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RESUMEN

Escontria chiotilla (Cactaceae) es una especie endémica de México, unica dentro del
género y sélo se reproduce sexualmente, por lo que la formacién de bancos de
semillas es una via fundamental para su reproduccion. En cactéceas, la viabilidad de
las semillas es variable entre especies y son diversos los factores que intervienen para
su mantenimiento. Las semillas de las especies que se distribuyen en zonas aridas y
semiaridas, como E. chiotilla, presentan adaptaciones que les permiten mantenerse
viables y son el resultado de una serie de procesos celulares y moleculares durante
su desarrollo. La viabilidad de las semillas con la presencia de diversas biomoléculas,
como las proteinas abundantes de la embriogénesis tardia (LEA). Debido a la poca
informacion sobre los genes de proteinas con relacion a la viabilidad en semillas de
cactaceas, resulta interesante analizar las proteinas en semillas de E. chiotilla
almacenadas ex situ durante 0 y 10 afos, enterradas posteriormente in situ y
exhumadas a los 6, 12 y 18 meses. Los niveles de proteinas totales fueron
cuantificados en las semillas de E. chiotilla almacenadas in situ y se analizo el efecto
de los factores climaticos para evaluar una posible correlacién entre la viabilidad y la
concentracion de las proteinas totales. Los resultados demostraron que los niveles de
viabilidad de las semillas de esta especie almacenadas ex situ durante 0 y 10 afios es
>75%. Las semillas almacenadas in situ, presentaron una correlacion entre los niveles
de viabilidad y la concentracion de proteinas totales, ya que ambos disminuyen
drasticamente a los 18 meses de enterramiento, probablemente debido a los factores
ambientales como la precipitacion pluvial y la temperatura. El andlisis de los
alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes reportados para las proteinas
LEA en cuatro especies de cacticeas, y la revision de diversas fuentes sobre
biomoléculas implicadas en la viabilidad y longevidad de semillas, indicé que las
proteinas LEA son un grupo conservado, por lo que no se descarta la participacion de
estas biomoléculas en la viabilidad de las semillas de E. chiotilla. Finalmente, es
importante resaltar que los estudios de conservacion ex situ e in situ permiten
contribuir con las estrategias de conservacion del acervo genético de las especies y

sus poblaciones, a mediano y largo plazo.



ABSTRACT

Escontria chiotilla (Cactaceae) is an endemic species of Mexico, unique within the
genus and only reproduces sexually, so the formation of seed banks is a fundamental
way for its reproduction. In Cactaceae, seed viability is variable among species and
there are several factors involved in their maintenance. The seeds of species
distributed in arid and semi-arid zones, such as E. chiotilla, present adaptations that
allow them to remain viable and are the result of a series of cellular and molecular
processes during their development. Seed viability with the presence of diverse
biomolecules, such as late embryogenesis abundant proteins (LEA). Due to the limited
information on protein genes in relation to viability in Cactaceae seeds, it is interesting
to analyze proteins in E. chiotilla seeds stored ex situ for 0 and 10 years, subsequently
buried in situ and exhumed at 6, 12 and 18 months. Total protein levels were guantified
in E. chiotilla seeds stored in situ and the effect of climatic factors was analyzed to
evaluate a possible correlation between viability and total protein concentration. The
results showed that the viability levels of seeds of this species stored ex situ for 0 and
10 years was >75%. Seeds stored in situ, presented a correlation between viability
levels and total protein concentration, as both decrease drastically after 18 months of
burial, probably due to environmental factors such as rainfall and temperature. The
analysis of nucleotide sequence alignments of genes reported for LEA proteins in four
Cactaceae species, and the review of diverse sources on biomolecules involved in
seed viability and longevity, indicated that LEA proteins are a conserved group, so the
participation of these biomolecules in the viability of E. chiotilla seeds is not discarded.
Finally, it is important to emphasize that ex situ and in situ conservation studies can
contribute to strategies for the conservation of the genetic pool of species and their

populations in the medium and long term.
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1. INTRODUCCION

La familia Cactaceae es originaria del Continente Americano y presenta su maxima
diversidad en México con alrededor de 670 especies, de las cuales 80% son
endémicas del pais (Miguel-Talonia et al., 2014). Debido a que la rigueza de cacticeas
no se distribuye homogéneamente, existen &areas que presentan una notable
diversidad, tal es el caso del Valle de Tehuacan-Cuicatlan (VTC), considerado como
una de las principales zonas semiaridas, no sélo de México sino de Norteamérica; el
cual alberga 28 géneros con 86 especies de cactaceas, y es considerado centro de
evolucion de la flora semiarida con alrededor del 11 % de especies endémicas,
incluyendo numerosas cactaceas (Arias Toledo et al, 2000; Arias et al., 2012; Miguel-

Talonia et al., 2014).

Las zonas aridas y semiaridas presentan condiciones ambientales que pueden ser
estresantes para las plantas (Godinez-Alvarez, 2017). Por lo anterior, las semillas de
las plantas que habitan en estos ecosistemas presentan adaptaciones que les
permiten mantenerse viables bajo dichas condiciones para promover el
establecimiento exitoso de una nueva plantula a partir de la germinacién oportuna.
Estas caracteristicas adaptativas se trasmiten, genéticamente, a nuevas generaciones
de bancos de semillas, los cuales son conjuntos de semillas maduras viables,
enterradas en el suelo durante periodos variables en un habitat determinado, y son la
via principal por la cual se regeneran las comunidades de especies vegetales que
dificilmente se reproducen vegetativamente en su habitat (Bowers, 2000; McCarty,

2001; Rojas-Aréchiga y Batis, 2001; Hernandez, 2006; Montenegro et al., 2006;



Sanchez et al., 2015; Sanchez-Salas et al., 2015; Villanueva et al., 2016; Hernandez

Camacho et al., 2017).

En cactaceas, la pérdida de viabilidad de las semillas varia entre especies (Rojas-
Aréchiga y Batis, 2001). En el caso de Escontria chiotilla (F.A.C. Weber ex K. Schum.)
Rose, que se ha estudiado en el grupo de trabajo, se observo que la viabilidad es alta
cuando las semillas son almacenadas en condiciones ex situ hasta por 10 afios. Por
el contrario, almacenadas in situ, la viabilidad de semillas disminuye a partir de los 15
meses y se pierde en su totalidad a los dos afios, formando bancos de semillas de tipo

persistente a corto plazo (Guzman-Hernandez, 2018).

Las investigaciones indican que la sobrevivencia de las semillas bajo condiciones de
aridez es el resultado de una serie de procesos celulares y moleculares durante su
desarrollo; la maduracién del embribn en una fase tardia involucra procesos
relacionados con la adquisicion de la tolerancia a la desecacion o deshidratacion, el
cual es un proceso natural que presentan estas semillas y es independiente de las
condiciones de aridez (Leprince et al., 2017); todos estos eventos contribuyen a la

preparacion de la semilla para la germinacion.

La acumulacién y funcion de moléculas protectoras, como azucares no reductores y
proteinas abundantes en la embriogénesis tardia (LEA, por las siglas en inglés; Late
Embryogenesis Abundant), otorgan proteccién contra la deshidratacion (Matilla, 2008;

Berjak y Pammenter, 2010; Chatelain et al., 2012).



Las proteinas LEA ayudan a proteger a otras proteinas contra el estrés, pero su
mecanismo preciso de accion aun no es bien conocido (Silva Ortega, 2008;
Hernandez-Camacho, 2016). Aunque son pocos los estudios realizados en cactaceas
sobre la participacion de las proteinas en el mantenimiento de la viabilidad de semillas,
se ha reportado la participacion de diferentes genes LEA en varias especies de
cactaceas en la respuesta al estrés (Silva Ortega, 2008; Ochoa Alfaro, 2011;

Hernandez Camacho, 2016).

Debido a la poca informacién sobre la viabilidad de semillas de cactaceas y la
participacion de genes que codifican proteinas involucradas en respuesta al estrés
bajo diferentes condiciones de almacenamiento, resulta interesante analizar las
proteinas LEA en semillas de E. chiotilla almacenadas in situ y ex situ, y establecer
una posible correlacion con la viabilidad y longevidad, contribuyendo al estudio de los
bancos de semillas para aquellas especies que dificilmente pueden reproducirse
vegetativamente. Considerando lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue
estudiar la participacion de las proteinas LEA y otras biomoléculas en la viabilidad y

longevidad de las semillas de E. chiotilla.



2. ANTECEDENTES

2.1. Familia Cactaceae en México

La Familia Cactaceae es originaria del continente americano, se distribuye desde
Canad4, a una latitud de 56°N, hasta el estrecho de Magallanes en América del Sur
(Bravo-Hollis, 1978). México presenta la mayor diversidad de cacticeas con ca. 670

especies, de las cuales el 80% son endémicas del pais (Miguel-Talonia et al., 2014).

La morfologia distintiva de los cactus se considera evidencia de su naturaleza Unica y
especializada (reduccion o pérdida de las hojas, tallos fotosintéticos, transformacién
de la corteza y la médula en tejido suculento de almacenamiento de agua), lo que
resulta en una historia evolutiva larga y aislada. Es probable que la diversificacion
evolutiva de la familia diera lugar a las formas de crecimiento del tipo ramificado y
arborescente-columnar hasta formas solitarias de crecimiento pequefio y no

ramificadas (Nyffeler y Eggli, 2010).

La Familia Cactaceae se ubica en el orden Caryophyllales, considerado como un grupo
monofilético. Algunas sinapomorfias que presenta el orden son: tallos que, a menudo,
tienen anillos concéntricos de xilema y floema o de haces vasculares (los tubos de
floema presentan plastidios con anillo periférico de filamentos proteicos y, a menudo,
un cristal de proteina central); betalainas que forman pigmentos de rojo a amarillo; un
solo verticilo de tépalos; placentacién central libre a basal, embrién curvado y la
presencia de perispermo, con endospermo escaso o0 ausente (Judd et al., 1999). La

monofilia de este grupo esta fuertemente soportada por la presencia de secuencias de



los genes rbcL (gen de cadena larga ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa), atpB (codifica
la subunidad beta de la ATP sintasa) y 18S rADN (secuencia nuclear ribosomal del
ADN) (Cuénoud et al., 2002). El orden incluye 15 familias y 8,600 especies; las familias
principales incluyen a Caryophyllaceae, Phytolaccaceae, Petiveriaceae,
Nyctaginaceae, Amaranthaceae (que incluye a la familia Chenopodiaceae), Cactaceae
y Portulacaceae (Judd et al., 1999). Oliveira Marinho y colaboradores (2019) indican
gue el orden Caryophyllales es uno de los principales linajes de angiospermas, con ca.
12,500 especies e incluye principalmente plantas suculentas, halofitas, gipsofilas y
carnivoras (pocas familias), con adaptaciones a habitats extremos, distribuidas

principalmente en América, Africa y Australia.

Antes de la aparicion de los estudios moleculares basados en el ADN, el orden
Caryophyllales sensu stricto comprendia 12 familias: Phytolaccaceae,
Achatocarpaceae, Nyctaginaceae, Aizoaceae, Didiereaceae,  Cactaceae,
Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Portulacaceae, Basellaceae, Molluginaceae y

Caryophyllaceae (Brockington et al., 2009).

Con base en estudios moleculares, Oliveira Marinho y colaboradores (2019)
identificaron un clado bien soportado dentro del orden Caryophyllales, el suborden
Cactineae (Portulacineae), que incluye una diversidad de especies asociadas con
habitats xéricos, tejidos suculentos y metabolismo CAM; a su vez, dentro del suborden
Cactineae, existe un clado llamado ACPT (Anacampserotaceae, Cactaceae,
Portulacaceae y Talinaceae). Para analizar la evolucién del cariotipo en familias del

suborden Cactineae, se han empleado modelos probabilisticos de reconstrucciéon de



nameros cromosomicos ancestrales con los cuales consideran a la familia Talinaceae
como grupo basal, y al analizar con estudios previos, se sefialan a las familias
Anacampserotaceae y a Portulacaceae como grupos hermanos de la familia

Cactaceae.

México es el pais con mayor concentracion de cactaceas distribuidas particularmente
en zonas aridas y semiaridas. Las especies de esta familia han podido establecerse
en otros tipos de vegetacion como matorral de duna costera (Torres et al., 2010),
bosque tropical caducifolio y bosque templado (Miguel-Talonia et al., 2014). Estas
plantas tienen un valor ecoldgico, cultural, social y econOmico, pero existe un
decremento de sus poblaciones debido al comercio y recoleccion ilegal, sumando a
estos factores el cambio de uso de suelo y la industrializacion. Se han cultivado mas
de 40 especies de cactaceas y domesticado alrededor de 20, de las cuales 17, son
columnares (Luna Morales, 2006). La necesidad de implementar acciones para
preservar o incrementar la tasa de produccion de las cactaceas por medio de
propagacion por semillas, esquejes, brotes y vastagos que son considerados métodos
tradicionales y de bajo costo, ha surgido como consecuencia de la extraccion

desmedida de cactaceas de su habitat natural (Villanueva et al., 2016).

Las precipitaciones de las zonas aridas (< 250 mm) y semiaridas (< 500 mm) fluctian
ampliamente (Gonzalez Medrano, 2012). Las semillas de las plantas presentes en
estos ambientes emplean diversas estrategias como son: diferentes tamafios para
germinar de acuerdo con los periodos de humedad, presencia de estructuras que

facilitaran su dispersion, asi como la produccion de semillas que respondan



positivamente a los periodos intermitentes de humedad, o la presencia de latencia con
la finalidad de disminuir la actividad metabdlica de la semilla (Sanchez et al., 2015).
Por lo cual, la persistencia de las semillas dependera de la latencia y la germinacion

en periodos y microambientes favorables.

En general, todas las semillas, asi como las de la Familia Cactaceae, presentan
caracteristicas morfologicas variables como: forma, tamafio y color de la cubierta

seminal; estas caracteristicas pueden variar entre especies (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas de semillas de algunas especies de la familia Cactaceae (Arias et

al., 2012).
~ CUBIERTA
ESPECIE FORMA TAMANO (cm) SEMINAL
Ferocactus . 1.0-1.3 mm Negra a pardo-
flavovirens Ampliamente X
(Scheidw.) Britton ovadas largo, 0.8 —-1.0 oscura, brillante,
2 Rbse ' mm ancho sin microrrelieve
Ferocactus
macrodiscus Ampliamente Iailrjo_ 12 A(f)_mlm 5 Lisa sin
Mart.) Britton & ovadas g0, - ' microrrelieve
(
Rose mm ancho
* Pachveereus Ovadas a 3.8—-6.1mm Negra o pardo
randi}s/ Rose ampliamente largo, 2.4 — 3.6 negra, brillante, sin
9 ' ovadas mm ancho microrrelieve
o Orbiculares, 1.0-1.2mm Pardo clara,
Mammillaria ovadas o . .
. : largo, ca. 1.0 mm microrrelieve
albinata Backeb. ampliamente h i
ovadas ancho estriado
Mammillaria O(;E)/;:gglreos, 0.6 — 0.8 mm Pardo clara,
carnea Zucc. ex amoliamente largo, ca. 0.5 mm microrrelieve
Pfieff. gva das ancho reticulado
* 1 —_
Opuntia Discoides a 38-4.5mm Duray
streptacantha : largo, ca. 2.6 mm :
esferoidales blanquecina
Lem. ancho




. . Negra o pardo-
Echinocereus :
Ampliamente ca. 1.5 mm largo, | oscura, opaca, con

pulchellus (Mart.) ) .

: ovadas ca. 1.2 mm ancho microrrelieve

F.Seitz
marcado

Escontria chiotilla Ampliamente 1.7 — 2 mm largo, Neara. opaca con
(F.A.C.Weber ex ovadas a 0.9-1.3mm r%icr,orfelieve
K.Schum.) Rose orbiculares ancho

*Las caracteristicas de la forma y la cubierta seminal son descritas a nivel de Género

2.2. Importancia de los bancos de semillas

Ecologica y evolutivamente, los bancos de semillas son relevantes en la dinamica
poblacional de las especies vegetales y son una estrategia para su conservacion por
ser los encargados de la regeneracion natural en los ecosistemas, especialmente para
las especies que dificilmente se reproducen vegetativamente. Estos se encuentran
constituidos basicamente por semillas provenientes de plantas anuales o efimeras,
conformando el 95% del numero total de semillas (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001;
Montenegro et al., 2006; Sanchez et al., 2015). Las semillas presentes en el suelo
constituyen los bancos de semillas naturales cuya persistencia dependera de las
condiciones del suelo, en el cual se presenta un flujo continuo de aporte y pérdida de
semillas, ya sea por dispersion o bien por depredacién. Por otro lado, también existen
bancos de semillas artificiales, que se encuentran en instituciones, laboratorios o
centros de investigacion que se encargan de la conservacion ex situ de las semillas,

con importancia a nivel mundial para evitar la extincion (Sanchez et al, 2015).

Se han propuesto clasificaciones para los bancos de semillas considerando
caracteristicas como la viabilidad y la longevidad, que dan la persistencia a los mismos.

De esta manera, los bancos de semillas se clasifican en: i) transitorios, cuando las



semillas presentan viabilidad menor a un afio y un soélo evento de germinacion; y ii)
persistentes, cuando las semillas permanecen viables por varios afios y con varios
eventos de germinacion. Ecolégicamente, los bancos de semillas persistentes son
considerados los de mayor impacto en ecosistemas donde se presentan condiciones
ambientales limitantes como la precipitacion impredecible o erratica (Thompson y
Grime, 1979; Thompson et al., 1997; Baskin y Baskin, 1998; Montenegro et al., 2006;

Sanchez et al., 2015).

