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I RESUMEN

En el pénerc lpompea, es caracteristica la prasencia
tanto de cotiledones como endospermo en semilla madura deshi=
dratada. En &1 se incluye a Ipomoea purpurea (L.) Roth e
Ipomoea npil (L.} Roth, que son especies de importancia para
México por las perdiaas econdmicas gue causan al competir

como malezas con los cultivos basicos.

La capacidad de diversas malezas para sabrevivir a
medios hostiles, se debe a su alto gradeo de especializacion.
La praoduccién de una gran cantidad de semillas, 1la alta
viabilidad de éstas y su rapida germinacién, les proporcionan
;entajas adaptativas que les permiten désplazar a los culti-
vas. Aunado a ésto, la utilizacién de las sustancias de
reserva que hagan las semillas durante el desarrcllo le deben
dar cierta ventaja competitiva a estos organismos, sobre el

cultivo.

En este trabajo se estudid el patron en la cantidad del
almidén existente durante el desarrollo de semillas de 1.
purpurea e L. nil desde la antesis hasta la semilla madura

hidratada y en las primeras etapas de germinacidn.

Los resultados muestran que el almidon se almacena en
las semillas de 1. gurpurea e 1. pil durante su desarrollo,

siguiéndo un patron similar en la acumulacien y disminucion



del mismo, con un valor maximo del carbohidrato en =21 momento
que la semilla presenta la mitad del peso fresco gque alcanca.
La ecantidad de almidéh es diferente para las dos especies,
pero la relacidn almidén/peso fresco es la misma en las
semillas de las dos plantas. lLas diferencias que se presentan
entre las cosechas de Octubre y Noviembre pueden deberse a
las condiciones ambientales que influyen en la deposicidn de
sustancias de reserva en la semilla. El almidéon en 1.
purpurea e . nil, es una sustancia de reserva gque se almace—
na temporalmente en las semillas. Quedando un remanente en
la semilla madura deshidratada, el cual se utiliza en las

primeras fases de postimbibicidn en pléntulas etioladas.



IT INTRODUCCION

Las arvenses, a las cuales, también se les denomina
malezas © malas hierbas, son una de las plagas de mayor
importancia, En la agricultura afectan a los cultivos desde
su establecimiento hasta su madurez, al establecer una compe-
tencia por luz, nutrientes, agua y espacio, lo gue produce
bajas considerables en los rendimientos y en la calidad de
los cultivos a los que invade ocasionando ;n aumento en el
costo de produccidén y limpieca. For otra parte, estas plan-
tas daflan las obras de infraestructura como canales y carre-
teras vy lugares de recreacion. Ademds su presencia proveoca
el auﬁenta de otras plagas como roedores e insectes, a las

que sirven de hospederos {Agundis, 1984).

En nuestro pais, el estudio de malezas se ha enfocado
principalmente a su identificacion, estructura, cuantifica-
cidn de los dafios gue producen a los cultivos y al estableci-

miento de métodos de control.

Ipompea purpurea e Ipomoea nil son malezas que ocasio—
nan dafos a los cultivos y a la infraestructura, causando
pérdidas econdmicas importantes (Agundis, 1984, Lépez;Curtn,

198%9; 1990).

Estas plantas presentan un alto grado de especializa-

cion, va Que poseen uwna serie de estrategias adaptativas gue



les permiten sobrevivir a medios hostiles. Entre estas
adaptaciones se encuentran: la produccidn de una gran canti-
dad de semillas, la alta viabilidad de éstas, una rapida
germinaciéon y establecimiento. Tales caracteristicas deben
estar correlacionadas con los procescs que ocurren durante el
desarrecllo de la semilla, asi como con la utilizacion de las
sustancias de reserva que hagan las semillas durante el
mismo. Ello puede darles una ventaja competitiva a estos
organismos, por lo que resulta importante hacer estudios de
la movilizacién de las sustancias de reserva a  través del

desarrollo de la semilla.



111 ANTECEDENTES

rd

A.~ Las malezas o malas hierbas.

Las malas hierbas reciben diversos nombres y se les
define de varias maneras. Se les llama malezas, malas hier-
bas, plantas indeseables, yuyos, arvenses, as{ como aca-
hu;les, jehuites o jihuites, términocs que derivan del na-
huatl. El término arvense, por definiciédn abarca exclusiva-—
mente a las que viven entre los cultiveos (Font Quer, 19657,
en tanto que los demds términos incluyen también a plantas

que se encuentran en el medio ruderal {(Agundis, 1984).

Fara Eaton y Mcleod (19446) las plantas arvensas son las
que perjudican el crecimiento del cultivo al cual esta dedi-
cado el terreno, al competir.con &l por espacia, luz vy

nutrientes.

King (1966) sefMala algunas definiciones y enumera las
caracteristicas que se usan cominmente para dar idea de 1lo
que es una planta arvense, sefMalando gue Bunting (1933) lag
considera como una clase especial de pioneros en la sucesién

secundaria.

Las malas hierbas tienen una gran importancia desde
varios puntos de vista, en la agricultura se les considera

come plantas indeseables cuyo dafo directo o indirecto afecta



a lps cultivaos desde su establecimiento hasta su madurez, vya
que reducen el rendimiento de los cultivos. Carballo (19&8)
demuestra que en el Bajio el rendimiento del maiz se reduce
desde un 25 hasta un &0%, debide a la competencia existente

entre estas plantas y el cultivo.

Los dafios directos son causados en primer lugar por la
competencia que se establece entre el cultivo y la maleza por
los factores que favorecen el crecimiento (agua, luz y
nutrientes); e&n segundo lugar por la secrecidn de fitotowxi-
nas, en tercera, por ser algunas especies parasitas, en
cuarto lugar causan dafios al hombre similares a los ocasiona-
dos & los animales como alergias, dermatitis o intoxica~-
ciones. En cuanto a los dabkos indirectos que producen se
encuentran las labores de limpia a que obligan y los proble-
mas gue causan al levantar las cosechas aumentan el costo de
produccidn., Los productos agricolas bajan de calidad cuando
las l!levan como impurezas y algunas hospedan a una amplia
gama de plagas agricolas como son roedores o diversos insec-
tos que atacan a las plantas cultivadas. Algunas especies
afectan 1la salud del hombre y otras son nocivas para el
ganada. Todos estos factores reducen la productividad agri-
cola ocasionando ademas el aumento del costo de operaciodn.

{Agundis, 1984; Lopez~Curto, 1987; 1990).

For otra parte las malas hierbas también daflan directa
o indirectamente, a las obras de infraestructura y lugares de

tracreasion. Los daflos directos son tausadas cuando invaden



dichas 2onas sometiéndolas & un procesc de deteriore paulati-
no casi imperceptible, pero totalmente aficaz, ademds de
obstruir las operaciones de mantenimiento. Al  invadir las
areas de derecho de via de carreteras y feerrocarriles o
edificios y  puentes, la maleza comienza a destruir las
estructuras formando grietas y guardando tal cantidad de
humedad que al poco tiempo comienza a debilitar la consisten-~
cia de los materiales. Los dafos indirectos son  provocados
por la capacidad que tienen las malas hierbas de hospedar
roadgres y otros animales que destruyen las propias construc~
ciones o ciertos materiales relacionadas con dichas obras.

(Agundis, 1984).

Todos estos dafios, tanto a cultivos, ganado y obras de
infraestructura, de una u otra manera, afectan al hombre en

varios aspectos principalmente en lo econémico.

Lo  anterior muestra los aspectos hdgativos que tienen
estas plantas, pero King (19&4) sefala su valor en la alimen—~
tacidn humana y de otros animales, en la medicina, como

especies ornamentales, su utilidad como elementos gue impiden

la erosidn y como tributariss de materia orgdnica. Véalez
(1950) copincide can King y anota usos e importancia de
algunas especies de Puerto Rico. En la parte meridional de

la Cuenca de Méitico, CEhenopodius album, Amaranthus hyhridus,

Malva parviflonra, Portulaca oleraces y algunas mas se consu~

men como alimento. Otras comp Plantsgo major, Chenopodium

graveoiens, MNarrubium vulgare, Malva parvifloea, se usan en




la medicipa popular y en general, muches cCampesinos usan las
especies “arvenses" coma forraje de animales doméstices

(Villegas, 1979).

La capacidad de diversa malezas para scbrevivir en
medios hostiles se debe a su alto grado de aespecializacidn.
Su ciclo de vida, mnrfqlogia, fisiglogia y mecanismos repto—
ductivos les proporcicnan ventajas adaptativas que les permi-—
ten desplazar a los cultivos. tas plantas nocivas anuales
sobreviven gracias a complicadas mecanismos que en la
actualidad no se conocen del todo y a nivel molecular se
estin dando low primeros pasos. Los mecanismos involucrados:
ciclo de vida muy corto, autofecundacion, produccion de qran;
des cantidades de semillas, mecanismos de diseminasion de las
semillas, alta viabilidad de éstas, fendmenos de germinacidn,
proliferacion e invasidn de nuevos habitats, utilizando ade-—
mids de las semillas, las ralces o tallos subterransos, les
permiten vivir en condiciones ambientales diferentes.

{(Muenscher, 19553 King, 19464},

Las malezas poseen muchas caracteristicas y adapta-
ciones de crecimiento que las posibilita para explorar con
eficacia los numerasos nichos ecoldgicos gue han  guedado
desocupados, expuestos o pgr:ialmente orupadas por las plan-—
tas de cultiva. Entre las estrategias mas importantes rela-—
cionadas con las ventaias de competicison, se encuentran la
produccion de una gran cantidad de semillas, la capacidad de

garminar despueés de variados y largos periodos de latencia,



el rapideo establerimiento y crzcimiento de la plantula entre

atros (Subcomite de Plantas Nocivas, 1982).

Cuando se establece competencia entre dos especies, la
primera planta que ocupe el area tiene ciertas ventajas sobre
las que germinen después., En cualgquier produccison agricola y
de contreol de las plantas nocivas, la tuncidn principal de la
competencia entre las especiss debhe estar implircita. Laos
cultivas se escogen y mejoran en gran medida apoyandose en el
crecimiento vigoroso y en un rendimiento supetrior, a pesar de
los efectos adversos que pueden tener en los mecanismos de
competencia, resistencia a parasitos o de un habitat desfavo-~
rable., De igual modo, el procedimienta de control de las
arvenses se basa en una serie de modificaciones selectivas
del habitat, en que se aprovecha una diferencia entre la
maleza y el cultivo, asegurando una ventaja para éste altimo.
Estas modificaciones selectivas empiezan con la preparacian
de la tierra y se fundamentan en los diferentes requisitos
para la germinacidén y en la respuesta de las 2species culti-~

vadas y arvenses (Subcomité de Plantas Nocivas 1982).

La rapida germinacion y el pronto establecimiente da
las plantulas delas arvenses, as!{ como su crecimients
posterior se ve influide por el tamafio de los cotiledunés. el
indice de produccidn de hojas, el tamaho de las hojas prima~
rias, los cuales son factores importantes para el rapido
establecimiente de la superficie fotosintética y para la

produccion de sombra scobre los organismos gue (o s&  encuen-—

T



tran bien establecidos (Subcomité de Plantas Nocivas, 1982).

LLas arvenses mds estudiadas son agquellas que infestan
principalmente los cultivos de la alimentaciosn basica para el
hombre, como son aquellas qu# se encuentran en los cultives
de trigo, sorgo, cebada, avena, malz, frijol y artoz entre

otros.

En México el maiz y frijol ocupan el primerno y el
segundo lugar de produccicn anual de alimentos, siendo 1la
‘hase de la dieta del mexicano (Hernandez, 1982). El cultivo
de maiz en Meéxico es infestado por mds de 390 especies de
malas bhierbas pertenecientes a 52 familias, ¥y el cultivo de
fri jol por 261 especies pertenecientes a 34 familias. La
intensidad de los dafios que las malas hierbas ocasionan a
estos cultivos dependen en gran cantidad de factores, como
son: el tiempo en que se mantiene la competencia entre el
cultive y la arvense, &l tipo He especies infestantes, las
densidades de poblacidn, la época de emergencia de las malas
hierbas en relacién con la de los cultivos, los sistemas de

siembra prevalecientes, entre otros (Agundis, 1984).

La libre competencia entre la maleza y los cultivos de
maiz, durante los primeros 30 dias de su desarrollo, ocasiona
QQE'las plantas del cultivo sean cloradticas, de peco vigor y
altuera. Esto genera reducciones en los rendimientos, los
cuales alcanzan una pérdida de un 24 por ciento. Las pér-—

didas se incrementan severamente, cuando los periodos de

o



competencia se prolongan mas. Asi mismo, este fenomeno se
presenta cuando la maleza emerge antes que 21 malz, o bien
cuando se presentan grandes poblaciones de especies de alta

capacidad competitiva (Agundis 1984).

Por otra parte, en los cultivos de frijol, cuando las
malas hierbas no se controlan durante los primeros 30 dias de
su desarrgogllo, las reducciones en los rendimientos del culti-—
vo del +frijol alcanzan en promedio un I3 por ciento como
consecuencia de los daMos ocasionados por la competencia.
Esto sucede, generalmente, en las siembras realizadas . bajo
sistemas de temporal o riego durante el eciclo primavera-—

verano (Agundis, 1984).

Dentro de la familia de las convolvuldceas, el género
Ipomora sobresale por su gran diversidad morfoldgica y por
las adaptaciones de sus especies a gran variedad de climas
con muy diferentes condiciones ecoldgicas. El total de sus
especies se estima en cerca de 3500 especies ampliamente
distribuidas en el mundo. En México existen cerca de 150

especies. (Austin y Pedraza, 1983

El género lpomoea tiene importancia econdmica por sus
usos alimenticios: camote (lpomoea batatas) (IBFGR, 1981),

medicinales: (Ipomoea pes-caprae, Ipomoea purga, 1pomoea

stans entre atras) (Martine:x, 19694 . Pongprayoon, 1991) vy
ornamentales (lpomoea purpurea) (Verdcourt, 1970) . Algunas

especies tienen interés etnobotdnico por su empleo ritual o

11



magico religioso en varias culturas ‘indigenas {lpomoea

purpurea) (Schultes, 1981).

