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RESUMEN

El frijol es una semilla domesticada que se utiliza como insumo agricola y como
alimento. Para el primer caso la calidad de la semilla principalmente es
determinada por la viabilidad y el vigor (1, 2). Mientras que el tiempo de coccién
juega un papel importante en su calidad alimenticia, valor nutritivo y comercial (3,
4).

Las semillas de frijol muestran dos diferentes manifestaciones de deterioro:
a).- El endurecimiento, que disminuye el valor alimenticio y aumenta su tfempo de
coccion con el consecuente gasto de energia, este fenomeno involucra
principalmente a los cotiledones. ~
b).- El envejecimiento, que se manifiesta como una disminucioén en la viabilidad de
las semillas, lo que afecta su valor agricola, en este caso, se lesionan tanto los
cotiledones como el eje embrionario (5, 6, 7).
E! deterioro de las semillas en almacén se asocia a cambios fisicos y quimicos de
las estructuras y biomoléculas de las semillas como son: dafo a membranas,
disminucion de la actividad biosintética y enzimatica, cambios en la solubilidad de
las proteinas y aumento en las lesiones en el DNA. '
También se ha reportado que la cantidad de azlcares, 4cido fitico, fenoles y ATP
varia durante el almacenamiento (7, 8, 9).
La longevidad de la semilla en los bancos de germoplasma (contenido de
humedad < 10%, humedad relativa del orden del 50% y temperatura < 10°C)
parece deberse a que el citoplasma esta en estado vitreo, este es un liquido-
sélido de alta viscosidad, que impide la difusion molecular, evitando o

disminuyendo la realizacion de reacciones (10). Este estado vitreo es inestable y



la temperatura a la que se funde depende también del contenido de humedad.
Algunos carbohidratos solubles (sacarosa, rafinosa, estaquiosa y verbascosa),
son los agentes vitrificantes de la semilla y por tanto podrian brindar proteccién a
las estructuras celulares en el estado seco (11 y 12).

Cuando las semillas son almacenadas en ambientes tropicales o subtropicales, el
contenido de humedad de la semilla se incrementa. Este aumento, incidira
negativanente en la estabilidad del estado vitreo de la semilla, lo cual a su vez
acelera el deterioro.

Con la finalidad de establecer si el estado vitreo participa en la protecéién de la
calidad integral de la semilla en el estado seco; en este trabajo se determiné si la
calidad de la semilla se asocia a los contenidos de azleares en el embridn.

Para lo cual se determiné:

a) -Si la velocidad de deterioro en ejes embrionarios y en cotiledones fue la
misma.

b) -Si existe asociacion entre el deterioro de las semillas y la composicién de
azlcares en ellas.

c) -Por otro lado en forma indirecta se determind si los cambios en los contenidos
de az(icares se asocian a reacciones deletéreas como la lignificacion, la cual
puede detectarse a través de cambios en la solubilidad de los taninos, y
alteraciones en la estructura de las macromoléculas (lectinas). '

Se observo que el endurecimiento se presentdé mas rapide que el envejecimiento
ya que al mes de deterioro el T 5 (tiempo que tarda en cocerse el S0% de los
frijoles), se duplicé en comparacion, al T s del control, mientras que la viabilidad
decrecié solo en un 17%, esto hace suponer que los cotiledones son mas
sensibles al deterioro realizandose el endurecimiento y el envejecimiento a
diferentes velocidades. Por lo tanto el valor alimenticio de la semilla disminuye a

mayor velocidad que el valor como insumo agricola.



Simultaneo a esta disminucién en la calidad de la semiilla, se observaron cambios
en las propiedades fisicoquimicas y en los niveles de algunas moléculas. Por
ejemplo, en ambos tipos de tejidos la solubilidad de proteinas, la actividad de
lectinas y los niveles de sacarosa y oligosacaridos de la familia de la rafinosa
disminuyeron, como consecuencia del deterioro de la semilla, mientras que el
nivel de monosacéridos aumentd. La magnitud y la velocidad de estos cambios
fueron mayores para ejes que para cotiledones.

Por otro lado la solubilidad de los fenoles presentes en testa fue menor en las
semillas deterioradas que en las semillas control.

De los resultados anteriores se pudo concluir que el deterioro de la semilla esta
acompariado por una disminucién de los carbohidratos que estabilizan el estado
vitreo (oligosacéridos de la familia de la rafinosa), y que por lo tanto durante el
almacenamiento en condiciones adversas (75% de humedad relativa y 30~°C)
disminuye el papel protector que brinda este estado fisico, a la estabilidad de la
semilla durante el almacenamiento.

Finalmente dado que los cambios moleculares se realizan mas rapido en los ejes,
que en los cotiledones, se sugiere que [a estructura de la testa esta contribuyendo
al endurecimiento, pero no en forma importante a la viabilidad, i.e. durante el
almacenamiento la rigidez de la testa podria estar aumentando por la

polimerizacidn de los fenoles.



I.-INTRODUCCION

Las semillas de frijol, al igual que la mayoria de las semillas domesticadas,
son utilizadas por el hombre como insumo en la agricuitura, o como alimento para
humanos y para animales.

Las propiedades que determinan su calidad como semilla de uso agricola
principalmente son la viabilidad y el vigor (1, 2), mientras que su calidad
alimentaria la determinan su tiempo de coccidn y valor nutritivo (3, 4).

Durante el almacenamiento, ambos tipos de propiedades se afectan
negativamente; por ejemplo, la viabilidad, el vigor y el valor nutritivo disminuyen
(1) y el tiempo de coccion se incrementa (4). i
Diversos estudios han demostrado que el deterioro de semillas esta asociado con
cambios fisicos y quimicos de sus componentes; por ejemplo, la actividad de
algunas enzimas, la capacidad biosintética de protéinas y la cantidad de proteina
soluble disminuyen, mientras que las lesiones al DNA aumentan. Las pozas de
azucares, acido fitico, fenoles y ATP son algunos de los metabolitos que varian
durante el almacenamiento de la semilla (7, 8, 9,13).

La magnitud y velocidad de este deterioro depende del genotipo, del tiempo de
almacenamiento, de la temperatura y de la humedad relativa en el almacén (5). Lo
anterior sugiere que las semillas poseen un mecanismo de proteccion que evita
su deterioro en el almacén y que la velocidad a la cual se pierde o disminuye es
modulada por humedad y temperatura.

El citoplasma de las células de los embriones de semillas recién cosechadas de

maiz, chicharo y frijol soya se encuentran en estado vitreo. Un vidrio es un



liquido-sdlido de alta viscosidad que impide la difusién molecular y, por lo tanto,
disminuyen o se evitan las reacciones (11).

El estado vitreo es inestable y la temperatura a la cual se funde depende del
contenido de humedad y de la composicién quimica (11). La sacarosa y los
oligosacéridos de la familia de la rafinosa (estaquiosa y verbascosa ) constituyen
los agentes vitrificantes de las semilla (9, 10, 12).

Por lo anterior es razonable hacer la hipétesis siguiente: durante el
almacenamiento de las semillas, en condiciones de ambiente tropical o
subtropical, el estado vitreo del citoplasma se pierde, con lo cual se favorecen las
reacciones deletéreas, que conducen al deterioro de la semilla. Lo anterior puede
deberse a que durante el almacenamiento se favorece un cambio cualitativo y/o
cuantitativo de los azlcares.

El objetivo de este trabajo fue determinar si durante el almacenamiento-se
modifican los contenidos de azucares de las semilla de frijol, y si esta
modificacién propicia el establecimiento de reacciones deletéreas, que a su vez

resultarian en la pérdida de la calidad integral de la semilla.

I.-ANTECEDENTES
1. 1.-ESTRUCURA Y COMPOSICION DE LA SEMILLA DE FRIJOL
La semilla de frijol, se desarrolla a partir de un évulo, en la maduréz consta

de las siguientes partes; el embrion, dos cotiledones y la cubierta de la semilla o

testa. En la superficie se localiza el hilio esta estructura corresponde a la cicatriz
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que se forma al desprenderse la semilla del funiculo y el micropilo que es un poro
a veces obliterado en la cubierta de la semilla que se localiza a un lado del hilio,
que correspondia en el évulo al orificio a través del cual entraba el tubo polinico, y
la rafe borde situado a un-iado del hilio y opuesto al micropilo que representa la
base del funiculo. La testa .tiende a ser; lisa, dura, quebradiza de colores variados
(fig 1). Protegido por la testa esta el embridn, constituido por el eje embrionario, el
cual esta formado por el hipocotilo que presenta en un extremo el primordio
radical llamado radicula y en el otro los cotiledones y un apice con las primeras
hojas denominadas pldmulas (14, 15).

' A continuacion se describen las estructuras y componentes de la semilla
que participan en el deterioro.

Ei citoplasma de las células de los cotiledones y del eje embrionario
contiene proteinas distribuidas en forma amorfa; y granos elipticos de almid-én,
embebidos en una matriz que consiste de cuerpos proteicos. Estos poseen
inclusiones cristalinas o globoides ricas en &cido fitico. Las proteinas de reserva
también se encuentran localizadas en el interior de estos organelos.

Aproximadamente el 60% de las proteinas de frijol son globulinas, cerca
del 20% son albliminas y 3% son prolaminas (16). Las lectinas son un tipo
especial de globulinas que se caracterizan por ser glucoproteinas con capacidad
para aglutinar eritrocitos, por Io que también se les conoce como
fitohemaglutininas (17, 18).