Existe una gran variedad de plantas formadoras de bancos de semillas del tipo: i)
transitorio, como Circaea lutetiana L., Bromus sterilis L., Festuca ovina L. y Triticum
aestivum L., y ii) persistente, como son Lythrum salicaria L., Rumex hydrolapathum
Huds., Poa annua L. y Chenopodium album L. (Hendry et al., 1994). Algunos ejemplos
de especies formadoras de bancos de semillas de la familia Cactaceae son: Opuntia
rastrera F.A.C.Weber, Coryphantha gladispina (Boed.) A.Berger, Echinocactus
platyacanthus Link & Otto, Ferocactus wislizeni (Engelm.) Britton & Rose, Stenocereus

griseus (Haw.) Buxb. y S. stellatus (Pfeiff.) Riccob. (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001).

2.3. Desarrollo de la semilla 'y periodo de embriogénesis tardia

Las semillas son el medio de propagacion sexual de las plantas, las cuales tienen la
funcién de perpetuar la especie (Suarez y Melgarejo, 2010). La semilla se forma
mediante una embriogénesis cigotica que comprende los cambios morfologicos,

estructurales y de expresion génica que tienen lugar desde la formacion del cigoto y el



desarrollo del endospermo, hasta el final del desarrollo y maduracién del embrion
(Matilla, 2008). La semilla es el resultado de la fecundacion del 6vulo y esta protegida
por cubiertas seminales de origen materno. Las cubiertas seminales estan
conformadas por el tegmen y la testa, los cuales se originan a partir del tequmento

interno y externo del rudimento seminal, respectivamente (Megias et al., 2018).

La semilla consta de tres componentes principales: el cigoto diploide (2n), formado por
la fecundacion de la ovocélula (n) con un ndcleo espermatico, transportado a través
del tubo polinico que se transforma en un embrion que daré lugar posteriormente a la
plantula (Diaz Pontones y Corona Carrillo, 2018); el endospermo (3n), que proporciona
nutrientes al embridén para el desarrollo y el crecimiento de la plantula; y la cubierta
seminal, que rodea al embrion y al endospermo y que se forma por los integumentos
gue representan los tejidos maternos de la ovocélula (Ohto et al., 2007; Suarez y
Melgarejo, 2010). Durante la embriogénesis, se sintetizan proteinas, lipidos y
carbohidratos en diferentes periodos y en diversos 6rganos de la semilla, como en
cotiledones y en el endospermo (Matilla, 2008). Las sustancias de reserva, como
almidon y lipidos, son transformadas enziméaticamente para formar compuestos
solubles que son movilizados al embridon y propiciar el crecimiento de la plantula

(Rangel-Fajardo et al., 2014)

Se han identificado diferentes fases en el proceso del desarrollo de la semilla (Ohto et
al. 2007; Segura, 2008; Flores, 2010; Bareke, 2018). Matilla (2008) divide el desarrollo
de la semilla en tres fases: i) periodo embriogénico temprano o inicial o

histodiferenciacion (alta tasa de divisiones nucleares y la formacion de paredes
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celulares), ii) periodo embriogénico medio o expansion celular (sintesis elevada de
auxinas y acumulacion de sustancias de reserva) y iii) periodo embriogénico tardio,
caracterizados por la maduracién y desecacion de la semilla en presencia de acido

abscisico (ABA), asi como la adquisicion de la tolerancia a la desecacion (Figura 1).

La embriogénesis, ademas de ser el periodo en el que se forma la semilla, constituye
la fase de preparacion para la germinacion, y donde el metabolismo de los acidos
nucleicos y la expresion génica son muy intensos. La sintesis y degradacion del ARN
durante la embriogénesis da lugar a la produccién de nucleétidos y ribosa, para
integrarse en las rutas metabdlicas celulares. Existe un incremento notable en los
niveles de mARN y tARN durante el desarrollo de la semilla y, sobre todo, durante la
fase de expansion celular en la que la sintesis de proteinas es muy alta, especialmente

las de reserva (Matilla, 2008).

Se calcula que hay alrededor de 4000 genes implicados en el desarrollo de la semilla,
pero es escaso el conocimiento sobre la regulacién de la expresion génica durante los
primeros momentos de la embriogénesis (Matilla, 2008). A partir de estudios realizados
en diversas angiospermas, los genes expresados durante la embriogénesis se han
agrupado en: i) constitutivamente expresados, presentes en todos los estadios
embriogénicos; i) abundantemente expresados en la fase temprana; iii) genes
relacionados, en su mayoria, con las proteinas de reserva durante la fase de expansion
de los cotiledones (periodo medio); iv) genes expresados durante la embriogénesis
tardia almacenados durante la maduracion y desecacion de la semilla, en su mayoria

son genes relacionados con las proteinas LEA (proteinas abundantes en la
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embriogénesis tardia (LEA, por las siglas en inglés; Late Embryogenesis Abundant)

(Matilla, 2008).

El periodo de embriogénesis tardia, o también llamado periodo embriogénico tardio,

se relaciona con la fase de la maduracion de la semilla en la que tiene lugar la

estimulacién de la expresion de un inhibidor de una quinasa dependiente de la ciclina

que provoca que se detenga el ciclo celular. Este periodo inicia con la fase de

expansion con la generaciéon y crecimiento del embridn torpedo, para finalizar con el

embridn en fase cotiledonar, rico en sustancias de reserva en la fase de maduracion

(Diaz Pontones y Corona Carrillo, 2018). Durante este periodo, también existen niveles

elevados de ABA-libre, descenso en el peso fresco de la semilla debido a la pérdida

de agua y adquisicion de la tolerancia a la desecacion (Matilla, 2008; Figura 1).

Procesos

Control

las reservas

a la desecacion

T (+)

’ (+)

T (+)

T (+)

Estado |Histodiferenciacion| Expansion celular y depésito de las reserva}sMaduracién y desecacién} Dormicion Germinacion
Formacion de Acumulacion de reservas
las estructuras |Vacuolizacién ej: lipidos, Disminucién de la d Emergencia| Utilizacién
% ? : o : e meses S
embrionarias y almidon, Adquisicién de actividad metabélica ABFiGE Activacion de la de
reposicion de proteinas la tolerancia y pérdida del ABA rafz reservas

‘ (+)

Giberelinas
Citoquininas

Auxinas

ABA

Giberelinas
Citoquininas

Auxinas

T (+)
Secado
ABA y

rehidratacién

ABA
LEA

Reservas
de azlcares

Pérdida de

vasculares

las conexiones

Rehidratacién

(=)

=) (+)

| Germinacion precoz I

Figura 1. Procesos fisioldgicos y metabdlicos durante el desarrollo y germinacion de semillas

ortodoxas (Tomado de Matilla, 2008).
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2.4. Viabilidad y Longevidad

La viabilidad es la capacidad de la semilla para poder germinar en condiciones
favorables; su pérdida es la etapa final del deterioro de la semilla (Flores, 2010;
Gonzalez, 2013; Mufioz Sanchez, 2015); por lo tanto, el envejecimiento de la semilla
produce una declinacion gradual de sus capacidades como la tasa de germinacion que

culmina con la muerte (Flores, 2010).

El tiempo durante el cual las semillas permanecen viables se denomina longevidad
(Vazquez Yanes et al., 1997). La longevidad de las semillas puede relacionarse con la
plasticidad fenotipica mediada por la planta madre (Mondoni et al., 2014; Zinsmeister
et al., 2020), asi como el efecto de factores ambientales como la luz, la temperatura,
la sequia y la salinidad; la temperatura y la disponibilidad de agua parecen ser los
factores ambientales dominantes, dependiendo de la especie. En semillas de
Arabidopsis, durante la maduracion y la longevidad, el gen DOGL1 (por sus siglas en
inglés) relacionado con el retraso de la germinacion, funciona como sensor de

temperatura que modula la latencia de las semillas (Zinsmeister et al., 2020).

La longevidad de las semillas almacenadas dependeré de factores como el contenido
de humedad, la viabilidad inicial de las semillas, la temperatura y humedad relativa
durante el tiempo de almacenamiento (Kugbei, 2019), asi como de factores fisioldégicos
y moleculares. Durante el almacenamiento, la variacion de la composicién lipidica de
las semillas puede ser un indicador del envejecimiento debido a que los acidos grasos
poliinsaturados son mas susceptibles que los monoinsaturados a la peroxidacion

(Castellion, 2008).
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2.5. Conservacion in situ y ex situ

La conservacion de las especies no solo se refiere a su proteccion, sino también a la
preservacion de éstas a todos los niveles, desde los ecosistemas hasta el acervo

genético y las interrelaciones entre dichos niveles (Franco-Martinez, 1995).

Se han establecido diversas estrategias de conservacion agrupadas en dos
categorias: in situ y ex situ. Ambas categorias son complementarias y permiten
garantizar la conservacion del patrimonio genético de las especies y sus poblaciones,

en el mediano y largo plazo (Pezoa, 2001).

El objetivo de la conservacion in situ es la preservacion de las especies biologicas en
su habitat y area de distribucion natural, entre estas, podemos mencionar para México
las Areas Naturales Protegidas como La Reserva de la Biésfera El Vizcaino en Baja
California Sur, la Reserva de la Biosfera El Cielo en Tamaulipas y el Valle de

Tehuacén-Cuicatlan en los Estados de Puebla y Oaxaca (Franco-Martinez, 1995).

Es importante resaltar que el almacenamiento ex situ se refiere a la concentracion de
las semillas bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y luz para
mantener su viabilidad durante largos periodos (Kugbei, 2019). La conservacion ex situ
implementa estrategias de conservacion fuera del habitat y &reas de distribucion
natural de muestras representativas de la biodiversidad vegetal en espacios o
volimenes reducidos, como los bancos de germoplasma y bancos de semillas

presentes en Jardines Botanicos y Viveros (Franco-Martinez, 1995). La manipulacion
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de las semillas en el almacenamiento a largo plazo pretende mantener elevada la

viabilidad (Kugbei, 2019).

2.6. Semillas ortodoxas

Las semillas difieren en su tolerancia a la desecacion que sigue tras su diseminacion.
Segun este parametro, las semillas pueden clasificarse en i) recalcitrantes, toleran una
deshidratacion entre 15 y 50% en su contenido de humedad, ii) intermedias, toleran
una deshidratacion entre 10 y 12.5% en su contenido de humedad vy iii) ortodoxas
(toleran una deshidratacion de hasta 5% de en su contenido de humedad que les
permite ser almacenadas durante periodos muy prolongados, dando lugar a la
conservacion ex situ; un ejemplo de semillas ortodoxas es la Familia Cactaceae

(Magnitskiy y Plaza, 2007; Gonzalez-Arnao y Engelmann, 2013).

La principal caracteristica fisioldgica de las semillas ortodoxas es su gran tolerancia a
la deshidratacion la cual es adquirida durante el desarrollo de la semilla que les permite
asegurar la supervivencia; la viabilidad depende del contenido de humedad de cada
semilla y de la temperatura durante su almacenamiento (Vazquez-Yanes y Toledo,
1989; Magnitskiy y Plaza, 2007; Berjak y Pammenter, 2010). Durante la adquisicion de
la tolerancia a la desecacion, las células embrionarias presentan cambios
estructurales, moleculares y bioquimicos, como la movilizacion de cuerpos lipidicos a
la periferia de la pared celular, presencia de proteinas LEA, conformacién del ADN y

presencia de sistemas antioxidantes (Rangel-Fajardo et al., 2014).
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En almacenamiento, la longevidad de las semillas aumenta con la reduccion del
contenido de agua. Las semillas ortodoxas se subdividen en: i) ortodoxas verdaderas,
gue pueden ser almacenadas por largos periodos de tiempo, con niveles de humedad
del 5 a 10 %; vy ii) subortodoxas, que pueden ser almacenadas bajo las mismas
condiciones que las ortodoxas verdaderas, pero por periodos de tiempo mas cortos,

debido al alto contenido de lipidos o testas delgadas (Flores, 2010).

Desde un punto de vista ecoldgico, las semillas ortodoxas son caracteristicas de
aguellas especies para las que en el medio natural es importante la persistencia de las
semillas en el tiempo como factor de sobrevivencia. Las semillas ortodoxas
predominan entre las especies de plantas anuales y en regiones con estacion seca

marcada, como es el caso de las cactaceas (Vazquez-Yanes y Toledo, 1989).

En semillas deshidratadas, las reacciones enzimaticas no son determinantes durante
el envejecimiento debido a que el metabolismo enzimatico requiere de altos contenidos
de agua, esto dependera del tipo de almacenamiento. La presencia de algunas
reacciones espontaneas no-enzimaticas en condiciones de bajos contenidos de agua,
como las reacciones de Maillard las cuales ocurren mediante glucosilacion no-
enzimatica con azUcares, o reacciones con aldehidos producto de la lipoperoxidacion
(estrés oxidante alterando la composicion lipidica) mediada por radicales libres. Las
reacciones de Maillard pueden contribuir al envejecimiento de la semilla mediante la
alteracion quimica de proteinas funcionales, debido a que reduce la capacidad del
sistema metabdlico de limitar el dafio mediado por radicales libres y de reparar el dafio

durante la etapa de germinacion (Castellion, 2008).
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Durante el proceso de imbibicidon-germinacion la tolerancia a la desecacion se pierde
y se produce deterioros a nivel celular (Rangel-Fajardo et al., 2014). Aunque se ha
sefalado la participacion de las Especies Reactivas de Oxigeno (EROs) en semillas,
particularmente en el deterioro de las membranas debido a la disminucion de la fluidez
de los lipidos que las conforman, la presencia de lipoxigenasas puede contribuir a
modificar la composicion de las membranas celulares y se sugiere que las semillas
almacenadas pasan por diversos eventos de lipoperoxidaciéon (McDonald, 1999), las
EROs en bajas concentraciones desempefian un papel importante en la sefializacion
celular asociada con la germinacion y la latencia (Hendry, 1993; Bailly y Kranner,
2011). Los dafios producidos por EROs pueden ser revertidos durante el metabolismo
pre-germinativo donde existe reparacion y sintesis de novo de acidos nucleicos y
proteinas (Castellion, 2008). Los aminoacidos reactivos mas susceptibles al dafio
oxidante son la cisteina, histidina, triptéfano, metionina y fenilalanina (McDonald,

1999).

2.7. Proteinas en semillas

Las proteinas estan compuestas por aminoacidos, formados de C, H, O y N. Las
proteinas en la célula vegetal pueden clasificarse de acuerdo con su funcion: i)
enzimas, las cuales aceleran las reacciones bioquimicas; ii) proteinas estructurales,
gue forman parte estructural de la célula; iii) proteinas de reserva, que almacenan

aminodcidos y nitrogeno asimilable; iv) proteinas de transporte, las cuales trasladan
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sustancias a través de las membranas; y v) proteinas de reconocimiento, que

reconocen sefiales del ambiente intercelular o extracelular (Grajales Muiiiz, 2005).

Miernyk y Hajduch (2011) identificaron, mediante analisis protedémicos, alrededor de
1496 proteinas en semillas de cebada (Hordeum vulgare L.), trigo (Triticum aestivum
L.), maiz (Zea mays L.) y arroz (Oryza sativa L.), y las dividieron en 10 clases
funcionales: metabolismo central, estructuras celulares, respuesta al estrés,
metabolismo de &cidos nucleicos, sintesis de proteinas, plegado de proteinas,
focalizacion de proteinas, hormonas y sefializacion, transporte de membrana y

proteinas de funcién desconocida (modificado de Bevan et al., 1998).

2.7.1. Proteinas de almacenamiento de semillas

Las proteinas de almacenamiento de semillas (Seed Storage Proteins, SSP, por sus
siglas en inglés) se acumulan en grandes cantidades, principalmente como reserva de
nitrégeno, carbén y azufre, para el desarrollo de la semilla (Krishnan y Coe, 2001;
Radhika y Hari Rao, 2014). Estas proteinas pueden hidrolizarse para liberar
aminoacidos constituyentes. La semilla utiliza estos aminoacidos como fuente de
nitrégeno reducido, lo cual es esencial para la germinacion y el crecimiento temprano
de las plantulas (Radhika y Hari Rao, 2014). Las proteinas de almacenamiento de
semillas se sintetizan durante la maduracién de la semilla y se acumulan en el
endospermo de las monocotiledéneas o en los cotiledones y embriones de

dicotiledoneas (Wakasa y Takaiwa, 2013).

18



Las SSP se clasifican fundamentalmente en: albimina soluble en agua, globulina
soluble en sal, prolamina soluble en alcohol y soluble en acido como glutelinas, de

acuerdo con las propiedades fisicas basadas en la solubilidad (Krishnan y Coe, 2001).

2.7.2. Proteinas y otras biomoléculas relacionadas con la tolerancia a la

desecacion y viabilidad

La viabilidad de las semillas es una caracteristica que varia entre especies debido a
gue algunas conservan su viabilidad durante décadas, mientras que otras la pierden a
los pocos dias (Roberts et al., 1973). Las semillas que permanecen almacenadas por
largos periodos de tiempo presentan cambios en los sistemas intracelulares y en las
macromoléculas, como el dafio proteico severo causado por el estrés oxidante. Es
posible que dichos cambios se deban a las condiciones de almacenamiento como la
temperatura y el contenido de humedad que son factores clave del deterioro de la

semilla, la reduccion y la pérdida de la viabilidad (Ogé et al., 2008; Wei et al., 2015).

Algunos procesos que pueden otorgar proteccion contra la deshidrataciéon son la
reduccion del grado de vacuolizacién, cantidad y naturaleza de reservas insolubles
acumuladas, integridad del citoesqueleto, conformacién del ADN, desdiferenciacion
intracelular, reduccion del metabolismo, presencia y operacion eficiente de sistemas
antioxidantes, acumulacién y funcion de las moléculas protectoras, despliegue de

ciertas moléculas anfipaticas, capa de oleosina alrededor de cuerpos lipidicos, y la
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presencia y operacion de mecanismos de reparacion durante la rehidratacion (Berjak

y Pammenter, 2010).