Las especies gque se encuentran dentro del género
lpomoea se caracterizan por ser plantas herbiceas o lefiosas,
trepadoras, arbustos o Arboles, frecuentemente hierbas
volubles, a veces erectas o postradas o flotantes, a veces
con tubérculos pequefos o muy voluminosos. Hojas enteras,
lobuladas, divididas o compuestas. Intlorescencias cimosas o
cimoso-compuesta, o bien, flores solitarias; sépalos de forma
y tamafo variablej corola pdrpura, roja, naranja, rosada,
blanca o amarilla, infundibuliforme a campanulada, tubular a
salveriforme, rara vez urceolada, uniones de 1los pétalos
glabros o pubescentes, un estilo, estigma 1ncldido o exserto
globoso, muchas veces bi o trilobulado; estambres alter-
nipétalos, anteras oblongas, con polen siempre espinuloso,
esférico con numerosas poros. Fruto capsular usualmente
tetravalvado, con cuatro o seis semillasy las cuales tienen
dos caras planas la dorsal convexa, glabras a tomentosas, a

veces lanosas. {(Matuda, 194637 Austin y Pedroza, 1983%)

Ipomoea purpurea (L.) Roth. conocida comunmente como
"campanita® o "manto" s una especie gue infesta los cultivos
de maiz y de frijol ocupando un lugar importante en el
deteriora  de la produccion de estos cultivos, el septimo en
al caso del maiz y el segundo en el del friijol (Agundis,
1984) . Ipomoea purpurca es una enredadera anual, ramificada,

que se desarrolla sopre los cultivos. Tallos y ramitas



pubescentes a tomentosas, o hirsutos. Peciulés de 4 a 20 cm.
Hojas ovadas, enteras de ¥ a 17 cm de largo por 2 a 15 de
ancho, base cordada con autrdiculas redondas, A4apice agudo a
acuminado, densamente pubescentes en ambas caras . FPenduan=-
culos de 0.2 a 15 cm, tomentoso-pubescentes. De 2 a S fleres
en cimas, a veces solitarias. Bricteas y bracteonlas linear
lancenladas, pubescentes. Pedicelos de 12 mm de largo
pubescentes. Seépalos casi iguales lanceolados o angostamente
elipticos de B a 15 mm de largo por 2.5 a 4.5 de ancho,
acuminados, peludos, de base engrosada. Corsola infundibuli—‘
forme, azul o rosada con el rubo mas claro, de 2.5 a 5 cm de
largoy, glabra. Ovario ovoide, glabro, trilocular, sextiovu-—
tar. El estilo es filiforme conteniendo un estigma
granuliento y mas o menos bifido. Capsula subglobosa, de 1
cm de grueso, glabro; semillas negras de 5 mm de largo densa-—
mente tomentosas. Ipomoea purpurea es una planta de habitos
trepadores, que se enrolla sobre los cultkvos. {Matuda, 1944,
1964) Froduce una gran cantidad de semillas con alto paorcien-
té de germinacién principalmente en los meses de Abril y
Mayao. La floracidn se inicia en Agosto, encontrandese un
numero considerable de frutos en Septiembre y Octubre, dismi-

nuyendo drasticamente en Noviembre y Diciembre. (Conzatti y

Smith, 1981)

Ipomoea nil (L.) Roth. es una planta herbacea, anual o
semiperenne, con tallos volubles o decumbentes, de Z a 5 m de
largo, cilindricos o angwlosos de 1 a 4 mm de grueso, con

pelos hirsutos, retrorsos y cortos. Paciolos de | a 17 cm,
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con. los pelos retrorsos, hirsutos. Laminas de I a 18 cm de
largo por 3 a 19 de ancha, de contorno  anchamente ovado,
enteras o trilobadas, pocas veces pentalocbadas; lébulos late-
rales oblicuo-ovados o anchamente falcados, acuminades: base
anchamente cordada con seno abierto, de profundidad variablej;
ambas caras densamente pubescentes. Inflorecencias cimosas
de 2 a 7 flores a veces solitarias; peduncules gruesos,
densamente pubescentes de T a B cm de largoy pedicelos de 1 a
3 cm de largo; bracteas lanceocladas, de 5 a 11 mm de largo,
perennes; bractecoladas filiformes, de 3 a & mm. Sépalos
subiguales; los exteriores linear-lanceoclados, de 3.2 a 4 mm
de large con peles amarillentos, de base ensanchada, 1los
interiores lancenlados de 2.5 a 3 mm de ancho en la base, con
pacos pelos. Corela infundibuliforme de 2.5 a & cm de largo,
exteriormente glab;a, azul«palido, volviéndose rojiza. Ova-
rio ovoideo, glabro, trilecular. Cipsulas ovoides 0 suglobo—
sas de 9 a 12 mm de didmetro; semillas de 4.5 a & mm de
largo, negras con pubescencia parduzca. Conocida vulgarmgnte

como “tumba wvaquero". (Matuda, 1964)
B.-Desarrollo de las semillas de Angiospermas.

LLa semilla es la parte del fruto gue cpntiene el ger-—
men, es el ovule fecundado ¥y maduro; gqeneralmente contiene
sustancias de reserva que consume durante la germinacidn y el
desarrol lo ini:ia}. Su tamaMo varia desde apenas visibles a
simple vista, como muchas orquideas, hasta alcanzar varios

kilogramos de pese, como los cocos.
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La semilla se desarrolla a partir de un 6vulo fecundado
y en la madurez, estd constituida por las siguientes partes:
el espordfito joven y parcialmente desarrollade llamado em-
brién, una cantidad variable de endospermo y la capa protec-—
tora o cubierta de la semilla, que deriva del tegumento o

tegumentaos. {(Esau, 1977}.

Algunas caracteristicas externas de las semillas pueden
distinguirse por ciertos detalles estructurales reminicentes
del ovule. El micrépilo, que es una peguefa abertura alarga~
da del ovulo que se forma por la fusion incompleta del o 1los
tegumentos, puede guedar completamente obliterado, o en forma
de poro ocluido. El hilo es la cicatriz que marca el lugar
en dande se adhiere el funiculo a la placenta. En d&vulos
andtropos el funiculeo a menudo forma una arruga, el rafe, E
lo largo de un borde que parte del hilo. En algunas semillas
se encuentra una protuberancia carnosa cerca del hile, llama-~
da cardncula y un arilo, que es una envoltura, la cual

generalmente se origina en la base del ovulo.

El ¢vulo es el megaesporangio rodeado de sus cubiertas
protectoras y contiene el gametofito femenino o saco
embrionario, gque estd formado por oche ndcleos. Los nlcleos
se distribuyen en siete células, de las cuales tres forman el
aparato del huevo (la ovocélula y dos sinérgidas) y se loca-
liza en el extrema micropilar. En el extremo calazal se
encuentran tres células antipodas ¥y al centro la célula

central que presenta dos ndcleos (Esau, 1977).



El estimulo que seMals el inicio de una serie de even-
tos Qque culminan con la formacidn de la semilla es la doble

fecundacion.

La doble fecundacién, Unica en angiospermas, consiste

en una singamia, unidn de los nucleos de la célula espermi~

tica con la ovocélula, la cual se da por corrientes
citoplasmicas y hay fusién de membranas. Uno de los nucleos
de la ceélula espermdtica del grano de polen, se fusiona con

la ovocélula, danda origen al cigoto y posteriormente al
embridn. El segundo nacleo espermatico se fusiona con los
dos nucleos polares de la célula central (triple fusidén) y se
desarrclla el endospermo. Los tegumentos del ovulo daran

origen a la cubierta seminal (Jensen, 1973).

El embrién presenta variadas caracteristicas de
desarrollo y alcanza distintos tamafios y grados de diferen-

ciacian en las angiospermas.

El desarrolloc del embrién en Angiospermas sigue un
modelo ordenado caracteristico de un grupo dado de plantas ya
desde el comienzo. La diferenciacidn en dos polos (hipoco-
tilo vy epicétilo) indican un establecimiento temprano de 1la
polaridad (Wardlaw, 1955), y 1la diferencia entre los dos
polos aumenta a través de las distintas divisiones y engrosa-—
mientos celulares en las fases sucesivas de la embricgenesis
(Meyer, 1958}, E1 gmbrién ilustra el comienco de la ergani-

zacion caractristica de la planta adulta y es usado para los

16



estudios de las relaciones :Ssuales en el crecimiento organi-
Tado, £l embridn estd formado por un cuerpo, el duerpo
hipocotilo-epicotilo, que lleva, en un extremo, el meristemo
radical y, en g1 otro, el cotileddn o cotiledones y el meris-
temo del primer brote. Usualmente en gramineas se desarrolla
una caliptra sobre el extremo de la raiz embrionaria. (Esau,
1977). La estructura del embrién madurs y su posiciéon en la
semilla ademds de su relacidén con el endospermo son distintas
en los diferentes grupos de plantas, por lo gue pueden servir
para identificar las s=emillas {(Martin, 1946) . Las
caracteristicas del embridn maduro desempefan un papel impor—

tante en la clasificacidn de las gramineas. (Raeder, 1957).

El tejido de reserva o endospermo, s desarrolla
normalmente después de la fecundacidn a partir del producto
de la triple fusiodn de los dos nacleos polares con un  gameto
masculine (Brink y Cooper, 1947). La primera célula que entra
en actividad en el saco embrionaria después de la fecundacion
es la célula central. El nuclec de fusion se llama
normalmente ndcleo del endospermo primario. De acuerdoc a su
desarrollo inicialse reconocen tres tipos de endospermot 1)
nuclear, donde se da la cariocinesis sin citocinesis,
formAndose muchos nacleos por divisionas nucleares libres,
que pueden ser seguidas o no por la formacidn de membranas
celulares, lo presentan la mayoria de las angiospermass 23
celular se forman membranas celulares inmediatamente después
de la primera divisidn nuclears (3) helobial después de 1la

primera mitosis el saco embrionario se divide en dos cdmaras
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desiguales, de las gue la mayor (calazal) naormalmente
desarrolla endospermo no celular y la menor (micropilar)
queda comp una gran ceélula, siendo este el endospermo carac—
teristico de las manocotileddneas. En algunos taka el tejido
de reserva se deriva de la nucela, que es el tejido central
en donde sé encuentran las células espordgenas y de la cual
una parte puede ser retenida en la semilla patra acumular
sustancias de reserva y se le denomina perispermo. Ast, el
almacenamiento en las semillas de las angiospermas puede
presentarse en tejidos triploides (endospermo) y diploides
{perispermo) .(Esau, 1977 . La estructura del endospermo
completamente desarrcllado varia considerablemente. Fueade

estar constituido por un tejido muy vacuolizado y de membra-

nas delgadas sin sustancia de reserva. Dicho endospermo es
utilizado, parﬁial o completamente, por el embrién en
desarrolla. En muchas plantas el endospermo se diferencia

como tejido de reserva; como tal, puede tener paredes delga-—
das @ gruesas ©O a veces muy gruesas y de aspecto corneo.
(Robbins y Bothwick, 1925). En general, el endospermoc esta
constituido por restos de paredes celulares, las cuales care-
cen de membranas y tiene una consistencia blanda y oleosa
(Milier, 19437 Dore, 19563 Esau, 1977), y en su parte mas
externa por una capa de células vivas, gque recibe el nombre
de capa de aleurona, la cual puede tener uno o mis estratos.
Con frecuencia el endospermo invade a los tegumentos en forma
de haustorios. En el eadospermo hay diversas sustancias alma-—
cenadas (Crocker y Barton, 19535 Miller, 1998). El principal

polisacdrido almacenado es el almiddn en forma de granos de
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almidén (Preiss y Levi, 1980). Los cuales se combimnan en

diversas proporciones con proteinas y lipidos (Robertis,

1984). En algunas semillas existen otros polisacdridos que,
por hidrélisis, dan manosa y otros monosacaridos (Meier,
1958), los cuales constituyen, como componentes de la pared

celular, las reservas de carbohidratos.

En la semilla madura las funciones del endospermo  son:
la produccion de enzimas (amilasa) para degradar al almidean,
nutrir al embrion, absorber grandes cantidades de agua, for—
mar un ambiente humedo alrededor del embrion y romper -la

testa (Esau, 1977).

Una vez formado ei endospermo su destino dependerd del
desarrollo del embridn. fPor ejemplo, en las especies de
leguminosas c¢omo chicharn, frijol, haba y c¢acahuate, ei
endaspermo se consume totalmente en las semillés‘ maduras
teniendo como estructura de reserva dnicamente a los cotile-
dones. En los cereales como el trigo, avena, maiz y arroz,
s@ conserva una proporcidn considerable de endospermo en la
semilla madura. También encontramos semillas que en la madu-
rez contienen como estructura de reserva a los cotiledones y
poseen, ademas, un endospermo que puede O np estar en forma
residual, siendo ejemplo de éstas el trébol y la alholva

(Diaz-Fontones et al, 1991).

La cubierta de la semilla se desarrolla a partir del

tegumente o tegumentos. Durante el desarrollo de la cubierta
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seminal este puede ser muy diferente entre las  distintas
especies. Existen wvariaciones en la intensidad de 1a
destruccion celular, en el grado de esclerificacion y distri-
bucidén de las células , en la disposicidn de sustancias y en
la diferenciacidn de tricomas especializados, tales como
pelos, papilas y ganchos, lo gque va a depender del numero de
tegumentos de los que este provisto el dvulo. La cubierta de
la semilla estd constituida paor células mds o menos vacugla-—
das de membranas delgadas. Durante la maduracion de la
semilla la testa experimenta en grado variahle alteraciones
estructurales. Puede darse una variacion en el contenido vy
estructura de la membrana, asi como la destruccién de alguna
o de todas las capas tegumentarias iniciales. Las diferen-
cias entre las distintas plantas en cuanto a la cubierta de
la semilla, pueden ser inferidas de diferencias en la estruc—
tura del d&vulo, tales como el numero y el espesor de los
'tegumentos y disposicion de los tejidos vasculares. (Esau,
1977} . Por ejemplo lpomoea purpurea que presenta un  évulo
anatropo y unitégmico, tiene un tegumento constituido por la
protodermis, la hipodermis (uniestratificadas) y una capa de
paréngquima, interna pluriestratificada de 1B-21 estratos,
cuyas células contienen una gran cantidad de almidon; a
través del desarrollec la protodermis se divide en plapo
periclinal formando dos estrates, de los cuales el eiterno se
divide anticlinalmente formando la subepidermis y el estrato
interno que se divide periclinalmente de una a dos veces para
formar el esclerénguima en empalizada constituido paor 2 & 37

estratos celulares; el parénguima se consume conforme va
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creciendo el embrién, quedando en la madurez, como una capa
fibrosa formada por restos de paredes celulares (Ponce-Sala-

zar et al, 1990).
C.~Carbohidratos de reserva en semillas.

