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RESUMEN

Las semillas pueden permanecer viables in situ, en bancos de semillas en el suelo, o ex
situ, en bancos de germoplasma, después de su maduracion y dispersion. El estudio de
estos dos tipos de bancos es esencial para la gestion sostenible y la preservacion del
patrimonio natural, ya que son vitales para el mantenimiento y la renovacion de las
comunidades vegetales. No obstante, en el caso de las cactaceas, existen pocas
investigaciones sobre este tema. Ademas, los mecanismos que subyacen al envejecimiento
de las semillas, ya sea por almacenamiento artificial o natural, no se comprenden
completamente. En este trabajo se proporciona informacién nueva sobre el envejecimiento
de las semillas de Escontria chiotilla (F.A.C. Weber ex K. Schum.) y Stenocereus pruinosus
(Otto ex Pfeiff.) Buxbaum, almacenadas en diferentes condiciones y durante distintos
periodos de tiempo. Las semillas se almacenaron ex situ a 25 + 3 °C, en condiciones
controladas de humedad (20 + 2 %) y oscuridad, e in situ, enterradas en el suelo de un
matorral xer6filo. Se evaluaron la capacidad y velocidad de germinacion, la fuga de solutos
y los indicadores del equilibrio redox, incluidos el contenido de glutatién, el estado redox
(EcssarzesH), l0s niveles de malondialdehido (MDA), las proteinas solubles y oxidadas, y la
actividad de las enzimas antioxidantes. Los resultados demostraron que las semillas de
ambas especies conservaron la viabilidad durante 24 meses de almacenamiento ex situ,
con un contenido de agua del 7-9 %, en comparacién con las semillas enterradas in situ.
En un segundo experimento in situ, las semillas de E. chiotilla sobrevivieron a una estacion
himeda y otra seca durante 12 meses, pero perecieron rapidamente durante la segunda
estacion lluviosa. Por el contrario, las semillas de S. pruinosus empezaron a perder
viabilidad a los 6 meses de estar enterradas; al final de la temporada de lluvias, la mayoria
de las semillas murieron, y al término de la temporada seca no hubo sobrevivencia. Estas
respuestas entre especies se relacionaron con cambios en la actividad de las enzimas
antioxidantes y en el estado redox. En ambos experimentos, la pérdida de viabilidad de las
semillas se asocid con un cambio del Egssceesh @ un estado mas oxidante durante el
enterramiento. Pero, los niveles de MDA y proteinas oxidadas no mostraron relacion con el
desequilibrio redox ni con la pérdida de viabilidad, lo que indica que estos compuestos no

son buenos marcadores del estrés oxidante en las semillas de los cactus estudiados.

Palabras clave: bancos de semillas, envejecimiento, semillas de cactaceas.
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ABSTRACT

Seeds can remain viable in situ in soil seed banks or ex situ in germplasm banks after
maturation and dissemination. The study of these two types of banks is essential for the
sustainable management and preservation of the natural heritage since they are vital for the
for maintaining and renewing plant communities. However, not much research has been
done on cactus. Moreover, nothing is known about the mechanisms underlying seed aging,
whether it results from artificial or natural storage. This study offers new data on the aging
of Escontria chiotilla (F.A.C. Weber ex K. Schum.) and Stenocereus pruinosus (Otto ex
Pfeiff.) Buxbaum seeds, stored under different conditions and time periods. The seeds were
kept in situ, buried in the xerophytic scrub soil, and ex situ at 25 + 3 °C, under controlled
conditions of humidity (20 £ 2 %) and darkness. Evaluations were conducted on the solute
leakage, germination speed and capacity, and redox balance markers such as glutathione,
redox state (Ecsscrecsh), malondialdehyde (MDA), soluble protein and oxidized protein
levels, and antioxidant enzyme activity. The findings demonstrated that seeds of both
species retained viability throughout 24 months of ex situ storage, with a water content of
7-9 %, in contrast to seeds buried in situ. In a second in situ experiment, E. chiotilla seeds
survived a wet and a dry season for 12 months, but during the second rainy season, the
seeds quickly perished. In contrast, S. pruinosus seeds started to lose viability after 6
months of being buried and at the end of the rainy season, most of the seeds died and at
the end of the dry season there was no survival. These species-to-species responses were
linked to changes in antioxidant enzyme activity and redox status. The loss of seed viability
in both storage studies was linked to a change in state after burial from Egssc/2csHt0 @ more
oxidized state. MDA levels and oxidized soluble proteins, on the other hand, did not correlate
with redox imbalance or viability loss in the cactus seeds under study, indicating that these

compounds are not reliable indicators of oxidative stress.

Keywords: ageing, cacti seeds, seed banks.
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1. INTRODUCCION

La persistencia de las semillas se refiere a la sobrevivencia de estas después de alcanzar
la madurez en la planta madre (Reed et al.,, 2011). Una vez que las semillas maduran,
pueden persistir in situ en bancos en el suelo o0 ex situ en bancos artificiales (Long et al.,
2015). Para las plantas espermatofitas, la creacion de bancos de semillas en el suelo es
una estrategia reproductiva importante que les permite a las poblaciones vegetales resistir
condiciones adversas y persistir en el tiempo y en el espacio. Por otro lado, el propésito de
los bancos artificiales es almacenar semillas viables en entornos frios y secos durante el
mayor tiempo posible (Hay & Whitehouse, 2017). Si bien las semillas deben mantener su
viabilidad para cumplir sus diferentes propdsitos, ya sea en condiciones in situ 0 ex situ,
ésta disminuye progresivamente, aunque a diferentes ritmos segin las condiciones de

almacenamiento (Hay & Probert, 2013; Nascimento & Meiado, 2017).

El envejecimiento o deterioro de semillas implica la reduccion gradual de su viabilidad y
vigor durante el almacenamiento (Jyoti & Malik, 2013). La temperatura, la humedad, la
concentracion de oxigeno (Oz), la composicion genética y el estado de madurez influyen en
el tiempo que tardan las semillas en envejecer (Gerna et al., 2022). Las semillas que
persisten en un banco en el suelo estan expuestas a diversos factores de estrés, tanto
bidticos (depredadores y microorganismos patdégenos) como abidticos (temperatura,
humedad, pH, salinidad), especialmente en suelos calidos y himedos, donde las semillas

enterradas experimentan ciclos de rehidratacién/deshidratacién (Garcia et al., 2012).

Las causas del deterioro y posterior muerte de las semillas alin no se comprenden
completamente, dado que el envejecimiento es un rasgo biolégico complejo y multifactorial
gue involucra una red de procesos moleculares, bioquimicos y fisiol6gicos (Zhou et al.,
2020). Los mecanismos relacionados con el envejecimiento de las semillas se han asociado
con la produccién y acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) durante el
almacenamiento (Kurek et al., 2019). En concentraciones elevadas, las ERO son moléculas
altamente reactivas y potencialmente téxicas, capaces de inducir dafio oxidante en los
lipidos (peroxidacion lipidica), proteinas y 4cidos nucleicos. Este proceso resulta en un dafio
irreversible a nivel celular y, en Ultima instancia, en la muerte del embrién. Este fenémeno
se ha documentado indirectamente mediante la medicion del dafio inducido por ERO en
semillas de Arabidopsis thaliana (Rajjou et al., 2008) y en diversas especies cultivadas,

como avena (Avena sativa), frijol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays), pepino (Cucumis
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sativus), rabano (Raphanus sativus) y trigo (Triticum sp.) (Xin et al., 2011; Xia et al., 2015;
Suresh et al., 2019; Tian et al., 2019; Stegner et al., 2022).

Los cambios en las reacciones de oxidacion-reduccion (redox) celular, que pueden
evaluarse mediante la relacidbn EcsserecsH, también se han relacionado con el
envejecimiento de las semillas (Kranner et al., 2006). EI malondialdehido (MDA) es un
subproducto generado por la peroxidacion lipidica y se utiliza cominmente como marcador
de estrés oxidante, ya que puede evaluarse facilmente mediante su uniéon al acido
tiobarbittrico (TBA), formando el aducto MDA-(TBA)2, que tiene un color rojizo y
absorbancia maxima a 532 nm (Jadoon & Malik, 2017). No obstante, otros compuestos
presentes en las plantas, como los azlcares, pueden reaccionar con el TBA, lo que podria
conducir a interpretaciones erroneas (Morales & Munné-Bosch, 2019). EI MDA altera la
fluidez y permeabilidad de las membranas celulares, lo que provoca cambios en su
estructura y funcién, asi como una mayor fuga de solutos (Riewe et al., 2017). Ademas, los
radicales libres derivados de la oxidacion de lipidos también pueden dafar otras

biomoléculas y organelos celulares, como las mitocondrias (Roach et al., 2018).

Para contrarrestar el estrés oxidante, las semillas cuentan con antioxidantes enzimaticos,
como la superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1), la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6), las
peroxidasas (POD; EC 1.11.1.7), y antioxidantes no enzimaticos, como el glutation, el
ascorbato, los compuestos fendlicos, los tocoferoles, los tocotrienoles y los tococromanoles
(Ratajczak et al., 2015).

La persistencia de las semillas y los mecanismos de deterioro durante el almacenamiento
ex situ e in situ no se conocen bien en Escontria chiotilla (F.A.C. Weber ex K. Schum.),
Stenocereus pruinosus (Otto ex Pfeiff.) Buxbaum y en semillas de cactaceas en general
(Guzman-Hernandez, 2018). Escontria chiotilla y S. pruinosus son cactus columnares
endémicos de México (Garcia-Cruz et al.,, 2013). Ambas especies son ecolégicamente
importantes debido a que presentan interaccién con animales polinizadores y dispersores.
Asimismo, producen frutos de interés econdémico, nutricional y cultural (Arellano & Casas,
2003; Sandate-Flores et al.,, 2020). Por lo tanto, este trabajo proporciona nuevos
conocimientos sobre los cambios fisiolégicos y bioquimicos asociados con el deterioro de
las semillas de estas especies, almacenadas en condiciones ex situ e in situ durante

diferentes periodos de tiempo.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Semilla

Desde el punto de vista ecoldgico, una semilla es la estructura reproductiva y de dispersion
de las plantas espermatofitas (Fenner y Thompson, 2005). La semilla se origina a partir de
un 6vulo fecundado, que experimenta una serie de transformaciones hasta alcanzar su
madurez (Baskin & Baskin, 2014).

Una semilla tipica consta de tres partes: 1) una cubierta seminal (compuesta por testa y
tegmen), que es producto del desarrollo de los tegumentos internos y externos del
rudimento seminal; 1) un tejido nutritivo; y Ill) un embrién (compuesto por radicula, hipocétilo

y uno o dos cotiledones) (Fig. 1) (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

Cada una de las estructuras de las semillas cumple una funcion especifica. EI embrion se
desarrollara en una nueva planta. La cubierta seminal protege al esporofito joven (embrion)
de patdégenos, dafio mecanico y desecacion, y también puede facilitar una dispersion mas
eficiente. El tejido nutricio proporciona una reserva alimenticia (carbohidratos, lipidos y
proteinas) al embridén mientras se desarrolla y alcanza su independencia nutricional, lo cual

ocurre cuando la radicula penetra en el sustrato (Linkies et al., 2010; Marquez et al., 2016).

Radicula
Cubierta seminal

Tejido nutritivo
Hipocdtilo

Cotiledones

Figura 1. Esquema de una semilla tipica.
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2.1.1. Diferencias entre las semillas de gimnospermas y de angiospermas

Las semillas de las espermatofitas se dividen en dos grupos: 1) semillas de gimnospermas,
cuyo tejido nutricio proviene principalmente del gametofito femenino, y IlI) semillas de
angiospermas, en las que el tejido nutritivo corresponde al endospermo. Estas diferencias
se deben a las variaciones en el desarrollo de las semillas de ambos grupos (Floyd y
Friedman, 2000).

En el caso de las gimnospermas, el gametofito femenino esta formado por numerosas
células, y algunas de ellas, las cercanas al micropilo, se diferencian para formar
gametangios femeninos o arquegonios. En las gimnospermas, la primera etapa del embrion
es polinucleada y, posteriormente, se vuelve multicelular. El embrién esta rodeado por el
tejido haploide del gametéfito femenino, que funciona como tejido nutricio. El tegumento se
endurece y se transformar en la testa de la semilla (Friedman y Williams, 2004; Linkies et
al., 2010).

En las angiospermas, el gametdéfito femenino esta formado cominmente por siete células
y ocho nucleos; este es conocido como saco embrionario. Las siete células que componen
el gametdfito tienen una disposicidn particular: tres de ellas se ubican en el extremo mas
alejado del micropilo y reciben el nombre de células antipodas. Una cuarta célula, la de
mayor tamafio y binucleada (con dos nucleos polares), se localiza en el centro del saco
embrionario y recibe el nombre de célula central. Las tres células restantes se ubican hacia
el micrépilo. La ovocélula, también conocida como célula huevo o gameto femenino, es la
central, y las dos células que la flanquean son las células sinérgidas (no se forman

arquegonios) (Linkies et al, 2010).

En las angiospermas, el polen es recibido en el estigma (a diferencia de las gimnospermas,
donde se recibe en el micrépilo). En el estigma, el polen germina y el tubo polinico se alarga
hasta alcanzar el micrépilo del 6vulo, donde libera dos nlcleos gaméticos que llevaran a
cabo la doble fecundacioén. El primer nlcleo espermatico (n) se une a la ovocélula (n) para
formar el cigoto (2n), mientras que el segundo se une a los dos nudcleos de la célula central
para formar el endospermo (3n). Los tegumentos que rodean a la nucela son generalmente
dos, lo que lleva a considerar que las angiospermas tienen Ovulos bitégmicos, aunque
existen excepciones en las que son unitégmicos, lo que se interpreta como una reduccion.

Estos tegumentos se transforman en la testa de la semilla. Las semillas estan rodeadas por
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el fruto, el cual resulta de la maduracion y transformacion del ovario. En contraste, se dice
que las semillas de las gimnospermas son desnudas, ya que carecen de una proteccion

adicional como el fruto (Linkies et al., 2010; Marquez et al., 2016).

2.1.2. Importancia de las semillas

La semilla es una estructura que se origina de la reproduccion sexual de las plantas, por lo
que contiene la informacion genética recombinada de sus progenitores (Fenner &
Thompson, 2005). Las plantas utilizan las semillas para garantizar su sobrevivencia frente
a condiciones ambientales adversas o eventos catastroficos, y son esenciales para la
propagacion y colonizacién de nuevos ecosistemas. Ademas, las semillas son consumidas
por diversos animales, como insectos, aves y mamiferos, incluido el ser humano (Vazquez-
Yanes et al., 1997).

2.2. Germinacioén

La germinacion comienza cuando la semilla absorbe agua (imbibicién), lo que desencadena
una serie de cambios moleculares, bioquimicos y fisiolégicos (Fig. 2). Este proceso
concluye una vez que la radicula ha emergido completamente de la testa (Nonogaki et al.,
2010). Para que una semilla pueda germinar, es necesario que no presente latencia 'y que
cuente con las condiciones adecuadas de agua, temperatura, luz y O; (Leck, 2012). La fase
| de imbibicion se caracteriza por la rapida absorcién de agua por parte de la semilla y la
reactivacién de su metabolismo. Posteriormente cuando los componentes celulares estan
completamente hidratados, se alcanza un nivel estable en la absorcion de agua (fase Il).
Finalmente, en la fase lll, la imbibicidn por parte de la semilla aumenta de nuevo; este
evento coincide con el término de la germinacién “sensu stricto” y el inicio de procesos post-
germinativos que estan involucrados en el crecimiento y desarrollo de la planta (Nonogaki
et al., 2010).

2.3. Latencia

En las semillas, la latencia previene la germinacion inmediata después de la dispersion.
Este estado asegura que la germinacién ocurra en un momento adecuado para el
crecimiento y la sobrevivencia de la plantula. Ademas, al no germinar todas las semillas al
mismo tiempo, se ha sugerido que se reduciria la competencia por recursos entre ellas
(Rojas-Aréchiga & Vazquez-Yanes, 2000; Baskin & Baskin, 2004).
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Figura 2. Procesos moleculares, bioquimicos y fisiolégicos que ocurren durante las fases de
imbibicion de las semillas (tomado y modificado de Nonogaki et al., 2010).

2.3.1. Tipos de latencia

Se identifican cinco tipos de latencia en las semillas: |) fisica, impuesta por una testa dura
e impermeable, la cual evita la entrada de agua y de gases necesarios para la germinacion;
para superar este impedimento, es necesario romper o debilitar la testa mediante
escarificaciébn quimica, mecanica o fisica. Il) fisiol6gica, regulada por condiciones internas
del organismo, como la produccion de acido abscisico (ABA), fitohormona que debe ser
degradada antes de que pueda ocurrir la germinacion; el cambio en los niveles y/o
produccion de hormonas vegetales puede ser regulado por los factores ambientales. lll)
morfoldgica o innata, causada por la inmadurez del embrién en el momento de la dispersion;
para superar esta latencia, basta con un tiempo de postmaduracion para que la semilla
pueda germinar. IV) morfofisiolégica, cuando las semillas presentan simultaneamente
latencia morfolégica y fisiolégica. V) la combinacion de latencia fisica y fisiol6gica (Baskin
& Baskin, 2004).

2.4. Viabilidad

La viabilidad es la capacidad de un conjunto de semillas no latentes de germinar (Roberts,

2012). Existen varios métodos para determinar la viabilidad, entre los cuales se destacan
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la prueba de germinacién y la prueba de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (CTT) (ISTA,
2020).

La prueba de CTT se basa en la actividad de las deshidrogenasas. Estas enzimas participan
en las reacciones de respiracion que ocurren en las mitocondrias. Los hidrogenos liberados
por las deshidrogenasas reducen la sal de tetrazolio, generando un color rojo, conocido
como formazan, que indica los tejidos vivos de la semilla (Franca-Neto & Krzyzanowski,
2019).

2.5. Vigor

El vigor es un conjunto de caracteristicas fisiol6gicas que determinan el desarrollo favorable
de un lote de semillas (McDonald, 1993). Existen diversas técnicas para evaluar el vigor,
como el andlisis del porcentaje y velocidad de germinacién, asi como la medicién de la
conductividad eléctrica de las semillas, que estima indirectamente el estado de integridad
de la membrana celular. Ademas, una vez que las semillas han germinado se puede evaluar

la sobrevivencia y el desarrollo normal de las plantulas (Marcos-Filho, 2015).

2.6. Longevidad

La longevidad es el periodo de tiempo durante el cual vive una semilla, ya sea dentro de su

entorno natural (in situ) o fuera de él (ex situ) (Vazquez-Yanes et al., 1993).

2.6.1. Longevidad ecoldgica

La longevidad ecoldgica es el tiempo durante el cual las semillas persisten viables en un
ambiente natural. Este periodo varia dependiendo de la especie e incluso del individuo

(Vazquez-Yanes et al., 1997).

Long et al. (2015) sefialan que factores como la historia de vida de la planta madre, los
agentes dispersores y el estrés abidtico y bidtico que enfrenta la semilla en el suelo

determinan su persistencia en condiciones in situ.

2.6.2 Longevidad potencial

El periodo durante el cual las semillas permanecen vivas en ambientes controlados de

temperatura y humedad se denomina longevidad potencial. Las semillas almacenadas ex
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situ estan protegidas de cambios climaticos y depredadores, por lo que tienen una vida mas
larga que aquellas que se almacenan de forma natural en el suelo de un ecosistema

(Vazquez-Yanes et al., 1997).

2.7. Banco de semillas en el suelo

Un banco de semillas en el suelo se define como un almacén natural de semillas viables en
el estrato superior del suelo de un habitat especifico. Dichos bancos son relevantes en la
dinamica poblacional de las especies vegetales, ya que son responsables de la
regeneracion natural de los ecosistemas (Thompson & Grime, 1979; Roberts, 1981).
Ademas, son esenciales para restaurar regiones que han experimentado perturbaciones,
ya sea provocadas por el ser humano (como la remocién de la cobertura vegetal) o

naturales (e.g., incendios y huracanes) (Middleton, 2003; Nascimento & Meiado, 2017).

Segun Bakker et al. (1996), es imprescindible estudiar la composicién del banco de semillas
en el suelo antes de llevar a cabo cualquier programa de restauracién en un sitio de interés.
Esto requiere evaluar caracteristicas del banco, como la diversidad y la densidad de
semillas. De esta manera, se puede inferir la composicidn floristica con la que se recuperara
el sitio, lo cual ayuda a mitigar el riesgo de que especies invasoras alteren la composicién
vegetal original al desplazar a las especies nativas. Este enfoque busca lograr la

conservacion integral del ecosistema (Sanchez-Salas et al., 2015).

