos pregerminativos

Para los tratamientos pregerminativos de las semillas, se utilizaron
varias sustancias para escarificacion como acido clorhidrico, acido sulfurico e
hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones y tiempos; ademas de
tratamientos de imbibicion en TWEEN y agua, con y sin aereacién continua a
diferentes tiempos; obteniéndose que, para las semillas de P. hollianus cuando
presentan quiescencia, el mejor método pregerminativo es el de 24 en agua
con aereacion continua, en la cual se obtuvo un 100%, como se puede

observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos pregerminativos en semillas de P. hollianus.

Acido sulfarico

5 minutos
.. % de
Concentracion Germinacion
9.75% 50%
29.25% 40%
48.75% 30%
97.5% 15%

Ac

ido clorhidrico

30 segundos

| 1 minuto

Concentracion

% de Germinacion

3.77% 0% 0%
11.31% 2% 33%
18.85% 10% 36%

37.7% 15% 40%

30 segundos

Hipoclorito de sodio

| 1minuto | 3 minutos

Concentracion

% de Germinacion

3% 68% 48% 36%
4.5% 72% 30% 40%
6% 50% 70% 80%
Semillas en Agua
24 horas | 48 horas | 36 horas

Tratamiento % de Germinacion
s/aereacion 50% 30% 25%
c/aereacion 100% 80% 70%




Cabe resaltar que las semillas empleadas para los tratamientos de
escarificacion fueron de los muestreos de septiembre de 2003 y marzo de
2004, y los lotes empleados para los experimentos fueron de frutos colectados
en septiembre de 2004 y de éstos, s6lo se utilizaron los que presentaron una
germinacién del 98 al 100%.

Envejecimiento acelerado

Habiéndose obtenido el 100% de germinacién, se recuperd un total de
3,457 semillas y con éstas se procedid a llevar a cabo el envejecimiento
acelerado de las mismas, tomando en consideracion la humedad relativa y la
temperatura a la que se las someteria para generar un gradiente de
envejecimiento. Las condiciones escogidas fueron las siguientes: 55%, 65% vy
75% de humedad relativa; y 45 y 55°C para cada una de las humedades, las
cuales se obtuvieron con disoluciones de cloruro de litio a diferentes
concentraciones, y se germinaron en una camara con una HR del 70% y una
temperatura de 28°C £ 2°C.

En lo que respecta a la germinacion de las semillas con los tratamientos
de envejecimiento acelerado, se muestra claramente el efecto que tuvo el
aumento de humedad relativa y el aumento en la temperatura, mismo que,
aunque las semillas son de tipo silvestres y de clima desértico, (el cual se
distingue por una temperatura elevada y una humedad relativa baja), se pudo
lograr un gradiente de envejecimiento.

Empezando con un 100% de germinacién para los tratamientos de 45°C
en los cuales se puede observar que existe una disminucién paulatina
conforme transcurre el tiempo, y con un 83.5% para los tratamientos de 55°C,
en estos ultimos (Figura 4), se puede observar que las semillas desde el primer
muestreo disminuyen significativamente su viabilidad; a excepcién del
tratamiento con mayor humedad relativa (75% de RH), en la cual sélo se
obtuvo la germinacién de una semilla; conforme transcurrié el tiempo la
germinacién fue disminuyendo hasta terminar en 43% la mas baja para 45°C y
2.5% para las de 55°C. Sin embargo el tratamiento con las condiciones mas

drasticas para las semillas de esta especie, fue la combinacién de ambas



(temperatura elevada y humedad relativa elevada), este fue el de 75% de RH 'y
55°C en el que solo germin6 una semilla (Figura 4).

Gradiente de envejecimiento
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% de germinacion

Figura 4. Gradiente de envejecimiento por porcentaje de germinacion bajo
diferentes condiciones (tratamiento de 15 dias).

Transesterificacion de los acidos grasos.