La mayoria de las semillas poseen como sustancias de
reserva. a dos polisacaridos de gran importancia: el almidén o
el galactomananc; el primero se almacena en el endospermo de
las gramineas y en los cotiledones de las dicotiledéneas no
endospérmicas. Por otro lado al galactomanano lo encontramos
almacernado en el endospermo de semillas maduras de las dico-
tileddneas endospérmicas como la lechuga y el trebol (Diaz-

Pantones et al, 19%91).

Todos 1os animales y la mayoria de microorganismos
dependen de la ingestion de grandes cantidades de compuestos
organicos procedentes de su entorno. Estos compuestos
proporcionan el esqueleto de carbdn para la biosintesis y a
través de su oxidacisn controlada, la energia metabdlica que

impulsa a todos los procesos celulares.

Existen varios tipos de polisacéridos de reserva en las
plantas, stendo el almidéon el mas importante y ei mas
abundante. En las plantas superiores es su principal fuente
de almacenamiento de energia. Se deposita en grandes granu-

los en los cloroplastos de algunas células verdes o en los

amiloplastos incoloros de la raiz, tallo y otros tejidos



vegetales (Akazawa, 1976).

Las celulas vegetales contienen diversos  organelos
denominados genetralmente plastidios. Algunos de ellos, como
los leucoplastos, son incoloros y participan principalmente
en el almacenamiento y metabolismo del almidén, Cuando estan
egpecializadas en estas dos funciones se denominan amiloplas-—
tos. Los leuctoplastos no constituyen un grupo de plastidios
bien detinidos. Se encuentran en células embrionarias, ger-
minales, meristemdticas y en las regiones de la planta que no
reciben luz. Los leucoplastos comunmente se agregan cerca del
niclea. Se ha observado que lps leucoplastos se caracterizan
por la falta de tilacoides y ribosomas. Otros plastidios
contienen diversos pigmentos y en conjunto se denominan cra-
moplastos. Entre ¢stos los mds importantes son los
cloroplastos, que contienen el pigmento verde, clorofila. E1
cloroplasto posee una doble membrana externa, un estroma
lleno de enzimas solubles, y un sistema complejo de comparti-
mientos rodeados por membranas. Eant;enen ademas un tipo de
sistema genético semiauténomo con su propio  ADN. Poseen
asimismo ribosomas y pueden sintetizar algunas de sus propias
proteinas. Los cloroplastos son el sitio de la fotosintesis,
proceso por medio del cual un vegetal puede captar la epergia
de la luz y utilizando Hp0 y CO; , sintetizarr diversos
compuestos gque almacena y utiliza eventualmente como nutrien—-
tes. Los cloroplastos se localizan principalmente en las

hoias en las plantas superiores (Esau, 1977; Robertis, 1986)



fta fotosintesis es5 una de las funciones Dbiplégicas
fundamentales. Por medio de la clorefila contenida en  1os
cloroplastos, las vegetales verdes son capaces de absorber la
energia que la luz solar emite como fotones y transformarla
en energia quimica. Esta se acumula en las uniones quimicas
de moléculas que ge sintetizan y son el principio de sustan-—

cias alimenticias,

ta fotosintesis comprende una serie compleja de reac—
ciones (que sale fuera de los intereses de la presente te-
sis), las cuales en las plantas verdes transcurren en dos
fases: las reacciones lumsnusaé, que oturren sclamente cuando
las plantas estan iluminadas, Yy las rescciones oscuras, que
pueden suceder en ausencia o en presencia de la lu=zs. En las
reacciones luminosas, 1la clorofila y otros pigmentos de las
células fotosintéticas absorben energia luminosa y la conser—
van en forma guimica sintetizanda dos productos ricos  en
energia, el ATP y 21 NADPH; simultaneamente, se desprende
ouigeno. En las reacciones oscuras el ATP y el NADPH que se
han producido en las reacciones en presencia de la luz, se
emplean para reducir al didxido de carbone y formar qlucssa y

_otros productos organicos como sacarosa (Lehningeer, 19843,

El gliceraldehido 3~fosfato que se produce en tas  clo-
roplastos e traveés del ciclo de fijacion del carbono, se
utiliza como intermediario central ep la glu&mlisis. Ademas
algunas moléculas del mismo se transforman en 4dcidos grasos,

amineacidas y almidén a través de unas reaccignes biasinteé-



ticas importantes que tienen lugar en el estroma de " los

cloroplastos (Rees, 1980).

Por otra parte, la glucosa & fostato que se produce
durante la fotosintesis, es 1 precursor de carbohidratos que
pueden acumularse como granos de almidén o de otros polisa-
caridos dentro del cloroplsaste o, mas frecuentemente, en el
interior de los leucaplastas tamiloplastos). Después de
varias etapas gQue involucran la participacion de diferentes
plastidios y de sistemas enzimdticos, el material fotosinte—
tizado se almacena como producto de reserva o bien se emplea

como parte estructural del vegetal (por ejemplo, celulosa).

La sintesis del almidon se lleva a cabo por la
transglucosilasa del uridin difosfato de glucosa (UDPG) o el
adenin difosfato de glucosa (ADPB). Esta reaccidn sdlo forma
enlaces ® 1-4 (Preiss, 1980). LLa reaccidn es estimulada
alostéricamente por el producto primario de la fotosintesis,
gl Acido fosfoglicéries, dando un efective control por
retroaccion gque asegura la rapida formacion de almidon a la

lus (Fig. 1).
La sintesis de UDFG o ADPG se efectla por la reaccidn:

UTP + B=1~P ———=m= > UDPG + PPi ————==— » Almidén
ATP ADPG

La glucosa 1 fosfato (6-1-P) puede derivarse de la

fructosa & fosfato gue se produce en la fotosintesis o de la

sacarosa (Preiss, 1980 (Fig. 1).
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Figura 1.- Rutas de la sintesis de almiddn y -sacarosa
an las celulas fotosintéticas. tas enzimas se numeran como
sigua: 1. fructosa 1-6 difostato aldosa, 2. fructuosa 1-6&6
difosfatasa, 3. glucofesfato isomerasa, 4. fosfoglucomutasa,
5. ADP-glucopyrofostorilasa, 6. ADP-glucosa-almidon glucosil-
transferasa, 7. UDP-glucopyrofasforilasa, B. sacarosa fosfato
sintetasa, 9. sacarnsa fosfato fosfatasa. Tamada de Rees
{1980) .
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La enzima que sintetiza 3l almidén requiere un aceptor

primario de por lo menos dos glucosas residuales.

La sintesis de los enlaces = 1-& que forman las ramifi-
caciones de la amilopectina, esta catalizada por una enzima
llamada enzima ramificadora o enzima Q, 1la cual transfiere
cadenas de glucosas con enlaces & 1-4 a la pasicidn & en otra

cadena, para formar la ramificacién (Preiss y Levi, 1980).

El almidén que se produce durante la fotosintesis y que
se acumula en el ¢loroplasto es denominado almidén de asimi-
lacién, siendo ésta una forma transitoria de reserva. (Preiss

y Levi, 1780)

La sacarosa en las plantas, es la principal forma de
transporte de aczldcares entre las células vegetalesg Se
importa desde las hojas, a través de los haces vasculares
para suministrar los carbohidratos que necesita el resto de
la planta. El almidén de asimilacién, se ¢transforma en
sacarosa para su posterior transporte a toda la planta. Por
otra parte, durante la germinacion de las semillas o de los
granos de cereales que contienen almidon como sustancia de
reserva, este compuesto se degrada enzimaticamente a carbohi-
dratos de bajo peso molecular para ser metabolizados en un

futuro (Preiss 1982).

Los granulos de almidén son estructuras semicristalinas

constituidas por polimeras de glucosa; encontrandose dentro
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del giranulo dos palisacaridos: la amilosa gue ag
ascencialmente lineal y la amilopectina que es ramificada.
Ademas encontramos asociados al granulo de almidon li{pidos y
proteinas. El tamafio y la forma de ios granulos de almidon
difieren entre si, dependiendo de la especie de origen,
variando en forma, peroc generalmente van de elipticos a
ovales, con un promedioc de diametro entre las 19 y las 28
micra y de 22 a I9 micra de largo (Hoover, 1985). Los
granulos de almidén  abundan especialmente en tuberculos,
tales como la papa {(Greenwood y Thomson, 1962), en semillas
(cereales y leguminosas) (Landry y Smith, 1988; Takahashi y
Seib, 1988B), en raices (tapioca y camote) (Eliasson 1988),
pero la capacidad de sintetizar almiddn la poseen las ceélulas
de muchas plantas. Estos granulos de almidon pueden ser
vistos con el microscopio éptico e identificados de diversas
maneras, entre ellas la simple tincidn con una soluci&n de

yodo. (Robertis, 1986)

En los vegetales, el almidon se deppsita como particuta
granular en cada grano de almidéﬁ, que se diferencia de otros
dependiendo de la especie de la que provenga, por el tamaho,
la posicion del hilo, la forma, la estructura entre otras
caracieristicas, lo gue facilita su identificacién (French,

1984} .

La cantidad y proporcion de amilosa/amilepectina de los
granulos de almidén varia dependiendo de la especie, siendo

bien conocido que la cantidad de amilosa y amilopectina que
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existe en el almiddn de plantas estd determinado

genéticamente. (Akazawa, 1978).

Estos polisacaridos pueden ser separados de acuerdo a
su solubilidad en el agua, a 70 °E. la fraccién soluble es
la amilosa en tanto que la insoluble es la amilopectina.
{Banks b4 Muir, 1980}, Usando este método de separacién se ha
podido establecer la proporcidn entre los dos componentes del
qranulo de almidén; estimandose que la mayor preporcitén de 70
a 90% corresponde a 1la amilopectina y el resto de 10 a 30%4 a
la amilosa. Se ha observado gque al elevar la temperatura de
70 a 98 °c, durante la separacion por este método el conteni-
do de amilosa se incrementa (Frey-Wyssling y Muhlethaler,
1965)3 1o que hace necesario buscar métodos alternativeos que
produzcan una separacion especifica de los componentes del
almidén y que faciliten su determinacion cualitativa, para lo
que se han utilizado diversos protocolos de separacién basa-—
dos en el principio de precipitacion de las moléculas y para
los cuales se han usado etanol, alcohol amilico y propanol,
que fueraon ptropuestos desde las décadas de lps cuarentas a
cincuentas y que se han .modificado para seguir utilizandolos

en la actualidad (Schoch, 1945),

La amilosa y la amilopectina se pueden distinguir entre
si por sus propiedades fisicas y gquimicas: la amilosa es un
conjunto de moleculas de glucosa lineal unidas por enlaces
«(i-4), con una conformacién helicoidal. Su pesc molecular

varia entre 10,000 a 100,000 daltons. En estudios por
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difraccitdn de rayos X se observd que su estructura es crista-—
lina, es completamente hidrolizable en presencia de a amilasa
y atras enzimas, su naturaleza lineal le confiere una amplia
habilidad para formar complejos con yodo y sustancias polares

{alcoholes y Acidos grasos de bajos pesos moleculares), con-

tiene entre 250 y 300 unidades de glucosa. Dependiendo de
varios factores como la concentracién, el grado de polimeri-
zacién y la temperatura, la amilosa puede recristalizarse,

fenomenc conocido como retrogradacién (Banks y Muir, 1980},

La amilopectina es una cadena de moléculas de glucosa
que ' presenta ramificaciones ocasionales a lo largo de una
extensidn de alrededor de 1000 residuos de glucosa; en su
parte lineal las moléculas de glucosa estdn unidas por an-
laces o(i-4), las ramificaciones formadas por una serie de
residuos de glucosa, generalmente de 20 a 25, estan unidas al
resto de la molécula por enlaces =(i-6), lo que hace de la
amilopectina un polisacdrido altamente ramificado, cuyo peso

- molecular esta por atrriba del milldn de daltons. Estudios
por difraccion de rayos X han mostrado que su estructura es
amorfa; en presencia de «¢amilasa y otras enzimas 1a hidré-
lisis es parcial, dando fragmentos de dextrina de alto pesc
melecular; la formacion de complejos s muy limitada; siendo
la amilopectina muy estable en solucidn acuosa. {Banks y

Muir, 1980).

Los granulos de almidén son birefringentes a la 1lu:z

polarizada, lo que nos sirve como {ndice para dilucidar el



grado de orden dentro del granulo. (Eliasson, 1988).
Estudios gristalograficos y de rayos X han sido utili-
zados para poder definir la estructura fina de los cristales

que forman al granulo de almiddén.

La estructura de la molécula de amilosa fue propuesta
por Rundle et al (1944), se observo que era una estructura
heliceoidal en la que se encuentran invelucrados seis residuos
de glucosa por giro, que al formar el camplejo amilosa-yedo,
rodean a la molécula de yodo la cual se encuentra localizada
en el centro de la helice, dando como consecuencia un color
azul. Teitelbaum et al (1978) usando una combinacién de
resonancia demostrd que el yodo que se encuentra en el centro
de la helice de la amilosa , estd presente en la forma de ion
15—. Por otra parte la amilopectina es una molécula elongada
que se extiende desde el centro del granuleo hasta la perife—
ria, compuesta de racimos de ramificaciones. Estas forman
una doble helice, que es la que da la estructura cristalina
de la amilopectina, la cual se ve interumpida por regiones
amorfas, constituidas por las partes lineales de la amilopeec~
tinaj; cuando se forma el complejo amilopectina-ycdo en el.gue
se observa una coloracién violacea, se ha demostrado que salo
las ramificaciones de la cadena intervienen en la farhacion

del complejo (Banks y Muir, 1980; Eliasson, 1988).

