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RESUMEN

Las semillas de Agave salmiana subsp. salmiana son lacrimiformes, planas y de color negro
brillante. En biologia la dormancia de semillas es fendmeno que impide o retrasa la
germinacion, cuando las condiciones internas o externas no son las adecuadas. En este trabajo
se buscoO acelerar el proceso de germinacion de las semillas de A. salmiana mediante la
estimulacion con microondas. Se aplicaron cinco tratamientos a diferentes tiempos. Las
semillas se caracterizaron bioguimicamente. EI tamafio de las semillas y el germen fue de 8 y
6 mm, y 5y 1 mm, de largo y de ancho, respectivamente. La composicién quimica mostré un
extracto etéreo del 7.5%, una humedad del 10.1%, el contenido de carbono fue del 62-69% y
el oxigeno fue del 22-24%. Estos parametros se mantuvieron constantes antes y después de
los tratamientos, y no se observaron cambios en la microestructura de la semilla, cuando se
realizaron las mediciones con el microscopio electrénico de barrido (MEB). Por otro lado, la
proteina total, las proteinas estructurales (albumina) y de reserva (globulina, prolamina,
glutelina) y el contenido de glucosa, mostraron cambios importantes que se evidenciaron en

el desarrollo y crecimiento la plantula.



ABSTRACT

Agave salmiana ssp. salmiana seeds are lacrimyform, flat, and shiny black. In biology, seed
dormancy is a phenomena that prevents or delays germination, when internal or external
conditions are not appropriate. In this work we sought to accelerate the germination process
of the A. salmiana by microwave stimulation. Five treatments were applied at different times.
The seeds were characterized biochemically. The size of the seeds and germ was 8 and 6 mm,
and 5 and 1 mm, in length and width, respectively. The chemical composition showed ether
extract of 7.5%, humidity of 10.1%, carbon content was 62-69% and oxygen were 22-24%.
These parameters remained constant before and after the treatments, and no changes were
observed in the microstructure of the seeds when measurements were made with the scanning
electron microscope (SEM). On the other hand, total protein, structural proteins (albumin)
and reserve proteins (globulin, prolamin, glutelin) and glucose content, showed important

changes that were evident in the development and growth of the seedling.
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INTRODUCCION

En Meéxico, el género Agave se encuentra representado por 155 especies, de las cuales el
Agave pulquero (Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck) esta ampliamente representado en el
altiplano mexicano (SADR, 2016; Narvéez-Suérez et al., 2016). Ademas, constituye un
recurso forestal de gran importancia para el mantenimiento de los suelos (Pérez-Esparia et al.,
2022), asi como para la extraccion de aguamiel, a partir del cual se puede elaborar pulque y
jarabe de maguey (Cuervo-Parra et al., 2017). El método de propagacién mas comun es
mediante hijuelos vegetativos debido a que se desarrollan mas rapidamente en comparacion

con las plantulas producidas por semilla.

El uso de la radiacion de microondas para acelerar la germinacion de semillas se ha
incrementado en los Ultimos afios (Moreno et al., 2017). La radiacion de microondas se asocia
con ondas de menor frecuencia y mayor longitud de onda, en comparacion con la radiacién
visible, cuyo efecto sobre la germinacion de semillas ha sido estudiado en cultivos como; trigo
(Triticum aestivum), garbanzo (Cicer arietinum), frijol mungo (Vigna radiate) y frijol
makusta (Vigna aconitefolia; (Mohammad et al., 2018). En estos cultivos, se ha observado
que la estimulacion por radiacion de microondas en un tiempo adecuado de exposicion puede
mejorar la germinacion de las semillas, e incrementar el vigor de las plantulas. En especies de
semillas con problemas de germinacion, genera efectos estimulantes sin causar variaciones
genéticas (Salomon-Diaz et al., 2017). Esto es debido a la radio sensibilidad, una propiedad
intrinseca de los seres vivos que varia dependiendo del organismo y especie (Alvarez et al.,
2011).

Por todo lo anterior, este trabajo tuvo por objetivo, evaluar el efecto de la aplicacion de
diferentes dosis de microondas sobre la germinacion de semillas de A. salmiana, asi como
analizar alteraciones en la composicion quimica y estructural de las semillas derivado de cada

dosis de microondas aplicada.



CAPITULO |

ANTECEDENTES
1. Generalidades de los agaves.

Los Agaves son plantas perennes, con hojas suculentas, arregladas en espiral alrededor de un
tallo central corto, con crecimiento desde herbaceo a arboreo, con espinas marginales y una
espina terminal en el apice de cada hoja (Aedo et al., 2013; Frisby et al., 2018). El género
Agave (familia Asparagaceae; Frisby et al., 2018), estd representada por aproximadamente
310 especies reportadas, con alrededor de 273 especies ubicadas en México, de las cuales el
55% son endémicas (Castillo et al., 2007; Flores et al., 2009; Robles & Cruz, 2023). Se
distribuyen desde el sur de Canada, México, Centro y Sudameérica (siguiendo principalmente
la cadena montafiosa de los Andes hasta Bolivia y Paraguay) e islas del Caribe y en menor
presencia en la zona meridional y occidental de los Estados Unidos de Norteamérica (Garcia
& Galvéan, 1995). Estas plantas, se encuentran adaptadas principalmente a climas aridos,
donde se ubican en matorrales, pastizales, bosques de pino y encino, selvas secas y himedas,

0 ambientes mas extremos como suelos rocosos (CONABIO, 2021).
1.1 Caracteristicas bioldgicas.

Los Agaves, son plantas monocotiledéneas y hermafroditas, es decir, que cuando germinan
producen un solo cotileddn a partir del cual emergen todas las hojas. Las plantas, tienen forma
de pifia, de donde se desarrollan las hojas, que comunmente reciben el nombre de pencas.
Mismas que pueden ser, rectas o dobladas, carnosas, de bordes espinosos y con una pua al
final de cada hoja. Su inflorescencia o quiote, llega a medir hasta 12 metros, este tamarfio va a
depender de la especie de Agave y de las condiciones ambientales a las que cada planta haya
estado expuesta durante su ciclo de vida (Figura 1). El color de los Agaves va desde el verde

claro hasta el verde oscuro casi parpura, pasando por varios tonos de azul (SIAP, 2017).

El tiempo de vida de los Agaves depende de la especie, variando desde los cinco hasta los
setenta afos, antes de que la planta produzca su quiote o escapo floral. Las flores del quiote
ofrecen néctar a insectos, aves y murciélagos, mismos que polinizan dichas flores con el polen
de otros individuos de su misma especie (CONABIO, 2021). La capacidad de almacenar agua

por unidad de area de transpiracion o suculencia es una propiedad crucial para la supervivencia



de este tipo de plantas. Por tanto, cuanto mas se desarrollen las plantulas, podran sobrevivir a

periodos de sequia (Cundapi-Gomez, 2012).

Flores — -« ." 5 Escapo
floral

Bulbilos — - Sl 0 quiote

Bracten - d

Figura 1. Morfologia general de una planta de A. salmiana.

1.2 Usos de los agaves.

Las plantas del género Agave han sido de gran importancia para los habitantes de
Mesoamérica desde hace unos 10,000 afios (Mora-Lopez et al., 2011). En México, estas
plantas tienen usos variados como son: alimento para ganado o para humanos (aguamiel y
bebidas fermentadas o destiladas, gusanos), extraccion de fibras, materiales de construccién
y medicamentos (Vazquez-Garcia et al., 2016), asi como para la elaboracion de cercos y como

cobertura viva para la retencion de agua del suelo (Vazquez-Garcia, 2018).



1.3 Maguey pulquero.

Dentro del género Agave, las principales especies productoras de aguamiel para la elaboracion
del pulque son: A. salmiana (maguey pulquero); A. mapisaga (maguey blanco), A. atrovirens
Kawr (maguey manso), A. lehmannii (maguey corriente), A. cochlearis (maguey verde) y A.

attisima jacobi o maguey de venado (Flores-Morales et al., 2009).

El maguey pulquero, se cultiva desde la época prehispanica, principalmente para la
produccion de aguamiel, mezcal y fibra (Cruz-Vasconcelos, et al., 2020). El A. salmiana tiene
su origen en el Altiplano Mexicano, y se cultiva desde los 1,200 a 2,500 msnm, con
precipitacion pluvial de 350 a 1,000 mm anuales (Flores-Morales et al., 2009). Es la especie
con mayor presencia en el Altiplano Central Mexicano debido a que se trata de una especie
con muy buena adaptacion a condiciones de baja precipitacion, heladas frecuentes, asi como
suelos con poca fertilidad (Narvaes-Suérez et al., 2016).

Este maguey es de tamafio mediano a grande, con vastagos cortos, que forman rosetas de 1.5
a 2.0 m de alto. Las hojas tienen dimensiones en los rangos de 100-200 cm de largo y 20-35
cm de ancho, lineares lanceoladas, acuminadas, grueso-carnosa de color verde a grisaceo,

convexas hacia la base, y concava o acanalada hacia la punta (Nieto-Aquino et al., 2016).
1.4 Nutricion.