En la transesterificacion realizada por cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas, el método utilizado es especifico para acidos
grasos, y permitidé definir los siguientes ésteres metilicos de acidos grasos de
las muestras: 4cido oleico, &cido linoleico, acido estearico, acido palmitico y el
patron interno: acido heptadecanoico. Por esta técnica no se detectd la
presencia de otros acidos grasos en las semillas. Ademas sirvio, para estimar
las concentraciones de los mismos, mediante el registro del area bajo la curva,
comparandolos con el patrén interno. En la Figura 5, se muestra el espectro de
referencia de acidos grasos para esta especie sin ningun tratamiento. En él, se
observan los picos de referencia que corresponden al acido linoleico con un
Tiempo de Retension (RT) de 25.12 min., oleico RT 25.30 min., estearico RT
25.85 min., palmitico RT 25.39 min. y el patron interno acido heptadecanoico
con un RT 22.58 min.
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Figura 5. Espectro de acidos grasos de Pachycereus hollianus

Ademas de corroborarlos haciendo las fragmentaciones completas de
cada uno de los acidos grasos que se mencionan, tomando como base los
pesos moleculares que se obtuvieron de las fragmentaciones que hizo el GC-
MS.

Por otro lado, se pudo observar que en todos los acidos grasos
analizados hubo un descenso en los niveles conforme transcurrié el tiempo y
las semillas fueron envejeciendo. En la Figura 6, se muestra claramente ésta
disminucién; la cual para el acido linoleico empezé con 1.656 ug/mg para el
control y terminé con 1.181 pg/mg (0.475 pg/mg menos), el acido oleico
empezd con una concentracion de 1.286 pg/mg hasta 0.890 ug/mg (0.396
Hg/mg menos), para el estearico con 0.214 ug/mg hasta 0.144 pg/mg (0.07
Hg/mg menos) y para el palmitico con 0.131 pg/mg hasta 0.092 pg/mg (0.039
Hg/mg menos); en el Apéndice A se muestran las gréaficas de la disminucion de

todos los acidos grasos.



Sin embargo, por los resultados obtenidos, podemos observar que los
acidos grasos mas afectados, en cuanto a disminucién de la concentracién

fueron los insaturados (acidos linoleico y oleico).

Acido Linoleico

1.8

ug/mg

Concentracion del acido graso

dia 3 dia 6 dia9 dia 12 dia 15
Muestreos
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Figura 6. Disminucion del acido graso insaturado Linoleico bajo los diferentes
tratamientos de envejecimiento acelerado. Concentraciones de pg/mg del acido
graso (n=2).

NIRS y Quimiométrico

Para el andlisis de NIRS se utilizaron las semillas que se encontraban en
envejecimiento acelerado, mismas que, después de la lectura en el infrarrojo,
se pusieron a germinar, esto permitié comprobar que la técnica de NIRS es una
técnica no destructiva.

Con todos los datos obtenidos de germinacion, acidos grasos y
espectros de infrarrojo, se procedié a alimentar el programa QUANT Plus
(conforme a todas las condiciones de cada tratamiento empleado), para llevar a
cabo el analisis quimiométrico, del cual se obtuvo el modelo de prediccion para

estas semillas, mismos resultados que aparecen en la Tabla 3.



Tabla 3. Datos obtenidos mediante la calibracion del quimiométrico.

; Error estandar Error estandar
% de Varianza

estimado  de la prediccion

Oleico 64.6 0.05712 0.06, 292
Linoleico 96.6 0.03125 0.03987
Esteérico 91.1 0.02490 0.03428
Palmitico 0.98 0.02190 0.02232

Germinacién 99.8 0.02803 0.03823

El analisis quimiométrico realizado por el programa QUANT Plus, (con
los espectros de infrarrojo y los datos de germinacidn), generé valores de
calibracién superiores al 91% de Varianza para el 4cido linoleico, estearico y la
germinacion y un 64% para el acido oleico, sin embargo, para el acido palmitico
sblo se logra un 0.98% (éstos porcentajes de varianza son equivalentes al
coeficiente de correlacion).