En semillas ortodoxas, la tolerancia a la desecacion esta relacionada con la presencia
de proteinas LEA, proteinas de choque térmico (HSP, por sus silgas en inglés Heat
Shock Protein) y las proteinas de almacenamiento. Los azucares, especialmente los
disacaridos, oligosacaridos y sacarosa; las proteinas de choque térmico y las proteinas
LEA son sintetizados antes de que se inicie la desecacion de la semilla y desempefian
un papel importante en la tolerancia a la desecacion (Matilla, 2008; Boudet et al., 2006;
Chatelain et al., 2012). En el caso de las semillas ortodoxas, la acumulacion de
azucares no reductores, particularmente de la serie rafinosa, y con sistemas que
secuestran radicales libres, participan en la “hipotesis de reemplazo del agua” y en el
proceso de vitrificacion, también llamada formacion del estado vitreo (Matilla, 2008;

Berjak y Pammenter, 2010).

La acumulacién de azucares no reductores se ha correlacionado con la tolerancia a la
desecacion de las semillas. La sacarosa participa en mecanismos que ayudan a
soportar la sequia en las semillas; por ejemplo, se ha sugerido la importancia de la
biosintesis de la rafinosa a bajas concentraciones de agua para prevenir la
cristalizacion de la sacarosa o para estabilizar membranas secas. Por otra parte, la
trehalosa participa como protector de membranas contra los efectos adversos de la
deshidratacion. Asi como los azlcares, las oleosinas ayudan al almacenamiento de

triacilgliceroles que sirven como fuente alimenticia durante la germinacion y el
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crecimiento post-germinativo. Las oleosinas son proteinas que rodean a las gotas de

lipidos en las células vegetales (Méndez Ferreira et al., 2013).

Mientras que las proteinas de choque térmico (HSP) son un grupo numeroso y diverso,
y tienen la capacidad de proteger o reparar los componentes celulares ya que
interactian con otras proteinas y funcionan como chaperonas; son proteinas
importantes durante el periodo de deshidratacion de la semilla, asi como en
condiciones de estrés por calor, frio, salinidad y estrés oxidante (Wu et al., 2011; Kaur
et al., 2016). Se ha reportado que estas proteinas se expresan durante ciertas etapas
del desarrollo y germinacion de la semilla, sugiriendo su participaciéon en la
movilizacion de las reservas asociadas a las proteinas de almacenamiento (Kaur et
al., 2016). Por tal razon, es posible que estén relacionadas con la viabilidad de las

semillas durante su maduracion y almacenamiento (Wu et al., 2011; Kaur et al., 2016).

El dafio oxidante inducido por la desecacion puede ser originado por la formacién y
acumulacion de EROs, para contender con estas especies reactivas, las células
cuentan con mecanismos antioxidantes enzimaticos (ascorbato peroxidasa, guaiacol
peroxidasa, catalasa, dihidroascorbato reductasa, glutatiéon reductasa y superéxido
dismutasa) y mecanismos no enzimaticos (acido ascorbico, glutatién, retinol vy
tocoferoles). Estudios de Kranner y Birtic (2005) indican que durante la desecacion a
largo plazo o el envejecimiento en el estado seco prevalecen procesos oxidantes, las
moléculas antioxidantes se rompen y, a nivel celular, esto sirve como sefalizacion al
organismo para eliminar las células dafadas, pero si este proceso ocurre

repetidamente, todo el organismo pierde viabilidad (Méndez Ferreira et al., 2013).
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Las proteinas de reserva sirven en algunos casos como protectores celulares durante
la fase de desecacion de la semilla y han sido muy estudiadas en dicotiledoneas; en
semillas de angiospermas, las sustancias de reserva se acumulan en cuerpos

proteicos, cuerpos lipidicos y amiloplastos (Boudet, et al., 2006; Matilla, 2008).

Las proteinas desempefian un papel importante para el mantenimiento de la viabilidad
y longevidad de las semillas. Un analisis protedmico revelo que la pérdida de viabilidad
en Arabidopsis esta relacionada con los cambios de proteinas en semillas
deshidratadas (el deterioro de las semillas conlleva un aumento masivo de proteinas
carboniladas) y la incapacidad de las semillas con baja viabilidad para sintetizar
proteinas durante la germinacion (Wu et al., 2011). Se ha reportado que la enzima L-
isoaspartil metiltransferasa (PIMT) reduce el dafio proteico provocado por la
acumulacion de residuos de isoaspartil (isoAsp). La actividad de PIMT contribuye al
mantenimiento de la viabilidad de las semillas ya que limitan la acumulacién de
residuos perjudiciales de isoAsp en las proteinas (Ogé et al., 2008). La actividad de
esta enzima es mas alta en las semillas, donde se cree que el dafio proteico no
enzimatico es frecuente durante la deshidratacién en la fase de maduracién y durante

el almacenamiento en seco (Wei et al., 2015).

La L-isoaspartil metiltransferasa 1 esta involucrada tanto en la longevidad de las
semillas como en el vigor de la germinacién en Arabidopsis, y la baja acumulacion de
esta proteina se relaciona con la pérdida de la viabilidad de las semillas. Por otro lado,
en arroz, la enzima aldehido deshidrogenasa 7 (OsALDH7) es importante en el

mantenimiento de la viabilidad de la semilla al desintoxicar los aldehidos generados
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por la lipoperoxidacion durante el almacenamiento de la semilla; la insaturacion de
acidos grasos y la acumulacion de malondialdehido son indicadores de la

lipoperoxidacién (Shin et al., 2009; Wu et al., 2011; Long et al., 2014).

Por otra parte, Sathish y colaboradores (2015) identificaron cambios en el proteoma
de semillas del frijol negro (Vigna mungo (L.) Hepper) como la regulacion del factor de
elongacion termoestable (Ef-Tu) que participa en la traduccion de proteinas

relacionadas con la pérdida de la viabilidad durante el envejecimiento.

El analisis protedmico de semillas de lupino (Lupinus albus L.) mostré que la mayoria
de las proteinas de reserva son conglutinas, un grupo de proteinas de reserva que se
degradan al inicio de la germinacion. La capacidad de almacenamiento de las semillas
puede verse afectada por dichas proteinas y son sometidas a protedlisis al inicio de la

germinacion de la semilla (Dobiesz y Piotrowicz- Cieslak, 2017).

El acido abscisico (ABA) es una importante fitohormona que participa en multiples
procesos fisiolégicos (Jordan y Casaretto, 2006). Durante el periodo de embriogénesis
tardia, existen niveles elevados de ABA-libre; el ABA es el responsable de la tolerancia
a la desecacion por su implicacion en la sintesis de proteinas LEA y otras proteinas

relacionadas con el estrés (Matilla, 2008).

En 1981, Leon Dure Il identifico por primera vez las proteinas LEA en la etapa tardia
de la embriogénesis de semillas de algodon (Gossypium hirsutum L.) (Battaglia et al.,
2008; Mercado Diaz, 2018). Las proteinas LEA son un grupo de proteinas altamente

hidrofilico y, en su mayoria, se acumulan en altas concentraciones en los tejidos
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embrionarios durante la dltima etapa del desarrollo de la semilla antes de la
desecacion. Este grupo de proteinas no es especifico de semillas, también se ha
reportado su abundancia en tallos, hojas y raices, especialmente, cuando la planta es
sometida a déficit hidrico como sequia, salinidad y congelamiento (Hong-Bo et al.,
2005; Battaglia et al., 2008; Silva Ortega, 2008; Cuevas-Velazquez y Covarrubias-
Robles, 2011; Diaz Garcia, 2018). Hong-Bo y colaboradores (2005) indican que la
regulacion de la expresion de los genes LEA ocurre mediante cuatro pasos, cuando
son inducidos por la sequia, los cuales son: reconocimiento de sefales, transduccion
de sefales, amplificacion e integracion de sefales y respuestas de expresion de los

genes LEA y la formacion de productos.

Las proteinas LEA se han agrupado con base en la similitud de sus secuencias
(motivos conservados) y peso molecular. Por ejemplo, Battaglia y colaboradores
(2008) clasificaron las proteinas LEA en siete grupos de acuerdo con la similitud en la
secuencia de aminoacidos, de tal forma que cada grupo se distingue por ciertos
motivos consenso distintivos. Los grupos 1, 2, 3, 4, 6 y 7 corresponden a proteinas
hidrofilicas, mientras que las hidrofébicas se encuentran en el grupo 5, tomando como
referencia clasificaciones anteriores, considerando proteinas LEA atipicas e
hidrofébicas y estableciendo nuevos grupos de clasificacion (Dure, 1993; Bies-Etheve
et al., 2008; Hundertmark e Hincha, 2008). Por el contrario, también se establecen
Familias de Proteinas (Pfam) las cuales pueden incluir a los diferentes grupos como

las dehidrinas (DHN; Grupo 2), LEA_ 1 (Grupo 4), LEA 2, LEA 3, LEA 4 (Grupo 3y
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Grupo 5), LEA_5 (Grupo 1) y SMP (proteinas de maduraciéon de la semilla; Grupo 6)

(Hernandez-Camacho, 2016).

Las proteinas LEA son solubles y basicas, ricas en glicina y lisina, y presentan pocos
residuos hidrofobicos, por lo que se consideran proteinas muy hidrofilicas y estables
(L6pez Bilbao, 1996; Berjak y Pammenter, 2010). Aunque su mecanismo preciso de
accion aun no se ha descrito, se ha propuesto que las proteinas LEA tienen una funcion
protectora ante la pérdida de agua en la Ultima etapa de desarrollo de la
embriogénesis. Las proteinas LEA no son capaces de proveer tal proteccion ante
temperaturas elevadas, lo cual indica que su funcidén esta dirigida a condiciones de
baja disponibilidad de agua (Cuevas-Veldzquez y Covarrubias-Robles, 2011,
Hernandez-Camacho, 2016). Ademas, los genes LEA pueden clasificarse en genes
gue se expresan solo en embriones (EMB564 en maiz) y aquellos que pueden

inducirse por tratamientos con ABA (L6pez Bilbao, 1996).

Rajjou y colaboradores (2008) caracterizaron el proteoma de semillas de Arabidopsis
sometidas a diferentes tratamientos de envejecimiento e identificaron que el grupo 2
de las proteinas LEA (grupo DHN) podria contribuir en mantener su viabilidad. En
semillas de maiz se encontré que la falta del ordenamiento estructural y la alta hidrofilia
de la proteina EMB564, que pertenece al grupo 1 de las proteinas LEA con actividad
antiagregante reducida, asi como la presencia de enzimas antioxidantes, son de gran
importancia para mantenimiento de la viabilidad de las semillas durante su maduracién
y almacenamiento (Wu et al., 2011). Las proteinas extraidas de embriones de maiz se

sometieron a andlisis de SDS-PAGE y espectrometria de masas. La proteina EMB564
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destaca por las numerosas modificaciones post-traduccionales, fosforilacion,
acetilacion, metilacion y desaminacion de la proteina nativa que son relevantes para

su funcion especifica en semillas (Lopez Bilbao, 1996; Wu et al., 2011).

Las DHN es el grupo de las proteinas LEA mas estudiadas debido a que desempefian
un papel fundamental en respuesta a diferentes tipos de estrés abiotico por sequia,
alta salinidad, y bajas temperaturas. Los genes tipo DHN se expresan al haber salida
de electrolitos a través de las membranas y lipoperoxidacién; estan involucradas en la
unioén y estabilizacion de membranas y en el equilibrio REDOX por ser antioxidantes;
previenen la inactivacion de proteinas por calor, protegen enzimas durante periodos
de estrés, y ayudan reparando el dafio oxidante provocado por estrés debido a la
salinidad y sequia, al reducir la concentracion de malondialdehido que proviene de la
accion de EROs en lipidos y activando a la enzima superdxido dismutasa que actua
en los radicales superoxido transformandolos en peréxido de hidrégeno (Wang et al.,

2016; Mercado Diaz de Leodn, 2018).

Se han realizado diversos estudios para explicar los mecanismos de accion de las
DHN. La presencia de la region conservada llamada K (EKKGIMDKIKEKLPG) es
importante en la capacidad de proteccidn de la proteina; se ha observado que, a mayor
tamafio de la dehidrina, mayor capacidad de proteccion (Diaz Garcia, 2018). Asi
mismo, se ha reportado que las regiones ricas en histidina permiten la union de la
proteina con iones metalicos evitando la produccién de radicales hidroxilos en plantas
expuestas a estrés hidrico. La presencia de un bloque de residuos de serina llamado

segmento S (poliserina) puede sufrir una fosforilacibn extensa, y un dominio Y
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(DEYGNP) similar al sitio de unién de nucleétidos en plantas y bacterias con una
funcién chaperona (Hara et al., 2005; Hernandez Sanchez et al., 2015; Qiu et al., 2014;

Hernandez-Camacho et al., 2017).

Las DHN pueden actuar como protectoras para otras proteinas a través del fragmento
K formando una estructura a-hélice anfifilica o anfipatica, la cual permite que las DHN
se unan a proteinas parcialmente desnaturalizadas en niveles bajos de agua; funcion
similar a la de las moléculas chaperonas. Algunos estudios han demostrado que las
dehidrinas KS son inducidas principalmente por bajas temperaturas, pero también en
respuesta al estrés por sequia (Qiu et al., 2014). Hernandez-Camacho y colaboradores
(2017), a partir de multiples alineaciones de secuencias de aminoacidos en cactaceas,
identificaron la presencia de tres repeticiones del segmento K, similar a la secuencia
conservada en la base comparado con proteinas reportadas en la base de datos de

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Estudios in silico, empleando programas como TMHMM v.2, y observaciones
experimentales, Tunnacliffe y Wise (2007) sugieren que las proteinas LEA se expresan
en compartimientos celulares como cloroplastos, reticulo endoplasmico, mitocondrias,
nacleo y el citoplasma. Hundertmark e Hincha (2008) realizaron estudios en el genoma
de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. e identificaron diferentes tipos de genes LEA en
las semillas; la prediccidén de la localizacion celular de las proteinas LEA a partir del
analisis de sus secuencias proteicas; por ejemplo, las proteinas del grupo LEA 3
podria encontrarse en la mitocondria y el grupo LEA 4y las proteinas de la maduracion

de la semilla (SMP) se localizan tanto en la mitocondria como en el cloroplasto.
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Diversos autores han reportado la presencia de diversos genes LEA presentes en
diferentes especies vegetales (Cuadro 2). Aunque todavia son pocos los estudios
realizados en cactaceas sobre la participacion de las proteinas en el mantenimiento
de la viabilidad, se ha reportado la participacién de diferentes genes LEA en el estrés
de diferentes especies de cactaceas. Silva Ortega (2008) aisl6 e identifico genes de
estas proteinas en Opuntia streptacantha Lem. a partir de oligonucleotidos disefiados
en las regiones conservadas de cadenas de ADN (Osactina-1, Osp5cs, Osef-1,
Ostpdpka0, Ostpdpka1, Ostpdpka?2) inducidos en respuesta a la defensa contra un
estrés de tipo abidtico (por sequia, calor, salinidad y tratamiento con acido abscisico).
La acumulacién del gen Ops5cs codifica para la enzima denominada delta-1-pirrolin-
5-carboxilato sintetasa que participa en la produccion del aminoacido prolina, el cual
evita que las plantas de O. streptacantha pierdan agua al encontrarse en suelos salinos

(Delgado-Sanchez et al., 2019).

Ochoa Alfaro (2011) y Hernandez Sanchez (2013) caracterizaron el gen OpsDHN1,
igualmente en O. streptacantha, mientras que Hernandez-Camacho (2016) trabaj6 con
las especies Opuntia ficus-indica (L.) Mill.,, Leuchtenbergia principis Hook. y
Mammillaria bombycina Quehl para caracterizar el gen MabDHN-like; los genes
OpsDHN1 y MabDHN-like son del tipo dehidrina y también estan involucrados en

respuesta al estrés por sequia, bajas temperaturas y salinidad.
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Cuadro 2. Genes LEA reportados en la literatura en diferentes especies vegetales

LEA
ESPECIE (gen/codigo GRUPO LEA REFERENCIA
AGI/ID)
Salvia
miltiorrhiza SMLEA2 LEA 2 Wang et al., 2016
Bunge
AtEM6 LEA 1
Cor47
Arabidopsis Lti30 LEA 2
thaliana (L.) Ecp63 LEA 3 Bies-Ethéve et
EST PAP260, al., 2008
EST PAPO51 LEA_4
Gossypium D29 LEA 5
hirsutum L. D73 LEA 7
EM6, EM1 LEA 1
Arabidopsis RAB18 LEA_2
thaliana (L.) AtLEA4-1, LEA 4 Battaglia y
AtLEA4-2 - Covarrubias,
Giveine max PM2 LEA 3 2013
({) Merr GmPM29, LEA_4
' ' GmPM16 —
. . Atlg01470 LEA 2
tAhral.b'dOpf_'s Atlg52690 LEA 4
aliana (L.) At2g40170 LEA 5
Zea mays L. DHN1
Citrus unshiu
(Yu.Tanaka ex LEA 2
Swingle) Q9ZR21_CITUN Hundertmark e
Marcow. Hincha, 2008
iticum | 506540 WHEAT
aestivum L.
Pisum satvum | 541060_PEA LEA 3
Glycine max

(L.) Merr.