2.7.1. Clasificacion de los bancos de semillas en el suelo

De acuerdo con su longevidad ecoldgica, las semillas son capaces de formar bancos de
tipo transitorio o persistente (Thompson & Grime, 1979; Walck et al., 2005). En un banco
transitorio, las semillas germinan o mueren en menos de un afio. Por su parte, las semillas
gue forman bancos persistentes sobreviven durante un afio 0 mas. Los bancos de tipo
persistente se dividen en dos categorias: |) a corto plazo, las semillas se mantienen vivas
durante un periodo de uno a cinco afos; y ll) a largo plazo, en los que las semillas

sobreviven por tiempos prolongados (> 5 afios) (Thompson, 2000).
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2.8. Dinamica del banco de semillas en el suelo

2.8.1. Entrada

Los bancos que se forman naturalmente en el suelo de un ecosistema experimentan un
flujo constante, ya que reciben una entrada de semillas que se distribuyen de manera
heterogénea, tanto temporal como espacialmente (Montiel & Montafia, 2003). Estas
semillas provienen principalmente de plantas cercanas, aunque también pueden ser
transportadas por viento, agua y animales desde plantas distantes. Esta diversidad en las
fuentes de dispersion conlleva a variaciones significativas en la densidad de semillas entre
los diferentes microhabitats (Cano-Salgado et al., 2012).

2.8.2. Persistencia

La capacidad de las plantas para formar un banco de semillas en el suelo esta determinada
por la longevidad ecolégica, la cual es independiente de la cantidad y distribucion de las
semillas (Alvarez-Espino et al., 2014). Como se ha sefialado anteriormente, los factores
bidticos y las caracteristicas inherentes tanto a las especies como a los individuos
determinan la vida maxima de una semilla en el suelo (Roberts, 1973; Leck, 2012). Ademas,
las perturbaciones en la superficie del suelo causadas por factores abibticos pueden
provocar la pérdida de semillas en el banco (Baskin & Baskin, 2014). Por ejemplo, en
ambientes aridos y semiaridos, las fuertes precipitaciones pueden desencadenar la erosion
del suelo, lo que ocasiona una disminucién en el nimero de semillas debido al arrastre
(Sotomayor & Gutiérrez, 2015).

Cabe destacar que las semillas requieren de caracteristicas especificas que favorecen la
formacion de semillas en el suelo (Bowers, 2000). Entre estas caracteristicas se incluye la
dependencia de la luz para la germinacién; un tamafio entre 1 y 10 mm, y la presencia de
latencia (Rojas-Aréchiga & Batis, 2001).

La latencia es un componente clave que garantiza la sobrevivencia de las semillas en el
banco de semillas (Thompson, 2000). No obstante, este estado de reposo tiene una funcién
limitada en la persistencia de las semillas; ya que solo regula el momento en que se puede
iniciar o inhibir la germinacion, en funcion de las sefiales internas o ambientales (Thompson,
2000). Por lo tanto, la mayoria de las especies sobreviven en el suelo como semillas no

latentes (Fenner & Thompson, 2005).
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Existen diferentes métodos para evaluar la persistencia in situ de las semillas, entre los
cuales se incluyen: I) determinar la edad mediante el uso de Carbono 14 (**C); Il) enterrar
semillas (bancos semi naturales), seguidas de su exhumacion y pruebas de viabilidad; IlI)
comparar los cambios estacionales entre la dispersion de semillas y los factores que
determinan la composicion del banco; y IV) estudiar como la composicién y la viabilidad de
las semillas cambian a medida que evoluciona una comunidad vegetal en un éarea

especifica (Saatkamp et al., 2009).

2.8.3. Salida

La salida de semillas del banco puede ser provocada por diversos factores. Es importante
destacar que solo una pequefia proporcion de las semillas que germinan logran
establecerse y convertirse en plantas adultas (Leck, 2012). Ademas, es posible que la
germinacion ocurra a una profundidad considerable, lo que puede resultar en la muerte de
la semilla debido a la escasez de reservas para su emergencia, un fenémeno conocido

como germinacion letal (Thompson, 2000).

Las semillas de tamafio grande (> 10 mm) que se almacenan en el estrato superior del
suelo tienen mas probabilidades de ser consumidas, lo que conduce a una mayor tasa de
mortalidad debido a animales como ratones, ardillas, aves, entre otros. En contraste, las
semillas de tamafio pequefio tienden a enterrarse con mayor facilidad y enfrentan menores
riesgos de depredacién, aunque también pueden ser consumidas por otros animales que
habitan en el suelo, como gusanos e insectos (Thompson, 2000; Leck, 2012). Ademas, los
microrganismos presentes en el suelo pueden contribuir la pérdida de semillas, por ejempilo,
algunas especies de bacterias y hongos pueden liberar toxinas y enzimas como celulasas,
proteasas y nucleasas, que dafan irreversiblemente la estructura de las semillas,
provocando su muerte (Chee-Sanford et al., 2006). La testa, por otro lado, protege al
embrién contra organismos patdgenos, ya que contiene compuestos antifingicos vy
antimicrobianos, como fenoles, flavonoides, fitoalexinas y taninos (Baskin & Baskin, 2014;
Zhou et al., 2020). No obstante, el factor principal de mortalidad de las semillas es la edad
(Munné-Bosch et al., 2011).

2.9. Clasificaciéon de las semillas

Las semillas responden de diversas maneras a las condiciones de almacenamiento (Hong

& Ellis, 1996). En funcién a su comportamiento durante el almacenamiento y su tolerancia
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a la desecacion, las semillas se clasifican en ortodoxas, recalcitrantes e intermedias

(Vazquez-Yanes et al., 1997).

2.9.1. Semillas ortodoxas

Las semillas ortodoxas tienen la capacidad de mantener un alto vigor y viabilidad incluso
después de ser desecadas a bajos contenidos de humedad, entre el 5y el 10 % (0.03-0.07
g H.O g? de peso seco (PS)). Ademas, su longevidad aumenta conforme se reduce la
temperatura de almacenamiento (hasta —10° C) (Roberts, 1973; Ellis & Roberts, 1981;
Kurek et al., 2019).

Este tipo de semillas adquieren tolerancia a la desecacion durante su proceso de desarrollo
y maduracién en la planta madre (Berjak et al., 2007). A nivel molecular, se ha observado
gue esta tolerancia se debe a la reduccién del metabolismo y al fortalecimiento de un
sistema antioxidante extenso (Berjak & Pammenter, 2013; Ratajczak et al., 2019). Durante
la dltima etapa de maduracion, justo antes del desprendimiento de la planta madre, la
semilla alcanza su maxima capacidad de germinacion y tolerancia a la desecacion, y su
potencial de almacenamiento también es 6ptimo (Hong & Ellis, 1992). Por lo tanto, se
recomienda cosechar las semillas durante el periodo de dispersién natural, ya que la

viabilidad de las semillas empieza a disminuir a partir de ese momento (Way, 2003).

Hong et al. (1998) informan que, dentro del grupo de plantas con semilla, el 88 % de las
especies presentan semillas ortodoxas, las cuales predominan en las especies que habitan

en ambientes aridos, como desiertos y zonas mediterraneas (Roberts & King, 1980).

2.9.2. Semillas recalcitrantes

Las semillas recalcitrantes solo pueden desecarse dentro de un rango de humedad que va
del 15 al 30 % (0.2-0.3 g H.0 g™ PS), pero si se deshidratan por debajo de esos niveles,
su viabilidad disminuye rapidamente (Roberts, 1973; Kurek et al., 2019).

Este tipo de semillas no se deshidratan en la planta madre y, una vez dispersadas,
germinaran si las condiciones ambientales son favorables; de lo contrario, moriran. Las
semillas recalcitrantes, a diferencia de las ortodoxas, se diseminan en un estado himedo y
metabdlicamente activo y pierden rapidamente su viabilidad en condiciones de baja

humedad. Debido a sus caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas, las semillas recalcitrantes
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no se pueden conservar durante periodos prolongados (Leprince et al., 1993). Por lo tanto,
las semillas recalcitrantes se encuentran cominmente en especies de habitats calidos y

hamedos, donde las fluctuaciones ambientales son minimas (Roberts & King 1980).

2.9.3. Semillas intermedias

Las semillas intermedias pueden deshidratarse hasta alcanzar contenidos de agua
similares a los de las semillas ortodoxas (Ellis et al., 1990). No obstante, el almacenamiento
a temperaturas bajas (< 0 °C) afecta negativamente su viabilidad, provocando una rapida
disminucion de esta (Hong & Ellis, 1996). Las semillas intermedias se encuentran en

ambientes tanto secos como humedos (Hong et al., 1998).

2.10. Familia Cactaceae

Las cactéceas se originaron en el continente americano aproximadamente hace 80 millones
de afos (Anderson, 2001). Actualmente, esta familia agrupa alrededor de 1,800 especies
(Campos-Diaz et al., 2020), que se distribuyen en toda América (Bravo-Hollis & Scheinvar,
1999). No obstante, México concentra la mayor riqueza, con 68 géneros y 669 especies, de

las cuales 518 son endémicas (Guzman et al., 2007).

En México, las cactaceas se encuentran en varias regiones, incluyendo los ecosistemas
aridos y semiaridos del pais, las selvas bajas caducifolias y la zona de depresion del Balsas
(Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada, 1978). No obstante, es en los ambientes secos y
calurosos donde se encuentra el mayor nimero de especies; por ejemplo, el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan, se considera una region significativa para el desarrollo y la
diversificacion de plantas desérticas. Este sitio alberga una gran diversidad de cactaceas,
con 86 especies, pertenecientes a 28 géneros, de las cuales 25 % son endémicas (Miguel-
Talonia et al., 2014).

2.10.1. Importancia de la familia Cactaceae en México

Las cactaceas han tenido una gran importancia para los pueblos indigenas desde tiempos
prehispanicos (Jiménez-Sierra, 2011). Estas plantas han sido aprovechadas por sus
diversos usos, que incluyen la alimentacion, la medicina, practicas religiosas,

ornamentacion, como cercas vivas y en la obtencidon de colorantes (Sanchez-Mejorada,
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1982; Pimienta-Barrios, 1994; Basurtos et al., 2006; Flores & Macias, 2008; Pimienta-
Barrios et al., 2008, Villavicencio-Gutiérrez et al., 2012).

Ademés, las cactaceas brindan diversos servicios ecosistémicos, como el control de la
erosion del suelo, y proporcionan refugio, habitat y alimento (frutos, néctar, polen) a
pequefios mamiferos, como roedores y murciélagos, asi como a aves, reptiles e insectos
(Arizmendi & de los Monteros, 1996; Valiente-Banuet, 2002; Mufioz-Romo & Casart-
Quintero, 2005; Ortega-Baes & Godinez-Alvarez, 2006; Maya et al., 2011; Martinez-Peralta
& Mandujano, 2012; Lara-Reséndiz et al., 2013).

2.10.2. Problemas de conservacion en la familia Cactaceae en México

Un elevado nimero de especies de cactaceas enfrentan problemas de conservacién debido
a las actividades humanas. Los cambios de uso del suelo, el pastoreo, el saqueo de
ejemplares de su habitat natural y su venta como plantas ornamentales a compradores
nacionales y extranjeros son algunos de los factores que contribuyen a su declive (Jiménez-
Sierra, 2011). Ademas, las caracteristicas bioldgicas de los cactus los convierten en un
grupo extremadamente vulnerable (Alvarez et al., 2004). Entre estas caracteristicas se
incluyen los bajos indices de sobrevivencia de semillas y plantulas, los lentos indices de
crecimiento y reclutamiento individual, las limitadas zonas de distribucion y las condiciones
edaficas particulares requeridas para su desarrollo. Por ello, resulta dificil que sus
poblaciones autdctonas se recuperen (Herndndez & Godinez, 1994; Valverde & Zavala-
Hurtado, 2006).

A nivel nacional e internacional, la familia Cactaceae esta catalogada como amenazada.
De las 669 especies de cactaceas que habitat en México, 269 se encuentran listadas en la
NOM-059-SEMARNAT-2010 (DOF, 2010), 65 figuran en el Libro Rojo de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN, 2021), y 41 estan incluidas en
el Apéndice | (especies en peligro) de la Convencién sobre el Comercio de Especies
Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2021) (especies que no estan en riesgo
de extincién, pero que podrian llegar a estarlo si no se regula su comercio). Segun la NOM-
059-SEMARNAT-2010, en la Tabla 1 se enlistan los 269 taxa (especies y subespecies) de
cactaceas mexicanas clasificadas como vulnerables. Estos taxones se agrupan en 44 de

los 68 géneros (64 %) que se distribuyen en el pais.
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Tabla 1. Especies y subespecies de cactaceas que se distribuyen en México y que, de acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010, presentan
problemas de conservaciéon (DOF, 2010). Clasificadas en las categorias de amenazadas (A), Sujetas a proteccion especial (Pr), y en peligro de

extincion (P).

Género Especies y subespecies en México Enriesgo  Categoria de riesgo Distribucion de las especies y subespecies en riesgo
Acanthocereus 6 4 Pr (4) Endémica (4)
Acharagma 4 2 Pr (2) Endémica (2)
Aporocactus 2 1 P Endémica
Ariocarpus 12 7 A (1); Pr(3); P (3) Endémica (7)
Astrophytum 4 4 A(3); P (1) Endémica (4)
Aztekium 2 2 A (1); Pr(2) Endémica (1), No endémica (1)
Backebergia 1 1 Pr Endémica
Carnegiea 1 1 A No endémica
Cephalocereus 5 2 A (1); Pr(1) Endémica (2)
Cochemiea 6 4 Pr (4) Endémica (4)
Coryphantha 65 18 A(7); Pr(9), P (2 Endémica (16), No endémica (2)
Cumarinia 1 1 Pr Endémica
Cylindropuntia 47 3 A (1); Pr(2) Endémica (3)
Digitostigma 1 1 P Endémica
Disocactus 6 2 A (1); Pr(2) Endémica (2)
Echinocactus 7 3 A (1); Pr(1), P(2) Endémica (3)
Echinocereus 110 18 A (5); Pr(10), P (3) Endémica (16), No endémica (2)
Echinomastus 14 7 A@),Pr(2,P(1) Endémica (3), No endémica (4)
Epithelantha 7 A (1); Pr(2) No endémica (2)
Escobaria 18 A (1); Pr(2) Endémica (3)
Ferocactus 29 10 A (4); Pr(5); P (1) Endémica (7), No endémica (3)
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Tabla 1. Continuacion.

Género Especies y subespecies en México Enriesgo  Categoriaderiesgo Distribucion de las especies y subespecies en riesgo
Geohintonia 1 1 Pr Endémica
Glandulicactus 4 2 A (2) Endémica (2)
Leuchtenbergia 1 1 A Endémica
Lophocereus 2 1 Pr No endémica
Lophophora 4 2 Pr (1), P (1) Endémica (2)
Mammillaria 223 109 A (24); Pr (72), P (13) Endémica (109)
Melocactus 3 2 A(1); P (D) Endémica (1), No endémica (1)
Morangaya 1 Pr Endémica
Obregonia 1 A Endémica
Opuntia 93 3 Pr (3) Endémica (2), No endémica (1)
Ortegocactus 1 A Endémica
Pelecyphora 2 2 A (1); Pr(1) Endémica (2)
Peniocereus 21 4 Pr (4) Endémica (3), No endémica (1)
Pilosocereus 1 Pr Endémica
Pseudomitrocereus 1 Pr Endémica
Pterocereus 1 P Endémica
Rapicactus 3 A (1); Pr(2) Endémica
Selenicereus 14 3 A (2); Pr(1) Endémica (3)
Stenocactus 18 2 Pr (2) Endémica (2)
Stenocereus 24 3 A (1); Pr(2) Endémica (3)
Strombocactus 3 1 A Endémica
Thelocactus 18 9 A (6); Pr(3) Endémica (9)
Turbinicarpus 28 19 A (5); Pr(7), P (7) Endémica (18), No endémica (1)
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2.10.3. Estrategias de conservacion en la familia Cactaceae en México

En México, diversos sectores, incluidos los @mbitos académico, privado y gubernamental,
han colaborado desde la década de 1940 en la proteccion y conservacion de las cactaceas,
tanto dentro de su habitat natural como fuera de él (Aguirre & Montafia, 1997; Arias et al.,
2005; Béarcenas, 2006).

Algunas de las estrategias de conservacion propuestas para las cactadceas mexicanas
incluyen la conservacion de semillas, la propagacion de plantas en viveros e in vitro para
su posterior reintroduccién en sus habitats naturales, la promocion del comercio legal, la
creacion de zonas de exclusion y la implementacion de campafias de educacion ambiental.
Estas campafias tienen como objetivo sensibilizar a los habitantes sobre la importancia de
los cactus en los ecosistemas y fomentar su uso sustentable (de la Rosa et al., 2012). No
obstante, para la gran parte de las especies amenazadas, estas medidas no se han
implementado o0 no se han realizado de forma correcta, principalmente debido a los

problemas burocraticos y de corrupcion que existen en el pais (Barcenas, 2006).

El saqueo y la destruccion del habitat de las cactaceas siguen siendo problemas
persistentes que no se han logrado contener, a pesar de las disposiciones legales que
buscan proteger y aprovechar de manera sostenible las plantas silvestres nativas (Arias et
al., 2005; Rodriguez-Arévalo et al., 2017).

Es fundamental llevar a cabo acciones que detengan o al menos reduzcan el deterioro de
las poblaciones de cactaceas mexicanas, ya que, de lo contrario, muchas especies podrian
extinguirse en un corto periodo tiempo. Ante este posible escenario, es crucial contar con
semillas almacenadas en bancos de germoplasma, que permitan resguardar el material
genético y el desarrollo de nuevos individuos. Estas plantas podrian ser aprovechadas tanto
con fines ecoldgicos como econémicos (Li & Pritchard, 2009). No obstante, las semillas de
numerosas especies de cactus alun no se encuentran almacenadas en bancos artificiales,
y la informacién sobre la ecofisiologia de las semillas es limitada (Castillo-Campohermoso
et al., 2010; Lindow-Lépez et al., 2018).

Assis et al. (2011) sefialan que tanto los bancos de semillas artificiales como los naturales
han demostrado ser efectivos para mantener y regenerar las poblaciones vegetales. El

estudio de estos bancos es crucial para desarrollar estrategias de conservacion efectivas.
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No obstante, en el caso especifico de las cactdceas mexicanas, los estudios sobre bancos
de semillas han sido escasos en los ultimos afios. Ademds, aun no se comprenden
completamente los mecanismos involucrados en el envejecimiento de las semillas

almacenadas, ya sea de forma artificial o natural (Roach et al., 2018).
2.11. Semillas de cactéaceas

Las cactaceas son plantas dicotiledéneas y sus semillas presentan una amplia variedad de
caracteristicas morfolégicas. En general, son pequefias en tamafo, con dimensiones
medidas en milimetros. La cubierta seminal puede variar en color, incluyendo tonos
castafios, anaranjado, cafés y negros. Ademas, pueden tener formas comprimidas o
globulosas, circulares, reniformes, elipticas, ovadas y angulosas (Fig. 3) (Barrios et al.,
2020).

Un rasgo distintivo en las semillas de las cactaceas, aunque no exclusivo de la familia, es
una pequefa zona llamada region hilum-micropilar, que se debe a la presencia de 6vulos
campilotropos (Barthlott & Hunt 1993). El hilo, que es el punto de unién entre la semilla y el
fruto, puede estar ubicado basal o lateralmente, y variar en tamafio. La cubierta seminal
puede tener diferentes texturas, como 0sea, lisa, reticulada o rugosa. El perispermo puede
ser abundante, central o localizado hacia un lado de la semilla, y puede tener una textura
farindcea y un color blanquecino, con granulos de almidon. El endospermo no esta presente
en gran parte de los casos, pero puede ser persistente como una capa delgada. En cuanto
al embridn, puede presentar diferentes formas, como recto, curvo, circular, o periférico, con
el hipocétilo bien desarrollado. Esta provisto de cotiledones, que pueden ser carnosos o
foliaceos, y a veces el apice del embrién tiene forma de gancho (Barrios et al., 2020). La
radicula, que es la primera parte del embrién que emerge durante la germinacién, es gruesa

e inferior (Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada, 1978).