En el andlisis quimiométrico podemos observar que los acidos grasos
insaturados e incluso el acido estearico, el cual es un saturado, nos dan un
buen acercamiento de la capacidad germinativa y las condiciones en las que se
encuentran las semillas, no asi el 4cido palmitico.

Estos resultados fueron obtenidos mediante la calibracion del anélisis
quimiométrico y podemos decir que para la prediccion de la germinacién de las
semillas, analizando los acidos grasos son satisfactorios, ya que para ésta se
obtiene un coeficiente de correlacion del 99.8%.

Germinacion real contra la estimada mediante NIRS

La estimacién de la germinacion generada por el analisis quimiométrico
resulté muy satisfactoria de acuerdo con los datos experimentales obtenidos
(Figura 7), con un valor de R?® = 0.99, durante todo el tratamiento de

envejecimiento acelerado.
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Figura 7. Porcentaje de germinacion real contra el estimado mediante el modelo
quimiométrico en semillas de Pachycereus hollianus, posterior al tratamiento de

envejecimiento acelerado con registro cada 3 dias, n=2).

Contenido de acidos grasos contra el estimado por NIRS

La estimacion del contenido del acido linoléico generada mediante el
modelo quimiométrico (Figura 8), muestra una linealizacién de los datos muy

aceptable, con un valor de R? =0.98, durante el envejecimiento acelerado.
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Figura 8. Contenido de acido linoleico real contra el estimado mediante el
modelo quimiométrico en semillas de Pachycereus hollianus, posterior al
tratamiento de envejecimiento acelerado con registro cada 3 dias, n=2).



Para la estimacién del contenido del acido oleico generada mediante el
modelo quimiométrico (Figura 9), muestra una tendencia a linealizar los datos,
sin embargo, es aceptable para el modelo ya que cuenta con un valor de
R?=0.80 durante el envejecimiento acelerado.
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Figura 9. Contenido de acido oleico real contra el estimado mediante el modelo

quimiométrico en semillas de Pachycereus hollianus, posterior al tratamiento de

envejecimiento acelerado con registro cada 3 dias, n=2).

La estimacién del contenido del acido estearico generada mediante el
modelo quimiométrico (Figura 10), también muestra una tendencia a linealizar
los datos, sin embargo, es muy aceptable para el modelo ya que cuenta con un
valor de R? =0.95 durante el envejecimiento acelerado.
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tratamiento de envejecimiento acelerado con registro cada 3 dias, n=2).



En la estimacion del contenido del acido palmitico generada mediante el
modelo quimiométrico (Figura 11), se encontrd una aglomeracion de los datos,
esto nos indica que éste acido graso se mantiene a niveles constantes, ésta es
poco aceptable para el modelo ya que sélo mostré un valor de R? =0.09
durante el envejecimiento acelerado, este acido graso, se puede decir que no
se ve afectado por el tratamiento o que sus niveles son tan bajos que ésta

técnica no es capaz de detectar gran variacion en los mismos.
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Figura 11. Contenido de acido palmitico real contra el estimado mediante el
modelo quimiométrico en semillas de Pachycereus hollianus, posterior al
tratamiento de envejecimiento acelerado con registro cada 3 dias, n=2).

Germinacion vs acidos grasos de semillas

Cuando se correlacionaron los datos obtenidos de la germinacion y los
datos de los niveles de acidos grasos (Figura 12), se observé que existe una
gran correlacion entre el descenso de los niveles de acidos grasos,
principalmente los de tipo insaturado (oleico y linoleico) y la disminucién de la
germinacién; lo cual permite decir que, al registrarse niveles bajos de acidos
grasos insaturados, se obtendra baja germinacién en la semillas, por lo menos
para esta especie.

