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RESUMEN

La calidad de un lote de semillas se puede determinar mediante
caracteri{sticas fisioldgicas como la viabilidad vy el wvigor. En
general, las semillas recién cosechadas son de alta calidad,
presentan altos niveles de viabilidad y vigor, sin embargoc durante
el almacenamiento =u calidad disminuye, es decir, se deterioran.
El detericro de semillas en el almacén va acompafado de daffos en
la funcidén e integridad de macromoléculas y estructuras celulares.
En el embridén de mafiz existen carbohidratos zolubles que le sirven
al mismo para su nutricidédn en las primeras etapas de la
germinacidn., Tambidn se ha propussto gue tales carbohidratos en
niveles apropiados pudieran proteqger estructuras celulares en el
estado seco. Tal efecto protector quizd se perderfa durante el
almacenamiento vy por ello la semilla se deteriora. En base a lo
anterior en este trabajo se ha hipotetizado que pudiera existir
una correlacidn entre el contenido de carbohidratos en 21 embridén
y la sensibilidad al deterioro que la semilla presenta.

fFara investigar lo anterior se detzrmind la calidad inicial -1la
viabilidad, le velocidad de germinacidn y el crecimiento de 1la
plantula, asf{ come la integridad membranal entre otros parametros
cuantificables— de S5 cultivares de malz: el hibrido trilineal
CFPS—-HT-1 (HT 1)= A4 (As) y las colectas Tepecintle 100 (Tivo) ,
Tepecintle S963 (ITsecal, Fepitilla 1344 {FP1340) y Pepitilla 49
{(P49). Fosteriormente se determind el efecto del tiempo de
almacenamiento en 75% de HR y Z0°C sobre la calidad inicial de los
mismos cultivares.

Mediante cromatografia de gases se cuantificd el contenido de
carbohidratos solubles en etanol de embriones de semillas control
y a diferentes tiempos de almacenamiento.

Los resultados encontrados son concluyentes en que en general los



5 materiales empleados en este trabajo mostraron un  mismo { ndice

de Calidad de semilla antes de ser  almacenadas solo mostrando
diferencias en 1la salida de iones .y azdcares entre los 2
pepitillas y 21 resto de los :ultivéres.

For otro lado su sensibilidad - al deterioro la veleocidad a
perder calidad en el almacén) fue diferente encontrandose que el
mis s2nsible fue As mizntras  gque Tico. vy  Tscoca fueron los mas
resistentes. For su parte Fads y F 4o son materiales con
sensibilidad intermedia.

En cuanto al contenido de carbohidratos, imnicialmente todos los
materiales presentarcn un balo contenido de monosacaridos, su
azdcar mids abundante fue la sacarosa la cual tuvo el mismoc nivel
en todos ellos. Por su parte la rafinosa mostrd diferentes niveles
en todos los cultivares. La relacidn sacarosas/rafinosa (8/R) en Ac
fue de 12 mientras gue en leos otros 4 materiales fue de alrededor
de 4. Durante su almacenamiento a los 3 meses As presentd un
aumento significativo de monosacdridos, mismo que ocurrid a los 4
meses en % de las colectas o no se presentd comc en Tsosa. Tal
aumento en general no estuvo correlacionado con una disminucidn
significativa en los niveles de sacarosa vy rafinosa, los cuales
permanecieron constantes durante todo el almacenamiento en 3 de
los cultivares solo disminuyendo significativamente en As vy Pao.

Ademids hubo una tendencia en las 4 colectas analizadas a aumentar

la relaciédn 5/FR conforme avanzaba el tiempo de almacenamiento, lo
que no se observd en As. Tsesa  por su parte =2 deteriord sin
acumular monosacaridos en  forma drardtica pero teniendo un

incremento significative en fructosa. Los resultados encontrados
en 4 de los cultivares As, Pao, P1ase y Tioo muestran que al
parecer existe relacidn entre los cambiocs en los niveles de
carbohidratos de los embricornes de malz durante el almacenamiento
con el deterioro de la semilla. Tseoo3 por su parte se deteriora,

pero sus carbohidratos se modifican solo ligeramente.



ANTECEDENTES

La disminuciédn del vigor y la viabilidad durante el almacenamiento
de semillas estid asociada con alteraciones en la integridad
membranal (49), asf como  cen reacciones deletéreas en el
citoplasma, por ejemplo la inactivacidén de algunas enzimas (3).
Los azlcares: sacarosa, rafinosa y estaquiosa protegen membranas
(10, 17, 21, 34, 38,) y la actividad enzimitica (17, 20) en el
estado seco. Aparentemente los azdcares solubles reemplazan al
agua en la formacidén de puentes de hidrdgeno y de esta forma
mantienen las estructuras hidroff licas en su orientacidn hidratada
atn cuando el agua no esté presente (10, 15).

Este efecto protector de los azicares solo se presenta en ciertas
relaciones de sacarosa a rafinosa o estagquiosa (10).

En semillas guiescentes el principal azGcar presente en el embridn
es la sacarosa y en menor proporcién se encuentran ios
oligosacaridos rafinosa, estaquiosa y verbascosa (i, . Algunos
autores proponen que estos azdcares son los  responsables de la
inteqridad membranal y del estado vitrificado en que se encuentra
eje embrionario de semillas quiescentes recién cosechadas. Este
estado vitrificado evitarfa las reaccicnes que requieren difusién
protegiendo de esta manera a la semilla durante el estado seco (9,
39, 70).

La interconversidn de azlGcares puede ocurrir en semillas secas. Ge
ha reportado que los carbohidratos solubles declinan durante el
deterioro de la semilla {(S). Este decremento podrfa disminuir el
efecto protector de los azdcares en la integridad membramal o
podria limitar la habilidad de la semilla para mantener el estado
vitrificado 1o cual a su ver permitiria que se realizaran las
reacciones deletéreas que conducen al deterioro de la semilla. Lo
anterior sugiere gue la composicidn de azdcares del embridén puede
indicar el comportamiento de una semilla durante su

almacenamiento.

el



Para demostrar esta posibilidad, en este trabajo se determind vy
compard la composicién de aztcares de cultivares de mafz con su

sensibilidad al deterioro en el almacén.



INTRODUCCION

La germinacidn y =21 crecimiento de la plantula son algunos de los
criterions con base en los cuales se pusde establecer 1z c=alidad
agrordmica de una semilla (61). En general las semillas recién
cosechadas presentan gran calidad es decir tienen alta viabilidad
y alto vigor. La alta viabilidad significa gue alrededor de un 100
% de las semillas germinan, es decir, estan vivas. For otro lado
aunque se puede establecer 21 nivel de vigor en una semilla con
base en criterios como serifian la velocidad de germinacidn vy el
crecimiento de la plantula; el vigor en sentido estricto se define
como todo el conjunto de caracteristicas que le permiten a una
semilla llegar a establacerse como plantula independiente adn en
condiciones desfavorables.

El nivel de calidad en semillas de umna misma especie varfa de
acuerdo al cultivar y en términos generales las semillas recién
cosechadas presentan mayor calidad-. que sSus contrapartes
almacenadas (64).

Durante el desarrollo fisioldgico normal de una semilla como el
maf z, ésta atraviesa por una etapa natural de desecascidn (pérdida
de agua) que se lleva a efecto al final de su maduracidén y que es
necesaria para que la semilla pueda germinar con normalidad. Este
tipo de semillaz que toleran la pérdida de agua son llamadas
ortodoxas (23, 55).

La etapa de desecacidn aungue normal es estresante y dafina para
las semillas ortodoxas vy para enfrentarla, estas tienen que
prepararse y adqguirir la llamada tolerancia a 1la desecacidn. La
manera en como lé semilla enfrenta o desarrolla su etapa de
desecacidn podria estar relacionada con su calidad inicial vy

comportamiento despugs de la cosecha.



TOLERANCIA A LA DESECACION '

For tolerancia a la desecacidén se :entiende “°1a  capacidad de un

organismo de resistir la?idésété ’ x?pé;diﬁa7rde toda “su. agua
disponible), suspendiendo su ﬁéf&bdiiéﬁo 9 posteriorments reasu-
mirlo en forma normal cuando hay apcrte de aguta (6).

El ferndmeno de la tolerancia a la desecacidn ha interesadeo & los
cient{ ficos desde hace mas de 2 siglos aungue este interés surgid
de algunas obeservaciones en animales y no de la ocbservacidn de 1la
germinacidn de las semillas secas cuando 2ran humedecidas.

A mediados del siglo XVIT existia la pregunta de si las animales
podrf{an resucitar despuds de la muerte. La cual, los primeros
naturalistas consideraban que se presentaba después de la
desecacién. Tal pregunta surgid de las observaciones hechas por
diferentes estudicsos de aquella $poca como Lesuwenhoek (1702) ¥
Needham (1745) entre otros (40). Fosteriormente en 1878 (Claud
Bernard incrementd adn mas el interés en el fendmeno de la
tolerancia a la des=scacidén y en los estudios de bioclogfia anhidra o
anhidrobiologia con su observacidn de que la habilidad para
resistir desecacidén era una caracteristica comdn en urma amplia
variedad de animales inferiorss, entre ellos wvarias especies de
nemitodos, tardigrados y roti feros ademids de las semillas de las
plantas (40). En la actualidad se conoce que el ferdmeno de ia
tolerancia a la desecacidn ocurre en un enorme rango de taxa,
incluyendo numerosocs invertebrados, bacterias, esporas de hongos,
levaduras etc.

En el reino de las plantas también hay npumercsos ejemples de
organismos tolerantes a la desecacidn. Ademds de las semillas y el
polen de plantas superiores se conoccen alrsdedor de 60 ejemplaos de
plantas pertenecientes a las nmonccotiledSneas, dicotiledéneas,
helechos y selaginelas. De igual forma también existen un gran
nimero de musgos, liqguenes y algas que también resisten la pérdida

de agua (&).



El gue 1la tolerancia z la desecacidn sea un ferdmeno tan ‘extendido
entre los organismos ba sugerido que tal" vez .presente algupas

ventajas adaptativas para los que la poseen (41).

Tolerancia a la desecacién en plantas’

Como ya se mencicnd anteriormente, en el reind vegetal se puede
apraciar tolerancia a la dasecacidén tanto ‘en - las estructuras
vegetativas como en las reproductoras.

Las plantas sesrdfitas que habitan en climas  extremcoscs come los
desérticos, han tomado diversas estrategias para sobrewvivir en
tales climas, algunas de ellas, las llamadas xerdfitas efimeras,
han disminuido en forma importante su ciclo de vida de tal manera
que seolo mantienen sus estructuras vegetativas durante el per{odo
en el gque existe agua. Otras plantas presentan modificaciones
estructurales en sus ralces, tallos y hojas que les permiten
captar agua la mas ripidamente posible y conservarla durante
bastante tiempe (14). Una tercera estrategia mostrada por las
plantas desérticas es la de enfrentar directamente la desecacidn y
tolerarla; este tipo de plantas pueden resistir el secado vy
posteriormente con la rehidratacién reasumir normalmente sus
actividades metabslicas y fotosintéticas y se les conoce como
plantas tolerantes o resistentes a estréds Rdrico o estrés de
sequf a; este tipo de plantas también son conocidas como
poilkilohfdricas (5).

Entre las plantas que pueden resistir la desecaciédn se encuentran
unas cuanhtas especies de plantas superiores y una gran cantidad de
plantas inferiores como helechos, musgos, liquenes y algas (6).
Estas dltimas aunque no habitan comunmente en climas desérticos,
si estan expuestas en forma continua a condiciones cambiantes que
incluyen perfiodos de sequedad a los cuales necesitan estar
adaptadas.