Rojas-Aréchiga & Vazquez-Yanes (2000) reportan que el numero de semillas que puede
contener cada fruto es variable entre especies y dentro de individuos de la misma especie.
Algunas cactaceas, como Epithelantha micromeris y Pereskia aculeata, pueden producir
solo unas pocas semillas por fruto, mientras que otras, como Pilosocereus chrysacanthus,

pueden producir mas de 1000 semillas por fruto (Barrios et al., 2020).
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Figura 3. Esquema de una semilla tipica de cactaceas. A. Dimensiones medidas en la semilla intacta;
B. Semillalimada en plano mediano. LEMA = Longitud del eje mayor; LEME = Longitud del eje menor;
G1, G2y G3 = Puntos de medicidn para el calculo del grosor de la cubierta funicular dorsal (GD); GV
= Grosor de la cubierta funicular ventral; E = Embridn; P = Perispermo; C1 y C2 = Cotiledones; a-a’
= Eje hipocatilo radicular; b-b’ = Eje de los cotiledones (Tomado y modificado de Guerrero-Mufioz et
al., 2006).

2.12. Germinacion de las semillas de cactaceas

En semillas de cactus, diversas investigaciones han reportado que la humedad,
temperatura y luz son elementos clave que regulan el proceso de germinacion (Rojas-
Aréchiga et al., 1997; Rojas-Aréchiga et al., 1998; Benitez-Rodriguez et al., 2004; Flores et
al.,, 2006). Estos trabajos indican que las semillas germinan de manera 6ptima a
temperaturas entre 25y 30 °C. Asimismo, se ha descubierto que son fotoblasticas positivas,
es decir, que necesitan luz para germinar, respuesta que se desencadena por los
fotorreceptores en la semilla, principalmente por los fitocromos (Flores et al., 2006; Baskin
& Baskin, 2014).

2.13. Latencia en las semillas de cactaceas

En semillas de cactus, la latencia es un fendmeno que ha sido investigado desde inicios del
siglo XX (Alcorn & Krutz,1959; McDonough,1964). Actualmente, se sabe que estas pueden
presentar diferentes tipos de latencia. Por ejemplo, se ha documentado latencia fisica en

especies como Cereus jamacaru (Meiado et al., 2010), latencia morfolégica en Stenocereus
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stellatus (Alvarez-Espino et al., 2014), y fisiolégica en Ferocatus peninsulae (Rojas-
Aréchiga & Garcia-Morales, 2022).

2.14. Almacenamiento de las semillas de cactaceas en condiciones ex situ

Diversos autores han reportado el tiempo durante el cual las semillas de cactus son capaces
de persistir bajo diferentes condiciones y tiempos de almacenamiento ex situ. En el contexto
de las cactaceas mexicanas, este tema también ha sido investigado. No obstante, estas

especies representan menos del 2 % del total de especies distribuidas en el pais (Tabla 2).

Estos estudios sugieren que las semillas de cactaceas son ortodoxas, lo que significa que
pueden persistir viables durante varios afios cuando se desecan (Rojas-Aréchiga &
Vazquez-Yanes, 2000). No obstante, cabe destacar que, dada la amplia variedad de
formas, tamafios y estructuras que presentan las semillas, estas pueden responder de
manera diferente a los efectos del tiempo y las condiciones de almacenamiento cuando se
conservan en bancos de semillas artificiales (Assis et al., 2011). Ademas, hasta el momento
no se han realizado evaluaciones exhaustivas de los mecanismos moleculares, bioquimicos
y fisiol6gicos asociados con el envejecimiento y la muerte de las semillas durante el
almacenamiento. La falta de informacion es un obstaculo para determinar las condiciones
Optimas de almacenamiento y, por ende, para proponer programas exitosos de

conservacion ex situ a largo plazo.
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Tabla 2. Viabilidad de las semillas de diferentes especies de cactaceas almacenadas ex situ durante diferentes periodos de tiempo.

Especies

Carnegiea gigantea**
Oreocereus erectocylindrica
Eulychnia castanea
Neoporteria subgibbosa
Ferocactus sp*

Echinocereus sp*

Coryphantha odorata**
Ferocactus herrerae*
Ferocactus emoryi*
Brasilicactus sp

Ferocactus histrix**
Mammillaria heyderi*
Ferocactus wislizeni
Stenocereus stellatus*
Stenocereus queretaroensis*
Turbinicarpus knuthianus*
Turbinicarpus lophophoroides**
Turbinicarpus pseudopectinatus**
Turbinicarpus swobodae**

Turbinicarpus valdezianus**

Almacenamiento

Condiciones
25+ 3 °C en seco
Entre 15- 30 °C

No reportado

25 °C oscuridad

No reportado

Tiempo (afios)
10
3

Viabilidad

51 %
80 %

70 %

50 %

100 %
80 %
90 %
0%
90 %
65 %
50 %
80 %
60 %
70 %

10 %

60 %
90 %

Referencia

Alcorn & Martin (1974)

Zimmer & Schultz (1975)

Fearn (1977)

del Castillo (1986)
Trejo & Garza (1993)
Bowers (2000)
Rojas-Aréchiga et al. (2001)
de la Barrera & Nobel (2003)

Flores et al. (2005)

*Especies que habitan en México.

**Especies vulnerables segun la NOM-059-SEMARNAT-2010.

36



Tabla 2. Continuacion.

Especies

Mammillaria mystax*

Echinocactus platyacanthus**

Ferocactus townsendianus**

Cereus albicaults

Cereus fernambucensis spp. Fernambucensis
Cereus jamacaru spp. jamacaru

Pilosocereus chrysostele

Pilosocereus gounellei spp. gounellei
Pilosocereus pachycladus spp. pachycladus
Pilosocereus pachycladus spp. pernambucoensis
Pilosocereus Tuberculatus

Escontria chiotilla*

Stenocereus pruinosus*

Cereus fernambucensis spp. Fernambucensis
Pilosocereus catingicola spp. salvadorensis

Pilosocereus gounellei spp. gounellei

Melocactus violaceus spp.
margaritaceus

Melocactus sergipensis
Melocactus zehntneri

Lophophora williamsii

Almacenamiento

Condiciones

Entre 4-6 °C

No reportado
25°C

7+2°C

25 +5 °C, en seco y oscuridad

-5°C

20+£2°C

Tiempo (afios)
3
6
10

9

Viabilidad

55 %
61 %
45 %
50 %
30 %
50 %
10 %
25%
85 %
85 %
85 %

85 %

60 %
70 %
40 %
80 %
58 %
80 %
12.5%

Referencia

Navarro et al. (2010)
del Carmen-Navarro et al. (2013)
Guillen et al. (2014)

Nascimento et al. (2015)

Guzmén-Hernandez (2018)

dos Santos et al. (2018)

Mandujano et al. (2020)

*Especies que habitan en México. **Especies vulnerables segun la NOM-059-SEMARNAT-2010.

37



Tabla 2. Continuacion.

Especies

Acanthocalycium spiniflorum
Cleistocactus baumannii
Echinopsis aurea
Echinopsis. leucantha
Gymnocalycium capillense
Gymnocalycium castellanosii

Gymnocalycium mostii

Gymnocalycium
schickendantzii

Gymnocalycium stellatum
Harrisia pomanensis
Parodia submammulosa
Stetsonia coryne

Trichocereus candicans

Almacenamiento

Condiciones

20°C

- Viabilidad Referencia
Tiempo (afios)

0%
0%
0%
38 %
0%
0%
7 0% Gurvich et al. (2021)
1%
0%
1%
0%
0%
0%

*Especies que habitan en México. **Especies vulnerables segin la NOM-059-SEMARNAT-2010.
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2.15. Bancos de semillas de cactaceas en el suelo

La persistencia de semillas de cactaceas en el suelo ha sido poco estudiada. En las
especies mexicanas, estos trabajos representan menos del 1 % del total de especies que
se distribuyen en el pais (Tabla 3). Esta situacion contrasta con la importancia ecoldgica de
estas plantas en ambientes &ridos y semiéridos, donde suelen ser dominantes y presentan
un elevado numero de endemismos (Bravo-Hollis & Scheinvar, 1999). Entender la dinamica
poblacional de las cactaceas en héabitats naturales se ve significativamente obstaculizada

por la falta de conocimientos en este tema.

Aun con la escasa informacion disponible, en las Gltimas décadas se ha revelado la
capacidad de las semillas de cactus para formar bancos a corto y largo plazo (Tabla 3). No
obstante, a pesar de los avances en esta area, sigue siendo necesario obtener mas
informacion para comprender mejor los patrones de reclutamiento y la composicion de las
comunidades en los habitats desérticos. Por lo tanto, se requieren mas investigaciones que
contribuyan a entender la dinamica espacial y temporal de los bancos de semillas de la
familia Cactaceae. Ademas, es fundamental profundizar en los factores, tanto ecoldgicos
como fisiolégicos, bioquimicos y moleculares, que influyen en la sobrevivencia de las

semillas enterradas in situ.
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Tabla 3. Trabajos que han documentado la formacién de diferentes tipos de bancos de semillas en el suelo en diversas especies de cactaceas

Especie

Tipo de banco que forman las semillas

Referencia

Trichocereus pasacana
Ferocactus wislizenii*
Opuntia rastrera*
Mammillaria grahani*
Polaskia chende*
Arthrocereus glaziovii
Arthrocereus melanurus
Harrisia fragrans
Stenocereus stellatus*
Discocactus bahiensis
Polaskia chende*
Escontria chiotilla*
Stenocereus pruinosus*
Echinopsis atacamensis
Echinopsis terschecki
Echinopsis thionantha
Gymnocalycium saglionis

Persistente a corto plazo

Persistente a largo plazo

Persistente a corto plazo

Persistente a largo plazo

Persistente a corto plazo

de Viana (1999)
Bowers (2000)
Montiel & Montafia (2003)
Bowers (2005)
Ordofiez (2008)

Cheib & Garcia (2012)

Goodman et al. (2012)
Alvarez-Espino et al. (2014)
Nascimento & Meiado (2017)

Ordofiez-Salanueva et al. (2017)

Guzman-Hernandez (2018)

Lindow-Lépez et al., 2018

Gymnocalycium schickendantzii
Gymnocalycium spegazzinii

*Especies que habitan en México. **Especie vulnerables segun la NOM-059-SEMARNAT-2010.
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2.16. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Las ERO son radicales libres, iones y moléculas que presentan uno o mas electrones
desapareados, y que derivan de la reduccién parcial del O.. Este grupo incluye al peréxido
de hidrogeno (H:0y), al radical superdxido (O2*), al radical hidroxilo (OH*®) y al oxigeno
singulete (*O) (Diaz-Vivancos et al., 2013).

En las plantas, las ERO se generan de manera natural en distintos organelos, el sistema
de membranas, asi como en el citosol, a partir de diversas reacciones metabdlicas que

incluyen la fotosintesis y la respiracion (Singh et al., 2016).

En condiciones normales de homeostasis redox celular, las ERO desempefian una funcion
fundamental como moléculas sefalizadoras en diferentes procesos fisioldgicos, como el
desarrollo embrionario, la germinacion, la muerte celular programada (PCD) y el crecimiento
radicular (Wrzaczek et al., 2013). No obstante, factores de estrés ambiental como el ataque
de organismos patdgenos, la falta de agua, suelos salinos, temperaturas extremas,
exposicion a elementos potencialmente toxicos y radiacion UV-B pueden aumentar la
produccion de ERO. Estos factores interrumpen el equilibrio celular y aceleran el
envejecimiento celular (Sharma & Dubey, 2007). En concentraciones altas, las ERO se
convierten en compuestos toxicos para la célula debido a su elevada reactividad con otras
moléculas, ya que pueden oxidar a macromoléculas como lipidos de membrana, proteinas
y acidos nucleicos (Kapoor et al.,, 2015). Por esta razén, las plantas cuentan con
mecanismos de defensa antioxidante que mantienen el balance entre la generacion y la
eliminacion de ERO (Baxter et al., 2014).

2.17. Mecanismos antioxidantes

Las plantas presentan mecanismos antioxidantes que regulan los efectos dafinos de las
ERO, previniendo o retardando la oxidacién de diversas moléculas. Estos mecanismos

pueden clasificarse en enzimaticos y no enziméticos (Sharma et al., 2012).
2.18. Antioxidantes enziméticos

SOD, CAT y POD, asi como las enzimas que participan en el ciclo de ascorbato-glutation
(AsA-GSH), estan presentes en todas las células vegetales y han demostrado ser cruciales

para la defensa frente al estrés oxidante (Singh et al., 2016).
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2.18.1. Superdéxido dismutasa (SOD)

Las SOD son una familia de enzimas antioxidantes que pertenece al grupo de las
metaloenzimas y cuya funcion consiste en catalizar la dismutacion del O;* a una molécula
de menor toxicidad (H202), como se observa en la siguiente ecuacion (Bowler et al., 1994):

205" + 2H* — H,0,+ 02

Se han descrito tres isoenzimas SOD en plantas: I) Cu/Zn-SOD; II) Mn-SOD; vy Ill) Fe-SOD.
Estas enzimas tienen la misma actividad catalitica, pero diferentes estructuras quimicas y
ubicaciones dentro de la célula. Mientras que la Mn-SOD se limita a las mitocondrias y la
Fe-SOD a los cloroplastos, la enzima Cu/Zn-SOD se encuentra en los peroxisomas, las
mitocondrias y el citosol (Sharma et al., 2012).

2.18.2. Catalasa (CAT)

La CAT cataliza la reduccion de moléculas de H,O, a H.O, como se observa en la siguiente

ecuacion (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006):
2H,0; — 2H,0 + O,

En las plantas se ha reportado la presencia de CAT en las mitocondrias, cloroplastos,

peroxisomas y citosol (Kibinza et al., 2011).
2.18.3. Peroxidasas (POD)

Las POD son un grupo de enzimas que catalizan la transformaciéon de diferentes
compuestos quimicos utilizando H,O., como oxidante (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-
Chaverri, 2006):

H-.O> + RH,— 2H,O + R

En plantas se ha reportado la presencia de las enzimas ascorbato peroxidasa (APX) y
glutation peroxidasa (GPx), las cuales son esenciales para eliminar el exceso de H,O; en
la célula (de Gara et al., 2010). La APx y la GPx estan ampliamente distribuidas en los

cloroplastos, mitocondrias, citosol y en la membrana celular (Potters et al., 2002).
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2.18.4. Enzimas del ciclo ascorbato-glutation (AsA-GSH)

El ciclo AsA-GSH desempefia una funcion crucial en la regulacion del estrés oxidante,
siendo considerado la via principal para neutralizar el H.O, generado de la dismutacién del
O;°. Este ciclo implica diferentes reacciones redox, que incluyen la oxidacion de GSH y AsA
mediante H,O,. La APx convierte el H,O, en H,O mediante la oxidacion de AsA a
monodehidroascorbato (MDHA). Este ultimo puede ser regenerado a través de la accion de
la monodehidroascorbato reductasa, utilizando nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) como agente reductor. La MDHA se convierte de manera espontanea en
dehidroascorbato (DHA) mediante la oxidacibn de GSH a glutation oxidado (GSSG).
Posteriormente, la glutation reductasa es capaz de transformar al GSSG nuevamente en
GSH, utilizando NADPH como agente reductor. De esta manera, los estados oxidados de
AsA y GSH son reducidos a sus formas iniciales, cerrando el ciclo y evitando la produccién

excesiva de H,0,; en la célula (Peralta-Pérez & Volke-Sepulveda, 2012).

En las plantas, el ciclo AsA-GSH esta presente en al menos cuatro compartimentos
celulares diferentes: cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y citosol (Pang & Wang,
2010).

2.19 Antioxidantes no enzimaticos

AsA, GSH, betalainas, carotenoides, tocoferoles, los tocotrienoles, los tococromanoles y
compuestos fendlicos son antioxidantes no enzimaticos que participan en la defensa del
organismo y funcionan, en algunos casos, como cofactores enzimaticos. Ademas, influyen
en el desarrollo de las plantas al regular procesos como la mitosis, el alargamiento celular,

la senescencia y la PCD (Sharma et al., 2012).

2.19.1. Ascorbato (AsA)

El AsA es un antioxidante importante en la proteccion del organismo contra el estrés
oxidante, ya que puede ceder electrones en diferentes reacciones quimicas. El AsA es
sintetizado a través de la via Smirnoff-Wheeler y mediante intermediarios de &cido urdnico,

como el acido D-galacturénico (Smirnoff & Wheeler, 2000).
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2.19.2. Glutation (GSH)

El GSH est& constituido por tres aminoacidos (glutamato-glicina-cisteina), que, al igual que
el AsA, desempefia una funcion crucial en la proteccién contra el estrés oxidante inducido
por ERO (Seal et al., 2010). En las plantas, el GSH, es el antioxidante mas abundante y se
ha detectado practicamente en todas las estructuras celulares, incluyendo las vacuolas. El
GSH es sintetizado en el citosol y en los cloroplastos mediante isoformas especificas de la
y-glutamil-cisteinil sintetasa y la glutation sintetasa. El balance entre GSH y GSSG es

fundamental para mantener la homeostasis celular (Noctor et al., 2012).

2.19.3. Betalainas

Las betalainas son pigmentos hidrosolubles de origen natural con nitrébgeno en su
estructura, las cuales sintetizan a partir del aminoacido tirosina (Strack et al., 2003). Estan
presentes en todas las células de las plantas del orden Caryophyllales. Dentro de esta
categoria taxondmica, las familias Cactaceae y Amaranthaceae destacan por su contenido
de betalainas (Stintzing et al., 2005; Fernandez-Lopez et al., 2012). Las betalainas son
consideradas potentes antioxidantes y también tienen propiedades antitumorales
(Ravichandran et al., 2013).

2.19.4. Carotenoides

Los tetraterpenos conocidos como carotenoides estan formados por varias moléculas de
isopreno unidas en ambos extremos por un anillo de ciclohexano insaturado. Se distinguen
dos tipos de carotenoides: las xantofilas y los carotenos. Las xantofilas tienen O; en sus
anillos terminales, mientras que los carotenos no lo presentan (Olatunde et al., 2020). Estos
pigmentos pertenecen al grupo de los antioxidantes lipofilicos y pueden desintoxicar varias
formas de ERO. En las plantas, los carotenoides eliminan al O;* para inhibir el dafio
oxidativo. Ademas, el ABA, que regula la latencia y la respuesta al estrés, es sintetizado a

partir de los carotenos (Nisar et al., 2015).

2.19.5. Tocoferoles, tocotrienoles y tococromanoles

Los tocoferoles estan compuestos por un anillo cromano y una cadena hidréfoba formada
por isoprenoides. La cantidad y ubicacion de los grupos metilo (-CHs) en el anillo cromano

varian entre los grupos (a, B, y y ©) de tocoferoles (Lushchak & Semchuk, 2012). Los
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tocoferoles son antioxidantes lipofilicos y, junto con los tocotrienoles y tococromanoles,
pertenecen a la familia de la vitamina E. Estos compuestos son producidos Unicamente por
productores fotosintéticos, utilizando acido homogentisico y fitil-difosfato como precursores,
y estan implicados en la eliminacién de ERO (Munné-Bosch, 2005).

2.19.6. Compuestos fendlicos

Segun Kumar et al. (2020), los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios
hidrosolubles identificados por la presencia de uno o mas grupos hidroxilo acidos (-OH)
unidos a un anillo aroméatico (grupo fenol). Compuestos fendélicos, como los flavonoides,
taninos, ésteres de hidroxicinamato y lignina, poseen propiedades antioxidantes y son
abundantes en los tejidos de las plantas (Olszowy-Arora, 2019). Los polifenoles tienen la
capacidad de unirse a los iones de metales de transicion y neutralizar directamente a las
ERO. Ademas, pueden prevenir la peroxidacion de los lipidos al capturar los radicales

alcoxilo (Arora et al., 2000).
2.20. Estrés oxidante

Un desbalance entre la generacion de ERO y los mecanismos de defensa antioxidante se
conoce como estrés oxidativo. Esto puede ser causado por una disminucion de las defensas
antioxidantes, un aumento de la generacién de ERO o una combinacién de ambos (Bartosz,
1997). En las plantas, se han reportado diferentes indicadores para determinar el estrés
oxidante, como la relacién entre GSH/GSSG y/o entre ASA/DHA (Demidchik, 2015).

2.21. Efecto de las especies reactivas de oxigeno en las biomoléculas

En condiciones de estrés oxidante, las ERO pueden causar dafio a lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, lo que resulta en modificaciones de las membranas e inhibicién
enzimatica, conduciendo a un mal funcionamiento celular e incluso a la muerte (Singh et
al., 2016).