En el Apéndice B, se puede observar, que en todos los tratamientos de
envejecimiento acelerado, el patrén de descenso de acidos grasos Yy
germinacién correlacionandolos, es el mismo, los acidos grasos disminuyen al

mismo tiempo que la germinacion de las semillas.



Se puede observar también que para los acidos grasos saturados el
unico que podria aportar datos favorables para una correlacion es el acido
estearico, ya que el acido palmitico muestra un patrdén constante durante todo
el tratamiento de envejecimiento acelerado, sin embargo, ya que los niveles de
acidos grasos saturados que se presentan son tan bajos (al rededor de 0.0120
Hg/mgq), podria ser que éste método no sea lo suficientemente sensible para

poder tomarlos como parametros de envejecimiento en semillas.
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Figura 12. Germinacioén vs acidos grasos en semillas de P. hollianus después
de 15 dias de envejecimiento acelerado (tratamiento 55%HR 55 °C).

También podemos observar en la Figura 13, que mientras mas elevada
se encuentra la humedad relativa en el ambiente, la germinacidon se vera mas
afectada. Cabe sefalar que el ambiente del cual provienen las semillas tiene
una humedad relativa del 7.5% en el suelo y temperaturas superiores a los
30°C, sin embargo, pocas veces se presentan humedades y temperaturas
elevadas al mismo tiempo, misma combinacién que, como se observd, es letal

para las semillas de P. hollianus.
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Figura 13. Efecto de la humedad relativa y la temperatura sobre el la

germinacion.

Los analisis realizados y los resultados obtenidos se trataron de explicar

bajo la siguiente discusion.
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DISCUSION

Aun cuando las condiciones ambientales sean adecuadas para la
germinacién de semillas, muchas de ellas no lo hacen, aunque permanezcan
viables. La no germinacion de las semillas, también se conoce como latencia o
letargo (Donald y Zimdahl, 1987), y esta ligada a causas intrinsecas de las
semillas o frutos, pero también a efectos ambientales.

Aunque muchas semillas germinan luego de la aplicacién de humedad y
temperatura adecuadas, hay un numero considerable que requiere de un
tratamiento especial para romper el estado de latencia. La latencia es una
condicion natural que permite al embridn peresistir largos periodos de tiempo.
En la naturaleza, esto facilita la sobrevivencia de la especie frente a
condiciones ambientales desfavorables. A menudo, los procesos a que es
sometida una semilla para su conservacion acentuan su latencia (Olfield,
1997).

En este trabajo las semillas utilizadas para los primeros ensayos
pregerminativos fueron de muestreos de fechas anteriores a las utilizadas para
los experimentos, incluso uno de los muestreos tenia ya un afo de
almacenamiento, mismas que pudieran haber experimentado algun grado de
envejecimiento; ademas, se puede decir que existen variaciones de
germinacién dentro de la misma zona, variaciones de tiempo en que fueron
colectadas y extraidas las semillas, el tipo de colecta, el grado de madurez de
los frutos y por consiguiente de las semillas, asi como su manejo y condiciones
de almacenamiento (Priestley, 1986), estos factores o alguno de ellos pudieron
haber influido en las diferencias obtenidas para su 6ptima germinacion.

Por otro lado, el hecho de que las semillas son de tipo silvestre, implica
que la variabilidad genética puede ser mayor, comparandolas con especies que
ya han sido estudiadas como cacahuate, frijol de soya y girasol (Gidrol et al.
1989; Jeng y Sung, 1994; Khan et al. 1996). Ademas de las condiciones de su
habitat, las cuales, le confieren a las semillas caracteristicas especificas, como
una tolerancia a temperaturas altas (45°C) y humedades bajas (8% HR) datos
de mayo (UBIPRO, 2004); sin embargo, para este trabajo se las hizo germinar
a temperaturas de 28+2°C y una HR ambiental del 70%, condiciones

mantenidas en la camara de germinacién durante los 15 dias del experimento,



estas condiciones no son siquiera parecidas a su ambiente natural, obteniendo
asi, germinaciones del 100% inicial.