En el caso de las estructuras reproductivas (las cuales



desarrollan la tsr:era~é§t ategia 'é,a.ﬁrotegerse de la pérdida de

agua) y hablando en‘pé?fipﬂfar dE“‘aé Qémillas, hay que decir que
no todas ellas 506 to1ér§nth : “esetécién y las que muestran
tolerancia no en todas las éfaﬁas,dé }5d~ desarrollo tienen esta
capacidad (3Zé). o

Ya desde 1973 Roberts (23, 55) calificé v nombré las semillas de
acuerdo al dafio que presentaban durante el secada. A aquellas que
pod{ an ser secadas hasta bajos contenideos de hum=dad, d=l orden de
0.0 g H20 g_‘peso himedo (ph) vy toleraban temperaturas de
congelacidn, las llamd semillas ortodoxas; ahora se sabe gque este
tipo de semillas tienen gue ser almacenadas en bajas humedades
relativas y bajas temperaturas para mantensr su viabilidad por un
tiempo prolongado.

For otro lado aquellas semillas que no podi an ser Secadas abajo de
un cont=2nidoc de humsdad criticeo (0.30 g HzO g_‘ph) v no resistian
temperaturas de congelacidn, las d=nomirnd semillas recalcitrantes.
En 1984 Hanson(23) sugirid que el término "sensible a 1a
desecacidn” describe mis exactamente a las semillas
recalcitrantes. Este tipo de semillas pierde viabilidad una vez
que son secadas a un contenido de H2O abajo de su valor critico de
humedad, teniendo entonces que ser almacernadas en un medio con
alte contenido de humedad para lograr mantener su maxims
viabilidad.

Lo anterior sugiere que la humedad de la semilla es wun factor

cri{tico que determina la longewvidad tanto en samillas

recalcitrantes como ortodoxas.
Importancia de la retencidn de agua en la desecacidn

Como se menciond, las semillas ortodoxas tienen la capacidad de
sobrevivir a la pérdida de la mayor parte de su agua celular. Esto
resulta interesante si tomamos en cuenta que el agua participa en

la mayoria de las reacciones celulares. Cuando se comporta como



sustrato -su . concentracidn puede afectar =21 -egulibrio 2ntra
reactivaos y‘productos. Actuandc como solvente provee un medio
fluido para que los sustratos difundan a los sitios actives de las
enzimas, al mismo tiempo que permite que estas Gltimas puedan
sufrir cambios conformacionales los cuales son necesarios para la
actividad catalitica. Un tercer efecto del agua es &1 de
estabilizar la estructura tanto de macromoléculas como serfan las
protefnas as{ comoc la de las membranas celulares.

Mediante el use de isotermss de humedad y estudios calorimttricos
(66, 67) se ha encontrado que en tejidos dee semillas ortodoras
existen I diferentes tipos de agua, cada uno de los cuales
presenta distinta fuerza de unidn a las superficies intracelulares
como serf{an protefnas y membranas y se presentan con diferente
grada de hidratacidén de les tejidos (468> . fLas semillas
recalcitrantes por su parte carecen del agua tipo I, es decir, del
agua que estid muy estrechamente unida a las superficies celulares
(468) .

De lo descrito =n la literatura en relacidn a los niveles de
hidratacidén en las semillas ortodoxas se sugiere (68) que la
capacidad para sobrevivir a la desecacidn estd estrechamente
ligada a la capacidad de 1los componentes de 1lps tejidos para
llevar a cabo una fuerte unidén de agua (tipoa I ). Esto se ve
apoyado por €1 hecho de que las semillas recalcitrantes, las
cuales car=scen de este tipo de agua, sorr  intolerantes a la

desecacidn.
Desecacidn en el desarrollo de la semilla

El desarrollo embrionario de las plantas superiaores puede
dividirse en I =tapas, inicialmente se presenta un periodo de
diferenciacidén de los tejidos que se caracteriza por una actividad
mitdtica abundante en la que se conforma la estructura general del

embridén a partir del cigoto. En seguida viene 1la etapa de



maduracidn en la cual se detizne la divisidn'celular y se pressnta

crecimiento celular y acumulacidn.de reser n-1os. tejidos de
almacenamiento. Finalmente se presenta  una
(T6) .

Se ha sugerido que el proceso natural de secado- el cual no

‘Etaba de desecacidn

requiere para iniciarse del desarrollo completo de la semilla- se
presanta debido a upa serie de interaciones qumicas sl parscer de
tipo hormonal entre los tejidos maternos y la semilla y dentro de
esta Gltima entre el embrién y el endospermoc que le rodea,
plantedndose que este =vento es muy importante para establecer la
autonomf a de la semilla y evitar la germinacidn precoz de 1la misma
sobre la planta madre (Z&).

La adguisicién de 1la tolerancia a la desecacidn en semillas
ortodoxas durante 21 desarrollo de las mismas es un  ferdmens adn
pobremente entendido(41). Sin embargo, de las pocas evidencias que
se tienen se sabe que la semilla para leograr tolerar la desecacidn
requiere de varios ajustes metabdlicos y estructurales que
permiten a las células sufrir una importante pérdida de agua con
un minimo de dafo. De igual forma se sabe que la semilla tolerante
a la desecacidn requiere desarrollar la capacidad para revertir
tales daffios (reparacidén) durante la siguiente etapa de
rehidratacidn (346).

Una caracteristica general gque se ha observado del proceso de
secado de estas semillas, asi como en los animales tolerantes a la
desecacidn es que este debe ocurrir en forma lenta. De este hecho
pudiera inferirse que la tolerancia a la desecacidn en plantas vy
animales depende de la sintesis de algunas moléculas protectoras
durante el proceso de secado (17, 18). Esto esta apoyado por el
hecho de que si la desecacidén es impuesta abruptamente no se

observa la tolerancia a la pérdida de agua (18).

io



Importancia de 1a acumulacidn de solutos antes de la desecacidn

Cualquier organismo tolerante a la desecacidén incluyendo a las
semillas, requiere retener cierta cantidad de agua para mantener
1a estructura de sus macromoléculas y membranas celulares. Se ha
visto que tales organismos acumulan algunas moléculas (18) que muy
probablemente les permitan realizar dicha retencidn de agua o
sustitucidén de la misma (13).

Algunos animales que resisten la desecacién (15, 17, 18) acumulan
grandes cantidades de trealosa, llegando a2 constituir en algunos
organismos hasta el 20 7% de su peso seco. La trealosa es un
carbohidrato poco usual; es el Unico disacArido no reductor de la
glucosa, cuyos mondmeros se encuentran unideos por un enlace
glucos{dico « 1,1. SBe ha encontrado que la sohrevivencia del
organismo en el estado seco correlaciona con la presencia de esta
molécula durante la deshidratacién o de su degradacién durante el
proceso de rehidratacién (18).

Algunas investigaciones realizadas con modelos membranales (15,
16, 43) mostraron que cuando se afiade la trealosa en cantidades
similares a las encontradas en organismos que resisten la
desecacidn, protege a las membranas durante la pérdida de agua,
conservando sus caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas.

Se ha demostrado que la trealosa interacciona con el grupo fosfato
de las cabezas polares de los fosfolipidos mediante puentes de
hidrégeno sustituyendo de esta manera al agua durante la
deshidratacién . Esto provoca que los lipidos secos en presencia
de trealosa tengan propiedades similares a los lipidos hidratados
y sean estables (15, 146, 17). Se ha encontrado trabajando in vitro
que sin trealosa la remocién de agua altera en gran medida 1las
propiedades fi{sicas de los fosfoli pidos de los sistemas
membranales, conduciendo a eventos daffinos como serfan las
transiciones de fase, de uma liquida cristalina a una fase de gel;,

la fusidn membranal y la formacidén de una fase hexagonal II en
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IQQar de existir una bicapa cristalina cuando las membranas son
abundantes en fosfatidileolina (17, 18, 19).

“Por 1o anterior se- ha sugerido qué uno de los posibles papeles de
la trealosa durante la desecacidn de organismos tolerantes & la
misma serfa la de estabilizar vy proteger a las membranas
bioldgicas, reemplazande al agua, las cuales constituyen las
estructuras gue sufren primordialmente dado durante la desecacidn,
For otro lado se ha emcontrado que ademas de la trealosa otras
carbohidratos son capaces de proteger las membranas durante su
desecacidn. Glucosa tiene también capacidad protectora pero menor
que la que presentan sacarosa, maltosa y trealesa (41). Crowe en
1987 encontré que trealosa y maltosa son significativamente mas
efectivos que sacarosa para estabilizar vesiculas unilaminares v
membranas bioldgicas(17).

Sin embargo no se ha reportado la presencia de trealosa en
semillas y polen de angiospermas en donde incluso puede ser tdsica
para muchas de estas plantas (&9). De tal manera gque era nececsario
encontrar umna explicacidn alternativa para la proteccidn de estas
estructuras reproductoras gque pueden sobrevivir a la desecacidn
sin perder viabilidad.

En el polen (34) se ha encontrado gque 1la adquisicidén de 1la
tolerancia a la desecacidn correlacicona zon un aumento en la
degradacidn de almiddén y una acumulacién de sacarosa sin ningdn
cambioc en la compesicidn de los fosfolipidos de la membrana por lo
cual se concluye gue en esta estructura de reproduccidn ia
sacarosa quizd juega un papel esencial en 1a adquisicidén de 1la
tolerancia a severa pérdida de agua.

Por otra parte la sacarocsa esti presente en casi  todas las
semillas (1), localizdndose junto con otros oligosacAridos en el
embridn en donde durante la germinacidén actda como un nutriente de
rapida utilizacidn.

De la misma forma se ha demostrado con modelos membranales (n

vitro que la sacarosa es también efectiva aunque en menor grado
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gque la’trealdsa, pafa prdteger membranas durante: su desecacidn (10
., 17) debido a esto la posibilidad dé. su participacién en la
tolerancia af‘lafidesécatién de 'semilias'_y‘fpolen resulta  muy
atractiva. Sin Embafgo una . complicacidn hara esté propuesta
resulta del hecho que'la sacarosa . a  diferencia de la trealosa
tiene gran tendencia a cristalizar en condfciones de bajo
contenido de humedad.

Hace algunos affos Smythe (63) encontrd que la adicidn de
oligosacAridos como rafincsa y miembros de la familia de la
rafinosa reducen en Forma considerable la formacidén de los
cristales de sacarcsa; ademds se sabe gque la rafinosa es abundante
en semillas gque tol=sran la desecacidn.

Caffrey et al {(10) encontraron en experimentos realizados (n vitro
con un modelo de membranas de dimiristeoilfosfatidilcolina (DMFC)
que una mezcla conteniendo umna relacidn (/1/0.3 de DMPC/sacarosa
/rafinosa protege efectivamente contra la destruccidn de membranas
durante su desecacidn, por una interaccidén de la sacarocsa con las
membrranas de una mam=2ra similar a la de la trealosa y en donde 1a
rafinosa no permite la cristalizacidén de la sacarosa. Este v
algunos otros trabajos (38) sugieren que este puede ssr =21 papel

in vive de la rafinosa.
Carbohidratos y 1la formacidn del estado vitrificado

El hecho de que las semillas sobrevivan a desecacidn extrema.
sugiere que el mecanismo de tolerancia a la desecacidn tendri s que
otorgar proteccidn no solo a las membranas sinmo  también  al
citoplasma ya gue la desecacidn extrema de é&ste, podria resultar
en la cristalizacién de las sales y protefnas ahd contenidas 1o
cual tendr{a efectos daffinos en la sobrevivencia de la semilla.