2.21.1. Dafio en los lipidos

Las ERO pueden inducir peroxidacion lipidica, un proceso en el cual agentes oxidantes
afectan los lipidos de membrana. Este fendbmeno altera la estructura de las membranas,

afectando su integridad y la compartimentacion celular. Ademas, los radicales derivados de
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la oxidacion de lipidos pueden dafiar a otras macromoléculas, lo que aumenta el estrés

oxidante en la célula (Kotodziej et al., 2018).

Cuando un grupo OH* oxida una cadena lipidica insaturada, produce un radical alquilo y un
lipido hidroperoxidado, que es el primer paso en la peroxidacion lipidica. El radical alquilo
reacciona con otra molécula, quitandole un electron y regenerando la especie inicial, lo que
provoca que la reaccion se propague. Un solo OH* puede provocar la peroxidacion de varios
acidos grasos poliinsaturados, ya que las reacciones involucradas en este proceso son
parte de una reaccion en cadena (Kofodziej et al., 2018). Un subproducto de la peroxidacion
de lipidos es el MDA, el cual se ha utilizado ampliamente como marcador de estrés oxidante
(Jadoon & Malik, 2017).

2.21.2. Dafio en las proteinas

Las ERO pueden causar modificacion directa e indirecta en las proteinas. La modificacion
directa consiste en regular la actividad de una proteina mediante procesos como la
nitrosilacion, carbonilacion, y la formacién de enlaces disulfuro. Por otro lado, la
modificacion indirecta ocurre por la conjugacion de productos de descomposicion que
derivan de la peroxidacion lipidica (Lounifi et al., 2013). En ambos casos, como
consecuencia de la produccion excesiva de ERO, se puede dar lugar a modificaciones en
los aminoacidos, fragmentacién de la cadena peptidica, agregacion de productos de
reaccion y mayor susceptibilidad de las proteinas a la protedlisis (Demidchik, 2015). Las
proteinas carboniladas, son un biomarcador ampliamente utilizado para determinar los

dafos por estrés oxidante en proteinas (Mgller & Kristensen, 2004).

2.21.3. Dafio en el ADN

Las ERO pueden causar dafios oxidantes en el ADN nuclear, mitocondrial y cloroplastico,
lo que resulta en la oxidaciéon de la desoxirribosa, la modificacién y eliminacion de
nucledtidos, asi como, en la ruptura de las cadenas de acidos nucleicos. Cualquier dafio en
el ADN puede provocar cambios en la codificacion de las proteinas e incluso puede resultar

en la inactivacion completa de estas (Sharma et al., 2012).

Mientras que el dafio a los azlUcares se produce principalmente por la pérdida de un
hidrogeno de la desoxirribosa, el dafio oxidante en las bases nitrogenadas del ADN suele

implicar la adicion de un OH* a los dobles enlaces (Roldan-Arjona & Ariza, 2009). EI OH*
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reacciona con las purinas y pirimidinas, asi como con el esqueleto de desoxirribosa,
generando productos como 8-o0xo-7, 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG), hidroximetil
urea, urea, timina glicol, timina y adenina. Entre estos productos, el 8-OHdG se utiliza como
biomarcador para determinar el nivel de dafio a ADN inducido por el estrés oxidante
(Valavanidis et al., 2009).

2.22. Especies reactivas de oxigeno en las semillas

La produccion y acumulacion de ERO en la semilla depende de su estado metabdlico y
fisiologico (Kumar et al., 2015). En semillas deshidratadas, el metabolismo es reducido, y
en estas condiciones, las ERO se originan a partir de reacciones no enzimaticas (como las
reacciones de Amadori y Maillard) y mecanismos asociados a la peroxidacion lipidica (Sun
& Leopold, 1995). Por otro lado, en semillas hidratadas, todos los compartimientos
metabdlicamente activos pueden convertirse en fuentes de ERO, como, por ejemplo, los
glioxisomas (por el catabolismo de los lipidos), los peroxisomas (por el catabolismo de las
purinas), las mitocondrias (a través de procesos involucrados en la respiracion) y las
membranas plasmaticas (por la actividad de NADPH oxidasa) (Bailly, 2004). No obstante,
la principal fuente de ERO durante la imbibicion de semillas se atribuye a la actividad

mitocondrial (El-Maarouf-Bouteau & Bailly, 2008).

2.23. Efecto dual de las especies reactivas de oxigeno en la fisiologia de las
semillas

Durante mucho tiempo se considerdé que la acumulacién de ERO era perjudicial para la
viabilidad de las semillas debido al estrés oxidante impuesto durante la desecacién o el
envejecimiento (Bailly, 2004). No obstante, investigaciones recientes indican que, en bajas
concentraciones, las ERO también cumplen funciones cruciales en la transduccion de
sefales celulares, participando en diversos procesos como la germinacion, la ruptura de la
latencia, la PCD y la proteccién contra los patdgenos, entre otros (Kumar et al., 2015; Bailly,
2019).

2.24. Especies reactivas de oxigeno como moléculas de sefializacién

Como se mencioné previamente, un exceso de ERO puede causar dafios a las
biomoléculas del embrién, afectando su viabilidad, asi como su crecimiento y desarrollo
(Kranner & Colville, 2011). Por ello, las semillas cuentan con mecanismos antioxidantes

celulares que mantienen el equilibrio redox, evitando la acumulacion de cantidades toxicas
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de ERO, al tiempo que permite una sefializacibn mediada por estas moléculas (Bailly et al.,
2008).

2.24.1. Debilitamiento del endospermo

El endospermo es un tejido que suministra nutrientes al embrién durante las primeras fases
del desarrollo (Marquez et al., 2016). No obstante, en algunas especies, como Arabidopsis
y tabaco, la germinacion se ve obstaculizada por este tejido. Por ello, reguladores del
crecimiento como el ABA y las giberelinas (GA) controlan la actividad de enzimas
hidroliticas que, a su vez regulan el debilitamiento del endospermo, permitiendo asi la
germinacion de la semilla (Barba-Espin et al., 2012). Este fenébmeno ha sido documentado
en semillas de lechuga y otras especies cultivadas, en las cuales se observé que el
debilitamiento del endospermo esta directamente vinculado a la produccion de ERO en

respuesta a las sefiales ambientales externas (Zhang et al., 2014).

2.24.2. Ruptura de la latencia

La latencia fisioldgica de las semillas es una condicién regulada principalmente por el ABA
y las GA, y la ruptura de este estado ocurre cuando se altera el equilibrio entre ambas
hormonas. En semillas de Arabidopsis, la adicién exdégena de H-O, disminuye los niveles
de ABA e incrementa los de GA, lo que desencadena la ruptura de la latencia (Liu et al.,
2010). Esto sugiere que una relacion alta/baja de ABA/GA mantiene la condicion de
latencia, mientras que una relacién baja/alta de ABA/GA conduce a la ruptura de este
estado (Balilly et al., 2008).

2.24.3. Proteccién contra patégenos

Las ERO desempefian funciones clave de sefializacion en respuesta al estrés, tanto
abidtico como bibtico (Gomes & Garcia, 2013). Las ERO pueden afectar directamente a los
patdbgenos o actuar indirectamente, provocando reacciones de hipersensibilidad que
conducen a la PCD (Bailly, 2004). Ademas, durante una infeccion, el O,* producido por la
accioén de la NADPH oxidasa se convierte en H,O, mediante dismutacién espontanea o por
actividad de la SOD. El H,O, generado por este proceso induce la muerte de las células
locales infectadas, lo que limita la propagacion de patégenos. Asimismo, el H»O:
desempefia una funcién crucial en la resistencia a infecciones, ya que provoca la

peroxidacion de la membrana celular del patégeno (Quan et al., 2008).
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2.25. Factores que intervienen en el envejecimiento de las semillas

El envejecimiento de las semillas esta determinado por su estado fisiolégico, la composicién
genética y las condiciones de almacenamiento, ya sean naturales o artificiales (Singh &
Bassi, 2016; Zhou et al., 2020).

Diversas variables, como la temperatura, la humedad relativa y la concentracion de O,
influyen en la rapidez con que las semillas se deterioran durante el almacenamiento
(Roberts, 1973; Roach et al., 2018). La baja humedad y las bajas temperatura ralentizan el
proceso de descomposicion, prolongando asi la vida util de las semillas (Walters et al.,
2005). En contraste, condiciones de alta humedad y temperatura aceleran el envejecimiento
(Chételain et al., 2013; Baladi & Balouchi, 2016). Por lo tanto, la temperatura y la humedad
pueden manipularse para similar el deterioro de las semillas en condiciones naturales,
mediante el uso de métodos de envejecimiento artificial (Zhou et al., 2020). El deterioro
controlado implica exponer las semillas a temperaturas cercanas a los 30 °C y humedades
relativas constantes, lo que segura que el contenido de agua de las semillas no varie
significativamente durante el tratamiento, y a menudo se utiliza como indicador de
envejecimiento en los bancos de semillas. En cambio, el envejecimiento acelerado consiste
en someter a las semillas secas a alta humedad relativa (cerca del 100 %) y temperaturas
superiores a 45 °C, lo que provoca cambios drasticos en el porcentaje de humedad durante
el experimento. Este método se emplea para reducir rapidamente (dias o semanas) la

viabilidad de un lote de semillas (Roach et al., 2018).

Aunque se ha investigado ampliamente, la interaccion de factores como la temperatura, los
niveles de O. y la humedad en el deterioro de las semillas aln no se comprende
completamente (Buijs et al., 2020). Por ejemplo, en semillas de girasol almacenadas con
bajo contenido de agua, se observé que altas concentraciones de O tiene un efecto
negativo sobre la viabilidad de las semillas y el crecimiento de las plantas. En contraste, las
semillas de cebada no presentan efectos negativos bajo estas condiciones, aunque si se

observan dafios durante el desarrollo posterior (Morscher et al., 2015).

Otros factores que influyen en la longevidad de las semillas incluyen: I) la composicién
genética; Il) la estructura fisica y quimica; Ill) la produccion y eliminacién de ERO; IV) los

mecanismos antioxidantes y de reparacion; V) los niveles de fitohormonas; y VI) el
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contenido de sustancias de reservas (Hong & Ellis, 1996; Mullin & Xu, 2001; Liu et al., 2016;
Chandra et al., 2017; Liu y Hou, 2018).

2.26. Cambios fisiolégicos, bioquimicos y moleculares asociados al envejecimiento
de las semillas

El deterioro de las semillas es un fenémeno bioldgico complejo y multifactorial que involucra
diferentes procesos fisioldgicos, bioquimicos y moleculares interrelacionados (Ebone et al.,
2019; Lee et al., 2019; Zhou et al., 2020).

2.26.1. Cambios fisiolégicos

Los cambios fisiologicos relacionados con el envejecimiento de semillas incluyen el
aumento de ERO y/o la disminucién de los sistemas antioxidantes (estrés oxidante), el
desequilibrio en las enzimas y hormonas reguladoras del crecimiento, la disminucién de la
actividad metabdlica, la pérdida del estado vitreo citoplasmatico y la PCD (Ventura et al.,
2012). Estos procesos fisioldgicos estan fuertemente influenciados por el contenido de agua
de la semilla y las condiciones de almacenamiento (Diaz-Vivancos et al., 2013). Por
ejemplo, se ha demostrado que el citoplasma de las semillas secas entra en un estado
vitreo, el cual esta condicionado por la temperatura, la humedad y la cantidad de varios
azUcares presentes en la semilla, como sacarosa, rafinosa, estaquiosa y verbascosa
(Williams y Leopold, 1989). En este estado, el citoplasma se vuelve tan viscoso que se
detienen el movimiento de difusion y muchas reacciones de deterioro (Williams y Leopold,
1989). No obstante, cualquier cambio fisiolégico que afecte el estado vitreo de la semilla

conducira a su envejecimiento (Osborne, 2000).

2.26.2. Cambios bioquimicos

La reduccién de la sintesis de proteinas, la inactivacién de proteinas, la alteracion de la
actividad enzimatica, la hidrélisis de proteinas y las modificaciones postraduccionales son
algunas de las alteraciones bioquimicas asociadas al envejecimiento de las semillas (Rajjou
et al.,, 2012). En semillas envejecidas, la incapacidad para sintetizar nuevas proteinas
puede estar relacionada con varios factores, como la disminucion de la capacidad para
sintetizar nuevos ARNm (Bray & Dasgupta, 1976). No obstante, la sintesis de proteinas
también puede verse comprometida a nivel de la traduccion, debido a la actividad reducida

de los ribosomas, lo cual resulta de modificaciones estructurales graves. Estas
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modificaciones se han observado en semillas no viables (Roberts & Osborne, 1973; Zhao
et al., 2020). Otro factor asociado al envejecimiento en organismos vegetales es la
expresion reducida o las mutaciones en los factores de transcripcion necesarios para
producir ribosomas (Farley-Barnes et al., 2019).

Wettlaufer & Leopold (1991) informan que, en semillas, las proteinas también pueden
experimentar modificaciones estructurales a través de la glicacién no enzimatica, mediada
por las reacciones de Amadori y Maillard. Se considera que las reacciones no enzimaticas
son la causa mas probable de la inactivacion de proteinas durante el almacenamiento, ya
que las semillas secas no presentan un metabolismo enzimatico activo (Sun & Leopold,
1995; Fu et al., 2015). La inactivacion de proteinas en semillas almacenadas puede ocurrir
debido a la ganancia o pérdida de ciertos grupos funcionales, la oxidacion de grupos
sulfhidrilo o la conversién de aminoacidos dentro de la estructura de la proteina (Galletti et
al., 1995). Estos cambios reducen la capacidad metabdlica de las semillas y la facultad del
organismo para reparar el dafio celular producido durante el almacenamiento (Chhabra &
Singh, 2019).

El almacenamiento de semillas también puede alterar la actividad de las proteinas, lo que
a su vez puede afectar los procesos metabdlicos (Fu et al., 2015; Chhabra & Singh, 2019).
Las alteraciones en la actividad de las proteinas podrian surgir de cambios
conformacionales, como el plegamiento o despliegue parcial, la disociacion en monémeros
0 subunidades, y la condensacién en polimeros, lo cual afecta el proceso de germinacion.
Para que la geminacion se complete, se requieren varias enzimas hidroliticas, como la
lipasa, fosfolipasa, proteasa, DNasa, fosfatasa y amilasa (Basavarajappa et al., 1991).
Asimismo, los efectos deletéreos de las ERO, que estimulan el envejecimiento de las
semillas y reducen su viabilidad, pueden ser contrarrestados por el sistema antioxidante

enzimatico y no enzimatico de las semillas.

Ademas del dafio oxidante inducido por las ERO, las proteinas pueden sufrir otras
modificaciones estructurales e incluso perder su funcionalidad debido al estrés y
envejecimiento celular. En este contexto, la enzima L-isoaspartil metiltransferasa ha
demostrado ser esencial para la reparacion de proteinas (Wei et al., 2015). Otro cambio
bioguimico asociado con el deterioro de las semillas, como se mencioné anteriormente, es

la peroxidacion lipidica (Oenel et al., 2017).

51



2.26.3. Cambios moleculares

El dafio al ADN en semillas almacenadas puede ocurrir debido al estrés oxidante, lo que da
lugar a la oxidacion de la desoxirribosa, la modificaciéon y eliminacion de nucleétidos, asi
como la ruptura de las cadenas de &cidos nucleicos. Para asegurar la germinacion de las
semillas, estos dafios deben ser reparados mediante diversas enzimas, como la ADN ligasa
(Sharma et al., 2012).

Los cambios epigenéticos pueden alterar la expresion génica en semillas almacenadas,
principalmente través de la metilacion del ADN, asi como mediante modificaciones de

histonas, variantes de histonas y remodelacién de cromatina (Ahmad et al., 2010).

Michalak et al. (2013) investigaron la correlacion entre la metilacion del ADN y la desecacion
en semillas de Pyrus communis, observando que, después de un afio de almacenamiento,
el ADN de las semillas presentd un aumento en los niveles de metilaciéon. Los autores
sugieren que el envejecimiento de las semillas podria estar asociado con un incremento en

la metilacion del ADN.
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

Este proyecto de investigacion es continuacion de la tesis realizada en el programa de
Maestria en Biologia de la UAMI, titulada “Variabilidad genética y viabilidad de semillas de
Escontria chiotilla y Stenocereus pruinosus (Cactaceae) conservadas ex situ y enterradas

in situ en un matorral xerdfilo en el Valle de Tehuacan” (Guzman-Hernandez, 2018).

Este estudio demostré que las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus mantienen su viabilidad
(> 80 %) cuando son almacenadas ex situ (a 25 £ 3 °C, con una humedad relativa del 20 +
2 %y en oscuridad) durante ocho afios. En contraste, cuando las semillas son almacenadas
in situ (enterradas en el suelo de un matorral xer6filo), la viabilidad disminuyé en mas del
60 % entre los 12 y 15 meses de enterramiento. Se propone que esto se debié a las
fluctuaciones de temperatura y humedad que experimentaron las semillas en el suelo

durante el periodo del experimento.

Con base en estas evidencias, en la presente investigacion se plantearon las siguientes

preguntas de investigacion:
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢La viabilidad y vigor de las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus enterradas in situ
durante 12 y 24 meses seran menores en comparacion con las semillas almacenadas ex

situ?

2. ¢Las semillas de E. chiatilla y S. pruinosus enterradas in situ presentan un mayor dafio
en biomoléculas, como lipidos y proteinas, en comparacién con las semillas almacenadas

ex situ?

3. ¢El estrés oxidante en las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus, enterradas in situ y

almacenadas ex situ, aumenta en funcion del tiempo?

4. ¢Existen diferencias en la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, CAT y POD)

entre las semillas almacenadas ex situ y las enterradas in situ?

5. ¢La pérdida de viabilidad y vigor de las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus enterradas

in situ esté relacionada con los periodos de sequia y lluvia?
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5. HIPOTESIS

1. La viabilidad y vigor de las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus, enterradas in situ
durante 12 y 24 meses, seran menores en comparacion con las semillas almacenadas ex

situ.

2. Las semillas enterradas in situ durante 12 y 24 meses mostraran un mayor dafio en los
lipidos y las proteinas, asi como una disminucién en el contenido de proteinas solubles, en

comparacion con las semillas almacenadas ex situ.

3. El estrés oxidante en las semillas de E. chiotillay S. pruinosus, enterradas in situ durante

12 y 24 meses, sera mayor en comparacion con las semillas almacenadas ex situ.

4. Se espera que la actividad de las enzimas antioxidantes, como SOD, CAT y POD, sea
mayor en las semillas almacenadas ex situ que en las enterradas in situ, lo que implicaria

un menor dafio en lipidos y proteinas en las semillas almacenadas ex situ.

5. El periodo en el que se produce la pérdida de la viabilidad y vigor de las semillas de E.
chiotillay S. pruinosus enterradas in situ esta relacionado con el dafio oxidante en respuesta

a las condiciones ambientales.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Estudiar la participacion del dafio por estrés oxidante y los mecanismos antioxidantes en la
viabilidad y el vigor de semillas de dos especies de cactaceas, almacenadas ex situ y
enterradas in situ durante diferentes periodos de tiempo.

6.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar la viabilidad y el vigor de las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus, almacenadas

ex situ y enterradas in situ durante 0, 12 y 24 meses.

2. Determinar los niveles de peroxidacion lipidica, asi como el contenido de proteinas
solubles y oxidadas en semillas de E. chiotilla y S. pruinosus, almacenadas ex situ y

enterradas in situ durante 0, 12 y 24 meses.

3. Determinar la relacion entre el GSH y el GSSG (EcssaizesH) €n semillas de E. chiotilla y

S. pruinosus, almacenadas ex situ y enterradas in situ durante 0, 12 y 24 meses.

4. Determinar la actividad de las enzimas SOD, CAT y POD en semillas de E. chiotillay S.

pruinosus, almacenadas ex situ y enterradas in situ durante 0, 12 y 24 meses.

5. Evaluar la viabilidad y el vigor, el estrés oxidante, el dafio a biomoléculas y la actividad
de enzimas antioxidantes en semillas de E. chiotilla y S. pruinosus recién cosechadas y
enterradas in situ durante 0, 6, 12, 14 y 16 meses, considerando los periodos de sequia y

de lluvias.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Especies de estudio

7.1.1. Escontria chiotilla

Escontria chiotilla, especie conocida cominmente como "jiotilla", es un cactus columnar
silvestre endémico de México, se distribuye en las regiones de la Mixteca Oaxaquefia, el
Valle de Tehuacan-Cuicatlan y la Cuenca del Rio Balsas (Arias et al., 1997).