Con estos antecedentes, para los tratamientos de envejecimiento
acelerado se decidié tomar so6lo dos temperaturas, ya que, en un trabajo previo
se observo que a temperaturas de 60°C la germinaciéon se pierde totalmente
(Zavaleta, 2003), por lo que se tomaron sélo temperaturas de 45y 55°C.

En lo que respecta a los tratamientos de envejecimiento, la germinacion
de las semillas se puede observar un patrén similar al de los acidos grasos,
esto es, una disminucién en los primeros muestreos (dias 3, 6 y 9), y una
recuperacion para el dia 12, para luego volver a tener un descenso en el dia
15.

En las graficas de germinacién vs &cidos grasos se puede observar
mucho mejor esta tendencia a disminuir entre el dia 3y el 9, y para el dia 12
existe una recuperacién, como ya se menciong, tanto de la germinaciéon como
de algunos de los acidos grasos, principalmente del linoleico, oleico y estearico,
y para el dia 15 vuelve a disminuir. Una explicacion alternativa para estos
casos, podria ser, que el metabolismo de desintoxicacién de las semillas bajo
envejecimiento acelerado hubiera sido lo suficientemente capaz de eliminar los
radicales libres que se hubieran podido producir durante el periodo de
envejecimiento de los tres primeros muestreos, ya sea, por accién enzimatica o
por la accién de sustancias antioxidantes. En ciertos casos se ha demostrado
que la concentracion de antioxidantes disminuye en funcion del tiempo en
semillas bajo envejecimiento acelerado de Acer platinoides (10% CA a -3°C en
7 anos) (Pukacka, 1991) y en cacahuate (79% HR a 45°C en 9 dias) (Jeng y
Sung, 1994), al igual que presentan una disminuciéon en la actividad de la
peroxidasa y la superdxido dismutasa (100% HR a 45°C en 5 dias 'y 79% HR a
45°C en 9 dias, respectivamente) (Asakawa y Matsushita, 1980; Velasco et al.
1999). Sin embargo, en este trabajo no se cuantificaron ni enzimas ni
antioxidantes, por lo cual, no hay forma de corroborar los datos registrados.

Ya sea que los radicales libres se hubieran formado en concentraciones
naturales o que hubieran sido desactivados, como se plantea en el proceso de
propagacion del modelo de peroxidacion (Wilson y Mc Donald, 1986).

Otra explicacién, podria ser la que se ha denominado reparacion
metabdlica. Esta hipbtesis establece que pueden existir ciertas condiciones en



las cuales se observarian efectos que contrarrestaran estos factores nocivos
(Wilson y Mc Donald, 1986). La hidratacién previa o posterior puede prevenir o
reparar los dafnos causados por radicales libres, como consecuencia de la
capacidad del agua de desactivar dichas sustancias. Experimentalmente, la
tasa de germinacion en semillas de tomate (Lypopersicon esculentum)
sometidas a un choque térmico (10°C) previo a sembrarse es mayor que en
semillas envejecidas, después de una imbibicion por 2 hrs a 20°C vy
deshidratadas a 45°C por una semana. En éste, el analisis de los acidos grasos
por CG-EM con BF3; muestra un aumento a los 24 dias (para linoleico, oleico y
palmitico) y hasta los 72 dias de envejecimiento disminuye (Francis y Coolbear,
1988). Tal vez en este trabajo, las condiciones de envejecimiento en realidad
estaban proporcionando un ambiente favorable para los eventos de reparacion,
contrarrestando los efectos nocivos sobre estas semillas.

Cabe mencionar que la peroxidacion lipidica asociada al envejecimiento,
ha sido estudiada en diversas especies como frijol de soya, tomate, cachuate,
girasol, etc. (Buchvarov y Gantcheff, 1984; Wilson y Mc Donald, 1986; 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.