Las moléculas de amilosa y amilopectina se encuentran

organizadas en el grianulo de almidon para dar una estructura



cristalina en forms de dominioc. Cuando se znaliza el almidén
por difraccidrn de rayos X se obtienern pstrones de difraccidén
caracteristicos. El patrdn de difraccidn & gque es tipico de
los almidomes de los cereales, en donde las ramificaciones de
la amilopectina que forman la doble helice se empaguetan en
una unidad ortorrombica; el patron B guz es el que presentan
los almidones de los tuberculos, en dond2 la doble helice de
las regiones cristalinas de la amilopectina se empaguetan en
forma hexagonal y el patron de difraccion C, que es e)l de los
almidones de las leguminosas, en el cual la unidad de empa-
quetamiento de las dobles helices de la ami}npectina, es una
combinacitdn de los patrones A y B. El largs de la tadena de
amilopectina (en unidadgs de glucosa) es de 26 para el almi-
don de tipo A, de 34 unidades de glucosa para el de tipo B y
de 28 wunidades para 2] almidon de tipo C (French, 19843

Eliasson, 1988)

Se s=mabe que existe una sintesis vigoraosa del almidén
desde la antesis hasta la maduracidn de los granos de ce-
reales y semillas de leguminosas. Durante la germinacion las
reservas existentes como almidén son degradadas encimatica—
mente a carbohidratos de bajo peso molecular para ser utili-
zadas en un futuro. Esta degradacidn comprende tres eta-—
pas: (1) degradacion del grinuie de almidadn a una maltodex—
trina soluble, (2) degradacion de la maltodextrina a glucosa
o glucosa i-fosfate, y (3) metabolismo de la glucosa y/o su

exportacion. (Freiss y Levi, 1980

wl
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Se conocen dos vias catabodlicas del almidédn: wna invo-
lucra & 1las amilasas (ax«y B) y la otra a la fosforilasa.

(Preiss y Levi, 1980)

Una de las vias catabdlicas del almidon es la degrada—~
cidn amilolitica. Esta via invelucra la intervencidn de
varias enzimas para dar glucosa, entre las mas importantes se
encuentra la o amilasa (aA) y la B amilasa (bA); La hidro—~
lisis de la amilaosa por la aA es bifasica, pues inicialmente
la enzima somete al granulo de almiddén a una fragmentacidn
rédpida, dando. como producto varias cedenas de mal todextrina
{Greenwood et al, 1945}, Posteriormente la af prosigue la
hidrolisis de la maltodextrina dando como productos finales
principalmente glucosa, maltosa, maltotricsas y maltodextri-
nas de bajo peso molecular. Paor su parte la hidrdlisis de la
amilopectina por medio de la aA da la production de grandes
maltodextrinas, pero una hidrolisis prolongada de este carbo-
hidrato da como productos, polisacdridos de bajo paso molecu—
lar y dextrinas ramificadas, debido a Que esta enzima es
incapaz de Hldrolizar los enlaces e (1-6) que forman las
ramificaciones de la amilopectina (Thema eat al, 19713

Manners, 1974).

Por otro lado la bA es una exoenzima que ataca lag
terminales no reducidas del almidony dando como productos la
B maltosa y la P dextrina limite (Thama et‘ax. 1971) . Esta
enzima se encuentra solo en los vegetales y ha sido registra-

da en granos no germinados de trigo y de soya (Gertler vy
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Birk, 1965; Tipples y Tkachuk, 1565), durante la germinacidn
de caebada, sorgo y trigo entre otras (Daussant y Carvazier,
19704 Okamoto y Akazawa, 1979; Enari y Sopanen, 19863 Sopanen
y Lauriere, 19893, en hojas de haba y espinaca {(Chapman et
al, 1972; Okita et al, 1979, en raices de alfalfa y camote
{Balls et al, 1948) o durante la germinacidn de semillas de

chicharo (Swain y Dekker, 19&&).

La bA es una enzima que dnicamente puede hidrolizar los
enlaces @& (i1-4) y que de igqual forma que la aR, no puede
degradar las ramificaciones de la amilopectina. La degrada-
cion de la amilosa por la bA da como resultado la produccidn
de B maltosa, mientras que la amilopectina por accitn de esta
enzima se convierte en P maltosa y una P dextrina limite

{Bewley, 1978).

Una vez que se ha formado la dextrina limite por parte
de la afA o de la bA, ésta debe ser desramificada por medio de

las enzimas desramificadoras gue atacan los enlaces & (i1-&).

A pﬁrtir del afio de 1940, en que se descubrio la fosfo-
rilasa del almidon, se le ha asignado una funcidn principal
en la degradacién del almidén como via alterna, aunque se ha
propuesto gue juega un papel en la sintesis de este polisaca-
ri{do en algunas plantas. (Preiss y Levi, 1980; Suda et al,
1786) . La fosforilasa del almidon se encuentra dentro del
grupo de enzimas capaces de hidrelizar al almidén, la cual

incorpora un grupo fésfato a la ruptura del enlace =« 1-4

i
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entre e.l Gltimo y penttimo residuo de glucosa en el esxtremo
no reducide de la cadena del polisacarido. Esto da’  como
resultado la formacidén de glucesa | fosfato, que se libera
del carbohidrato en cuestién, mientras que &ste ultimo queda
al final con un residuo menos de glucosa. Esta encima ataca
repentinamente a la amilosa y a la amilopectina degradando a
ésta ¢ltima hasta dos o tres residuos de glucosa antes de la
ramificacidn en la que se encuentra el enlace m 1-6 (Bewley,

19785 Preiss y Levi, 1980).



IV 0 BJETIVOS

Este proyecto de tesis forma parte de la linea de

investigacion:

Movilizacion de sustancias de reserva durante el
desarrollo, germinacion y establecimiento de la plantula de

malezas.

Ob jetivo General:

El1 objetivo gqeneral fue el determinar 21 cambio en }a
cantidad de almidon durante el desarrolle de semillas de dos
especies: Ipomoea purpurea (L.} Roth e Ipomoga nil (L.) Roth,
deéde la antesis hasta semilla madura hidratada y durante las

primeras fases de germinacidn.
Ob jetivos Particulares:

1.~Establecer una técnica de extraccidn y cuantifica-

cidn del almidon para semillas en desarrollo,

2.~Proponer un modelo matemdtico en gue se relacione el

cambio en peso conforme transcurre el tiempo de desarrolia.

3.-Determinar el cambio en la cantidad de almidén

durante el desarrollo de semillas y las primeras fases de

-



germinacion de 1. purpurea, usando como pardmetros de

desarrollo el tiempo y el incremento en peso fresco.

4.-Determinar el cambioc en la cantidad de almidén en
semillas de 1, nil en diferentes etapas de desarrollo, utili-—
zando el incremento en peso como un pardmetro de la etapa de

desarrollo de la semilla.



V JUSTIFICACION

Es importante el estudio de las malas hierbas, a través
de aquellas adaptaciones que les permiten explorar y sobre-
vivir con eficacia a diferentes medios, lo cual se debe a su
alte grado de especializacion. Entre las adaptaciones que
tienen las arvenses se encuentran la produccidn de una gtan
cantidad de semillas, la alta viabilidad de éstas, la rdapida
germinacion, el rdpido establecimiento y crecimiento gde la
plantula. Estas caracteristicas se deben al tamafio de los
cotiledones y &l 1indice de produccion de hojas. El
desarrelle de éstas estructuras en semillas maduras se
encuentra influido directamente por los pasos que sigue
durante las fases del desarrollo. Estas capacidades adapta-
tivas preparan a las semillas para competir ventajosamente
con los cultivos, a los cuales pueden desplazar, rcausando
graves dafos en su productividad, aumentando el costo de mano
de obra por manutencion y por ende los rendimientos decrecen.
FPor otra parte la presencia de semillas de arvenses en los
granos de cereales, disminuye su valor comercial e incluso

impide su erxportaciédn.

Ipomoea purpurea e lpomgea nil son especies de
importancia para Mé:ico, por la problematica gue presentan,
srincivalmente peor las perdidas economicas gue causan (Agun-
dis, 1984; Lopez-Curto. 1989; 1990) , Es poco lo gque se

conoce de estas especiss, la mayoria de los trabajos se han



enfocado hacia su estructura, ecofisiologla y los probables
mecanjsmos de control. For otra parte, los mecanismos édap—
tativos que favorecen su competitividad no se conocen a
profundidad, por 1o gue estudios a nivel bioguimico pueden
darnos algun indicic sobre esta problematica. Dado que 1la
utilizecidn que hagén las semillas de las sustancias de
reserva durante su desarrollo, esta relacionada de alguna
forrma con las adaptaciones de estas semillas como malezas, Yy
cunsiderandoe gque el almidén es un carbohidrato de reserva
importante en esta etapa, se hace necesario conocer el cambio
en la cantidad de almidon a través del desarrollo, de lo cual
poco se conoce. Este proyecto de investigacion, se caracte-
riza por ser un de los primeros al respecto, en semillas en
desarrollo y pretende conocer las posibles implicaciones

agdaptativas que puedan significar.

Los datos que se aportan, incrementan el conocimiento
de las malas hierbas, proporcionando mayores posibilidades de

controlarlas.



VI. HATERIALES Y METODOS

A.~- Siembra de sehillas y obtencién del material
biologico.

1,-Colecta e incremento del material bioldgico.

l-as semillas de Ipomoea purgures se recolectaron en
cultivos de maiz y frijol del Estado de Morelos en el afo de
19843 a partir de esta colecta se germinaron y sembraron
periodicamente para incrementar el banco de semillas. Para
ello se tomd una parte de las semillas maduras y secas, a las
que se les realizd la prueba de flotacion, desechando
aquellas que se mantengan suspendidas en el agua. Las
semillas elegidas, se lavaron con una solucién de hipoclorito
de sodioc al 2% durante 15 minutos a temperatura ambiente,
para desinfectarlas superficialmente. Fosteriormente se
escarificaron, y se germinaron en una camara humeda a 25 °C
en obscuridad, hasta la emergencia de la radicula a traveés de
la testa. Una vez que la radicula ha emergido y alcanzado S
cmy, ‘se transplanta a macetas de barro que contienen una
mezcla 4t1 de tierra negra y tierra vegetal. Las semillas
due germinaron se sembraron a una profundidad no mayor de 10
cm., teniendo cuidado de no daMar la radicula. Se regaron
diariamente. Una wvez aque hubo emergido la plantula se le
coloco uwna gula por la cual se enredara, las macetas se

mantuvieron a la interperie bajle las condiciones ambientales



de 1a Ciudad de Meéxico.

2.—- Obtencion de las semillas en desarrollo de Ipomoea
puUrpurea,

Para la obtencidn de las semillas en diferentes etapas
de desarrollo de Ipompea purpurea, en mayo de 1987, se sem-
braron semillas maduras deshidratadas de la misma forma en
que se hizo para incrementar el banco de semillas y una ve:
que empezo la temporada de floracidn, (aproximadamente en el
mes de Agosto), se determind el tiempo de desarrollo, tomando
como tiempo inicial (t=0) al dia de floracidn y los dias
subsecuentes como dias de desarrollo de la semilla. Es de
importancia hacer notar que la flor uUnicamente permanece
abierta de las 6300 a las 13:00 a 14:00 hrs. del mismo dia,
siendo el tiempo de desarrollo de la semilla de 30 dias

aproximadamente.

Se realizd 1la cosecha de los frutos en diferentes
etapas de desarrollo de la misma, desde antesis hasta semilla
madura hidratada, separando en viales de plastico por dia vy
planta en forma individual y agregandoles a cada uno 2.5 ml,
de FAA (formol-acido acético-alcoheol-agua, 2:1:5:3), permane—
ciendo en el un mes; después de este tiempo se deshidrataron
con alcoholes graduales hasta alecohel al 704 a temperatura
ambiente y durante 24 hrs efectuando dos cambios y en el cual
se mantuvieron hasta que se realizd la extraccién del almi-

don.
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Se realizaron dos cosechas, la primera en el mes de

Octubre y la segunda en Noviembre.

3.~ Obtencisn del material en etapas de germinacion de
Ipompea purpurea.

Para la obtencidn del material bioldgico en diferentes
etapas de germinacién, se tratd a las semillas maduras deshi-
dratadas de Jpomgea purpurea en forma analoga a las utiliza-
das para la obtencidn de las plantas; con algunas leves
variaciones: se colocaron ocho lotes de cinco semillas cada
uno, en un germinador, log cuales se mantuvieron a tempera-—
tura ambiente y en obscuridad. Del germipador se tomaren
los lotes de cinco semillas cada 24 hrs durante los siguien-
tes 8 dias, fijandolos en FAA, permaneciendo un minimo de 72
horas en el; después de este tiempo se deshidrataron con
alcoholes graduales, llegando hasta alcohol de 70%, en el que

se mantuvieron hasta que ge realizd la extraccion del almi-

doén.
4.- Obtencidén de las semillas en desarrollo de Ipomoea
pil.

Los frutos de Ipomoea nil uwtilizados patra la realiza-
cion del trabajo fueron donados por la M. en €. Margarita
Fonce (Laboraterio de Citologia, Facultad de Clencias UNAM),
las cuales se colectaron a la orilla de la laguna de Xel-Ha
en el Estado de Quintana Ropo. €l material se fijé en FAA un

tiempo minimo de 72 hrs., deshidratandose en alcoholes gra-
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duales, hasta alcohol al 70%, en el cual permanecid hasta que

se realizd la extraccion del almidon.
B.~Extraccion del almidon.

El material fijado en FAA se deshidraté en alecholes
graduales, hasta aleshol al 70 “. Para realizar la extrac-
cidh del almidén se formaron grupos con el material bioldégico
con base en la ontogenia de la planta: frutos, semillas y
plantulas. En cada grupo encontramos material bioldgico en
diferentes etapas de desarrollo. El grupo de los frutos se
formd con el material bioldgico en el que, dado su tamafio, no
fue posible disectar para extraer la semilla; el grupo de
semillas se formo apartir de frutos en los que si fue posible
extraer la semilla, y al cual denominaremos como el grupo de

semillas en desarroclla.