El arbol maduro generalmente alcanza una altura de entre 3 y 7 m, con un tronco grueso y
corto, y ramas dicotbmicas que poseen de 7 a 8 costillas. Las aréolas miden
aproximadamente 1 cm de largo y presentan entre 10 a 15 espinas radiales, asi como de 3
a 5 espinas centrales, siendo una de estas ultimas mas larga, alcanzando hasta 7 cm de
longitud. Las flores, ubicadas en la terminacién de las ramas, son infundibuliformes, miden
alrededor de 3 cm de largo, son de color amarillo y presentan grandes escamas
translucidas. Los frutos son globosos y escamosos, de color café rojizo, alcanzando hasta
3.5 cm de diametro, y contienen semillas negras y permeables, de 1 a 1.3 mm (Fig. 4)
(Bravo-Hollis & Sanchez-Mejorada, 1978).

Esta especie produce frutos de abril a mayo y de septiembre a noviembre. Sus frutos son
apreciados tanto frescos como procesados, y se utilizan para elaborar mermeladas,

conservas y nieve (Arias et al., 2001).

X680 ZBB8mm 4@ 48 SEI

Figura 4. Escontria chiotilla, conocida comunmente como “Jiotilla”. A. Planta madura. B. Flor abierta.
C. Frutos maduros y D. Semilla observada en microscopia electronica de barrido.
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7.1.2. Stenocereus pruinosus

Stenocereus pruinosus, conocida comunmente como “"pitaya de mayo", es un cactus
columnar endémico de México. Se encuentra en diversos estados del pais, como, Oaxaca,

Puebla, Querétaro, Tamaulipas, entre otros (Arias et al., 2001).

Es una especie ampliamente cultivada, especialmente en la regién del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan (Parra et al., 2012). Actualmente, se reconocen mas de 30 variedades distintas,
las cuales presentan diversos grados de domesticacion, que ha ocurrido durante mas de
8,000 afios (Yafez-Lopez et al., 2016).

El arbol maduro generalmente alcanza una altura de entre 4 y 5 m, con ramas que muestran
una capa de cera blanca (pruina) y entre 5 y 6 costillas rectas. Sus espinas son de color
gris con las puntas oscuras, con 5 a 7 espinas radiales y de 1 a 4 espinas centrales. Las
flores son blanquecinas con tonos rosados, tienen forma infundibuliforme y alcanzan
aproximadamente 9 cm de longitud. Los frutos tienen un diametro promedio de 7 cm, son
globosos y su color varia segun la variedad, desde rojo purpura hasta anaranjado verdoso.
La pulpa es carnosa y jugosa, y contiene semillas negras y permeables que miden de 1.5
a 2 mm (Fig. 5) (Flores et al., 2011).

El periodo de fructificacion de esta especie generalmente inicia en mayo y finaliza en
agosto. El consumo de los frutos se realiza en fresco o en productos procesados, como

mermeladas, nieve, licores, yogurt y dulces (Arias et al., 2001).

3K %58 5065m 40 4P SE1

Figura 5. Stenocereus pruinosus, conocida comunmente como “Pitaya de mayo”. A. Planta madura.
B. Botones florales y flor abierta. C. Fruto maduro y D. Semilla observada en microscopia electrénica
de barrido.
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7.2. Sitio de estudio
7.2.1. Ubicacion, extension y limites

Santiago Chazumba es un municipio ubicado en el noroeste del estado de Oaxaca
(18°11°18.62” N, 97°40°43.99” O) y forma parte del distrito de Huajuapan de Leo6n. Se
encuentra en la region conocida como Mixteca Baja, dentro del Valle de Tehuacan-
Cuicatlan, y tiene una extension territorial de 346.93 kmz. Limita al norte, este y oeste con
el estado de Puebla, mientras que al sur hace frontera con el municipio de San Pedro y San
Pedro Tequixtepec, Oaxaca (Fig. 6) (INEGI, 2008).

97°30°01" 0 97°18'0"0

1R°30'0"N

; Totoltepec de
I8180°N _Guerrero. L 4

18°%6'0"N

17°534'0"N

Figura 6. Mapa de la ubicacién y limites del Municipio de Santiago Chazumba, Oaxaca.

7.2.2. Relieve

Santiago Chazumba se distingue por su ubicacion entre cerros, con numerosas barrancas

gue experimentan escorrentias intermitentes, es decir, escurrimientos de agua durante la
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temporada de lluvias. Ademas, posee extensas zonas montafiosas con suelo de textura

media y gruesa, y pequefias areas planas destinadas a la agricultura (INEGI, 2008).
7.2.3. Fisiografia

Santiago Chazumba esta situado entre el Eje Neovolcanico y la discontinuidad de la
provincia fisiografica de la Sierra Madre del Sur. Las geoformas distintivas de la region
incluyen pendientes que van desde menos del 5 % hasta méas del 50 %, asi como colinas

gue alcanzan los 2,000 metros sobre el nivel del mar (INEGI, 2008).
7.2.4. Suelo

El suelo se compone de sedimentos que incluyen arena, toba y limo arenoso, lo que limita
su capacidad de retencion de agua. Predominan las zonas cubiertas por rocas, con un suelo
generalmente poco profundo que rara vez supera mas de 20 cm de espesor. Estos suelos
se encuentran frecuentemente en areas con ligeras pendientes y terrenos elevados. El
drenaje es superficial, y el suelo es susceptible a la erosion debido las fuertes lluvias. Su
color varia entre tonos rojizos y cafés, dependiendo de la cantidad de materia organica
presente (INEGI, 2008).

7.2.5. Clima

El clima es calido semidesértico (BSw) (de acuerdo con la clasificacion de Kodppen y
modificada por Garcia, 2004) con una temperatura promedio anual de 19.7 °C. Mayo es el
periodo mas caluroso, con temperaturas que oscilan entre los 14.3 °C y los 32.8 °C,

mientras que enero es el mes mas frio, con temperaturas entre 6.5 °Cy 14.2 °C.

La precipitacién promedio anual es de 530 mm. La mayor intensidad de lluvias se registra
principalmente en agosto (entre 131 y 203 mm) y septiembre (entre 122-218 mm). La
temporada seca comienza entre octubre-noviembre vy finaliza entre marzo-abril (Fig. 7)
(Serrano et al., 2005).
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Figura 7. Temperatura y precipitacion promedio mensual (periodo de 1961-2003) en el municipio de
Santiago Chazumba, Oaxaca (tomado de Serrano et al., 2005).

Los datos climaticos de la region para los afios de estudio (2016, 2017, 2018 y 2019) se
obtuvieron de las estaciones climaticas Acatepec (18°13'36.97" N, 97°34'44.03" O),
Caltepec (18°12'14.18" N, 97°27'12.62" O) y Tonahuixtla (18°11'13.51" N, 97°55'16.36" O)
(Fig. 8) (https://smn.conagua.gob.mx/es/).

Durante el periodo de estudio, no se presentaron anomalias climaticas (Anexo 1).
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Figura 8. Estaciones climéaticas consultadas durante el periodo de estudio (2016-2019). A. sitio de
estudio en la localidad de Trinidad Huaxtepec, Mpio. Santiago Chazumba, Oaxaca. B. Estacién
climatica de Acatepec, Puebla. C. Estacion climatica de Caltepec, Puebla. D. Estacion climatica de
Tonahuixtla, Puebla.

7.3. Muestreo de frutos y extraccion de las semillas

Se muestrearon 150 frutos de E. chiotilla y 60 frutos de S. pruinosus en el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan (18°12'41" N, 97°23'58" O), en mayo de 2016, 2017 y 2018. Se
retiraron el pericarpio y el tejido accesorio (ovario infero), y luego se extrajeron las semillas,
gue se lavaron con agua. Un fruto de E. chiotilla contenia entre 400 y 900 semillas, mientras
gue un fruto de S. pruinosus tenia entre 600 y 2,000 semillas. Para cada afio de cosecha,
se estimdé la viabilidad de las semillas recién extraidas y, en todos los casos, la germinacion
fue 2 90 %. Después de la extraccion, las semillas se secaron en papel secante a 25 + 3 °C
durante 48 h, hasta alcanzar una humedad de 7-9 %. El contenido de humedad se evalu6

gravimétricamente antes y después del secado, a 103 °C durante 17 h (ISTA, 2020).

7.4. Almacenamiento ex situ de las semillas

Para su conservacion ex situ, las semillas se almacenaron en frascos de vidrio herméticos

a 25 + 3 °C, con una humedad relativa del 20 + 2 % y en oscuridad.
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7.5. Enterramiento in situ de las semillas

Las semillas se enterraron en el suelo de un matorral xerdfilo situado en el poblado de
Trinidad Huaxtepec (18°16'24" N, 97°70'93" O), localidad que forma parte del municipio de
Santiago Chazumba, Oaxaca (Fig. 8A).

En este sitio se realizaron dos experimentos, los cuales se describen a continuacion:

7.5.1. Experimento 1: Comparacion entre el almacenamiento ex situ y el

enterramiento in situ

En este experimento se determinaron los cambios fisiol6gicos y bioquimicos de las semillas
enterradas in situ durante 12 y 24 meses, y los resultados se compararon con los de
semillas recién cosechadas (2018) y semillas almacenadas ex situ durante los mismos
periodos. Para ello, en mayo de 2016 y 2017 se colocaron 1,000 semillas de E. chiotilla y
S. pruinosus en cinco sobres hechos con malla de polietileno (6 x 4 cm), que se enterraron
a una profundidad de 5-10 cm, rango en el que se pueden encontrar las semillas de cactus
en el suelo (Holland & Molina-Freaner, 2013). En mayo de 2018, se exhumaron las semillas
enterradas y se determind su viabilidad, vigor, contenido de GSH y GSSG, estado redox
(EessarzesH), contenido de MDA, proteinas solubles y oxidadas, asi como la actividad de
enzimas antioxidantes (SOD, CAT y POD). Estas variables fueron evaluadas

simultaneamente en semillas almacenadas ex situ y en semillas recién cosechadas.

7.5.2. Experimento 2: Efecto de los factores ambientales (sequias y lluvias) en el

deterioro de las semillas enterradas in situ

En el experimento 1 no se pudo determinar si el tiempo de almacenamiento, las condiciones
(ex situ o in situ), el afio de cosecha de las semillas o la combinacién de estos factores,
fueron responsables de las diferencias encontradas entre las semillas enterradas in situ
durante 12 y 24 meses con respecto a semillas recién cosechadas en 2018. Por esta razén,
se realizd un segundo experimento en semillas cosechadas en el mismo afio y enterradas
in situ durante intervalos cortos de tiempo, en el que se evaluaron las variables
determinados en el experimento 1. Ademas, se investigaron los periodos de secas-lluvias
durante el enterramiento (registrados en estaciones climéaticas cercanas al sitio de estudio),
como indicadores para evaluar los ciclos de rehidratacion/deshidratacion a los que

estuvieron expuestas las semillas enterradas (Anexo ).
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De ambas especies estudiadas, se utilizaron las semillas extraidas de frutos cosechados
en 2018, las cuales fueron enterradas de acuerdo con lo descrito en el experimento 1y
exhumadas a los 6, 12, 14 y 16 meses después del enterramiento. En cada exhumacion,
se recuperaron cinco sobres (5,000 semillas en total) de cada especie para realizar los
andlisis fisiolégicos y bioquimicos.

7.6. Pruebas de viabilidad

La viabilidad de las semillas se evalu6 mediante dos métodos: I) la prueba de germinacion

y Il) la reaccion de tetrazolio, de acuerdo con la ISTA (2020).

Se sembraron tres réplicas de 50 semillas en cajas de Petri que contenian agar
bacteriologico al 1 % (p/v), las cuales fueron incubadas en una germinadora (Precision®,
Dual Program llluminated Incubator) a 25 + 3 °C y fotoperiodo con 12 h de luz (15.25 pmoles
m 2 s1). La germinacion se determiné con base en la emergencia de la radicula durante los

21 dias posteriores a la siembra. La germinacion total se calcul6 con la siguiente ecuacion:

namero de semillas germinadas

Germinacion total (%) = 100

numero de semillas sembradas

Tres réplicas de 10 semillas se limaron (con lija de agua) longitudinalmente hasta que el
embridn quedd expuesto, y se sumergieron en una solucion de rojo de tetrazolio al 1 % (p/v)
a 40 °C durante 1 h. Se consideraron viables las semillas en las que el embrién estuvo

completamente tefiido de color rojizo (ISTA, 2020) (Fig. 9).

1mm

Figura 9. Prueba de CTT en las semillas de E. chiatilla (A-C) y S. pruinosus (D-F). Ay D, semillas
sin tincién; B y E, semillas viables; C y F, semillas no viables.
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7.7. Andlisis de vigor

El vigor se determiné calculando el tiempo que tardan las semillas en alcanzar el 50 % de
la germinacion total (Tso) y mediante la determinacion de la fuga de solutos en semillas
embebidas. Ademas, se evaluaron la sobrevivencia y el crecimiento de las plantulas

provenientes de las semillas germinadas.
El Tso se determind con base en la ecuacion reportada por Farooq et al. (2005):

(N +1)/2n;
Tso =t + ———( — t;)
(nj —my)
Donde, N es el numero de semillas germinadas, ni y nj son el nimero de semillas

acumuladas por el conteo contiguo a los tiempos ti y tj cuando ni < (N+1)/2 < nj.

La fuga de solutos se determind midiendo la conductividad eléctrica (CE), de acuerdo con
la metodologia de Silva et al. (2020). Para cada muestra, se colocaron 100 mg de semillas
enteras en 20 mL de H»O desionizada durante 24 h a 25 °C. La CE fue medida con un
conductimetro CON 700 (OAKTON®) y los resultados se expresaron como puS cm* mg?
PS.

Las plantulas originadas de las semillas germinadas se mantuvieron en las placas de agar
durante 6 meses, y durante este tiempo se monitored su sobrevivencia (plantulas que se
desarrollaron normalmente). Posteriormente, se evaluaron la acumulacién de biomasa

seca, longitud y ancho de la plantula, asi como la longitud de la raiz.

7.8. Determinacién de la oxidacion de los lipidos

La peroxidacion lipidica se determin6 mediante la evaluacién de sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico utilizando el kit comercial, Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit
(ABCAM®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se congelaron 200 mg de
semillas enteras con nitrégeno liquido y se homogeneizaron con 300 pL de solucién de lisis,
3 UL de solucién de hidroxitolueno butilado (BHT) y 303 puL de HCIO4 2 N. El homogeneizado
se centrifugd a 13,000 g durante 10 min a 4 °C. Posteriormente, se mezclaron 200 L de
sobrenadante o 200 puL de los estandares de MDA proporcionados por el fabricante con 600
ML de &cido tiobarbittrico (TBA). La mezcla se incub6 a 95 °C durante 60 min y luego se

enfrid en un bafio de hielo durante 10 min. Inmediatamente, se midi6 la absorbancia a 532
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nm en un lector de placas ScanReady, Microplate photometer P-800 (Life Real®). La
concentracion de MDA se derivo de la interpolacion en la curva de calibracion utilizando O
a 5 nmol de estandar de MDA.

7.9. Extraccion y cuantificacion de las proteinas solubles

Las proteinas solubles se extrajeron de acuerdo con la metodologia de Reyes de la Cruz et
al. (2004). Se congelaron 200 mg de semillas enteras con nitrégeno liquido y se
homogeneizaron con 2 mL de buffer de extraccion (pH 7.5), que contenia acido 4-(2-
hidroxietil)-piperazin-1-iletanosulfénico) (HEPES) 50 mM, NasP,0O7 50 mM, NasVOs 1 mM,
Na;MoO. 1 mM, NaF 20 mM, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 4 mM, &cido
etilenglicol tetraacético (EGTA) 20 mM, manitol 200 mM y polivinilpolipirrolidona (PVPP) al
1 % (p/v). Se afiadi6 una tableta de inhibidores de proteasas COMPLETE (Roche®) por
cada 200 mL de buffer de extraccion. EI homogeneizado se centrifugd a 16,000 g a 4 °C

durante 25 min, y el sobrenadante se recuperé y almacené a -80 °C hasta su uso.

La concentracion de proteinas solubles se determind de acuerdo con la metodologia de
Bradford (1976), utilizando el reactivo Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad®),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizé Albumina Sérica Bovina (BSA) como
proteina de referencia (0-30 pg/mL). Inmediatamente, se midié la absorbancia a 595 nm en

un espectrofotdmetro DU-600 (Beckman ®).

7.10. Determinacion del contenido de las proteinas oxidadas

Las proteinas oxidadas se determinaron cuantificando los grupos carbonilo, de acuerdo con
la metodologia de Hernandez-Arciga et al. (2020). Se mezclaron 20 L de buffer fosfato 50
mM (pH 7.2) o 20 uL de muestra con 20 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, disuelta en
HsPO, 0.5 M) y 10 uL de NaOH 6 M. Posteriormente, las muestras se agitaron durante 10
min. Inmediatamente, se midi6 la absorbancia a 450 nm en un lector de placas ScanReady,
Microplate photometer P-800 (Life Real®).

7.11. Contenido de glutation reducido, glutation oxidado y estado redox

El contenido de GSH y GSSG se determind utilizando el kit comercial Quantification Kit for
Oxidized and Reduced Glutathione (Sigma-Aldrich ®), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se congelaron 200 mg de semillas enteras con nitrégeno liquido y se

homogeneizaron con 1.5 mL de una solucién acuosa que contenia de acido 5-sulfosalicilico
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al 0.5 % (p/v). El homogeneizado se centrifugd a 8,000 g durante 10 min. Inmediatamente,
se midié la absorbancia a 405 nm del sobrenadante en un lector de placas ScanReady,
Microplate photometer P-800 (Life Real®), y el GSH y el GSSG se determinaron utilizando
curvas de calibracion con soluciones estandar de GSH (0 a 50 uM) y de GSSG (0 a 25 pM).
El Ecsscresh se calcul6 como describen Kranner et al. (2010) utilizando la ecuacién de
Nernst, que fue corregida con el contenido de humedad de las semillas analizadas.

RT = [GSH]?
Egssc/26sn = T WF in [GSSG]

Donde R es la constante de los gases; T, es la temperatura en °K; n, el nimero de
electrones transferidos; F, la constante de Faraday; EY, el potencial de reduccion estandar

de media celda de glutation a pH 7 [E%ssscrecsH = -240 mV].

7.12. Determinacién de la actividad de las enzimas antioxidantes

La actividad de la SOD se determind de acuerdo con la metodologia de Parrilla-Taylor &
Zenteno-Savin (2011). Se afiadieron 25 pL de buffer de fosfato de potasio (0.1 M, pH 7.5)
0 extracto de proteina a 1.45 mL de buffer de solucién de ensayo (pH 9.5), que contenia
Na,CO; 50 mM, xantina 0.1 mM, nitroazul de cloruro de tetrazolio (NBT) 25 uM, EDTA 0.1
mM, 25 uL de solucién de xantina oxidasa (XO) (0.1 U de XO en 1 mL de sulfato de amonio
2 M). Se midié la absorbancia a 560 nm cada 30 s durante 3 min a 25 °C en un
espectrofotdmetro DU-600 (Beckman ®). Una unidad de actividad SOD se definié como la

cantidad de enzima necesaria para inhibir el 50 % de la tasa de reduccién de NBT.

La actividad de la CAT se determiné de acuerdo con la metodologia de Roshan et al. (2018).
Se prepar6 una mezcla de ensayo con 600 pL de buffer de fosfato 100 mM (pH 7) y 200 uL
de H202 10 mM. La reaccion se inici6 afiadiendo 200 pL de extracto de proteina a la mezcla.
La descomposicion del H.0O; se determiné midiendo la absorbancia a 240 nm cada minuto
durante 3 min a 25 °C en un espectrofotémetro DU-600 (Beckman ®). Una unidad de
actividad CAT se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la

descomposicion de 1 umol de H2O; por minuto.

La actividad de las POD se determin6 de acuerdo con la metodologia descrita por Corona-
Carrillo et al. (2014). Se prepard una mezcla de ensayo con 870 pL de buffer de fosfato 50

mM (pH 6.8), 10 pL de extracto de proteinay 10 pL de guayacol 1 mM. La reaccion se inicio
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afadiendo 10 puL de H20; al 3 % (v/v) a la mezcla. La absorbancia se midié a 475 nm cada
minuto durante 3 min a 25 °C en un espectrofotometro DU-600 (Beckman ®). Una unidad
de actividad POD se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la
peroxidacion de 1 mmol de guayacol por minuto.