Los Agaves presentan un metabolismo acido crasulaceo (CAM), que les permite absorber CO-
por las noches, evitando la deshidratacion en horas de mayor calor, y asimilarlo en el ciclo de
Calvin durante el dia (Cruz-Vasconcelos et al., 2020). Las plantas CAM exhiben tasas en la
eficiencia del uso del agua cinco a diez veces mas altas que las plantas C4, debido a que los
estomas de las plantas CAM permanecen cerrados durante casi todo el dia, resultando en una
ventaja competitiva en ambientes donde el agua es un factor limitante (Geydan & Melgarejo,
2005). Estudios realizados en plantas con fotosistema CAM, han reportado niveles mayores
de Ca, Mg y Mn que en la mayoria de las plantas C4 (Gutiérrez, 2011).

1.5 Reproduccién.

A. salmiana desarrolla sus flores en la punta de un quiote, el cual se ramifica para dar lugar a
una inflorescencia formada por un eje principal. Las flores del maguey pulquero

tradicionalmente se conocen como “gualumbos”, cuando son fecundadas producen semillas



que se dispersan a través del viento y por otros factores ambientales. La gran mayoria de las
especies del género Agave mueren una vez que concluye su ciclo de floracion y reproduccion

sexual.

Los Agaves tienen otras formas de reproduccion, la asexual: por medio de bulbillos y por
hijuelos. Los primeros se forman en las ramas del quiote a partir de una yema que al
desarrollarse da lugar a bulbillos o retofios, mientras que los segundos son retofios mas
vigorosos que nacen a partir de los rizomas de la planta (propagulos de rizoma). Tanto los
bulbillos con los diferentes tipos de hijuelos son genéticamente idénticos a la planta madre
(CONABIO, 2021).

La forma més comun de propagacion de los Agaves cultivados (ya sea para la produccion de
pulque, mezcal o tequila) es de manera asexual, debido a las practicas agricolas ancestrales de
los productores de Agave. Esta practica consiste en separar a los hijuelos de la planta madre,
después de que han alcanzado entre 30 y 50 cm de altura y una longitud entre 5y 8 cm de las
hojas. Los hijuelos emergen de la planta madre después del primer afio de plantacion, y pueden
ser plantados directamente en la tierra bajo condiciones naturales, 0 mantenerse en
condiciones de invernadero hasta que alcancen el tamafio adecuado para ser trasplantado a la

tierra en campo. (Cundapi-Gémez, 2012).
1.6 Formacion de las semillas.

Las semillas de las angiospermas se componen generalmente de: a) embrién, endospermo y
testa.

a) Embrién: es resultado de la fecundacién de la célula huevo por la célula
espermatica masculina.

b) Endospermo: surge de la fecundacion y fusion de los dos nacleos de la célula
central con el ndcleo masculino. Las semillas almacenan en células del
endospermo las moléculas de reservas necesarias para el crecimiento de la planta
como: carbohidratos, aceites y proteinas (Angeles et al., 2017).

c) Testa: la capa externa de la semilla que es la barrera protectora entre el embrion y

el ambiente externo.



El desarrollo de una semilla comprende tres fases principales: 1) diferenciacion y formacion
del embriodn, 2) acumulacion de sustancias de reserva, y 3) maduracion y deshidratacion (Pita-
Villamil & Pérez-Garcia, s.f ; Mantilla, 2008).

1.6.1 Desarrollo de las semillas de A. salmiana.

Este proceso de desarrollo de las semillas inicia cuando el centro del Agave maduro, periodo
que tarda entre 6 y 25 afios dependiendo de la especie (SAGARPA, 2017; CONVITE, 2019),
se adelgaza y acumula azUcares necesarios para el desarrollo de su quiote, conforme el quiote

crece le brotaran las ramas que sostendran los racimos de sus flores (Figura 2).

Botones Flores Flores Frutos
fase macho fase hembra

Figura 2. Desarrollo de las flores y frutos de un Agave (Granich et al., 2018).

Las flores tienen diferente tiempo de desarrollo, las ramas inferiores del quiote son las
primeras en abrir, posteriormente las de en medio y por ultimo las de la punta. En las flores
se encuentran los 6rganos reproductores (masculino y femenino) de la planta. En los Agaves
apenas la flor se abre se desarrollan las anteras o estambres (parte masculina) donde se produce
el polen, méas adelante las anteras se secan y al mismo tiempo se madura el estilo, el estigma
y los ovarios (parte femenina) que se encontraban ocultos en la base de la flor. Aunque la flor
tiene ambos érganos reproductores, por lo general no se auto fecunda, si no que, es fecundada
por polinizadores externos como murciélagos, abejas, mariposas, y colibries, principalmente
(Trejo-Salazar et al., 2015; Gomez-Ruiz, 2020). Estos polinizadores depositan el polen en los
estigmas de la planta, el cual entra a los estilos hasta llegar al fondo y fecunda los évulos,
desencadenando la formacion de las semillas. Las semillas de A. salmiana son lacrimiformes,

planas y de color negro brillante (Figura 3; Gutiérrez et al., 2020).
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Figura 3. Morfologia de las semillas de A. salmiana subsp. salmiana. a) Semillas viables y b) forma

lacrimiforme.

Una vez fecundados los 6vulos, se forman las semillas dentro del ovario y se desarrolla el

fruto, mientras que las partes de las flores restantes secas se caen. Cada fruto aloja

aproximadamente trescientas semillas; sin embargo, muy pocas germinan. Esto debido a que

no todas son viables, es decir, algunas semillas son vanas (semilla que carece de embrion),

otras son consumidas por animales o caen en sitios desfavorables para su crecimiento (Figura
4; Granich et al., 2018).
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Figura 4. Estructura de A. salmiana subsp. salmiana y ubicacion de sus semillas en la planta.



1.6.2 Germinacion de las semillas.

Cuando la embriogénesis se completa, la semilla comienza a acumular reservas que permitiran
nutrir al embrién durante la germinacion de la plantula. Durante la fase de maduracion, la
semilla se deseca y el ciclo celular se suprime, entra a una fase conocida como dormancia,
considerado simplemente como un bloqueo de la germinacion de una semilla viable. Este
bloqueo previene que la semilla germine en condiciones desfavorables y que lo haga cuando

existan condiciones Optimas, ademas, ayuda a la dispersion de estas (Penfield, 2017).

La germinacion comienza con la hidratacion de la semilla seca, seguida por el crecimiento y
expansion del embrion. La hidratacién se puede dividir en tres fases: a) inicia con una ingesta
de agua rapida, b) posteriormente la absorcion llega a un periodo de estacionamiento, durante
el cual se comienza la actividad metabdlica y c¢) finalmente ocurre un incremento en la tasa de
hidratacion; mientras que el embridn se elonga, rompe el endospermo y la testa para completar
la germinacion. Ademas de los requerimientos de agua, las semillas también son sensibles a
otros factores como, temperatura, luz, asi como de las concentraciones de oxigeno, nitrato y

fitohormonas (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

En este sentido el papel de las fitohormonas, como el &cido abscisico (ABA) y acido giberélico
(GA), ha sido ampliamente estudiados, es considerado clave en el control de la dormancia y
germinacién. (Carrillo,2016; Alcantara et al., 2019) La presencia del ABA es necesaria para
prevenir los procesos relacionados con la germinacién. Por el contrario, las plantas deficientes
en la produccion o percepcion de GA son incapaces de germinar, a menos que se remueva la
cubierta y el endospermo. Es decir, ambas hormonas actian de manera antagonista (Penfield,
2017).

Durante y después de la germinacién, el crecimiento temprano de la plantula es impulsado por
el catabolismo de las reservas acumuladas de proteinas, aceites y almidon acumulado durante
la maduracion. Estas reservas permiten la expansion celular, el desarrollo de cloroplastos y el
crecimiento de la raiz hasta que el crecimiento fotoautétrofo pueda ser establecido (Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006; Penfield, 2017).



1.7 Composicion bioquimica de las semillas.

Las semillas tienen componentes de reserva que consisten en proteinas, carbohidratos y
lipidos, la proporcion y localizacion de estos compuestos varia de acuerdo con la especie
(Granich et al., 2018).

1.7.1 Proteinas en semillas.

Las proteinas son moléculas grandes y complejas formadas por una o mas cadenas lineales o
plegadas de aminoacidos. Los aminoacidos son moléculas formadas por un grupo amino
(NH,) y un grupo carboxilo (COOH), enlazados al mismo carbono (C) de la molécula y estan
unidos por un enlace peptidico (enlace de un grupo amino con un carboxilo perteneciente a
otro aminoacido; Gonzalez-Torres et al., 2007). La cantidad de proteina presente en las
semillas en peso seco, varia entre 10% en cereales, a 40% en ciertas leguminosas y oleaginosas
(Latham, 2002; Courtis, 2013; Gonzalez, 2020), constituyendo una importante fuente de
proteina dietética. La gran mayoria de las proteinas en las semillas maduras tienen funciones
metabdlicas o estructurales. Ademas, todas las semillas contienen uno o mas grupos de
proteinas en grandes cantidades, que sirven como reserva de aminoacidos para su uso durante
la germinacion y el posterior crecimiento de las plantulas. Las proteinas de almacenamiento
son de vital importancia, determinan el contenido total de proteina de la semilla y la calidad
para diversos usos. Se ha observado que, la proporcion baja de aminoacidos en las proteinas
de almacenamiento (lisina, treonina, triptéfano y cisteina) en algunas semillas de cereales
(Garcia-Rodriguez et al., 2017) y en semillas de leguminosas (lisina, treonina, triptéfano,
cisteina y metionina), limitan la calidad nutricional cuando se utilizan estas semillas como
alimento para animales monogastricos (Shewry et al, 1995). En el caso del trigo, las proteinas
de almacenamiento forman la fraccion de gluten, que favorece la elaboracion de pan y pastas

(Correa-Navarro et al., 2017).