En el grupo de las semillas en desa}rollo una vez
realizada 1la diseccidén del fruto, se pesaron todas las
semillas, eligiendo a la de mayor peso, a la cual denaominamos
semilla lider (Dekhuijzen et al, 1988), y que se utilizd para
la extracecién del almidén. Los frutos y plantulas se utili=-
zaron completos-

E1 método de eutraccién del almidén es una mﬁdifi:acidn
del utilizado por MacGregor (1979) y Biliaderis et al (1979).
En nuestro caso consistio en lo siguiente: al fruto, semilla,

o plantula se le homogenizé con una solucién de azida de
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sodio al 0.02%, en frio, se& filtrd a través de filtros de
poro ancho, para asegurar una completa disrupecion del mate-
rial. A 1la preparaciaon asi{ filtrada se le agregaron 160 ul
de solucidn de Ip-KI, (12:127 mg, KI:Z0O mg, H20:10 ml), con
el fin de localizar al almidédn durante los siguientes pasos
de la extracciodn. Se dejd en agitacidn constante en un baho
agua hielo durante una hora. Se centrifugd a 2500 g durante
15 minutos a temperatura ambiente, se retird el sobrenadante
y el precipitado se resuspendid con solucién de a:ida de
sodio 0.02% en frio, en una proporcidén de 0.1 a 60 mg; se le
agregd 1 ml, se filtrd en una malla de 100 um y se volvioa
centrifugar a 2500 g durante 15 minutos a temperatura ambien—
te. El precipitado se deshidraté con alcoholes de concentra—
cidén creciente hasta etanol al 100%, permaneciendo la muestra
20 minutos en cada uno de ellos, Al teérmino de este tiempo
se centrifugd a 28500 g 1S5 minutos a temperatura ambiente; el
sobrenadante se retird y el precipitado e resuspendid con
herxano (Ver mds adelante) para e:straerle los lipidos, en una
proporcién de 0.1 a 60 mg se le agrega ! ml, permaneciendo en
él durante 48 horas a temperatura ambiente, realizandose dos
cambios durante este lapso. Se centrifugé a 2500 g durante
10 minutos, el sobrenadante se retird y el precipitado

obtenido es la fraccidn enriquecida de almidon (Fig. 2).
A los extractos enriquecidos de almiddn se les cuanti-—

ficd su peso cada 24 hts.. hasta que éste se mantuvo corstante

para determinar su total desecacidn.
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Simultaneamente con la extraccién del almidén del mate-
rial bioldgico se procest una cantidad conocida de almiddén
comercial de papa a manera de controlj uno por cada lote de
muestras, con el fin de determinar la eficiencia del método

de extraccién.
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2,- Obtencién de la fraccién enriquecida de
Los granulos de almidéon -se
se filtro
los

Figura
almiden del material biolagico.
extrajeron en una solucidn de azida de sodio 0.02%,
el material por una malla de 100 um y se extrajeron

lipidos usando hexano.
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C.-Extraccidn de lipidos.

Al . cuantificar la cantidad de almidén por el métado
espectrofotométrico, se observd que ademds del almidon exis—
ten n€rcs compuestos que estan asociados a &1 y gque al igual
que éste reaccionan con el yodo, por elemplo los lipidos, lo
cual nos puede alterar los resultados, por lo que se hace
indispensahle eliminarlos del extracto enriguecido de almi-

dan.

Para determinar el solvente con el que se iba a eutrasr
a los lipidos se realize el siguiente experimento: se proceso

una cantidad conocida de papa (Solanum tuberosum) la cual se

homogenizd con solucidn de azida de sodioc 0.02% en friao, el
homogenizado se incubo a 4 °C en agitacién constante durante
una hora, se filtra por una malla de 100 um y se deseca a
temperatura ambiente. Se toma una cantidad conocida del
extracto y se solubiliza en una proporcién 1:30 (P/V) en
cuatro diferentes solventes: metanol al 85% y etanol al BI%%
(Biliaderis et al, 1981), dimetil sulfoxido (DMSO) al 0%
{Knutson et al, 1982) y hexano (comunicacidn persanal Dra.
Pérec—-Amador). Las soluciones de almiddn en metanol y etanol
se incubaron a una temperatura de 60 °C y en agitacién
congtante durante 48 horas, realizando durante este lapso dos
cambios del solvente. La soluciéon en DMSD se mantuvo a tempe-—
ratura ambiente y en agitacion constante 48 hotas, realizando

dos cambios del solvente; esta muestra se gelificd, por lo

49



que se le hicieron lavados con alcohel al 94% para precipitar
@l almidén. El almidén que se solubilizéd en hesano se mantu-—
vo a temperatura ambiente y en agitacidn constante durante 48
'hnras, realizando dos cambios del solvente. Transcurrido el
tiempo de incubacidén de las soluciones tratados con los
cuatro diferentes solventes, las muestras se desecaron a
temperatura ambiente en el desecador con flujo continuo de
aire. Ya secas las muestras, se solubilizéd una cantidad
conocida de éstas, al igual que cantidades igua&es de extrac-
to de papa sin tratar, almidon comercial de papa y almidon
para analisis de Merck a manera de control y como testigos
respectivamente, con agua destilada en una proporcion de
1:1000 (P/V), las suspensiones se colocaron en un bafMo de
agua a ebullicién durante 15 minutos, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se completaron los volumenes perdidos
por avaporacién; de las soluciones de almidén tratadas con
diferentes solventes se toman alicuotas que van de 20 a S00
ul, a las cuales se les agregaron 20 ul de solucioén de Ip ~KI
(12:127 mg, KI:30 mg, Hz0: 10 ml), (Ver mas adelante) y se

determino su absorbencia a 620 nm.

D.-Determinacien de la cantidad de solucién de yodo—
yoduro de potasio para saturar al almidén.

La reaccion del yodo con el almidon produce un  color
azul, basandonos en esta reaccion podemos determinar la can—
tidad de almidén contenida en una muestra usando el método

espectrofotométrico (Knutson et al, 1982). Para determinar
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la cantidad de yodo necesaria para saturar al almidon y que
éste no sea un factor limitante que afecte la cuantificacidn
de la cantidad de almidén, se procedid a realizar un ensayo,
el cual consistid en lo siguiente: se prepard una solucidn de
almiddn soluble para andlisis de Hérck 0.01 g/ml, se colocd
en un bafio a ebulliciédn durante 1S minutos, para solubilizar
al almidén. Se dejd enfriar a temperatura ambiente . ¥ se
recuperd el volumen perdido por esvaporaci:én, de la solucioén
se toman alicuotas y se hacen diluciones a seis concentra-
ciones diferentes gque van de S0 a 500 pg/ml. Para formar el
complejo yodo-almidon se agregan diferentes volumenes de una
solueion Iy -KI (1;:0.127 g, KI:0.3 g, H20:10 ml), que van de
10 a 150 upl, completando el veolumen final a 1 ml con Hp O

destilada y determinando su absorbencia a 620 nm.

E.~ Cuantificacién del almidén de las fracciones
enriquecidas.

Debido a que la cuantificacidn del almidon se realizé
mediantq el método yodométrico que a continuacion se explica,
se requiere de solubilizar la muestra. Como este punto es
critico en la determinacidén, se realizd un ensayo consistente

@
en solubilizar la muestra en un vﬁlumen conocido de WOH 0.5 N
({Julianc 1971}, tomando una alicuota a las 24, 48 y 72 horas,
la :uél posteriormente se centrifugd a 2500 g durante 15
minutos. El sobrenadante se retira y el precipitade se
acidifice con HCl 1 N, Se agtrega una sclucién Iz-KI aciduiada

(1g :1270 mg, KI:3J00 mg, HC1 1 N:2Z2.2 1, Hp0:10 al) al



precipitado y se determind cualitativamente la cantidad de
almidén contenida en el precipitadn. Observandose que la
gelificacion es completa a las 72 horas. Conjuntamente para
comprobar que el material no sufre alqun dafic o deterioro
durante este proceso se trabajaron dos controles: uno de
almidén soluble para anadlisis de Merck y el otro de amilosa
de papa tipo Il1l de Sigma, se gelificaron con KOH 0.5 N, se
tomaron alicuotas a las 24, 48 y 72 horas, acidificandolas
con HCl | N, y posteriormente se amortigud, con un amortigua—
dor de acetatos 0.2 M pH 4.7, se agregd 20 ul de solucion de

I2-KI acidulada y se determind su absorbencia a &20 nm.

El método utilizado para la cuantificaciodn de la canti~-
dad del almiddn e3 una modificacidn del diseMNado por Juliano
(1971) y Laundry y Smith (1988). El cual en nuestro caso
consistid en lo siguiente: el extracto enriquecido de almiddn
de peso conocido se gelificd en un volumen de & a 5 ml de KOH
0.5 N, dependiendo de la cantidad de muestra, manteniendose
en &l 72 horas. Simultaneamente se tratd una cantidad cono-
cida de almiddn soluble para andlisis de Merck a manera de
referencia. Transcurrido este tiempo y para asegurar una
completa gelificacion del almidén, se cologaron las solu-—
ciones de las muestras en un bafo de agua a ebullicidn duran—
te 30 minutos, se dejaron enfriar a temperatura ambiente; se
recuperd el volumen perdido por evaporacion, se agitaron las
muestras y se dejo sedimentar durante una hora, después de
este tiempo se tomo una alicuota de it ml, la cual fue neutra-

lizada con HC1 1 N. Se toma uma alicuota que se amortigua a



pH 4.7 con amortiguador de acetatos 0.2 M y agregan a cada
muestra 20 pl de solucion de I3-KI acidulada, se agitan y se

determina su absorbencia a &20 nm (Fig. 3).



Figura 3.- Método de cuantificacion de la cantidad de
almidéon. La fraccidn enriquecida de almidédn se solubiliizo en
KOH 0.5 N, durante 72 horas, se toméd una alicuota, la cual se
acidificd con HCl 1 N y amortigua a pH 4.7 con amartiguador
de acetatos 0.2 M. Para formar el complejo yodo—almidén,

agregamns soluecién I2-KI y se determina su absorbencia a 620

nm,
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F.- Espectros de absorcion de los fracciones
enriquecidas de almidén. )

Con el fin de determinar, si el producto final de 1la
extraccidn, estd enriquecida en almidén o contiene otros

elementos, se procedid a obtener sus espectros de absorcidn.

Utilizando las muestras a las que se les cuantifico 1la
cantidad de almiddn por el método yodométrico, se les deter—
mind su absorbencia entre 400 y 700 nm, con un .intervalo de

1C¢ nm.

G.- Analisis exploratorio de los datos.

El andlisis explaratorio de los datos, es una técnica
que se utiliza para analizar los datos, se centra en métodos
aritméticos que se basan en la representacidn grafica {(Tukey,

1977y .

El andlisis exploratorico nos permite obzervar las
caracteristicas que presentan los dataos, haciendo resaltar
sus tendencias y poder proponer un modelo que nos describa el

compaortamiento de nuestros resultados.

Fara realizar el analisis exploratorio de los datos, se

utiliza el andlisis de regresién, el cual trata de la depen-



dencia de una variable con una o mds variables, con 21 objeto
de estimar o predecir la media de la porimera con base en log
valores conocidos de las segundas. El andlisis de regresion
se ocupa de lo que se conoce como dependencia estadistica
- entre variables. En ¢l nos interesa tratar de estimar o
predecir el valor promedio de una variable con base en los

valores fijos de otras (Gujarati, 1989).

Con el andlisis exploratorio de los datos se pretende
encontrar la representacién grafica mas conveniente para los
resultados. Para lograr este fin, se han desarrollado varios
métodos. En Biologia, los mas comunes y gque pueden ser
lineales en sus paramétros o que pueden adquirir esta condi-
cion  sons 1) log-lineal e exponencialj (2} doble-log o
potencialj (3) transformaciones reciprocas; {4) ecuaciones
diferenciales (logistica y logit) {Lotka, 19563 Haynard,

1989; Guajarati, 1989).

L.a ecuacién diferencial de tipo logit nos pgermite
transformar un comportamiento de forma sigmoidal en una rec-
ta, utilizandovel logaritmo del cociente del valor observado
de 1la variable dependiente entre la diferencia gue hay del
valor maximo y el valor observado, de la misma variable,
relacionandolo con el logaritmo de la variable independiente

y de esta forma encontrar el punto de inflexién de la curva.

Dentro del andlisis exploratorio existe la suavizacion,



que es un método qQue nos permite determinar la tendencia que
exiate dentro de los datos. Este mérpdo estd basado en  la

cbtencion de la mediana y el trato a través de ellas.
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VIIL RESULTADOS

A.—- Evaluacién de las teécnicas de extraccion y
cuantificacidn de los extractes enriquecidos de almidén.

Una ver obtenidos los extractos enriquecidos de almi-
dén del material bioldgico, se procedid a evaluar la eficien—
cia de la técnica de extraccion. Con este proposito se
cuantifico el peso seco del control de almidén de papa comer-—
-tial, que se procesd de igual forma que el material biolégi-
co. Por cada lote de 6 a 16 muestras de material, se procesd
un - control, siendo 21 numero de éstps de 22 en  total. Pe
cada control se cuantificd su peso al inicio (Fi) y al final
(Pf) de la técnica. El valor que se obtiene al multiplicar
el cociente del Pf/Pi por 100, es la eficiencia de extrac-
ciony se obtuve un valor promedio de B9.1&+2,207% de recupera-

cion del peso del almidédn control.

Como ya se menciond, el almidén utilizado como control
fue un almidén de papa comercial, lo cual pone en duda la
puresa del polisacarido, surgiendo la pregunta de gue si
dutrante 1la extraccion, se eliminarcn las impurezas y no el
carbohidrato, 1o que afectaria nuestros resultados, haciendo
que los datos gue obtuvimos se vieran encubiertos. Fara
desechar esta posibilidad, se compararon las densidades ap-—
ticas de curvas patron de almidén comercial antesz y después

de aplicar la +técnica de extraccion y no se  encontraron



diferencias entre ellas.

FPor otra parte, con el fin de saber si existian
diferencias en cuanto a la capacidad de formacién del comple-—
jo  yodo-almidén entre el control comercial de papa y el
almidédn soluble para analisis de Merck, se compararon curvas
patron de ambos almidones, observandeose que las pendientes

son muy semejantes. (Fig. 4}

Un pardmetro de importancia en la evaluacién de 1la
técnica de cuantificacion del almidén de los extractos enri-
quecidos, es el valor del error interensayo. Para sbtener
este parametro se utilizaron los valores de las pendientes de
las curvas de almiddn soluble para andlisis de Merck, Qque se
usaron como referencia, obteniéndose un valor de variacién de

2.2%.



Figura 4.- Formacién del complejo yodo-almidén del
almidén szoluble para anAlisis de Merck y del almidén de papa
comercial. E1 almiddn se solubilizéd en agua destilada y se
1ncube en un bako a ebullicion duwrante L5 minutos. Se obser~
va que no existen diferencias entre las pendientes del almi-
don soluble para analisis de Merck {(#-e) y el almiddn comer-—
cial de papa (i-x).
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B.~ Extraccién de lipidos.