Como ya se menciond, la especie esta adaptada a un clima extremo
(temperatura alta y humedad relativa baja), sin embargo, se pudo observar, que
al parecer, la temperatura es un factor determinante para las semillas de P.
hollianus, ya que, al someterlas a temperaturas de 45°C también se ve
afectada la germinacién, sin embargo, para la temperatura de 55°C se ve
reducida drasticamente.

También se pudo observar, que existe un efecto sinérgico nocivo, entre
la HR y la temperatura, asi, al someter las semillas a temperaturas de 55°C y
HR de 75%, la germinacion se pierde en su totalidad.

En lo que respecta a las concentraciones de acidos grasos, en este
trabajo se puede suponer que si hubo formacion de radicales libres ya que los
que se vieron mas afectados fueron los de tipo insaturado, mismos que son
mas susceptibles al ataque de radicales libres por las instauraciones que
presentan, las cuales, pueden ser cambiadas por algun otro radical, para el
caso del &cido linoleico éste posee dos instauraciones, es mas ligero, por las



instauraciones es mas polar y por consiguiente es mas susceptible al ataque de
los radicales libres; en el caso del acido oleico, éste posee una sola
instauracién, para estos dos acidos grasos la forma de ataque es del tipo HOe
(hidroxilo) que como se menciond, este radical puede reaccionar con la
mayoria de las moléculas de los seres vivos (acidos nucleicos, proteinas y
lipidos).

En lo que respecta al acido esteérico, este es saturado, asi que, su
disminucion se puede deber a una actividad de forma enzimatica de tipo
desaturasa (Sacandé et al. 2000).

Para el caso del acido palmitico, que es otro saturado, se mantiene en
forma constante, para este caso se tienen varias posibilidades; 1) las
concentraciones en las que se presentan son tan pequefias (0.08 ug/mg), que
puede ser que este método no sea lo suficientemente sensible para detectar
esas diferencias de concentracion, 2) que el tiempo o las condiciones de
envejecimiento acelerado no hubieran sido suficientemente drasticas para que
el acido palmitico fuera afectado o 3) que el palmitico pertenezca a los acidos
grasos de reserva dentro de los cotiledones, en cuyo caso, la peroxidacion o la
accion enzimatica, no fue lo suficientemente fuerte para llegar a ellos, ya que
en trabajos previos (Vegara, 2002), se ha demostrado que existen acidos
grasos en la testa, en los cotiledones y en el embridn, los cuales tienen
diferentes grados de afectacién por radicales libres por encontrarse en distintos
estratos de la semilla.

A pesar de que no se puede confirmar la formacion de radicales libres en
las semillas durante los tratamientos de envejecimiento acelerado, por no tener
evidencias directas de Resonancia de Spin Electrénico (Hepburn et al. 1986) o
alguno de los productos secundarios, como las concentraciones de
malodialdheido (Wilson y Mc Donald, 1986, Vergara, 2002); con los resultados
obtenidos, en particular con la reduccion de los insaturados, se puede suponer
la participacibn de los radicales libres como el factor primario del
envejecimiento celular.

Alternativamente, existe una posibilidad para reforzar lo expuesto aqui, y
para explicar la disminucion en la concentracién de los acidos grasos, como la
actividad de enzimas de tipo desaturasa, las cuales se activan a niveles bajos

de humedad y provocan una disminucion en la concentracion de los



insaturados (Shanklin y Edgar, 1998), podrian ser incluso en los de tipo
saturados, como es el caso del estearico; en respuesta y como mecanismo de
defensa, las semillas entraran en un estado de dormancia, mediante la cual, la
germinacién de las semillas se verian reducida, y esto podria explicar la
disminucién tan drastica de la germinabilidad. Por otro lado, también las
condiciones de temperatura elevada podrian desencadenar la dormancia, no
obstante que esas condiciones generalmente se presentan en semillas mas
sensibles como las recalcitrantes, mismas que no toleran la desecacion.

