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1.0 INTRODUCCION
1.1 Mafz.

1.1.1. Historia.

El maiz es considerado originario del hemisferio occidental,
pero algunos bot&nicos indican la posibilidad de que su origen
sea en Asia, de hecho en el tiempo presente, no hay una eviden
cia tangible de cualquier clase, bot&nica, arqueolbgica, etno-
grdfica, linglistica, ideogrdfica, pictbrica e histb6rica de la
existencia del maiz en alguna parte del viejo mundo antes de -
1492 (Mangelsdorf, 1951).

En las excavaciones de la Cueva de la Perra, en Tamaulipas,
M&xico, se describieron materiales muy antiguos del mafz de -
4445+1800 afnios, fechados en la base de radio carbono y materia
les mds recientes se calcularon de 1800+ 2200 afios. Casi to -
dos estos materiales est&n relacionados con la raza mexicana -
moderna llamada Nal-Tel, que se cultiva actualmente en Yucat&n

y Campeche, los mafces m&s antiguos eran cortos y delgados (Man
gelsdorf, 1956).

También se hicieron excavaciones en la parte norte de México
en Chihuahua y Sonora y se encontraron restos arqueolbgicos de
la raza de mafz "chapalote" y &ste con cruzas y recombinaciones

genéticas, di6 origen al mafiz cristalino de Chihuahua (Mangels-
dorf, 1956).

Las exploraciones de la Sierra de Manatl&n, en el occidente
de Jalisco, donde el maliz es nativo, fueron hechas desde diciem
bre de 1977,primero por Rafael Guzméin,quién descubrid una larga
mazorca de Zea perennis.

Estudios en la evolucién y taxonomfa del mafz y teosintle =~
han sido hechas por Hugh Iltis y sus estudiantes de la Univer=-
sidad de Wisconsin-Madison,-de 1960 a 1977, durante estos 20 -
afnos, se colect® material de maiz corto en 9 expediciones. Las
principales regiones investigadas fueron: el sureste de PerQ y
Ecuador, Guerrero, Michoac&n, ambos en la parte central del sur




de Mé&xico y otras. Durante el invierno de 1972, el maiz fue
colectado en Campeche y Yucatén.

Investigaciones realizadas en la Sierra de Manatl&n por
la misma Universidad en 1978-1979, encontraron una gran can
tidad de semillas de 2. diploperennis, en dos estaciones;la
primera ubicada en la parte norte de la Sierra de Manatlé&n,
en la Zarza Mora y cercana a é&sta Las Joyas (a 1950-2000 m),
las plantas de mafz crecidas aqui, presentan una indescrip-
tible morfologia taxonfmica,distinta de la tetraploide Zea
perennis. Los materiales colectados en la Sierra de Manatlén,
incluyen semillas y rafces de 2. diploperennis y 2. perennis

y adem8s extensas colecciones de hierbas de miles de especies
asociadas (Iltis,1980).

El mafz fue el alimento dominante en las civilizaciones
de América. La vida de los aztecas, mayas e incas est§ alre
dedor del cultivo del mafz. E1 mafz totalmente maduro fue
encontrado en un sepulcro pre-inca que data de hace 3000 anos.
El primer escrito europeo del mafz fue hecho por Cristobal Co
16n en noviembre 6 de 1492. Dos de sus exploradores, Rodrigo
de Jeréz y Luis Torres, reportaron sus descubrimientos del -
maiz en el interior de Cuba.

1.1.2. Clasificaciétn..

El mafz es bot&nicamente conocido como Zea mays Linnaeus,
es una planta verde que utiliza la energia del sol, Co2 Yy el

agua conteniendo minerales para producir uno de los cultivos
m&s versitiles.

El malz es una angiosperma que proviene de la
familia graminacea y tiene polinizacién cruzada en la planta,
en la cual las flores femenina y masculina, est&n localizadas
en diferentes inflorescencias sobre el mismo. Algunos mejora
mientos en el cultivo del mafz en afios recientes son el reem-

plazamiento de la polinizacibn libre de las variedades de mafiz
por hibridos (Inglett, 1970).



1.1.3. Estados de Crecimiento del grano de mafz.

Conociendo los estados de crecimiento del grano de mafz,
facilita la evaluacidn & comparacifn de los datos de diferente
estudios para conocer el estado fisiol6gico o morfolégico
desarrollo del grano para cada fecha; los siguientes estados

rresponden aproximadamente a los muestreos realizados en el pr
sente trabajo.

Estado 6 de Hanway (muestreo 1l).- (12 difas después del 75%
de aparicifn de los estigmas).

Los granos estdn en el estado de ampolla, tienden a crecer
considerablemente (especialmente el endospermo). Los granos =~
son liquidds,y,contiene.:nuy poca materia seca. -El coleoptilo,
la primera hoja y la radicula son justamente iniciadas en el -
embri6n. El almidén empieza a acumularse en el endospermo, es
te es el comienzo del perfodo de r&pida acumulacién de materia
seca en el grano. Hay pérdida de N y P en otras partes de la‘

planta durante el desarrollo del grano hasta la madurez fisio-
18gica.

Egtado 7 de Hanway (Muestreo 2).- (24 dfas despufs del 75%
de aparicién de los estigmas).

Entre el estado 6 y 7 el crecimiento del grano entero es
répido, pero la velocidad de crecimiento del embrién es lento
en comparacifén con el crecimiento del endospermo. En el embrién,
la parte principal del ‘eje, plGmula-radficula es totalmente defe
renciado en el estado 7, el cual representa el final de la di-
visifn celular en la capa epidérmica del endospermo y el comien
zo de un rfpido incremento en el tamafio de la planta embriona -
ria.

Estado 8 de Hanway (Muestreo 3).-(36 dfas después del 75% -
de aparicién de los estigmas).

Entre los estados 7 y 8, el crecimiento del embrifn es muy
rpido y la radfcula y las hojas embrionarias est&n totalmente
diferenciadas. En esta etapa se inicia la formacifn de rafces
seminales, el alargamiento del endospermo después de este esta




do es principalmente debido a un incremento en el tamafio celular.

Estado 9 de Hanway (Muestreo 4).-(48 dfas después del 75% de
aparicifn de los estigmas).

En este estado la velocidad de acumulacibén de materia seca
por la planta empieza a declinar, todos los granos est&n llenos.
Anterior a este.estado, el embrifn ya est& morfol6gicamente madu
ro,pero puede haber posteriormente un incremento lento en tamafio.

Estado 10 de Hanway (Muestreo 5).- (60 dfas despu&s del 75%
de aparicifn de los estigmas).

La planta est8 fisiol6gicamente madura, la acumulacifn de ma
teria seca ha cesado. La vaina y algunas de las hojas est8n en
senectud. Sin embargo la mazorca y granos contindan perdiendo -
humedad despu&s de este tiempo. La velocidad de pérdida de agua
depende de las condiciones clim&tiéas (Hanway, 1963).

1.2 Generalidades

El grano de mafz normalmente no debe germinar durante su for
macibn, sin embargo la germinacifn prematura del mafz fue obser-
vada por Mangelsdorf (1923,1926,1930); por Eyster (1931) y Robert
son (1955). Ellos presentaron evidencias de que algunos caracte -
res genéticos le confieren al grano la predisposicifbn a la germi-
nacién prematura. Adem&s de este factor gené&tico, las condiciones
del suelo y ambiente propician la presentacifn del problema.

En Francia Routchenko y Soyer (1971,1972), estudiaron la ger
minacifn de granos inmaduros de mafz en la planta, &sto se obser
v6 por primera vez en suelos calcfreos de Charente y de Charente
Maritime y en menor proporcifn en los suelos &cidos de los Piri
néos Atl&nticos. Sus experimentos de cultivo de embriones, en -
medios sintéticos les permitieron formular la hipBtesis de que la
viviparidad estf en relacién con el patrimonio genético de la va
riedad y con las condiciones de aprovisionamiento de la planta en
Fe y Mn y probablemente de Mo.



En suelos deficientes en oligoelementos, la fertilizacién
nitrogenada, tardia sobre todo, agrava el biotamiento y la fer
tilizacibn con fosfatos:o el aporte de oligoelementos impide la
germinacién prematura. Al continuar sus experimentos Routchen
ko y Soyer, consideraron que el Fe y Mn en el grano son necesa
rios para permitir la oxidacifn del &cido indolacé&tico del es-
tado lechoso al masoso del grano y que en suelos dificientes en
estos oligoelementos, el &cido indolacético no se oxida al per
manecer sus niveles altos,se propicia el crecimiento de la plén
tula ya preformada en el embrifn; ellos combrobaron la germina-

cibén prematura por la adicifn de &cido indolac&ticos a mazorcas
en estado masoso.