Las proteinas presentes en las semillas pueden tener diferentes funciones y pueden estar
metabolicamente activas (enzimas y nucleoproteinas) o inactivas (estructurales o de reserva).
Ademas, se pueden diferenciar en base a su solubilidad en cuatro tipos de proteinas:

albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas (Tabla 1).



Tabla 1. Solubilidad y funcién de proteinas presentes en las semillas vegetales.

Tipo de proteina Solubilidad Funcion
Albuminas Solubles en agua Estructural
Globulinas Solubles en soluciones salinas Reserva (Dicotiledoneas)
Prolaminas Solubles en soluciones acuosas de etanol Reserva (Cereales)
Glutelinas Solubles en soluciones de acidos y bases diluidas Reserva (Cereales)

(Shewry et al., 1995).

Las proteinas se clasifican en base a criterios genéticos y moleculares, basada en la estructura
genética, en homologias de la estructura primaria y en su acumulacion dentro de la semilla
(Fukushima, 1991). De esta forma, es posible dividirlas en dos grandes grupos: prolaminas
(engloba a las albuminas) y glutelinas (engloba las globulinas; Tabla 2). Aunque las glutelinas
y las globulinas tienen patrones distintos de solubilidad, las secuencias primarias tienen una
identidad del 32 al 37%, ambas se sintetizan a partir de un precursor grande y se procesan
proteoliticamente en un polipéptido &cido y otro basico; ademas, de que ambas se acumulan

y almacenan en vacuolas (Katsube et al., 1999).

Tabla 2. Clasificacion de proteinas, basada en criterios genéticos y moleculares.

Criterio Globulinas Prolaminas
Mecanismo de acumulacién Vacuola Directa
Estructura genética Con intrones Sin intrones
Secuencia de aminoacidos Sin estructuras repetidas Con estructuras repetidas

(Fukushima, 1991)

1.7.1.1 Albuminas.

Son proteinas que se ubican principalmente en el citoplasma del embrién, no son
constituyentes del gluten y proveen azufre a la semilla durante la germinacién. En la mayoria
de las semillas de tipo leguminosa, las alouminas son una fuente buena de lisina y aminoacidos
azufrados, principalmente la metionina (Oliveros, 2012). La funcion principal de las
albuminas es la reserva de nutrientes, sin embargo, se ha observado actividad biolégica como

inhibidores de proteasas y como proteinas de defensa (Lépez et al., 2016).



1.7.1.2 Globulinas.

Proteinas de reserva presentes en especies monocotiledoneas (incluyendo cereales) y
dicotileddneas. Las globulinas pueden representar entre el 10% del total de proteinas presentes
en semillas de cereales y mas del 85% en semillas de leguminosas. Las globulinas se pueden
clasificar en base a su coeficiente de sedimentacion en gradiente de sacarosa, en globulinas
7S y 11S (Oliveros, 2012). Las globulinas poseen grandes cantidades de acido glutamico,
acido aspartico, leucina y amidas, ademas de tener un alto porcentaje de nitrégeno (Cubero-
Salmerdén & Moreno, 1983).

1.7.1.3 Prolaminas.

Las prolaminas son proteinas presentes en la familia de gramineas y estan constituidas por
grandes cantidades de prolina y nitrégeno amidico proveniente de la glutamina (aminoacido
presente en grandes cantidades), y que juntos representan aproximadamente la mitad del
nitrdgeno total del grano. La excepcidn a esta regla es la avena y el arroz, en los que, las
principales proteinas de almacenamiento son las globulinas 11S, y las prolaminas se presentan

en niveles bajos (Corzo-Rios et al., 2003).

1.7.1.4 Glutelinas.

Son proteinas constituyentes del gluten, se encuentran en baja proporcion y son las encargadas
de conferir propiedades reoldgicas (viscosidad y elasticidad) a los alimentos (Shewry et al.,
1995)

1.7.2 Lipidos en las semillas.

Las semillas, en general, son una fuente de compuestos lipidicos como: acidos grasos,
tocoferoles, triglicéridos, fosfolipidos, esfingolipidos y esteroles. Entre sus componentes,
destacan los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL): componentes que
participan en procesos fisiologicos, cumpliendo un papel estructural. Entre los AGPICL se
encuentran dos grupos principales; los &acidos grasos omega-3 y omega-6. El primer
representante de los acidos grasos omega-3 es el &cido alfa-linolénico (C18:3), el cual
se puede transformar en el acido eicosapentaenoico (C20:5, EPA) y posteriormente en el &cido

docosahexaenoico (C22:6, DHA). A su vez, el primer exponente de los &cidos grasos omega-



6 es el acido linoleico (C18:2) y uno de sus derivados mas importantes es el &cido araquidonico
(C20:4, AA). EI AA, el EPA y el DHA son importantes componentes estructurales de los
fosfolipidos de las membranas y son el sustrato para la formacion de una serie de derivados
lipidicos llamados eicosanoides y docosanoides, los cuales son importantes para el
metabolismo celular (Valenzuela., 2011). De manera general, el contenido de los acidos

grasos en las semillas es variable (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de &cidos grasos presentes en diferentes semillas.

Semilla Porcentaje
Tuna 7-15%
Girasol 32-42 %
Cartamo (Elettaria cardamomum) 71.4 %
Sésamo 25.5 %
Lino 22.4 %
Algodon 20-25 %
Soja (Glysine max L.) 19.74 %
Uva 8-12 %
Mango 8-15 %

Semilla de maguey No reportado

Elaboracion propia
1.7.3 Carbohidratos en las semillas.

Los carbohidratos son las principales reservas de energia en las semillas, conforman la pared
celular y son indispensables en el metabolismo celular (Vargas-Véazquez et al., 2020) Se
clasifican en solubles (mono, di y oligosacéridos) y no solubles (polisacaridos) como el
almidon, la celulosa y pectina. Los materiales de reserva de las semillas se pueden almacenar
en el embridn o en los tejidos extraembrionarios como el endospermo, en especies como las

leguminosas las proteinas y los carbohidratos se encuentran en los cotiledones.

El alImid6n y la hemicelulosa son los dos tipos de carbohidratos de reserva en los cereales y
las leguminosas. El almidon se encuentra en cuerpos subcelulares denominados granos de
almidon que comdnmente presentan una forma esférica o eliptica dependiendo la especie, esta
forma depende de la cantidad de amilosa (polimero que constituye el almidon) es decir
mientras mas redondeados sean los granos, mayor cantidad de amilosa poseen (Casasola,

2009). Por otro lado, existen semillas que contienen otro tipo de carbohidratos que no cumplen



funciones de almacenamiento como los mucilagos que ayudan a recubrir la testa de algunas

semillas y que se cree que ayudan a la dispersion y fijacion de las semillas al sustrato.

1.8 Condiciones de germinacion de las semillas de A. salmiana.

La germinacion de las semillas de los Agaves depende de factores intrinsecos (origen, tamafio,
entre otros) y extrinsecos (luz, agua, oxigeno, entre otros), donde la modificacion de esos
factores puede ayudar a que el tiempo de germinacién sea menor, asi como también la tasa de

germinacion sea mayor (Angeles et al., 2017).

Al respecto, Ramirez-Tobias et al. (2015), evaluaron varias temperaturas para promover la
germinacién de semillas de A. salmiana, y determinaron que a una temperatura de 25°C el
porcentaje de germinacion fue del 85%, mientras que, a temperaturas de 10, 35y 40°C fueron
parcialmente letales para las semillas. Igualmente, Ramirez-Tobias et al. (2014) reportaron
que la germinacion de semillas de A. salmiana con baja disponibilidad de agua, a una
temperatura constante de 25°C y en ausencia de luz tuvieron rendimientos de entre 85% en un
intervalo de 80 a 180 h, concluyendo que la germinacién se ve moderadamente afectada por
la baja disponibilidad de agua.

Por su parte Puente-Garza et al. (2015) en un estudio sobre la germinacion in vitro de A.
salmiana en condiciones de temperatura de 27°C y fotoperiodos de 12:12 (12 h con una
iluminacién de 6600 lux y 12 h en oscuridad), en el cual se aplicaron cuatro tratamientos a
las semillas: 1) escarificacion quimica 2) sin escarificacion 3) escarificacion mecénica y 4)
escarificacion quimica - mecanica en cultivo de medio solido Murashige y Skoog (MS),
reporto que, el 90% las semillas tratadas con escarificacion mecanica germinaron al dia 4

siendo este tratamiento el que dio mejor resultados.
1.8.1 Estimulacion para la germinacion de semillas.