Burke 1986 (9) fue el primero en sugerir que la adaptacidn a 1la
desecacidn pudiera involucrar la vitrificacidn del citoplasma.

Dado que las semillas poseen un altc contenido de azGcares, se
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plantesd que el citoplasﬁa pudiera astar protegido durante la
desecacidn por la adquisicién de un estado de vitrificacién.
Conforme una solucidn se va concentrando al secarla, los solutos
pueden cristalizar o la solucidén puede adguirir un estado
supersaturado acompafado de un aumento en la viscosidad. Cuando la
viscosidad aumenta tanto que impide 1la difusién del aqgua, la
solucién adgquiere las propiedades mecidnicas de un plastico sélido.
La solucidén en este estado se dice que se encuentra en estado
vitrificado (9). Entonces la formacidén de un estado vitrificado no
involucra cambio quimico alguno sino unicamente cambio fisico.

El estado vitrificado puede ser formado como se dijo anteriormente
por un aumento en la concentracidn de las soluciones o© bien por
una disminucidén de la temperatura, por ello su existencia es
dependiente de la temperatura. Es decir, una solucidédn que existe
en estado vitrificado a una temperatura dada, se fundirda a una
mayor temperatura pasando a un estado de mayor liquidez con
posibilidades de cristalizacidn ().

l.os beneficios de que se forme un estado vitrificadoe en un
organismo que pierde agua son muchos:

por un lado evita la pérdida del dltima agua remanente durante 1la
desecacién de la semilla, y por otro evita reacciones gquimicas que
requieren difusidén asegurando estabilidad durante la latencia.
AdemAs al ocupar espacio guizid esté evitando el colapso celular vy
gue se acumulen sustancias dafifinas (radicales libres). Por dltimo
probablemente permita la permanencia de enlaces de hidrégenoc entre
el vitrificado y las superficies hidrofilicas de la c&lula.
Estudios calorimétricos realizados en embriaones secos de maf z (75)
indicaron 1la presencia de 2 tipos de seffales de vitrificaci®dn, una
de las cuales es atribuwda a los lipidos y otra a las fracciones
no lipidicas.

Williams y Leopold (7S5) propusieron que los azdcares solubles -
(sacarosa y rafinosa) del embridn—- los cuales representan hasta el

20 Z del peso seco del mismo (38) y que tienen una fuerte
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tendencia a Formaf'ﬁh‘asfadb vitriFidadq en. hajos contenidos de
humedad, quizi eran los kesboﬁéableéfdé 1a  formacién del estado
vitrificado no libidico§ La "présencia del estado vitrificado
también demostrada por Bruni et al en semillas de soya (3).

Por otro lado Koster (39) -mediante estudios calorimétricos
demostrd gque in vwitro, mezclas de azdcares similares a las
encontradas en ejes tolerantes a la desecacidn (35 % de sacarnsa y
15 % de rafinosa) (33) son capaces de formar estado vitrificado a
temperatura ambiente (21°C), mientras gque mezclas similares a las
encontradas en ejes que no toleran desecacidn (75 % de glucosa vy
25 % de sacarosal (F8) sole vitrificam sn temperaturas abajo de
cerao. También encontrdé que sacarocsa por s sola forma estado
vitrificado a temperatua ambisnte (14°C), sin enbargo tal
habilidad se ve afectada fuertemente por su gran tendencia a
cristalizar en bajos contenidos de humedad.

El hecho de que el estado vitrificado esté presente a temperatura
ambiente en mezclas de azdcares (& sacarosa’/ 1| rafinesa) que son
similares a las encontradas en maiz, es importante ya gue =2sta es
generalmente la temperatura a la cual se desecan las semillas.
Ademis, el hecho de que la mezcla de azGcares parecida a la
encontrada en los organismos tolerantes a la desecacidédn nunca
cristalizara (392), apoya la hipdtesis de gque los oligosacaridos
pueden prevenir la cristalizacidn de la sacarosa en los =jes secos
promoviendo asf{ la formacidn de la vitrificacidn,

For todo lo anteriormente descrito guizd las propiedades de los
azlGcares que forman el estado vitrificado sean dominantes en el
comportamiento del embrién durante la desecacidn y probablemente
participen en la tolerancia a la desecacidén en semillas.

Apoyando tal participacidén estid el hecho de que la trealosa es
reconocida también como una molécula gue puede formar estado
vitrificado en bajos contenidos de humedad (S4, 76). Otro aspecto
importante de los aztcares que estarfia relacionado con su supuesta

participacién en la proteccidn del citoplasma serfa que algunos de
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ellos por si 501057 6 fjunto;;con,ﬁciertaé icnes divalentes,
estabilizarfan proteinas édluﬁleéf;uando son-.desecadas (17, 24). A
pesar que =1 papel del zinc ybdtfbé:ibhes;no es’ conocido, se ha
encontrado que la estructura cuaternaria ‘de algunas proteifnas se
estabiliza en presencia de zinc (17).

En cuanto al mecanismo de proteccidn de protefnas en sistemas con
bajo contenido de agua por trealpsa, se ha sugerido fuertemente
que hay una interaccidn directa entre el soluto v la protefina
durante la deshidratacidén (20). Es decir, hay una extensiva
formacidn de enlaces de hidrdégeno entre los grupos hidrouilos de
la trealosa y los residuos polares en la protefna que preservan el
estado conformacional de esta dltima en forma similar & la que
mostraba antes de su deshidratacién. Esto fue evidenciado por
estudics de espectroscopia de infrarrojo de mezclas de proteinas y

trealosa (1t, 20).
Proteinas y tolerancia a la desecacidn

En la mayorfa de las plantas superiores la tolerancia a la
deshidratacién estd restringida a las semillas. 5in embargo como
ya fue mencionado, éstas no ciempre son tolerantes a la
desecacidn, adqguiriendo esta capacidad después de su etapa de
maduracidn.

Durante su desecacidén la semilla acumula Acido absicico (AEBRA),
dicha acumulacidén pudiera ser debida a una sintesis de nove (32,
71). El ABA es una fitohormona caracterizada como un sesqguiterpenc
derivado del mevalonato, la cual fue descubierta en la década de
1950. Originalmente esta fitohormona fué unicamente asociada con
la absicidén y latencia de 1los brotes, posteriormente ha sido
implicada en muchos procesos fisioldgicos de la planta adulta y en
el control de muchos eventos durante la embriogénesis y formacidn
de la semilla incluyendo morfogénesis embrionaria (62), sintesis

de protefnas (algunas de las cuales son de almacenamiento, 28),
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tolerancia a la desecaéiénéi ﬁés‘de @ah£ener‘1a latencia de la
semilla (62, FAS A Sin 'émbaFgo;‘ a fbesar' de lo anteriormente
mencionado, en la actuélidadfaﬁﬁtés'éqntrbversial si es ABA o0 es
el estrés osmdtico (potencialjnsmético'reducido) operando mediante
la intervencidn de ABA =21 que controla la latencia de la semilla
(29, T&6, 49 .

Estudios de desarrollo han mostrado gue ARA induce la acumulacidn
de RNA mensajercs sspeci ficos vy protef{ nas durante la embricgénesis
tardia de =semillas de diversas especies (2, 42). En semillas de
cereales, algunos de 1los RNA mensajeros de desarrollo tardio
presentan una larga vida estando presentes =n la madurez y en el
periodo de desecacidn pero son rapidamente degradados en la
germinacidén de la semilla (31).

Poco se conoce sobre las funciones de las protefnpas inducibles por
ARA © acerca de su localizacidn intracelular. Algunas de ellas son
polipéptidos de almacenamiento (28) mientras que otros son
inhibidores enzimiticos (52) y al parecer estian involucrados en la
proteccidn de la semilla durante 1a desecacidn y/o manteniendo la
latencia.

Recientemente mucha atencidén se ha dado a los genes "lea” por sus
siglas en inglés (late embryogenesis abundant) los cuales se
expresan abundantemente en !'a fase tardfia de 1la embriogéresis.
Muchas de las protefnas lea, las cuales representan un grupo
diversao de protefnas (que son codificadas muchas veces por
pequefias familias de multigenes) son  fuertemente hidrofi licas
(27).

Basado en su regulacidn y su  peculiar secuencia de aminodcidos
(alto contenido de aminodcidos neutros e hidroxilados? se ha
sugerido que estas proteinas juegan un papel importante en la
tolerancia a la desecacidn como osmoprotectores o como protefnas
reparadoras del dafio por desecacidn (26, 27).

l.os niveles de estas protefnas y sus RNA mensajeros son mis
abundantes justo antes de la desecacidn terminal del embridn, pero

pueden ser inducidos en embriones inmaduros cuando son incubados
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en ABA (27, 44). Recientes trabajos muestran una correlacidn entre
la expresidén de ciertos genes leas Yy el desarrollo de 1la
tolerancia a la desecacidén en embriones (27, 44).

Se ha encontrado que algunos de los genes que se sintetizan
durante la embricgénesis tardfa (lea) tambiédn estdn presentes en
tejidos vegetativos de plantas sujetas a estrés hidrico (28).
Existen otros tipos de estrés a los que s2 puede enfrentar la
planta y que son s=2mejantes a la desecacidn que sufre la semilla,
entre ellos se encontrarf{an el sstrés de sequa, el salino, =1 de
calor y el de frio. En todos ellos el efecto comin es 1a pérdida
de agua que sn menor o mayor grade sufren los tejidos. Al parecer
ante todos estos tipos de estrés las células vegetativas presentan
mecanismos similares de respuesta.

Entre las semejanzas que se pueden apreciar se encontrarfian 1la
aparicidn de ciertos polipéptidos inducidos casi siempre por AERA.
Tales polipéptidos reciben diferentes nombres dependiendo del tipo
de estrés que estimula su  aparicidn, tal es =21 casc de los
péptidos Yrab” que aparecen durante el estrés salino y 1la
desecacién de algunos tejidos vegetativos de ciertas plantas, pero
también se presentan durante el desarreollo tardio de la semilla
(62). Otros ejemplos serfan las protefinas de heat shock (62)
inducidas por altas temperaturas (62) y 1los péptidos “cor"”
inducidos por frio (73), no encontriandose en el caso de 1los dos
tltimos ejemplos la necesidad de elevados niveles de AEA para su
induccién. Sin embargo se ha encontrado en cultivos celulares que
ABA altera la poza de RNA mensajeras durante la induccidn de su
tolerancia a la congelacidn.

Ademis se ha visto que en estrés de frio se acumtlan también
azfcares y prolina (37, s0), los cuales tienen efectos
crioprotectores para membranas y protefnas libres (12, 58, 99).
Por Gltimo se ha demostrado que modificaciones en la composicidén
de lipidos de la membrana (35) contribuyen directamente a la

tolerancia a 1a congelacidn en las células vegetativas. Ahora bien
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para 21 caso de semillas se sugiere .que. un.pr

la adquisicién de la tolerancia a 1la @gs'da Sééadn

se realira a temperaturas altas, es u [ o ‘qlipidds

constituyentes de la membrana y una mayorvsgtu acidnide’sus '4cidos

grasos (22).

Hipdtesis de reparacidn

Ademds del mecanismo de proteccidn a la desecacidn que se ha
venido exponiendo, existe una hipdStesis alternativa 1llamada de
reparacién que se fundamenta en observaciones hechas sabre la
resistencia a perder agua de plantas poilkilchidricas ¢ aquellas
que resisten decsecacidn de sus estructuras vegetativas como serian
1f quenes, briofitas y algas etc (47, 48).