" El &cido fitico o hexafosfato de mioinositol, es la forma en que las semillas
almacenan fosfato inorganico. Los contenidos de acido fitico en la semilla de frijol
varian de 0.2 a 2.5 % con base en peso seco (19). La estructura polar de esta
molécula le proporciona un fuerte potencial quelante por lo que interacciona con

cationes mono v divalentes que incluyen a ciertos minerales esenciales de la



dieta como el Zinc, al que hace biolégicamente inaccesible para su absorcién
(19).
En el grano de frijol el 90% del cido fitico se encuentra soluble (20, 21), quizas
en forma de un complejo proteina-ion divalente-fitico. El resto se encuentra en
forma insoluble y es depositado en globoides cristalinos del cuerpo proteico (fitato
(19).

La pared celular es la estructura que rodea al protoplasma y estd
constituida por microfibrillas de celulosa, hemicelulosa y lignina. Las paredes
celulares de dos células contiguas estan unidas por la lamela media formada
principalmente por sustancias pécticas (22). Este cemento intercelular es una
mezcla de polisacdridos constituidos por pectinas, polimeros del &cido
galacturénico esterificado parcialmente con grupos metilo y donde los grupos
carboxilos libres interaccionan con jones inorganicos, para formar pectatos..La
pared celular también contiene del 5 al 10% de compuestos polifendlicos en la
forma de complejos polisacaridos-proteina polifenol, ademas de ciertos
polisacaridos neutros (23). )

La testa de las semillas de frijol, al igual que Ia de ofras leguminosas, es
rica en taninos y ligninas (23, 24). Los taninos son compuestos fendlicos solubles
en agua, de peso molecular entre 500 y 3000 daltones y que poseen la capacidad
de precipitar alcaloides, gelatinas y otras proteinas (23). Los dos componentes
monoméricos mas abundantes son los compuestos isoméricos catequina y
epicatequina, los cuales se condensan para formar polimeros hexaméricos y
heptaméricos.

La lignina es un polimero tipo malla compuesto de alcoholes aromaticos
substituidos. Su estructura tridimensional consiste de cadenas lineales

entrecruzadas por una variedad de enlaces covalentes intercadena. Es un



compuesto no cargado, inscluble y ampliamente distribuido en tejidos vegetaies
donde se encuentra unido en forma covalente a los componentes de la
hemicelulosa de la pared celular y de la lamela media (23). Su funcién es la de
disminuir 1a permeabilidad del agua a través de la pared celular, impartir rigidez y
unir células, creando una estructura resistente al impacto, a la compresion y a la
deformacion. Este compuesto parece estar ausente o se encuentra en muy bajas
concentraciones, en el eje embrionario y en los cotiledones {23)

El frijol contiene del 47% a 71% de carbohidratos, dependiendo del cuitivar,
y de éstos entre el 15 y el 20% no son digeribles pues estan formados por,

rafinosa, estaquiosa y verbascosa (24).

I. 2.-COCCION Y ENDURECIMIENTO

El 81.8% de las proteinas que consumimos son de origen vegetal (25, 26).
Entre los vegetales ricos en proteinas esta la familia de las leguminosas la cual
comprende 600 géneros con cerca de 1300 especies de las cuales sélo 10 6 12

son de importancia econémica. De éstas, Phaseolus vulgaris constituye la

especie mas cultivada del género y su representante mas conocido es el frijol
comin (25, 26). Esta especie tiene su origen en América, se consume a nivel
mundial, principalmente en Latinoamérica, su produccion se impulsa pues se le
considera un alimento basico en amplios sectores de la poblacion. Ademas tiene
la capacidad para incorporar nitrégeno atmosférico al suelo (3), lo cual redunda
en un beneficio para la practica agricola.

En cuanto a su valor nutricional, el frijol es una fuente importante y econémica de

proteinas, carbohidratos complejos, fibras y algunos minerales como el fierro.



Presenta un alto contenido de lisina, sin embargo tiene pocos aminoacidos
azufrados, por lo que el frijol se complementa con el consumo de cereales (arroz,
maiz, cebada y ajonjoli). De esta forma el frijol aporta la lisina y los cereales
aportan los amincacidos azufrados metionina y cisteina (25, 26, 27, 28).

No obstante todas las ventajas que presentan, las leguminosas contienen
factores téxicos y antinutricionales que limitan su aprovechamiento, entre éstos
estan los inhibidores de tripsina, las fitohemaglutininas, les facteres baciogénicos,
glucdsidos cianogénicos, etc. (25, 26, 30, 31)

Para su consumo el frijol, al igual que otras leguminosas, debe ser cocido.
Durante este tratamiento térmico ocurren cambios estructurales en las semillas,
ya que el dicho tratamiento fractura y solubiliza a la lamela media (32) con lo cual
las células se separan, disminuyendo la rigidez de fas semillas. En el citoplasma
las proteinas se desnaturalizan, de esta manera se facilita la gelatinizacién denlos
granulos de almiddn (33). Estos cambios fisicoquimicos inducidos por el calor se
reflejan en la suavizacion de la semilia, la pérdida de la toxicidad, la adquisicion
de sabor agradable y un aumento en la digestibilida&.

La solubilidad del material intercelular depende tanto de la cantidad de
Ca* y Mg®" que interaccionan con las sustancias pécticas (34), como del tamaiio
de las fibras (35) por lo que el cambio en solubilidad de las pectinas, aobservado
durante la coccion (32), debe estar relacionado con una disminucién en el
contenido de cationes divalentes de la lamela media y/o una disminucién en el
grado de polimerizacion de las sustancias que la farman.

Los niveles de sodio, potasio, calcio, magnesio y sustancias pécticas son
menores en 1a semilla cocida que en la fresca (36). Los datos antes mencionados

apoyan la propuesta de gue durante la coccidn def frijol, la solubilizacion de la
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lamela media se realiza a través de la despolimerizacion térmica de las pectinas y
por un intercambio de iones divalente por monovalentes.

De lo anterior se concluye, que cualquier factor que modifique cualitativa o
cuantitativamente los componentes de la pared celular y/o la suceptibilidad de los
grénulos de almidén a la gelatinizacion o la estabilidad térmica de las proteinas
afectara en forma importante el proceso de coccion.

Los factores que se han relacionado con el endurecimiento del frijol durante el
almacenamiento son: la humedad, la temperatura y el tiempo de almacenamiento
(37). El frijol, con un contenido de humedad entre el 13 y el 18% requiere de
tiempos de almacenamiento mayores a 6 meses para endurecerse, siempre y
cuando la temperatura de almacenamiento sea menor de 30°C (37), pero si se
almacena a 4°C, no se endurece ni aun en 2 afios (38); expuesto a 100% de
humedad relativa y a 14°C solo requiere de 14 dias de almacenamiento p-ara
aumentar su tiempo de coccion (39).

A la fecha, se han identificado dos grupos de alteraciones en las semillas que
presentan dificultad para cocerse: )

1.-Disminucién de la capacidad de la semilla almacenada para distribuir el agua
en los cotiledones.

2.-Cambios estructurales y bioquimicos como consecuencia de reacciones
especificas inducidas durante el almacenamiento (5, 40).

En el frijol endurecido a temperaturas mayores de 25°C y humedad relativa de
75% 0 mas, el agua absorbida por las semillas se queda entre la testa y los
cotiledones, mientras que en el frijol fresco el agua se distribuye uniformemente
en los cotiledones (5). Esta diferente distribucion del agua contribuye,

probablemente, a que la cinética de humectacién de los componentes de la

1



semilla sea diferente en el frijol fresco y en el frijol endurecido y, por
consecuencia, la sensibilidad térmica de la semilla varie en ambos lotes de frijol.
En relacién a la segunda propuesta, se han estudiado algunos cambios
quimicos que ocurren en el frijol durante las diferentes etapas del proceso (36).
Algunos de los compuestos quimicos que se modifican en los cotiledones, durante
el aimacenamiento del frijol en condiciones adversas, son las proteinas, el
almidén, las pectinas y los polifenoles,
Jones y Boutler (1983) por técnicas de microscopia de luz reportaron que durante
la coccidn las células de los cotiledones en frijol duro no se separan, como en el
frijol fresco, sino que permanecen unidas por la lamela media, que permanece
intacta. Entre las moléculas que se cree que estdn relacionadas con la
disminucién en el proceso de la separacion celular del frijol endurecido, estén los
fenoles los cuales podrian lignificar a la lamela media durante el almacenamie_nto
(5, 41, 42, 43 ). Estos compuestos son algunos de los componentes de los
pigmentos que caracterizan los diferentes colores de la semilla y se encuentran
principalmente en la testa. El interés en estos combuestos ha aumentado en los
ultimos tiempos, debido a su influencia adversa sobre el color, sabor y calidad
nutritiva del frijol.
Las catequinas disminuyen segin aumenta el tiempo de almacenamiento. Esta
disminucién se acomparia de un incremento en la actividad de la enzima polifenol-
oxidasa, de la dureza de la semilla y de un aumento en el tiempo de coccién (44);
Aparentemente, el contenido de catequina tiene una relacién inversa con la
absorcién del agua por la semilla y se cree que la menor capacidad de la semilla
endurecida para distribuir el agua absorbida, se debe a la polimerizacion de estos
compuestos por accién de la polifenol-oxidasa y también a la probable formacién

de complejos proteina-fenol (45).
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Los niveles de acido fitico (21), cuerpos proteicos (8) y proteinas (36),
disminuyen en el frijol dificil de cocer. Se ha sugerido que los cambios en la
composicién de la semilla, inducidos durante el almacenamiento, producirian un
aumento en la termosensibilidad de las proteinas del citoplasma y en la
gelatinizacion del almiddn y por lo tanto, un aumento en el tiempo de coccién (36).
La evidencia experimental que apoya esta propuesta es la siguiente:

1.- Al romperse los cuerpos proteicos y disminuir los contenidos de la fitina, los
niveles de fosfato y iones inorganicos aumentan en el citoplasma. En sistemas in
vitro se ha demostrado que la temperatura de gelatinizacion y la desnaturalizacién
de proteinas varia con la composicion idnica del medio (48, 47).