La latencia o dormancia es un fenémeno que impide o retrasa la germinacion de las semillas
debido a que los factores internos (un embrién inmaduro, testa impermeable) o externos (agua,
luz, temperatura) no son los apropiados (Pérez-Ruiz et al., 2015). Por lo general, la
germinacion de las semillas ocurre una vez que el tegumento se ha vuelto permeable. Algunas

técnicas utilizadas para acelerar el proceso de germinacion de algunas semillas de interés son,



la estimulacion en hiumedo (Tabla 4), la estimulacion en seco (Castillo-Quiroz et al., 2018) y
la radiacién (Chapin, 2016).

Tabla 4 Tipos de estimulacién en himedo y en seco para la germinacion de semillas.

Tipo Proceso en himedo Fuente
Tratamiento Inmersidn de las semillas en agua durante un periodo de = (Doran et al., 1983)
con agua 12a24h.

Inmersion de las semillas en agua hirviendo, una vez
dentro del agua retirar la fuente de calor y dejar reposar
durante un periodo de 12 a 24 h dejando enfriar
progresivamente el agua.
Escarificacion  Inmersion de las semillas en sustancias corrosivas como  (Godinez Alvarez &

quimica acido sulfarico o acido clorhidrico concentrado por un Flores Martinez
periodo de tiempo determinado. 2000)

Tipo Proceso en seco Fuente
Escarificacion Friccion de las semillas con lija o la aplicacién de un (Tigabu & Oden,
mecanica corte en la testa con ayuda de un agente filoso. 2001)

Calor seco Exposicidn de las semillas a temperaturas muy elevadas (Doran et al., 1983)
durante un tiempo determinado.
Radiacién Exposicion de las semillas a radiacion (microondas)  (Armesto-Arenas et
durante un tiempo determinado. al., 2015)
1.9 Radiacion.

La radiacion electromagnética o también conocida como ondas electromagnéticas, se conoce
como el conjunto de perturbaciones eléctricas y magnéticas que se disipan desde un origen y
se desplazan a través del espacio. Las ondas electromagnéticas estan distribuidas en el
espectro electromagnético, un espectro muy grande de longitudes de onda y frecuencia. El
cual incluye las ondas: de radio y television, de luz visible, de microondas, de radiacion

infrarroja, ultravioleta, de rayos X y rayos gamma (Young & Freedman, 2009).
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Figura 5 Espectro electromagnético

1.9.1. Radiaciones ionizantes.

Las radiaciones ionizantes convierten atomos neutros en iones (particulas atdbmicas con carga
eléctrica) al sacar electrones de sus estructuras. Las radiaciones ionizantes incluyen rayos alfa,
beta, gamma, y rayos X. Mufioz (1997), menciona que una radiacion se denomina ionizante
cuando tiene la energia suficiente para provocar la separacion de uno 0 mas electrones de un
atomo o de una molécula y como consecuencia produce la liberacion de grandes cantidades

de energia capaz de romper los enlaces quimicos de las moléculas.

1.9.2 Radiaciones no ionizantes.

Este tipo de radiaciones no poseen la energia suficiente para ionizar &tomos, su influencia es
térmica. La radiacion no ionizante abarca radiaciones de frecuencias bajas, pasando por
radiofrecuencia, microondas, el espectro visible hasta el rango ultravioleta. Segin Ruiz (2003)
a pesar de que estas radiaciones no pueden provocar la ionizacion de moléculas, si pueden
provocar efectos de calentamiento en los sistemas biolégicos y alteraciones de las recciones

quimicas.

1.9.2.1 Microondas.

Las microondas son aquellas radiaciones localizadas en el rango de frecuencias de 300MHz a
300GHz, Hertz (Hz), y en un rango de longitud de onda de 1m hasta 1 mm. Son consideradas
una radiacion electromagnética no ionizante, que se manifiesta como una energia vibratoria

de las moléculas o calor. Por el contrario del calentamiento tradicional, las microondas



generan una conversion de energia electromagnética a energia térmica y no una transferencia

de calor en los cuerpos con los que interactta (Sun et al., 2016).



JUSTIFICACION

Las plantas del género Agave, estdn ampliamente representadas en el territorio mexicano,
dentro estas, el maguey pulquero A. salmiana, es una especie de gran importancia en el sector
social y econdmico para un extenso sector de la poblacién, debido a que a partir de ella se
obtienen productos derivados de gran interés. Dentro de los productos mas importantes se
pueden mencionar; bebidas, forrajes, alimentos, biomasa, y setos vivos (Cuervo-Parra et al.,
2017). En este sentido el estado de Hidalgo dedica una superficie de 4,482 hectareas al cultivo
del maguey pulguero; Sin embargo, debido al mal manejo que se les da a las plantaciones de
A. salmiana, la superficie de plantacion actual ha disminuido de las regiones productores
(Roldan-Cruz et al., 2023). Parte de este mal manejo, se debe en parte a todos los recursos que
se obtienen de ellas, mismos que son de alto valor econémico, social y cultural (Flores-
Morales et al., 2009), y no siempre se manejan de forma sustentable. Una alternativa para
contrarrestar la explotacion del maguey pulquero, de forma no sustentable, es su reforestacion.
Sin embargo, ya que los Agaves son plantas que requieren grandes periodos de tiempo para
poder completar su desarrollo, estos programas de reforestacion deben pensarse a largo plazo.
En este contexto, la importancia de este estudio radica en comprobar el efecto de la radiacion
de microondas sobre las semillas de A. salmiana esto en relacién con acortar el tiempo y
mejorar su germinacion. Fomentar el uso de semillas para la reproduccién del A. salmiana,
con el fin de mantener su diversidad genética. Ademas de realizar una caracterizacién parcial
de estas semillas para analizar si la aplicacién de esta radiacion afecta en algo las propiedades

bioguimicas de las semillas.



HIPOTESIS

e Una breve exposicion a microondas reduce el tiempo de germinacion de las semillas

de A. salmiana



CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los efectos de la estimulacion por radiacion de microondas en la velocidad y tasa de

germinacién de semillas de A. salmiana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Determinar el tiempo de exposicion de irradiacion de microondas que genera mayor
velocidad en la germinacion de las semillas de A. salmiana.

2) Cuantificar las proteinas y los carbohidratos presentes en las semillas de cada uno de
los tratamientos de radiacion aplicados a las semillas.

3) Determinar el rendimiento de aceites presentes en las semillas.

4) Analizar la microestructura de las semillas mediante la toma de fotografias MEB y
EDS.



CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

Esquema general, de la metodologia establecida para alcanzar los objetivos planteados en este
trabajo de investigacion (Figura 6), en el cual se incluyen: obtencion de las semillas de maguey
(A. salmiana subsp. salmiana), la caracterizacion morfolégica, composicion bioquimica, y los

experimentos de germinacion de las semillas.
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Figura 6. Esquema de la metodologia general.

3.1 Obtencién de la muestra.

Para este trabajo, se utilizaron semillas viables (color negro) de A. salmiana subsp. salmiana
y se descartaron las semillas no viables (color blanco; Mendoza-Galindo & Mora-Herrera,
2021). Se obtuvo semillas de las dos variedades de maguey pulquero (chalquefio y manso),
procedentes de diferentes plantas, ubicadas de las plantaciones de maguey del Rancho “La

Gasparefia” ubicado en Singuilucan, Hidalgo, MéxXico, en las coordenadas geograficas 19° 57’



59" Norte, 98° 31’ 3” Oeste, con una temperatura promedio anual de 14°C y una precipitacion
de 647mm, a 2640 msnm (CEP, 2020).

3.2 Tamano de las semillas.

Las semillas se midieron con una regla de escala 1:100 para determinar sus medidas promedio
de largo y ancho, este proceso se repitio con el germen de la semilla, el cual se tuvo que extraer

previamente.
3.3 Determinacion de la humedad de las semillas.

Para determinar la humedad de las semillas de A. salmiana, se utilizé un equipo especializado
(Marca John Deere, Modelo SW08120, Illinois, EE. UU.), en el cual se colocaron 50 g de
semillas y se siguio la técnica especificada en el equipo.

3.4 Tratamiento con microondas.

Para los experimentos se utiliz6 una muestra de 66 semillas divididas en tres grupos que se
sometieron al mismo tratamiento, para lo cual se utilizd un horno microondas (Marca
Panasonic, Modelo NN-SD982S, Shanghai, China), con una potencia de 1,200 W. Para
determinar el efecto de la radiacion sobre las semillas de A. salmiana, se disefio el siguiente
disefio experimental (Tabla 5).

Tabla 5. Disefio experimental para evaluar el efecto de diferentes dosis de radiacion sobre las
semillas de A. salmiana.