Por otra parte en trabajos de invernadero con mutantes vivi ’
paras, Smith, Mc Daniél y Lively (1978), han estudiado .el pa -
pel del &cido abscisico (ABA), como inhibidor de la germinaci®n.
En adicién a la germinacifn prematura, todas las mutantes vivi-
paras causan cambios obvios en la semilla y/o fenfmeno del cre-
cimiento de la planta. Ellos encontraron que a concentraciones
de 3 mg de ABA, inhibfa completamente el crecimiento de embrio~-
nes. Una clase mutante tuvo contenido normal de barotenoidés -
en el endospermo y producen un crecimiento normal de la pl&ntu-
la verde, cuando son homocigotas.

Otro trabajo realizado por Mc Daniel, smith y Price (1978},
sobre respuesta de mutantes viviparas al &cido abscisico en cul
tivo de embriones, sugirieron que el fenfmeno de la viviparidad,
no es debido a una falta de ABA en la semilla mutante, sino a -
una falta de respuesta a la hormona.

Observaciones realizadas en Venezuela por Gonzdlez (1976),
acerca de la germinacifn prematura en mafz, indicaron que se de
tect8 germinacibn de los granos en mazorcas an implantadas al
tallo, con anticipacifn a la madurez fisiol8gica del grano,ocu-
rriendo desde el estado lechoso hasta en mazorcas secas. El da
fio se present6 en un 20% de las mazorcas y afectaba la calidad
de todo el producto cosechado, pues los granos secos tienden a




podrirse y fermentarse con la humedad de los granos germinados,
siendo rechazados por el mercado.

Tambi&n en México se ha presentado la germinacibn prematura
del mafz, en valles altos de Tlaxcala y Puebla a partir de 1974.
Se piensa tambi&n que una de las causas pueda ser Fitopatolébgica,
producida por los hongos Fusarium moniliforme y Fusarium roseum
(F€lix, 1981). Félix en su trabajo de maestria encontrd que ba
jo condiciones de laboratorio, invernadero y campo, los hongos
no indujeron el fenbmeno, s6lo causaron pudricibén en grado de -
pendiente de la densidad del in6culo. A continuacién y bajo 1la
hip6tesis de que se trataba de oligoelementos del suelo, estu -
dif el efecto de algqunos fertilizantes nitrogenados, sulfato de
amonio y urea. Hubo diferencias significativas, solo entre fer
tilizantes correspondif un incremento de germinacién.

1.3 Metabolismo de Carbohidratos.

Todas las reacciones que comprende el metabolismo global de
cualquier cé€lula pueden dividirse ampliamente en dos tipos: de~
gradativos (cétabolismo) y sintético (anabolismo). Las tres -
vias principales: (1) glucblisis (degradacib6n de carbohidratos);
(2) gluconeogénesis (formacibn de carbohidratos) y (3) ciclo de
pentosas. La via de las pentosas es una alternativa del ciclo
de glucbSlisis. La via glucolitica de Embden-Meyerhof es la ru
ta principal por la cual se metaboliza glucosa en la mayor par
te de los tejidos, pero no es la via exclusiva para la degrada
cién metabflica de glucosa (Bohinski, 1978).

Estudios hechos con l‘C en planta de maiz por Shannon (1972
a y b), indicaton que el 14C-fotosintéticamente fijado en hojas
de maiz y transportado en el desarrollc de los granos, pasa a
través de células especializadas basales del endospermo. La -
sacarosa contenifa 3/4 partes de la radioactividad en la base -
del grano a las 6 horas despu€s del tratamiento con 14CO2 en la
pPlanta, contrariamente en el endospermo basal 3/4 de la radioac
tividad estaba en glucosa y fructosa; una alta proporcifn de -

la radioactividad fue retenida en los monosac8ridos del endos-



permo almidonoso, las primeras 3 horas después del tratamiento
con 14C02

Se sugiere que la sacarosa se desdobla en glucosa y fructo
sa durante la entrada dentro del endospermo y estos monosacari
dos se difunden a lo largo del endospermo. Una vez que los -
az@icares llegan a las células donde se efect@a la sintesis de
almidbn, ellos son convertidos r&pidamente a sacarosa, la cual
a su vez es utilizada en la sintesis de almid6n (Dick, 1976).

Los resultados de estos estudios favorecen la hip8tesis en
la cnal los azficares se mueven a trav8s de espacios intracelu-
lares y paredes de la célula del endospermo del malz. Es pro-
bable que la cantidad de sacarosa que llega a las células de -
la planta estd determinada por la actividad relativa de las en
zimas sintetasa de sacarosa, invertasa &cida e invertasa bd&sica.
Estas son las enzimas que estdn presentes en plantas superiores
que son capaces de metabolizar sacarosa (Rangil, 1977).

Esto sugiere que la sintetasa de sacarosa, est8 relacionada
principalmente con la conversifbn de sacarosa a polisac8ridos -
por la via de UDPG (Uridina difosfato glucosa) y ADPG (adenina
difosfato glucosa). La invertasa estd principalmente involucra
da en el suministro de hexosa para la respiracif6n. La hidr6li-
sis de sacarosa en células con una marcada demanda de hexosa,fue
atribuida a la invertasa 8&cida, y la actividad alta de esta en-
zima produce la divisiSn de sacarosa a hexosa y previene la acu
mulacibén substancial de sacarosa.

También se dedujo que las c&lulas con baja actividad de in
vertasa Aacida, obt;enen hexosa de la via respitaroria por una-
invertasa alcalina o neutra, localizada en el citoplasma. La
produccifn de hexosa del almac&n de sacarosa, proporciona una

significativa proporcifn del substrato respiratorio. (Dick, -
1976) .
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1.4 Sintesis y degradaci6n de almidbn.

El almidén es un material de reserva en las plantas, se en-
cuentra en mayor proporci6n en las ralces y semillas. Es un po
lisacirido de alto peso molecular, constituido por amilosa y ami
lopectina. La amilosa es una molé&cula lineal constitufda por -
1000 a 4000 unidades de D-glucosa, unidas por enlaces a(l1,4).La
amilopectina es una molécula ramificada constitufda por 108 uni
dades de D-glucosa; las ramificaciones est&n unidad por enlaces

a (1,6) y las partes lineales de glucosa por « (1,4) (Lehninger,
1978; White, 1979).

La sintesis de almidén, en plantas esti principalmente regu
lada por la actividad de ADPG-pirofosforilasa; esta enzima es -
inhibida por el f6sforo inorg8nico (P1) y estimulada por varios
intermediarios glicolfticos, particularmente por 3-fosfoglicera
to y hexosa monofosfato (Okamoto, 1979).




La degradacifén de almidbn es primordialmente por accibn de
amilasas. Se ha demostrado en trigo que el estado inicial de
la actividad de amilasa fue exclusivamente localizada en el -
epitelio, entre el escutelo y el endospermo. La actividad de
amilasa en la capa de aleurona fue detectada inicamente después
de 2 dfas de germinacidén (Okamoto, 1979; Sosa, 1978).

Las actividades de a yp- amilasa en el endospermo del maiz
germinado fueron encontrados a través del perfodo de germina-

cibn (Sosa, 1978; Joshi, 1980). Los resultados de Dure (1960)
en mafiz, revelan que:

a) La c-amilasa se origina exclusivamente en el escute
lo y es secretada durante la germinacidn.

b) La pg-amilasa es la @nica amilasa presente en el en-
dospermo de la semilla en reposo, pero estd inhibida.

La enzima a-amilasa se encuentra en forma de isozima (Olered,
1975) . Parece ser que la a-amilasa estf unida a los grénulos de
almidén mientras que la enzima p-amilasa se encuentra libre y -

Gnicamente actGa sobre dextrinas producidas por accibn de a-ami-
lasa (Graham, 1974).

1.5 Germinaci8n.

En la formacifn de la semilla se sintetizan las sutancias de
reserva "almidones,protefnas y lfpidos". Este proceso se revier
te en la germinacifn, proceso que consiste en un incremento de -
la actividad metab6lica general y permite el crecimiento de la -
planta a partir del embrifn, con lo cual comienzan las hidr6li -
sis r&pidas, hay aceleracién y desactivacifn de genes. ( Longo vy
Longo, 1970) demostraron en mafz, la presencia de las enzimas del
ciclo del glioxflico: isocitrasa y sintetasa de malato en los pri
meros 5 dfas de desarrollo de la pl&ntula (Dure, 197S5).