Q39873_SOYBN
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2.7.3. Caracteristicas y adaptaciones de semillas en ambientes aridos y

semiaridos

Las cactaceas han desarrollado estrategias morfofisiologicas para asegurar una
germinacion exitosa y su establecimiento, entre los que se encuentran la modificacion
de tallos y raices en las plantas. Asi también, en algunos casos, se presentan
asociaciones mutualistas con hongos y bacterias que permitan el establecimiento

exitoso del organismo (De la Barrera, 1997; Sanchez-Salas et al., 2015).

Las semillas de ambientes aridos y semiaridos presentan caracteristicas que les
permiten mantenerse viables bajo condiciones naturales, como i) caracteristicas
morfologicas: cdmaras internas de aire para evitar el contacto directo del embrién con
la testa, evitando exponer al mismo a las temperaturas extremas; y ii) caracteristicas
fisiologicas, como bajos contenidos de humedad (Rojas-Aréchiga y Batis, 2001,
Sanchez et al., 2015). Algunas estrategias de germinacién que presentan las semillas
de algunas especies son: i) variaciones de los tamafios, las mas pequefias germinaran
antes que las de mayor tamafo debido a un menor requerimiento de humedad; ii)
formacién de estructuras que permiten la dispersion y funcionan como reservas de
sustancias nutritivas como la dispersion dirigida a un sitio seguro para germinar; iii)
rapidez de germinacion, semillas de especies que germinan después de las lluvias o
semillas con alta germinacién por la acumulacion de la humedad de varios dias en el
suelo; y iv) presencia de latencia, que se refiere a la baja actividad metabdlica para su

reactivacion bajo condiciones favorables de germinacion (Sanchez et al., 2015).
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La produccion de semillas depende de los ciclos de vida de las plantas; es decir, la
estrategia germinativa de las semillas esta relacionada principalmente con el nimero

de eventos reproductivos que presentan las plantas (Sanchez et al., 2015).

Por otro lado, las semillas de cactaceas presentan variaciones en forma (ovoide,
esférica irregular, ovada-reniforme, subesférica, reniforme), tamafio (1.8 x 1.4 mm, 2.1
x 1.6 mm, 1.4 x 1.1 mm, entre otros) (Weisser, 1979) y caracteristicas estructurales
(rudimentos seminales, coloracién y grosor de los tegumentos, entre otros) (Flores y
Engleman, 1976). Algunas caracteristicas de las semillas que les permiten mantener
la viabilidad bajo condiciones naturales, y que han sido el resultado de estrategias
adaptativas, son: requerimiento de un periodo de postmaduracion para que el embrion
termine su desarrollo, el requerimiento de luz para la germinacién que asegura que las
semillas muy enterradas no germinen y la formacion de un banco de semillas

persistente (Sanchez et al., 2015).

2.8. Caracteristicas de la especie de estudio: Escontria chiotilla (F.A.C. Weber ex K.

Schum.) Rose

Escontria chiotilla (Figura 2) es una planta con una altura promedio de 7 m, con un
tallo principal corto y con ramas numerosas (Figura 2A). Las ramas presentan de 7 a
8 costillas con areolas elipticas de 0.8 a 1.3 cm de largo generalmente confluentes en
la parte terminal o media de las ramas, distantes entre si. Espinas radiales subuladas,

rectas, grises de 0.5 a 1.0 cm de largo; espinas centrales rectas, subuladas, pardo-
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grisaceas y de longitud variable de 1 a 7 cm de largo (Arellano y Casas, 2003; Arias et
al., 2012; Villanueva et al., 2016). Las flores crecen, generalmente, cerca de la parte
superior de las ramas, tienen tépalos amarillos, con un pericarpio escamoso sin
espinas. miden 3 cm de largo, en promedio (Figura 2B). Frutos globosos con cascara
roja, bracteas amplias y pulpa de color purpura de sabor dulce, miden en promedio 5
cm de diametro (Figura 2B y 2C), se consumen como fruta fresca; ademas, se emplean
en la elaboracién de bebidas refrescantes y vinillo de jiotilla, helados y mermeladas o
conservas. Las semillas (Figura 2D y Figura 3) son ampliamente ovadas a orbiculares,
cubierta seminal negra, opaca, con microrrelieve, miden 1.7 — 2 mm de largoy 0.9 —

1.3 mm de ancho, y tienen un peso que varia entre 0.3 — 0.7 mg (Arellano y Casas,
2003; Aguilar Barajas y Trujillo-Hernandez et al., 2009; Arias et al., 2012; Ruiz Huerta
et al., 2015; Trujillo-Hernandez et al., 2017). Trujillo-Hernandez y colaboradores (2017)
indican que en E. chiotilla el nimero promedio de semillas por fruto es de 532 + 181.
Por el contrario, Casas y colaboradores (2007) resaltan la importancia del tipo de
poblacidn; la cantidad promedio de semillas de una poblacion silvestre es de 407.632
+ 20.67, mientras que para una poblacién de poco manejo (in situ) es de 532.718 +

15.601.
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Figura 2. Escontria chiotilla. A) habito; B) flor y fruto; C) frutos maduros; D) semilla.

e —ns = = S
1 mm

Figura 3. A) Semilla de E. chiotilla; B) Corte longitudinal de la semilla de E. chiotilla: C,
cotiledones; E, embrion; R, radicula; CS, cubierta seminal (C. Barbosa, comunicacion

personal, octubre de 2021).

Escontria chiotilla es apreciada por su aportaciébn comercial ya que sus frutos son
comestibles; pero hay que mencionar que su crecimiento y desarrollo, como en todas

las cactaceas, es muy lento; en condiciones naturales, tardan de 6 a 8 afios para
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producir flores y frutos. Esta especie no tiene un manejo de cultivo y su
comercializacién no es rentable, por lo que se distribuye sélo de forma local o regional
(Tenango Cabarias, 2004). Esta especie también se emplea como forraje y para cercas

vivas, siendo una especie silvestre cosechada y manejada in situ.

Escontria chiotilla es una especie endémica y se distribuye en los estados de Guerrero,
Michoacan y en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan, el cual abarca parte del estado de
Puebla y Oaxaca. E. chiotilla se distribuye en bosque tropical caducifolio y en matorral
xerdfilo, en elevaciones de 600 — 2000 msnm. Es una especie que forma parte de las
asociaciones de plantas llamadas ‘jiotillales’ o 'quiotillales’ caracterizados por altas
densidades de esta especie. La fenologia de la especie incluye dos periodos de
floracién, de marzo a mayo y de julio a agosto; y dos periodos de fructificacion, de abril
a mayo y de septiembre a noviembre (Valiente-Banuet et al., 2000; Aguilar Barajas y

Trujillo Hernandez, 2009; Arias et al., 2012).

Escontria chiotilla en condiciones naturales se reproduce sexualmente (LOpez-Gomez
et al., 2000), por lo que emplea la formacion de bancos de semillas como via

fundamental para su reproduccion (Sanchez et al., 2015).

2.9. Area de estudio
2.9.1. Caracteristicas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan
El Valle de Tehuacan-Cuicatlan se localiza entre los 17° 48’y 18° 58’ Ny los 97° 03’ y

97° 43’ O (Valiente-Banuet et al., 2000), se encuentra a una altitud que va de los 400
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hasta los 3200 msnm. Presenta una temperatura media anual de 21°C y una
precipitacion media anual de 400 mm (Arias Toledo et al, 2000; Davila et al., 2002;
Arias et al., 2012; Miguel-Talonia et al., 2014), predomina el clima seco, asi como el
templado subhimedo en las partes altas; esta area forma parte de la provincia
Mixteca-Oaxaquefia en la que existen valles tecténicos como los de Cuicatlan,

Huajuapan, Tehuacan, Tepelmeme y Zapotitlan (Miguel-Talonia et al., 2014).

Valiente-Banuet y colaboradores (2000) reconocieron 29 asociaciones vegetales
presentes en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan clasificadas en seis categorias vegetales:
i) agrupacion de cactaceas arborescentes (bosques de cactaceas columnares), ii)
agrupaciones de plantas arbéreas de zonas bajas (< 1800 m de altitud), iii) agrupacion
de plantas arbéreas de zonas altas (1 900 a 2 900 m de altitud), iv) agrupaciones de
plantas arbéreas y herbaceas asociadas a rios con agua permanente, v) agrupaciones
de plantas arbustivas espinosas perennifolias y vi) plantas arbustivas inermes
perennifolias. Destacan 10 tipos de vegetacién dominada por especies endémicas:
tetecheras de Neobuxbaumia tetetzo (F.A.C.Weber) Backeb.; N. mezcalaensis (Bravo)
Backeb. y N. macrocephala (F.A.C. Weber) E.Y. Dawson; cardonales de
Cephalocereus columna-trajani (Karw. ex Pfeiff.) K.Schum.; de Mitrocereus fulviceps
(F.A.C. Weber ex K. Schum.) Backeb. ex Bravo, de Neobuxbaumia macrocephala y
Stenocereus dumortieri (Scheidw.) Buxb.; chichiperas de Polaskia chichipe (Gosselin)
Backeb. y P. chende Gibson & Horak; jiotillales de Escontria chiotilla; izotales de
Beaucarnea gracilis Lem. y de B. purpusii Rose; asi como el matorral de Gochnatia

hypoleuca (DC.) A.Gray.
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En el afio 2009, Valiente-Banuet y colaboradores reconocieron un total de 36 tipos de
vegetacion incluidos en seis asociaciones vegetales (bosques de cactaceas
columnares, vegetacion arbolada de zonas bajas, vegetacion arbolada en zonas altas,
vegetacion asociada a rios con agua permanente, matorrales dominados por arbustos
o plantas espinosas y agrupamiento de plantas arbustivas sin espinas perennifolias)
relacionadas con los diferentes tipos de clima, que estan presentes en el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan como son: templado, templado subhimedo y seco de acuerdo

con el sistema de clasificacion de climas de Kéeppen modificado por Garcia (1998).

2.9.2. Descripcion del micrositio de estudio

El micrositio, donde se localiza el banco de semillas de este estudio, se encuentra en
la localidad Trinidad de Huaxtepec (coordenadas 18°11°18.62”N y 97°40°'43.99”0); en
el Municipio de Santiago Chazumba, Distrito Huajuapan, estado de Oaxaca; forma
parte del Valle de Tehuacan-Cuicatlan y se ubica en la region denominada Mixteca

Baja (Figura 4).
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Figura 4. Micrositio de estudio, Trinidad de Huaxtepec, Valle de Tehuacén-Cuicatlan

(Adaptado de Google Earth®, s.f,).

La composicién del suelo del micrositio de estudio esta conformada por arena (77.5%),
limo (9.8%) y arcilla (17.7%), y es de una textura Franco-Arenoso. El pH es de 5.9, la
materia organica es del 2.82%, la cantidad de fésforo es de 9.55 mg Kg* y de

magnesio es de 82 mg Kg! (Guzman-Hernandez, 2018).

El Municipio Santiago Chazumba se encuentra entre los paralelos 18°03’ y 18°18’ de
latitud norte y los meridianos 97°36’ y 97°52’ de longitud oeste; altitud entre 1 300 y 2
300 m. Colinda al norte con el municipio de Atexcal; al este con el municipio de
Zapotitlan, ambos presentes en Puebla; al oeste con el municipio de Cosoltepec y al
sur con el municipio de San Pedro y San Pablo Tequixtepec; que se encuentra en el
estado de Oaxaca (Figura 4). El tipo de clima presente es calido y templado con lluvias

en verano (INAFED, 2010).
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En el Municipio de Santiago Chazumba, existe una gran variedad de plantas como el
mezquite (Prosopis laevigata (Willd.) M.C.Johnst.), huizache (Acacia farnesiana (L.)
Willd.), cazahuate (Ipomoea sp.), ahuehuete (Taxodium sp.), sauce (Salix sp.), nopal
(Opuntia sp), quelite (Amaranthus hybridus L.), pitaya (Stenocereus sp.), xoconostle
dulce (Stenocereus stellatus (Pfeiff.) Riccob.), garambullo (Myrtillocactus geometrizans

(Mart. ex Pfeiff.) Console) y la jiotilla (Escontria chiotilla) (INAFED, 2010).
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3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Las semillas de E. chiotilla conservadas ex situ bajo condiciones subodptimas

durante 0 y 10 afilos mantienen la viabilidad elevada?

2. ¢Las semillas de E. chiotilla conservadas ex situ durante 0 y 10 afos, y enterradas

posteriormente in situ, pierden la viabilidad entre los 6 y 18 meses?

3. ¢, Cuadles son los niveles de proteinas que se mantienen en semillas viables de E.

chiotilla?

4. ¢ Existe una correlacion entre los niveles de proteinas y la viabilidad de las semillas

de E. chiotilla?

4. HIPOTESIS

1. Si el almacenamiento ex situ permite a las semillas de E. chiotilla mantener alta la
viabilidad, entonces las semillas conservadas durante 0 y 10 afios mantendran la

viabilidad elevada.

2. Silas semillas de E. chiotilla conservadas ex situ durante 0 y 10 afios son enterradas

in situ, entonces perderan su viabilidad entre 6 y 18 meses.

3. Si las semillas de E. chiotilla conservadas ex situ o in situ mantienen la viabilidad
elevada, entonces los niveles de proteinas que participan en la viabilidad y longevidad

se mantendran elevados.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la participacion de las proteinas LEA en la viabilidad de las semillas de E.

chiotilla.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la viabilidad de las semillas de E. chiotilla conservadas ex situ durante O

y 10 afnos.

- Determinar la viabilidad de las semillas de E. chiotilla conservadas ex situ durante O

y 10 afios, enterradas posteriormente in situ y exhumadas a los 6, 12 y 18 meses.

- Cuantificar los niveles de proteinas en semillas de E. chiotilla almacenadas ex situ e

in situ.

- Realizar una revision bibliogréfica sobre el metabolismo de las proteinas LEA y
moléculas relacionadas en los procesos de viabilidad y longevidad en semillas de

especies de Cactaceae y familias relacionadas.

NOTA. La participacién de las proteinas LEA en la viabilidad de las semillas de E.
chiotilla no se realizé experimentalmente en este estudio debido a la contingencia
derivada de la pandemia de casi dos afios, por lo que dos de los objetivos originales
que fueron “Identificar las proteinas que se mantienen en semillas de E. chiotilla
conservadas ex situ durante 0 y 10 afios, y exhumadas a los 6, 12 y 18 meses (in situ)”

y “Caracterizar las proteinas mas abundantes en semillas de E. chiotilla con elevada
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viabilidad conservadas ex situ durante 0 y 10 afios, y exhumadas de la condicién in
situ a los 6, 12 y 18 meses” fueron modificados, como se observa en los ultimos dos
objetivos especificos, en comun acuerdo con el Comité Académico de la Maestria con

la finalidad de concluir en tiempo y forma el proyecto de tesis.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material biol6gico de cosechas 2008 y 2018

Los frutos de Escontria chiotilla fueron adquiridos en el Mercado de Chazumba,
ubicado dentro del Municipio Santiago Chazumba, provenientes de las cosechas de

mayo de 2008 y 2018 dentro del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.

Las semillas de E. chiotilla del afio de cosecha 2008 empleadas para este estudio se
mantuvieron almacenadas ex situ durante 10 afios en frascos de vidrio en condiciones
de oscuridad y a temperatura ambiente (25 + 3°C). Las semillas de la cosecha 2018

no tuvieron un previo almacenamiento ex situ.

Las semillas de las cosechas 2008 y 2018 fueron extraidas de los frutos y se
enjuagaron con agua corriente con la finalidad de eliminar los restos de pulpa.
Posteriormente, las semillas se secaron a temperatura ambiente (25 + 3°C) durante 48

horas y fueron almacenadas bajo condiciones de laboratorio (obscuridad, 25 + 3°C).

Antes del almacenamiento y después de cada exhumacion, se realizo la desinfeccion

de las semillas de ambos afios de cosecha y de ambos tipos de almacenamiento (in
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situ y ex situ) empleando una solucién comercial de hipoclorito de sodio (Cloralex®) al

0.03% (v/v) durante 5 min.

6.2. Almacenamiento in situ y ex situ

Las semillas de E. chiotilla de la cosecha 2008 con 10 afios de almacenamiento, y las
semillas de la cosecha 2018 (sin almacenamiento) fueron conservadas in situ y ex situ

como sigue:

Conservacion in situ: Seis sobres de malla de polietileno (poros <0.5 mm) con un
gramo de semillas cada uno (total de 6 g, 3 g de las semillas de la cosecha 2008y 3 g
de las semillas de la cosecha 2018) se enterraron (5 — 10 cm de profundidad) en el
micrositio. Se realizaron exhumaciones de 2 sobres (un sobre de las semillas de la
cosecha 2008 y otro sobre de las semillas de la cosecha 2018) a los 6, 12 y 18 meses

después del enterramiento.

Conservacion ex situ: Las semillas de ambos afios de cosecha (2008 y 2018) se
mantuvieron en frascos de vidrio en condiciones de oscuridad y a temperatura

ambiente (25 + 3°C).

6.3. Siembra de semillas en placas de agar bacteriologico

Las semillas se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar durante 24 h. Se

sembraron 3 lotes de 50 semillas en placas de agar bacteriolégico (BIOXONMR) al 1%
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(p/v) y se incubaron a 25 + 3°C durante 21 dias en una incubadora (Precision®, Dual

Program Illuminated Incubator) y con un fotoperiodo de 12 h luz (15.25 pm m-2 S-1) /

12 h oscuridad.

6.4. Viabilidad de las semillas de Escontria chiotilla

La viabilidad se determin6 con la emergencia de la radicula, a través de los parametros

de germinacion:

a.

b.