Clave Tratamientos

TO Testigo (sin radiacion)
T1 2 s de radiacion
T2 4 s de radiacion
T3 6 s de radiacion
T4 8 s de radiacion
T5 10 s de radiacion

3.5 Determinacion de humedad de las semillas irradiadas.

Para poder determinar el efecto de cada tratamiento de radiacion, las semillas de A. salmiana

fueron pesadas antes y despues de la aplicacion del tratamiento por microondas en una balanza



analitica (Marca Ohaus®, Modelo Pioneer™, New York, EE. UU.), con el fin de evaluar la
pérdida de humedad. Para calcular esta pérdida, se utilizé la siguiente formula: %h = Mh-Ms
/ Mh *100

Donde:

Masa humeda (Mh): Peso de las semillas antes de aplicar el tratamiento con
microondas
Masa seca (Ms): Peso de las semillas después de aplicar el tratamiento con microondas

3.6 Pruebas de viabilidad y germinacion de las semillas irradiadas.

Para la germinacion de las semillas irradiadas, se utilizaron cajas Petri estériles, en las cuales
se colocaron 11 semillas por caja, esto debido a cuestiones de espacio en las cajas (6 cajas
Petri por tratamiento), en total 66 semillas por tratamiento. Se mantuvo la humedad con toallas
de papel (Servitoalla) colocadas en la parte inferior de cada caja de Petri e impregnadas de
agua destilada estéril. Sobre la superficie humedecida, se colocaron las semillas, las cuales se
mantuvieron a temperatura ambiente y en oscuridad. EI monitoreo de su germinacion se
realiz6 cada 24 h, durante un periodo de 15 d. Cada caja de Petri con semillas fue identificada

en base al tratamiento correspondiente.

Cuando el coleoptilo de las plantulas alcanzd una longitud aproximada de 10 cm vy la raiz
principal ya se encontraba desarrollada (después de 15 d de germinacion), las plantulas se
trasplantaron a bolsas de plastico de 30 x 11 cm, rellenas con una mezcla de tierra negra de
campo, tepetate y arena de piedra caliza, a proporciones iguales, para dar el seguimiento de

su crecimiento en condiciones de invernadero.

3.6.1 Seguimiento y evaluacion de las semillas irradiadas germinadas.

Las semillas irradiadas y germinadas se mantuvieron en condiciones de invernadero para su
crecimiento durante un periodo de 12 meses, se mantuvieron en observacion y se realizé un

registro sobre el crecimiento, tamarfio y desarrollo del nimero de hojas.
3.7 Obtencion de extracto etéreo (grasa total) de las semillas.

Para la extraccion de grasa, se utilizd la técnica de arrastre de vapor a través de solventes

volatiles. Se utilizaron los dos tipos de semillas de A. salmiana (maguey chalquefio y maguey



manso) evaluadas en este estudio. Para la extraccion, se utilizaron 10 g de semilla de ambas
variedades de A. salmiana, las muestras se molieron utilizando un molino de café (Marca
Hamilton Beach, Modelo 80350RV, EE. UU.), la harina obtenida se coloc6 dentro de un
cartucho de celulosa (Watman 22mm de diametro interno x 65mm de altura). Posteriormente
se monto un equipo Soxhlet (Figura 7a) dentro del cual se colocd el cartucho de celulosa con
la muestra. Para el equipo Soxhlet se utilizd como solvente éter etilico (temperatura de
ebullicién 34°C). Una vez montado el sistema, se contaron 15 ciclos de contacto del solvente
con la muestra. Terminados los 15 ciclos, se desmonté el equipo Soxhlet dejando solamente
la mantillay el matraz con el solvente que contiene las grasas extraidas para en seguida montar
un sistema de destilacion (Figura 7b) para separar la grasa total extraida del solvente.
Subsecuentemente, la muestra de semilla del cartucho de celulosa ya desengrasada se guardd
y etiquetd para su posterior uso. Una vez que las grasas extraidas fueron separadas del

solvente, se procedio a pesar el extracto etéreo obtenido.
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Figura 7. Ejemplificacion de un equipo Soxhlet (a) y de un equipo de destilacion (b).



3.8 Extraccion y cuantificacion de proteina total de las semillas desengrasadas y sin
desengrasar.

Se pes6 1 g de semilla de A. salmiana en una balanza analitica (Marca Ohaus®, Modelo
Pioneer™ PA114, New York, EE. UU). La muestra de semilla se moli6 utilizando un molino
de café (Marca Hamilton Beach, Modelo 80350RV, EE. UU.). La harina de las semillas
desengrasadas y sin desengrasar se colocd por separado en un matraz Erlenmeyer con rosca y
se agregaron 100 mL de agua destilada y se mantuvo en agitacién en una parrilla (Marca
Thermo Scientific, Modelo SP88854100, EE. UU.) durante una hora. La mezcla obtenida se
centrifugé durante 30 min a 10,000 rpm, 4°C utilizando tubos Falcon de 50 mL. El
sobrenadante de los tubos se recolecto y se etiquet6 para su posterior uso. A cada tubo de la
muestra del tratamiento (TO, T1, T2, T3, T4, T5) se le agregaron 100 ul del sobrenadante
correspondiente y 1 mL de reactivo Bradford y se mezcl6 con ayuda del equipo agitador
Vortex (APENDICE A), todo esto se realizd por triplicado. Finalmente, cada una de las
muestras contenidas en los tubos se leyd en el espectrofotometro a un rango de lectura de 595

nmy se registraron los datos de las lecturas obtenidas.

3.8.1 Extraccion fraccionaria de proteinas de A. salmiana.

Para la extraccidn de proteinas de las semillas de A. salmiana, (maguey chalquefo) se utilizd
la técnica descrita por (Gonzélez-Cruz et al., 2014) se pesé 1 g de semilla y se procedio a
molerla utilizando un molino de café (Marca Hamilton Beach, Modelo 80350RV, EE. UU.),
este procedimiento se repitio cuatro veces aplicando a las semillas los tratamientos de 0, 6, 8,
y 10 s de microondas. Se deicidio solo trabajar con las semillas de estos tratamientos debido

a que fueron las que presentaron mejor porcentaje de germinacion.

3.8.1.1 Extraccion de albiminas.

La harina de las semillas se extrajo con agua destilada (0.1 g/mL) mediante la agitacion
magnética por 1 h a 4° C y luego se centrifugo a 5000 rpm durante 30 min a 4° C. El
sobrenadante se separ0 y liofiliz6. (Marca Labconco, Modelo 700401030, a condiciones
2.0mBar, -50°C, por 120h).



3.8.1.2 Extraccion de globulinas.

El residuo (pellet) de la extraccion de albuminas se coloco en agitacion magnética durante 1
h con NaCl (10g/100g) a 4° C y se centrifugo a 5000 rpm durante 30 min a 4° C. El
sobrenadante se dializo contra agua destilada durante 5 d, cambiando el agua de dialisis todos

los dias. Por dltimo, se liofilizo.

3.8.1.3 Extraccion de prolaminas.

El residuo resultante de la extraccién de globulinas se coloco en agitacién magnética durante
1 h a 4° C con 2-propanol acuoso al 70% y se centrifugd a 5000 rpm durante 30 min a 4°C.
El sobrenadante se dializo con acido acético (ImL/100mL) durante 5 d, con cambios diarios

de solucion, posteriormente se liofilizo.

3.8.1.4 Extraccion de glutelinas.

El residuo resultante de la extraccion de prolaminas se puso bajo agitacion magnética durante
1 ha4° C con NaOH (pH 12) y se centrifugé a 5000 rpm durante 30 min a 4° C. El
sobrenadante se dializ6 con acido acético (1mL/100mL) durante 5 d, con cambios diarios de

solucidn, y finalmente se liofilizo.

3.8.2 Electroforesis.

3.8.2.1 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis).

Los liofilizados obtenidos de la extraccion de albdminas, globulinas, prolaminas, glutelinas
se les agreg6 0.1 mL de buffer de muestra en tubos Eppendorf, se asegurd la tapa de los tubos
y se sometieron las muestras a una temperatura de 70° C (Termoblock Marca Thermo
Scientific, Modelo BAS501615, EE. UU.) durante 5 min. Controlando la temperatura con un
termometro de mercurio. Una vez finalizado el procedimiento, se retiraron los tubos del
termoblock y se centrifugaron por un minuto a 13000 rpm y se mantuvieron en una gradilla
con hielo hasta el proceso de electroforesis. Se sumergio el sistema de electrodos que contenia
los geles polimerizados en la cdmara con buffer de corrido y se asegurd que los pocillos del
gel estuvieran totalmente cubiertos por el buffer. Las muestras se depositaron en los pocillos

y una vez finalizada la colocacion de las muestras en cada pocito del gel, se cubrié la cAmara



con la tapa y se conectaron los cables de los electrodos en la fuente de poder a 25mA durante

20 h. Una vez terminado, los geles de tifieron con colorante azul de Comassie.

3.9 Cuantificacion de azucares reductores (DNS).

Para la determinacion de azucares reductores por el método DNS de Miller et al (1959) se
prepard el reactivo DNS (disolviendo 0,8 g de NaOH en agua destilada, luego se adicionaron
15 g de tartrato de sodio y potasio tetra hidratado y 0.5 g de DNS (acido 3,5-dinitrosalisilico).
Esta mezcla se afor6 a 50 mL con agua destilada y se almacend en un frasco ambar a 4°C.
Para obtener la curva estandar se prepararon soluciones de 200-1000 mg/L, se utiliz6 glucosa
como estandar. A estas soluciones se les aplica el método DNS y se ley6 la absorbancia de
cada una de las muestras en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm
(APENDICE C).