Durante la germinacién el agua disuelve a las enzimas, a los
sustratos y a las sales, transforma a los inhibidores de la ger-
minacibn: giberelinas, cinetina, etc., todo &sto desencadena una
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serie de actividades bioqufmicas en la semilla que dan por re-
sultado el alargamiento celular primero y la divisién celular-
Y crecimiento de la plantula preformada en el embribn, al emer
ger la coleorriza en 2 o 3 dias se considera que termina la -
germinacidn y principia el crecimiento. Existe una relacibn -
estrecha entre el embrién y endospermo. El embri6fn es usualmen
te derivado de las fusiones de los nficleos de los gametos feme

nino y masculino. E1 endospermo funciona como un 6rgano de al
macenamiento (Mayer, 1975).

1.6 Regulacibn del crecimiento.

Los reguladores de las plantas, se definen como compuestos
endSgenos, que en pequenas cantidades, fomentan, inhiben o mo-
difican de alguna manera: ‘cualquier proceso fisiongico vegetal.
Las hormonas son reguladores producidos por la misma planta; -
por. lo comGn las hormonas se desplazan en el interior de las -

plantas, de un lugar de produccifn a un sitio de accidén (Draper,
1976) .

1.4.1. Hormonas del crecimiento y desarrollo.

Dentro de las hormonas del crecimiento Y desarrollo, tene~
mos a las auxinas, giberelinas Yy citocininas, entre otras. Las
auxinas desempefian una funcién importante en la expansién de -~

las c&lulas de tallos y coledptilos, estimulan también la divi
8i6n celular (Eeuwens, 1975).

Las giberelinas estimulan el crecimiento. Los tallos de -
las plantas asperjadas con giberelinas se vuelven generalmente
mucho m&s largos que lo normal (Rappaport, 1980). Uno de los-
ejemplos mejor conocidos de la induccifn de enzimas debida a las
hormonas es la produccifn de a-amilasa provocada por las gibere
linas en las aleuronas de cebada. Los embriones de cebada pro-
ducen una giberelina natural que se translada al interior de las
capas de aleurona de los endospermos, donde se produce la sinte-
s8is de enzimas. Estas enzimas, incluyendo amilasas, proteasas y
lipasas, descomponen r8pidamente las paredes celulares de los en
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dospermos e hidrolizan los almidones y proteinas, liberando as?
los nutrimentos y la energia necesaria para el desarrxollo de -
los embriones (Weaver, 1980).

Las citocininas provocan la divisifn celular y regulan la
diferenciacibn en los tejidos cortados. Interactfian con las au
xinas para mostrar expresiones diferentes de crecimiento. Cual-
quler cambio del equilibrio entre citocininas y auxinas, puede
afectar las expresiones del crecimiento (Belderxok, 1976).

Se observ6 en trigo que el contenido de auxinas, giberelinas
y citocininas, cambia durante el crecimiento del grano. Las cito
cininas son m8s altas alrededor de la antesis e iniciacifn de la
formacifn del grano y caen despu€s. lLas giberelinas tienen un -
pico durante la mitad del desarrollo del gramo y las auxinas ha
cia el final del desarrollo del grano (Radley, 1976; Derek,1978;
Taylerson, 1977). En arroz, las relaciones entre giberelinas y
cinetinas fueron estudiadas por Cardwell (1978).

1.4.2. Hormona de la latencia.

Se le conoce como la hormona de la latencia al &cido absci-
sico (ABA), (Khan, 1977; Hamilton, 1976). E1 ABA es transporta-
do en la planta por el xilema y floema, pero puede ser sintetiza
do en el grano a partir del &cido meval8nico (Walton, 1980).

El ABA influye en la maduracifn del grano ya que la adicibn
de ABA a plantas, bloquea la conexifn vascular, entre el grano y
la planta. Se ha encontrado que el ABA inhibe la produccifn de
amilasas inducida por &cido giber€&lico (Olered , 1970).

También se ha sugerido que la acumulacifn de ABA en las Glti
m&s etapas de crecimiento del grano, evita la germinacibn preco:z
e hidr6lisis prematura de reservas de almidfn del grano ya morfo
l6gicamente desarrollado, pero an inmaduro. Una consecuencia -
de esta accibn es la iniciaci6n de la maduracifbn del grano (Miya
moto, 1961; King, 1976; Morris, 1978; Wellington, 1956).
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Kruger (1976), indic6 que la latencia puede ser debida a ai
versas causas: (1) impermeabilidad de la cubierta de la semilla
al agua o gases; (2) registencia mecinica de la cubilerta de la
semilla a la expansifn del embribn; (3) morfologfa incompleta -
de los embriones; (4) latencia fisiol8gica que requiere estrati

ficacibn o luz de apropiada intensidad y (5) inhibidores quimi-
cos de los eventos metabdlicos.

1.6.3. Inhibidores

Un gran n@mero de sustancias pueden ser inhibidores de la -
germinacifn, todos estos compuestos son generalmente téxicos pa
ra organismos vivos, algunas sustancias que dafian propiamente a
la semilla, sin embargo existe un tipo de inhibicién en la natu
raleza que no dana irreversiblemente y es la inhibicifn osméti-
ca. Es posible impedir la germinacifn de semillas, simplemente
graduando la solucifn de alta presibn osmbética, pero cuando las

semillas son removidas del medio y puestas en agua, ellas pueden
entonces germinar.

Otro tipo de inhibicifn es causada por sustancias, las cua-
les se conoce que. interfieren en el metabolismo, un ejemplo de
este tipo de interferencia es provista por varios inhibidores -
respiratorios, compuestos fen6licos como dinitrofenol, azida y
otros (Mayer, 1975). Se han encontrado otros compuestos que -
tienen el efecto inhibitorio de la germinacifn, como los sesqui
terpenos lactosas (Asakawa,1979) y carotenos (Smith y colabora-
dores, 1978). A algunos pigmentos naturales se les atribufa es
te efecto, pero en 1958 Miyamoto y Everson han sugerido que es-
te efecto es causado por catequinas-taninos, pero estos compues
tos son incoloros (Stoy, 1976). Otro inhibidor de importancia-
es la cumarina y sus derivados, que han sido aislados de dife -
rentes plantas y su efecto probado en bioensayos de inhibicién
Agarwall, 1976; Balasimha, 1977; Rasmussen, 1977).

De acuerdo con la introduccién anterior, se puede hacer &n
fasis en la importancia de los az@icares solubles como fuentes-
energéticas para el proceso de germinacién y como unidades
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de construccibdn para los polisac8ridos que van a constituir el

grano maduro. el conocimiento de los azficares solubles presen
tes en las etapas de desarrollo del grano, da también una idea
sobre los procesos metab6licos preponderantes. Por otra parte
es importante recalcar el efecto de la concentracién y balance
de hormonas vegetales, necesarias para la maduraci6ébn del enbritn
y formacifbn de tejidos del grano, as{ como para regular la la-

tencia de las semillas, enla cual también influyen otros tipos
de inhibidores.

En el afio de 1980, se propuso un trabajo interdisciplinario
entre varias instituciones, entre ellas, Facultad de Quimica,Uni
versidad Nacional AutSnoma de México (UNAM); Colegio de Postgra-
duados (C.P.); Instituto Nacional de Investigaciones Agrfcolas -
(INIA); Centro de Estudios Avanzados del Instituto Polit&cnico
Nacional (CINVESTAV), para investigar el porqué del problema de
la germinacifén prematura. Se plantearon varios estudios sobre:
aspectos agronﬁmicos, fitopatol8gicos, contenido de elementos -

en el sueloy la planta, hormonas vegetales, ciclos metab8licos
involucrados, etc.

En el presente trabajo se presupone que el estudio de los
azficares solubles presentes en la germinacién prematura, puede-
dar una idea acerca de las vias metab6licas involucradas y par-
te de la hipbtesis de que la germinacifn prematura del grano de
malz debe presentarse por un desbalance entre las hormonas pro-
motoras del crecimiento y las hormonas de la latencia en las -
etapas finales del desarrollo del grano, por lo tanto debe de ha
ber una disminucifn del. &cido abscisico y de otros inhibidores.

Los objetivos de este trabajo, son los siguientes:
2.0) OBJETIVOS.
1) Ver las diferencias entre el metabolismo de carbohidra
tos durante la germinacifén del mafz inmaduro y maduro
en H-139 y Criollo de Tlacamilco.

2) Investigar la ausencia o presencia de inhibidores de la
gexmiancién en mafz inmaduro y maduro.



- 14 -
3.0) MATERIAL

3.1) Material Vegetal

Se analizaron dos variedades de maiz, un hfbrido de doble
cruza H-139, y el criollo de Tlacamilco, de polinizacibn 1i
bre, aportados por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA.)

Estos materiales fueron sembrados el 10 de abril de 1981, en
San Antonio Tlacamilco, Pue., en un bloque s6lido sin repli-
caciones. La distancia entre surcos fue de 80 cm y las plan
tas fueron sembradas a 50 cm de separaci®n.