Capacidad de Germinacion (CdG) mediante la férmula (Baskin y Baskin,

1998):

Numero de semillas germinadas
CdG = - , x 100
Numero total de semillas

Tiempo Medio de Germinacién (TMG), mediante la siguiente formula:

TMG = Z(Dn)/Zn

donde n = nimero de semillas que germinan en el dia D, y D = es el nUmero
de dias a  partr de la fecha de siembra (Ellis vy
Roberts, 1981; Flores et al., 2011).

Los porcentajes de CdG correspondientes a la cosecha 2008 y 2018 del

almacenamiento ex situ se analizaron mediante la prueba paramétrica de U-

43



Mann-Whitney, mientras que para los porcentajes de CdG de ambos afios de
cosecha del almacenamiento in situ se utilizé una prueba de comparacion de
medias de t-student. Posteriormente, se realizO un analisis de varianza
(ANOVA) para determinar si los porcentajes registrados de CdG presentaban

diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento (NCSS v.2020).

6.5. Elementos y factores climaticos: Efecto de la temperatura y humedad en la

viabilidad de las semillas

La precipitacion y temperatura de los afios 2008, 2018 y 2019 reportados por la
Comisién Nacional del Agua (CONAGUA, 2021) de la estacion climatolégica de
Tonahuixtla en San Jeronimo Xayacatlan en el Estado de Puebla (18°11'7.00" N,
97°55'11.00" O) fueron documentados y estudiados. La estacion climatolégica fue
elegida debido a la cercania con el micrositio de estudio y por presentar los registros

climaticos mas completos y recientes.

6.6. Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

NOTA EXPERIMENTAL. En el presente estudio s6lo se realizd la extraccion y

cuantificacion de proteinas totales.

Las semillas se pulverizaron con Nz liquido. Cada 0.5 g de tejido, se homogenizo con
5 mL de buffer de extraccion (APENDICE), y luego las muestras se centrifugaron

(Centrifuga (micro) 5415 R, Eppendorf®) a 226.4 g durante 15 min a temperatura
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ambiente. El sobrenadante fue recuperado y almacenado en un ultracongelador

(Thermo Scientific™ Forma™ serie 88000) a -86°C hasta su uso.

Las proteinas totales se cuantificaron con el método de Bradford® (Bradford, 1976)
(APENDICE), usando una curva patron de albimina sérica bovina (BSA) como
estandar a diferentes concentraciones (APENDICE). La absorbancia se ley6 a 590 nm
(APENDICE) en un espectrofotometro Genesys10S UV-VIS Spectrophotome-ter®

(Villa-Hernandez et al., 2013).

6.7. Correlacion entre los niveles de proteinas totales y la viabilidad de las semillas de

E. chiotilla almacenadas en condiciones in situ

Para evaluar la correlacion entre la CdG y la concentracion de las proteinas totales
para ambos afios de cosecha 2008 y 2018 bajo almacenamiento in situ, se realiz6 un

andlisis de correlacion de Pearson mediante el programa NCSS v.2020.

6.8. Alineamientos de secuencias nucleotidicas de genes LEA reportados en la

literatura

NOTA EXPERIMENTAL. Para realizar los alineamientos, se utilizaron los genes LEA
reportados en la literatura de especies de la Familia Cactaceae para obtener la relacion

filogenética entre las mismas.
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Con la finalidad de analizar la relacion entre especies de cactaceas, a partir de las
secuencias nucleotidicas de los genes LEA reportadas por Silva Ortega (2008), Ochoa
Alfaro (2011) y Hernandez-Camacho (2016) de las especies Opuntia streptacantha
(HM581971), Leuchtenbergia principis (KP720562), Mammillaria bombycina
(KP720560) y Opuntia ficus-indica (KP720561), se realizaron analisis de alineamientos

con el programa MultAlin (http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-bin/multalin.py), se obtuvieron

los porcentajes de similitud y la secuencia consenso. Posteriormente, se realizé una

basqueda en el programa BLAST utilizando la secuencia consenso.

6.9. Proteinas y moléculas implicadas en procesos de viabilidad y longevidad en

semillas de cactaceas y familias relacionadas

Se realiz6 una busqueda bibliografica empelando buscadores académicos como
Academia.edu (https://www.academia.edu/), Google Académico
(https://scholar.google.es/), NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Redalyc
(https:/lwww.redalyc.org/), ResearchGate (https://www.researchgate.net/), Scielo
(https://scielo.org/es/), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/), Springer Link

(https://link.springer.com/) y World Wide Science (https://worldwidescience.org/)

utilizando palabras clave como: seed viability, seed proteins, seed development, seed
proteomics, protein seed viability, molecular viability Cactaceae, viability cactaceae,
proceso viabilidad semillas, proteinas y viabilidad en semillas de cactaceas, entre

otras, para determinar las proteinas y otras biomoléculas relacionadas con la viabilidad
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y longevidad de semillas de las especies de las familias relacionadas filogenéticamente

con la familia Cactaceae.

Los autores de los nombres cientificos se revisaron utilizando principalmente la base

de datos “The Plant List” (www.theplantlist.com) y “Plants of the World Online”

(https://powo.science.kew.orqg/), asi como diversos fasciculos de la Flora del Valle de

Tehuacéan, como el No. 95 correspondiente al de la Familia Cactaceae (Arias et al.,

2012).
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7. RESULTADOS

7.1. Viabilidad de las semillas de Escontria chiotilla

7.1.1. Almacenamiento ex situ

Las semillas de E. chiotilla almacenadas bajo condiciones ex situ durante O y 10 afios
(cosechas 2018 y 2008, respectivamente) presentaron niveles altos (>75%) de
viabilidad, pero la viabilidad fue mayor en las semillas de la cosecha 2018 fue mayor
(86 = 2%) en comparacion con las semillas cosechadas en 2008 (77.3 + 9.9%; Figura

5).

La viabilidad de las semillas (cosecha 2018) almacenadas ex situ durante 18 meses
fue mayor (94.7 = 4.2%) que la de las semillas de la cosecha 2008 (37.3 = 5.03%)

almacenadas durante el mismo periodo (Figura 6).

El TMG de las semillas (colecta 2008) almacenadas ex situ durante 10 afios fue de 10

+ 0.6 dias, y las semillas (cosecha 2018) presentaron un TMG (6.6 £ 0.5 dias). Cuando
el almacenamiento ex situ se prolong6é 18 meses mas, el TMG de las semillas de la
cosecha 2008 fue de 8.6 £ 0.4 dias, y el de las semillas de la cosecha 2018 fue 5.7 +

1.1 dias (Cuadro 3).
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Figura 5. Capacidad de germinacion de las semillas de E. chiotilla de las cosechas 2008 y
2018 (almacenadas ex situ durante 10 y 0 afos, respectivamente).
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Figura 6. Capacidad de germinacion de E. chiotilla almacenadas ex situ alos 0, 6,y 18

meses (Comparacion de medias por Tukey).
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Los porcentajes registrados de CdG correspondientes a las cosechas 2008 y 2018

presentan diferencias significativas (U = 68; P = 0.015) (Figura 7).

Semillas de E. chiotilla en condiciones de
almacenamiento ex situ

100 ~

80

60

U =068

P =0.01486

40 -

CAPACIDAD DE GERMINACION (%)

20 T T

2008 2018
ANO DE COSECHA

Figura 7. Capacidad de germinacion de las semillas de E. chiotilla de las cosechas 2008 y

2018 (almacenadas ex situ durante 10 y 0 afios, respectivamente) (andlisis estadistico de U-

Mann-Whitney; NCSS v.2020).
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7.1.2. Almacenamiento in situ

La viabilidad de las semillas de la cosecha 2008 almacenadas in situ se mantiene alta
después de los 12 meses (66.7 £ 11.72%). Por el contrario, a los 18 meses de
almacenamiento, se observé un descenso en la viabilidad (CdG = 9.3 £ 6.11%) (Figura

8). La germinacion ocurrié entre los 6 y 10 dias.

En las semillas de la cosecha 2018 almacenadas in situ, la viabilidad se mantiene alta
entre los 0 y 12 meses (80 £ 2% y 86 = 2%, respectivamente). Al igual que en las
semillas de la cosecha 2008 almacenadas in situ, se present6 una disminucién de la
viabilidad a los 18 meses con el 21.3 + 6.1% (Figura 8). La germinacion ocurrid entre

los 7 y 9 dias.

La viabilidad de las semillas almacenadas in situ durante 0, 6 y 12 meses de los afios
de cosecha 2008 y 2018, no presento diferencias estadisticamente significativas (F =
0.97940; P = 0.39830), pero si hubo diferencias respecto a la viabilidad de semillas

almacenadas durante 18 meses (F = 75.38; P < 0.0001; Figura 8).
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Semillas de E. chiotilla en condiciones de
almacenamiento in situ
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Figura 8. Capacidad de germinacion de las semillas de E. chiotilla de las cosechas 2008 y

2018 almacenadas in situ durante 0, 6, 12 y 18 meses. Las letras diferentes representan

diferencias significativas entre los tiempos de almacenamiento (Comparacion de medias por

Tukey).

52



Los porcentajes registrados de CdG de las semillas entre los afios de cosecha no

presentaron diferencias significativas (t = 0.6902; P = 0.49731; Figura 9).

Semillas de E. chiotilla en condiciones de almacenamiento

in situ

100

80

60

40

CAPACIDAD DE GERMINACION (%)

20 1

0 T

t= 0.6902
P=0.49731

2008

2018
ANO DE COSECHA

Figura 9. Capacidad de germinacion de las semillas de E. chiotilla de las cosechas 2008 y

2018 (almacenadas ex situ durante 10 y 0 afios, respectivamente; comparacién de medias

de t-Student; NCSS v.2020).
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7.2. Efecto de la temperatura y precipitacion pluvial en la viabilidad de las semillas

Las temperaturas maximas extremas disminuyeron durante el afio 2008 por debajo de
30°C a partir del mes de junio y se mantuvieron alrededor de los 29°C de junio a
diciembre (Figura 10). Las temperaturas minimas extremas aumentaron por encima
de 10°C a partir de marzo y permanecieron constantes la mayor parte de la temporada
de lluvias (abril a septiembre); se registrd0 una minima temperatura en octubre (1°C).
El aumento de las temperaturas minimas extremas coincidié con el primer periodo de

floracién (marzo a mayo) y de fructificacion (abril a mayo) de E. chiotilla.

La temporada de lluvias en 2008 se presentd durante los meses de abril a octubre;
junio, julio y septiembre son los meses mas lluviosos, con registros de precipitacion
por encima de los 100 mm; durante los meses de abril, mayo y octubre se registraron
precipitaciones por debajo de los 50 mm. El inicio y el término de la temporada de
lluvias coincidioé con los dos periodos de fructificacién de E. chiotilla. Durante el mes
de septiembre se registraron los niveles mas altos de precipitacion del afio, por arriba
de los 150 mm, lo cual coincidi6 con el segundo periodo de fructificacién de la especie

de estudio (Figura 10).

La temporada de secas en el afio 2018 (enero a marzo y diciembre) y 2019 (enero a
marzo) coincidié con los registros de las temperaturas minimas extremas (alrededor
de los 5°C). En el afio 2018, las temperaturas maximas extremas se registraron en
marzo y en mayo (alrededor de 35°C) y disminuyeron en junio, registrado como el mes

con mayor precipitacion (> 200 mm). En 2019, las temperaturas maximas extremas se
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registraron durante febrero y de abril a junio, y las minimas extremas aumentaron en

abril por alrededor de los 10°C (Figura 11).

La temporada de lluvias en el afio 2018 inicio en el mes de abril y termina en noviembre
(Figura 11), lo cual coincidié con los periodos de fructificacion de E. chiotilla, al igual
qgue en el afio 2008 (Figura 10). Los niveles de precipitacion del afio 2018 fueron
menores que los registrados en el 2008 (por debajo de los 100 mm); el mes de junio
se registré como el mas lluvioso (por arriba de los 200 mm). En el afio 2019, el inicio
de la temporada de lluvias se registré en abril, lo cual coincidié con el periodo de
fructificacion, al igual que en los afios 2008 y 2018, aunque no se registraron lluvias

durante el mes de mayo (Figura 11).

La temporada de lluvias del afio 2008 (de abril a octubre; Figura 10) fue similar a la del
2018, aunque en este ultimo afio se prolong6 hasta noviembre (Figura 11). En 2008,
los meses con mas lluvias (> 150 mm) fueron junio y septiembre (Figura 10), a
diferencia del afio 2018 donde soélo se registraron lluvias mayores a 200 mm en junio,
y mayores a 100 mm para el aiio 2019 (Figura 11). Durante la mayor parte de la
temporada de lluvias del 2008, se registraron precipitaciones mayores a los 70 mm (de
junio a septiembre; Figura 10); mientras que para el afio 2018, se registraron lluvias

menores a 100 mm durante casi toda la temporada (Figura 11).

Los niveles de precipitacion fueron mayores en el afio 2008 que los registrados en los
afos 2018 y 2019. La temporada de lluvias en el afio 2008 comenzé desde el mes de
abril y termind en octubre; la mayor precipitacion se registré de junio a septiembre (>50

mm; Figura 10). En el aflo 2018, las lluvias comenzaron en abril, pero se prolongaron
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hasta el mes de noviembre (Figura 11); la precipitacion durante estos meses fue menor
en el 2018 (de 18 a 74 mm) que la registrada en el 2008 (de 74 a 180 mm). Para el
afio 2019, se observo que la temporada de lluvias también comienza en abril, igual
qgue los afios 2008 y 2018 (Figura 11). Aunque en el mes de mayo del 2019 no se
registraron lluvias, julio presentdé una mayor precipitacion (126 mm) que en julio del
2018 (35 mm; Figura 11). EI mes de junio present6 variaciones en la precipitacion de
los afios 2008, 2018 y 2019; en el afio 2018, junio presentd mayor precipitacion (208

mm), que los registrados en junio del 2008 (160 mm) y en junio del 2019 (45 mm).

Las temperaturas maximas extremas en el afio 2008 se mantuvieron alrededor de los
30°C en la mayor parte del afio (de junio a diciembre; Figura 10). En cambio, en el
2018 se registré un aumento en las temperaturas maximas extremas (de 29 a 35°C),

y un incremento para el afio 2019 (de 32 a 38°C; Figura 11).

Los registros de las temperaturas minimas extremas fueron menores en el afio 2008,
de 1 a 12°C (Figura 10), que las registradas para el 2018 (de 3 a 12°C) y 2019 (de 5 a

13°C; Figura 11).
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Figura 10. Relacion de la precipitacion pluvial y la temperatura mensual en el afio 2008 de la

estacion meteorolégica Tonahuixtla (CONAGUA). Los recuadros verdes indican la

temporada de fructificacion de E. chiotilla. El recuadro rosa indica el mes en el que se

adquirieron los frutos de E. chiotilla.
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Figura 11. Relacion de la precipitacion pluvial y temperatura mensual en los afios 2018 y
2019 de la estacién meteoroldgica Tonahuixtla (CONAGUA). Los recuadros verdes indican la
temporada de fructificacion de E. chiotilla. El recuadro rosa indica el mes en el que se
adquirieron los frutos de E. chiotilla. 1 exh, Primera exhumacién (noviembre, 2018); 2 exh,

Segunda exhumacion (mayo, 2019); 3 exh, Tercera exhumacion (noviembre, 2019).
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7.3. Contenido de proteinas totales en semillas de E. chiotilla

NOTA EXPERIMENTAL. En el presente estudio solo se trabajo con proteinas totales,

las cuales fueron extraidas de las semillas de E. chiotilla y cuantificadas.

La concentracion de las proteinas totales de las semillas de E. chiotilla de los afios de
cosecha 2008 y 2018 en el mes de almacenamiento O fue de 33.6 £ 1.5 mg/gpf (gramo
de peso fresco) y 32.3 + 0.7 mg/gpf, respectivamente, pero la concentracion disminuyd
después de los 18 meses tanto en almacenamiento ex situ (2008, 9.6 + 0.3 mg/gpf;
2018, 21.3 + 1.3 mg/gpf) como en almacenamiento in situ (2008, 19.4 + 1.1 mg/gpf;

2018, 12.8 =+ 0.8 mg/gpf; Figura 12, Cuadro 3).

La concentracién de las proteinas totales en semillas de las cosechas 2008 y 2018
enterradas durante 6 meses fue de 26.5 + 4.5 mg/gpf y 35.5 + 0.7 mg/gpf,
respectivamente. Después de 12 meses de enterramiento, las concentraciones fueron
de 34.2 £ 1 mg/gpf en las semillas de la cosecha 2008, y de 21.3 + 0.8 mg/gpf en las

de la cosecha 2018 (Figura 12, Cuadro 3).
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Concentracion de proteinas totales en semillas de E. chiotilla
en condiciones de almacenamiento in situ
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Figura 12. Contenido de proteinas totales en semillas de E. chiotilla de las cosechas 2008 y
2018 (almacenadas ex situ durante 10 y 0 afios, respectivamente) almacenadas in situ

durante 0, 6, 12 y 18 meses (Comparacion de medias por Tukey).

60



Cuadro 3. Promedios (n=3) de las concentraciones de proteinas totales y Tiempo Medio de

Germinacién (TMG) de semillas de E. chiotilla de las cosechas 2008 y 2018 a diferentes

tiempos de almacenamiento in situ (ANOVA).

ALMACENAMIENTO TIEMPO DE X CONCENTRACION
in situ Y ANO DE ALMACENAMIENTO* DE PROTEINAS X TMG (dias)
COSECHA (meses) TOTALES (mg/gpf)
0 33615 10.04 £ 0.6
6 26.5+45 6.2+0.3
2008
12 342+1 10.1+£1.3
18 194+1.1 59+19
0 32.3+0.7 6.6 £0.5
6 35.5+0.7 83+0.1
2018
12 21.3+0.8 7.8+05
18 12.8+0.8 9.1+11

*Promedios de las concentraciones de las proteinas totales (n=2); Promedios de los TMG,

(n=3); las exhumaciones se realizaron a los 6, 12 y 18 meses.