De las muestras de semillas, se pesé 1 g de semilla para cada tratamiento, dichas muestras se
sometieron a diferentes tiempos en microondas (0, 6, 8 y 10 s), y posteriormente se molieron.
A las harinas de las muestras se les adicion6 5 mL de agua destilada, se mezclaron con el
equipo vortex y se centrifugaron durante 15 min a 5000 rpm y se obtuvo el sobrenadante. Se
coloc6 1 mL de muestra de cada tratamiento por triplicado en un tubo Falcon de 25 mL y se
agreg6 a cada tubo 1 mL del reactivo DNS, los tubos se colocaran a ebullicion por 5 min en
bafio Maria e inmediatamente se detuvo la reaccion con bafio de agua y hielo. Posteriormente
se reconstituyeron las muestras con 10 mL de agua destilada, se agitaron, se dejaron en reposo
por 15 min, y se determiné su absorbancia a 540 nm a temperatura ambiente. EI blanco se
traté de la misma forma, pero se agregd 1 mL de agua destilada en sustitucién de la muestra.

3.10 Observacidn de la microestructura de las semillas mediante microscopia electronica
de barrido (MEB).

Para el analisis microestructural de las semillas de A. salmiana (maguey manso y chalquefio,
sometidas a los diferentes tratamientos, las muestras se montaron en cintas de carbon de doble
cara, para posteriormente ser recubiertas con una capa de oro durante 500 s, sobre un soporte
de revestimiento de carbono (IB-12510CCH). Después, se tomaron las micrografias con un
microscopio electronico (MEB ; JEOL, Modelo 1T300, Boston, MA, EE. UU.) ubicado en las

instalaciones de en la Escuela Superior de Apan-UAEH.



3.11 Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS)

La espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS, también abreviada EDX o XEDS)
permitio la caracterizacion quimica/andlisis elemental del material evaluado. Utilizando
también el microscopio electrénico de barrido para este propdsito. Se realizé un analisis
estructural elemental (EDS) de algunas zonas de las semillas de A. salmiana tratadas con

microondas para verificar los cambios de composicion elemental porcentual.



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Tamano de las semillas de A. salmiana.

En la medicién del ancho y largo de las semillas de A. salmiana (maguey chalquefio y manso
se encontr6 en promedio de 8.5 £0.05 mm de largo y 6.0 £0.08 de ancho, y 7.0 £0.04 de largo
a 4.0 £0.05 de ancho, respectivamente. Al respecto, Vazquez-Diaz et al (2011) sefialaron que
en semillas de maguey blanco, chino y liso (todos pertenecientes a la especie A. salmiana),
las medidas promedio fueron de 7.1 £0.09 mm de largo a 5.4 +0.11 mm de ancho, 8.4 £0.09
mm de largo a 6.5 + 0.10 mm de ancho y 8.3 £ 0.08 mm de largo a 5.6 +0.08 mm de ancho,
respectivamente. Por otra parte, en otro estudio se sefiala que las semillas A. salmiana miden
en promedio entre 7.0 a 8.0 mm de largo por 5.0 a 6.0 mm de ancho en promedio CONABIO,
(2018). En la Tabla 6, se muestra un ejemplo de las medidas obtenidas de las semillas y en la
Figura 8 se muestran algunas de las caracteristicas morfoldgicas que se evaluaron en las

semillas de las muestras de semillas de plantas de A. salmiana estudiadas (maguey chalquefio

y manso).
Tabla 6. Caracteristicas fisicas evaluadas de las semillas de A. salmiana.
Tipo Especie y variedad Largo y ancho (mm)
Semilla (1) Germen (2)
Tipo 1 A. salmiana / maguey chalquefio Largo: 8 Largo: 5
Ancho: 6 Ancho: 1
Tipo 2 A. salmiana/ maguey manso Largo: 7 Largo: 5

Ancho: 4 Ancho: 1



Figura 8. Caracteristicas morfologicas de la semilla'y embrion de A. salmiana. a) maguey
chalquefio y b) maguey manso.

4.2 Determinacion de la humedad de las semillas.

El porcentaje de humedad obtenido de las semillas de A. salmiana fue de 10.4% para el
maguey manso y de 10.1% para el maguey chalquefio. Los valores mayores a los registrados
en este trabajo fueron superiores a los valores reportados por Pefia-Valdivia et al, (2006) con

una humedad de 7% en semillas de A. salmiana Otto ex Salm-Dyck y del 5% para semillas de

Agave potatorum (Gutierrez-Hernandez et al., 2020).

4.3 Peso de las semillas tratadas con microondas.

Las muestras de 66 semillas de cada tratamiento se pesaron antes y después de la aplicacion
de las diferentes dosis con microondas (Tabla 7).

Tabla 7 Pesos de las semillas de A. salmiana antes y después de la aplicacion de microondas.

Clave Peso ((g) £ DS) Peso ((g) £ DS)
Antes Después
TO 0.280+0.01 0.280 £ 0.01
Tl 0.308 £ 0.01 0.308 £ 0.01
T2 0.304 £ 0.01 0.303 £0.01
T3 0.305 £ 0.02 0.304 £ 0.02
T4 0.299 + 0.01 0.297 £ 0.01

T5 0.297 + 0.009 0.295 £ 0.009



4.3.1 Determinacion de la humedad en las semillas después del tratamiento.

Se determind la perdida de humedad de las semillas respecto a los diferentes tratamientos con
microondas que recibieron (Tabla 8).

Tabla 8. Pérdida porcentual de humedad de las semillas irradiadas.
Tratamientos

TO T1 T2 T3 T4 T5
Porcentaje (%) 0 0.12 0.32 0.32 0.66 0.67

4.4 Germinacion in vitro.

El monitoreo de la germinacion de las semillas en las cajas de Petri de plastico, se realiz6 cada
24 h, durante 15 d. En la Figura 9, se muestra que el mayor porcentaje de semillas germinadas
que inicialmente fueron las semillas del T3. La razon principal por la cual se cree que la
germinacion de las semillas se acelera es debido a que la radiacion con microondas induce la
alteracion de la conductividad eléctrica de las membranas celulares del embrion, provocando
un cambio en la concentracién de iones a ambos lados de la pared y por ende genera cambios
en la presion osmotica, lo que le permite a la semilla absorber el agua mas rapido y por lo

tanto germinar de manera mas rapida.
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Figura 9. Porcentaje de germinacion in vitro de las semillas de A. salmiana (maguey
chalquefio) a 20 dias.

4.4.1 Seguimiento y evaluacion in vitro de las semillas germinadas e irradiadas.

El crecimiento de las semillas se monitoreo cada 24 h, durante un lapso de 15 d, tiempo en

que el coledptilo de la planta alcanzé una longitud aproximada de 10 cm y la raiz ya se



encontraba desarrollada (Figura 10). Posteriormente, las plantulas se trasplantaron a bolsas

con tierra para el seguimiento de su crecimiento en condiciones de invernadero.

Tiempo (dias)

3 4 5 6 10

Figura 10. Proceso de germinacion de semillas de A. salmiana (maguey chalquefio) en
condiciones in vitro.

4.4.2 Seguimiento y evaluacion in vivo de las semillas germinadas e irradiadas.

A las semillas de A. salmiana/ maguey chalquefio (ocupadas para la germinacion in vitro e in
vivo) se mantuvieron en condiciones de invernadero durante 12 meses para observar la
evolucion de su crecimiento y desarrollo. Se tomé un ejemplar de cada tratamiento para
ilustrar el crecimiento que presentaron a lo largo de los 12 meses que duro el experimento en

condiciones de invernadero (Figura 11).



15 dias 4 meses 8 meses 12 meses

Figura 11. Efecto de los tratamientos de irradiacion sobre el desarrollo de la plantula de A.
salmiana (maguey chalquefio).



4.5 Composicion bioquimica de las semillas.

4.5.1 Obtencidn de extracto etéreo (grasa total) de las semillas.

Para la extraccion de extracto etéreo de las semillas de maguey, se utilizo la técnica de arrastre
a través de solventes volatiles. Se utilizaron los dos tipos de semillas de A. salmiana (maguey
chalquefio y manso). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9. Observandose el
mayor porcentaje de grasas totales extraidas en las semillas de A. salmiana/ maguey

chalquefio. El tiempo aproximado por cada ciclo fue de entre 35-40 min.

Tabla 9. Peso del extracto etéreo obtenido de las semillas de A. salmiana.

Especie/variedad Semillas No. de Extracto etéreo (%)
(o) ciclos
A. salmiana/chalquefio 10 15 14.9
A. salmiana/manso 10 15 124

Una vez obtenido el extracto etéreo de las dos muestras de semillas de A. salmiana se pudo
constatar que la coloracién de las grasas obtenidas de las semillas del maguey manso y del
maguey chalquefio mostraron caracteristicas diferentes (Figura 12). El extracto etéreo total
extraido de la semilla de maguey chalquefio fue de un color verde claro y emanaba un olor
muy agradable similar a la planta de anis (Pimpinella anisum), en cambio las grasas extraidas

del maguey manso fueron de un color naranja y emanaba un olor desagradable a rancio.