Los materiales fueron recolectados durante el desarrollo del
grano, en muestreos, como se indica en la tabla 1. Las ma -
zorcas fueron colocadas en bolsas de polietileno y almacena-
das en refrigeracifn a~70°C. La muestra de grano analizada
corresponde al 60% de la parte central de la mazorca.

3.2) Reactivos.

a) Serie de az@cares de calidad reactivo:glucosa, sacarosa,
ribosa, fructosa,arabinosa, ramnosa, xilosga, maltosa, ma
nosa, rafinosa y galactosa.

b) Sales y 8&cidos de calidad reactivo:8cido bb6rico, cloruro
de sodio, tetraborato de potasio, &cido sulfdrico, yoda,
yoduro de potasio, orcinol, &cido clorhifdrico, hidr6xido
de sodio, hidr8xido de amonio, tungstato de sodio.

c) Solventes de calidad reactivo: metanol, etanol, acetato
de etilo, acetona, 8ter etflico.

d) Cumarina marca Baker.

e) Acido Abscisico, mezcla rac@mica marca Sigma.
f) Enzima diastasa, marca Difco.

3.3.) Aparatos,.

a) Analizador Autom&tico de Carbohidratos marca TECHNICON
b) Espectrofotémetro, Bausch & Lomb Spectronic 20.




TABLA 1.- DATOS Y FECHAS DE LOS MUESTREOS DE MAIZ H-139 Y
CRIOLLO LOCAL RECOLECTADOS EN LA REGION DE SAN
ANTONIO TLACAMILCO PUE.

Fecha de Siembra: 10 de abril de 1981
Floracifn femenina H-139: 29 de julio de 1981

criollo: 23 de julio de 1981.
Fecundacifn H-139; Agosto 3 de 1981

Criollo; julio 28 de 1981.

CRIOLLO LOCAL H-139

Dfas después de Etapa fisiol8gica

la floracibn fe del muestreo. Fecha Fecha

menina.

25 Embrib6n inmaduro Agosto 17 Agosto 24

40 Grano lechoso Septiembre 2 Septiembre 8

55 Grano lechoso-~ Septiembre 17 Septiembre 23
masoso

70 Grano masoso Octubre 2 Octubre 8

Madureéz comercial Cosecha Cosecha
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c) Estufa de aire circulante, Blue M

d) Estufa Thelco

e) Balanza analitica Mettler Modelo H-16

f) Refrigerados Kelvin

g) Congelador Revco

h) Liofilizador Virtis

i) Potencibgrafo Methrom

j) Medidor Automdtico de &rea, modelo AAM-5, marca Hayashi Denko.

Asf como material de vidrierfa indispensable para el desarro
1lo experimental y placas preparadas de silica gel 60, sin indica
dor fluorescente de espesor 0.25mm.

4.0) METODOS
4,.1) Carbohidratos solubles.
4.1.1.) Curvas patrbn de carbohidratos solubles,

Fueron colocadas muestras de azficares patrfn por separado en
el analizador autom&tico de carbohidratos "Technicon"™ y se midib
el tiempo de retencifn para cada azdcar. Para &sto se pesf 1 mg
de azficar disuelto en 1 ml de agua destilada y de ahf se tom6 una
alfcuota de 50 ul (50 ug de muestra), la cual se inyectd en la co
lumna del aparato.

4.1.2.) Extraccibn de carbohidratos solubles.

Las muestras de grano de mafz, tanto grano entero, como endos
permo y embrifn se extrajeron con etanol al 80%, macerando aproxi-
madamente de 1-3 g en un mortero con etanol al 80%, el preparado -
se hirvi6 15 min. en vaso de precipitados para solubilizar los car-
bohidratos, se filtr6 en frfo y se afor6 a un volumen determinado.
Se precipit6 la proteina con tungstato de sodio en medio dcido, pa
ra poder colocar las muestras en el analizador autom8tico de car -
bohidratos marca TECHNICON.

4.1.3.) Anflisis de Carbohidratos solubles.

Una alicuota de 0.3-1.5 ml del extracto se coloc6 en la colum
na del Analizador Autom&tico de Carbohidratos marca Technicon
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(Kesler, 1967).

Los carbohidratos en el aparato se separan en un columna
de intercambio aniénico, con resina tipo S8 marca Cromo-Beads,
a 54°C. En la columna los carbohidratos forman complejos con
el borato y dependiendo del tipo de azfcar son elufdos con un
gradiente de dcido bbrico-cloruro de sodio, en diferentes con
centraciones y de menor a mayor PH (8-9.5), dichas soluciones
se distribuyen en 9 c&maras (tabla 2) .Despu8s los azficares -
reaccionan con orcinol al 0.1% en &cido sulfGrico al 70%, de-
sarrollando el color a trav&s de un bafio de reaccién a 90°cC,
que es registrado en un colorfmetro Y las curvas de cada azf-
car se obtienen en el rggistrador (figura 1),

4.1.4.) Identificacibn y cuantificacibn de carbohidratos solu
bles.

De acuerdo con los patrones de azGcares, y segln su tiem
Po de retencibn, (Fig. 2) son identificados asi como cuantifi
cados midiendo el &rea bajo la curva de cada azficar, con un -

medidor de &rea, siendo el contenido de carbohidratos propor-
cional al ‘Srea bajo la curva (tabla 3).

4,2.) ALMIDON .
4.2.1.) Extracci6bn de Almidén.

Al residuo seco exento de carbohidratos, se le agregaron
100 ml de agua y se hirvié durante media hora para gelatinizar
al almidén., E1 preparado anterior se llev8 a una temperatura
de 55°C en un bafioc de agua y se le agregaron 20 ml de diastasa
al 18. Se repiti6 la operaci®n hasta dar prueba negativa con
yodo, para asegurar que todo el almidén est& hidrolizado, des-
Pués se filtr8 y afor8 a un volumen conocido.

Se tom6 una alicuota de 20 ml del hidrolizado anterior, se
le afiadieron 10 ml de HCl (d=1.125) y se reflujé durante dos -
horas y media, se neutralizé a pH=7 con NaOH primeramente y fi
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TABLA 2.~ CONDICIONES DE TRABAJO DEL ANALIZADOR AUTOMATICO DE
CARBOHIDRATOS MARCA TECHNICON.

Presifn: 250 psi

Flujo: 1.0 ml/min

Altura de la columna: 75 cm

Temperatura de la columna: 54 °C

Tenperatura del bano de

reaccién: 90 °C

Resina: S~Cromo Beads-Technicon

Reactivo: Orcinol al 0.1% en H2804
al 70%

Soluciones stock para formar
el eluyente:

Solucifn: I.~ Acido b6rico 0.1 M pH 8
» IXI.~ Acido b6rico 0.1 M, NaCl10.05 M pH 8
" IXI.- Acido b6rico 0.1 M, NaCl 0.1 M pH 8
" IV.- Acido b6rico 0.2 M pH 8
" V.~ Acido b6rico 0.2 M, NaCl 0.2 M pH 9.5

Eluyente:

Cémara 1.- 50 ml solucién I.

2.- 50 ml solucifn I.

3.- 25 ml solucifbn I + 25 ml solucibn II.

4.- 20.0 ml solucién III + 30.0 ml solucién IV
5.- 25 ml solucién IV + 25 ml solucifn V,

6.- 25 ml solucifn IV + 25 ml solucién V.

7.- 25 ml solucién IV + 25 ml solucifn V.

8.~ 50 ml solucién V.

9.- 50 ml solucién V.

e



C&maras ~
Intercomunicadas h:(f
9

—
Columna a 54°cC.
Registrador.
' Co or tr
Nter aird Lr
P
lémpara e
de luz bafio de
visible reaccidn orcinol 1% en
a 90¢°cC. H2504 al 70s.

Fig. 1 .- Representacién gr8&fica del Analizador Autématico de Carbohidratos
marca Technicon. La composicifn de las soluciones que se colocan-
en las 9 clmaras intetcomunicédas se describe en la tabla 1 . La
temperatura de la columna se mantiene constante por medio de un -
bafio de agua de recirculacidn.
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Tabla 3.~ Microgramos de carbohidrato por

centrimetro cuadrado de &rea --
obtenida en el registrador del
analizador automitico de carbo-
hidratos. Los valores dados son
promedio de dos repeticiones.

CARBOHIDRATO ug/cm®
Sacarosa 3.58
Fructosa 3.63
Xilosa 1.57
Glucosa 2.66
Maltosa 3.26
Ramnosa 1.50
Manosa 1.95
Ribosa 1.83
Galactosa 2.47
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nalizando con NaHCO3. Se afor6 a un volumen determinado y

se cuantificd por el m&todo colorimé&trico de Nelson. (Nelson,
1944).

4.2,2,) Curva patrén de glucosa.