Esta hipdtesis se apova principalmente en observacicones hechas en
musgos resistentes a la desecacidn 1los cuales no sintetizan
péptidos durante =su desecacidén pero si  lo hacen durante su
rehidratacidén., Dichos péptidos se ha propuesto que podrian tener
la funcidn de la reparacidén del dafio celular causade por 1la
pérdida de agua. Sin embargo tal hipétesis adn no es bien
aceptada (47, 43).

DETERIORO DE LA SEMILLA

Todo lo anteriormente mencionado muestra que la tolerancia a 1la
desecacidn es un fendmeno muy extendido; pero hablando ya
especi{ ficamente de las semillas ortodosas, este fendmeno permite
que se realice la desecacidn gue aunque dafiina en apariencia, es
una experiencia necesaria para tales semillas. Cuando las semillas
terminan su per{iodo de desecacién fisioldgica son cosechadas vy

cuande no requieren de ser utilizadas de inmediato, se almacenan.

19



Durante tal almacenamiento las semillas se~vanvdetericrando o lo
gque =25 lo mismo van perdi=ndo calidad; es decir, cada vez
presentan menores niveles de vigor 'y viabilidad hasta que
finalmente mueren. La wvelocidad con la que las semillas van
perdiendo calidad depende de 2  factores: las condiciones de
almacenamiento gque constituyen el factor mids importante v las
caracteristicas gerndticas de la propia semilla (492, &1).

Las condiciones de almacenamiento, especialmente la temperatura vy
la humedad relativa, determinan la velocidad de deterioro de las
semillas(54, 70). Las semillas conservardn durante mayor tiesmpo su
calidad cuando se almacenan en lugares con baja temperatura y baja
humedad relativa (33, 70), que cuando son conservados en alta
temperatura y alta humedad relativa.

En condiciones similares de almacenamiento, las semillas
pertenecientes a diferentes especies o inclusive de diferentes
variedades dentro de la misma especie, se deterioran a diferente
velocidad. €s decir, la velccidad de deterioro es dependiente de
la especie y de la variedad (52).

El detericro de las semillas durante el almacenamientc es un
fendmeno muy compleio gque involucra cambios en muchos componentes
de la semilla (4, 5). Sin embargo, los mecanismos por los cuales
se llevan a efecto dichas modificacionas son poco entendidos.
Ahotra, bien el hecho de que en las condiciones de almacenamiente
el metaboli=mo estid restringido (70) sugisre que la mayoria de las
reacciones de deterioro son azarosas.

Una semilla deteriorada manifiesta un incremento en la salida de
electrolitos y solutos durante su imbibicidn, comparada con  una
semilla control (4%). Debido a £lloc se ha propuesto que el dsffo de
membranas serfa unoc de los eventos m&s importantes para l& pérdida
de la calidad de la semilla (30, 33).

El mecanismo por el cual las membranas biocldgicas sufren daffo
durante el almacenamiento no es claro. Sin embargo se ha planteado

por un lado que el dalNo puede ser ocasionado por cambios
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biogwimices v fisicos de 1os fosfolipidos componentes de 1la
;. membrana o por un decremento de los mismos (I, S3).

Vertucci (1992) (46%) reportd recientemente usando estudios calori-
métricos que en 14 especies almacenadas en condiciones adversas,
entre ellas mali =, hay cambios &n los componentes lipidicos de las
semillas y tales cambios podrian ser asociados con pérdida en 1la
viabilidad de la =z=emilla durante &l almacenamiento. También =e ha
visto que hay un decremento =2n los niveles de fosfolipidos en  las
semillas envejecidas; tal cbservacidn ha sido explicada como que
los lipidos hubieran sido degradados por enzimas lipolfticas o a
que hubieran sufrido peroxidacidén (69).

Previamente ya habia sido sugerido que la peroxidacidédn de lipidos
podria occurrir via formacidén de radicales 1libres (30). 8Sin
embargo a la fecha esta observacidn es adn controversial.

Este daffo a membranas podirfa ser causado debido a una pérdida de
proteccidén directa de la membhrana o desproteccidn del citoplasma,
lo que provocarfa un aumentoc en las reacciones azarosas que
traeria como consecuencia una mayor concentracidn de productes
dafiinos como radicales libres con el subsecuente daffio a membranas.
Hay reportes de qgue 1los carbohidratos csolubles generalmente
declinan con el envejecimiento de la semilla (3, S . Tal
modificacidn podria daflar a la semilla de 2 maneras: por una parte
provocaria una pérdida de los efectos protectores de tales
moléculas hacia las estructuras celulares y por otra limitarfa la
disponibilidad de sustratos respiratorios para el embridn durante

las primeras horas de la germinacidn.
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HIPOTESIS

Los carbohidratos solubles presentes en 21 embridn de la semilla
seca desempefian dos funciones:

1) Como sustratos para el desarroclle del embridn durante 1a
germinacidn y 2) como compuestos protectores de 1a integridad
membranal v de las macromoléculas en el estado seco. Durante el
almacenamiento las semillas se van deteriorande lo cual se
manifiesta con una disminucidn en la viabilidad y vigor asf como
en una perdida de integridad membranal, lo anterior pudiera
deberse a que durante el almacenamiento el contenido vy tipo de
carbohidratos del embridn se modificase.

FPor lo anterior los niveles y tipo de carbohidratos solubles,
presentes en el embridén podria dar un 4{ndice de la calidad vy

sensibilidad al deterioro de la semilla en el almacén.
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OBJETIVOS

Para probar la hipsdtesis anterior, se planted re=alizar lo

siguientes :

1. Cuantificar en § diferentes cultivares de maiz su calidad
inicial y el efecto de distintos per{odos de almacenamiento, en

condiciones adversas, sobre dicha calidad.

2. Cuantificar el contenido de carbohidratos solubles en el
embridn de diversos lotes de mafz, antes Y durante el

almacenamiento.

3. Determinar si hay alguna relacidn entre los niveles y tipo de

carbohidratos solubles en el embridn y la calidad de la semilla.
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MATERIAL Y METODOLOGIA

MATERIAL BIOLOGICO

En el desarrollo del presente trabajo se utilizaron S cultivares
de mafz. Po= CPS-HT-1 (HT-1), un hibrido trilineal proparcionado
por el Dr. A. Carballo del Colegio de FPosgraduados y 4 accesiones
del CIMMYT : Pepitilla 49 (Fso), FPepitilila 1248 (P134c) ,
Tepecintle $963 (Tsoea) y Tepencintle 100 {Tio0) . Tsoca vy Tioco
fueron caracterizados por CIMMYT como materiales con  buenas
caracteri{sticas de almacenami=nto mientras gque PFse y Fi346 con
malas caracteristicas {(informacidn proporcionada por =1 Dr. Taba
director del banco de germoplasma de maliz de CIMMYT). Al inicio de
este trabsjo As no se habla caracterizado en cuanto a  su
compeortamiento en almacén.

Desde su recepcidn las semillas se almacenaron a 4°C en frascos
cerrades y se tomaron como lote control.

Lotes de semillas control fueron deteriorados por almacenamiento a
30°C y 795 % de humedad relativa durante i, 2, 3, 4 y S meses
(Baskin, 1977) (4, &61). A cada lote deteriorado se le determind el

contenido de humedad (70) y se almacend a 4°C.
CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LA CALIDAD DE LA SEMILLA
1. Desinfeccién y germinacidén de las semillas
Previo a la desinfeccidén y para evitar dafic por imbibicisdn (57)
las semillas se incubarcon por 12 horas en una atmSsfera de 100 %

de Humedad Relativa a 25°C.
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Fara desinfectar las s=millas, estas se intubardn con  HEC10s
(Cloralexn) “al 3.5 %  durante "2.5  minutes vy jéeylenjuagaran can
‘abundante agua desionizads estéril. 15 semillas desinfectadas se
colocaron en cajas  de Petri . estériles -de’ 10 cm ge didmetro
conteniendo 2 circulos de papel Whatman 1.7 A  cada caja =e le
adicioraron (¢l de HeO - estéril, Las ‘céjés conteniendo las
semillas y selladas con papel parafilm- - se colocaron =2n una  estufa
a ISt 1°cC. '

En algunaz determinaciones (lotes deteriorados por 4 msses) las
semillas no fueron desinfectadas v se germinaron en papel Filtro
colocado sobre vermiculita o©  se sembraron directamente =n
vermiculita, en ambos casos la vermiculita se hidratd por 24 horas

antes del experimento.

2. cuantificacibén de la viabilidad , velocidad de germinacidn

Y crecimients de la plantula.

La viabilidad de cada lcote de semillas Fud determinada como el
porcentaje de germinacidén a las 72 horas después de iniciada la
imbibicién. Se considerd que una semilla habia germinado cuando la
radicula protruyd a través de la testa. La valocidad de
germinacidn se reporta como =1 TGS5Q, es decir el tiempo gue tarda
en germinar 21 S0 % de las semillas de un lote. Tal valor se
cbtuvo a partir de la linearizacidn de 1a cirdtica de germinacidn.
La cirdtica se obtuvo mediante la cuantificacién del nimero de
semillas que iban germinande cada 2 horas durante las primeras 26
horas de imbibicidn y posteriormente a las Z6, 48, &0 y 72 horas.
La curva obtenida se linearizé mediante la conversidn de X de
germinacidén en probits y el regraficamiento de los datos probit wvs
logaritmo del tiempo de germinacidén. En esta Gltima grafica por
interpolacidn se detsrmind el logaritmo del tiempo de germinacidn
correspondiente a un probit de S (valor de probabilidad de qus

ocurra un 30 % de germinacidén) y de dicho valor se le obtuvo el
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antilogaritmo &l cual cprréépbndéiaiv TG50, En - la figura 1| se

muestra un sjemplo. .
lLLas semillas embebidas poF 60ghofas7én caja de Petri se pasaron a
tacos (5,610, o  f"

Los tacos se =2laboraron con hojas dobles de papel de estrasa de 32
X 21 cm, las cuales se enrollaron uns vez que se colecaron las
samillas germinazdas =2n uno de sus extremos a 7 am del  borde. Los
tacos se colocaron en vasos de precipitado de plastico de 1 litro
de capacidad gue contenian agua hasta una altura de 5 cm. €1 vaso
se cubrid con otro vaso invertido de iguales dimensiones y se
sellsd con parafilm para evitar la pérdida de agua por
evaporacidn.

Se hizo una revisidn de la apariencia de las gsemillas a las 70
horas de germinacidn para ver si estaban libres o no de heongos:
las plantulas contaminadas se eliminaron.

A los 7 dias de crecimiento se cuantificéd el peso seco alcanzado
por la cancpia y la radicula. Para 2llo se colocd en frascos de
cristal, por un ladeo la radicula, por otro la canopia. E=ztos
frascos se colocaron en una estufa a 90°C hasta peso constante. E1
peso acumulado por la plantula durante el crecimiento se obtuvo
por la diferercia entre el peso seco de la plantula a los 7 dias
de crecimiento y el peso seco que presentaba el embridén antes de
la germinacidn. El peso seco del embrién se determind en estufa
(61) .

3. Cuantificacidn de la salida de electrolitos

Se pesaron $ semillas (acondicionadas) de cada cultivar tanto del
lote control como de diversos tiempos de almacenamiento.

l.as semillas se colocaron en un tubc de ensayo con capacidad para
40 ml. que contenfa 25 ml de Hz0 desicnizada a z0°c. Esta

temperatura se mantuvo durante toda la determinacidn.
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Fara las determinacicones de conductividad se utilizd un
conductimetroc (Metrobm Herisau E S18) equipado con una celda de
conductimetria (Metrohm) con una c= 0.017 ca™*.