Algunos compuestos gque se encuentran asociados al
grdnulo de almidén, como los lipidos, reaccionan con el yodo,
lo cual puede alterar nuestros resultados, ya que puede
quedar una cantidad de almidén sin formar el complejo, por lo
que se hace necesario eliminar a los lipidos de la muestra.
Fara esto se realizd un ensayo en el gque al extracto enrique-
cido de almidon de papa, se le tratd con diferentes solventes
con el fin de extraer los lipidos asociados, determinandoles
su absorbencia a 620 nm. Al graficar los resultados, obser-
vamos que el valor de las pendientes de las curvas para los
almidones tratados con DMSO, metanol y etanol, ss similar al
del almiddn de papa sin tratar. En tanto que pa;a 2] extracto
de almidén de papa tratado comn hexano, su pendiente es simi-
lar a 1las pendientes de los almidones de papa comercial y
soluble para anAdlisis de Merck, que sirvieron como testigos.
{Fig. 5). Estos resultades indican indirectamente que los
lipidos no fueron eliminados en las muestras tratadas con

DMS0O, metanol y etancl, pero con el hexano si{ se extrajeron.

Con base en estos resultados, se optd por utilizar al
hexano caomo solvente para extraer a los lipidos del entracto

enriquecido de almiddn, durante la obtencion de éste ultimo.



Figura 5.~ Comparacion de la formacion de complejos
vodo-almidén tratados con diferentes solventes para eliminar
los lipidas. Los granulos de almidon se extrajeron en una
sol. de azida de sodio 9.02%4 y a las extractons enrigquecidos
se les pextrajeron los lipidos con DMSO al 90% y hexano a
temperatura ambiente y metanol y estansl al 85% a &0 9C, todos
en agitacidn constante durante 48 horas, con dos cambios de
solvente durante este tiempo, utilizando como control Bxtrac—
to de almidon de papa solubilizado en agua destilada y como
testigos almiddn comercial de papa y almidén para analisis de
Merci:. DMSO (p~n), Extracto de almiddn de papa (4 —d),
Etanol {m-m, HMetanol {(o-o), Hexano {(+-+), almiddén comer—
cial (@~ y almidon soluble para anadlisis de Merch (u-x).

oz
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C.- Determinaci6n de la cantidad de solugion de yodo-
yoduro de potasio necesaria para saturar al almidén.

Debido a que el yodo puede ser un factor limitante
durante la cuantificacidn de almidon'cantenido en los extrac—
tos enriquecidos, se procedid a determinar la cantidad nece-
saria de solucion de yodo-yoduro de potasio necesaria para
saturar al almiddn. Para ello se determinéd la absorbencia

del complejo Yodo-almiddn.

Observamos gque tomando un; cantidad constante de almi-
dén e incrementando la cantidad de I3-KI se tiene un patron,
en el que a medida que la concentracion de I)-KI aumenta, la
densidad o¢ptica se incrementa llegando a un punto en el que
tiende a ser constante; en general el complejo yodo-almidén
sigue un comportamiento hiperbolico (Fig. 6a). Este patraén
lo podemos lipearizar al graficar por doble inverso, en dende
el punto de interseccidn en el eje de las ordenadas es la
densidad optica maxima que alcanzaria el complejo yodo—almi=-
dén  para una cantidad ae de 12-KI para las diferentes canti-
dades de almidén (Fig. 6b), Si relacionamos la densidad
optica maxima, Qque obtenemos a partir de la Fig. &b, con la
conecentracion de almidén, observamos un patrén lineal (Fig.
7y lo que implica que el almidédn contenido en las muestras

se ha saturade con la solucidn de Ip-KI.

Para deterrminar el porciento de saturacidn que se posee

para las diferentes concentraciones de yodo para una cantidad



dada de almidén, ce transforma la densidad optica oricinal en
porcentaje de saturacitdn, wutilizando e} cociente de densidad
¢ptica original entre densidad dptica maxima y 21 resultado
se multiplica por cien. Los valores que se obtuvieron se
graficaron contra la concentracion de la solucion 13 -KI,
presentandose un patrdn de comportamiento hiperbolico (Fig.
Ba) del cual se obezerva gue las curvas llegan a un maximo de
20% de saturacion, ' que lo podemos linearizar cuando grafica-
mos por doble reciproca (Fig. B8b). Per  interpolacidén se
calculan las concentraciones de almidon queAcnrrespnnden al

85 y 90% de concentracion de solucion Ij-KI.

Al graficar la concentraciéon de almiddn contra la con-
centracion de selucidn IL—KI, para BS%Z y 90% de concentracion
de solucidn lL—HI (Fig. 9a), se observa un patrdén hiperbdéli-
‘mo. el cual podemps linearizar graficando por deble inverso
(Fig. 9b). Al interpolar para una concentracion de 500 mng de
almidon para BS y 90% de saturacicén, corresponde a 106 y 148
Ml respectivamente de solucién de IL—KI; si la concentramos
diez veces se requeriran 10.6 pl para el 85% de saturacion vy

16.8 pl para el 70%.

Con base en 1los resultados que se obtuvieron, se
determind que la cantidad necesaria para saturar al almidoén
en cantidad maxima de 500 mg seria de 20 pl  de solucion de
Il-KI 10X, evitando as{ que el yodo fuera un factor limitante
en la formacidn del complejo yodo—almiddn y que ésto afectara
nuestros resultados al realizar la cuantificacion del polisa-

carido.

[
o



Figura &.-~ Patron de comportamiento del complejo yodo-~
almidon, A concentraciones constantes de almidon soluble
para andlisis de Merck, de S0 a S00¢ ug/ml se les agregargn
cantidades crecientes de solucion I-KI, de O a 170 pl y se
les determing su absarbencia a 429 nm. A.- Patron de compor—
tamiento de los complejos yodo-almiddn a diferentes concen—~
traciones del polisacdrido, B.- Lineariczacion por dable re—
ciproco del patron de comportamiento de los complejas  yodo—
almidon. (@a~@) 30, {x~x) 100, (a-4) 150, (o~p} 200, (+—+)
2350 y (m—-®) 530 pg/ml de almidon.
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Figura 7.~ Densidad optica maxima en relacion a la
concentracidn de almidoén. Caon la linearizacidn por daoble
inverso se obtuvo la densidad optica maxima, de los complejos
yodo-almidén y se relaciond con la concentracion del polisa-—
cérido, observandose un patron lineal.
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Figura B.- Porcentajes de saturacion de los  complejos
yodo~almiddn, A.- Se obtuvieron los porcentajes de saturacion
para las diferentes concentraciones de almidén, dividiendo la
densidad ©&ptica de cada uno de los complejos enti'e sus
densidades dpticas maximas y 21 resultado se multiplied por
cien, estos valores se relacionaron con la concentracién de
I2-K1 y se observo un comportamiento de tipo hiperbodlico. B.-
Estos valaores se linearizaron por dobles reciprocos Yy se
pudo interpolar para las concentraciones de almiddn. vyodo—
almidon para las diferentes concentraciones de almidén. (o-o)
S0, (x=x) 100, (A-A) 150, (e-w) 200, (+-+) 250 y W-8) 500
Hg/ml de almidén.
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Figura 9.- Cantidad de solucion Ipy—~Kl en relacion a la
concentracion de almidén. Interpolando las concentratidnes
de almidon correspondientes al B85 y 90 % de saturacidn para
cada uno de los complejos yodo-almidon se pudieron relacionar
con las cantidades de solucion de 12 -K1, observandose un
patrdn hiperbolico. A.~ ‘85 % y 90 % de saturaciéon. BE.,-
valores linearizados por dobles reciprocos de los cuales se
interpold la cantidad necesaria de solucion Iz2-KI para satu-
rar 300 mg de almiddn. (x=%) 85 y (e-e) 90 %Z de satura—-
cidén.
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D.- Analisis del crecimiento de frutos y semillas en
desarrollo de Ipomgea purpurea.

Cuando analizamos el crecimiento de frutos y semillas
en desarrcllo de Ipomoea purpurea en la cosecha de Octubre
observamos que el peso fresco se incrementa a medida que

aumenta el tiempo de desarrollo.

Fara los frutos observamos que el peso fresco se incre-
menta presentando una fase en la gque aparentemente no hay
cambios, del tiempo cero (antesis) a mds © menos cuatre dias
y gque apartir de los T dias se dd un incremento en el peso
fresca. (Fig. 10). Fara las semillas lider el incremento del
peso fresco con respecto al tiempo presenta tres fases: la
primera fase gque va de 8 a 12 dias de desarrollo, en la que
se observa un pequefo incremento, la segunda fase de los 12 a
los 22 dias, en la que el peso fresco aumenta
considerablemente de 7 a 28 mg ¥ por Gltimo la fase de meseta
de 22 a 21 dlas en la que el 5esc fresco se incrementa

ligeramente (Fig. ita),

Por otra parte, al realizar un andlisis explaratorio de
los datos que se obtuvieron para las semillas lider, cbserva-
mos que al modelo al que mejor se ajustan es una e:ha:ion
diferencial de tipo logit (Lotka, 195&) (Fig. 11b). Al
realizar la transformacion de las variables para este modelo,
el logaritmo del cociente del valor aobservado de la variable

dependiente entre la diferencia gque hbay del valor maxime, en
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este caso 35 mg y el valor observado de la misma variable vy
relacionarlo con el logaritmo de la variable independiente,
se presenta un ajuste lineal, el cual nos facilita la inter—
polacién y nos permite el hacer predicciones sobre el compor-

tamiento que se sigue durante el desarrollo de la semilla.

Al  analizar este modelo observamos que el punto de

inflexion esta en los 17 dias de desarrollo (Fig. 11b).

Este ajuste lineal (Fig. 12a) cumple con los supuestos
del modelo de regresidn clésico; el cual supone aue no  hay
autororrelacién en los residuos (ui), es decir, que no hay
correlacison entre los miembros de una serie de observaciones
ardenadas en el tiempo 0 en el espacio con una distribucién
al acar de los residuos (Fig. 12b). Un método analitico que
puede sustituir al método grafico, proporcionando una prueba
estadistica para establecer si el patrédn no aleatorioc de los
residuos es estadisticamente significativo, es 1la prueba
egtadistica Durbin-Watson, que resultd no significativa para
nuestros datos y nos confirma que no hay autocorrelaciéan

entre nuessros resultados.

Otro de los supuestos importantes del modelo de regre-
eidn lineal claAsico consiste en gque la varianza de cada
residuo elevado al cuadrado, condicional a los valores esco-
gidos de las variables explicatorias, es una constante igual
a la varianza. Este es el supuesto de homoscedAsticidad, el

cual ge puede evaluar observando si los valores de los resi-

T4



duos elevados al cuadrado, al ser relacionados con lag va-
lpres esperados para la variable dependiente, siguen un
patraﬁ de comportamiento o se distribuyen estocdsticamente,
es decir, al azar; se encontrd que la varianza candicional de
lgs residuns elevados al cuadrado {(RESIDUOS 2), de nuestras

resultados es constante u homoscedastica (Fig. 12e).

Al  aplicar los andlisis de regresion y de varianza a
nuestros datos encontramos gue, para las prusbas estadisticas
de t vy F, éstas son significativas a un valor de casi el
100%. Para uns mejor comprensitn de los resdltados que se
ocbtuvieron se presenta la Tabla I.

Tabla 1I.- Andlisis de regresicn para los datos de las
;i?&éi:? lider de las plantas de lpomoea purpurea casecha de

Andlisis de regresion:

Variable dependiente In(P/Pmax-F} Variable independiente 1in t

Parametro Estimacidan Error Valor Nivel de
estandar prugba t probabilidad

Ordenada al
arigen ~14.53440 0.961200 ~16,1278 o
Fendiente 5. 20007 0. 324058 16,6447 @

Andlisis de Varianza:

Grigen Suma de Df Cuadrado medic Prueba Nivel de

cuadirados de F probhabilidad
Modelo 124.08616 1 124,08616 257.8975 0, 00000
Error 16.86624 35 0.4818% -
Correlacidén

total 140.9524 34
Comficiente de correlacidn= 0.33I8265
Evror asténdar de estimacidn= 0.674185
Coeficiente de determinacidn= BB.03%
Durt in-Watsan= 2.038512



Figura 10.- Incremento en el peso fresco durante el
desarrollo de los frutos de Ipomoea purburea.
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Figura 11,- Patron de comportamiento gue presentan las
semillas lider de 1las plantas de lpomoea purpurea de la
cosecha de Octubre.  A.— Incremento en el peso fresco durante
el uesaimrallo de las senillas lider de Ipomoea purgurea. B.—
Transformacidn de las variables del crecimiento de las
semillas lider de Ipompea purpurea, tomando a 35 mg como peso.
tresco maximo.
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Figura 2.~ Analisis de regresidn del crecimiento de
semtllas de lpomoea purpurea. A.- Transformacion de los pesos
frescos de las semillas tider con base en una ecuacidn
diferencial de tipo logit, ®n la gque se toma como peso fresco
méximo 35 mg, para la cual los valares de la pendiente 5.2 y
la ordenada al origen -13.53 son significativos a una prueba
de T a up valor de casi el 100% y cuyoc valor para el coefi-
ciente de determinacion (r*) es de 88.03%, siendo estos
valores significativos a un valor de casi 100¥% para la pruaba
de F al aplicar um anidlisis de varianza. ¥ en la en la cual
52 cumple con los supuestos del modelo de regresidn clasico:
B.~ no auvtocorrelacion en las perturbaciones, lo cual se
conTirma  con el valor del @stadistice Durbin~Watson 2! cual
ne es significativo. C.~ 1la varianza condicional de las
perturbaciones es constante u hamosceddstica, NOTA: Residuos
2 &8s &l valor de los residues elevados al cuadrado.
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E,~ Cuantificacion del almidon de las fracciones
enriquecidas de los frutos, semillas en desarrollo y

germinados de lpompea purpurea.

La cuantificacidn del almiddn de los extractos enrigue-
cidos de los frutos y semillas en desarrollo de Ipomoea
purpurea, se realizé en dos partes: una la cosecha de Octubre

y la otra la cosecha de Noviembre.