7.4. Correlacion entre los niveles de proteinas totales y la viabilidad de las semillas de

E. chiotilla almacenadas en condiciones in situ

Para determinar la correlacion entre la viabilidad de las semillas y la concentracion de

proteinas totales para los afios de cosecha 2008 y 2018, se realizé una prueba de
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Pearson para el almacenamiento in situ, empleando el coeficiente de correlacion de

Pearson (r) con un valor de significancia del 0.05.

Las semillas que fueron almacenadas in situ de las cosechas 2008 y 2018 presentaron

una r = 0.8 (Figura 13 y 14), lo que indica una alta correlacion entre la viabilidad y la

concentracion de las proteinas totales.

Las semillas de ambos afios de cosecha (2008 y 2018) presentaron una tendencia a

la disminucién de los niveles de proteinas totales y la CdG en el mes 18 durante el

almacenamiento in situ.
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Figura 13. Correlacion entre los promedios de la capacidad de germinacion (n=3) y los

promedios de la concentraciéon de proteinas totales (n=2) de las semillas de E. chiotilla del

afio de cosecha 2008 almacenadas in situ durante 0O, 6, 12 y 18 meses; rp = coeficiente de

correlacion de Pearson con una significancia del 0.05.

62



Semillas de E. chiotilla de la cosecha 2018 en
condiciones de almacenamiento in situ
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Figura 14. Correlacion entre los promedios de la capacidad de germinacion (n=3) y los
promedios de la concentracidn de proteinas totales (n=2) de las semillas de E. chiotilla del
afio de cosecha 2018 almacenadas in situ durante 0, 6, 12 y 18 meses; rp = coeficiente de

correlacion de Pearson con una significancia del 0.05.

Se encontr6 una asociacién lineal estadisticamente significativa, moderada vy
directamente proporcional entre la capacidad de germinacion y la concentracion de
proteinas totales de las semillas de E. chiotilla almacenadas in situ de las cosechas

2008 y 2018 (rr = 0.7, p<0.05; Figura 15).
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Semillas de E. chiotilla en condiciones de
almacenamiento in situ

100

90 12M 6M 02/'
S @ ° o 6M
Z 80 p = 0.7 o e
Q 0 - 0M
- .
< ® 1om
s 60
= ® cosecha 2008
w
® 50
B ® cosecha 2018
o 40
S
g 30 .
% 20 18M @
(@]

10 18M ¢
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40
CONCENTRACION DE PROTEINAS (mg/gpf)

Figura 15. Correlacion entre los promedios de la capacidad de germinacion (n=3) y los
promedios de la concentracién de proteinas totales (n=2) de las semillas de E. chiotilla de los
afios de cosecha 2008 y 2018 almacenadas in situ. Om, 0 meses de almacenamiento; 6M, 6

meses de almacenamiento; 12M, 12 meses de almacenamiento; 18M, 18 meses de

almacenamiento; rp = coeficiente de correlacién de Pearson con una significancia del 0.05.
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7.5. Secuencias y analisis filogenético de los genes LEA reportados para especies de

la familia Cactaceae

NOTA. Las secuencias nucleotidicas de los genes LEA de las especies de cactaceas
gue fueron empleadas y analizadas en el presente estudio, se obtuvieron a partir de la
informacion reportada en la literatura. Debido a los motivos de la pandemia,
anteriormente explicados, no se presentan las secuencias nucleotidicas para E.

chiatilla.

Son pocos los estudios de caracterizacidn y participacion de los genes y proteinas LEA
en cactéaceas. En este sentido, Silva Ortega (2008), Ochoa Alfaro (2011) y Hernandez-
Camacho (2016) aislaron y caracterizaron genes LEA en plantulas de diferentes
especies de cactaceas (Opuntia streptacantha, Leuchtenbergia principis, Mammillaria
bombycina y Opuntia ficus-indica). Como se mencioné en el apartado de Material y
Métodos, se realizaron alineamientos nucleotidicos y se obtuvo la secuencia consenso

(Figura 16).

Entre las cuatro especies de cactaceas se identificaron secuencias conservadas. A
partir del nucleétido 295 y hasta el 737 (letras rojas, Figura 16), los nucle6tidos son
compartidos entre las cuatro especies, lo cual indica regiones conservadas de los

genes LEA.

Posteriormente, a partir de la secuencia consenso, se realizé una busqueda de genes
mediante el programa BLAST®. El rango de porcentaje de identidad entre las especies

de cactaceas Leuchtenbergia principis, Opuntia streptacantha, Mammillaria bombycina
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y Opuntia ficus-indica fue entre 94.02 y 98.67% de identidad (Cuadro 4). L. principis
presenta una mayor relacion de identidad (98.67%) con respecto a O. streptacantha,
M. bombycina y O. ficus-indica, el programa BLAST la ubicé como ancestro comun en
el arbol filogenético (Figura 17), mientras que Opuntia ficus-indica mostré6 un menor
grado de similitud con respecto a las otras especies de cactaceas y es identificada
como el taxdn actual. Cabe resaltar que el programa BLAST identific6 una especie
externa (Suaeda salsa (L.) Pall.) al grupo de estudio con un porcentaje de identidad

<90.41% con respecto a los cuatro taxa de cactaceas (Cuadro 4).

Algunos autores clasifican a Suaeda salsa dentro de la Familia Amaranthaceae, y otros
dentro de la Familia Chenopodiaceae. Es una hierba halofitica de hojas suculentas con
alta tolerancia a la salinidad. Las especies haléfitas pueden diluir la sal dentro de sus
hojas suculentas o tallos, lo cual permite la alta tolerancia a ese tipo de estrés (Song y

Wang, 2015).
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Opstreptacantha
Leuchtenbergia
Hannillaria
Opuntia
Consensus

Opstreptacantha
Leuchtenbergia
Hannillaria
Opuntia
Consensus

Opstreptacantha
Leucht.enbergia
Hamnnillaria
Opunt.ia
Consensus

Opstreptacantha
Leuchtenbergia
Hannillaria
Opuntia
Consensus

Opstreptacantha
Leuchtenbergia
Hannillaria
Opuntia
Consensus

Opstreptacantha
Leuchtenbergia
Hannillaria
Opuntia
Consensus

1 10 20 20 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130

1 1
ATGGCGGARGAACACCARARAGG TGACAACGTGAACGTGGAGAGCAGTGATCGCGGACTGTTCGACTTCATGARGARGAACAARGGAGAGTGGTGATGAGAAGARAGATCARGAGGAGG TGATCGCCACTG

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1 1
AGTTCCACCACAAGGTGGAGGTTTCCAAGGARGACARACACGACGAGARCARGGARGGTGGCCTTCTTCACARGCTCCATCGTTCCGACGCCAGCTCCTCTTCTTCTGATGAGGAGGAGGGAGATGACGA
GAGGAGGAGGGAGATGACGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
AGACAAGAAGAGGAGGAAGAAGGAGARGAAA---AAGAARGGAT TGAAGGAGARGAT TARGGAGAAACTTCCAGGCCACCACAAGGAGCAGGARGAAGARCARGAGGACAAGCARARGGATCATCATCAT
AGACAAGAAGAGGAGGAAGAAGGAGARGARAGARAAGGARGGAT TGAAGGAGARGAT TARGGAGAAACT TCCAGGCCACCACAAGGAGCAGGARGAAGARCARGAGGACAAGCARARGGATCATCATCAT

ARAGAAGGAT TGARGGAGAAGAT TARGGAGARACTTCCAGGCCACCACARGGAGCAGGARGARGAACAAGAGGACARGCARARGGATCATCATCAT

ARAGAAGGAT TGARGGAGAAGAT TARGGAGARACT TCCAGGCCACCACARGGAGCAGGARGARGARCAAGAGGACARGCARARGGATCATCATCAT
rrrsrsssrsssrssnrssnrssnsssssssss s MlagAAGGATTGARGGAGARGAT TARGGAGARACT TCCAGGCCACCACAAGGAGCAGGARGAAGARCARGAGGACARGCARRAGGATCATCATCAT

391 40 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
CATCATCATGATGARGAGGACACCAATATAGCAARTAGAGARGATCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTTGGAGGCCGARGGGGAGARGA
GATGAARGAGGACACCARTATAGCARTAGAGARGATCCACGTGGARGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCCGAAGGGGAGAAGA
~GATGARGAGGACACCAATATAGCAARTAGAGAAGATCCACGTGGAAGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCCGARGGGGAGARGA
GATGAARGAGGACACCARTATAGCARTAGAGARGATCCACGTGGARGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTCGGAGGCCGAAGGGGAGAAGA
++sese40.0ATGAAGAGGACACCARTATAGCARTAGAGARGATCCACGTGGARGAGGTGATCTACTCGGAGCCATCTTACCCTGCCCCGGCCCCACCGCCACCTCATTeGGAGGCCGARGGGGAGAAGA

521 530 540 550 560 570 580 590 GO0 610 620 630 640 650
1 1
AGGGGCTGCTTGAGARGATCARGGACAAGC TGCCAGGT-—-CAGCACARGARGGCCGAGGL CGAGCACGAGGTGGTCCCARCGGCCACTGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGARGARGGGGTT
AGGGGCTGCTTGAGARGATCARGGACAAGC TGCCAGGT-—-CAGCACARGARGGCCGAGGLCGAGCACGAGGTGGTCCCARCGGCCACTGCCACCGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGARGARGGGGTT
AGGGGCTGCTTGAGARGATCARGGACAAGC TGCCAGGTGGTCAGCACARGARGGCCGAGGLCGAGCACGAGGTGGTCCCARCGGCCACTGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGARGARGGGGTT
AGGGGCTGCTTGAGARGATCARGGACAAGC TGCCAGGTGGTCAGCACARGARGGCCGAGGLCGAGCACGAGGTGGTCCCARCGGCCACTGCCACTGTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGARGARGGGGTT
AGGGGCTGCTTGAGARGATCARGGACAAGC TGCCAGGT ggt CAGCACARGARGGCCGAGGLCGAGCACGAGGTGGTCCCAACGGCCACTGLCACE GTGGCCGAGGGGGAGGCCCAGGAGAAGARGGGGTT

651 111 670 680 690 F00 710 720 730 740 750
1 1
TTTGGACARGATCAAGGAGAAGATCCCTGGCTTCCACTTTAAGGCTCCTGAGGAGGACARGARGGATGTGGAGTGTGATCAARCCCCCTTCATCAARCTTAA
CTTGGACARGATCAAGGAGAAGATCCCTGGCTTCCACTCTARGGCTCCTGAGGAGGACARGARGGATGTGGAGTGTGATCAACCCCCTTCARTCA
TTTGGACARGATCAAGGAGAAGATCCCTGGCTTCCACTTTAAGGCTCCTGAGGAGGACARGARGGATGTGGAGTGTGATCAACCCCLD
TTTGGACARGATCAAGGAGARGATCCCTGGCTTCCACTTTAAGGCTCCTGAGGAGGACARGARGGATGTGGAGTGTGATCAACCCCLD
ETTGGACARGATCAAGGAGARGATCCCTGGCTTCCACTE TAAGGCTCCTGAGGAGGACARGARGGATGTGGAGTGTGATCAACCCLLd. v vsvevans

Figura 16. Alineamientos nucleotidicos de genes LEA de cuatro especies de cactaceas, Opuntia streptacantha, Leuchtenbergia principis,
Mammillaria bombycina, Opuntia ficus-indica. LETRAS ROJAS, nucleétidos que comparten todas las especies; LETRAS AZULES, 102
nucleotidos que comparten algunas especies; LETRAS NEGRAS, nucle6tidos presentes en 1 o0 2 especies (Generado mediante el

programa MultAlin).
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Cuadro 4. Porcentajes de identidad entre las secuencias nucleotidicas de cuatro especies

de cactaceas (Opuntia streptacantha, Leuchtenbergia principis, Mammillaria bombycina,

Opuntia ficus-indica) y Suaeda salsa. Generados mediante el programa BLAST.

NUMERO DE
DESCRIPCION % IDENTIDAD

ACCESO
Leuchtenbergia principis dehydrin-like protein gene, partial cds 98.67 KP720562.1
Mammillaria bombycina dehydrin-like protein gene, partial cds 98.67 KP720560.1
Opuntia streptacantha dehydrin 1 (dhnl) gene, complete cds 94.44 HM581971.1
Opuntia ficus-indica dehydrin-like protein gene, partial cds 94.02 KP720561.1
Suaeda salsa dehydrin mMRNA, complete cds 90.41 KC013239.1

Suaeda salsa dehydrin mRNA, complete cds
@ Leuchtenbergia principis dehydrin-like protein gene, partial cds
@ Opuntia ficus-indica dehydrin-like protein gene, partial cds
@ Opuntia streptacantha dehydrin 1 (dhnl) gene, complete..
1 0.03 | y Cactaceas

| | Q

Mammillaria bombycina dehydrin-like protein gene, parti..

Figura 17. Arbol filogenético generado por el programa CLUSTAL Omega (CLUSTER
Aligning W) mediante del programa bioinformatico BLAST de cuatro especies de cactaceas
(Opuntia streptacantha, Leuchtenbergia principis, Mammillaria bombycina, Opuntia ficus-
indica) mostrando el parentesco entre ellas y comparando con una especie externa mas

relacionada (Suaeda salsa) a partir de las secuencias de nucleétidos.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP720562.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=1&RID=UBYE86D1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP720560.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=2&RID=UBYE86D1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HM581971.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=3&RID=UBYE86D1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KP720561.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=4&RID=UBYE86D1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KC013239.1?report=genbank&log%24=nucltop&blast_rank=5&RID=UBYE86D1016

7.6. Proteinas y moléculas implicadas en procesos de viabilidad y longevidad en

semillas de cactaceas y familias relacionadas

Durante la fase de maduracion de la semilla, se activan mecanismos para prevenir y
reparar el dafio generado durante la desecacion, ya que estas dependen de la
capacidad para reparar las moléculas dafiadas durante la imbibicion, como la
reparacion de las proteinas dafiadas cuando el metabolismo es reactivado (Chatelain
et al., 2013). La participacion de diversas biomoléculas en mecanismos de reparacion
o proteccién, como proteinas LEA, HSP, proteinas de unién a ARN que conservan el
ARN mensajero en las semillas secas y azUcares no reductores (sacarosa y
oligosacaridos) que previenen la desnaturalizacién de las proteinas, protegen a las

membranas y participan en la formacion de un estado vitreo (Zinsmeister et al., 2020).

Los estudios sobre viabilidad y longevidad de semillas han sido realizados, en su

mayoria, sobre especies de las Familias Brassicaceae, Fabaceae y Poaceae.

Ogé y colaboradores (2008) reportan la actividad de la proteina L-Isoaspartil
Metiltransferasa (PIMT) en semillas de Arabidopsis involucrada en la longevidad de
las semillas, la cual es una enzima reparadora cuya funcion es limitar el dafio inducido
por la acumulacion de residuos anormales de isoaspartilo (isoAsp) como resultado de
la degradacion de asparaginil (Asn) y residuos de aspartilo (Asp). Wei y colaboradores
(2015) aislaron 2 genes de PIMT en arroz (Oryza sativa L.) a los cuales denominaron
OsPIMT1 y OsPIMT2, que se expresan de forma similar bajo condiciones de estrés

oxidante, por salinidad y frio.

Rajjou y colaboradores (2008) sugieren que los cambios en la regulacion de la sintesis

de las proteinas, las modificaciones postraduccionales y el recambio de proteinas son
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determinantes para el mantenimiento de la semilla. Se ha identificado la presencia de
la proteina RAB18 (proteinas que participa en la respuesta a ABA18), una dehidrina
que pertenece a la familia de las proteinas LEA, al analizar el proteoma de semillas
de Arabidopsis. La alta expresion de RAB18 en semillas maduras podria relacionarse
con la adquisicion de la tolerancia a la desecacion y la tolerancia al estrés. El aumento
de la oxidacién de las proteinas, debido principalmente a las Especies Reactivas de
Oxigeno (EROs), podria inducir una pérdida de las propiedades funcionales de las
enzimas y aumentar la susceptibilidad a la protedlisis, por lo que son importantes los

sistemas antioxidantes.

Se ha sugerido que los procesos principales relacionados con el envejecimiento de la
semilla son el estrés oxidante, la lipoperoxidacién y la respiracion. La lipoperoxidacion
y la respiracion dan como resultado la generacién de aldehidos reactivos, tales como
malondialdehido (MDA) y acetaldehido, los cuales reaccionan con aminoacidos y
proteinas. Los aldehidos intervienen en varias rutas metabodlicas fundamentales de
carbohidratos, vitaminas, esteroides, aminoacidos y lipidos, y son generados en
respuesta al estrés por salinidad, deshidratacion, frio y cambios en la temperatura,
alterando el metabolismo. En semillas de arroz (O. sativa), el aldehido
deshidrogenasa7 (OsALDH?7) es importante para el mantenimiento de la viabilidad, ya
qgue reduce la formacibn de MDA generados por el estrés oxidante durante la

deshidratacion y la lipoperoxidaciéon (Shin et al., 2009).

Wu y colaboradores (2011) también demostraron que en semillas de maiz (Z. mays)
con altos niveles de viabilidad, existen bajas concentraciones de MDA, por lo que
sugieren que la pérdida de la viabilidad podria relacionarse con la lipoperoxidacion,

relacionando también la presencia de la proteina LEA del tipo dehidrina EMB564.
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Destacan la importancia de diversas biomoléculas que participan en la viabilidad de
las semillas, como: las HSP, las cuales se adhieren a las proteinas desnaturalizadas
y estabilizan su conformacion, debido a que interactian con otras proteinas (funcién
de chaperonas); y las enzimas antioxidantes glioxalasa, tiorredoxina peroxidasa,
superoxido dismutasa y glutation S-transferasa, que protegen a las células del dafio

oxidante.