Se midisd la conductividad del aqua antes de agregar las sa2millas
e inmediatamente despuss haber hecho esto. Fosteriormente las
determinaciones de la conductividad se hicieron cada 10 minutes
hasta alcanzar las 2 horas, a partir de tal momento las siguisntes
cuantificaciones se hicieron a las 4, 6, 8 y 23 horas de remojo de
las semillas. Después de este tiempo en el sobrenadante se
cuantificaban 1los carbohidratos presentes por el método de
fenol-H250«¢ (25).
La salida de electrolitos se supresd relacionando la conductividad

y el peso seco de cada samilla (J0, &1).

DETERMINACION DE LIPIDOS

Q0 emhriones liofilizados y molidos en un morterc a peolvo fino se
deslipidizaron con eter etflico en un squipo soxhlet por 3 dias a
s0°C (486).

Al término de este tiempo 1a harina se pesd y se guardd a -70°C.
La diferencia entre este peso y el gue ternfa la harina antes de
ser deslipidizada se tomd como el contenido de 1ipidos de los

embriones.
DETERMINACIOGN DE CARBOHIDRATOS

1. Cuantificacién de carbohidratos solubles en agua peor el método
de fenol—-H2804. (25)

Se pesaron 20 mg de harina deslipidizada de 4 cultivares (no se
realizé en Tioo, debido a falta de material bicolsdgico) se les
agregd 5 ml de He0 y se pusieron a ebullicidn por 10 minutos. Se

tomaron 25 2l de la muestra, se agregd agua hasta completar iml vy
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se le afiadid 0.4 ml de fenol al S yyz,b ml de H250« qanéantradc.

La mezcla de reaccidn se deijé -enfriar hasta que alcanzd  1la

temperatura ambiente y se léyéhen‘el EEPECtFDFDtémEtFD’a‘485 nm.

2. Obtencidn de carbohidratos solubles en etanol al 75 % de harina

deslipidizada de embriones

Cincuenta mg de harina deslipidizada y un poco de arena de mar
{Merck), se colocaraon en un morterc y se homogenizaron con  uwun  ml
de etanol al 75 % conteniendo 500 nug de manitol comoc estdndar
interno . El homogenado se transfirid a un tubo caren. El mortero
se lavé con 4ml de etancl al 75 % los cuales se adicicnaron al
tubo de ensayo del homogenade. El homogenado se centrifugd a J000
rpm ¥ S minutos a temperatura ambiente en una centrifuga de mesa.
E1 sobrenadante se secd a 75 °C. y el residuo se resuspendid en 1
ml de agua ultrapurificada {(propis para inyectables ).

FPara eliminar fernoles y particulas cargadas, la muestra de
azucares se filtrédé a través de una columna empacada con 0.5 ml de
polyvinylpirrolidona, 0.% ml de Amberlita IRA y 1 ml de Dowex. El
flujio de la columna fué 1 ml/ min (7).

FPrevio a la aplicacidn de la muestra, la columna se lavd con 10 ml
de agua ultrapura. En un vial se colectaron los S primeros
mililitros eluidos de la columna y se liofilizaron. Experimentos
preliminares mostraron que toda la muestra salfia de la columna en
dicho voldmen. Una vez liofilizada, la muestra de aztGcares se tapd

hermeticamente y se guardd en un desecador hasta su utilizacidn,

2.1 Determinacidn de los azlcares de la muestra por cromatografi{a

de gases.

La cuantificacidén de azdcares salubles f=¥=3 realizé por

Cromatograf{a de gases. Se utilizé uma columna capilar de
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Fenxlmetzlsllxcén de 25 ‘m: de longltud y Lu‘mm de didmetro y 0.25
pm de pellcula.~ & L

se’ derivatizaron
(P’ERCE) e incubdndolas a FO°C por

la muestra se enfridé en

Las muestras de

affadiéndoles SO0 ul de trl— i12~
30 minutos. Al término de los u
hielo. :
Un ul de la muestra derivatizada se'inyecté en un cromatdgrafo de
gases Hewlett Packard S890. Las condiciones de operacidn Ffueron
las siguientes:
La temperatura del detector y el inyector fué de Za0°C. Fara
loegrar una mejor resolucidn de los picos, la temperatura de 1la
columna se program& en la siguiente secuencia : Temperatura
inicial 100°C, tiempa inicial, < minutos. Velocidad de
calentamisnrto 10°C 7/ minuta. Temparatura final 280°C, tiempo a
esta temperatura final, S minutos.

Se utilizéd para la determinacidn un detector de ionizacidn de
flama.
Utilizando el factor de respuesta relativo (FRr) obtenido para
cada uno de los azdcares y la presencia del manitol como estandar
interno, se pudo establecer la cantidad real de cada tipo de
azdcar presente en las diferentes muestras de cada lote de madlz.

Para ello se utilizé la siguiente relacidén:

[A,] _ Area p’ [Manital]

X
FRr frea del manitol
donde:
A:] = @s la concentracidn de alguno de los aztgcares presente
en la muestra de harina de embriones de mafl:=.
Area A" = Area del azdcar A qQue se obtiepe a partir del

cromatograma.

[&anitoi]= Concentracidn del manitol (estidndar interno) affadido &
la muestra.

Area del_ Area del manitol (estiandar interno) obtenida a partir
Manitol del cromatograma.
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FRr = Es una relacidén que se aobtiene de 1la respuesta del
detector hacia un azucasr particular v la mostrada hacia
2l manitcl. Este wvalor es caracteristico para cada tipo
de aztdcar y se obtiene utilizando una mezcla de azdcares
estidndares 2n una concentracidén conocida. En este caso se
utilizaron estindares de glucosa, fructosa, galactosa,
sacargsa, rafinosa y manitol.

Area A [&anitnl]

>[A_J Area del Manitol

Manitol y Area del manitol son similares a lo expresado en
la parte superior.

[A] = Es la concentracidn conocida del azdcar A presente en la
mezcla de azdcares estandares.

Area A = Area del azdcar A que se obtiene a partir del
cromatograma

Fosteriormente se calculd la cantidad de los diferentes azdcares
presentes en 1 gramo de harimna deslipidizada de embriones de mafz.

ANAL ISIS ESTADISTICO
Para el ardalisis estadistico de los resultados se realizé un

andlisis de varianza y comparacidén de medias (FPrueba de Tukey)

a = 0.05, desarollado mediante el paquete estad{stico SAS (&0, 77).
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'RESULTADOS

Calidad de lotes control

La calidad inicial de la semilla (tiempo cerao de almacernamiento
TA= @) se= determind a través de cuantificar diversos pardmetros
fisioldgicos recomendados por la ISTA (International seed testing
azsociation) como son: viabilidad expresada como el porcentaje de
semillas que germinaron en 72 horas; velocidad de germinacidén a
través de la detarminacidn del TG5O que indica el tiempo en haras
requerido para que el S50 % de las semillas de wuna muestra
germinen, por lo que =21 lote de semillas con un TGS mencor indica
ura semilla de mayor calidad; capacidad de crecimiento de 1a
plantula medido coemo la acumulacidn de peso seco después de 7 dias
de germinacisdn y la salida de metabolites de 1a semilla durante
sSu remojo.

tos § cultivares aquf estudiados mostrarcon una viabilidad (fig. 2,

TA=0), una velocidad de germinacidn (TGS (fig. =, TA=0) Yy una

capacidad de crecimiento (tabla I) similar gue fué de T, 29
horas y ©.08g / plantula respectivamente.
Herter et al (3I3) y otros (61)han  reportadce gue 1a salida de

electrolitos es mayor en semilla daffada o deteriorada que en
semilla de buena calidad. En este trabajo la cuantificacidn de 1a
salida de iones y azdcares de los diferentes lotes de semillas se
realizé en =21 agua en que estas bhablan sido remojadas por
diferentes tiempos pero se reporta solo el dato registrade a las
23 horas; este tiempo de remocjo es en el cual se ha reportado una
mejor correlacidén entre la salida de electrolitos v la
germinacidn, (33). Se encontrd que la salida de iones vy azdcares

fugé diferente en los distintos cultivares antes de ser
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Viabilidad (%)

&

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
AB TEPE.5989 TEPE. 100
PEPL1346 PEPI 49

Fig. 2 Efecto del almacenamiento sobre la viabilidad de
S5 cultivares de maiz. Las semillas se germinaron
a 25°C por 72 horas.
El almacenamiento fué a 3I0°C y 75 % de humedad
relativa
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Velocidad de germinacidn
(h/S0 semillas)
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TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
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=]

Fig. 3 Efecto del almacenamiento sobre la velocidad de
germinacidén a 25°C de las semillas de S5 cultivares

de mafz. o ]
El almacenamiento fu& a 3I0C y 75 % de humedad

relativa.
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TABLA I ACUMULACION DE PESO SECO EN PLANTULAS DE MAIZ

CULTIVAR ACUMULACION DE

PESO SECO
[€=))

TEPECINTLE 0.064 ~ 0.009

5963

TEPECINTLE 0.057 * 0.012

100

A, 0078 * 0.018

PEPITILLA .

1346 0.049 -*0.019

PEPITILLA 0.058 < 0.010

49

La acumulacidn de peso seco estia dada por cada plantula.
LLos resultados son estadi sticamente similares (a= 0.03)
El tiempo de crecimiento de las plantulas fué de 7 df as
a 25°C. Los datos reportados corresponden a tres repeti-
ciones cada una por duplicado.
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almacenados.. En los materiales Tiwoo, Tsesa v  As se  preserntd una
baja salida de ambos casi 3 veces menor que la mostrada. por . Fi3ss

y Pso (Figs.d4 y S, TA=0).

Efecto del almacenamiento en la viabilidad 'y vigor de 1las

semillas

El conternido de humedad de las semillas se incrementd durante su
almacenamiento (Fig. &) . ta magnitud y la cirdtica de este
incremento fué cultivar dependiente. En Pizss, Feo vy Tio0o0 este
parametro aumentd en forma paulatina de forma tal que a los S
meses de almacenamiento el contenido de humedad fug 30 X mayor que
en el control. En As el contenide de humedad aumentd abruptamente
durante el primer mes de almacenamients y luego se mantuvo
constante, mientras que en Tsoas el contenido de bumedad se
incrementd tanto al mes como a los S5 meses de almacenamiento.

El almacenamiento disminuyd la wviabilidad, la wvelocidad de
germinacidén y con ello vigor de todos los cultivares. Sin embargo,
la magnitud del deterioroc vy el tiempo de almacenamiente al cual se
presentd fué diferents para cada material. La viabilidad vy el
vigor del cultivar As disminuyeron respecto &l control a partir
del primer mes de almacgnamiento (Figs.2 y 7)) mientras que 1la
velocidad de germinacidn (TGS aumentd ligeramente (Fig. )
durante el mismo lapso de tiesmpo.En el resto de los cultivares se
requirieron I meses & mids de almacenamiento para observar un
decremento significativo en la velncidad de germinacidén y el vigor
de la semilla (figs. T y 7 ) y para que la viabilidad disminuvera
en forma impartante se requirieron cuando menos de 4 meses de
almacenamiento (Fig. 2)

De acuerdo a 1los resultados anteriores los cultivares aqul
empleados s2 clasificaren de acuerdo a la rapidez con la cual

perdian sus caracteristicas de viabilidad, velocidad de
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Fig. 4 Efecto del almacenamiento sobre la salida de iocnes
en el agua de remoio’de las semillas de diferentes
lotes de 5 cultivares de maiz.

a = el remojo se desarrolld por 23 horas a 30°C.
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Fig. § Efecto del almacenamiento sobre la salida de azdca~-

res en el agua de remojo” de las semillas de diferen—
tes lotes de S cultivares de maiz.

a = el remojo se desarrglld por 23 horas a 30°¢.
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Contenido de Humedad (%)

o
TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
A8 TEPE.5983 [ 1 TEPE. 100 PEPL13468 (33 PEPIL 49

Fig. & El contenido de humedad se determind a S5 cultivares

de mafz, los cuales fueron sometidos a diferentes

tiempos de almacenamiento en condiciones
bles de temperatura (30°C) y 75 % de bumedad relativa

desfavora-
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Acumulacidn peso seco
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Efecto del almacenamiento sobre la acumulacidn de
peso seco a 7 dias de germinacidn reportadoc como
% respecto al control (% rg). La germinacién y el
crecimiento fueron a 25°C.