2.-La digestibilidad del almidén y de las proteinas disminuye conforme aumenta el
tiempo de almacenamiento (26, 48), lo que indica que la estructura de estas
macromoléculas se ha modificado. )
3.-En frijol fresco (cv. Ojo de Cabra), se ha demostrado que los granulos de
almidén estan asociados a vesiculas que contienen fenoles (13), y si durante el
almacenamiento estas vesiculas se rompen, su contenido quedaria libre en el
citoplasma y disponible para interaccionar con las macromoléculas presentes en
este compartimiento celular. Este tipo de modificacion quimica explicaria la
disminucién de digestibilidad observada en almidon y proteinas de semillas

endurecidas.

I. 3.-ENVEJECIMIENTO
Las semillas presentan su maximo potencial de germinacién al momento de
alcanzar su madurez fisioldgica; a medida que el tiempo de almacenamiento se

incrementa, pierden vigor gradualmente y finalmente mueren (49).



El envejecimiento o la pérdida de vigor se manifiestan por un retraso en la
germinacion (tiempo en el cual protuye la radicula) y la emergencia, o bien por
una reduccion en el porcentaje de germinacién (viabilidad), y un incremento en la
suceptibilidad al estrés ambiental (50, 51, 52, 53).

Este envejecimiento de semillas involucra muchos cambios fisicos y quimicos en
los componentes de las mismas, tales como; la destruccion de la integridad
celular (54, 55), la reduccion en la actividad enzimatica (7, 56), la peroxidacion de
lipidos (54), la disminucidn en la cantidad de proteina extraible (7) y un aumento
de lesiones en el DNA, tales como el rompimiento de cromosomas (7).
Aparentemente, el metabolismo celular no contribuye al deterioro de semillas en
el almacén pues para que se inicie el metabolismo celuiar se requiere de cuando
menos un 20% de contenido de humedad de la semilla y generalmente las
semillas que se van a utilizar como insumo en la agricultura se almacenan (;OH

contenidos de humedad menores al 12% (7).

1.4.-CONTRIBUCION DE REACCIONES NO-ENZIMATICAS AL
DETERIORO DE LAS SEMILLAS

1. 4.1.-Peroxidacién de lipidos .

En presencia de oxigeno, las cadenas hidrocarbonadas de los &cidos
grasos espontdneamente se oxidan, produciendo radicales libres yio
hidroperoxidos. La velocidad de esta reaccion es acelerada por un tipo de
enzimas llamadas lipo-oxigenasas, las cuales se encuentran presentes en las

semillas. Una vez que un radical libre es formado, generalmente por el ataque del
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oxigeno, una cadena de reacciones se inicia, la cual produce a su vez ciclos de
reacciones y mas radicales libres son producidos.

Las biomembranas presentan el sitio clave para la formacién y accién de
los radicales libres. Las membranas poseen una mayor area y los lipidos que las
constituyen son mas insaturados que los lipidos de almacenamiento (57). Existe
evidencia experimental que muestra que la peroxidacion de lipidos conduce a una
disminucion en la integridad membranal, la cual se detecta por un aumento en la
conductividad del medio en el cual se germinan las semillas. En general, se ha
demostrado que las semilklas deterioradas, cuando son germinadas, pierden por
escape (leakage) una mayor cantidad de sustratos que la semilla control.

Los dafios causados por los radicales libres se realizan en regiones
cercanas a su jugar de formacion ya que su vida media es muy corta. Sin
embargo, durante la lipo-peroxidacion también se forman especies quimi;as
estables, tal es el caso de los 4-hidroxialquenales. Estos aldehidos reaccionan
con grupos sulfhidrilos Jo cual conduce a una inactivacion de las proteinas, Estos
compuestos proveen un mecanismo para efectos deletéreos a larga distancia
(58).

Los componentes celulares asociados al sitio de formacién de radicales
libres, pueden ser co-oxidados por transferencia de radicales resultantes de la
oxidacién de lipidos y esto constituye otra manera de como la generacion de
radicales libres daria ios sistemas celulares, Por ejemplo, se ha demostrado que
la pei-oxidacion de lipidos causa que las proteinas se polimericen (59) y ademés
causa mutaciones en bacterias (60); Por lo tanto, la lipoperoxidacién es capaz de
dafiar a un organismo vivo cuando menos de tres formas:
a).-Por cambios en la composicion de lipidos de membrana.

b).- Por co-oxidacion de componentes celulares.
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c).-Por formacion de aldehidos citotéxicos.

1.4.2.- Obscurecimiento no enzimético.

La reacciéon de Maillard y su precursora, la reaccién de Amadori, son
reacciones que ocurren entre los azucares reductores y los grupas amino de los
aminodcidos o de las proteinas. Estas reacciones no enziméticas proceden
lentamente en solucidén (61), pero se acelera en condiciones de baja
disponibilidad de agua (estado seco), debido a efectos de la concentracion de
solutos. En los sistemas secos, la reaccién de Maillard procede 6ptimamente a Aw
entre 0.3 - 0.9 (62). El deterioro del maiz esta asociado a disminucion gradual del
contenido de rafinosa (9) y a un aumento en el contenido de monosacéridos (62),
lo cual incrementa la disponibilidad de aztcares reductores para la reaccién-de
Maillard. Las consecuencias deletéreas de esta reaccion serian la pérdida de
actividad enzimatica (62), y la pérdida de funcionalidad de acidos nucleicos (7).

Los dos efectos se presentan en semillas envejecidas.
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I1.-OBJETIVO

De los antecedentes descritos en la seccion anterior se concluye que el
envejecimiento y el endurecimiento del frijol constituyen dos manifestaciones del
deterioro de la semilla. En el envejecimiento estdn involucrados tanto los
cotiledones como el eje embrionario, mientras que en el endurecimiento sélo los
cotiledones juegan un papel importante. La velocidad y magnitud de cada una de
estas manifestaciones depende de las condiciones de humedad y temperatura
bajo las cuales se almacena la semilla, asf como del tiempo que dura dicho
almacenamiento.

A pesar de la enorme cantidad de trabajos de investigacion realizados sobre; el
deterioro de semillas en almacenamiento, el mecanismo por medio del cual la
semilla se deteriora, permanece obscuro. A la fecha se han descrito diversos
cambios fisicos y quimicos de algunos de los cofnponentes de la semilla que
estan asociados al deterioro, algunos de los cuales fueron descritos en la seccién
anterior, pero no se ha logrado establecer con claridad si son Ia causa o el efecto
del deterioro.

En nuestro laboratorio, estamos interesadas en identificar marcadores
bioquimicos que permitan la generacion de varfedades més tolerantes al
almacenamiento en condiciones de ambiente tropical y subtropical. El presente
trabajo forma parte de este esfuerzo.

El objetivo particular de este trabajo es establecer si el mecanismo de proteccién
de la semilla en estado seco, estd asociado a los contenidos de azlcares del

embrion. El logro de este objetivo permitira sugerir si el estado vitreo del



citoplasma participa en el mecanismo de proteccién de la semilla en el estado
SECco.

Para el logro de este objetivo se plantearon las siguientes metas.

1.-Determinar si los cotiledones y el eje embrionario se deterioran a la misma
velocidad. Si esto es asi, entonces el tiempo de coccién de la semilla debera
aumentar en forma paralela a la pérdida de viabilidad.

2.-Determinar si el deterioro de las semillas estd asociado con cambios en la
composicion de aztcares de las semillas.

3.-Determinar si los cambios en los contenidos de azlcares estan asociados a
reacciones deletéreas, como ejemplo de éstas se escogieron la lignificacién y las
alteraciones en la estructura de las macromoléculas. Ambas reacciones, fueron
cuantificadas de manera indirecta. La primera, por cambios en el contenido de
fenoles y la segunda, por cambios en la cantidad de fitohemaglutininas. i
Un resultado positivo en 2 y 3, sugeriria que el estado vitreo participa en el

mecanismo de proteccién de la calidad de la semilla en estado seco.
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lIl.-MATERIAL Y METODO

lll. 1.-Material Biol&gico.-

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris ) cv. Flor de Mayo Bajio cosecha 1991. El lote de semilllas se dividi6 en
dos partes. '

Una llamada grupo control fue almacenado en frascos cerrados a 4 °C para evitar
su deterioro, la otra se almacend a 30 °C y una humedad relativa (HR) de 75%

por los siguientes periodos de tiempo, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 meses. Estas muestras

constituyeron los grupos experimentales.

lll. 2.-Cinética de la Imbibicion.

Esta se realizd para determinar si el deteriore induce algunas diferencias en la
absorcion de agua. La imbibicién se realizé con-semillas escarificadas y sin
escarificar; en ambos grupos control y deteriorados. La escarificacion de las
semillas se realizd haciendo tres pequefias perforaciones en la testa, sobre cada
cotileddn. Si las semillas deterioradas son capaces de absorber agua en la misma
proporcion sabremos que la testa no constituye una barrera a la hidratacién de la
semilla y que el deterioro modificd su capacidad de hidrataciéon. Para cada
tratamiento se prepararon cuatro rollos con doce semillas cada uno, los rollos se
prepararon de la siguiente forma, los frijoles se colocaron sobre toallas de papel
humedas cuidando que las semillas estuvieran orientadas en la misma direccién,
se cubrieron con otra toalla htimeda y los extremos de las toallas se enrrollaron.
Los rollos se mantuvieron a una temperatura de 30°C en una cémara a 100% de

HR. las semillas se pesaron cada tres horas todas las determinaciones se
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realizaron por triplicado. La hidratacion de la semilla se expresd como % de agua

absorbida en base seca.

111.3.-Determinacién del tiempo de coccién.