Cuando analizamos el patrén de comportamiento que
sigue el almiddn durante el desarrcllo para la cosecha de
Octubre, se ogbserva que la cantidad de almiddn se incrementa
a medida que transcurre el tiempo de desarrollo. Para 1los
frutos durante los primeros dias del desarrolle, de 0O a §
dias, la cantidad de almidon permanece sin cambio aparente
(Fig. 13a). En 1las semillas se observa que la cantidad de
almidén se incrementa apartir de los 8 dlas alcanzando su
valor maximo entre los 17 y los 19 dias de desarrollo. La
cantidad de almiddén decrece a partir de los 19 dias, llegando
a estabilizarse a los 26 dias entre 280 y 400 ug de almidén
aproximadamente (Fig. 13a). En los dias 17, iB y 19 dias de
desarrollo, existen puntos en los que la cantidad de almiddén
que presentan no corresponde al tiempo de desarrollo que
tienen las semillas, segun el patron general (Fig. 13a). Al
aplicar el método de la suavizacidn a los valores obtenidos
para las semillas (Fig. 13b), se observa que se presentan dos
fascs =n la curva, una ascendente v la otra descendente; la

primera corresponde al tiempo de B a 19 dias de desarrollo,
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en los que la cantidad de almidén se incrementa hasta alcan-
zar su valor mdximo y la segunda fase, la descendente, en la
que se da un decremento en la camtidad de almidén y Qque
corresponde al tiempo de 19 a 30 dias de desarrolloc de 1la

semilla, confirmando lo observado anteriormente.

Observando los cambios en la cantidad de almidén  versus
peso  fresco, en los frutos que poseen un peso menor a S5 mg,
no hay cambio aparente en la cantidad de almidén (Fig. 14a),
En cuanto a las semillas, el patrén que se presenta tiene dos
fases: la primera gque involucra a las semillas con un  peso
fresco que va de 0.5 a 23 mg, en la que se da un incremento
en la cantidad de almidén alcanzando su valor maximo entre
los 18 y 1los 23 mg, y la segunda fase en la gue se observa un
decremento en la cantidad de almidén, la cual se inicia una
ver gue se ha alcanzado el valor maximo, tendiendo a estabi-
lizarse a medida gque transcurre el desarrollo de la semilla

{Figs. 14a y 14b).

Si relacionamos 1los datos de cantidad de almidén con
respecto al tiempo de desarrollo y la cantidad de almidén con
respecto al peso fresco (Figs. 13a y 14a), tenemos que las
semillas que presentan pesos entre los 20y leos 25 mg,
corresponden al peso fresco que tiene la semilla entre los 17
y los 19 dias de desarrollo; ademds observamos que los puntos
de 17, 18 y 19 dias que no seguian el patran en la grafica de
tiempo, con semillas que presentan una menor cantidad de

almidon gque la gue corresponde a su tiempo de desarrollco, al



graticarlos respecto a su pesa fresca, se encontrd que caen

dentro de la curva

Si consideramos la proporcién entre la cantidad de
almidén con respecto al incremento en peso fresco, observamos
que para lps frutos la proporciédn decrece conforme el peso
fresco se incrementa, alcanzando un valor minimo; el
incremento en el peso de la semilla se inicia a partir de
este valor (Fig. 15a). En cuanto a las semillas, abservamos
que en general, conforme aumenta el peso fresco de la
semilla, la proporcidn de almidén se incrementa alcanzando um
valor maximg entre los 15 y 20 mg de peso fresco, iniciindose
un decremento en la proporciédn de almiddn a partir de este
valor, que tiende a estabilizarse a partir de los 30 mg de
peso fresco de la semilla. Se observa también que los tres
primeros puntos presentan una proporcién de almiddn mayor a

la que les corresponde dentro del patrdén general (Fig. 15b).

En cuanto a la cosecha de Naviembre, la cantidad de
almiden a medida que transcurre el tiempo de desarrolle, es
el siguiente: para los frutes en los primeros dias, ! a 4
dias permanece sin cambioc aparente (Fig. 16). En las
semillas el incremento se inicia a los & di{as de desarrollo,
alcanzando su valor maximo entre i1 y 13 dias vy sufre un
decremento a partir de este tiempo. Se observa una gran

dispersidn en los datos (Fig. 16).

Cuando consideramos como pardametro de desarrollo el
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incremento en peso fresco; observamos que para los frutos en
pesos menores a & mg no hay camb{o aparente en la cantidad de
almidon (Fig. 17a). En las semillas se presentan dos fases:
la primera en la que se observa un incremento en la cantidad
de almidén a partir de & mg, hasta 36 mg, alcanzando su valor
maxime entre los 22 y los 36 mg de peso fresco, a partir del
cual se inicia la segunda fase en la gque se observa un decre-—
mento, que tiende a estabilizarse a partir de los 42 mg de
peso  (Fig.17a). Al aplicar el método de la suavizacion, se
confirma que la fase de meseta es mdg larga gue en la de las

semillas de las cosecha de Octubre (Fig. 17b).

Al  relacicnar los valores de cantidad de almidén con
respecto al tiempo de desarrollo y la cantidad de almidédn con
respecto al peso fresco (Figs. 146 y 17a), observamos que los
pesos frescos de las semillas, en los que se alcanza el valor
maximo en la cantidad de almidén, corresponde a los 14 dias

de desarrollo.

Si consideramos como parametre de desarrocllo, la
proporcién entre la cantidad de almiden con respecto al
incremento en peso fresco, oObservamos, que en los frutcs la
proporcion decrece conforme el peso fresco se incrementa,
alcanzando un valor minimo, a los B mg; se inicia un
incremento a partir de este valor (Fig. 1B8a). Para las
gemillas, conforme aumenta el peco fresco, la proporcidn de
almidén se incrementa alcanzando su valor maximo entre los 20

y 23 mg de peso fresco, detreciendo a partir de este valor
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(Figs. 1Ba y 18b).

Al comparar las cosechas de Octubre y Noviembre obser-—
vamos que los patrones son similares, variando entre ellos
los valores de la cantidad de almiddn y la proporcidn de este
polisacarido, asi{ como en los tiempos y pesos frescos en los
que se ptesentan los valores maximos. También se observa que
la dispersiéon entre los datos es mayor en la cosecha de

Noviembre que en la cosegcha de Octubre.

De las plantulas de 1. purpures obtenidas después de 8
dias de iniciada la imbibicidn, se obtuve la fraccion enri-
quecida de almidon y se le determiné la cantidad de éste. Al
realizar la cuantificacidon del almidén del extracto enrigue-
cido de las plantulas en diferentes etapas postimbibicidén, se
observa que la cantidad maxima de almidédn se tiene durante
los tres primeros dias de germinacién, la que es similar a
los valores que encontramos an las fracciones enriquecidas de
las semillas maduras hidratadas, que va decreciendo conforme
transcurre el tiempo de germinacidn, tendiendo a mantenerse
constante a partir de los & dias de dasarrollo (Fig 1Qa).
Cabe hacer notar que este almidén es un remanente del sinte-

tizado durante el desarrollo de la semilla.

51 consideramos 1a proporcidn de almidon conforme se
incrementa el peso fresco como parametro de desarrollo,
observamos que lo0s niveles maximos de almidon se presentan

dutante los primeros dias y a medida que la plantula se va

=1



desarrollando, la cantidad del polisacarido decrece conside-—

rablemente (Fig. 19b). .
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Figura 13. A.r Cantidad de almiddn con respecte al
tiempo de desarrollo en frutos y semillas de lpomoea purpurea
cosecha de Octubre. Los granulos de almiddn se extrajeron en
wna =sol. de arida de sqodio 0.02%, se filtrg el material por
una malla de 100 am y z2 extrajeron los lipides mediante
hexana, frutos (x—-x), semillas (o-Q). B.- Suavizacidén del
patréon de comportamiento de 1la cantidad de almiddn en
semillas de lpomgea purpurea. : .
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Figura 14. A.- Cantidad de almidén con respecto  al
peso fresco en frutos y semillas de Ipomogea purpurea cosecha
de. Octubre. Los granulos de almidon se extrajeron en una
sol. de azida de sodio 90.02%4, se filtro el material por una
malla de 100 um y se entrajeron los {pidos con - hexano.
frutas (x-x.) semillas (o-o). B,- Suavizacidn del patron de
compartamiento de la cantidad de almidon en las semillas de
Ipomoga purpurea,
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Figura 15. A. -Froporcion de almiddn con respecto al
incremento peso fresco en frutos y semillas de Ipomosa
pUnpUres cosecha de Octubre. Los gréanulos de almidén se
extrajeron en una sol. de azida de sodia 0.02%, se filtre el
materaial por upa malla de 100 pm y se euxtrajeron los lipidos
mediante hexano. frutos (#-x), semillas (s-0), R,- Suaviza-—
ciédn del patrén de la proporcidn de almiddn en semillas de

Ipomoega purpured.
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B

Figura 16.- Cantidad de almiddn con respecto al tiempo
de desarrollo en frutos y semillas de Ipomoea urpurea
cosecha de Neviembre. Los granulos de almidén se extrajeraon
en una sol. de azida de sodio 0.02%, se filtro el material
pot una malla de 100 um y se extrajeron los lipidos mediante
hexano. frutos (i-#), semillas (o-0).
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Figura 17. A.— Cantidad de almidédn con respecto al peso
fresco en frutos y semillas de lpomoea purpurea cosecha de
Noviembre. Los grdnulos de almidon se extrajeran en una sol.
de azida de sodio 0.02%, se filtrd el material por una malla
de 1v0 uam y se eutrajeron los lipides mediante hexano. frutos
{e—x), semillas <(o-o). B.~ Suavizacien del patron de
comportamiento de la cantidad de almidon en las semillas de

Ipomgea purpurea.
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Figura 18.
incremento peso
purpurea cosecha
extrajeron en una
mater:al por una
mediante hexana.

&

A.- Froporcitn de almiddn con respecto al
fresco en frutos y semillas de Ipomoea
de Noviembre. Los granulos de almidén se
sol. de azida de sodio 0.02%4, se filtrsé el
malla de 100 um y se extrajeron los lipidos
frutos (4-¥), =emillas (o-0). B.- Suaviza-

cidn  del patrdn de la proporcidn de almidén en semillas de

lpomoea purpurea.
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Figura 19.- Cantidad de almiddn durante los primeros

dias de imbibicidn en plantulas de lpomgea purpurea. Los
granulos de almiddn se extrajeron en una sol. de azida de
sadia 0,.02%, se filtrd el material por una malla de 100 pm y

se extrajeron log lipigos mediante hexano. A,— Cantidad de
almidén durante el desarrollo. B.— Proporcidn de almiddén con
respecto al peso fresco a lo largo del tiempo de germinacidn.
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F.- Cuantificacieon del almidén de la fraccidn
enriquecida de los frutos y las semillas de Ipomoea nil.

Como ya se menciond en la obtencidn del material bio—

logico, 1los frutos de Ipomoea nil se colectaron a la orilla

de la laguna de ¥el-Ha en el Estado de Quintana Roo, siendo
ésta una planta silvestre, colectada en el campo, por lo que
se considerd el peso fresco como un  parametro de su

dasarrollo.

Los valores de la cuantificacion del almidon de 1. nil
indican gue para los frutos que presentan pesos frescos
menores a 12 mg, la cantidad de almiddn es de 200 a 400 ug

(Fig. 20aj.

Por otra parte para las semillas se ohserva que a
partir de los 10 mg de peso fresco, la cantidad de almidén se
incrementa, alcanzando su valor maximo entre los 30 y los 45
nQ, inicidndose un decremento en la c;ntidad de almiddn &a
medida que aumenta el peso fresco de la semilla, que tiende a
estabilizarse cuando la semilla alcanza un peso de 100 mg
{Fig. 20a). Cuando aplicamos el método de la suavizacidn, en
estos datos (Fig. 20b), se aobserva que se presentan dos
fases, la primera ascendente, en la que la cantidad de almi-
don se incrementa, hasta alcanzar un valor maximo, inician—
dose a partir de este valor la segunda fase en la que la

cantidad de almidon decrece.
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Si se toma la proporcidn de almiddon en relacién  al
peso  fresco se tiene que en los frutos, conforme el °peso
fresco aumenta, la proporcidén de almidon se incrementa vy,
para las semillas, el valor mixzimo se presenta entre los 19 y

los 31 mg de peso fresco (Fig. 21).
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Figura 20. A,- Cantidad de almiddn con respecto al peso
fresco en frutos y semillas de Ipomoea nil. Los grénulos de
almidon se extrajeron en una sol. de acsida de sodio 0.024, se
fiitro el material por una malla de 100 um y se estrajeron
los lipidos mediante hexano. Frutos (x-x), semillas (o-0).
B.- Suavizaciéon del pafron de comportamiento de la cantidad
de almidon en las semillas de Ipomgea nil.
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Figura 2t.- Proporcion de almidén con respecta al  in—
cremento peso  fresco en frutos y semillas de Ipomosa nil
frutos (x~x), semillas {(o-0).
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G.,~ Espectros de absorcién de los entractos
enriquecidos de almidodn.

Se obtuvieron los espectros de absorcidn de los extrac—
tos enriquecidos de los frutos, semillas en desarrollo vy
plantulas de 1. purpurea y de los frutos y semillaz en
desarrollo de 1. nil, los cuales se compararon con los espec-—

tros de absorcidn del galactomanann y el almiddn soluble para

analisis de Merck. (Fig. 22).

ARl graficar los espectros de absorcion del almidén
s0luble para apalisis de Merck y el galactomanano que se
usaran como control observamos que para el almidén, conforme
se incrementa la longitud de onda, la absorcién se ipcrementa
hasta 560 nm en los gque presenta su maximo, iniciandose a
partir de este valor un decremento en la absorcion conforme
aumenta la longitud de onda (Fig. 22a). Por otro lado, el
espectro de absorcidn del galactomanano presenta su  valor
maiimo de absorcién en los 430 nm, tendiendo este valor a ser

minimo en longitudes de onda mayares a S50 nm (Fig. 22a).