El almacenamiento se realizé a 30°C y 75 %4 de

humedad relativa.
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germinacidén y vigor y asi se obtuvo que Aa‘se déterinré mé:rfépido
en el almacen que “los’ Dtros 4 cult1vare5 y de estos P1“46 y P49 1o

hacen a su vez mas I"épldD que Tspoa y Txoo.

2 los 'S meses de

En relacidn ~a la’ salida “de =lectrulxtasf

almacenamiento en todos. 'los cu1t1vares‘fse ,detecté un  aumepto

considerable en la salida de iones (Fzg.» 4).‘ Sin  embargo tal
aumento fué mayor en Fisas, Feo ¥ As donde de IO us cmﬂ/g de
semilla en e1 lote control pasd a 70'p5cm-1. En comparacisn Tico vy
Tsosa apenas llegaron a 1a salida de iones que se observaba 2n los
pepitillas v en As antes de ser almacenadas pasando de 7 a 25
pem /g de semilla (Fig. 4).

Lo mismo ocurrid en el caso de los azlcares, es decir la salida de
carbohidratos se incrementd respecto al control solo hasta que la
semilla habia sido almacenada por un periodo de tiempo supsricor a
3 meses (fig. 5).

De 1los resultados anteriores se puede concluir que los S
cultivares empleados en este trabajo mostraron un mismo i ndice de
calidad de semilla antes de ser almacenados y que =u sensibilidad
al deterioro en el almacén fué diferente siendoe 21 mids sensible As
y Tico =21 mas resistente.

El hecho de gue los cultivares tuvieran graves problemas para
germinar después de los 4 meses de almacenamiento y esto estuviera
acompafiado con una abundante salida de iones como se mostrd a los
S meses de almacenamiento —no cuantificado a los 4 meses por falta
de material bioldgico- sugirid que probablemente parte del dafio al
vigor ¥ la viabilidad de 1la semilla podria resultar de la
velocidad con la que toman ‘agua laz gsemillas durante sSu
imbibicidn, probablemente debido a dafio membranal. En base a 1o
anterior se decidié gue los lotes que vya mestraban grandes
problemas con su calidad (4 y S meses de almacenamiento) fueran
germinados sobre diferentes sustratos como: papel colocado sobre
vaniculita y vermiculita sola para determinar si mejoraba 1a
viabilidad y el vigor de los mismos. Los resultados mostraron que

a los 4 meses de almacenamiento en la mavoria de los cultivares
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habf a una recuperécién en ambos pardmetros y los cultivares que
mejor respondieron a estos tratamientos fueron Tivo y Tseoa
(fig.8). A los 5 meses sin embargo se encontrd gque la recuperacidn
fué nula o muy ligera en todos los cultivares respecto al control

(Fig.9).

Contenido de 1{pidos

El contenido de lipidos del embridén fué de alrededor del 30 %Z del
peso seco en todos los cultivares y este porcentaje se mantuvo sin

variacién durante todo el tiempo de almacenamiento (fig. 10).

Contenido de carbohidratos totales de embriones

L.a comparacidén de los azdcares solubles en agua caliente y en
etanol muestra que al parecer es m&s efectiva la extraccidn con
agua ya que se extraen alrededor de un 30 % mas de azdcares con
ella que con etanol. Esto s muy similar para todos los cultivares

antes de ser almacenados (Tabla I1).
Carbohidratos solubles en etanol

En embriones de semillas control el contenido de fructosa fué
menor que 21 de glucosa. El contenido de 1la cetohexosa fué
semejante (1.5 mg/g de harina deslipidizada) para Tico, Tsoca vy
Pio, (o= 0.05) mientras que para As y F13ass fue en promedio de .7
mg/g de harina deslipidizada (hd) (Tabla III). En relacidn a la
aldohexosa solo Piass mostrd niveles mas altes (4.5 mg/g de hd)
gque el resto de los cultivares (2.6 mg/g de hd) (TablatVw.

Durante el deterioro los niveles de estos azdcares aumentaron, sin

embargoc la magnitud y 1 tiempo de almacenamiento a1l cual se
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Comparacidn de la viabilidad ¥ el vigor de un lote de
semillas de 4 meses de almacenamiento cuando son cre-
cidas en diferentes soportes.

Las semillas fueron crecidas sobre 3 distintos sopor-—
tes: vermiculita, papel colocado sobre vermiculita y
papel (tacos) durante 72 horas a 25 C.

A) La viabilidad se reporté como el % de semillas
germinadas.

B) El vigor fué cuantificado como la acumulacién

de peso seco en la plantula y reportado como el %
respecto al control.
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Comparacidn de la viabilidad y el vigor de un lote de
semillas de S meses de almacenamientoc cuando son cre-—
cidas en diferentes soportes.

Las semillas fueron crecidas sobre 3 distintos sopor-
tes: vermiculita, papel colocade sobre vermiculita vy
papel (tacos) durante 72 horas a 25°C.

A) La viabilidad se reports como el 7% de semillas
germinadas.

B) El1 vigor fué cuantificado como la acumulacién

de peso seco en la plantula y reportado como el %
respecto al control.
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10 Efecto del almacenamiento sobre el contenido de 1i-
pidos en embriones de maiz. La cantidad se reparta
como el porcentaje respecto al peso seco (% ps).

El almacenamiento de las semillas de los § cultivares
de maf{z estudiados se llevé a cabo a 3IC°Cy 75 % de
bumedad relativa.
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TABLA II COMPARACION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES EN ETANOL
Y EN AGUA CALIENTE DE EMBRIONES DE MAIZ CONTROL

MATERIAL mg de azdcares

g de harina deslipidizada

Soluble en Soluble en

agua etanol
TEPECINTLE 300 206
100
TEPECINTLE 315 213
5963
PEPITILLA 290 176
1346
PEPITILLA 375 232
49
AG 280 206

Los carbohidratos solubles en agua fueron cuantificados por
el método de fenol-H250«.

Los carbohidratos solubles en etanol se cuantiFicaror.l por
cromatograff{ a de gases.
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TABLA III EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE EL. CONTENIDO DE
FRUCTOSA DE EMBRIONES DE MAIZ

MATERIAL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
o) 1 3 4 5

mg/g de harina deslipidizada @

d 4

AB 0.91%0.5 1.0920.2 I.98%0.2 8.61%0.1
PEPITILLA . . N .. 4 .4
49 1.530.1 1.89%0.1 1.59%0.1 9.14%0.1 15.0720. 1
PEPITILLA . , 4 L. d L4 L 4
1346 55°0.0 1.55%02 1.88%0.1 9.4320.0  7.5&%0.1
TEPECINTLE . L d . d . L, d
5963 1.6550.1 2.0920.3 2.8620.2 1.6320.3% 2.77%0.1
TEPECINTLE . . . . . d

1.64%0.1 1.72%0.1 1.27%0.2 a.81Z0.2  5.2550.0

100

+

05 DATOS REPRESENTAN MEDIA - ERROR ESTANDAR (n = 4)

= almacenamiento en 75374 de humedad relativa y z0° C

= valor significativamente diferente respecto al control
(a= 0.05).

L
a
d
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GLUCOSA DE EMBRIONES DE MAIZ

EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE EL CONTENIDO DE

TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)

1

3

4

TABLA IV
MATERIAL
o

ADG 2.55-0.
PEPITILLA _
49 3.19-Q.
PEPITILLA
1346 4.52°0
TEPECINTLE .

2.022%0
5963 2.2
TEPECINTLE .

2.58-0
100

ol

2

]

mg/g de harina deslipidizada®

.70-00 3

—?
L3502

L7950, 4

8.98-07

Z.29%a.

4.16%0.

d
S

+

4]

L O

d
12.43-GL1

14.1422.:
d

12.0420.3

2.6620.8

Z.09%0.6

5.7420.

1

2.31%0.1

L
a
d

{a= O,03).

4g

0S DATOS REPRESENTAN MEDIA I ERROR ESTANDAR (n = 4)
= almacenamiento en 75% de humedad relativa y 30° C
= valor significativamente diferente respecto al control



observd sste aumento fué cultivar dependiente., En el primer mes de
almacenamiento, las nivelas de ?rdctosa aumentaron
significativamente (a=-0.05) en Piass v Tsmﬂ‘mientras que 2n (A%
este incremento se presenté.haSta.los“3 meses y aen Pio a2 los 4
meses. Finalmente en Tico esta tendencia se mostrd hasta los S
meses de almacenamisnto (Tabla III).

Durante 21 almacznamiento g2 1la semil;a los niveles de glucosa
también se incrementaron notablemente. Este aumento se presentd  a
los T meses de almacenamientd en Asi a los 4 meses para Fae Y
1346 v a los 5 meses para Tioco. En  cuanto 'a Tseca, los niveles
permanecisron constantes a lo largo de todo el perfodo estudiado
(Tabla IV).

Respecto a los niveles de -sacarnsa {Tabla V) se encontrd  qgue
inicialmente todos los cultivares presentaren niveles gsimilares
{a= Q.05) de este disacirido y fueron entre 150 y 200 wmg/g hd.
Durante el almacenamiento de las semillas por 3 meses ocurrid  gue
los niveles de sacarocsa se modificaron de diferente manera en  los
distintos cultivares. En 4 de los S cultivares los niveles de este
aziucar se mantuvieron similares a los encontrados en semilla
control, por su parte en Fi3ss se cbservd que 2n el almacenamiento
aumentd muy significativamente (a= 0.05) el nivel de la sacarosa
respecto a su contenido inicial. En forma similar a P1346 la 1 nea
Tioo acumula también sacarosa pero hasta los 4 meses de
almacenamientno {(Tabla V ). RAs v Psv pressntaron un decremento
significativo en su contenido de sacarosa comparado con 21 de 1la
semilla control, el primero a los 4 meses de almacenamiento vy el
segundo a los 53 algo similar ocurre en Piass vy Tivo en los cuales
se disminuyen sus altos contenidos de sacarosa a 1los que habfan
llegado de tal manera que a los & meses de almacenamiento wvuelven
a presentar niveles similares de este disaciarido a los que
existf{an en las semillas antes de ser almacenadas. For su parte
Tseoa todo el tiempo mantuvo sus niveles de sacarosa parecidos al
del control (Tabla V).