Para realizar esta determinacién se utilizé un Mattson modificado (fig. 2) con
capacidad para 25 semillas. Este consta de tres planchas circulares de acero
inoxidable, unidas entre si por cuatro pequefias columnas de acero de 3 mm de
diametro cada una, la separacién entre cada plancha es de 7.5 cm. Para cada
determinacion se seleccionaron 25 semillas homogéneas e intactas,
desechandose las que tenian la testa rota. Ya selecionadas las semilllas se
colocaron en un matraz erlenmeyer de 250 mi y se ajusté la cantidad de agua con
la siguiente proporcién, 10 ml de agua por cada gramo de frijol. Las semillas se
mantuvieron en remojo durante 18 horas a 25°C, tiempo que se determind a p;rtir
de las curvas de contenido de humedad realizadas anteriormente, las cuales
mostraron que a este tiempo se alcanzd una hidratacion maxima y similar para
ambos lotes. )

Las semillas remojadas se colocaron en los orificios del Mattzon, se insertaron las
varillas en sus correspondientes perforaciones y se les coloco en la parte superior
su respectiva pesa de 194.14 g. El Mattzon se colocé en la olia con agua
hirviendo. El tiempo de coccion se determind como el tiempo en que la varilla
(194.14 g ) penetrd al frijol. Cada determinacion se realizo por triplicado.

Este parametro se reporta como Tc 50, es decir, el tiempo que tardan en cocerse

el 50% de los frijoles.
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lil, 4.- Contenido de Humedad

Para realizar esta determinacion se utilizaron cajas de aluminio; se verificd que
las tapas sellaran perfectamente; cada caja y su tapa se identificﬁéron con el
mismo numero; en cada caja se colocd un gramo de semillas manteniendose a
130 °C hasta que llegd a peso constante, las determinaciones se realizaron por
triplicado.

La humedad se determind de la siguiente forma :

% Humedad = Pi (c+s)-Pf(ct+s) / Pf (c+s)-P (c)

En donde:

Pi = Peso inicial

¢ = caja de alumnio

s = semillas

Pf = Peso final.

111.5.-Viabilidad y Vigor

Para estas determinaciones se siguid la técnica descrita por Moreno (64). Para
Phaseolus vulgaris se colocaron las semiilas en "rollos”, éstos se prepararon con
cuatro hojas de toallas de papel hiumedas, dos abajo de las semillas y dos
cubriéndolas. Ya cubiertas las semillas, las orillas de las toallas se doblan.
Finalmente las toallas se enrollaron y las plantulas se observaron diariamente
durante siete dias. Cada rollo se prepard con 12 semillas y las determinaciones
se realizaron por triplicado.

La viabilidad se determiné como el porcentaje de semillas que germinaron en este
periodo de tiempo. En cuanto al vigor, dependiendo de las caracteristicas de
desarrollo las plantulas se clasificaron en; normales vigorosas, normales débiles y

anormales.
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lll, 6.-Extraccién y cuantificacién de proteinas

La semilla se disectd en eje embrionario y cotiledones, a estos Ultimos se le
elimind manualmente la testa. Cada uno de los componentes del embrién se molié
por separado en un molino de café, tipo 518 Moulinex (México). La harina se
tamiz6 a través de una malla de 0.028 pulgadas.

Se extrajeron dos fracciones de proteinas una denominada "totales" y la ofra .
"globulinas’, cada determinacion se realizo por triplicado.

Se pesaron 0.1 g de harina de los cotiledones 6 0.03 g de harina de eje
embrionario. A éstos se les adiciond 5 ml de buffer de extraccién, conteniendo:
fosfato de sodio 0.1M (pH =7), 0.85 M de cloruro de sodio y 0.34%(viv) de B
mercapto etanol. El homogeneizado se realizd en frio usando un Polytron, durante
30 seg. 3 veces, dejando un minuto entre cada homogenizacion. éste
homogenado permaneci6 en agitacion con un agitador magnético, durante 90 min.
a 4 °C. Posteriormente, se centrifugd en una centrifuga Beckman J2- 20.1 (E.U.A.)
a 17400 g durante 20 min. y se transvaso el sobrenadante a otro tubo, para
centrifugarse a 39200 g durante 20 min. E! sobrenadante fue pasado a través de
un filtro millipore de 0.45 ym. A este sobrenadante se le determinaroh proteinas
por el método de Lowry (65). Este es un método espectrofotométrico, para
determinar proteinas en una solucién que se basa en la reaccion que tiene el
Cu’+ con los péptidos en una solucion alcaling, en la que se produce un color
purpura. Ei color producido por el método de Lowry, es resultado de la reaccidn
de biuret, mas la reduccion del reactivo de Folin Ciocalteau, por residuos de
tirosina, las muestras se leyeron a 750 nm.

El extracto de "globulinas" se prepard con 1 g de harina de cotiledén y 0.25 g de

harina de ejes. La harina se suspendié en 10 ml de solucién salina al 0.17 M
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(NaCl) y se agité mecanicamente durante 2 h. a 4 °C. Transcurrido este tiempo e!
extracto se centrifugd a 10 000 g durante 15 minutos el residuo se elimind y el
sobrenadante se filtro a través de millipore (0.45 p). Al filtrado se le determiné el

contenido de proteinas (65)

11.7.- Determinacion de lectinas

Las lectinas son glicoproteinas que constituyen una fraccidén de las globulinas.
Algunas variedades de Phaseolus vulgaris contienen altos niveles de
fitohemaglutininas y son termoldbiles, Este grupo de proteinas ha sido
caracterizado y detectado de acuerdo a su accion sobre los eritrocitos. Ya que
poseen una afinidad especifica para ciertos azlcares que existen en su
membrana celular. Son capaces de unirse a los carbohidratos sin modificarlos y
esto les da la capacidad de aglutinar células en suspension que presenten dicr;os
azucares receptores en la cara exterior de su membrana citoplasmaética
(66,67,68).

Para que sea posible la interaccion lectina-eritocito es necesario como minimo
dos grupos activos. Para facilitar el acceso de las lectinas hacia estos grupos
receptores de las membranas celulares se realiza una hidrélisis enzimatica leve
con tripsina, esta sensibilizacion expone los grupos receptores (68).

. 7.-1.-Preparacién de los eritrocitos.

Para evitar la hemolisis de los eritrocitos, previo a su utilizacién, todo el material
de vidrio se enjuagé con solucidn salina al 0.9%.

Se colocaron diez mililitros de sangre de conejo (diez ml) en un matraz
erlenmeyer que contenia anticoagulante (15 a 20 U.l. de heparina / 1 ml de
sangre), y se agité suavemente. Con esto la sangre se mezcl6 con la heparina y

se evitd su coagulacion (68).
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1I.7.-2.-Lavado de eritrocitos

Para lavar los eritrocitos la sangre se transvasé a tubos de centrifuga y se le
agreg6 solucién salina al 0.9% (1 ml de sangre / § mi de solucidn salina). Los
tubos se centrifugaron a 1500 r.p.m. por 10 min en una centrifuga Damon /
IECHN - SlI; (E.U.A.). El sobrenadante se decantd. El proceso de lavado de la
pastilla de eritrocitos se repitid6 hasta que el sobrenadante fue transparente
(usualmente con tres lavados fue suficiente). Los eritrocitos deben ser lavados
con el fin de eliminar la heparina y la hemoglobina liberada por ruptura de
eritrocitos (€8).

Los eritrocitos ya lavados se resuspenden al 4% (1 ml de eritrocitos + 24 ml de
solucion salina al 0.9%). i
111.7.-3.-Sensibilizacién de glébulos rojos

Se incubardn diez ml de suspensién de glébulos rojos al 4% con 1 ml de solucién
de tripsina al 0.1% (en 0.9% de NaCl) por una hora a 37 °C. Transcurrida la hora,
los globulos rojos se transvasaron a tubos de centrifuga. Para eliminar la enzima
del sobrenadante, se lavaron tres veces con solucién salina al 0.9% . Después del
Ultimo lavado, el paquete de gldbulos rojos se resuspendid, al 5% (1 ml de
eritrocitos + 19 ml de cloruro de sodio al 0.9%) (68).

. 7.-4.-Microfitulacidn

La déterminacidn de las lectinas se basa en su capacidad aglutinante hacia los
eritrocitos, por esta razon se les llama hemaglutininas, Para la cuantificacion de
lectinas, en este trabajo se utilizd la técnica de microtitulacion (68) que consiste
en una serie de diluciones en donde el titulo final de aglutinacién se observa

visualmente .
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Figura 3.-Microtitulacion

Se utilizaron placas con horadaciones tipo V Micro-Well (fig 3). En cada hilera de
pozos se colocaron 50 i de solucion salina al 0.9% evitando tocar las paredes

del pozo.
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El microdilutor (50 pl) se llené con el extracto problema por contacto con la
superficie del extracto problema. Introduciendo el microdilutor en el pozo y
girdndolo suavemente, se realizaron diluciones sucesivas. Finalmente, en cada
pozo se colocaron 30 pl de la solucion de glébulos rojos sensibilizada y ajustada,
la placa se gira sobre la mesa con el fin de homogeneizar, posteriorments se
incubo a 37 °C durante 1 hora (68).

Lectura

Cada placa tiene marcadas coordenadas en relacion al origen, a la derecha para
leer los titulos de dilucién los pozos estan numerados y hacia abajo estan
marcados con letras.