También es probable que haya ocurrido un dafo a nivel metabdlico que
desencadenara con mayor rapidez la pérdida de viabilidad y esto se ve
reflejado en la disminucién tanto de acidos grasos insaturados como en uno de
los saturados.

Este comportamiento es similar al observado en semillas Beaucarnea
gracilis y Hechita podantha, donde los acidos grasos linoleico y oleico
disminuyeron drasticamente, asi como la germinacién (Zavaleta, 2003).

De igual forma, para Neobuxbaumia tetetzo y Neobuxbaumia
mezcalaensis, la peroxidacién de los &cidos grasos insaturados (oleico y
linoleico) estuvo directamente relacionada al envejecimiento (Lozada, 2005).

Lo mismo ocurrié en el trabajo realizado por Vergara (2002), quien
obtuvo una correlacién significativa en la prediccién de la concentracién de
acidos grasos, por medio de la técnica de NIRS en semillas de Brassica napus
y Stenocereus stellatus, en el cual se observa una disminucién en los acidos
grasos insaturados en ambas especies.

Por otro lado, para poder confirmar completamente lo antes dicho, seria
necesario realizar este tipo de protocolo al revés, esto es, a semillas sin
envejecer producirles una peroxidacion directa y medible, para poder traspolar
los resultados a la base de datos que se cred de este proyecto y asi poder
corroborarlo.

Por ultimo y tomando en cuenta los coeficientes de correlacion obtenidos
en este trabajo podemos asegurar que nuestro método es confiable para hacer
predicciones a futuro en semillas de Pachycereus hollianus sin tener que
destruir las semillas, manteniendo asi, los acervos de semillas intactos.

Asi, se confirma que la técnica de ERIC o NIRS es confiable para hacer
predicciones para P. hollianus y otras semillas, ademas de ser una técnica no



destructiva, no necesita gran cantidad de muestra, es rapida y econémica; por
lo que podria ser un método primario en todos los bancos de semillas.



CONCLUSIONES

+ Las condiciones de germinaciéon para las semillas de Pachycereus
hollianus son de 24 hrs de hidratacién con aireacién continua.

+ Los tratamientos de envejecimiento acelerado empleados produjeron un
gradiente de viabilidad en las semillas de P. hollianus.

+ La humedad relativa es un factor determinante en la induccion del

envejecimiento acelerado en las semillas.

+ La sinergia entre temperatura y humedad relativa elevadas inducen un

envejecimiento muy acelerado en las semillas, incluso letal.

+ La técnica de NIRS y su correlacion en el programa QUANT Plus,
descrito en este estudio es confiable para predicciones a futuro en
semillas de Pachycereus hollianus.

+ La técnica de NIRS brinda una correlacidon altamente significativa de las
condiciones en las que se encuentran las semillas y para hacer
predicciones a futuro de su germinacion en P. hollianus y otras semillas,
sin que sean destruidas o se les cause algun dafno; garantizando asi, su

almacenamiento prolongado en los bancos de germoplasma.



APENDICE “A”

En estas graficas se muestra la disminucion de los diferentes acidos grasos
insaturados y saturados. Los datos presentados estdn calculados en
concentraciones de pug/mg del acido graso.

En la dltima grafica se puede observar el efecto del envejecimiento acelerado
sobre los cuatro acidos grasos con relacion al tiempo.
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Acido Palmitico
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APENDICE “B”

En estas graficas se muestra claramente la correlacion que existe entre las
concentraciones de los diferentes acidos grasos y la respuesta de las semillas

en la germinacion, bajo los diferentes tratamientos de envejecimiento

acelerado.
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APENDICE “C”

Seccion |

Anadlisis de varianza de dos factores correspondiente al porcentaje de

germinacién de semillas de Pachycereus hollianus y los tratamientos de

envejecimiento acelerado (temperatura vs. humedad relativa, durante 15 dias

con registro cada 3 dias) posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado.