7.13. Andlisis estadisticos

Todas las pruebas fisiologicas y bioquimicas se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como media + desviacioén estdndar. La distribucién normal de los datos se
confirm6 mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Los datos se analizaron estadisticamente
mediante ANOVA unidireccional, seguido de una prueba post-hoc de Tukey a p <0.05 como
nivel de significancia. Ademas, se realizé un analisis de correlacion de Pearson (p < 0.05)
entre de la viabilidad, el estado redox, la conductividad eléctrica, la peroxidacion lipidica,
proteinas solubles y oxidadas, asi como la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD,
CAT y POD) en las semillas de ambas especies. Los andlisis se realizaron con los paquetes
estadisticos SPSS® (ver. 15.0) y NCSS® para Windows.
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8. RESULTADOS

El contenido de humedad de las semillas secas recién cosechadas de E. chiotilla y S.
pruinosus fue de 8.6 £ 0.5 % y 7.2 + 0.3 %, respectivamente. Después del almacenamiento
ex situ y el enterramiento in situ, el contenido de agua de las semillas no mostré diferencias
significativas en comparacioén con las semillas recién cosechadas. No obstante, el contenido
de humedad de las semillas enterradas de ambas especies aument6 a 28.6 £+ 4.7 % y 28.1
+ 3.7 %, respectivamente, después de un dia de lluvia, y luego disminuyé a 8-9 %y 7-8 %,

respectivamente, 24 h después de la lluvia.

8.1. Experimento 1: Comparacién entre el almacenamiento ex situ y el enterramiento

in situ

8.1.1. Efecto del almacenamiento ex situ y el enterramiento in situ sobre la

viabilidad y el vigor de las semillas

La viabilidad de las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus se mantuvo por encima del 90 %
después de 24 meses de almacenamiento ex situ (Fig. 10A, B). No obstante, después de
12 meses de enterramiento, solo germiné el 35 % de las semillas de ambas especies. Con
el tiempo la germinacion se redujo: a los 24 meses de enterramiento, las semillas de E.
chiotilla germinaron un 23 + 2.8 %, mientras que las de S. pruinosus estaban muertas
(verificado mediante la prueba de CTT) (Fig.10, B). Ademas, después de 12 meses, los
valores de Tso de ambas especies fueron respectivamente 1.2 y 1.6 dias mas altos en
semillas enterradas in situ en comparacion con los valores de Tso de semillas almacenadas
ex situ (Fig. 10C, D). En el caso de E. chiotilla, los valores de Tso de las semillas de 24
meses también fueron significativamente mayores para las semillas enterradas. Por ultimo,
la fuga de soluto de las semillas de ambas especies enterradas in situ durante 12 y 24

meses fue mas del doble que la de las semillas almacenadas ex situ (Fig.10E, F).
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Figura 10. Efecto del almacenamiento ex situ (barras blancas) y el enterramiento in situ (barras grises) durante 0, 12 y 24 meses sobre la viabilidad
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La sobrevivencia de las plantulas provenientes de las semillas de E. chiotilla almacenadas
ex situ durante 12 y 24 meses, fue mayor que la de las plantulas provenientes de las
semillas enterradas in situ (Fig. 11). No obstabte, las plantulas que sobrevivieron crecieron
de manera similar, ya que no se observaron diferencias en las variables de crecimiento
evaluadas (biomasa, largo y ancho de la plantula, y longitud de la raiz) (Fig. 12). Resultados
similares se observaron en las plantulas de S. pruinosus originadas de las semillas
almacenadas ex situ durante 12 meses (Fig. 11 y Fig. 12), tanto en sobrevivencia como en

las variables de crecimiento.
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Figura 11. Efecto del almacenamiento ex situ (barras blancas) y el enterramiento in situ (barras
grises) durante 0, 12 y 24 meses en la sobrevivencia de las plantulas de E. chiotilla (A) y S. pruinosus
(B). La comparacion de medias se realiz6 entre las plantulas provenientes de las semillas
almacenadas en condiciones naturales y artificiales durante el mismo tiempo. Letras diferentes
indican diferencias significativas.
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8.1.2. Efecto del almacenamiento ex situ y el enterramiento in situ sobre los

marcadores de estrés oxidante

El contenido de MDA en las semillas recién cosechadas (2018) fue de aproximadamente
16 nmol g PS para ambas especies. Las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus cosechadas
en 2017 y enterradas in situ durante 12 meses exhibieron un contenido de MDA 2.4 veces
mayor que el de las semillas almacenadas ex situ. Por el contrario, el contenido de MDA en
las semillas cosechadas en 2016 y enterradas durante 24 meses fue bajo y no presenté
diferencias significativas en comparacion con el de las semillas almacenadas ex situ (Fig.
13A, B).

El contenido de proteinas solubles en las semillas recién cosechadas de E. chiotilla y S.
pruinosus fue de 118.8 y 164.8 mg g PS, respectivamente. En comparacién con las
semillas almacenadas ex situ, el contenido de proteinas solubles fue significativamente
menor en las semillas enterradas in situ de ambas especies, particularmente después de
24 meses (Fig. 13C, D).

El contenido de grupos carbonilo en las proteinas de las semillas recién cosechadas de E.
chiotillay S. pruinosus fue de 0.022 y 0.010 ymol mg* de proteina, respectivamente. Ambas
especies mostraron contenidos similares en semillas cosechadas en 2017 y almacenadas
ex situ o enterradas in situ durante 12 meses. No obstante, para las semillas cosechadas
en 2016 y enterradas durante 24 meses, el contenido de grupos carbonilo en las proteinas
de las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus fue 5.3 y 28.4 veces mayor, respectivamente,

en comparacion con las semillas almacenadas ex situ (Fig. 13E, F).

Los contenidos de GSH y GSSG en las semillas recién cosechadas de E. chiotilla y S.
pruinosus fueron 277.2 y 178.7 nmol g PS, y 304.7 y 175.5 nmol g PS, respectivamente
(Fig. 14). Las semillas de ambas especies almacenadas ex situ durante 12 y 24 meses
mostraron contenidos significativamente mayores de GSH y menores de GSSG que las
semillas enterradas in situ. Como resultado, los valores del Egssc2esn fueron
significativamente menores en las semillas enterradas in situ en comparacion con las
semillas almacenadas ex situ, lo que indica que las semillas enterradas presentaron

procesos oxidativos (Fig. 14).
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En ambas especies, la actividad de las enzimas antioxidantes mostré valores similares en
las semillas recién cosechadas y en las semillas cosechadas en 2017, tanto almacenadas
ex situ como enterradas in situ durante 12 meses. No obstante, en las semillas de E. chiotilla
cosechadas en 2016 y enterradas durante 24 meses, la actividad de SOD, CAT y POD fue
1.6, 1.8y 2.9 veces menor, respectivamente, en comparacion con las semillas almacenadas
ex situ (Fig. 15A, C, E). Asimismo, en las semillas de S. pruinosus enterradas in situ durante
24 meses, la actividad de SOD fue 4.2 veces menotr, y la actividad de CAT y POD no fue
detectable en comparacion con las semillas almacenadas ex situ (Fig. 15B, D, F).
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8.2. Experimento 2: Efecto de los factores ambientales (sequias y lluvias) en el

deterioro de las semillas enterradas in situ

En las semillas de E. chiotilla, después de 12 meses de enterramiento, la viabilidad
disminuyé al 83.5 %, con un descenso abrupto al 10 % después de 14 meses de
enterramiento (Fig. 16A). En las semillas de S. pruinosus se observé un patrén similar, pero
la disminucion de la viabilidad ocurri6é antes, entre 6 y 12 meses después del enterramiento
(Fig. 16B). El Tso en los lotes de semillas vivas restantes aument6 progresivamente durante
el enterramiento de ambas especies, lo que resulté en un aumento de 1.7 veces en el
tiempo que tardan en obtener el 50 % de la germinacion total después de 14 meses en las
semillas de E. chiotilla y un aumento de 1.4 veces después de 12 meses de enterramiento

en las semillas de S. pruinosus (Fig. 16C, D).

Las semillas presentaron sintomas de deterioro en los perfiles de CE durante el
enterramiento, con un patron similar al de pérdida de viabilidad. En las semillas de E.
chiotilla, la CE aumentd 1.3 veces durante los primeros 12 meses de enterramiento y luego
1.7 veces entre los 12 y 14 meses (Fig. 16E). De manera similar, la CE en las semillas de
S. pruinosus aumentd 1.7 veces entre los 6 y 12 meses de enterramiento, y 1.6 veces entre

los 12 y 14 meses, momento en el cual todas las semillas ya estaban muertas (Fig. 16F).

El contenido de MDA en las semillas de E. chiotilla aumenté progresivamente 2.6 veces
durante los primeros 12 meses de enterramiento, antes de la drastica pérdida de viabilidad.
Después de 14 meses de enterramiento, el contenido de MDA disminuyé 4.4 veces, lo que
resulté en un aumento significativo de semillas muertas (Fig. 17A). Un patrén similar se
observé en las semillas de S. pruinosus, con un aumento de 2 veces en el contenido de
MDA a los 6 meses en comparacién con las semillas recién cosechadas, seguido de una

disminucion de 3.6 veces a los 12 meses de enterramiento (Fig. 17B).

En las semillas de E. chiotilla, el contenido de proteinas solubles disminuyé ligeramente
durante el periodo de enterramiento, mientras las semillas permanecieron vivas. No
obstante, después de 14 meses de enterramiento, el contenido de proteinas se redujo 3
veces, momento en el que la mayoria de las semillas estaban muertas (Fig. 17C). Por otro
lado, en las semillas de S. pruinosus, se observé una ligera disminucién en el contenido de
proteinas solubles durante los primeros 12 meses de enterramiento, lo que coincidié con

una reduccion de la viabilidad. Posteriormente, a los 14 meses de enterramiento el
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contenido de proteinas solubles disminuyé 10.6 veces, momento en el que todas las
semillas estaban muertas (Fig. 17D).

El contenido de grupos carbonilo en las proteinas de las semillas de ambas especies no
cambio6 significativamente durante los primeros 12 meses de enterramiento. No obstante,
se observo un aumento significativo en las proteinas oxidadas, de manera concomitante
con la muerte de las semillas de ambas especies, a los 14 y 16 meses de enterramiento
(Fig. 17E, F).

En las semillas de E. chiotilla, el contenido de GSH disminuy6 principalmente entre los 12
y los 14 meses, coincidiendo con la pérdida de viabilidad, mientras que el contenido de
GSSG no mostré cambios significativos durante ese periodo (Fig. 18). Este cambio en los
niveles de GSH result6 en una alteracion del EcsscrcsH, que paso a un estado mas oxidante,
de -236.2 a los 12 meses, a -176.8 mV a los 14 meses. El EgsscresH continto volviéndose
mas oxidante, alcanzando -154.6 mV después de 16 meses de enterramiento (Fig. 18A),
momento en el cual las semillas ya estaban muertas. Un patrén similar fue observado en
las semillas de S. pruinosus durante los 12 meses de enterramiento. En este periodo, los
valores de EgsseresH cambiaron de -255.4 a -175.6 mV y alcanzaron -150.1 mV a los 14
meses, cuando las semillas ya estaban muertas (Fig. 18B). En conjunto, estos resultados
sugieren que la muerte de las semillas durante el enterramiento va acompafiada de un

cambio en el Egsscrzast @ un estado mas oxidante.

También se observo una drastica disminucion en la actividad de las enzimas antioxidantes
durante la pérdida de viabilidad en las semillas de ambas especies enterradas in situ. Este
fendmeno ocurrié entre los 12 y los 14 meses en E. chiotilla y entre los 6 y los 12 meses de
enterramiento en semillas de S. pruinosus. Durante este periodo se perdié mas del 50 %

de la actividad de las enzimas antioxidantes (Fig. 19).
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Figura 19. Actividad de las enzimas antioxidantes SOD (A, B), CAT (C, D) y POD (E, F) en las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus enterradas in
situ durante 0, 6, 12, 14 y 16 meses. Las semillas enterradas in situ estuvieron expuestas a dos periodos de lluvia (barra blanca) y a un periodo de
sequia (barra negra), como se indica debajo de los numerales que representan el tiempo de enterramiento. Letras diferentes indican diferencias
significativas.
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8.2.1. Analisis de correlacion del experimento 2

La viabilidad de las semillas mostr6 una correlacion negativa con el estado redox celular
(EssscresH), la fuga de solutos y el contenido de proteinas oxidadas, mientras que el
contenido de proteinas solubles y la actividad de las enzimas antioxidantes mostraron una
correlacion positiva con la viabilidad. No se observé una correlacion significativa entre el
contenido de MDA vy la viabilidad (Tablas 4 y 5). Resultados similares se obtuvieron en el

andlisis de correlacion del experimento 1 (datos no mostrados).

Tabla 4. Correlacion entre la viabilidad, el estado redox (Egssarash), la conductividad eléctrica (CE), el
contenido de MDA, las proteinas oxidadas (PO), las proteinas solubles (PrS) y la actividad antioxidante
de las enzimas SOD, CAT, POD en las semillas de E. chiotilla. *Correlacion significativa a p < 0.05.

Viabilidad Ecsser2esH CE MDA PO Prs SOD CAT POD
Viabilidad 1
Ecssacr2esH -0.96* 1
CE -0.98* 0.57* 1
MDA -0.23 -0.49 0.25 1
PO -0.73* 0.97* -0.74*  -034 1
Prs 0.80* -0.88* -0.81*  0.36 -0.81* 1
SOD 0.53* -0.93* -0.55* 0.58* -0.77* 0.82* 1
CAT 0.56* -0.95* -0.53* 0.49 -0.75* 077+ 0.70* 1
POD 0.39 -0.95* -0.34 0.72* -0.61* 0.71* 0.86* 0.86* 1

Tabla 5. Correlacion entre la viabilidad, el estado redox (EcsscrzcsH), la conductividad eléctrica (CE), el
contenido de MDA, las proteinas oxidadas (PO), las proteinas solubles (PrS) y la actividad antioxidante
de las enzimas SOD, CAT, POD en las semillas de S. pruinosus. *Correlacion significativa a p < 0.05.

Viabilidad Ecsserzesh CE MDA PO PrS SOD CAT POD
Viabilidad 1
Ecsseresn  -0.73* 1
CE -0.98* 0.53* 1
MDA 0.10 -0.55* -0.13 1
PO -0.77* 0.88* 0.83* -0.64* 1
Prs 0.84* -0.98 -0.92* 0.51* -0.91* 1
SOD 0.81* -0.79 -0.83* 0.55* -0.94* 0.84* 1
CAT 0.85* -0.88 -0.83* 0.53* -0.98* 0.93* 0.93* 1
POD 0.72* -0.78 -0.76* 0.58* -0.88* 0.76* 0.92* 0.97* 1
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9. DISCUSION

En condiciones in situ, las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus forman un banco de
semillas persistente a corto plazo (Fig. 10A, By Fig. 16A, B). Resultados similares han sido
reportados para otras cactaceas, como Opuntia rastrera (Montiel & Montafia, 2003),
Arthrocereus glaziovii, Arthrocereus melanurus (Cheib & Garcia, 2012), Harrisia fragrans
(Goodman et al., 2012), Stenocereus stellatus (Alvarez-Espino et al., 2014), Discocactus
bahiensis (Nascimento y Meiado, 2017), y Echinopsis y Gymnocalycium spp (Lindow-L6pez
et al., 2018).

En el experimento 1 se observd que el envejecimiento de las semillas de ambas especies
almacenadas ex situ fue mas lento que en las semillas enterradas in situ (Fig. 10-15).
Durante el almacenamiento ex situ, las semillas se mantuvieron en condiciones secas a 25
+ 3 °C, con una humedad relativa de 20 + 2 %, lo que resulté en un bajo contenido de
humedad, entre 7 y 9 %. Una posible explicacion es que las semillas pudieron haber
alcanzado un estado vitreo, lo que restringi6 la difusién molecular y ralentizo las reacciones
bioquimicas relacionadas con el deterioro de las semillas (Walters et al., 2005; Ballesteros
& Walters, 2011). No obstante, seria necesario realizar un estudio biofisico del contenido

de agua de las semillas a diferentes temperaturas para confirmar esta explicacion.

Otras variables que pudieron haber influido fueron las lluvias y la temperatura. Las semillas
del experimento 1, de ambas especies enterradas in situ durante 12 y 24 meses,
respectivamente, estuvieron expuestas a uno o dos periodos de lluvia, con fluctuaciones de
temperatura (hasta 33 °C), lo que provocd un aumento en el contenido de humedad, a

diferencia de las semillas almacenadas ex situ (Anexo ).

Las semillas enterradas in situ experimentaron un aumento de hasta el 28 % en su
contenido de humedad tras la lluvia. No obstante, después de 24 horas sin lluvias, se
desecaron, alcanzando contenidos de humedad entre el 7 % y el 9 %. Estos ciclos de
rehidratacidon/deshidratacion a los que estuvieron expuestas las semillas enterradas
podrian considerarse como un pretratamiento (priming) natural. Segin Farooq et al. (2019),
el priming en semillas ofrece diversos beneficios a nivel fisiol6gico y bioquimico. Por
ejemplo, acelera y uniformiza el proceso de germinacién debido a la activacion enzimética,
la acumulacion de metabolitos y la reparacion de moléculas. Ademas, el priming induce la

tolerancia a estreses bioticos y abioticos mediante la acumulacion de proteinas de defensa.
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En el caso de las semillas de las especies estudiadas y almacenadas in situ, los ciclos de
rehidratacion/deshidratacion pudieron haber permitido que las semillas atravesaran las
fases | y Il de imbibicibn. No obstante, al no contar con las condiciones adecuadas
(humedad y luz) para avanzar hacia la fase lll, podrian haber ocurrido procesos oxidativos
gue condujeron al deterioro de las semillas. Las altas temperaturas (de hasta 33 °C) y el
aumento en el contenido de humedad (de hasta 28 %) que experimentaron las semillas en
el suelo son similares a las condiciones de envejecimiento acelerado. En estas
circunstancias, las semillas ya no se encuentran en estado vitreo, lo que podria haber
contribuido al deterioro (Ballesteros & Walters, 2011; Zhou et al., 2020).

Un factor limitante en el experimento 1 fue el uso de semillas cosechadas en diferentes
afos, en los que el ambiente materno fue distinto. Dado que, antes de la dispersion, la
longevidad de las semillas puede verse afectada durante su formacién y maduracién en la
planta madre (Long et al., 2015; Leprince et al., 2017). Ademas, en este experimento, las
condiciones ambientales a las cuales estuvieron expuestas las semillas enterradas in situ
fueron diferentes, dependiendo si el almacenamiento fue por 12 o 24 meses. Las semillas
gue permanecieron enterradas durante 24 meses experimentaron dos temporadas de
lluvias, a diferencia de las semillas enterradas durante 12 meses. Por lo tanto, para aclarar
si las diferencias en la pérdida de viabilidad observadas entre el almacenamiento in situ y
ex situ en el experimento 1 estaban relacionadas con el desequilibrio redox como

consecuencia del enterramiento in situ, se realizé el experimento 2.

En el experimento 2, se utilizaron semillas de la misma cosecha para evitar el impacto del
ambiente materno en la longevidad y tener en cuenta el ciclo de
rehidratacion/deshidratacion de las semillas. En este escenario, las semillas de E. chiotilla
mantuvieron una alta viabilidad durante los primeros 12 meses de enterramiento, periodo
durante el cual estuvieron expuestas a condiciones ambientales naturales de lluvias y
sequias. Esto podria explicarse por la elevada actividad de las enzimas antioxidantes
observada en las semillas a lo largo de este periodo. En las semillas de S. pruinosus, las
condiciones del suelo himedo durante los primeros seis meses fueron perjudiciales, ya que

la viabilidad disminuy6 aceleradamente durante la estacién seca.