La placa se colocd en un dispositivo de lectura observandose a través del espejo
el fondo de los pozos de cada hilera de prueba considerandose como titulo de

dilucion el Ultimo pozo donde se observé la aglutinacion.

iI1.8.- Determinacidn de azlcares

Para realizar estos andlisis, primero se selecciond el peso optimo de cada tejido a
utilizar en estas determinaciones, realizandose las preparaciones como sigue se
prepararon homogenados tanto de ejes como de cotiledones,de la_siguiente
forma: se pesaron 50 mg de harina de cotiledones y 20 mg de harina de ejes y se
homogeneizaron en 1 ml de alcohol etilico al 80% en un Trearor Tissue , modelo
985 - 370, a una velocidad de 30,000 r.p.m., durante 30 seg. 3 veces, Esta
operacion se realizé en frio. A continuacion se extrajeron a 60 °C, durante 2
horas. Transcurrido este tiempo,se centrifugaron durante 5 miunutos en una
Microfuge E ™. de Beckman (E.U.A.), los sobrenadantes se dejaron secar en una

estufa Precision modelo 19 (Scientific Group E.U.A.), a 60 °C con vacio.
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Una vez que la muastra se secd, se resuspendid en 1 mi de agua destilada. Con
los extractos asi obtenidos, se determind el contenido de aztcares utilizando
“kits” de Boehringer Mannheim; para determinar glucosa, fructuosa y sacarosa se
utilizo el kit No 716260, para la rafinosa y la galactosa se utilizd el “kit” No
428167. Las muestras se leyeron a 340 nm en espectrofotdmetro Shimadzu

modelo UV 160U (Japdn).

111.9.-Determinacion de fenoles

Para realizar estas determinaciones se prepararon los extractos de la siguiente
forma; se pesaron 0.025 g de testa y para cotiledones 0.050 g, poniendose en
agitacion durante cinco minutos, en cinco mililitros de metanol, transcurrido este
tiempo se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 r.p.m., en una centrifL:ga
Beckman GS - GR (E.U.A.) a este primer sobrenadante se le determinaron los
contenidos de fenoles, A la pastilla se le realizé un segundo extracto esta vez con
cinco mililitros de metanol:agua (1:1) y se proceciic') a centrifugar como en el
primer extracto, a este segundo sobrenadante también se le determinaron
fencles. A la pastilla se le realizé una Ultima extraccién con 5 ml agua y se
procedid a centrifugar como en los anteriores extractos, posteriormente también
se le determinaron fenoles.

El contenido de fenoles en las muestras se determind utilizando reactivo de
vainillina (vainillina al 1% en metanol) al que se le agregd HCI al 8 % en metanol.
Antes de utilizarse este reactivo se incubd durante 20 minutos a 30 ° C (69).

A continuacién se colocd en cada tubo 1 mi de muestra y se agregd 1 ml de
reactivo de vainillina cada minuto hasta completar 5 ml de reactivo en cada tubo.

Posteriormente se incubd a 30 °C durante 20 minutos, después se leyeron a 500
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nm en el Espectrofotémetre Sequoia- Turner modelo 340 (Taiwan). Cada muestra
tuvo un duplicado y su blanco correspondiente. La curva patrén se preparé con
una solucién de catequina metanol, utilizando concentraciones de 0.1 hasta 0.9
mg/ml.

Esta prueba se utiliza para determinar taninos condensados o sus monémeros,

especificamente aquellos que corresponden a los flavonoles y dihidrochalconas.

Il 10 Analisis estadistico de resultados.

Los resuitados obtenidos de los experimentos se sometieron a las siguientes
pruebas, primeramente se realizd la prueba de T a las repeticiones de cada
variable estudiada, para cada tiempo de deterioro, esto se llevo a cabo con el fin
de demostrar que cada medicidn, corresponde a una muestra de la mis-ma
poblacidn, esta prueba se realizé utilizando un coeficiente de confiabilidad de
0.005.

A cada parametro estudiado se le realizé un anélis{s de varianza (ANOVA), para
determinar si las diferencias encontradas entre el grupo control y los tiempos de
deterioro son significativas, se trabajo con una probabilidad de 0.0001.
Posteriormente para comparar las medias de los tratamientos se realizé.1a prueba
de Tukey con un o= 0.05.

Finaimente los datos obtenidos fueron representados graficamente, ajustandose
en la'mayoria de los casos a un modelo lineal; se eligidé el modelo lineal, por dos

razones su simplicidad y los valores de R obtenidos.
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IV.-RESULTADOS

V. 1-EFECTO DEL ALMACENAMIENTO EN LA CALIDAD INTEGRAL
DEL FRIJOL

La calidad integral de la semilla de frijol comprende dos aspectos: Sus
caracteristcas culinarias, determinadas por el tiempo de coccion y sus
propiedades agronémicas de viabilidad y vigor. Ambos disminuyeron cuando la
semilla se almacent a 75% de HR y 30°C (Fig. 4 ).
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Fig. 4.-Efecto del almacenamiento en la calidad integral de la semilla de frijol. En las graficas se
obsservan fos ajustes comespondientes. (A) - Tiempo de coccibn T s (R =0.94). (B)Viabilidad (R =
0.977). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias.
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El efecto negativo del almacenamiento en ambos casos fue significativo (101.34,
P > 0.0001), en el tiempo de coccién (F=101.34) desde el primer mes (fig. 4 A)
mientras que para la viabilidad (F= 65.67)fueron necesarios 1.5 meses de
almacenamiento (Fig. 4 B).

El efecto del almacenamiento en el vigor de las semillas fue valorado por
comparacion de la capacidad de desarrollo de las plantulas provenientes de lotes
de semillas almacenadas con la que presentaban las del control. Esta evaluacion
se hizo tanto en forma visual, de acuerdo a los criterios del cuadro 1, y
cuantificada como peso seco y longitud de cada una de las regiones de la
plantula.

Cuadro 1.- Criterios utilizados para determinar el efecto del almacenamiento de la
semilla en el desarrollo de las plantulas. @

Tiempo de almacenamiento
Regién de la Desarrollo Desarrollo Desarrollo
plantula normal vigoroso normal débil anormal
Raiz
~Primaria + - -
-Secundaria + ¥ -
Hipocotilo
.~bien desarrollado + . .
.~roto y/o necrosado. - + -
.-corto y engrosado - - +
Cotiledones.
~dos + - -
~~uno - + -
~>uno - - +
~Epicotilo
~dos hojas primarias. + - -
.-una hoja primaria. - + .
.-yema terminal + + .
©.- Modificado de Moreno (64)
+.-Presente
--Ausente

Los resultados de la evaluacion visual (cuadro 2), indican que el desarrollo

mostrado por la radicula de plantulas deterioradas fue similar a el del control
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hasta los dos meses de deterioro. A diferencia de lo que se observé en otras
partes de las plantulas, cotiledodn, hipocatilo y epicotilo, donde a cualquier tiempo
de deterioro su capacidad de desarrollo disminuyd respecic a la del control
(cuadro 2), siendo esta disminucion mucho mas dramatica a los dos meses de
deterioro.

Cuadro 2.-Caracteristicas de desarrollo de pléntulas de semillas control y
almacenadas. :

Tiempo de almacenamiento

Regidnde la | 0 meses 1.0 meses 1.5 meses 2.0 meses 2.5 meses
plantula

Ralz
~Normal 100 % 100 % 100 % 100% -
vigoroso - - - - 100 %
~-Normal débil - - - - -

~Anormal

Hipocotilo
~Normal 97.0% 86.2 % 86.2 % 21.27% -
vigoroso 02.9% 13.8 % 13.8 % 75.45% 08.3% -
~Normal débil - - - - -

~Anormal

Cotiled6n
~Normal 97.7% 9M1.7% 89.0% -
vigoroso 02.9% 08.3% 11.0% 100%
~Normal débil - - - -

~Anormal

100%

~Epicotilo
~Normal 99.7 % + 91.7% + 89.0% + -
vigoroso 02.9 % + 08.3% + 11.0% + 100 % -
~Normal débil 100%
~Anormal

Viabilidad del 97.7% 83.2% 72.29% 61.0% 8.3%
lote

@ .-El porcentaje que aparece en la tabla se obtuvo considerando como 100% a las semillas que si
germinaron.

@ .-La poblacién total esta constituida por 180 semillas y cada lote por 12 semilias.

Cuantitativamente la capacidad de desarrollo y por tanto el vigor de las semillas
decrecid a medida que aumenté el tiempo de almacenamiento, y esto se reflejo en

que el peso seco (cuadro 3) y la talla del tallo {cuadro 4), disminuyeron a medida

32



que aumento el tiempo de almacenamiento siendo mas sensible al deterioro la
talla del tallo, ya que desde el primer mes de almacenamiento se observé una
reduccion significativa de casi el 50% en comparacién con el contro! (cuadro 3),
mientras que el peso seco del tallo aln cuando disminuyé desde el primer mes,
esta diferencia no fue significativa (cuadro 4). A partir de este tiempo de
almacenamiento la capacidad del tallo para acumular peso seco disminuyé en
forma significativa (cuadro 4).

Cuadro 3.- Peso seco de tallo y de raiz de plantulas de semillas almacenadas.

Tiempo de almacenamiento Peso seco g/ individuo
de las semillas (meses) Tallo Raiz
0 0.117£0.0114 0.024 +0.001 *
1.0 0.098 +0.012* 0.014 £0.002°
1.5 0.097 +0.008® 0.0096 +0.002 °
2.0 0.062 + 0.016 © 0.0045 +.00045 ¢
25 0.010+ 0.009° 0.0024 +0.000027° -~

.- Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes, con su desviacién estandar.

.- Numeros seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a un a=0.05.

Cuadro 4.-Talla del tallo y de la raiz de pléntulas de semillas almacenadas.

Tiempo de almacenamiento Talla cm/individuo
de Tallo Raiz
las semillas (meses)

0 27.443 £0.63% 16.266+2.0°
1.0 17,423 £1.69° 13.41 £2.01"
1.5 16,366 + 0.814 © 11.03 £1.05°
20 13.866 + 2.45° 10.26 £ 0.95 ¢
25 7.633:£0.66° 470+ 04°

.- Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes, con su desviacion
estandar.