Cuando graticamos 1los espectros de absorcidén de I.
purpuwrea observamos que, pata los frutos, se presenta un
minime a 470 nm y conforme decrece la longitud de onda aumen-—
ta la absorcién. A partir de los 470 nm y conforme se incre-
menta la longitud de onda, la absorcidn aumenta hasta 560 nm,
en donde se presenta su maximo, decreciendo a partir de este

valor (Fig. 22b). En cuanto a la semillas en desarrollo, 12,

1l



15 y 18 dias, en general presentan un patrén similar, altan—
zands su maxima absorcisn en los S50 nm Yy presentandose
diferencias entre las muestras en longitudes de onda menores
a 450 nm. (Fig. 22c). Fara el eintracto de almiddn de la
plantula, B8 dias de imbibicién, se observa un hombre a los
430 nm y un maAximo a los 460 nm, decreciendo a partir de este
valor hasta los 420 nm en que inicia un aumento hasta los 550
nm en los gque se presenta su maximo de absorcidn (Fig. 22Zb),
Par otra parte, al graficar los espectros de 1. pil
observamos para los frutos wun minimp a 500 pm y conforme
decrece la longitud de aonda, 1la absorcidén se incrementa. A
partir de los 500 nm y conforme se incrementa la longitud de
onda, la absorcion se incrementa hasta alcanzar sty maximo a
550 nm (Fig. 22d). Para las semillas en desarrollo a 460 nm
sa forma un hombro, y apartir de 480 nm 1la absorcion se
incrementa hasta los 560 mmy en los gue se alcanz=a el maximo

(Fig. 22d).
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Figura 22.- Comparacidn de los espectros de absorcidn
del material bioldgico de plantas de Ipomoea purpurea e
Ipomoea nil, con los espectreos del galactomanano y almidén

soluble para analisis de Merck. Las muestras utilizadas son
las mismas a las que se les cuantifico la cantidad de almi-
dén. A.- Galactomanano, (+-+%), almidédn soluble para andlisis
ge rMerck (8-8). B.- Ipomgea purpurea: fruto (4-4), plantula
(8 dias de imbibicidn) (+-+). C.- Semillas en desarrollo de
Ipomoea urpurea 12 (e-®), 15 (u-%) y 1B-dias (o-0). D.-

Ipomoea nil: fruto (e-e), semillas en desarrollo (-u%).
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VIIT DISCUSION

Con base en los resultados que se obtuvierpon al compa—
rar  las densidades opticas de las curvas patrdn de almigon
camercial antes y después de aplicar la técnica de eutracciédn
y al analizar las pendientes de las curvas del almidon para
an&lisis de Merck y el almiddédn comerciral de papa. se obtiene
un  valor semejante, 1o que indirectamente nos dice que ambos
tienen la misma afinidad para unir al ion 15‘, y si ganti-
dades iguales de ambos almidongs unen la misma cantidad de
yodo, se puede afirmar que lo que se pierde al aplicar la
técnica de exwtraccion es almidan. Ademas de que la forme en
que realizamos la técnica es aceptable, 10 que se ve confir-—
mado par 21 alto valor de porcentaje de recuperacién del peseo

del almidon conteal (B9,16+42.20 %),

Al comparar los espectras de absaorcion de 1. purpures
con los espectros del almiddén soluble para andlisis de Merck
y el galactomanano, observamos que pars los frutos la inter—
ferencia de polisacéridos es muy notoria en  longitudes de
onda mencres a 470 nm, ésto se explica porgue. la cantidad de
material que forma las paredes celulares es alta ya gue se
trabajo con el fruto completn. En las semillas en desarrollo
en general, el comportamiento es similar al del almiddn
contrpl, en longitudes de onda mayores a 450 nm, pressntan-
dose ogiferencias en ia zona de 400 nm, principalmente entre

las semillas de 12 y 18 dias de desarrolla. Estas diferen—
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cias se atribuyen a los polisacaridos que forman las paredes
de las ceélulas y gue se presentan en cantidades diferentes
dependiendo del tiempo de desarrolleo de la semilla. Para las
plantulas, observamps gue alcanzan un hombro en los 430 nm,
similar al del galactomanang, perc conforme aumenta la longi-
tud de onda, su patron es similar al del almidon control, lo
que significa gque los materiales copurificados no interfieren
cuando realitamos la cuantificacién del almidon.

FPor otro lado las muestras de 1. nil, tienan un patrén
similar al de frutos y semillas de 1. purpurea siendo muy
notoric el hombro que se presenta a 460 nm en el espectro de
las sgemillas, lo que atribuimos a que el tamafio de 1las
semillas de 1. nil, es mayor que el de las de 1. purpurea,

con una mayor cantidad de polisacaridos de las paredes.

Al determinar la absorbancia de nuestras muestras a 620
nm evitamos que los resultados se vean afectados por 1la
presencia de materiales que acompafien al almiden contenido en
los  extractos ya que se estad eliminande su probable interfe-—

rencia.

El modelo matematico gque se obtiene al relacionar peso
fresco v.s. tiempo de desarrollo cumple con los supuestos del
modele de regresién clisico; no hay correlacidn entre los
miembros de una serie de observaciones ordenadas en el tiempo
o en el espacio; la prueba estadistica Durbin-Watson resulto

no significativa. Ademds de que la varianza condicional de

1
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los resultadoe elevados al cuadrado es homoscedastica.

GConforme transcurre el tiempo de desarrollo de las
semi{las de 1. purpurea, el peso fresco se incrementa hasta
los 22 dias, y apartir de este tiempo tiende a estabilizarse
hasta llegar a ser una semilla madura hidratada. Se observa
que el cambio en la cantidad de almidén a través del desarro-

bllc en semillas de 1. purputrea e 1. nii presenta dos fases:
una que es durante las primeras etapas del desarrollo y en la
que el polisacarido se acumula, y la segunda fase en la que

se presenta un rdpido decremento en la cantidad del almiddn.

Para el maferial bioldgico de 1. purpurea se presentan
estas dos fases, una en la gue el almidan se acumula hasta
alcanzar un valor maximo, a la cual sigue una fase en la gue
s2 da un rapido decremento en la cantidad del polisacarido,
para estabilizarse en un valor basal en semilla madura hidra-—

tada.

Las semillas de 17, 18 y 19 dias de desarrollo, presen-
tan una cantidad menor del polisacarido, que la
correspondiente a su tiempo de desarrollo, y por lo tanto no
siguen el patren general (Fig. 13a); al relacionar la canti~
dad de almiddn con 2l peso fresco de las semillas (Fig. 14a),
los puntos que corresponden a estas semillas, entran dentro
de 1a curva, puesto que la :§ntidad de almiddn que presentan
corresponde a semillas de pesos frescos que en tiempo de

desarrpllo es de mas de 26 dias. Y si conforme transcurre el

(4



tiempo de desarrolla el peso fresco de la semilla se
incrementa, podemos decir, que las semillas de 17, 189 y 19
dias, que no siguen el patrén general (Fig. 13a), pertenecen
a frutos en los que aparentemente el desarrollo de las

semillas se acelero.

FPor otra parte, cuando consideramps la proporcidn entre
la cantidad de almidén con respecte al peso fresco, como
parametro de desarrollo (Figs. 1Sa y 15b), observamos que las
puntos que corresponden a semillas cuyo peso fresco es menor
a 2 mg, presentan una proporcion de almidoén mayor a la que
corresponde a su peso fresco, lo que se atribuye a gue c;ando
se hizo la diseccidn del fruta, como éste era aun pequefio y
no facil de manipular, al separar la semilla, puede ir acom—
paﬁada' por otro tejido del fruto, el cual también tiene
almidén vy cuando se cuantificd el polisacadrido, la cantidad
del carbohidrato fue mayor que la que realmente existia en 1a

semilla,

Cuando comparamos las cosechas de Octubre y Noviembre
observamos que los frutos y semillas de la segunda cosecha
presentan pesos frescos mayores a los de la primera aunque
tienen el mismo tiempo de desartrollo y pertenecen a la misma
planta. Dhservamos tambieén que plantas que en 1la cosecha de
Dctubre dieron una gran cantidad de frutes, en la cosecha de
Noviembre presentaron un numero menor y que la dispersidn
entre los datos es mayor en la segunda que en la primera

cosecha, lo que atribuimos a las condiciones ambientales gue
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afectan a la planta, ya que como lo menciona Conzatti (19B1)
en los meses de Septiembre a Octubre &1 némero de frutos es
considerable, disminuyendo drasticdmente en Noviembre y Di~
ciembre. Ademas las condiciones ambientales son diferentes
en estos meses; se sabe que si la temperaturé aumenta, se
incrementa la cantidad de materia seca, siendo parte de ésta
el almidén y gque si la cantidad de irradiacién se incrementa,
aumenta la cantidad de fotosintetatos por lo que la propor-
cidn de nutrientes que se traslocan al fruto es mayor, lo que
indirectamente aumenta la cantidad de reservas (Dekhuijzen et
al, 1988). Aunado a #sto se sabe que en algunas especies,
los procesos del desarrollo de las semillas, crecimiento,
maduracion, viabilidad y deshidratacio asi{ como sus controles
estan regulados por la redistribucidén de las sustancias de
-reserva del fruto independientemente de la planta (Fountain
et al, 1989). En general el comportamiento es el mismo para
lag dos cosechas, una primera fase en la que la cantidad de
almidén se incrementa alcanzando un valor maximo e imician—
dose después un rapido decrémento, lo cual se refleja, en el
incremento en peso fresco total de la semilla, hasta 108 17
dias, en los cuales se ha alcanzado el valor maéximo en la
cantidad de almidon y que a partir de este tiempo la cantidad
del polisacaridec decrece, pero el peso fresco total de 1la
semilla se incrementa por gue el embrion comienza a crecer,
con  una tendencia del peso fresco total de la semilla a
estabilizarse a medida que se convierte en una semilla madura
hidratada, Cuando relacionamos huestros resultados, con los

obtenidos por otros miembros del laboratorio, cbservamos que,
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el rapido decremento en 1& cantidad de almidén goincide con
el crecimiento aceleradeo del embridn y con el in:rementb en
la actividad amilolitica (Riaz-Fontones, 1991; Dominguez-
Vergara, 1991),y la rual alcanza su méximo, en el periedo en
que la cantidad de almidon es minima, lo que quiere decit que
se esta degradando el polisacarido. Aunado a ello, en esta
etapa del desarrollo de la semilla, el embridn también esta
creciendo y tiene que hacer uso del material de reserva para
su desarrollo tendiendo después a estabilizarse cuando la

semilla ha completado su desarrollo.

Al hacer la comparacion entre las graficas de cantidad
de almidén versus tiempo y cantidad de almidén versus peso
fresco (Figs. 13a, 14a, 1l&6 y 17a), observamos gque las curvas,
en las que se utiliza al peso fresco como pardmetro de
desarrollo, muestran un patrdn mas definido, ajustandose
mejor los datos a esta curva y que la dispersion es menor,

que en las qgraficas de tiempo.

Cuando comparamos los resultados que se obtuvieron para
I. nil con los dé I. purpurea observamos que el patrén gene-
ral es similar en ambas plantas, presentando una fase de
acumulacidén del a;midén en la gue la cantidad de este polisa-
carido se incrementa hasta alcanzar su maximo valor apréxima—
damente a la mitad del peso fresco que alcanza la sepilla
cuando ha completado su desarrollo y que a partir de este

valor se inicia un decrementc en la cantidad de almiddn hasta

la semilla madura hidratada, alcanzando valores en las canti-
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dades de almidon mayores que los de 1. purpurea lg gus se
debe a que el tamafo y el peso fresco de las semillas de 1.
nil es mayor que las de la primera planta. Cuando hacemas la
camparacion de proporciéon de 1a cantidad de almidon con

respecto sl peso fresco, las proporciones para ambas plantas

son similares.

En cuanto a los resultados gque se obtuvieron para las
plantulas de 1. urpurea, en § diferentes dias de iniciada
la imbibicieén, observamos que durante los primeros dias se
presenta una cantidad reminiscente de almidodn, la cual es
simflar a la que se encuentra en semillas maduras hidratadas,
y que conforme transcurre el tiempo de germinacién se con—
sume, tendiendo & ser una cantidad minima. También se
presentan puntos que no  siguen el patron general
principalmente durante los dias 2, 3 y 6 en los cuales hay
plantulas en las que el peso fresco que presentan no corres-
ponde al tiempo de germinacidn que tienen y por lo misma la
cantidad de almiddn tampoco. Esto se atribuye a gque =21 peso
y tamaflo de las semillas gue se pusieron a germinar no era el
mismd para todas, considerando que el peso de la semilla se
relaciona con el tamaffo del embrisdn, ya que una de las
semillas del fruto, 1la lider, es la gque marca los cambios en
los estimulos durante el desarrolleo (Dekhuijzen, 1988); esta
semilla contard con una mayor cantidad de nutrientes durante
su  desarrcllo, de lcs que hard uso para e] crecimiento del

embrién Yy éste ultimo =2stard mejor preparado para responder



al estimulo de la germinacion, 1o que pudo haber influido en
los resultados. Aunado a ésto la germinacién en ‘estas
semillas no es sincrsonica, por lo que nuestros resultados se

vieron afectados por este factor.



IXx CONCLUSIONES

1.~ La %técnica de extraccion de almidan implementada en
el Laboratorin, tiene una alta eficiencia de extraccion, en
la que las impurezas copurificadas no interfiere con el

método de cuantificacién del almidén.

2.~ El modelo matematico propuesto para relacionar peso
fresco v.s. tiempo de desarrollo, es una herrramienta util en
el mamenta de determinar el tiempo de desarrollo de una
semilla conociendo su pesa. Este modelo tiene

caracteristicas estadisticas que lo hacen confiable.

3.~ El almidébn es una sustancia de reserva temporal en

las semillas de desarrrollo, observAndose:

a) En las semillas de l. gurpurea e 1. nil el patron en
la cantidad de almidén presenta dos fases: la primera en la
que el polisacAdrido se acumula, alcanzando su valor maximo
cuando la semilla alcanza la mitad del peso fresco de 1la
semilla madura hidratada. La segunda fase en la que la
cantidad de almidédn decrece, tendiendo & estabilizarse cuando

la memilla se ha desarrollado completamente.

b) Aungue la cantidad del almiddn es diferente en las
semillas de las dos especies, la relacidn almidon/peso frasca

es la misma en ambas.



c} El decremento en la cantidad de almidén coincide con
la expansidn rapida del embrién, por lo que debe de, ser

utilizado durante este proceso.

d) Las diferencias observadas que se presentan entre
las cosechas de Octubre y Noviembre pueden deberse a las
condiciones ambientales que influyen en la deposicidn de

sustancias de reserva en la semilla.

4.— Durante 1las primeras fases postimbibicién, po hay
sintesis de novo del almidon; se utilizé en esta etapa el

remanente que existia en la semilla madura deshidratada.

S.~ El peso freseco es un mejor pardmetro de desarrollo
de las semillas, que el tiempo postantesis, debido a su menor

dispersidn.
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