El deterioro més rapido de las semillas de S. pruinosus en comparacion con las de E.
chiotilla durante el enterramiento in situ podria estar relacionado con las caracteristicas

ecolégicas y/o evolutivas de cada especie. Por ejemplo, E. chiotilla se reproduce
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exclusivamente por semillas, mientras que, si bien S. pruinosus también se reproduce
sexualmente, es una especie altamente cultivada que se propaga vegetativamente en la
region semiarida del Valle de Tehuacan, México. Ademas, esta Ultima ha experimentado un
proceso de domesticacion desde hace aproximadamente 8,000 afios (Yafiez-Lopez et al.,
2016). Aunque la domesticacion ha favorecido la produccién de frutos grandes con pocas
espinas y pulpa de diferentes colores, la falta de variabilidad genética podria estar
afectando las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de las semillas, haciéndolas mas
susceptibles al deterioro durante el almacenamiento. Futuros estudios podrian explorar
estas diferencias a nivel genético o fisiolégico para comprender mejor los mecanismos de

adaptacion de cada especie.

En esta investigacion no se observé una correlacion entre el contenido de MDA vy el
deterioro de las semillas (Tablas 4 y 5). Los cambios en el contenido de MDA fueron
fluctuantes durante la pérdida de viabilidad y no coincidieron con los patrones de
desequilibrio en el estado redox celular (Fig. 17A, B y Fig. 18A, B). En el experimento 2, a
los 14 meses de enterramiento en semillas de E. chiotilla y 12 meses en semillas de S.
pruinosus, se registré una marcada disminucién en la actividad de SOD, CAT y POD (Fig.
19). Si asumimos que dicha disminucién conduciria a un estado celular mas oxidante, como
indica el aumento en los valores de EgsshizgsH, S€ habria esperado un aumento significativo
en el contenido de MDA, lo cual no fue el caso. Con base en estos datos, se sugiere que el
MDA no es un buen marcador de dafio oxidante durante el almacenamiento de las semillas
de cactaceas estudiadas. De acuerdo con Morales & Munné-Bosch (2019), debe tenerse
cuidado al interpretar los datos obtenidos utilizando el ensayo de TBA y el producto MDA
como marcador de estrés oxidante, ya que la peroxidacién lipidica no solo es provocada
por ERO, sino también por la actividad de lipoxigenasas producidas por patégenos.
Asimismo, compuestos como los carbohidratos pueden interactuar con el TBA, lo que
podria generar interpretaciones erroneas. Resultados similares a los de este estudio, en los
gue no se encontré relacién entre el estrés oxidante y el contenido de MDA, se han
reportado en semillas envejecidas de Vellozia alata (Munné-Bosch et al., 2011) y Glycine
max (Priestley & Leopold, 1979; Priestley et al., 1980). Ademas, aunque el contenido de
proteinas oxidadas se correlacion6 negativamente con la pérdida de viabilidad (Tabla 5), la
oxidacion de proteinas se observé principalmente en aquellos casos en los que la mayoria

de las semillas no germinaron o estaban muertas (Fig. 17E, F). Por lo tanto, el contenido
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de grupos carbonilo tampoco podria considerarse un marcador de estrés oxidante en las
semillas de E. chiotllay S. pruinosus.

La reduccién en los niveles de GSH en las semillas de las especies estudiadas resulté en
un aumento en los valores de EgsscrzesH durante el almacenamiento in situ (Fig. 18). Las
semillas de E. chiotilla enterradas registraron valores de Egsscieesy de -176.8 mV a los 14
meses de enterramiento (Fig. 18A), mientras que en S. pruinosus, se registraron valores de
Ecssceroesn -175.6 mV a los 12 meses (Fig. 18B), lo cual coincide con los momentos en los
que se observo una reduccién en la viabilidad de cada una de estas especies (Fig. 16A, B).
Posteriormente, cuando la mayoria de las semillas ya estaban muertas, se registraron
valores mas oxidantes de Ecssc/zcsh, aproximadamente -150 mV. De acuerdo con Kranner
et al. (2010), en semillas con pérdida de viabilidad se observan valores de EgsscrcsH €entre
-180 y -160 mV, mientras que valores mas oxidantes, alrededor de -160 mV, indican que
las semillas han muerto. Resultados similares se han observado en semillas de S. maritima,
gue mostraron valores de EgsscroesH entre -180 y -160 mV cuando perdieron viabilidad (Seal
et al., 2010). En semillas de otras especies, como Hordeum vulgare, Daucus carota, C.
sativus, R. sativus y Lactuca sativa, se ha informado que la pérdida de viabilidad ocurre en
rangos de Egsscresh entre -200 y -180 mV (Roach et al., 2018; Stegner et al., 2022).

En conjunto, los datos confirman que el desequilibrio en el estado redox celular acomparia
a la pérdida de viabilidad en las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus enterradas in situ.
Long et al., 2011 sugirieron que los ciclos de rehidratacién/deshidratacion son clave para la
sobrevivencia de las semillas en el suelo, a través de un mecanismo en el que podria estar
implicada la recuperacién del sistema antioxidante del glutation. No obstante, los datos
obtenidos en este trabajo no respaldan esta hipétesis para las semillas de las cactaceas
estudiadas. En E. chiotilla, durante el enterramiento in situ por 12 meses, con un ciclo de
lluvia/sequia, el contenido de GSH no se vio afectado. Por otro lado, en las semillas de S.
pruinosus, las condiciones de humedad durante los primeros seis meses de enterramiento
condujeron a una disminuciéon marcada en los niveles de GSH, la cual se exacerb6 durante
la estacion seca. Pero, para ambas especies, la actividad de las enzimas antioxidantes se
mantuvo alta, lo que sugiere que la homeostasis del GSH se regula de manera diferente
entre las semillas de E. chiotilla y S. pruinosus. Se requieren estudios posteriores en los
gue se investigue la regulacion del metabolismo del glutation (sintesis y degradacion) y las
respuestas antioxidantes durante la exposicion a los ciclos de rehidratacion/deshidratacion

durante el enterramiento in situ a corto y largo plazo.
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Estos hallazgos tienen importantes implicaciones ecolégicas para la sobrevivencia y
regeneracion de poblaciones de estas especies en su habitat natural. La capacidad de
formar bancos de semillas persistentes a corto plazo podria proporcionar una ventaja
adaptativa en ambientes aridos, permitiendo a las poblaciones sobrevivir a periodos de
condiciones desfavorables. Sin embargo, en el contexto del cambio climatico y la creciente
aridez en muchas regiones, la sensibilidad de las semillas a los ciclos de
rehidratacion/deshidratacion podria representar un desafio para la persistencia a largo
plazo de estas especies. A medida que los ciclos de rehidratacion/deshidratacion se
intensifiquen, las dinamicas de viabilidad y germinacién de las semillas podrian verse
alteradas, lo que afectaria la capacidad de regeneracion natural de las poblaciones. Esto
subraya la necesidad de considerar estrategias de conservacién que integren tanto los
factores ecolégicos como los efectos del cambio climatico en la preservaciéon de especies

vegetales clave en ecosistemas aridos.
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10. CONCLUSIONES

En esta investigacion se observo que las semillas de E. chiotillay S. pruinosus almacenadas
ex situ mantuvieron una alta viabilidad y vigor durante hasta 24 meses, sin que se
registraran cambios en los variables bioquimicas evaluadas. En contraste, en condiciones
in situ, el deterioro de las semillas de ambas especies se acelerd, y la pérdida de viabilidad
se relaciond con un cambio en EgsscizesH hacia un estado mas oxidante y una disminucion
en la actividad de las enzimas antioxidantes. No obstante, no se encontro relacién entre el
deterioro de las semillas y los contenidos de MDA y proteinas oxidadas, lo que sugiere que
estos compuestos no son buenos marcadores del estrés oxidante durante el

almacenamiento de las semillas de las cactaceas estudiadas.

Los resultados obtenidos destacan la importancia del estado redox celular, especialmente
del sistema de glutation, en la longevidad de las semillas de las cactaceas estudiadas en
este trabajo. No obstante, también ponen de manifiesto la complejidad de los mecanismos
involucrados en la tolerancia al almacenamiento in situ, sugiriendo que, ademas del estrés

oxidante, otros factores podrian estar influyendo en la viabilidad y el vigor de las semillas.
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11. PERSPECTIVAS

Para la adecuada conservacion (tanto ex situ como in situ) y manejo de los recursos
naturales, es fundamental realizar estudios sobre bancos de semillas in situ y ex situ
(naturales y artificiales). Son pocos los estudios existentes, y ain menos los que se han
realizado en cactaceas, sobre el efecto de la temperatura, la humedad y el tiempo durante
el almacenamiento ex situ en la viabilidad de las semillas. A este problema se afiade la falta
de conocimiento sobre los bancos de semillas de cactaceas en el suelo, los cuales son
esenciales para comprender la dinamica de las comunidades vegetales, preservar de forma
natural la variabilidad genética y sostener o restablecer las poblaciones y comunidades

vegetales alteradas por causas antropocéntricas o naturales.

Por lo anterior, es necesario realizar un mayor nimero de estudios sobre los bancos de
semillas de cactaceas a lo largo del tiempo, en los que, ademas de evaluar la viabilidad de
las semillas, se investigue los mecanismos bioquimicos y fisiolégicos relacionados con el
deterioro y muerte de las semillas. Se sugiere estudiar antioxidantes no enzimaticos, como
los tocoferoles, tocotrienoles y tococromanoles, que tienen la capacidad de neutralizar los
radicales peroxilo derivados de la oxidacion de lipidos de membrana, los cuales se ha
reportado que estan involucrados en el deterioro de las semillas. Este conocimiento
permitiria comprender mejor el proceso de deterioro y contribuiria a mejorar la expectativa
de vida de las semillas conservadas ex situ y de las poblaciones naturales que enfrentan

retos derivados del cambio climatico.

Finalmente, se reconocen las limitaciones de este estudio. Aunque se controlaron varios
factores, como el afio de cosechay se consideraron las condiciones ambientales (periodos
de sequia y lluvia) en el experimento 2, otros aspectos, como las variaciones
microambientales (temperatura, humedad y pH del suelo) y la presencia de
microorganismos en el sitio de enterramiento, podrian haber influido en los resultados.
Ademas, el periodo de estudio de 24 meses, aunque informativo, podria no ser suficiente
para comprender completamente la dinAmica a largo plazo de los bancos de semillas de
las especies de cactaceas. Futuros estudios podrian abordar estas limitaciones mediante
experimentos de mayor duracion y en multiples sitios, lo que permitiria registrar una gama

més amplia de condiciones ambientales y microambientales.
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Abstract

This work provides insights into the deterioration of cacti seeds of Escontria chiotilla (F.A.C.
Weber ex K. Schum) and Stenocereus pruinosus (Otto ex Pfeiff) Buxbaum stored ex situ at
25 °C, under dry and dark conditions or buried in situ conditions in a xerophytic shrubland.
Viability, germination speed, electrolyte leakage and indicators of the redox balance including
glutathione content, glutathione half-cell reduction potential (Egsss/2Gsi) and malondialdehyde
(MDA), oxidized protein content, together with water-soluble antioxidant enzyme activity were
assessed. Over a period of two years of storage, viability was maintained when seeds were stored
ex situ at 7-9% water content compared to seeds buried in the soil. A second burial experiment
showed that seeds of E. chiotilla maintained viability during a year of storage that included a
rainy season followed by a dry season. Thereafter, they died rapidly during the second rainy sea-
son. In contrast, those of S. pruinosus started to lose viability after 6 months of burial at the end
of the rainy season and were mostly dead at the end of the dry season. This difference in per-
sistence between species was related to a difference in the glutathione content and antioxidant
enzyme activities. In both storage experiments, the loss of viability of both species was associated
to a Egssarasn shift to a more oxidative state during burial. Yet, contents in MDA and oxidized
soluble proteins were not related to redox imbalance and loss of viability, indicating that these
compounds are not good markers of oxidative stress in cacti seeds during storage.

Introduction

Seed persistence refers to the survival of seeds in the environment after they reach maturity on
the mother plant (Long et al,, 2015). Long after the death of the mother plant, seeds can persist
in situ in soil seed banks, or ex situ in gene banks (Reed et al., 2011; Long et al., 2015). The
formation of soil seed banks is a reproductive strategy for Spermatophytes to allow plant popu-
lations to withstand adverse periods and to persist in time and space. This occurs particularly
in unpredictable environments such as those prevailing in arid and semi-arid zones
(Cano-Salgado et al.,, 2012; Alvarez-Espino et al., 2014). Soil seed banks can be transient,
short- or long-term persistent (Walck et al., 2005). In transient seed banks, seeds lose viability
in less than one year, whereas in short-term persistent banks, they maintain their viability
between one and five years. Long-term persistent seed banks consist of seeds remaining viable
for more than five years (Walck et al., 2005). Seed gene banks aim to preserve viable seeds ex
situ for the longest period possible in dry and cold conditions (Hay and Whitehouse, 2017).

Although seeds should maintain their viability to fulfil their different purposes both in ex
situ and in situ conditions, viability progressively decreases albeit at different rates based on the
storage conditions (Hay and Probert, 2013; Nascimento and Meiado, 2017). Seed ageing or
deterioration is commonly described as the loss of viability and vigour during storage (Jyoti
and Malik, 2013). Ageing depends on the seed maturity state, genetic composition and storage
conditions, namely, temperature, seed moisture content and oxygen concentration (Roach
et al,, 2018; Zhou et al., 2020; Gerna et al., 2022). In soil banks, buried seeds can be exposed
to various stress factors, both biotic (predators and pathogenic microorganisms) and abiotic
(temperature, humidity, pH, salinity). Furthermore, they experience cycles of imbibition and
desiccation (Munné-Bosch et al.,, 2011; Garcia et al., 2012).

The causes of seed deterioration leading to death are not yet fully understood since ageing
is a complex and multifactorial trait involving a network of molecular, biochemical and
physiological processes (Fu et al,, 2015; Ebone et al., 2019; Kurek et al,, 2019; Lee et al,,
2019; Zhou et al,, 2020). The mechanisms related to seed ageing are associated with produc-
tion and accumulation of reactive oxygen species (ROS) during storage. ROS are highly react-
ive and toxic molecules, with the potential to cause oxidative damage to membrane lipids (lipid
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peroxidation), proteins and nucleic acids, causing irreversible dam-
age to cellular systems and ultimately leading to cell death. This has
been documented indirectly by measuring ROS induced damage in
Arabidopsis thaliana (Rajjou et al, 2008) and in crops (Avena
sativa, Cucumis sativus, Daucus carota, Helianthus cucumerifolius,
Jatropha curcas, Lactuca sativa, Lepidium sativum, Phaseolus vul-
garis, Raphanus sativus, Triticum sp and Zea mays) (Xin et al,
2011; Xia et al, 2015; Suresh et al, 2019; Tian et al, 2019
Stegner et al., 2022). For example, the comparison of oxylipid pro-
files of 15 year-old seeds stored in ambient and cold conditions
revealed that lipid oxidation processes in aged seeds was enhanced
under warm conditions, a treatment associated with reduction in
viability (Riewe et al., 2017). Oxidative shifts of the cellular redox
environment, which can be assessed by half-cell reduction potential
(EGssciagsn) have been related to loss of seed viability in seeds that
age rapidly during storage (Kranner et al., 2006; Seal et al., 2010).
Malondialdehyde (MDA) is one of the down-products of lipid per-
oxidation and widely used as a marker of oxidative stress because it
can be easily assessed using its binding to thiobarbituric acid (TBA)
that leads to the MDA-(TBA)2 adduct of reddish colour with an
absorbance maximum at 532 nm. However, other plants com-
pounds can react with TBA, such as sugars, which can lead to mis-
interpretation (Morales and Munné-Bosch, 2019). MDA alters cell
membrane fluidity and permeability, leading to changes in their
structure and function, as well as increased solute leakage
(Morales and Munné-Bosch, 2019). In addition, free radicals
derived from lipid oxidation can also damage other biomolecules
and cellular organelles such as mitochondria (Roach et al, 2018).
To cope with oxidative stress, seeds have enzymatic antioxidant sys-
tems, such as superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1), catalase
(CAT; EC 1.11.1.6) and peroxidases (POD; EC 1.11.1.7); and
molecular antioxidant such as glutathione (GSH), ascorbate, phen-
olic compounds, tocopherols and tocotrienols (Ratajczak et al,
2015; Xia et al., 2015; Roach et al., 2018).

In cacti seeds such as Escontria chiotilla (F.A.C. Weber ex
K. Schum.) and Stenocereus pruinosus (Otto ex Pfeiff.)
Buxbaum, seed persistence and the mechanisms of deterioration
during ex situ and in situ storage are poorly understood. E. chio-
tilla and S. pruinosus are columnar cacti endemic to Mexico,
particularly from arid and semi-arid regions, such as those
located in the Balsas River basin and Tehuacan-Cuicatlan
Valley (Arellano and Casas, 2003; Garcia-Cruz et al.,, 2013).
Both species are ecologically important in their growing regions
due to their interactions with pollinators and dispersers. In add-
ition, they produce edible fruits that are of economic, nutritional
and cultural interest (Arellano and Casas, 2003; Garcia-Cruz
et al., 2013; Sandate-Flores et al., 2020).

Our research group has studied the viability of E. chiotilla
and S. pruinosus seeds preserved in ex situ and in situ condi-
tions. Seeds of both species stored in ex situ conditions (in rub-
ber sealed glass jars at 25 + 3 °C and darkness) maintain viability
for at least eight years. On the other hand, viability of seeds
stored in in situ conditions decreased from 90% to 30% after
12-15 months of burial, possibly as a consequence of tempera-
ture and humidity changes experienced by the seeds in the
soil. Based on this evidence, this study tested whether seeds bur-
ied in situ showed increased symptoms of oxidative damage such
as increased MDA, oxidized proteins and/or decrease in antioxi-
dant enzymes activity (SOD, CAT and POD), and a shift of the
EGssa/aasn to an oxidative state, compared to seeds stored in
ex situ conditions, that could be associated with the loss of
seed viability and vigour.
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Materials and methods
Fruit collection and seed extraction

For this study, 150 E. chiotilla and 60 S. pruinosus fruits, respect-
ively were collected in Tehuacan-Cuicatlan Valley region, Mexico
(18°12'41" N, 97°23'58” W), in May 2016, 2017 and 2018. Seeds
were extracted from the fruits without pericarp and washed with
running water until pulp removal. An E. chiotilla fruit contains
between 400 and 900 seeds, while an S. pruinosus fruit has
between 600 and 2000 seeds. For each harvest year the viability
of seeds freshly extracted from the fruits was determined, and
in each case, germination percentages were >90%. After extrac-
tion, seeds were dried at room temperature (25 + 3 °C) on blotting
paper for 48 h until reaching water content (WC) of 7-9%. Seed
WC was assessed gravimetrically before and after drying at 103 °C
for 17 h (ISTA, 2020) and expressed on a fresh weight basis.

Ex situ and in situ conservation

For ex situ storage, seeds were kept in rubber sealed glass jars at
2543 °C under dark conditions. Seed burial was carried out in
the soil of a xerophytic shrubland located in the town of
Trinidad Huaxtepec, Municipality of Santiago Chazumba,
Oaxaca, Mexico (18°1624" N, 97°70'93” W), a region that is
part of the Tehuacan-Cuicatlan Valley. The climate is classified
as hot semi-arid (Garcia, 2004), with a mean annual temperature
of 19.7 °C. May is the warmest month (14.3-32.8 °C) and January
the coldest (6.5-14.2 °C). Average annual precipitation is
532 mm. Rainfall occurs mostly during August (74-181 mm)
and September (52-178 mm). Dry season begins between
October-November and ends between March-April. Climate
data for the region for the years of 2016, 2017 and 2018 were
obtained from climate stations at Acatepec (18°13" 36.97" N,
97°34'44.03"” W), Caltepec (18°12" 14.18” N, 97°27'12.62" W)
and Tonahuixtla (18°11" 13.51” N, 97°55'16.36"” W) (https:/
smn.conagua.gob.mx/es/). No climatic anomalies were registered
during the study period (See Supplementary Figure S1).

Two experiments were conducted at this site, which are
described below.

Experiment 1

The purpose of this experiment was to assess physiological and
biochemical changes in seeds buried in situ for one and two
years compared to seeds that were preserved ex situ. One thou-
sand seeds of E. chiotilla and S. pruinosus were placed in five poly-
ethylene mesh envelopes (6 x4 cm) in May 2016 and 2017 and
buried 5-10 cm deep, which is the depth at which cacti seed
banks naturally form (Holland and Molina-Freaner, 2013;
Alvarez-Espino et al., 2014). In May 2018, buried seeds were
exhumed and viability, vigour, glutathione contents (GSH and
GSSG), redox state (Egsscagsn), MDA content, soluble proteins
and oxidized proteins, as well as the activity of antioxidant
enzymes (SOD, CAT and POD) were determined. These para-
meters were evaluated simultaneously in seeds stored in ex situ
conditions, as well as in freshly harvested seeds collected in 2018.