Reactivo A de Nelson.- Se disolvieron 12,5 g de Na,CO,
(arhidro) , 12.5 g de tartrato de sodio y potasio, 10 g de NaHCO3
y 100 g de Na2s04 (anhidro) en 350 ml de HZO y se afor6 a 500 ml.

Reactivo B Nelson.- Se disolvieron 7.5 g de CusS0,. 5H
50 ml de.HZO, y se agreg8 una gota de HZSO4 concentrado,

2O-en

» Reactivo de Arseno molibdato.- Se disolvieron 25 g de (NH4)
2‘ 4H20 en 45 ml de azo Yy se agregaran 21 ml de sto4 concentrado.
Aparte se disolvieron 3.0 g de NCZHASO4. 7H20 en 25 ml de H, 0 y se
agregbé a la solucifn &cida de’ molibdato. Se almacenS en unp bote~-
1l1a café por 24 hrs a 37°C (Clark, 1964).

©7

Se. pesaron lo'hg de glucosa y %e afor§ con 100 ml de agua
'deatiladl, tomando altcuotas de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, y 1.0 ml, a las
cuales se les agreg8 1 ml del reactivo A+B (12.5 ml del reactivo
l“A-i-().s ml de reactivo B) y se calent 15 min en un bafio marfa a 80°C,
gse enfrié en un bafio de hielo, se agregl después 1 ml del reactivo
de molibdato y .se diluyd con 7 ml de agua destilada y se-agitdb has
ta quedar la solucibn homogénea. Las lecturas del color desarrolla

do se hicieron en el espectrofotfmetro Bausch & Lomb a 540 nm.
(Figura 3).

4.2.3.) Cuantificacién.

Se determin6 el almid6n en grano entero, tomando una alfcuota,
de la muestra aforada y despuea de la hidrS8lisis &cida y siguiendo
los pasos mencionados para la curva patr6n de glucosa. Una alfcuo
ta de diastasa al 1% fue analizada bajo las mismas condiciones ex
perimentales para determinar su contenido en glucosa, Los resulta

dos en porcentaje de glucosa se multiplicaron por el factor 0,9 pa
ra obtener el valor del almidén.




D.0. Densidad 6ptica a 490 nm.

ug. microgramos de glucosa.

Fiqg.

20 30 40 50 60 70 80
nd- de glucosa

3 .- Curva patrén de glucosa.
los valores dados son promedio de 3 repeticiones.
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4.3) Determinacibtn de Humedad.

Se pesaron aproximadamente 3 g de muestra y se colocaron
en cajas de aluminio ya taradas, se colocaron en estufa a 60°C
y despué&s de dos dias se pesaron, hasta quedar en peso constan
te. Este se define cuando la variacifn de peso entre tres pe-

sadas consecutivas no fuera mayor a 3 mg. (Winton y Winton ,
1974).

4.4.) Inhibidores.

4.4.1.) Cromatografia en capa fina de &cido abscisico (ABA) y

cumarina y los extractos &cidos y b&sicos de los granos
de maiz.

En placas de vidrio de 20 x20 cm cubiertas con silica
gel, se realizb cromatografia en capa fina, de sustancias tipo
de &cido abscisico, cumarina y los extractos &cidos y bdsicos
de los granos enteros de los maices criollo local y H-139, co
rriéndose con la mezcla de solventes: isoprobanol-amoniaco -
agua (10:1:1) a una distancia total de 10 cm. El ABA se detec
t6 con l8mpara de luz ultravioleta, la cumarina y extractos -
con KMnO4 en HZSO‘ Y se midieron los Rf correspondiente,

4.4.2.) Curvas tipo de ABA y cumarina.

Se prepararon soluciones con diferentes c¢oncentraciones de
ABA y cumarina sintética y se probaron con 50 semillas de lechu
ga por 4 dlas en la oscuridad y a temperatura ambiente, para ob
servar el efecto inhibitorio sobre la:germinaciﬁn de las semi -~

llas de lechuga y relacionarlo con la inhibicifn producida por
los extractos de las semillas de malz.

4.4.3.) Extraccifbn de Inhibidores.

200 granos de maiz fueron macerados con metancl al 80% en
frfo. Se filtr6 con papel filtro y el sobrenadante se concen-
tr8 en un rotavapor a presidn reducida a 35°C hasta quedar el
‘extracto acuoso, 8&ste fue liofilizado, despu@s se disolvib en
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50 ml de agua destilada y se ajustf a pH=8.2 con NaOH, se extra
jo dos veces con &ter etflico y el extracto et&reo bisico se -
guardd. El extracto acuoso se reajust8 a pH=2.8 con HCl y se
volvi6 a extraer dos veces con &ter. Los dos extractos etéreos
&cido y b&sico se evaporaron a sequedad a temperatura ambiente

y se guardaron para purificarlos en capa fina. (figura 4) (Hari
y Gurmit, 1977).

4.4.3.1.)Purificacidn de los inhibidores.

Se realiz6 cromatograffa en capa fina de cada uno de los
extractos &cidos y b&sicos de los granos de mafz, disueltos en
1 ml de Eter y se aplicaron con capilares en placas de capa fi
na de 20 x 20 cm, corriéndose con isopropanol-amonfaco-agua -
(10:1:1 v/v) a una distancia total de 10 cm. Se rasp8 la re-
gién comprendida entre Rf 0.3-0.9 y se disolvieron los inhibi-

dores con 10 ml de agua destilada con agitacifn durante 24 ho-
ras.

4.4.3.2,) Bioensayo de inhibicifn.

Los extractos anteriores por separado se probaron en el
ensayo biol8gico de germinacifén de 50 semillas de lechuga por
4 dfas en la oscuridad y a temperatura ambiente. Después de
este tiempo se contaron las semillas que tuvieron el efecto
inhibitorio de los diferentes extractos.

5.0) RESULTADOS Y DISCUSION.

5.0.1.) Experimentacifn en el campo.

De las observaciones realizadas con las variedades crio-
llo local y H-139,el brotamiento apareci8 a los 55 d.d.f. y en
mayor proporcifén en el hfbrido H-139 (23%) y en criollo local
(5.4%) .

Los granos brotados tenfan las siguientes caracteristicas;

Los granos afectados tenfan el embrifn germinado en diver-
sos grados o etapas de crecimiento, siendo en cualquier parte
de la mazorca el brotamiento, generalmente la min@iscula pl&ntu




200 semillas

Extraccién con metanol 80%

Maceracibn y

Filtracibn.
Residho Extdacto
desechar Evaporar a sequedad en
rotavapor y después lio
filizar.
Agregar 50 ml de agua des
tilada, ajustar a pH =2.8,
extraer 2 veces con &ter.
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FIGURA4 .- Esquema de la extraccibn de inhibidores de la
germinacifn y crecimiento a partir del grano en
tero de los mafces Criollo local y H-139,
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la atn no habia roto el pericarpio del grano y puede verse a
través de esa membrana., Casi nunca hay presencia de radicu-
la y a la pequeiia plantula, desde su aparicién afin cubierta

por el pericarpio ya presenta un color verde intenso a pesar
de estar cubierta la mazorca con sus bréicteas.

Para las determinaciones hechas en este trabajo, para
tener una variable, se analiz® el grano brotado en H-139,por
ser el de mayor porcentaje de brotamiento y como referencia

exclusivamente se analizaron los granos no brotados en el -
criollo local.

5.1) Contenido de carbohidratos solubles durante el desarro-
llo del grano de mafz.

5.1.1.) En la variedad criollo local.

Los azficares solubles encontrados en el endospermo, en
el embribn y en el grano entero, fueron: sacarosa, xilosa y
glucosa, a los 25, 40 y 70 dias después de la floracibn (4.
d.f.) y en la madurez comercial. La fructosa aparecif a los
40 d.d4.f. en embribn exclusivamente (Figura 5).

Dentro de los azlGcares solubles, la sacarosa se encon-
tr6 en mayor cantidad en endospermo,embridn y grano entero,
(Camer6n, 1954); los valores m&s altos est&n en el embribn,
Bernstein en 1943 encontrb resultados semejantes en maiz.En
este trabajo, en el criollo local el comportamiento de la -
sacarosa durante los dfas de floracibn mencionados es en for
ma de zig~zag para cada fecha. De los 25 a los 40 d4.4.f. -
hay una disminuci6n de sacarosa,probablemente es utilizada
para la maduracifn del embribén ya que este perfodo se encuen
tra en las etapas de embrifén inmaduro a estado lechoso del -
grano. De los 40 a los 55 d.d.f. aumenta la sacarosa tanto
en embrifn como en endospermo. De los 55 a los 70 d.4d.f. -
baja el contenido de sacarcsa en el embrifn de 1.37 a 0.58%
y en endospermo de 1.05 a 0.25% (tabla 4)., Hacia la madurez
comercial en el embrifn hubo un aumento muy notable, hasta-
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TABIA 4.~ PORCENTAJE (EN PESO FRESCO) DE AZUCARES SOLUBLES EN

ENDOSPERMO Y EN EMBRION DEL MAIZ CRIOLLO LOCAL DU -
RANTE EL DESARROLLO DEL GRANO.