Al observar la tabla VI se puede ver que los niveles iniciales de

rafinosa en 1los 5 materiales analizados son muy variables, el que
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TABLA V EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE EL CONTENIDC DE
SACAROSA DE EMBRIONES DE MAIZ
MATERIAL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
(o] 1 3 4 5
mg/g de harina deslipidizada®
4
AB 187. 7529 205, 2123 164.7515 126.628
PEPITILLA . . N . .
186.9-13 187.4-19 197.8-21 179.1-446 135.5-0.
49
PEPITILLA d
1346 1456.5- 3 181.4-32 201.8-13 163.2- 7 1533.2- O
TEPECINTLE . o . . - .
5963 77.9-12 1346.6-13 148.3- 7 180,.7-20 166.5- 2
TEPECINTLE . . R . a .
152.0-10 170.9-32 150.9-8.5 201.9-23 157.2- 1
100
LOS DATOS REFRESENTAN MEDIA I ERROR ESTANDAR (n = 4)
a = almacenamiento en 75% de humedad relativa y 30° C
d = valor significativamente diferente respecto al control

(a= Q,03)
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TABLA VI EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE EL CONTENIDO DE
RAFINOSA DE EMBRIONES DE MAIZ

MATERIAL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
¢) 1 3 4 5

mg/g de harina deslipidizada®

AS 15.0552.5 12.7%1.8 12.2921. 4 12.8°3.8

PEPITILLA R . . L . d
49 40.45%2. 1 32.7%5.1 41.22'5.6 21.0527.3% 20.7350.5
PEPITILLA R . . . +
1346 24,6050, 1 F1.6257.1 33.40%8.7 21.11Z2.4  27.78%0.9
TEPECINTLE . R . . N
5963 31.34%2.3 I2.5711.6  It.70fz.1 3F.10%8.% 2s5.4851.0
TEPECINTLE . . . . .
100 39.637.9  4F.0855.8  39.60%3.3 45.9025.5  34.71%0.7

-

LOS DATOS REFPRESENTAN MEDIA - ERROR ESTANDAR (n = 4)

a = almacenamiento en 75% de humedad relativa y 30° C

4 = valor sianificativamente diferente respecto al control
{a= 0.03). st



presa2nta un menor contenido s RAs (1S-mg/g hd) v en los gus existe
mavor abundancia de este trisacdrido son Pss v Tioo (40 mg /g9hd).
Entre estos T cultivares se encuentran Tsess ¥ Fi3ss con 30y 24
mg/ ghd de rafinosa respectivamente. Esta variabilidad en el
cantenido de rafinosa no permite hacer grupos significativamente
diferentes.

Durante los T primeros meses de almacenami=nto, el contenido de
rafinosa de leos S cultivarss no o se modificsd. A tiempos de
almacenamiento mayores Fso mostrd una disminucidn significativa de
su nivel de rafinosa (aQ.03), en el resto de los cultivares el
almacenamiento no tuvo efecto en los contenidos de rafinosa.

La variabilidad de la rafinosa se traduce en diferentes relaciones
sacarosa/ rafinosa para los diferentes cultivares (Tabla VII).
Sin embargo una real diferencia solo se observa entre As vy el
resto de los cultivares ya qgue el primerc presenta una relacidén de
12.47 mientras que en las accesiones las relaciones se encueptran
entre 4 y & siendo la menor la del cultivar Tioco (3.83) . Durante
el almacenamiento se cbsarva una tendencia a aumentar la relacidn
sacarosa/rafinosa en 3 de los cultivares manteniéndose constante

en Pi13ss y tendiendo a disminuir en Acs (Tabla VII).
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TABLA VII EFECTO DEL ALMACENAMIENTO SOBRE LA RELACION

SACAROSA/RAFINOSA DE EMBRIONES DE MAIZ

MATERIAL TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (meses)
0 1 3 4 5
Relacidn sacarosa/rafinosa

AS 12.47 14.16 13.40 7.89
PEPITILLA s o oot .
49 4.62 95.73 . .5 .S535
PEPITILLA 5 o 0a . .

=] .73 M« 73 5.5
1346 -7 s
TEPECINTLE a8 468 .16 .. 5%
5963 b . - e - gD
TEPECINTLE _ _ o oy i . oo
100 3.8% 3. 3. e .52
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DISCUSION

En =21 presente trabajo se utilizaron materiales homogénens =n
cuanto a su calidad inicial, para asegurarse gus se narte de
mismo punto de detsrioro en todos los cultivares al itnicio del
trabajc, ya& que como se ha reportado (38) la semilla empieza a
deteriorarse desde 21 momentc en gue madura sobre la planta madre.
De=bido a lo anterior se determind =2n forma exhaustiva la czalidad
de los lotes de semilla midiédndose ademids de la viabilidad, otras
caracteristicas fisioldégicas como son la velocidad de germinacidn,
el crecimiento de la plantula vy la salida de solutos durante su
remojo (57, &1, 77).

Esto esta de acuerdo con 1a tendencia actual de dar mayor
importancia a la cuantificacidn del vigor de un lote de semillas
como un parametro complementaric a la viabilidad ya que aportaria
mayor informacidén acerca de la calidad real de 1a semilla (33, 57,
&4) .

l.os resultados fisioldgicos (Figs. 2, I, y Tabla I} mostraron que
en general los cultivares analizados en este trabajo presentaban
la misma calidad fisioclégica antes de ser almacenados peroc al
mismo tiempo tenfan muy diferentes niveles de salida de iones vy
azdcares (figs.4 y S). Lo anterior podria dekerse a la forma en 1la
que fue tratada la semilla desplies de ser cosechada ya que en maiz
se ha reportado que la conductividad puesede tener relacidn con la
integridad del pericarpio (33),.

El hecho de qu= las semillas de similar calidad (medida baijo
diferentes criterios) tengan valores tan diferentes de salida de
electrolitos podria indicarncs que en los valores de conductividad
intervienen otros factores ademas del daffo membranal o bien gue
las semillas pueden ser viables adn con cierto dafio membranal.

Resultados similares a los  agqus expuestos han sido teportados
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previamentes en la lits~atura por Herter vy Zwurris . en 1289 ¢ ).
Respecto a su composicidn quimnica los lipides constituyeron él I0%
del peso seco del smbridn en todos los cultivares tanmntao en lotes
control como deteriorados (Figura ). Lo anterior estid de acuerdo
a 1o que ba sido reportado en la literatura para maiz (72),

Los aztdcares solubles detectados en el embridn de malz Fueron
rafinosa. sacarcse. fructoss y glucoesa, =i bi=2n los niveles eran
diferentes en cada cultivar. Al 1micic  del almac=2namiento =1
aztcar predominante fue la sacarmosa (Tabla V) v en ftodos los
cultivares 21 contenidos de este disacdrido fué gsimilar. Los
niveles de los mornosacaridos fructosa v glucosa (Tabla IID v o
fueron muy bajos mientras que para rafincesa todos los cultivares
mostraron diferente contenido de este trisacdride (Tabkla VI).

Tal variacidn en la rafinosa se refleja en diferentss relaciones
sacarosa/rafinosa que van desde 3.8 para T 100 a 12.47 para As los
otros I cultivares presentaron valores intermedios (Tabla VIIY.

De acuerdo a la literatura (Z2) una relaciédn de & a 1 de
sacarosasrafinosa forma estade vitreado i©n vitro, el cual se
mantiene a temperatura ambiente (21°C)y y en contenidos de agua de
mencs de 0.13 g de H20/g de pesoc seco (39). El estado vitreado =e
ha detectado en semillas (8, 79) como el maliz con wun 1O % de
contenido de humedad y se ha sugerido que protegeria al citoplasma
de danoc durante la desecacidn (17, 24). En el mismo sentida una
efectiva proteccidn a laz membranas =e establece en relaciones I.3
a 1 de estas mismos carbohidratos (10).

Debido a su composicidn inicial de azdcares, As es el cultivar gue
mis se aleja de las relaciones ideales (sacarosa/rafinosal)l que se
han sugerido para proteccidn de membranas y moléculas celulares vy
debido a ello se podrfa esperar gque gquizd en este material sSea
donde mayor dafio celular se ha producido por la desecacidn, ic
cual podria reflejarse en su calidad inicial o en Su
comportamiento al ser almacenado, a diferencia de las 4 accesionas
donde ocurriri{a lo contrario, ya que sus relaciones

sacarosa/rafinosa estam mds cerca de las ideales.
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Esta5 diFek;n:iaé‘en'1§§:cpmﬁosici6nes~de carbohidratos solubles
del embridn no 'se  reflejan 7en“1a calidad inicial de los
cultivafes, Ia cual‘es.éihilé% én todos =llos. . Esto tampoco s=
refleja en la salida .de iones y azicares, la cual es alta en Piass
y Fao v baja en el resto de los cultivares.

A pesar de que e2n un principic  los cultivares mostraban una
calidad similar, cuando estos fueron almacenados en condiciones
desfavorables sufriercon deterioro a diferente velocidad siendo Ac
el mds susceptible a detericrarse. Fostericrmente Pse v Fiaus v
fFirnalmente las mis resistentes a sufrir dafio durante el
almacenamiento fueron Tivo vy Tsosa (Figs.2, 3 y 7).

Este dltimo resultado concuerda con el contenidoc inicial de
carbohidratos encontrade, va que As que es el cultivar gue mas
rdpidamente se detericra en el almacén, pués a los T messs va
muestra signos evidentes de pérdida de vigor y viabilidad y es el
que originalmente presenta los nivelss ma=s bajlos de rafinosa
{T=bla VI) y una ralacidn sacarcsasrarinosa smas alta (12.47). Los
otros cultivares con mayores niveles de rafinosa vy con relaciones
sacarcsa/rafinosa mds cercanas a las mencionadas como ideales para
proteger estructuras celulares tardan mas tiempo que As para
perder calidad (deteriorarse) en el almacén, {aproximadamentse T0
di{ as mids, figs. 2. 3 v 7).

Quizi la pérdida de calidad no solamente esté relacionada con el
contenido inicial de carbohidratos, sino también con la forma como
se van modificando éstos en el almacén.

En la literatura se ha reportado (35) que durante el almacenamiento
de la semilla de mafz se presenta una disminucidn en el coentenido
de carbohidratos solubles del embridn, principalmente =n  rafinosa
y monosacdridos; los niveles de la sacarosa también decrecen pero
en menor proporcidn. Estos cambios al parecer estian asociados con
la disminucidn del vigor de la semilla. Rasavarajappa etal (60)
trabajando con otro cultivar de mafz, encontraron de igual manera
una declinacidn de carbeohidratos totales y azGcares reductores de

la semilla completa al ser expuesta a deteriore acelerado.
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encontrando también gue la disminucidn: de los aztcares- reductores
se llevaba a cabo en forma lenta. o th

En este trabajo, el almacenamiento 'de. los - distintos cultivares
también resultd en una modiFicaciéﬁ de. " los niveles de los
carbohidratos solubles del embridn (tablas III- wI). Los niveles
de la sacarcsa v la rafinposa dismipuyeron significativamente solo
en los cultivares fs y P4o pero hasta despues de que ta semillia ze
habf a detericrado profundamente. Este resultado contrasta con  lo
previamente rsportado donde se encontrd gue el deterioroc estaba
asociadeo a una disminucidén en los niveles de rafincsa (5).

ta principal modificacién del perfil de carbohidratos inducida por
el almacenamiento es la aparicién de altas niveles de
monosacAridos 2n todos los cultivares euscepto en  Tosvos (Tablas
IIT, I[V). Sin embargo, en este dltimo cultivar aungue no occurra un
aumento dramatico de monosacaridos, ={ se presenta un aumento
significativo en los niveles de fructosa y de hecho durante todo
el tiempo de almacenamiento los niveles de este azdcar en  este
cultivar son muy variables aumentando o disminuyende en forma
significativa. Este resultado también es contrario a lo reportado
en la literatura (S).

El incremento dramatico =n monosacAridos que se observed en los 4
cultivares As, Tioo, P13as y Fao ocurrid al mismo tiempo en gue se
presentd un fuerte decremento en la calidad de la semilla, para el
caso de Tseea en que la cafda de 1a calidad no conllevd un aumento
significativo de estos carbohidratos, esto podria deberse & gue no
s acumularon, es decir, tal vez al mismo tiempo gque se produjeron
se utiltizaron.