Experiment 2

The purpose of this experiment was to determine if the loss of E.
chiotilla and S. pruinosus seed viability during burial was related
to the oxidative damage in response to the weather pattern. One
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thousand seeds of both species collected in 2018 were buried as
described above and exhumed at 6, 12, 14 and 16 months after
burial. In each exhumation, five seed envelopes of each species
were recovered for physiological and biochemical analyses, as
described below.

Seed viability and vigour

Seed viability was determined by germination. Three replicates of
50 seeds were sown in Petri dishes with 1% (w/v) bacteriological
agar and incubated in a germinator (Precision®, Dual Program
Hluminated Incubator) at 25+3 °C and a 12h light
(1525 umoles m? s') photoperiod. Germination was scored
based on the radicle emergence during 21 days after sowing. In
order to verify seed viability, a tetrazolium test (ISTA, 2020) was
performed. Three replicates of 10 seeds were cut longitudinally
and placed in a 1% (w/v) Tetrazolium red solution at 40 °C for
1 h. Seeds, in which the embryonic axis was completely stained red-
dish, were considered as viable.

Vigour was determined as the time necessary to reach 50% of
the final germination percentages based on the equation reported
by Farooq et al. (2005):

(N +1)/2n;

Ty =t +
» ("j - n;)

G—1t)

where N is the final number of germinated seeds and #; and n; the
cumulative number of seeds germinated by adjacent counts at
times #; and t; when n; < (N + 1)/2 <n;.

Solute leakage was determined by measuring electrical con-
ductivity (EC) according to Silva et al. (2020). Hundred mg of
seeds was placed in 20 mL of deionized H,O for 24 h at 25+3
°C. EC was measured with a conductivity meter (OAKTON”
CON 700) and results were expressed as uS cm™ g' DW.

Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was determined by assessing TBA-reactive
substances using the Lipid Peroxidation (MDA) Assay Kit®
(ABCAM), according to the manufacturer’s instructions. Two
hundred mg of seeds were frozen in liquid nitrogen and homoge-
nized with 300 pL of lysis solution, 3 pL of butylated hydroxyto-
luene (BHT) solution and 303 pL of 2 N HCIO,. The homogenate
was centrifuged at 13,000 g for 10 min at 4 °C. Thereafter, 200 uL
of supernatant or 200 uL of the MDA standards provided by the
manufacturer were mixed in 600 pL of TBA. The mixture was
incubated at 95 °C for 60 min and then cooled in an ice bath
for 10 min. The absorbance was immediately measured at
532 nm (ScanReady, Microplate photometer P-800, Life Real”).
MDA concentration was derived from the calibration curve
using 0-5 nmol of MDA standard.

Soluble protein extraction and quantification

Soluble proteins were extracted according to Reyes de la Cruz
et al. (2004). Two hundred mg of seeds were frozen in liquid
nitrogen and homogenized with 2 mL of extraction buffer (pH
7.5) containing, 50 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethane-
sulfonic acid (HEPES), 50 mM Na,P,0;, 1 mM Na;VO,, 1 mM
Na,MoO,, 20 mM NaF, 4 mM ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), 20mM ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA),
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200 mM mannitol and 1% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone
(PVPP). To 200 mL of extraction buffer, tablet of protease inhibi-
tors COMPLETE® (Roche) was added. The homogenate was cen-
trifuged at 16,000 g at 4 °C for 25 min and the supernatant was
recovered and stored at —80 °C until use.

Soluble protein concentration was determined using the
Bioassay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad) according to the
manufacturer’s instructions. Oxidized proteins were determined
by quantifying carbonyl groups according to Hernandez-Arciga
et al. (2020). Twenty pL of 50 mM phosphate buffer (pH 7.2)
or 20puL of sample were mixed with 20pL of 10 mM
2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH, dissolved in 0.5 M H;PO,)
and 10 pL of 6 M NaOH. Samples were placed on an ELISA
plate and shaken for 10 min. Absorbance was measured immedi-
ately at 450 nm.

Glutathione content and redox state

Reduced and oxidized glutathione content was determined using
the Quantification kit for oxidized and reduced glutathione
(Sigma-Aldrich), according to the manufacturer’s instructions.
Two hundred mg of seeds were frozen in liquid nitrogen and
homogenized with 1.5 mL of an aqueous solution containing
0.5% (w/v) of 5-sulfosalicylic acid. The homogenate was centri-
fuged at 8,000 g for 10 min at 4 °C. The absorbance of the super-
natant was measured at 405 nm. GSH and GSSG were assessed
using a calibration curve with 0-25puM GSSG and 0-50 uM
GSH standard solutions. Egssgpnagsn was calculated as described
by Kranner et al. (2010) using the Nernst equation that was cor-
rected for the seed WC.

RT 1 [GSHT?
nF  [GSSG]

Egssgaosn = E -

where R is the ideal gas constant; T is the temperature in K; n, the
number of electrons transferred; F, the Faraday constant; EY, the
standard half-cell reduction potential at pH 7 [E&sscraasH =
—240 mV].

Antioxidant enzyme activity

SOD activity was determined according to Parrilla-Taylor and
Zenteno-Savin (2011). Twenty-five pL of potassium phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.5) or protein extract was added to 1.45 mL
of assay solution buffer (pH 9.5) containing, 50 mM Na,CO;,
0.1 mM xanthine, 25 pM nitroblue tetrazolium chloride (NBT),
0.1 mM EDTA, 25 pL of Xanthine oxidase (XO) solution (0.1 U
of XO in 1 mL of 2 M ammonium sulfate). Absorbance was mea-
sured at 560 nm every 30 s for 3 min at 25 °C. One unit of SOD
activity was defined as the amount of enzyme required to inhibit
50% of the NBT reduction rate.

CAT activity was determined according to Roshan et al
(2018). An assay mixture was prepared with 600 pL of 100 mM
phosphate buffer (pH 7) and 200 puL of 10 mM H,O, The reac-
tion was started by adding 200 pL of protein sample to the mix-
ture. The decomposition of H,0O, was determined by measuring
the absorbance at 240 nm every minute for 3 min at 25 °C. One
unit of CAT activity was defined as the amount of enzyme needed
to catalyse the decomposition of 1 pmol of H,O, per minute.

POD activity was determined according to Corona-Carrillo
et al. (2014). An assay mixture was prepared with 870 pL of



50 mM phosphate buffer (pH 6.8), 10 uL of the protein sample
and 10 pL of 1 mM guaiacol. The reaction was started by adding
10 pL of 3% (v/v) H,0, to the mixture. Absorbance was measured
at 475 nm every minute for 3 min at 25 °C. One unit of POD
activity was defined as the amount of enzyme needed to catalyse
the peroxidation of 1 mmol of guaiacol per minute.

Statistical analysis

All physiological and biochemical tests were performed in tripli-
cate and results are expressed as mean + standard deviation.
Normal distribution of the data was confirmed using a Shapiro-
Wilk test. Data were statistically analysed by one-way ANOVA fol-
lowed by a Tukey’s post-hoc test at p<0.05 as significance level
using the statistical packages SPSS” (ver. 15.0) and NCSS* for
Windows.

Results

Water content of dried freshly harvested seeds of E. chiotilla and
S. pruinosus was 8.6 +0.5% and 7.2 +0.3%, respectively. After ex
situ storage and in situ burial, seed WC did not show significant
difference with freshly harvested seeds. However, WC of buried
seeds of E. chiotilla and S. pruinosus increased to 28.6 +4.7%
and 28.1 +3.7% after one day of rainfall, and then decreased to
8-9% and 7-8%, respectively, 24 h after rainfall.

Experiment 1: comparison between ex situ and in situ storage

Effect of ex situ storage and in situ burial on the seed viability
and vigour

Germination of both E. chiotilla and S. pruinosus seeds remained
above 90% after two years of ex situ storage (Fig. 1A, B). After one
year of burial, seeds of both species germinated at ca. 35%. After
two years of burial seeds of E. chiotilla germinated to 23 +2.8%,
whereas those of S. pruinosus were dead (verified by tetrazolium
chloride test) (Fig. 1A, B). After one year of storage, Ts, values
of both species were respectively 1.2 and 1.6 days higher com-
pared to the Ts, values in stored ex situ seeds (Fig. 1C, D). In
E. chiotilla, Ts, values of two-year old seeds were also significantly
higher for buried seeds. Solute leakage from seeds of both species
buried in situ for one and two years was more than twice that of
seeds stored ex situ (Fig. 1E, F).

Effect of ex situ storage and in situ burial on markers of
oxidative stress

Before storage, the MDA contents in seeds harvested in 2018 were
ca. 16 nmol g~' DW for both species. Seeds harvested in 2017 and
buried in situ for one year exhibited a MDA content that was
2.4-fold higher than seeds stored ex situ. In contrast, the MDA
content in seeds harvested in 2016 and buried for two years
was low and not significantly different from those stored ex situ
(Fig. 2A, B).

The soluble protein content in freshly harvested seeds of E.
chiotilla and S. pruinosus was 118.8 and 164.8 mg g~' DW,
respectively. Compared to seeds stored ex situ, it was significantly
lower in buried seeds of both species, particularly after two years
of storage (Fig. 2C, D). The content of carbonyl groups from
freshly harvested E. chiotilla and S. pruinosus seeds was 0.022
and 0.010 pmol mg™ protein, respectively. Both species showed
similar contents in seeds harvested in 2017 and stored ex situ
or buried in situ for one year. However, for the seeds harvested
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in 2016 and buried for two years, the content of carbonyl groups
in E. chiotilla and S. pruinosus seeds was respectively 5.3-fold
higher and 28.4-fold higher, compared to those seeds stored ex
situ (Fig. 2E, F).

The GSH and GSSG contents in freshly harvested seeds of E.
chiotilla and S. pruinosus were 277.2 and 178.7 nmol g~' DW,
and 304.7 and 175.5 nmol g~' DW, respectively (Fig. 3). Seeds
of both species stored ex situ showed significantly higher GSH
and lower GSSG contents than seeds buried in situ. As a result,
the glutathione half-cell redox potentials were significantly higher
in seeds buried in situ compared to seeds stored ex situ, indicating
a difference in the oxidative response according to the storage
environment (Fig. 3).

Activities of antioxidant enzymes exhibited similar values in
seeds that were harvested in 2018 before storage and in seeds
that were harvested in 2017 and stored ex situ and in situ for
one year. However, in seeds of E. chiotilla harvested in 2016
and buried for two years, the activities of SOD, CAT and POD
were 1.6, 1.8 and 2.9-fold lower respectively than in seeds stored
ex situ (Fig. 4A, C, E). Likewise, in seeds of S. pruinosus buried for
two years, the activity of SOD was 4.2-fold lower, and activities of
CAT and POD were not detectable in comparison with seeds
stored ex situ (Fig. 4B, D, F).

Experiment 2

In experiment 1, it is unclear whether time and conditions of stor-
age, year of harvest or the combination of both was responsible
for the differences found between seeds buried in situ for one
and two years. For this reason, the oxidative markers and loss
of viability were monitored in seeds harvested in 2018 and buried
in situ for shorter time intervals (6, 12, 14 and 16 months). In
addition, rainy periods during burial were monitored as a proxy
to assess imbibition/desiccation cycles of buried seeds (see
Supplementary Fig. S1).

In E. chiotilla seeds, viability was maintained during the first
rainy season and dry season, then decreased abruptly from
83.5% at 12 months of burial (at the beginning of the second
rainy season to 10% after 14 months (Fig. 5A). In S. pruinosus
seeds, a different pattern was observed. Loss of viability started
during the first rainy season but was accelerated during the dry
season between 6 and 12 months after burial (Fig. 5B). Time of
50% germination in the remaining living seed lots increased pro-
gressively during burial of both species, resulting in 1.7-fold
increase after 14 months in E. chiotilla seeds and 1.4-fold increase
after 12 months in S. pruinosus seeds (Fig. 5C, D). Symptoms of
deterioration were observed in the EC profiles during storage,
exhibiting a similar pattern as loss of viability. In E. chiotilla
seeds, EC slightly increased 1.3-fold during the first 12 months
of burial then 1.7-fold between 12 and 14 months (Fig. 5E).
Likewise, EC in S. pruinosus seeds increased 1.7-fold between 6
and 12 months of burial, and 1.6-fold between 12 and 14 months
of storage while all seeds were already dead (Fig. 5F).

Changes in markers of oxidative stress during burial

The MDA contents in E. chiotilla seeds increased progressively
2.6-fold during 12 months of burial before the dramatic loss of
viability. Thereafter, they decreased 4.4-fold after 14 months of
burial that lead to the largest increase in dead seeds, compared
to freshly harvested seeds (Fig. 6A). A similar pattern was also
observed in S. pruinosus seeds, with a 2-fold increase in MDA
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3-fold after 14 months of burial when most seeds were found
dead (Fig. 6C). In contrast, the soluble proteins content of S. prui-
nosus slightly decreased during storage leading to the decline of
viability at 12 months of burial, thereafter they decreased by

content at 6 months and a 3.6-fold decrease at 12 months
(Fig. 6B).

In E. chiotilla seeds, content of soluble proteins decreased
slightly during burial when seeds remained alive, then decreased
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10.6-fold in dead seeds after 14 months (Fig. 6D). Contents of
carbonyl groups in seeds of both species did not change signifi-
cantly during the first 12 months of burial. An important increase
was only observed concomitantly with the increase in dead seeds
of both species at 14 and 16 months (Fig. 6E, F).

In E. chiotilla seeds, GSH content mostly decreased between 12
and at 14 months corresponding to the loss of viability, while
GSSG did not change significantly during that period (Fig. 7).
This resulted in an oxidative shift in Eqgggogsy from —236.2 at
12 months to —176.8 mV at 14 months. This value continued
to increase, reaching —154.6 mV in dead seeds after 16 months

of burial (Fig. 7A). A similar pattern was observed in S. pruinosus
seeds during the 12 months of burial. Within that period, the
EGssaagsu values shifted from —255.4 to —175.6 mV and reached
—150.1 mV at 14 months in dead seeds (Fig. 7B).

A high antioxidant activity was observed during the first rainy
season, but then decreased during the loss of viability in buried
seeds of both species, respectively between 12 and 14 months in
E. chiotilla and between 6 and 12 months of burial in seeds of
S. pruinosus, a period in which more than 50% of antioxidant
activity was lost (Fig. 8). Altogether, this suggests that seeds
death during burial is accompanied by an oxidative shift.

Discussion

Under in situ conditions, seeds of both species form a short-term
persistent soil seed bank (Fig. 1A, B and 5A, B). Similar results
have been reported for other species of cacti, such as Opuntia ras-
trera (Montiel and Montana, 2003), Arthrocereus glaziovii,
Arthrocereus melanurus (Cheib and Garcia, 2012), Harrisia fra-
grans (Goodman et al, 2012), Stenocereus stellatus
(Alvarez-Espino et al., 2014), Discocactus bahiensis (Nascimento
and Meiado, 2017) and Echinopsis and Gymnocalycium spp
(Lindow-Lopez et al., 2018).

In experiment 1, E. chiotilla and S. pruinosus seeds stored ex
situ deteriorated slower than those buried in situ (Fig. 1-4).
During ex situ storage, the dry condition at room temperature
(25+3 °C) maintained a low WC in seeds between 7-9%. A
plausible explanation is that seeds would have formed a glassy
state leading to restricted molecular diffusion, thereby slowing
the rates of biochemical reactions involved in seed deterioration
(Walters et al., 2005; Ballesteros and Walters, 2011). However, a
biophysical study of water properties as a function of temperature
is needed to ascertain such explanation. In contrast, seeds of both
species harvested in 2017 and 2016, and buried in situ for one and
two years, respectively, were exposed to different rainy periods
with fluctuant temperatures in contrast with seeds stored ex situ
(see Supplementary Fig. S1). Throughout the burial, seeds stored
for one or two years experienced one or two precipitation cycle
with warm temperature between 25 °C and 33 °C, leading to
increased WC up to 28% after rainfall. These conditions are simi-
lar to accelerated ageing conditions because the seeds are no
longer in a glassy state and are submitted to a deranged
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Figure 8. Activity of SOD (A, B), CAT (C, D) and POD (E, F) of E. chiotilla and S. pruinosus seeds buried in situ for 0, 6, 12, 14 and 16 months. Data show mean +
standard deviation (n=3). Seeds buried in situ were exposed to two rainy periods (white bars) and one dry period (black bar).
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metabolism (Rajjou et al., 2008; Ballesteros and Walters, 2011;
Zhou et al., 2020).

A limiting factor in experiment 1 was the use of seeds har-
vested in different years from which the maternal environment
was not monitored. Indeed, seed longevity can be altered by the
maternal environment during seed formation and maturation
(Long et al,, 2015; Leprince et al,, 2017). Furthermore, the storage
conditions of buried seeds for one and two years were different:
seeds stored for two years experienced two rainy seasons in con-
trast to seeds stored for one year. Therefore, in order to clarify if
the loss of viability was related with redox imbalance as a conse-
quence of in situ burial, experiment 2 used seeds of the same har-
vest to avoid the complication of a putative impact of the maternal
environment on seed longevity and to better take into account the
rehydration/dehydration cycle. Interestingly, seeds of E. chiotilla
were able to maintain a high viability throughout the first year
of burial, during which they were exposed to high and dry storage
conditions. This could be explained by a high antioxidant activity
throughout this period. In contrast, the moist soil conditions dur-
ing the first six months were already deleterious for S. pruinosus
as viability significantly declined. Loss of viability was accelerated
rated during the dry season.

This study showed no correlation between the content of car-
bonyl groups and MDA as oxidative markers and longevity dur-
ing storage. The increase in carbonyl groups occurred when the
seeds were mostly or completely dead (Fig. 5A, B). Changes in
MDA contents during loss of viability did not match the patterns
of redox imbalance. In experiment 2, 14 months of burial in E.
chiotilla and 12 months in S. pruinosus seeds lead to a strong
decrease in antioxidant activity. If we assume that such decrease
would lead to an increase in oxidation as the Egssiycon suggest,
we should have expected a major increase in MDA, which was not
the case. Therefore, our data argues against the use of TBA as a
proxy to assess MDA as a marker of oxidative damage during
storage in cacti seeds. There are other examples suggesting that
great care should be taken in interpretation in the data using
the TBA assay (Morales and Munné-Bosch, 2019). Similar results
were reported in aged seeds of Glycine max (Priestley and
Leopold, 1979; Priestley et al., 1980).

The decrease in GSH content and increase in GSSG in the
seeds of the species studied resulted in an increase in Egssg/
sgsu values during in situ burial (Fig. 7). In buried seeds of E.
chiotilla and S. pruinosus, Egssgogsu values of —176.8 and
—175.6 mV were recorded at 14 and 12 months, respectively, cor-
responding to the times when seed viability loss was recorded
(Fig. 5A, B). At later times, when most seeds were dead, Eggsg,
sgsu values were recorded at ca. —150 mV. According to
Kranner et al. (2010), values of pgssGpasu between —180 and
—160 mV show a loss in viability, while values higher than
—160 mV indicate that the seeds have died. Similar results to
those observed in this study have been reported in S. maritima
seeds, which lost viability at Egssgagsu values between —180
and —160 mV (Seal et al, 2010). In seeds of other species such
as Hordeum vulgare, D. carota, C. sativus, R. sativus and L. sativa,
viability loss has been reported to occur at Egssgiagsu ranges
between —200 and —180 mV (Roach et al., 2018; Stegner et al,,
2022). Altogether, our data confirm that the redox imbalance
accompanies loss of viability in seeds of E. chiotilla and S. pruino-
sus buried in situ. Long et al., 2011 suggested that wet-dry cycles
play a key role for seed persistence in soil through a mechanism
that may involve the recovery of the glutathione antioxidant sys-
tem. At the species level, our data do not support this hypothesis
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for cactus seeds. A year-long wet-dry cycle did not affect GSH
content in E. chiotilla whereas the moist conditions during the
first six months of storage led to a significant decrease in GSH
content that was exacerbated by the dry season in S. pruinosus
seeds. For both species, the antioxidant activities remained high,
suggesting that the GSH homoeostasis is regulated differently
between both species. This warrants further work investigating
the response of GSH synthesis and antioxidant responses to
short- and long-term wet-dry cycles.

Supplementary material. The supplementary material for this article can
be found at https://doi.org/10.1017/S0960258524000011.
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