{@.-Nameros seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a un ©=0.05

En cuanto a la radicula (cuadro 3 y 4), se puede observar que tanto el peso seco

como la talla de esta, disminuyé en forma proporcional al tiempo de

33



almacenamiento (R= 0.99), siendo en el primer caso las diferencias significativas
desde el primer mes (cuadro 3), a diferencia de la segunda en donde las
diferencias resultaron ser significativamente diferentes a partir de 1.5 meses de
deterioro (cuadro 4).

V. 2.- CONTENIDO DE HUMEDAD

Durante el primer mes de almacenamiento el incremento en el contenido de
humedad (CH) de la semiilla (fig 5.) fue discreto de 8% a 9%, pero significativo, ( P
>0.0001), con una F= 587.28. A partir de este momento el contenido de humedad

20 -

Contenido de humedad (%)
-— - - -
N o [+ -]
T T T T

-
o
1

Tiempo de deterioro (meses)

Fig. 5 Contenido de humedad de semillas de frijol almacenadas por diferentes periodos, se ajusta
a una sigmoidal (Boltzman ). Puntos con letras diferentes indican que las diferencias son
significativas a un o= 0.05
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en la semilla se incrementd en forma significativa. Este aumento en el contenido
de humedad de la semilla presentd un patrén sigmoidal (Boltzman), hasta
alcanzar a los dos meses de almacenamiento, un valor constante para la
hidratacién (=20% C.H.) mismo que se mantuvo hasta los seis meses de

almacenamiento que fue el pericdo mas largo de estudio (fig. 5).

IV.3- CINETICA DE IMBIBICION

Se realizaron cinéticas de imbibicién de semillas sin escarificar y escarificadas en
los grupos control y con tres meses de deterioro (fig. 6). Las semillas del grupo
control, escarificadas y no escarificadas tienen una velocidad de imbibicién muy
semejante, mientras que en el caso de las deterioradas, las escarificadas tienen
una velocidad de imbibicion mayor que las no escarificadas durante las primeras
9 hrs. (fig. 6).

Posteriormente la velocidad de las no escarificadas fue ligeramente mayor pero
significétiva. sin embargo los valorées de las pendientes resultaron muy
semejantes. La cantidad de agua embebida por las semillas del grupo control fue
mayor que en las semillas deterioradas. Después de 40 hrs de imbibicién el grupo
control alcanzé un 60% mas de agua en relacion al grupo de deterioradas
para cada lote. Por otro lado las dos curvas de imbibicion (escarificadas y
sin escarificar) resultaron muy semejantes. '
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Fig. 6.- Efecto de la testa en las caracteristicas de imbibicién de la semilla; (A).- Grupo control sin

escarificar (R = 0.99), control escarificada (R =0.98). (B).-Deterioradas no escarificadas (R = 0.97)
y deteriorada esacarificada (R= 0.98).

V4.- EFECTO DEL DETERIORO EN EL CONTENIDO DE BIOMOLECULAS
V. 4.1 -Azlicares

E! mayor contenido de azlcares tanto en los ejes como en los cotiledones lo
constituyeron los oligosacéridos de la familia de la rafinosa, seguido de la

sacarosa (cuadro 6y 7).
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El almacenamiento de la semilla produjo un aumento en los niveles de
monosacaridos (cuadro 5). En los ejes este aumento se detectd después de 1.5
meses de almacenamiento, mientras que en los cotiledones el aumento se inici¢
en tiempos mas tempranos de deterioro, siendo las diferencias significativas
después de un mes de almacenamiento (cuadro 5).

Cuadro 5.- Contenido de monosacéridos presentes en frijol flor de mayo.

Tiempo de almacenamiento de Monosacéridos % de Peso seco
las semillas (meses) Cotiledones® Ejes®
0 0.4125 + 0,082 4 0.460 + 0.052 *
1.0 0.775 + 0.15" 0.395+ 0.032*
1.5 0.83 +0.18 ° 0.397 0,033 *
2.0 1.52+0.24° 0.723 #0.14°
2.5 1.608 + 0,12 ° 0.931 = 0.068 °

£ .- Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes, con su desviacion
estandar,

[0.- Numeros seguidos de 1a misma letra no son significativamente diferentesaun o = 0.05 ~
0 F=5.81
O F=2536

Cuadro 6.- Contenido de sacarosa presentes en frijol flor de mayo.

Tiempo de almacenamiento de Sacarosa % Peso seco
las semillas (meses) Cotiledones©® Ejes &
0 2,208 +0.278* 3.0+£011"
1.0 2,75 +0.140° 2,65 +0.10°
1.5 2,65 + 0,550 ° 2.21+0.15°
2.0 2.3 +0.100° 2.24 +0.16 9
2.5 2.04 +0.163 ¢ 205+0.1°

1) .- Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes, con su desviacion
estandar,

m.- Nﬁmeros seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a un o = 0.05

O F=2275
© F=2576

Los niveles de sacarosa en los ejes disminuyeron rapida vy

significativamente durante el primer mes y medio de almacenamiento, a partir de
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este tiempo el decremento se continua pero a una menor velocidad, mientras que
en los cotiledones el efecto del almacenamiento en los niveles de sacarosa fue
diferente y significativo ya que durante el primer mes de almacenamiento se
observd un aumento rapido en el contenido de sacarosa {cuadro 6). Estos niveles
se mantuvieron hasta los 2.0 meses de deterioro en que se detecté una
disminucion en los niveles de este azdcar.

El nivel de oligosacdridos de la familia de la rafinosa (cuadro 7), en los ejes
disminuy6 en forma rapida y significativa desde el primer mes de almacenamiento.
Por su parte los cotiledones requirieron de dos meses de almacenamiento para
disminuir los niveles de rafinosa y posteriormente los decrementos fueron
menores pero significativos.

Cuadro 7- Contenido de cligosacaridos de la familia de la rafinosa presentes en
frijo! flor de mayo.

Tiempo de almacenamiento de Oligosacaridos % de Peso seco
las semillas {(meses) Cotiledones© Ejes®
0 13.70 £ 0.255 A 8.405+0.970 a
1.0 13.42 +: 1.400 A 5.39+£1.250b
1.5 11.70 £ 1.200 A . 4.16 £0.612¢
2.0 8.71+0.399 B 3.12+0.280d
2.5 6.45:1.05C 2,98 +£0.132¢

B .- Los valores corresponden a la media de tres experimentos independientes, con su desviacion
estandar.

(0.~ Ntimeros seguidos de la misma letra no son significativamente diferenles a un o = 0.05

O F=28.03
8 F =20.85

Se ha sugerido que en las semillas los azlcares desempenan un papel protector
contra su deterioro en almacén, Especiaimente la sacarosa y los oligosacéridos
de la familia de la rafinosa (9, 10), Con el fin de demostrar si en frijol estos
azucares desemperian un papél similar se graficd la relacién rafinosa / sacarosa
de los ejes vs. la viabilidad (fig. 9 A), asi como la relacion rafinosa / sacarosa
presente en los cotiledones vs. Ts (fig. 9 B). (Modelo, fuerza de dependencia)
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Fig. 7.- Relacién aparente entre; la proporcion rafinosa / sacarosa y viabilidad, A (R = 0.89). En la
fig. B con el T 50 de las semillas de frijol (R = - 0.952).

Aparentemente tanto el fenémeno del endurecimiento como el del envejecimiento
estan asociados a la relacién de contenidos de rafinosa respecto de la sacarosa.

V. 4.-2.-Proteinas.

Las proteinas de las semillas se han clasificado, extraido y caracterizado
tomando en cuenta su solubilidad. De esta forma tenemos a las Albuminas
(Proteinas solubles en agua), las Giobulinas (Proteinas solubles en solucién
salina), las Prolaminas (Proteinas solubles en alcalis diluidos y en soluciones
alcohdlicas).
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salina), las Prolaminas (Proteinas solubles en alcalis diluidos y en soluciones
alcohdlicas).

Aproximadamente el 60% de las proteinas de frijol son globulinas y se
extraen generalmente de la semillas completas, de los cotiledones o de los ejes
con soluciones de cloruro de sodio (16). El contenido total de proteinas fue mayor
en eje embrionario (cuadro 8 columna 4) que en cotiledones cuadro 9 columna 4.
Esta diferencia se debié a que la fraccidn extraida con alta fuerza ibnica y
mercaptoetanol, y que de aqui en adelante llamaré proteinas (-SH -), fue mayor
en eje embrionario que en cotiledones (cuadro 8 y 9), mientras que la fraccién de

globulinas fue muy semejante en eje embrionario y en cotiledones.

Cuadro 8 Efecto del almacenamiento en |a solubilidad de proteinas del eje
embrionario.

Tiempo de Globulinas @ Proteina (-S H-) ProteinaTOTAL ©
almacenamiento (mg/g ps) (mglg ps) (mg/ ps)
(meses)

0 265.5+2.61" 428.90 694.00 + 80.8 °
1.0 246.33£8.51° 274.60 521.00 £ 26.10 *
1.5 212.00£8.8° 293.00 505,00 + 38,10 %
2.0 180.00 +6.71 ¢ 210.5 390,50 £ 30.4
2.5 167.30 + 10.8°¢ 176.00 343.30 £49.39°

E)- Los valores representan la media de tres experimentos independientes £ desviacion estandar,
[ -Los valores seguidos de letras diferentes son significativos a un o = 0.05

© .- Protelna soluble en cloruro de sodio 0.17 M ( F= 84.54)
@ .- Protefna soluble en cloruro de sodio 0.85 My 0.34 % de § mercapto etanol, (F = 28.22)

El almacenamiento disminuyd la solubilidad de las proteinas totales tanto en
cotiledones como en el eje embrionario (ver columna 4 del cuadro 8 y la del
cuadro 9). En ambos casos esta disminucion fue significativamente diferente
desde el primer mes de deterioro. En los cotiledones esta disminucién se debié a
que la fraccién de las globulinas decrecié en mayor proporcién que las proteinas
(-SH-), mientras que en el eje embrionario la solubilidad de ambas fracciones
disminuy6 en forma paralela.
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Cuadro 9.-Efecto de almacenamiento en la solubilidad de proteinas de cotiledon

Tiempo de Globulinas©@. Proteina (-SH -) ProteinaTOTAL ®
almacenamiento (mglg ps) (mg/g ps) (mglg ps)
(meses)

0 25238+ 7.87"* 66.12 318,50+ 6.94°

1.0 22801 £2.70° 70.52 298.563 £12.02"

1.5 199.00 £9.36 ¢ 63.80 262.80 £ 03.04 °

2.0 N.D . N.D. 193.01 £03,37"

25 117.88 £1.69° 52.87 170.75+04.94'

{1)- Los valores representan la media de tres experimentos independientes + desviacién estandar.