Figura 12. Extracto etéreo obtenido de A salmiana. A) Maguey chalquefio y B) Maguey manso.



4.6 Extraccion y purificacion de proteinas.
4.6.1 Cuantificacion de proteina total (Método Bradford).

Para la cuantificacion total de las proteinas se emple6 el método de Bradford (Bradford, 1976).
Se extrajo el extracto hidrosoluble de las semillas de A. salmiana (Chalquefio y Manso). Los
cambios de estas proteinas (Figura 13 y 14) se confirmaron en los tratamientos (T1, T2, T3,
T4 y T5) en comparacion con el testigo (T0) haciendo la comparacién de las lecturas de OD
obtenidas del espectrofotometro de luz visible e interpolados con los datos de OD de la curva
control de BSA realizada (APENDICE A).

TO T1 T2 T3 T4 T5
Tratamientos

Figura 13. Concentracién proteina total en las semillas de A. salmiana/ Maguey chalguefio con
diferentes tratamientos.
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Figura 14. Concentracion proteina total en las semillas de A. salmiana/ Maguey manso con
diferentes tratamientos.



Para ver la interferencia del contenido de grasa, se realizé la cuantificacion total de la proteina
en muestras de semillas desengrasadas (Figura 15) y se compararon con las semillas sin
desengrasar. Después de haber realizado diferentes pruebas preliminares con las semillas de

maguey chalquefio y maguey manso, se decidio solo trabajar con las semillas de maguey
chalquerio por la facilidad de conseguir la semilla.

0.3

1

0.1

Concentracion proteina total (mg/mL)
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Figura 15. Proteina total en las semillas de A. salmiana/ maguey chalquefio y maguey manso desengrasadas
y sin desengrasar. Ch: Chalquefio sin desengrasar, M: Manso sin desengrasar, ChD: Chalquefio
desengrasada, MD: Manso desengrasada.

4.6.2 Electroforesis de proteinas SDS-PAGE.

En la Figura 16 y Tabla 10, se puede observar el patron electroforético de las fracciones
proteicas obtenidas. Los pesos moleculares se determinaron con ayuda de la curva realizada
con los marcadores moleculares conocidos (APENDICE E).
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Figura 16. Patrén electroforético de las fracciones proteicas de la semilla de A. salmiana/ Maguey
chalquefio. M, marcador de peso molecular.

Tabla 10. Registro de pesos moleculares (kDa) de las diferentes fracciones proteicas.

No. de Albuminas Globulinas Prolaminas Glutelinas
banda

1 47.53 46.76 50.60 45.99

2 46.76 37.93 37.93

3 36.01 36.01

4 34.00 *25y 28

5 32.17 14.89

6 *28.00 12.97

7 *25.00

8 *14.89

*: Bandas presentes en las fracciones proteicas de las semillas irradiadas que no estan presentes en
las semillas del TO.

En los resultados se observan cambios en las fracciones proteicas de las globulinas y las
glutelinas las cuales son proteinas de reserva con el tratamiento T4 y T5. Mufioz-Llandes et
al. (2021) explica que durante el proceso de germinacion se lleva a cabo una protedlisis
catalizada que promueve la degradacién de las proteinas de almacenamiento. Lo que genera

que a partir de dichas proteinas se generen fracciones peptidicas de menor peso molecular.



4.7 Contenido de azUcares reductores (DNS).

La determinacion de azUcares reductores por el método DNS de las diferentes muestras de
semilla mostré un decrecimiento en la concentracion (mg/mL) de estos azucares en las

muestras de semillas irradiadas de maguey chalquefio (Figura 17).
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Figura 17. Concentracion de azlcares reductores (mg/mL) de las muestras de las semillas de A.
salmiana/ Maguey chalquefio con diferentes tratamientos.
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Megat-Rusydi et al. (2011) informaron que durante la germinacion, los carbohidratos se
utilizan como fuente de energia para el desarrollo embrionario, lo cual podria explicar los
cambios observados en la concentracion de glucosa de semillas irradiadas para los diferentes
tratamientos evaluados. Por otra parte, Mufioz-Llandes et al. (2021) mencionan que cuando
las enzimas hidroliticas se activan debido al proceso de germinacion se inicia la desintegracion

de macromoléculas principalmente carbohidratos y proteinas.

4.8 Determinacion de la microestructura en MEB de las semillas irradiadas.

En las imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido de las semillas tratadas
con microondas (T1 a T5), no se observé que sufrieran algun tipo de dafio estructural por la
exposicién a las microondas (Figura 18).
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Figura 18. Micrografias MEB a diferentes aumentos (a) 350, (b) 1300, (c) 2500 de semillas de
A. salmiana/ Maguey chalquefio irradiadas. Barras de escala: A-F= 50 um, G-Q= 10 pum.



4.9 Analisis Estructural Elemental (EDS).

Utilizando el microscopio electronico de barrido, se realizd un andlisis estructural elemental
de algunas zonas de las semillas de maguey chalquefio, las cuales proporcionaron un espectro
de composicién elemental porcentual (Figura 19 y 20).
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Figura 19. Composicién elemental (%) de Carbono (C) y Oxigeno (O) en las semillas de A.
salmiana/ Maguey chalquefio con los diferentes tratamientos.
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Figura 20. Composicién elemental (%) en las semillas de A. salmiana/ Maguey
chalquefio con los diferentes tratamientos



CAPITULO V
CONCLUSIONES

Los tratamientos de irradiacion (T1, T2, T3, T4 Y T5) no alteraron microscopicamente la
estructura de la testa, y el contenido porcentual (%) de extracto etéreo (grasa total) de las 2
muestras de semillas de A. salmiana (maguey manso y chalquefio) fue de 12.4 y 14.9 %
respectivamente. Durante el desarrollo in vitro de las semillas de A. salmiana (maguey
chalquefio) el tratamiento que mostré mejor taza de germinacion inicialmente fue el T3, sin
embargo, posteriormente en el desarrollo in vivo las plantulas que presentaron mejor tamafio
y desarrollo a los 12 meses fue el T5. En la determinacion de concentracion de proteina total

y azucares reductores (glucosa) los tratamientos de irradiacion presentaron una disminucion.
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APENDICE A

CUANTIFICACION DE PROTEINA METODO DE BRADFORD.
Curva Patron:

1. Preparar una solucion de BSA que contenga 200 pug/mL y diluir de acuerdo con la Tabla
11. Colocar 20 pL de cada estandar y de las muestras en un tubo de ensaye limpio y seco.

Ensayar por duplicado o triplicado las soluciones de proteina.
2. Afiadir 1 mL del reactivo de Bradford diluido a cada tubo y agite con vortex.
3. Incubar a temperatura ambiente por 20 min.
4. Medir la absorbencia a 595 nm.
Tabla 11. Diluciones empleadas para la curva patron BSA.

No. Tubo Sol. BSA (uL) H20 destilada (uL) Concentracion final (ung/mL)

1 25 275 16.67
2 50 250 33.33
3 75 225 50

4 100 200 66.67
5 150 150 100
6 200 100 133.33
7 250 50 166.67
8 300 0 200

Comentarios:

El blanco en lugar de muestra llevaba agua destilada. Simultdneamente se prepar0 una curva
patrén con albdmina de suero bovina (BSA).
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Figura 21. Curva patron de BSA.



APENDICE B

METODOS DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS, GRASAS Y CARBOHIDRATOS.
Métodos de cuantificacion de proteinas.

Para la determinacion de la concentracion de proteinas de una muestra bioldgica existen varios
métodos que se pueden emplear, mismos que se basan en caracteristicas como: 1) La
propiedad intrinseca de las proteinas para absorber la luz UV. 2) La formacion de derivados

quimicos. 3) La capacidad de las proteinas para unirse a ciertos colorantes.

Método de Bradford.

Este método se basa en la union de un colorante, Commassie Blue G-250 con los residuos de
aminoéacidos basicos (histidina, arginina y lisina). Se caracteriza por la observacién de que el
Azul de Coomassie G-250 existe en dos diferentes formas coloridas: rojo y azul. Su forma
roja se torna azul cuando el colorante se une a la proteina. La variacion de absorbancia del
Azul de Coomassie G-250, es proporcional a la cantidad de colorante unido a las proteinas

por lo que también es proporcional a la concentracion de proteinas en una solucién.
Método Lowry.

Este método se basa en el suso de una mezcla que contiene molibdato, tungstato y acido
fosférico. Dicha mezcla sufre una reduccion cuando reaccionan con proteinas en la presencia
del catalizador cobre (I1). Esta reduccion ocurre a través de las cadenas laterales de algunos
aminoacidos como: tirosina, triptdfano, cisteina, asparagina e histidina. De modo que este
ensayo combina dos reacciones, primero la reaccién de iones de cobre con los enlaces
peptidicos en un medio alcalino que origina complejos color violeta, y la segunda que causa
la reduccidn del reagente Folin-Ciocalteu por el complejo cobre-enlace peptidico que causa
un cambio en la coloracién a azul obscuro. El espectro de absorcion de este método se
encuentra en un maximo de 750 nm y su intensidad es proporcional a la cantidad de proteinas

en la muestra (Marques, 2018).
Meétodos de cuantificacidn de grasas.