ENDOSPERMO

DIAS DESPUES 2

DE LA FLORACION )

FEMENINA SACAROSA FRUCTOSA XILOSA GLUCOSA
25 1.16 0.00 0.35 0.17
40 0.29 0.00 0.14 0.19
55 1.05 0.00 0.08 0.08
70 0.25 0.00 0.08 0.07

MADUREZ

COMERCIAL 0.63 0.00 0.03 0.05

25 1.82 0.00 0.34 0.12

40 0.65 0.10 0.21 0.10

55 1.37 0.16 0.19 0.08

70 0.58 0.47 0.11 0.23
MADUREZ

COMERCIAL 4.35 0.03 0.02 0.14
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8 veces mis confirmando los datos encontrados en Earley en 1951,
los valores experimentales fueron de 0.58 a 4,35% debido proba-

blemente a que este carbbhidrato esti como reserva en el embribn
en estado de madurez, ya que cuando se pone a germinar la semilla
bajo las condiciones apropiadas de humedad y temperatura, es uti
lizado como fuente de energfa durante los dos primeros dfas para
el crecimiento de la nueva plantula (Sosa, 1978). En endospermo
el aumento de sacarosa fue de 0.25% a los 70 d.d.f. y 0.63% en la

madurez comercial.

En grano entero se hicieron an&lisis entre los 25,40 y 55
d.d.f. encontrfndose un comportamiento de sacarosa similar al en
contrado en endospermo y embrifn, los valores encontrados fueron
0.93 0.51 y 1.02%.en el criollo local en las etapas correspon -
dientes. (figura 6 y tabla 5).

En cuanto a xilosa y glucosa, (tabla 4) ;as variaciones en-
tre cada etapa, no fueron notables. En endospermo la glucosa au
nment8 entre los 25 y los 40 d.4.f. a 0.193ybaja a 0.08% a los 55
d.d.f.; a los 70 d.d.f., disminuy$§ 0.07% y en la madurez comer -
cial disminuy8 a 0.05%..En el embrifn la glucosa est& en concen-
tracifn semejante a los 25, 40 y 55 4.4.f. pero aumenta a 0.23%
a los 70 d.d.f., para disminuir a 0.14% en la madurez comercial.
En grano entero la glucosa varif de 0.34 a 0.06 y 0.11% de los 25
a los 40 y 55 4.4.f., respectivamente. (tabla 5). La xilosa en
endospermo fue bajando desde los 25 d.f.f. hasta la madurez co-
mercial desde 0.35 hasta 0.03 § en embribn de 0.34 a 0.02% (ta-
bla 4). En grano entero la xilosa tuvo valores altos a los 25
d.d4.f£. (0.38 %) y a los 55 d.d.£f. (0.25%) (tabla 5 y figura 6).
La presencia de xilosa fue una indicacifn de que el ciclo de -
pentosas estuvo en forma activa.

En lo que respecta a fructosa (tabla 4) no se detect® en
el endospermo del mafz criollo local; en el embrin aument8 5
veces, desde los 40 hasta los 70 d.4.f. ¥y se redujo a 0.03% en
la madurez comercial, caso similar fue presentado en elgrano -
entero (tabla 5) de los 40 a 55 d.d.f. La presencia de gluco-
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TABLA 5.- PORCENTAJE (EN PESO FRESCO) DF AZUCARES SOLUBLES
DURANTE EL DESARROLLO DEL GRANO ENTERO DE MAIZ
EN LAS VARIEDADES DE CRIOLLO LOCAL Y H-139.

GRANO ENTERO CRIOLLO LOCALTL

DIAS DESPUES DE
LA FLORACION

FEMENINA. SACAROSA  FRUCTOSA  XTIOSA  GIXXOSA  RIBOSA
25 0.93 0.00 0.38 0.34 0.00
40 0.51 0.05 0.25 0.06 0.00
55 1.02 0.16 0.30 0.11 0.00

GRANO ENTERO H~- 1 3 9
25 1.61 0.35 0.53 0.36 0.00
40 1.19 0.10 0.07 0.08 0.00
55 0.87*% 0.12%* 0.17%* 0.15%* 0,00**

0.94* 0.03%* 0.09** Q.11%** (.02%%*

** GRANO NO GERMINADO

* GRANO GERMINADO
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sa y fructosa, es una indicacibn de la actividad de la glicd
lisis, simult8neamente con el ciclo de pentosas, tal como ya
se ha mencionado en lq literatura (Gordon, 1980). Las enzi-
mas de estos procesos metab6licos son las primeras que apare
cen durante la germinacifn del grano y probablemente la pre-
sencia de estos azﬁqares solubles durante la formacibén del -
grano, sugiere tambi€n que estos procesos matab6licos estén
activos, aunquehay poca evidencia experimental.

5.1.2.) En la variedad H-139.

El comportamiento de esta variedad durante el desarrollo,
fue diferente con respecto al criollo local, ya que en H-139
aparecif el brotamiento en mayor porcentaje que en el criollo
local a los 55 d.d.f. (grano lechoso-masoso) (figura 8), otra
diferencia es que en esta misma fecha en el embrién se pudo
detectar la presencia de ribosa, la cual no fue encontrada
en el criollo local. Durante la formacibn del grano, la saca
rosa, glucosa, xilosa y fructosa, tambi&n estaban presentes -
en H-139., En endospermo y embribn, la'concgntracién de saca-
rosa disminuy8 desde los 25 a los 55 d.d.f., como ya se men -
cion6 para el criollo, (figs. 7 y 8) la &isminuci&n entre los
25 y 40 d.d.f. puede ser debida a la utilizaci®n de este azl-
car para la maduracibn del embribén y probablemente de los 40
a los 55 d.d.f. la cantidad de sacarosa baj6é debido a que en
esta etapa se presentf el brotamiento del grano y se consume
energfa para el crecimiento de la pl&ntula (fig. 8 y tabla 6).

Para el andlisis de azficares solubles, se tomaron granos
de H-139, aparentemente no germinados y granos germinados -
(Tabla 6 y figs. 7 y 8) los cuales tenfan el emﬁrién de color
verde, observacifn hecha tambié&n por Gonz&lez en 1976; en los
dos anilisis hechos, no hubo diferencia en el comportamiento
de la sacarosa, probablemente debido a que el grano no brota-
do, aparentemente estaba en vias de brotar. En la tabla 6 se
puede observar que de los 55 4.4.f. a la madurez comercial,en
el endospermo la sacarosa tuvo una baja no muy apreciable de

0.65 a 0.52% para grano no brotado y de 0.64 a 0.52% para grano
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TABLA 6.- PORCENTAJE (EN PESO FRESCO) DE AZUCARES SOLUBLES

EN ENDOSPERMO Y EN EMBRION DEL MAIZ H-139 DURANTE
EL DESARROLLO DEL GRANO.

DIAS DESPUES DE

LA FLORACION

ENDOSPERMDO

FEMENINA. SACAROSA FRUCTOSA anosz\ GLUCOSA  RIBOSA
25 2.02 0.20 0.45 0.20 0.00
40 1.02 0.10 0.15 0.07 0.00
55 0.65*  0.01* 0.43% 0.06* g_go
0.64*« o g0wx 0.09* 0.05% * g 00**
MADUREZ
COMERCIAL 0.52 0.08 0.06 0.04 .00
E M B R I O N
25 3.15 0.23 0.30 0.1 0.00
40 1.73 0.08 0.15 0.08  0.00
55 0.93% 0.02* 0.04%* 0.06* (,0g*
1.07%  0.22%% (Q.25%% (.07*% (0.12%%*
MADUREZ
COMERCIAL 2.61 0.06 0.05 0.32 0.00

* GRANO NO GERMINADO

** GRANO GERMINADO.
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no brotado y de 0.64 a 0.52% para grano brotado, indicando es
tas cantidades similitud en el proceso de desarrollo de los -
dos granos. En embrién en cambio de los 55 d4.4.f a la madu -

rez comercial hubo un aumento de sacarosa (tres veces m&s) pa

ra ambos granos (figura 7 y 8). en grano entero la sacarosa

tuvo el mismo comportamiento en las tres primeras etapas de
desarrollo (tabla 5).