Ho: X1=X2=X3... Ha: Xﬁé Xz # X3

ANALISIS DE VARIANZA PARA GERMINACION

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad | los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos | 5878.633333 2 2939.31667 | 4.99052347 | 0.01026231 3.16824597

Dentro del

grupo 31804.9 54 588.97963

Total 86636.98333 59

Dado que la F experimental es mayor que la F de tablas se rechaza la

hipoétesis nula, por lo tanto hay diferencia significativa entre el tiempo de

envejecimiento reflejado en porcentaje de germinacion y los tratamientos

empleados.

Seccion Il

Andlisis de varianza de dos factores correspondiente a la concentracion

del acido linoleico y los tratamientos empleados en semillas de Pachycereus

hollianus, posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado (temperatura vs.

humedad relativa, durante 15 dias con registro cada 3 dias).
Ho: X1=X2=X3... Ha: Xﬁé Xz # X3

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ACIDO LINOLEICO
Origen de las Suma de | Grados de | Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad| para F
Interaccion 0.01921808 2 0.00960904 ] 0.30769594 | 0.73641911 | 3.16824597
Dentro del
grupo 1.68636629 54 0.03122901
Total 1.91243054 59

Dado que la F calculada es menor a la F de tablas se acepta la hipbtesis



alternativa, por lo tanto, no hay diferencia significativa entre la temperatura y la

humedad relativa de los tratamientos.

Seccion lll

Andlisis de varianza de dos factores corresponde a la concentracién del

acido oleico y los tratamientos empleados en semillas de Pachycereus

hollianus, posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado (temperatura vs.

humedad relativa, durante 15 dias con registro cada 3 dias).
Ho: X1=X2=X3... Ha: Xﬁé X2 # X3

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ACIDO OLEICO

Origen de las Suma de | Grados de | Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad| para F
Interaccion 0.00033378 2 0.00016689]0.01456878 | 0.9855407 | 3.16824597

Dentro del
grupo 0.61858244 54 0.01145523
Total 0.65197796 59

Dado que la F calculada es menor a la F de tablas se acepta la hipbtesis

alternativa, por lo tanto, no hay diferencia significativa entre la temperatura y la

humedad relativa de los tratamientos.

Seccion IV

Andlisis de varianza de dos factores corresponde a la concentracién del

acido estearico y los tratamientos empleados en semillas de Pachycereus

hollianus, posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado (temperatura vs.

humedad relativa, durante 15 dias con registro cada 3 dias) posterior al

tratamiento de envejecimiento acelerado.
Ho: X1=X2=X3... Ha: Xﬁé X2 # X3

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ACIDO ESTEARICO

Origen de las Suma de | Grados de | Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad| para F
Interaccion 0.00907166 2 0.00453583 | 0.84546752 | 0.43496044 | 3.16824597

Dentro del
grupo 0.28970325 54 0.00536487
Total 0.30362918 59

Dado que la F calculada es menor a la F de tablas se acepta la hipbtesis




alternativa, por lo tanto, no hay diferencia significativa entre la temperatura y la
humedad relativa de los tratamientos.

Seccion V
Andlisis de varianza de dos factores corresponde a la concentracién del
acido palmitico y los tratamientos empleados en semillas de Pachycereus
hollianus, posterior al tratamiento de envejecimiento acelerado (temperatura vs.
humedad relativa, durante 15 dias con registro cada 3 dias) posterior al
tratamiento de envejecimiento acelerado.
Ho: X1=Xo=Xs... Ha: Xi# Xs # Xs...

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL ACIDO PALMITICO

Origen de las Suma de | Grados de | Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad| para F
Interaccion 8.3278E-05 2 4.1639E-05]0.06651291 | 0.93572736 | 3.16824597

Dentro del
grupo 0.03380572 54 0.00062603
Total 0.03672256 59

Dado que la F calculada es menor a la F de tablas se acepta la hipbtesis

alternativa, por lo tanto, no hay diferencia significativa entre la temperatura y la

humedad relativa de los tratamientos.
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