La acumulacidn de monosacdridos podria causar profundos daffios al
embridn en 2 aspectos :

1) For un lado se conocce que estos cartchidratos pueden intervenir
en las reacciones dafinas de Amadori y Maillard, las cuales causan
en primer lugar la glicacidn no encimitica de los grupos amino de
diferentes moléculas, lo cual darfa como resultado: protef nas

glicadas y derivados fructosflicos. tLos compuestos anteriores

57



“pueden intaraccionar entre si para produciricompues s Ccafe

(reaccidn de acafezamiento).

Estas reacciones, aunque han sido  estudiad

Ten
alimentos pueden desarrollarse 2n
condiciones adversas (74) debido no

enzimdtica, se desarrollan favorablemente en baijos ‘contenidos de
humedad. y en altas temperaturas. o 1 D
La glicacidn en el caso de las proteihaé da  momo resultado la
declinacidén de la actividad de algunas 2nzimas, 1o cual saria
dafiino para la germinacién de la semilla. En 1la literatura se
reportan diversas enzimas que pierden actividad durante el
almacenamiento de la semilla (3) si bien tal pérdida de actividad
no ha sido asociada con este tipo de reaccidén.

2) Por otro lado la presencia de carbehidratos Qque originalmente
no se encontraban en tal cantidad, guizi provoquen cambics en 1la
estructura que presentaba el citoplasma de la semilla antes de ser
almacenada, lo cual permitiria gue reacciones que en un principio
no se desarrollaban pudieran llevarse a cabo y producir productos
tal ves dafinos para la célula que a1 acumularse daen a  las
estructuras celulares del embridn.

Los monosacAridos qQue aparecen, tal ve:z sean =1 resultado de la
degradacidén del almiddn gue se encuentra precente an alrededor de
un 8 % del peso seco del embridén o bien por la degradacidn de la
sacarosa . Esto Ultimo seria aplicable solo & Fiass y  Tioco donde
la acumulacidn de morosacdridoe es concomitante a una disminucidn
en los niveles de sacarosa. Fara los otros cultivares la
disminucidn en gligosaciridos es posterior & la acumulacidn de
monosacaridos.

De todo lo anteriormente expuesto al parecer existe relacidn entre
los cambios en los niveles de carbohidratos solubles del embridn y
el deteriore de los diferentes cultivares agqul estudiados durante
su almacenamiento. Sin embargo, los cambios en los diferentes
cultivares no son semejantes, es decir, en alguncs se acumulan mis

monosaciridos que en otros b se modifican mas los niveles de

S8



sacarosa y rafinosa. Esto es congrusnte con ‘1o reportado en o la
literatura, ya gue en un trabajo_en el gue se utilizé un  cultivar
de malz desarollado en . clima frioc la respuessta sal almacepamiento
del mismo fue muy diferente 'a la agui ‘pbtenida donde fueron
utilizados materiales de clima @ templado. En dicho trabajo (S)
disminuyeron los monosacirideocs, la  rafinosa vy ligeramente 1la
sacarosa ademis de raportarsa la presencia de galactosa, la cual
nunca fue sncontrada en nuestro trat-ajo.

De e=to puede sugerirse que los cultivares especialmente si son de
diferent2 clima, siguen diferentes patrones de modificacién de sus
carbohidratos durante su almacenamiento.

Considerando los resultados 2s evidente que la pérdida de 1la
calidad de la semilla no es gradual sino gue ocurre en  forma
abrupta después de un cisarte perfcdo de almacenamiento. Las 4
accesiones (Tico, Tsecsa, Pi3ss vy Pap) durante 1los primeros & meses
de almacenamiento conservaron integra su  viabilidad y mostraron
una minima pérdida de wvigor no significativa o= 0,08)., Sin
embargo al llegar al cuarto mes casi todos 1os cultivares
redujercn su viabilidad al 34 %, ewcepto Tico donde cayd solo al
60 %. En cuanto al vigor, este parametro mostrd una disminucidn
aun mas dramitica ya que solo en un cultivar {Tico) se ocbservéd mas
de un S0% de semillas germinadas y solo fue posible cuantificar en
forma confiable la acumulacién de pesc seco en Tioo vy en Tsevss, ya
que en los otros 2 cultivaress el valor de este pardmetroc fue muy
pequeio, dado el ndamerc de especimenes.

Lo anterior sugiere que en los cultivarss agul estudiados se
requiere de un cierto umbral de dafa celular, para gues se
manifiesten cambios en 1a calidad de la semilla (51, 57).

Durante su almacenamiento una semilla va acumulando dafio, el cual
es producto por una parte de reacciones aisladas que se pueden
llevar a cabo en bajos contenidos de humedad y por otro lado a que
los mecanismos metabdlicos de reparacidén no se realizan ( 70). Ya
durante los primeros momentos de la rehidratacidn los mecanismos
de reparacidn son capaces de una restauracidn rapida del dafo

celular para que la semilla pueda germinar normalmente.
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3in embargo, si durantes el almacénahiento sa  acumalzx un mayor
nivel de daffo del que es‘capaz de reparar la semilla durante la
germinacidn temprana;iéntunces la semilla tendra problemas para
germinar, lo cual se registra  como una pérdida de calidad
(deterioro). Esta acumulacidn de altos niveles de dafo celular tal
var sea el umbral de dafic al gue la semilla tizne que llegar para
que empiece a manifestarsze como pérdiia Je czalidad. De  akd £
sugiere qus2 As originalmsnte tenfa mayor nivel de daffe comparado
con las 4 accesionss, de tal marera qgqus en  mENor tiempeo de
almacenamiento Ao llegaria a ese umbral de daio atl que
posteriormente llegarf{an los otros cultivares.

La posibilidad de que =e lleven a cabo reacciones deletéreas en la
semilla durante su almacernamiento, se ve favorecida quizid por el
cambio de carbohidratas que tal ve: modifigquen la estructura d=1
citoplasma (cristalizacidn de la sacarosal) y sz incrementa por el
aumento en el contenido de humedad gue 1os cultivares superimentan
en la cadmara de deterioro. For ejemplo se tieme que As vy Toeooa
incrementan muy rapidamente su contenido de bumedad, mientras que
en los otros 3 cultivares este aumentoc se di; pero en una fForma
mids lenta. Esto concuerda con la velocidad de pérdida de calidad,
ya que As con una alta relacién inicial de sacarnsa/rafinosa toma

rapidamente agua y en la misma forma se2  deteriora.mientras que
Tseca aunque también tome agua con rapidez tiene una relacidn
sacarosa/rafinosa baja y por ello tal vesz resists durants  mavor
tiempo el almacenamiento sin perder calidad. A los S meses de
almacenamiento todos l1os cultivares yva presentaban alrededor de un
30 % mas de contenido de humedad comparado con el control y solo
Tsooa tomd una mayor cantidad tambien en relacidén al control (Fig.
&) .

Este incremento en el contenido de humedad provocaria un  aumento
de la actividad de reacciocnes sencillas de hidrélisis o de
sfintesis, pero en las cuales no s2 requiere de la movilizacién de
moléculas, ya que ésta no es posible en tan bajos contenidos de

agua.
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Algunas de las mstructuras gue se han encontrado que son claves en
la viabilidad de la semilla son_ las wmembranas. La cantidad de
salida de slectrolitos durante la imbibicidn se ha relacionado con
la calidad de las semillas de legumbres y algunas gramineas. Altos
niveles de ceonductividad y de salida de azdcares en el agua de
remojo de las s=millas se ha postulado que 25 el resultado de dafio
membranal (57, 71). Algunes resultsados han mostrado que el dalo a
las membranas s= da primordialmente por perosidacidn  aunque &0
siempre diferentes condiciones de almacenamiento conducen a
peroxidacién de los lipidos membranales.

La figura 4 muestra gque 2 de las accesiones (Pepitilla 49 vy
Fapitilla 1348), antes de ser almacenadas termian una salida de
aztcares 3 veces mavyor que el resto de los cultivares a pesar de
que en todos 2llos el contenido de carbohidratos era similar
(Tabla II). ta misma situacidén se presentd para el caso de la
salida de iornes (fig. 9.

Esto podria explicarse para el caso de los azdcares, como que en
los 2 pepitillas existe una mayor facilidad para la salida de
estas moléculas debido guiza a un cierto grado de daiio membranal,
el cual serfia mayor comparado con 21 resto de los cultivares, pero
ain no lo suficientemente grande como para influir sobre 1la
calidad de la semilla, por ello originalmente todos los cultivares
tenfan la misma calidad.

La misma explicacidén s=2 aplicaria al caso de la salida diferencial
de iones en los distintos cultivares, que aunque no fueron
cuantificados en forma total en la semilla, se deduce gue tienen
niveles similares —al menos en las accesiones— debido a que éstas
fueron cultivadas en el mismo terreno.

Durante 21 almacenamiento primordialmente a tiempes largos, S
meses, se pudo apreciar una mayor salida de iones y azdcares
(figs.4 y S) en semilla con niveles de calidad muy disminw dos
comparados con sus controles. Lo anterior es congruente con lo
reportado en la literatura.

Esta mayor salida de iones y de azdcares muy probablemente sea

debida a dafio membranal provocado quizd por desproteccidn de estas
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estructuras, debido a los cambios Qque se presentan =n los
carbohidratos durante =1 almacenamiento. Tan abundante salida de
carbohidratos provocaria, por un lado que se perdiera energfia Gtil
y necesaria para el embrién durante los primeros momentos de 1a
germinaciédn y por otro lado provocaria gue =1 medio que la rodea
sea propicio para el crecimiento de hongos, los cuales pueden
alterar la wviablidad vy 21 vigor de la s=milla.

El probable daio nembranal =s apoyado por =1 hecho de gue 1la
semillas vya muy deterioradas (4 mecses de almacenamianto) cuando
son germinadas sin esterilizarse y crecidas scbre soportes que
retienen =l agua (vermiculita), lo cual permite que el agua no
penetre viclentamente a 1a semilla, mejoran en gran medida el
vigor 2 incluso la viabilidad gue mostraban cuando eran germinadas
en otro tipo de soporte (papel) (fig.8). Sin embargo, a los S
meses los lotes de semillas muestran muy ligera o nula mejorfa en
su viabilidad y vigor, tal vez por que llegaron a una acumulacidn
de dafio tal gue ya no es posible revertirlo rapidamente adn con
umna hidratacidn lenta (fig.?).

De 1o anterior, se puede decir que en largos periodos de
almacenamiento efectivamente se observa daffc membranal de cierta
magnitud, que posiblemente sea una de las razones por la que se
observa una disminucidén de la calidad de la semilla, aunque no la
Gnica, ya que el deterioro es un ferndmeno muy complejo en el  cual

intervienen una gran cantidad de factores.
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CONCLUSIONES

1) El contenido de carbohidratos no estid relacionado
calidad inicial de la semilla, pero aparentemente si

comportamiento en el almacén.

2) Lta acumulaciédn de monosacaridos ocurre al mismo tiempo

se produce un fuerte decremente en calidad de 1a semilla.

o

con 1a

con Stt

en que

)} En la mayorfa de los cultivares la acumulacidn de monosacaridos

no es el resultado de la degradacidn de sacarosa o rafinosa, solo

en Piads y Tioo la acumulacién de fFructosa y glucosa son

concomitantes con una degracién de sacarcsa.

4) En los cultivares agul estudiados una de las estructuras que

sufren daffo durante el almacenamiento son las membranas.
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