En endospermo la glucosa experimentS una disminucibn gra
dual de los 25 4.d4.f. a la madurez comercial y en embribn dis
minuye de 25 a 55 d.d.f. y aumenta en la madurez comercial vy
alcanzando su valor final de 0.32% (tabla 6). En grano ente
ro la glucosa disminuyb de los 25 a los 40 d.4.f. y a los 55

d.d.f. aumenta aproximadamente dos veces para ambos tipos de
grano (tabla 5).

En endospermo de grano de H-139 no germinado, la xilosa,
de los 25 a los 40 4.d.f. disminuye y aumenta a los 55 d4.d.f.
hasta una concentracifén de 0.43% y en grano germinado disminu
ye de 0.09 a 0.06%, de los 55 d.d4.f. a la madurez comercial.
(tabla 6 y figs. 7 vy 8). En embribn la xilosa, experimenta -
una reduccifn en las tres primeras etapas y aumenta poco a la
madurez comercial. En el grano entero (tabla 5) la xilosa va
rfa de 0.53 a 0.073y sube a 0.17% a los 55 d.d.f. para grano-
no brotado, pero para grano brotado baja a 0,09%, Esto indi-
carfa utilizaci6n de azlcares para el crecimiento de la pl&n-
tula en el grano brotado. La fructosa en endospermo y embrifn
no brotado de H~139 experiment6 ligeras variaciones en las cua
tro etapas estudiadas, en cambio desaparece en el endospermo
de grano no germinado a los 55 4.d.f., y para embrién tiene un
valor de 0.22% para la misma etapa de desarrollo, Para grano
entero (tabla 5) la fructosa disminuye de los 25 a los 55 d.d.

f., en grano no germinado y disminuye 0.03% para grano germina
do, (fig. 6).

La ribosa se present6 inicamente a los 55 d.d.f., en em -
brifn de grano germinado (tabla 5) indicando probablemente la

actividad del ciclo de pentosas durante el brotamiento (Gordon,
1976).
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5.2) Contenido de Carbohidratos snlubles en grano maduro y

seco, germinado experimentalmente, en las variedades
Criollo Local y H-139.

Para poder hacer una comparacifn entre el brotamiento
durante la formacib6n del grano, y la germinacibn, experimen
talmente se germinarion las semillas maduras del maiz crio
llo local durante 7 dfas y el H-139 durante 3 dias, encon -
tri&ndose para ambos casos los azficares solubles: sacarosa,
fructosa, xilosa y glucosa, en concentracifn aproximada a
las encontradas durante el desarrollo del grano. (tablas 7a
y 7b). fue notable la aparicifn de maltosa en endospermo ,

en ambas variedades, como indicacifn de la actividad de ami
lasas (Sosa, 1978).

En el criollo local la concentracifn de maltosa en el
endospermo, fue de 0.56% y en H-139 0.22%, aproximadamente
la mitad, indicando que a los 7 dias la actividad de las -
amilasas estf en forma mis activa que a los 3 dias de ger-
minacifn. En los granos brotados de H-139, no se encontrb
maltosa, probablemente debido a‘que todavia no estaban pre
sentes las amilasas, posiblemente se encontraba el grano -
brotado en una etapa equivalente a los 2 dfas de germina -
cibn, ya que al tercer dfa se hace presente la actividad de
las amilasas (Kruger, 1976; Sosa, 1978).

Adem8s en criollo local estuvieron presentes en poca
cantidad la ramnosa en embrifn (0.03%), manosa y ribosa en
endospermo en concentracifén de 0.17 y 0.24% respectivamen-

te, la ribosa también se encontrf en grano germinado de -
H-139. (figs. 9 y 10).

5.3) Contenido de almidén durante el desarrollo del grano de
mafz en las variedades Criollo Local y H-139..

Durante el desarrollo del grano, tanto en el criollo
local como en H-139, el contenido de almidén fue aumentando
r8pidamente de los 25 a los 55 d.d.f. (Figura 11). De 1los

55 d.d.f. a la madurez comercial, el aumento fue, de 42.65%
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TABLA 7a.- PORCENTAJE (EN PESO FRESCO) DE CARBOHIDRATOS
SOLUBLES EN SEMILLAS SECAS GERMINADAS. EXPERI
MENTALMENTE 7 DIAS, DE LA VARIEDAD CRIOLLO -

LOCAL.
AZUCARES EMB%RION ENDOS%PERMO
SACAROSA 1.86 0.69
MALTOSA 0.00 0.56
RAMNOSA 0.03 0.00
RIBOSA 0.00 0.24
MANOSA 0.00 0.17
FRUCTOSA 0.28 0.19
XTIOSA 0.39 0.35
GLUCOSA 0.07 0.62

TABIA 7b.- PORCENTAJE (EN PESO FRESCO) DE CARBOHIDRATOS
SOLUBLES EN SEMILLAS SECAS GERMINADAS EXPERI
MENTALMENTE 3 DIAS, DE LA VARIEDAD H-139.

AZUCARES EMBRION ENDOSPERMO
% ]

SACAROSA 1.23 0.63

MALTOSA 0.00 0.22

FRUCTOSA 0.20 0.00

XILOSA 0.31 0.51

GLUCOSA 0.08 0.11
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a 66.46% para criollo local y de 53 a 67% para H-139., (Tabla 8).
En H-139 no hubo diferencia en el contenido de almiddn a los 55
d.d.£f. para grano brotadd y no brotado, indicando que el en gra
no brotado todavia no habfa actividad amilolftica. El aumento
del almidén es un Indice del llenado del grano en las diferen-
tes etapas de desarrollo y act@ia como polisac8rido de reserva
en el mismo. Cuando la semilla esti madura, se alcanzan los -
valores m&s altos en almidén, (Dure, 1960; Earley, 1951).

5.4) Contenido de Humedad durante el desarrollo del grano.

El contenido de humedad en los maices criollo local y H-139
va en forma contraria con el almidbén, durante el desarrollo del
grano, ya gue mientras el almidfn aumenta, la humedad disminuye.
Al aumentar los dfas de: floracifén hay p&rdida de agua, contra-
rrestada por el llenado del grano de otros materiales. Los valo-
res de humedad en criollo local, fluctdan entre 75.38 y 7.30% en

tre los 25 d.d.f. y la madurez comercial; 77.63 y 8.12% en H-139.
(tabla 8 y figura 12),

5.5) Inhibidores.

5.5.1.) Cromatografia en capa fina de &cido abscisico (ABA) cuma
rina y los extractos etéreos &cidos y bésicos.

Bajo las condiciones experimentales descritas anteriormente,
los valores obtenidos de Rf, para el ABA y cumarina fueron de -
0.69 y 0.70 fespectiVamenté, el valor de Rf de ABA, es parecido
al reportado por Tognoni y colaboradores en 1977.

Se realizb cromatograffa en capa fina, con los extractos
etéreos &cidos y b&sicos de los granos de los malces criollo lo
cal y H-139, encontr&ndose para los extractos &cidos, revelados
con reactivos para cumarina, manchas grisfceas entre Rf 0.7-0.9,

probablemente siendo derivados de la cumarina o la misma cumari
na.



_ TABLA 8.- PORCENTAJE DE HUMEDAD Y ALMIDON (EN PESO FRESCO)
DURANTE EL DESARROLLO DEL GRANO, EN LAS VARIEDA-

DES CRIOLLO LOCAL Y H-139.

LOS VALORES DADOS

SON PROMEDIO DE 3 REPETICIONES.

DIAS DESPUES ALMIDON HUMEDAD
[E IA FIORRCION . CRIOLLO H-139 CRIOLLO H-139
LOCAL % LOCAL %
25 6.9 6.7 75.38 77.63
40 29.10 29.93 50.34 47.12
55 42.65 53.61 41.37 40.02
54,72%
SEMILLA MADURA
66.46 67.17 7.30 8.12

*SEMILLA BROTADA.
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De las placas se rasp8 la regién comprendida entre RfO0.3
0.9, porque este rango contiene una mayor cantidad de inhibi-
dores, entre otros el.dcido cinfmico (Rf 0.4) aunque &ste no

fue detectado en las placas de cromatograffa de los extractos
del maiz.

5.5.2.) Curvas patrbn de inhibicifén de ABA y Cumarina.

Como ya se indic6, se pusieron 50 semillas de lechuga a
germinar con diferentes concentraciones de ABA y cumarina. -

Como testigo se pusieron cajas de petri con aqgua destilada Yy
las 50 semillas de lechuga.

Para ABA se tomaron conceutraciones de 8,12,16,20,24 y
32 ppm y conforme aumentaba la concentraci8n, el porcentaje
de germinacifn de semillas era menor, hasta 32 ppm donde no
hubo germinacifn. (Tabla 9). Muchos autores, entre ellos
Walton en 1980, han hecho observaciones similares en diferen
tes tipos de semillas. Para cumarina, Se tomaron concentra-
ciones de 4,8,12,16,20,24,28 y 30 ppm y aparentemente en las
siete primeras concentraciones todas las gemillas germinaron,
pero conforme se aumentaba la concentracibn, el tamafio de la

plintula era menor y a los 30 ppm ya no hubo crecimiento de
la pl&ntula. (figura 13).