Sathish y colaboradores (2015) identificaron la presencia de 16 proteinas involucradas
en la viabilidad de las semillas de frijol (V. mungo) y las agruparon en ocho categorias
de acuerdo con su funcion: estructura celular, destino y almacenamiento de proteinas,
sintesis de proteinas, transportadores, transcripcion, metabolismo,
enfermedad/defensa, y poco claro o no caracterizado. La funcion de estas proteinas
es importante para el mantenimiento de la integridad de la membrana celular durante

el almacenamiento y mantenimiento de la viabilidad.

El envejecimiento de la semilla produce la pérdida de la viabilidad durante el
almacenamiento y se ha relacionado con el dafio del ADN causado principalmente por
la presencia de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs). Existen vias de reparacion
gue estabilizan el genoma y el proteoma de la semilla que desempefian un papel en
la mejora de la longevidad. Ha sido demostrada la importancia de las ADN ligasas en
Arabidopsis, como la AtLIG4 (participando en la reparacién del genoma durante la
imbibicion) y AtLIG6 (la cual codifica una proteina con una estructura de dominio
exclusiva de las especies vegetales), reparando el dafio del ADN en semillas bajo

estrés, extendiendo asi su longevidad (Waterworth et al., 2010).

La reparacion de los residuos de aspartato/asparagina en las proteinas es necesaria

para la longevidad de las semillas. Se ha sugerido que la enzima Metionina Sulféxido
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Reductasa (MSR), la cual repara la Metionina Sulféxido, contribuye a la longevidad de
la semilla. Empleando semillas de M. truncatula y Arabidopsis, se identificaron y

analizaron las secuencias de MSR (Chatelain et al., 2013).

Los estudios sobre las biomoléculas que participan en la viabilidad de semillas aun
son escasos, especialmente dentro de la Familia Cactaceae; la viabilidad esta
relacionada principalmente con las condiciones de almacenamiento y los diferentes
tipos de estrés a los que estas puedan estar sometidas. La relacion que guardan las
semillas de las especies anteriormente mencionadas con la especie de estudio es su
alta tolerancia a la desecacion (semillas ortodoxas), por lo que se infiere que dichos
procesos, asi como la participacion de estas biomoléculas, también intervengan en la

viabilidad y longevidad de las semillas de E. chiotilla.
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8. DISCUSION

8.1. Viabilidad de las semillas de Escontria chiotilla

8.1.1. Almacenamiento ex situ

Las semillas de E. chiotilla almacenadas en condiciones ex situ durante 0 y 10 afios
(cosechas 2018 y 2008, respectivamente) mantuvieron porcentajes de germinacion
elevados, semejante a lo reportado por Guzméan-Hernandez (2018), quien indica que
la viabilidad de las semillas de E. chiotilla es elevada (>85% de germinacién) en
almacenamiento ex situ durante, al menos, 8 afios. Guillén Trujillo y colaboradores
(2014) indican que el tiempo de almacenamiento ex situ podria no afectar la viabilidad
de las semillas de Ferocactus townsendianus Britton & Rose (Cactaceae) cuando son
almacenadas en condiciones de laboratorio a temperatura ambiente, obteniendo
germinaciones del 74% para semillas con 10 afios de almacenamiento. Nobel (1988)
indica que la temperatura favorable para mantener la viabilidad es entre 17 y 34°C con
un valor 6ptimo de 25°C reportado para 19 especies de cactaceas como Cereus
peruvianus (L.) Mill., Echinocactus grusonii Hildm., Mammillaria zeilmanniana Boed.,
Opuntia phaeacantha Engelm., Stenocereus thurberi (Engelm.) Buxb. y en

Agavaceae, Agave deserti Engelm.

Aunque los porcentajes registrados de Capacidad de Germinacion (CdG) de semillas
de E. chiotilla fueron elevados (> 75%) para ambos afios de cosecha (2008 y 2018),
existieron diferencias estadisticamente significativas en el almacenamiento ex situ
indicando rangos variables de porcentajes de CdG para las semillas de la cosecha
2018. Dichas diferencias de los datos de CdG entre cosechas pudieron deberse a la

cantidad de lotes de germinacion y semillas empleadas para el registro de los datos;
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es decir, es probable que los rangos de los valores de los porcentajes de CdG de las
semillas se redujeran para cada afo de cosecha si se aumentara el nimero de

repeticiones.

Estudios en semillas de cactaceas han demostrado que la edad genera una respuesta
germinativa muy variable; para algunas especies como Ferocactus wislizeni (Engelm.)
Britton & Rose, Opuntia spp., Stenocereus stellatus (Pfeiff.) Riccob., S. queretaroensis
(F.A.C. Weber ex Mathes.) Buxb. y Turbinicarpus pseudopectinatus (Backeb.) Glass
& R.A. Foster, los porcentajes de germinacion incrementan conforme aumenta la
longevidad (Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000; Flores et al., 2005; Navarro et
al., 2014), La informacién sobre las condiciones de almacenamiento en las que se
mantuvieron las semillas de dichas especies no es mencionada por los autores, pero
esta informacion podria compararse con las semillas de E. chiotilla en donde los
niveles de viabilidad son altos bajo condiciones de almacenamiento ex situ, aun
después de 10 afios. Es decir, es posible que la longevidad potencial esté determinada
por las condiciones controladas de humedad, temperatura y luz, que favorecen al

mantenimiento de la viabilidad durante largos periodos de tiempo.

El Tiempo Medio de Germinacion (TMG), es decir, los dias transcurridos y la cantidad
de semillas germinadas por dia, varié para cada afio de cosecha, como se mostr6 en
el Cuadro 3, lo cual podria indicar que el tiempo de almacenamiento ex situ afecta la
velocidad en la que germinan las semillas de E. chiotilla por dia, ya que las semillas
de reciente cosecha (2018) tardaron menos dias en germinar, aun después de los 18
meses de almacenamiento, en comparacion con las de 10 afios de almacenamiento
(2008). Es importante resaltar que dichos resultados podrian deberse al nUmero de

repeticiones de las germinaciones (3 lotes de 50 semillas).
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Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes (2000) indican que la mayoria de las semillas de
cactdceas presentan un comportamiento del tipo ortodoxo; es decir, las semillas
mantienen la viabilidad por varios afos en condiciones controladas de
almacenamiento (ex situ), aunque esto también depende de factores como la

temperatura, estado de madurez o, incluso, de las infecciones por hongos o bacterias.

Se ha reportado que en las semillas de cactaceas almacenadas bajo condiciones de
laboratorio (conservacion ex situ) la pérdida de la viabilidad puede variar entre las
diferentes especies; mientras que en algunas la viabilidad disminuye en un afio, otras
pueden mantenerla por mas de 5 afios (Cuadro 5; Vazquez-Yanes y Toledo, 1989;
Rojas-Aréchiga y Vazquez-Yanes, 2000; Rojas-Aréchiga y Batis, 2001). Por ejemplo,
Navarro y colaboradores (2014) reportaron que las semillas de Echinocactus
platyacanthus forma grandis (Rose) Bravo pueden ser almacenadas hasta por seis
afos, similar a lo obtenido en el presente trabajo donde se observa que la viabilidad
de las semillas de E. chiotilla es elevada en condiciones de almacenamiento ex situ

por mas de 10 afos.
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Cuadro 5. Longevidad reportada por diferentes autores para semillas de especies

de cactaceas almacenadas en condiciones ex situ (obtenido de Rojas-Aréchiga y

Vazquez-Yanes, 2000).

CACTACEA

LONGEVIDAD

(afos)

Haageocereus turbidus Rauh & Backeb,
4 afos después de
Zimmer (1970) Oreocereus erectocylindrica (Rauh &
ser enterradas
Backeb.)
Alcorn & Martin 10 afios (en
Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton & Rose
(2974) laboratorio)
Zimmer & Schultz Oreocereus erectocylindrica 3
(1975) Eulychnia castanea Phil. 4
Coryphantha odorata Boed. 7
Ferocactus herrerae J.G.Ortega, F. emoryi
Fearn (1977) 10
(Engelm.) Orcutt
Especies del género Brasilicactus <4
Ferocactus histrix (DC.) G.E.Linds. 2
Del Castillo
Melocactus sp. >5
(1986)
Matucana sp. 4-5
Anon (1997a,b,c) Parodia sp. Aproximadamente, 9

* Las condiciones de preservacion no son mencionadas por los autores.

En comparacién con otras especies diferentes a las cactaceas, Singh y Richa (2016)

reportan que las semillas de Dendrocalamus hamiltonii Nees & Arn. ex Munro

(Poaceae) pierden la viabilidad después de los 12 meses de almacenamiento en
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laboratorio, diferente a lo obtenido en los niveles de viabilidad para las semillas de E.

chiotilla analizadas en el presente trabajo.

Las causas de la pérdida de la viabilidad de las semillas durante el almacenamiento
son variables, y diversos estudios la relacionan con perturbaciones bioenergéticas,
dafio a los acidos nucleicos, pérdida de vitaminas y hormonas, y el deterioro de las

membranas (Singh y Richa, 2016).

La informacion sobre la viabilidad en semillas de E. chiotilla obtenida en este estudio,
resaltan la importancia de las condiciones de almacenamiento ex situ para favorecer

la viabilidad de las semillas y asegurar la conservacion de esta especie de cactacea.

8.1.2. Almacenamiento in situ

Las semillas de las cosechas 2008 y 2018 que fueron almacenadas en condiciones in
situ, presentaron una tendencia a la reduccion notable de la viabilidad en el mes 18
de almacenamiento, similar a lo reportado por Guzman-Hernandez (2018), quien
mostré que cuando las semillas de E. chiotilla son enterradas en el suelo enterradas
en el suelo, mantienen la viabilidad durante mas de un afio, pero menos de dos, esto
indica que existe un efecto de las condiciones ambientales en el almacenamiento que
afecta la viabilidad. Se ha demostrado que los factores ambientales como la luz, la
temperatura, la humedad del suelo y, en general la estacionalidad, afectan la
germinacion y la viabilidad de la semilla (Enriquez-Pefia et al. 2004, Guillén Trujillo et
al., 2014). Como se ha mencionado, la viabilidad es diferente ain entre especies de
cactaceas, como es el caso de semillas de Ferocactus wislizeni, las cuales germinaron

en un 87.5 % después de haber estado enterradas durante 17 meses (Bowers, 2000).
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Algunos estudios concluyen gue los porcentajes de germinacion de las semillas de
algunas especies disminuyen cuando éstas son mas longevas, como Brasilicactus
spp., Cephalocereus senilis (Haw.) Pfeiff., Cleistocactus straussii (Heese) Backeb.,
Echinocereus reichenbachii (Terscheck) J.N.Haage, Escobaria tuberculosa (Engelm.)
Britton & Rose, Ferocactus acanthodes (Lem.) Britton & Rose, Melocactus peruvianus
Vaupel, Notocactus scopa (Spreng.) Backeb., Pseudolobivia kermesina Krainz y
Samaipaticereus corroanus Céardenas (Navarro et al., 2014), pero las condiciones de
almacenamiento en las que se mantuvieron las semillas de dichas especies no son
claras. Lo anterior coincide con lo encontrado en la CdG de las semillas de E. chiotilla;
la viabilidad de las semillas almacenadas en condiciones in situ disminuye a partir de
los 12 meses, probablemente debido a las condiciones ambientales a las que fueron
sometidas. Asi se podria referir a la longevidad ecolégica cuando los niveles de
viabilidad de las semillas disminuyen en las diferentes especies de cactaceas, como
en E. chiotilla, debido a los cambios en la temperatura y las condiciones de humedad

por los factores ambientales.

Existen diversas razones por las cuales las semillas pierden la viabilidad en el suelo,
una de ellas son las caracteristicas propias de cada semilla. Vazquez-Yanes y
colaboradores (1997) indicaron que la germinacién en el suelo puede depender de
diversos factores como las caracteristicas morfofisiolégicas propias de las semillas de
cada especie (permeabilidad de las cubiertas, composicion quimica de las reservas,
tamafio de la semilla y contenido de humedad), las condiciones ambientales
(humedad del suelo y la temperatura), asi como la estacionalidad durante la
produccion de flores y frutos de la planta madre. Por otro lado, Romo-Campos y

colaboradores (2010) asociaron la dureza de la testa con una baja germinacion en
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especies del género Opuntia (Cactaceae), lo que podria estar relacionado con un tipo
de estrategia germinativa para asegurar la protecciéon del embridon y asi lograr su
establecimiento. Mientras que Bowers y Pearson (2001) compararon el tamafio de las
semillas de Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton & Rose (1.5 mm, 1.3 mg) y
Ferocactus wislizeni (2.4 mm, 3 mg) (Cactaceae), y sugieren que el tamafio mas
grande, en las semillas de la primera especie puede conferir mayor tolerancia a la
sequia ya que podria permitirles almacenar una mayor cantidad de humedad. Por el
contrario, aunque son pocos los estudios sobre semillas de E. chiotilla, Sanchez y
colaboradores (2015) sefialan que el tamafo pequefio de las semillas en especies de
ambientes aridos permite a las especies una mejor dispersion y garantiza una rapida
germinaciéon. En general, las especies que producen semillas pequefas, como las
semillas de Stenocereus queretaroensis (F.A.C. Weber ex Mathes.) Buxb. de 2.6 mm
y las de Astrophytum myriostigma Lem. de 2.9 mm, aproximadamente, se distribuyen

en habitats soleados y secos (De la Barrera, 1997; Sdnchez-Salas et al., 2015).

La capacidad de la semilla de mantener la viabilidad y la longevidad puede depender
de las caracteristicas propias de la semilla (contenido de agua, la presencia de
algunos compuestos de la cubierta de la semilla que limitan la difusién del oxigeno al
embrion, proteinas de estrés como las HSP, proteinas LEA y las proteinas de union

al ARN); éstas difieren entre especies (Castellion, 2008; Zensmeister et al., 2020).

Priestley (1986) indica que en climas humedos donde las semillas absorben y pierden
agua, la persistencia en el suelo depende de los mecanismos de reparacion, asi como
lo reportado por Gonzalez-Zertuche y colaboradores (2001) quienes asocian una
intensa sintesis proteica en semillas enterradas de Wigandia urens (Ruiz & Pavon) H.

B. K. (Hydrophyllaceae) asociados a factores de luz y temperatura.
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La presencia de las EROs también es un factor relacionado con el deterioro a nivel
celular durante el almacenamiento de las semillas (Bailly y Kranner, 2011),
particularmente en el deterioro de las membranas; en las semillas, las EROs se
asocian con el envejecimiento y la pérdida de la viabilidad a causa de la
lipoperoxidacion, como consecuencia de una mayor cantidad de radicales libres de
oxigeno (Hendry, 1993; Wu et al.,, 2011; Zensmeister et al., 2020). Los dafios
producidos por EROs pueden ser revertidos durante el metabolismo pre-germinativo
durante la reparacion y sintesis de novo de acidos nucleicos y proteinas (Castellion,
2008). En el presente trabajo no se realizaron estudios de EROs, pero se sugiere la
necesidad de estudiar estas biomoléculas para conocer su efecto en la viabilidad de

las semillas de E. chiotilla en almacenamiento in situ y ex situ.

8.2. Efecto de la temperatura y la precipitacion pluvial en la viabilidad de las semillas

de E. chiotilla

Las semillas méas longevas (cosecha 2008), asi como las semillas de cosecha reciente
(2018), registraron una notable disminucidbn en la viabilidad durante el
almacenamiento in situ. Durante el mes 6 y 12 de almacenamiento in situ, se presenta
la primera temporada de secas y un aumento en la temperatura maxima extrema
(>35°C), lo que probablemente afectd su viabilidad tanto a las semillas mas longevas
(cosecha 2008) como a las semillas de cosecha reciente (2018), ya que se registra
una notable disminucién en la viabilidad. Considero que la viabilidad de las semillas
de E. chiotilla disminuye cuando estas son almacenadas in situ, independientemente

del tiempo de almacenamiento ex situ (0O y 10 afios).
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La viabilidad y longevidad de las semillas estan relacionadas principalmente con la
temperatura y el contenido de humedad. Hudson y Dale (1980) indican que las
condiciones de almacenamiento que mantienen la viabilidad de las semillas son
aquellas que reducen la actividad metabdlica sin dafiar al embribn como una reduccion

en el contenido de humedad de la semilla.

Mondoni y colaboradores (2014) indican que la influencia materna transmitida
genéticamente permite que las plantas que se desarrollan en ambientes calidos
produzcan semillas de vida mas larga debido a que estas tienen que soportar
condiciones mas dificiles para mantener la viabilidad después de la dispersion en
comparacion con las plantas que crecen en ambientes mas frios. Las semillas de
cactaceas responden de forma diferente ante los cambios de temperatura y humedad
dependiendo de cada especie. Por ejemplo, De la Barrera (1997) indica que en
Stenocereus queretaroensis, la germinacidon aumenta cuando las semillas son
expuestas a un bajo potencial hidrico (0 y -0.01 MPa) y a temperaturas entre 15y
25°C; asi como lo reportado por Bauk y colaboradores (2015) en semillas de
Gymnocalycium monvillei (Lem.) Pfeiff. ex Britton & Rose, donde la germinacion
también es mayor cuando existe bajo potencial hidrico (0 y -0.2 MPa) y una

temperatura de 25°C.