[ -Los valores seguidos de ietras diferentes son significativos a un « = 0.05

0.- Protefna soluble en cloruro de sodio 0.17 M (F = 201.96)
0 .—Proteina soluble en cloruro de sodic 0.85 M y 0.34% de B mercapto etanol (F = 263.16).

Para el grupo control la actividad de lectinas expresada como el titulo de dilucion

fue similar en ambas estructuras de la semilla (fig. 8).

:Tllula de dilucién

i " 1

A

b i 1

! ® Ejes
© Cotlledones

0.0 0.5
Tiempo de detorloro (meses)

1.0

15 2.0

fig. 8.- Efecto del deterioro en el titulo de lectinas; Para los ejes el valor de R = 0.96, en los
cotiledones el valor de R = 0.981. Puntos con letras similares indican que las diferencias son
significativas a un o = 0.05.
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A medida que aumento el tiempo de almacenamiento Ia actividad de las lectinas
en los cotiledones disminuyd, esta disminucion fue significativa a partir de 1.5
meses de deterioro (F = 28.22); a diferencia de lo observado en eje embrionario,
donde la actividad de lectinas disminuyé de manera no significativa durante el
primer mes de deterioro para luego disminuir abruptamente el valor de F en este
caso fue de 9.08 (fig.- B). Mayores tiempo de almacenamiento no afectan la
actividad de lectinas del eje embrionario

V. 4.-3.-Extraccion de fenoles

La cantidad de taninos solubles en metanol o en metanol / agua , expresado como
equivalentes de categquina presentes en la testa, disminuyod significativamente
después de 1.5 meses de almacenamiento; A partir de este momento, fa
cancentracion de taninos continud disminuyendo en forma proporcional al tiempo
de almacenamiento (fig.- 9). La misma tendencia se cbservd en cotiledones, .

La cantidad de taninos expresado como equivalentes de catequina solubles en
metanol y agua (1:1) presentes en testa disminuyd en forma proporcional al
tiempo de deterioro, durante las primeras 6 semanas de almacenamiento.
Tiempos mayores de almacenamiento no modifican la solubilidad de estos

compuestos (cuadro. 10) La misma tendencia se observd en el cotiledones

Cuadro 10.-Efecto del deterioro en fa solubilidad de fenoles presentes en
cotiledones, expresado como equivalentes de catequina.

Extraccion Control 1 mes 1.5 meses
mg de catequina myg de catequina mg de catequina

- Me:Me 5.8+.12 4.0+.16 1.3+.001

Me:Agua 3.0+£.001 - -
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Fig. 9.- Efecto del deterioro en la solubilidad de fenoles presémes en testa solubles en metanol (R

= 0.94) y en metanol - agua (R = 0.97). Puntos marcados con la misma letra indican que las
diferencias no son significativas.
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V.-DISCUSION

Debido a su importancia en el campo de la productividad agricola, asi como en el
uso y procesamiento de productos agronémicos y el de la nutricion, la sensibilidad
al deterioro de semillas ha sido ampliamente estudiada por agrénomos, fisidlogos
y productores de granos y semillas.

Existen amplias y muy bien decumentadas revisiones (7, 36, 39, 70) acerca
del deterioro de semillas en las que el concenso general es el hecho de que el
almacenamiento de granos y semillas en condiciones de alta temperatura y
humedad relativa disminuyen notablemente la calidad integral de la semilla. Sin
embargo la sensibilidad al deterioro varia enormemente entre géneros y aun entre
cultivares de las mismas especies (70), lo que sugiere que algunas variedades
tienen en sus semillas un mecanismo de proteccion contra el envejecimiento.

Aparentemente el sistema membranal constituye la estructura celular més
sensible al deterioro (71), aunque la funcién de otras estructuras, tales como: la
pared celular, las mitocondrias, los ribosomas et¢. (32, 72), y macromoléculas
como el ADN y las proteinas (7), también se dafan durante el deterioro por lo que
el mecanismo de proteccidn de la semilia en el aimacén debe ser adecuado para
brindar estabilidad a estas estructuras sensibles.

Las semillas secas contienen grandes cantidades de carbohidratos
solubles, en el caso del frijol estos son principalmente sacarosa (3.5 - 4%) y los
oligosacéridos de la familia de la rafinosa (aproximadamente 14%), se ha
propuesto que estos polialcoholes juegan un papel esencial en proteger el estado
seco de la semilla (73).

La evidencia de que los azlicares contribuyen a la estabilidad del estado
seco de la semilla provienen de estudios realizados tanto en sistemas in vivo

como n vitro (74, 75, 76). Como corolario de estos trabajos se han propuesto dos
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mecanismos por los cuales los azlcares estarian realizando esta funcion
protectora; 1) Formacién de un puente de hidrégeno entre los grupos oxhidrilos y
la cabeza polar de! fosfolipido de la membrana estabilizando la estructura lamelar.
Cuando la semilla se hidrata esta interaccion se realiza con moléculas de agua.
Ademas, estos azlcares también preservan la actividad de enzimas
deshidratadas (77).

2) Inducen y mantienen el estado vitrificado de! citoplasma. Se ha demostrado
que en |la semiila fresca su citoplasma se encuentra en estado vitreo. Un vidrio es
un liquido de muy alta viscocidad, tal que detiene las reacciones quimicas que
requieren difusién molecular y a través de estas caracteristicas podria estar
involucrado en la conservacion funcional de estructuras celulares y
macromoléculas en el estado seco de la semilla (73, 78, 79).

Con el proposito de investigar si efectivamente los azucares participan en
el mecanismo de proteccién de la calidad integral de la semilla, analizamos los
cambios en la composicién de azucares solubles en el eje y en los cotiledones, a
medida que 1a semilla se va deteriorando.

E! contenido de humedad de la semilla de frijol almacenada a alta temperatura y
HR se incrementd a medida que transcurrié el tiempo de almacenamiento (fig. 5)

A los 30 dias de almacenamiento, éste incremento fue muy pequefio menos del
1%, a este mismo tiempo de deterioro tanto la calidad culinaria, como la agricola,
disminuyeron en forma discreta pero significativa (fig. 4 y cuadro 2). Por ejemplo
el T, aumentd significativamente desde el primer mes de almacenamiento ,
mientras que el peso seco acumulado por la readicula decrecid en un 42% y la
taila del tallo en un 37%, sin embargo !a viabilidad de la semilla a estos tiempos
no esta afectadad, Esto sugiere que la calidad culinaria y por tanto la sensibilidad
de los cotiledones al deterioro es mayor que la de los ejes embrionarios, ya que
en estos solo el vigor, que depende de la interaccion con el cotileddn se ve
afectada, no asi la viabilidad que depende solo de las caracterfsticas del eje
embrionario. Para efectos de discusion de aqui en adelante solo se consideraré la

viabilidad como marcador de la sensibilidad del eje al deterioro y el T 5 como
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marcador de los cotiledones. Asociada a ésta pérdida de calidad, en la semilla
almacenada por 4 semanas, se detectaron cambios pequefios en los niveles de
azlcares, dependiendo del azicar analizado vy el tejido que se utilizé el cambio
fue o no significativo.

En los cotiledones los contenidos de monosacéridos aumentaron pero no
significativamente respecto a los presentes en las semillas sin deteriorar (cuadro
5), la sacarosa aumentd significativamente, durante el primer mes de
almacenamiento, a partir de este tiempo su contenido disminuyé conforme
aumentd el tiempo de almacenamiento; los oligosacéridos de la familia de la
rafinosa también disminuyeron pero este decremento no fue significativo.

Los ejes por su parte mostraron que al mes de deterioro la cantidad de
monosacdridos aumenté pero a este periodo de tiempo el incremento no fue
significativo; el contenido de disacéaridos asi como la cantidad de oligosacaridos
de la familia de la rafinosa disminuyeron en forma significativa (cuadros 5, 6 y 7).
Las caracteristicas del estado vitreo: viscosidad, estabilidad y magnitud, estan
determinadas por su composicién de azlcares y agua. La composicion de
azucares en los cotiledones fue diferente de la de los ejes, por lo que es de
esperarse que las caracteristicas del estado vitreo de los cotiledones sean
diferentes que las de los ejes y por lo tanto el nivel de proteccion que brindan al
tejido sera diferente. Esto se refleja en el hecho de que la sensibilidad al deterioro
de cada una de las regiones de la semilia fue diferente. A nivel funcional esta
diferencia se manifesté en el hecho de que la velocidad con la cual se incrementé
el deterioro de los cotiledones, valorada como un aumento en el Tc fue mayor que
la que presentaron los ejes, cuantificado como viabilidad. Asi mismo los cambios
en la proporcion de azlcares y contenido de humedad de la semilla producidos
durante el almacenamiento afectarian en forma negativa las caracteristicas de
dicho estado fisico, lo que a su vez también se reflejarid como una disminucién en
el mecanismo de proteccién de la semilia de frijol. Esta ditima sugerencia se
apoya en el hecho como se indicd anteriormente, de que una de las funciones del

estado vitreo es la de evitar que se lleven a cabo reacciones deletéreas del tipo
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de las aqui sstudiadas, como son la lignificacion en los cotiledones y testa,
cuantificada como una disminucion en la solubilidad de los taninos; la pérdida de
la funcionalidad macromolecular, cuantificada como una disminucién en la
actividad de lectinas; y disminucién en la solubilidad de proteinas.