5.5.3) Inhibidores en los extractos &cidos de granos de
malz en criollo local y H-139.

Como ya se indic6, en los bioensayos de inhibicifn con
semillas de lechuga con sustancias patr8n de &cido abscisico
los efectos observados sobre las semillas fueron de inhibi -
cibn de la germinacibn y en cumarina las concentraciones ba-
jas permitieron la germinacifn pero hay inhibicifn del creci
miento de la pl&ntula; al probar los extractos &cidos de los
granos de malz en las semillas de lechuga, también se obser-
varon estos dos tipos de inhibicibn, por lo que en cada caja
de petri, se realizf conteo de semillas que tuvieran inhibi-
cibn de la germinacibn y/o del crecimiento, segfn los extrac




TABLA 9.- INHIBICION DE LA GERMINACION DE 50 SEMILLAS DE

LECHUGA POR ACIDO ABSCISICO. LOS VALORES DADO
SON PROMEDIO DE 2 REPETICIONES. :

PPM SEMILLAS GERMINADAS $DE GERMINACION % DE INHIBICION
8 46 88.32 11.68

12 38 72.96 27 .04

16 18 34.56 65.44

20 6 11.52 88.48

24 2 3.84 96.16

32

0 0 100%
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Figura 13.- Inhibicibn del crecimiento de la -
pl&ntula de lechuga por cumarina.
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dos repeticiones.A 30 ppm ya no-
hub6 crecimiento de la pléntula.
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tos de que se trataran, por lo que a continuaci®n se hars men
cidn de estos tipos de inhibicidn,

Se probaron los extractos &cidos y basicos en el biocensa
yo de inhibicibn, con 50 semillas de lechuga, pero Gnicamente
se observ6 inhibicibn en los extractos &cidos.

En la variedad Criollo Local (tabla 10 y fig.14), hubo -
un aumento de inhibicifn del crecimiento de los 40 a los 55 -
d.d.f., siendo esta Gltima etapa el porcentaje mayor encontra
do para esta variedad, de 98.08% y no encontr&ndose el efecto
inhibitorio de la germinacifn, sin embargo a los 40 d.d.f. -
cuando el grano se encuentra en el estado lechoso se obtuvo el
valor m&s bajo en cuanto a la inhibici6n de la germinaci®fn,
siendo de 15.52%, mientras que en la etapa de madurez comercial
se obtuvo el valor m8s alto de este tipo de inhibicién, (40.21%)
sin embargo en la inhibicifn del crecimiento en esta etapa se
obtuvo el menor valor (48.26%) (tabla 10 y figura 14), La inhi
bicién total se calculb por la suma de ambos efectos..Estos re
sultados est&n de acuerdo con lo escrito por King en 1976 y -
por McWha en 1975, sobre trigo.

Para la variedad H-139 a los 40 d4.d4.f, hubo un m&ximo de
76.80% de inhibici6n del crecimiento y un mfnimo de 23.20% de
inhibicifn de la germinacifn; a los 55 d.d.f. tanto en grano
no brotado y brotado, los valores de inhibicién de la germina
cidn son semejantes, pero hubo diferencia en el tipo de inhi-
bicibn del crecimiento, para grano no germinado 44.68% y 0%
para grano germinado. Llegando a la madurez comercial, hay
una gran diferencia en la inhibicifén de la germinacién siendo
de 35.73% para grano brotado y 76.96% para grano no brotado .
En el momento en que se presenta la germinaci8n inmadura en
H-139 hay s8lo 27% de inhibicibn total, este hecho parece -
confirmar la hipStesis inicial de que la germinacifén prema-
tura del mafz debe coexistir con una disminucibn de los inhi
bidores, los cuales son factores que propician la latencia de
la semilla, junto con otras causas (Walton, 1980). Para la
madurez comercial no hubo gran diferencia para ambos granos




TABLA 10.- PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA GERMINACION Y EL CRE
CIMIENTO DE LA PLANTULA DE LECHUGA POR LOS EXTRACTOS

ACIDOS DEL GRANO DE MAIZ DURANTE SU DESARROLLO

DIAS DESFUES  VARIEDAD  $GERMINACION  DEL CRECI DE IA GER TOTAL
DE LA FLORACION MIENTO. MINACION.
40 criollo local 0 84.48 15.52 100
H-139 0 76.80 23.20 100
Criollo local 1.92 98.08 0 98.80
H-139 germinado
55 brematuramence,  72+96 0.00 27.04 27.04
H-139 no gemi= ¢ g9 44.68 28.43 73.12
Criollo Iocal  11.52 48.26 40.21 88.48
H-139 germinado
. 27. .73 .52
Madure:a . remtuamonce.  36-48 79 35 63
H-139 no germi-
nado. 0.0 23.04 76.96 100
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Fig. 14.- Porcentaje de inhibicién de la germinacién y crecimiento de la
plé&ntula de lechuga, producida por los extractos &cidos de =~--
etapas inmaduras del grano de mafz en las variedades Criollo -

local y H=-139,

Inhibicifn del crecimiento X—=~=w=- X ; inhibicién

de la germinacién f————{ . En la gr8&fica (C), a los 55 d.d.f.
y en la madurez comercial, el grano de H-139, se encontrd bro-

tado.
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en la inhibicifén del crecimiento. (tabla 10).

De acuerdo con los gatos presentados, se puede apreciar
que en las primeras etapas del desarrollo del grano de maiz
se encuentran los valores mi&s altos de inhibici®n del creci
miento para ambas variedades, y para la madurez comercial -
los valores m&s altos corresponden a la inhibicién de la -
germinacifn, exceptuando para el H-139 germinado prematura-

mente, &sto corresponde con informes de la literatura (Cardwell,
1978; Morris, 1978).

6.0) CONCLUSIONES.

a)

b)

c)

da)

e)

£)

Durante el desarrollo del grano en los mafces criollo
local y H-139, los carbohidratos solubles encontrados
fueron la sacarosa, fructosa, xilosa y glucosa.

El azficar soluble mayoritario fue la sacarosa, para -
cualquier etapa de desarrollo del grano en ambas varie
dades,encontrdndose principalmente en embrifn.

En el grano H-139 germinado prematuramente a los 55
d.d.f., la sacarosa experiment8 una disminuci®n, indi
cando consumo de energifa,probablemente debido a que -
este disacdrido es utilizado para el crecimiento de la
pl&ntula; por otra parte en el grano no germinado del
mafz criollo local en esta misma etapa, la sacarosa -
experiment6 aumento.

La ribosa fue detectada en embribn en el grano H-139
germinado prematuramente.

La ribosa y la xilosa, fueron los carhohidratos indi-
cadores de la actividad del ciclo de pentosas, duran-

te el desarrollo del grano de mafz en ambas variedades.

Los azicares: sacarnsa, fructosa y glucosa fueron sefia
les de la presencia del ciclo metabBlico "glic6lisis",




g)

h)

1)

3)

K)

1)

m)
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tanto en las semillas germinadas experimentalmente co

mo durante el desarrollo del grano en criollo local y
H-139 .

Durante el desarrollo del grano en los maices criollo
local y H-139 la fructosa, xilosa y glucosa no varia-
ron en su porcentaje.

No fue detectada maltosa en el grano brotado del maiz
H-139, indicando probablemente una actividad nula en
las amilasas.

En las semillas secas del criollo local y H-139 germi
nados experimentalmente 7 v 3 dfas respectivamente, -
fue encontrada maltosa exclusivamente en endospermo ,
indicando actividad amilolftica.

El contenido de almid6n en grano entero, durante el de
sarrollo del grano en los maices criollo local y H-139,
fue aumentando r&pidamente de los 25 d.d.f. a la madu-
rez comercial.

No existi6 diferencia encuanto a almid6n en el grano
del mafz H-139 brotado y no brotado,por lo cual se -
considera que no hubo desdoblamiento del almidfén en

el arano germinado prematuramente.

El contenido de humedad durante el desarrollo del gra
no en las variedades analizadas, disminuy8 gradualmen
te para cada etapa, contrarrestada la pérdida por el
aumento en la cantidad de materia seca, que va llenan
do al grano, hasta la madurez fisiol6gica.

El contenido de inhibidores totales en el mafz H-139
brotado a los 55 d.d.f. y en la madurez comercial tu
vo un minimo, indicando falta de inhibidores en el -
grano brotado.
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n) La mayor cantidad de inhibidores de la germinacibn en
las variedades estudiadas estuvo en la etapa de madu-

rez comercial.
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