Ruiz y colaboradores (2015) indican que el periodo de cosecha de jiotillas se realiza
aproximadamente después de 12 semanas del periodo de floracion (antesis), es decir,
entre mayo Y junio, que es el periodo que coincide con el inicio de la temporada de
lluvias y durante el cual se registran temperaturas medias mensuales alrededor de 21
y 23°C durante los afios 2008, 2018 y 2019, lo que indicaria una mayor cantidad de

humedad para el banco de semillas. Es posible que la mayor disponibilidad de agua
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debido a las temporadas donde se presentaron mas lluvias afecte el estado
metabdlico de las semillas ocasionando que estas reactiven el metabolismo durante
la imbibicion y, nuevamente, se reduzca al no existir las condiciones favorables para
germinar. Los periodos de imbibicién podrian reflejar un decremento en la viabilidad
de las semillas. La temporada de lluvias en verano, debido al tipo de clima presente
en la zona de estudio (calido y templado con lluvias en verano), pudo tener un efecto
negativo en la viabilidad de las semillas de E. chiotilla, provocando una disminucion

notable en los niveles de CdG en el mes 18 de almacenamiento in situ.

Se sugiere que en la familia Cactaceae la germinacién de las semillas estd mas
asociada a la heterogeneidad ambiental que a aspectos relacionados con la filogenia
(Navarro et al., 2014). Debido a esto, son diversos los factores que podrian estar

asociados con la viabilidad de las semillas cuando éstas son almacenadas in situ.

8.3. Proteinas totales y su relacién con la viabilidad en semillas de E. chiotilla

Los niveles de proteinas totales de las semillas de E. chiotilla de los afios de cosecha
2008 y 2018 disminuyen durante el almacenamiento in situ. El contenido de proteinas
totales disminuye con el tiempo; se registraron los niveles mas bajos a los 18 meses

de almacenamiento.

Existen estudios en los que se reporta que el deterioro de las semillas esta relacionado
con algunas proteinas. Rajjou y colaboradores (2008) mencionan que en semillas de
Arabidopsis la abundancia de algunas proteinas son variables dependiendo del nivel
de deterioro en el que se encuentra la semilla; por ejemplo, observaron que disminuye

la abundancia de la cadena de tubulinas B2 B3, la dehidrina RAB18 vy
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fosfoglucomutasas en semillas maduras deshidratadas. También se ha sugerido que
la respiracion podria ser la causa principal de la descomposicion de los carbohidratos,

grasas y proteinas (Kugbei, 2019).

Por otra parte, LOpez-Urrutia y colaboradores (2014) indican que los contenidos de las
proteinas totales de semillas de cactaceas pueden variar segun la especie bajo
tratamientos de hidratacion-deshidratacion, ya que en semillas de Ferocactus
peninsulae (A.A. Weber) Britton & Rose, la expresion de proteinas totales fue mas alto
en comparacion a las semillas de Pachycereus ssp. después de un tratamiento de

hidratacién-deshidratacion.

Algunos factores, como el almacenamiento prolongado y el estrés ambiental, pueden
producir un deterioro en las semillas. Rajjou y colaboradores (2008) indican que el
almacenamiento prolongado de las semillas conlleva a un estrés oxidante y que,
posiblemente, un incremento en la oxidacién de las proteinas provocaria una pérdida
en sus propiedades funcionales. Mientras que Kugbei (2019) indica que las
condiciones ambientales podrian hacer mas susceptibles a las semillas al deterioro

debido, por ejemplo, a las altas temperaturas.

Es probable que las condiciones ambientales tengan un efecto a nivel protedmico en
las semillas de E. chiotilla cuando son almacenadas in situ ya que la tendencia es a la

disminucién de los niveles de proteinas totales en este almacenamiento.
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8.3.1. Correlacion entre los niveles de proteinas totales y la viabilidad de las

semillas de E. chiotilla almacenadas en condiciones in situ

Los niveles de viabilidad y la concentracion de las proteinas disminuyeron con el
aumento del periodo de almacenamiento in situ para las semillas de ambos afios de
cosecha (2008 y 2018). Los niveles mas bajos de viabilidad y proteinas totales se

registraron para el mes 18 de almacenamiento in situ

Se ha sugerido la importancia de la presencia de la proteina EMB, que pertenece al
grupo 1 de las proteinas LEA, participando en el mantenimiento de la viabilidad de las
semillas durante la maduracion y su almacenamiento, actuando como citoprotector
debido a que es una proteina altamente hidrofilica y su estructura es desordenada
(Wu et al., 2011). En otras especies como el maiz, la proteina EMB564, que participa
en la proteccion contra la desecacion, podria tener un papel de biomarcador en la
viabilidad de las semillas; en frijol, la PVLEA se acumula durante el desarrollo de la
semilla, en respuesta al ABA, durante el déficit hidrico; en arroz, la aldehido 7-
deshidrogenasa mantiene la viabilidad desintoxicando los aldehidos generados por la
lipoperoxidacion; y la actividad de la enzima L-isoaspartil metiltransferasa repara el
dafio de la proteinas dafiadas contribuyendo al mantenimiento de la viabilidad y
longevidad, asi como la participacion del grupo 2 de las proteinas LEA (DHN)
relacionadas con los diferentes tipos de estrés en las semillas de Arabidopsis
(Brassicaceae) (Ogé et al., 2008; Rajjou et al., 2008; Shin et al., 2009; Wu et al., 2011,

Wei et al., 2015).
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8.4. Alineamientos y analisis filogenético de secuencias nucleotidicas de genes LEA

reportados para la familia Cactaceae

Como se ha mencionado, aun son pocos los estudios realizados sobre la identificacion
y la participacion de las proteinas LEA en cactaceas. Hernandez-Camacho y
colaboradores (2017) identificaron secuencias homadlogas de genes de tipo dehidrina
en especies de cactaceas Opuntia ficus-indica, Mammillaria bombycina y
Leuchtenbergia principis, los cuales comparten entre 96 — 97% de identidad con el

gen del tipo dehidrina 1 de Opuntia streptacantha (OpsDHN1).

En el presente trabajo, las secuencias nucleotidicas de genes LEA reportadas por
Herndndez-Camacho (2016) fueron comparadas, y se obtuvo un porcentaje de
similitud (>90%) con Suaeda salsa que, aunque no refleja relacién cercana con la

familia Cactaceae, pertenece al orden Caryophyllales.

Herndndez-Camacho y colaboradores (2017) estudiaron la relacion evolutiva de
secuencias de genes parciales del grupo de las DHN (grupo 2 de las proteinas LEA)
e identificaron que existen genes fuertemente relacionados con las especies de
cactaceas, Opuntia streptacantha, Leuchtenbergia principis, Mammillaria bombycina,
Opuntia ficus-indica; asi como Suaeda glauca DHN (Amaranthaceae), Atriplex halimus
L. DHN (Amaranthaceae), y Tamarix hispida Willd. DHN (Tamaricaceae), lo cual indica
qgue el género Suaeda genéticamente, guarda una estrecha relacion con la familia

Cactaceae, como lo reflejan los datos obtenidos mediante el programa BLAST.

El grupo 2 de las proteinas LEA (DHN) ha sido el méas estudiado. Battaglia y
colaboradores (2008) analizaron la estructura de 4 proteinas LEA, del tipo DHN,

presentes en diferentes especies (Craterostigma plantagineum Hochst.
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(Linderniaceae), Vigna unguiculata (L.) Walp. (Leguminosae), Glycine max (L.) Merr.
(Leguminosae) y Arabidospsis), e indicaron que estas proteinas se encuentran en una
conformacion en gran parte hidratada; ni la temperatura, ni las sales estabilizadoras
promueven estructuras ordenadas; Lopez-Urrutia y colaboradores (2014) reportan la
presencia de un inhibidor de la alfa-amilasa que pertenece al grupo 2 de las proteinas
LEA (LEA2_PHAVU, inhibidor 2 de la alfa-amilasa) bajo tratamientos de hidratacion-

deshidratacion.

Particularmente, la acumulacion de las proteinas LEA se relaciona con la adquisicion
de la tolerancia a la desecacion y pueden estar relacionadas con el estrés biotico y
abidtico; pero cada grupo de proteinas LEA tiene diferente eficacia de proteccion
sobre otras moléculas segun diferentes niveles de déficit hidrico y la edad de
maduracion de la semillas. Se ha visto que proteinas del tipo dehidrina, como la
sensible a ABA18 (RAB18), se degradan progresivamente bajo tratamientos de
deterioro controlados (Rajjou et al., 2008; Cuevas-Veladzquez y Covarrubias-Robles,

2011).

Aunque se podria sugerir que las diferentes concentraciones de proteinas a diferentes
tiempos de almacenamiento para ambos afios de colecta se deben a la presencia de
diferentes grupos de proteinas LEA (Mercado Diaz de Ledn, 2018), Gonzalez-
Zertuche y colaboradores (2001) sefalan que los diversos factores del suelo, como la
salinidad y la humedad, pueden ser importantes para determinar la expresion de las
proteinas en las semillas enterradas. La separacion de proteinas por peso molecular
a través de andlisis electroforéticos permitiria conocer los niveles de proteinas en las

diferentes condiciones (in situ y ex situ) y tiempos de almacenamiento (0, 6, 12y 18
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meses), asi como observar los cambios en el contenido de proteinas totales en las

semillas.

Aunque todavia es escasa la informacion sobre proteinas en semillas de cactaceas,
especialmente para E. chiotilla, los datos reportados por Silva Ortega (2008), Ochoa
Alfaro (2011) y Hernandez-Camacho (2016), permitieron analizar la relacion entre las
especies L. principis, O. streptacantha, M. bombycina y O. ficus-indica mediante
secuencias conservadas y porcentajes de similitud (>98%) generados por el programa
BLAST. Las secuencias conservadas obtenidas, sugieren una mayor probabilidad de
encontrar genes que codifiquen proteinas LEA, asi como otras proteinas que puedan
estar participando en mantener la viabilidad de las semillas de E. chiotilla, debido a la

estrecha relacion que mantienen las especies que integran a la Familia Cactaceae.

Battaglia y colaboradores (2008) sefialan que las proteinas LEA se encuentran
presentes en diferentes grupos de plantas, desde Briofitas hasta Angiospermas,
sometidas a diferentes tipos de estrés, sugiriendo que este grupo de proteinas es
conservado, por lo tanto, hay una alta probabilidad de encontrarlas presentes en las

proteinas totales extraidas de las semillas de E. chiotilla.

8.5. Proteinas y moléculas implicadas en procesos de viabilidad y longevidad en

semillas de cactaceas y familias relacionadas

Como se ha mencionado, las semillas pasan por diferentes etapas durante su
desarrollo y pueden presentar deterioros a nivel celular, provocando una disminucion
o pérdida de la viabilidad, pero los procesos y biomoléculas que podrian intervenir son

diversos.
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Se ha sugerido que el dafio en las proteinas y a las membranas por lipoperoxidacién
en las semillas ocasiona la pérdida de la viabilidad, siendo las causas principales del
envejecimiento. Generalmente, las proteinas dafiadas pueden ser reemplazadas a
través de la sintesis de novo. Por el contrario, algunos organismos deben reparar las
proteinas dafiadas debido a que el proceso de sintesis es limitado por la baja actividad
metabdlica, en el caso de las semillas (Rajjou et al., 2008; Sathish et al., 2015; Wei et

al., 2015).

A través de diferentes estudios, se ha sefialado que la participacion de algunas
proteinas podria afectar la viabilidad de las semillas. Por ejemplo, en arroz (Oryza
sativa) y Arabidopsis la acumulacion de isoAsp en semillas envejecidas o debido al
estrés, afecta la viabilidad; la actividad de la enzima L-isoaspartil metiltransferasal
(PIMT) repara el dafio ocasionado por isoAsp. Mientras que, Dobiezz y Piotrowicz-
Cieslak (2017) identificaron que en semillas de lupino (Lupinus albus), la presencia de
conglutinas (proteinas de almacenamiento) podrian ser determinantes para la

viabilidad (Ogé et al., 2008; Wei et al., 2015).

Por otra parte, se ha estudiado la participacion de algunas proteinas que son
importantes para mantener la viabilidad. En arroz, la proteina aldehido
deshidrogenasa7 desintoxica los aldehidos generados por la lipoperoxidacién (Shin et
al., 2009); en semillas de maiz, han sido identificadas enzimas antioxidantes (como la
catalasa, superéxido dismutasa y peroxidasa) que protegen a las células del dafio
oxidante, asi como la importancia de la expresién de las HSP en la proteccién de las
semillas durante la etapa de deshidratacion (Wu et al., 2011); en el caso del frijol, se
ha observado que existe menor sintesis de alfa globulina en semillas envejecidas

(Sathish et al., 2015).
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La informacién de semillas de cactaceas sobre la participacion de biomoléculas,
diferentes a las DHN, en relacion con la viabilidad aun es escasa. La mayoria de los
estudios sobre viabilidad son sobre semillas pertenecientes a las Familias como
Brassicaceae (Arabidopsis), Fabaceae (lupino, frijol) y Poaceae (arroz, maiz). Por el
contrario, la relacion de estas especies con la de E. chiotilla es la alta tolerancia a la
desecacion, es decir, son semillas del tipo ortodoxo. Los estudios relacionados con la
pérdida de la viabilidad sugieren que la etapa de desecacién de la semilla
desencadena procesos que pueden ser perjudiciales para la semilla y reflejarse en la
pérdida de la viabilidad y su envejecimiento. Es por tal motivo que, como se menciond
anteriormente, es importante realizar estudios a nivel molecular para identificar la

participacion de las biomoléculas en la viabilidad de semillas de E. chiotilla.
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9. CONCLUSIONES

Las condiciones de almacenamiento ex situ (condiciones de laboratorio;
obscuridad, 25 = 3°C) mantuvieron los niveles de viabilidad elevados en las
semillas de Escontria chiotilla por al menos 10 afos, lo que favorecié su
conservacion. La viabilidad durante el almacenamiento in situ disminuyo al
mes 18, por lo que se sugiere que las semillas de E. chiotilla forman bancos

persistentes a corto plazo.

Los factores ambientales, como la humedad y las variaciones en las
temperaturas durante el almacenamiento in situ, tuvieron un efecto en la
viabilidad de las semillas, independientemente de la edad (cosechas 2008,
almacenadas ex situ por 10 afios; y 2018, sin almacenamiento ex situ), ya que

presentaron una tendencia a la disminucién de la viabilidad en el tiempo.

Los niveles de proteinas totales disminuyeron en semillas de E. chiotilla
almacenadas in situ, en ambas cosechas (2008 y 2018), correlacionandolo con

la disminucién de la viabilidad.

El alineamiento y andlisis filogenético de las secuencias de genes LEA para
cactaceas reportados en la literatura demostré que las secuencias
nucleotidicas son altamente conservadas en la familia y que existe una especie
externa (Suaeda salsa), o que sugiere que es necesario realizar estudios de
expresion génica en E. chiotilla para conocer su relacion con miembros de la

familia.
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Los factores que intervienen en la viabilidad de las semillas son variables y
dependen de las condiciones de almacenamiento ex situ (temperatura y
humedad controladas) o in situ (factores climaticos), asi como de las
caracteristicas propias de la semilla en donde intervienen las diversas
biomoléculas que dan proteccion y reparan el dafio, principalmente, durante la

etapa de desecacion de la semilla.

Escontria chiotilla (Cactaceae) es una especie endémica del Valle de
Tehuacan-Cuicatlan por lo que es importante realizar estudios sobre el
funcionamiento y el papel que tienen las proteinas LEA y otras biomoléculas
para continuar generando informacion sobre los procesos metabdlicos que

participan en el mantenimiento de la viabilidad de las semillas.
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Figura 17. Curva de BSA. Absorbancia obtenida por diferentes concentraciones de BSA,

ecuacion de la recta (y=mx+b) y el coeficiente de determinacién (R?)

Cuadro 6. Concentraciones de proteinas totales en semillas de E. chiotilla

Concentracion

de BSA (ug/ul)

Agua Destilada (ul)

almacenadas ex situ e in situ.

Bradford (ul)

Volumen Final (mL)

0 800 200
5 795 200
10 790 200
15 785 200
20 780 200
30 770 200
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Cuadro 7. Concentraciones de BSA para la determinacion de la curva patrén.

Promedio de Concentracion de
Absorbancias (hm) Albumina (ug)

0.0 0
0.1096 5
0.2334 10
0.3003 15
0.41695 20
0.54275 30

Cuadro 8. Reactivos para preparar 50 ml de Buffer de extraccion.

REACTIVO CANTIDAD (mg)
HEPES 0.5985
Pirofosfato de Sodio 0.6645
Ortovanadato de Sodio 0.009195
Molibdato de Sodio 0.01205
Fluoruro de Sodio 0.04195
EDTA 0.05845
EGTA 0.38035
Manitol 1.822
Y, de pastilla de inhibidor de proteasa por cada 50 ml

Los reactivos se agregan uno por uno en 20 ml de agua inyectable en el orden anterior en

agitacion constante. Al finalizar, aforar a 50 ml con un pH de 7.6. Por cada gramo de

muestra, se agregan 10 ml de solucién de Buffer de extraccion.
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Cuadro 9. Soluciones afadidas para medir las absorbancias de las muestras de E.

chiotilla para ambos afios de cosecha y diferentes tipos de almacenamiento.

Volumen utilizado

del extracto de Agua Destilada  Bradford
Volumen Final (ul)

proteinas de E. (uh (uh

chiotilla (ul)

795 200 1000

* Las muestras de las proteinas totales se leyeron a una absorbancia de 590 nm en el
espectrofotdbmetro para ambos tiempos (0 y 10 afios) y tipos de almacenamiento (in situ y ex

situ).
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