Método Soxhlet.



Método que se basa en la extraccion de grasas empleando un disolvente organico. El
disolvente se calienta hasta su ebullicion y se condensa goteando sobre la muestra de interés
la cual queda sumergida en dicho disolvente, este proceso se repetira las veces necesarias para
extraer por completo todas las grasas de la muestra. Una vez que el disolvente contiene todas
las grasas, se calentara hasta su punto de ebullicion. Finalmente, el contenido de grasas se

cuantificara por diferencia de peso. (UNED, 2004)

Meétodos de cuantificacion de carbohidratos.
Método de fenol-sulfurico.

Es un método espectrofotométrico que se fundamenta en que los carbohidratos en medios
acidos y con temperaturas elevadas sufren deshidrataciones simples y producen derivados del
furano que se condensan con el fenol que dan como resultados compuestos coloridos. Que se
mediran a una absorbancia de 490 nmy se cuantificaran con ayuda de una curva de calibracion
(Iturbe & Sandoval, 2011).

Técnica de analisis estructural.
Micrografias por Microscopio Electronico de Barrido (MEB).

El microscopio electronico de barrido o MEB (Scanning Electron Microscope), es aquel que
utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen (Fernandez,
2020). Para lograrlo, el equipo cuenta con un dispositivo (filamento) que genera un haz de
electrones para iluminar la muestra y con detectores que recogen después los electrones
generados de la interaccidn con la superficie de esta, para crear una imagen que refleja las
caracteristicas superficiales de la muestra, proporcionado informacién acerca de las formas y
texturas de esta (SCAI, 2022).

En el microscopio electronico de barrido la muestra generalmente es recubierta con una capa
de carbon o una capa delgada de un metal como el oro para darle propiedades conductoras a
la muestra. Posteriormente, es barrida con los electrones acelerados que viajan a través del
cafion. Un detector mide la cantidad de electrones enviados que arroja la intensidad de la zona
de muestra, siendo capaz de mostrar figuras en tres dimensiones, proyectados en una imagen
de TV o una imagen digital. Su resolucion esta entre 4 y 20 nm, dependiendo del microscopio.

Inventado en 1931 por Ernst Ruska, permite una aproximacion profunda al mundo atomico.



Permite obtener imagenes de gran resolucion en materiales pétreos, metalicos y organicos
(Fernandez, 2020).

Con la microscopia de barrido es posible estudiar distintos tipos de materiales como:

e Metales: aluminio, acero, titanio, cobre, metales preciosos, etc.
e Ceramicas: zirconia, carburo, piedra, porcelana etc.

e Polimeros: termoplasticos, termoestables y elastomeros.

e Organicos: algoddn, madera, bacterias, células, etc.

e Composites: fibra de carbon, fibra de vidrio, grafito etc.



APENDICE C

Curva de DNS.

Leer la absorbancia de cada una de las muestras y hacer la interpolacion de los datos en la

curva patron para determinar la concentracion de azUcares reductores.

La concentracion de los azUcares reductores totales liberados en la muestra se determind
haciendo una interpolacion en la curva patron del azdcar utilizado glucosa Figura 22,
graficando la absorbancia en funcion de la concentracion. Para obtener esta curva se

prepararon soluciones de 200-1000 mg/L.
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Figura 22. Curva DNS



APENDICE D

PREPARACION DE REACTIVOS SDS-PAGE

Acrilamida (29:1) 30% p/v
Acrilamida

N,N"-Methylen bisacrilamida
Agua bidestilada

299
lg

completar a 100 mL

Buffer gel separador: 1.5 M Tris-Cl, pH 8.8

Agua bidestilada

Tris base

HCI dil. 1:1 viv

Ajustar a pH 8.8 con HCI dil. 1:1
Volumen final:

30 mL
9.08 g
1.6 mL

50 mL.

Buffer gel concentrador: 1.0 M Tris-Cl, pH 6.9

Agua bidestilada

Tris base

HCI dil. 1:1 viv

Ajustar a pH 6.9 con HCI dil. 1:1
Volumen final:

Persulfato de amonio
Persulfato de amonio 10% p/v
Persulfato de amonio 0.1 g

Agua bidestilada a completar 1 mL

Buffer de corrida

Agua bidestilada

Tris base

Glicina

Dodecilsulfato de sodio (SDS)

Buffer de muestra (corrido) 4X
Tris-Cl 1M, pH 6.9
Glicerol 80% v/v en agua
SDS 20% p/v en agua
beta-Mercaptoetanol
Azul de bromofenol
Volumen final:

Buffer de muestra (corrido) 2X

400 pl
100 l

6 mL
1219
1.4 mL

10 mL

500 mL
59

59
059

250 pl
250 pl

0.1 mg
1mL



Agua bidestilada
Tris-Cl 1M, pH 6.9
Glicerol 80% en agua

beta-Mercaptoetanol

500 pl
125 pl
125 pl
SDS 20% en agua 200 pl
50 pl

PREPARACION DE GELES

Tabla 12. Componentes y cantidades requeridas para gel separador a diferentes porcentajes.

Rango 6ptimo de masa molecular (kDa) de la cadena polipeptidica.

Componentes del 40-180 30-160 20-150 15-130 10-100
Gel Separador (4 mL) 9% T 0.5% T 12% T 135% T 15%T
Agua 1.77 mL 1.57 mL 1.37 mL 1.17 mL 0.97 mL
Acrilamida 30% 1.2mL 1.4mL 1.6 mL 1.8 mL 2mL
Tris-Cl pH 8.8 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Persulfato 10% 22 ul 21 ul 20 pl 19 ul 18 ul
TEMED 50% viv 10 ul oul 8 ul 7 ul 6 ul
Gel Separador (5mL) 8%T 6% T

Agua 2.3 mL 2.6 mL

Acrilamida 30% 1.3mL 1.0mL

Tris-Cl pH 8.8 1.3mL 1.3mL

SDS 10% 50 pl 50 pl

Persulfato 10% 25 pl 25 pl

TEMED 50% v/v 10 pl 10 pl

Gel Concentrador

Agua

Acrilamida 30%
Tris-Cl pH 6.9
SDS 20%
Persulfato 10% p/v
TEMED 50% v/v

3.9% T (1 mL)

730 pl
130 pl
125 pl
5ul
8 ul
2 ul

* Los volimenes indicados son para 4 mL de gel separador y 1 mL de gel concentrador,
suficiente para preparar un (mini)gel de 8x10 cm, con separadores de 0.75 mm.



Preparacion del destefiidor de geles.

Medir en una probeta 1100 mL de agua destilada y transvasar al recipiente de 2 L etiquetado

como “destenidor de geles”. — Medir en una probeta 800 mL de etanol, y transvasar al

recipiente de 2 L, medir en una probeta 100 mL de &cido acético, y agregar al recipiente de 2

L. — Homogeneizar la mezcla, cerrando el recipiente e invirtiéndolo un par de veces.

Preparacion de geles SDS-PAGE.

1.

La mayoria de las cdmaras de electroforesis parten del mismo principio técnico. Realizar
la preparacion del gel de resolucion a una concentracion de acuerdo con las necesidades
de la muestra, mezclando los componentes en el orden que se indica en la seccion de
reactivos.

Preparar aproximadamente 5 mL de solucién deberén ser preparados para el gel de corrido
por el tamafio de los geles pequefios de aproximadamente 8 - 10 cm de ancho por 5 - 7 cm
de largo y un espesor de 0,7 - 0,8 mm.

Agregar la solucion de poliacrilamida preparada entre las placas de vidrio hasta la linea
trazada (como referencia). Posteriormente, afiadir una capa de butanol-agua
(aproximadamente 100 pL), agua o limpiar los vidrios previamente con la solucion de
SDS (10%) sobre la solucién de poliacrilamida para evitar el ingreso de moléculas de
oxigeno que retarden la polimerizacion.

Dejar polimerizar el gel a temperatura ambiente por 15 a 30 min.

Una vez formado el gel, descartar la capa de butanol o agua y lavar la parte superior del
gel varias veces con agua destilada hasta eliminar completamente los restos de acrilamida
no polimerizada y butanol.

Posteriormente agregar la solucién preparada para el gel de empaquetamiento entre los
vidrios y sobre el gel de corrido ya polimerizado. Inmediatamente después de agregar la
solucion, colocar el peine entre ambos vidrios secando con papel toalla los restos de
poliacrilamida que lleguen a derramarse.

Dejar polimerizar la poliacrilamida a temperatura ambiente por 15 a 30 min.

Una vez formado el gel, retirar el peine cuidadosamente y lavar todos los pocillos ya

formados con chorro suave de agua destilada.



APENDICE E

Curva patron SDS-PAGE.

El peso de las bandas en los geles obtenidos (SDS-PAGE) se determind haciendo una

interpolacion en la curva patron (Figura 23) de los pesos de las muestras conocidas, graficando

la distancia en gel en funcion a su peso.
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Figura 23. Curva patron SDS-PAGE