La presencia franca de estas reacciones deletéreas se detectaron, tanto en eje
como en cotiledones a partir después de las 4 semanas, tiempo al cual el
contenido de humedad de {a semilla almacenada se incrementd en forma
exponencial respecto al tiempo de almacenamiento, hasta lograr a los dos meses
equilibrarse con {a Aw del ambiente (0.75) (fig. 5).

Considerando que las semilias secas contienen una cantidad de enzimas
ya formadas cuya funcion esta restringida por la actividad del agua presente en la
semilla (a mayor contenido de humedad en la semilla mayor Aw) (80). Los
resultados de este trabajo se pueden interpretar a la luz de una activacién
enzimatica por un incremento en el contenido de humedad de ia semilla
almacenada o bien a la permisividad de la reaccion por cambios en el esatado
fisico de la semilla. La composicidon de azlcares de la semilla se modificd de
manera significativa a partir de las 4 semanas de almacenamiento, coincidiendo
con ef tiempo de almacenamiento al cual las reacciones deletéreas aqui
cuantificadas también se detectanron a este mismo tiempo de deterioro. Por
ejemplo los procesos de insolubilizacion de proteinas ricas en cisteina y de
fencles podrian realizarse por la accion de radicales libres los cuales se ha
demostrado que pueden formarse a contenidos de humedad de menos del $%
(81), siempre y cuando, el citoplasma de la semilla no se encuentre en estado
vitrificado.

Mientras que ‘para el cambio en composicion de azicares y pérdida de actividad
de lectinas se tiene que invocar la presencia de glucosidasas las cuales se
activaran a contenidos de humedad en el rango de 9 - 11%. (81). Estas
condiciones son las prevalecientes durante el primer mes de almacenamiento.
Cualquiera que sea el mecanismo que conduzca a los cambios de composicion
quimica de la semilla, el cambio per se indica que después de 30 dias de
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almacenamiento el mecanismo de proteccion del estado seco de Ia semiila se ha
disminuido en forma tal que permite el establecimiento de estas reacciones
deletéreas, cuya velocidad, en algunos casos (perdida de actividad de lectinas en
ejes), aumenta a medida que el agua del sistema se va incrementando y se
acumulan en magnitud tal que pueden ser faciimente detectadas.

La pérdida dei estado vitreo del citoplasma también se puede realizar por un
aumento de temperatura y/o aumento del contenido de humedad (82).
Aparentemente tanto en el eje como en los cotiledones, el estado vitreo del
citoplasma probablemente disminuyd, en forma més discreta en la primera region
que en la segunda, durante fas primeras cuatro semanas de almacenmiento. Lo
que se refejd en que el tiempo de coccidn (T.) aumentase en forma significativa y
la viabilidad no decreciese en forma importante. Lo anterior sugiere que si en
ambos tejidos el citoplasma se encuentra en estado vitreo el del eje es mas
estable o de mayor magnitud que el de los cotiledones. A partir de las cuatro
semanas el contenido de humedad de las semilla se incrementd de manera
exponencial, lo que hace suponer que el estado vitreo del citoplasma se haya
fundido por completo y que el aumento en contenido de humedad haya reducido
la viscosidad del estado vitreo fundido, disminuyendo ain més {a proteccién
brindada al sistema.

Los datos de la fig. 7 en la cual se analiza la posible asociacién entre
envejecimiento y tiempo de coccidn {(endurecimiento de frijol) con ia relacién de
rafinosal/sacarosa presente en cada parte de la semilla sugieren una correlacién
positiva entre calidad de la semilla y compeosicién de azlcares.

Partiendo del andlisis de correlacion de todos los datos estudiados, se puede
concluir (anexo 1), que los pardmetros seleccionadas para este estudio todos
muestran una alta correlacion, los valores obtenidos apoyan las ideas citadas
anteriormente.
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VI CONCLUSION

En el transcurso de este trabajo se determinaron diferentes parametros de
envejecimiento y endurecimiento de la semilla de frijol, el andlisis estadistico
mostré que la velocidad a la que se deterioran los cotiledones fue mayor que la
de los ejes. Por lo que se puede pensar que el proceso de endurecimiento de la
semilla de frijol se inicia se inicia antes que el envejecimiento.

Ambos fenémenos estan asociados a la relacion rafinosa/sacrosa presente en
cada region de la semilla, Esta relaciéon disminuyé a medida que aumenté el
tiempo de almacenamiento sin embargo, en el caso de los cotiledones esta
disminuucién fue proporcional al incremento en el tiempo de coccion, mientras
que en el eje la relacion refinosal/sacarosa presenta dos comportamientos._Por
arriba de 0.5 la relacion rafinosal/sacarosa disminuye mds rapidamente que la
viabilidad mientras que por abajo de 0.5, la viabilidad disminuye mas rapidamente
que la relacion rafinosa/sacarosa.

Esto sugiere que en el eje ademas de los aztcares otras moléculas podrian estar
protegiendo la estabilidad de las semillas,
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ANEXO

Variable independiente:
tiempo

Variables dependientes:

V (= peso seco tallo

V .= peso seco radicula

V 5 = viabilidad

V .= sacarosa en cotiledones

V 5 = monosacéridos en cotiledones
V ¢= rafinosa en cotiledones

V ;= globulinas en cotiledones

V s = proteinas totales en cotiledones
V o= titulos de lectinas en cotiledones
V 1= proteinas totales en ejes

V 4, = globulinas en ejes

V ; = talla radicula

V 43 = talla talluelo

V 4= contenido de humedad

V s = rafinosa en ejes

V 46 = sacarosa en gjes

V y; = monosacaridos en ejes

V s = fenoles en cotiledones (MeOH)
V o= fenoles en testa (MeOH:H20)
V » = fenol en testa (MeOH)
V=T

V=T

V 2 = titulos de lectinas en ejes
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Means with the same letter are not significantly nl1£ferent
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Tukey Grouping = . . _,Mevah:‘ CONT
' A 58 30
Ao 4.167°

W .

1333

Dependent Variable: V21 = -

U of ' Studentized Range=.4.52
ignificant Differenc

23 'VAR' Variables: Vi o
. e T e
Vi3 V4.

V6 -
Vil V12
vi7 V18

AR



Variable

Vi
va
V3

Va4 -

V5
V6
V7
ve

V1i1:

12’
V13

Vig
V15

Vi6 -

V17

vVig:

V19

V20~
V2Ll
vez -

V23

V10 -~

AR

N

15

-1,00000

V20 V21 V22 V23
CORRELATION ANALYSIS
Simple Statistics .

Mean: .. Std Dev:. T sum

0.07287. . -0.03766
-0.01129 - 0300789~
63.32667. - 12:32,51464
S2.67733 0
- 0.,95947 ¢
1046400 .
1195.60000
71333

057980

32650000

5150000 . L 8.50000
322180000 % "+~ 787.70000 .
++:15%5740000 © -7 270,50000
S0 47300007 19.00000
~0H°6190000- ¢ - 28.17000
©-.0,08400.7 70 0 -0.24800.
LL2.77000. 0 57 6.34000°
©271,950000 -2 3,17000.7
7 0.36000. 7. 7:0.93000 7 -
*/7.00000: , '



Vi

V3

v

v7

Vg

Vg

V19
V2o

T V2l

Va2
Va3

. 0.87780

' 0.91597.

-0.780%
. 0:0006-

V10

27.00000 117.00000
277.00000 475.00000
70.00000 249.00000-
30.50000 189.00000 -
4.00000 8.00000° .

CORRELATION ANALYSIS -~ . -

Peaison’ Correlation: Coeff
/ Number of: Observations
VL vz
100000 -
0.0
© 15

0.0001
15

©0.71899
Y 0.0025°
DT

-0.80250
0.0003
15




Vil

via

Via

V17

vVi8 . 0.
V19
v20

V21—

- -0.97196

~

0.86153 - - 0.86055 - 0.86719 - |
0.0001 . -0.0001 "
A5 e A8

20,78824 - 0.92367.
. 70.0001".
S

0.82063
00002,
5:

0.93945 ©
00001
s

, v6
S n0. 90075
-'0.0001
SRR RRET:

0.0001 -
1S

1
i



Va3 0.69083 . 0,70778 . 0.69212 . ©.0.74952 . - -0.73384 . 0.67909

0.0043 0.0032° 0.0042  ~ 0.0013°  0.0018 . " 0.0054
15 S5 B D15 T A8 e 15

V1

V2
v3
V4
s
V6
V7o
15
{V/: RS " 0.85881
Ve ~0.0001
: 15
Vg ©0.85347
0.0001
15
Vo - - 0.80052
. 0.0003
15
vil. 0 0.85506
o *0.0001
- s
V12 ~1.00000
. 0.0
s

!




VL7

vie
V19

V20

vzl

w2z -0.9684 276 737 5 120100447 - ~0.93366

ves -

V1

0.90571  0.85784  0.91506 - 0.93279  0.88012  0.88263 .
0.0001 -~ 0.0001 -~ -0.0001 . 0.0001 0,0001 -+ -0:000L "
19 e A5 e 8 L TAS T

-0.57936. -

70.0001
15

'0.85330

-~ 0,0001°
s

12.

6.0001
15

“0.83572  0.61211
-70.0001 0.0153
SRR 15

v1g
- .0.82239

0.0065-
] 9

AR



-7

0.9265  '-0.81670 - - 0.89992.- - 0.84634 . -0.62054 . 0.75412
0.0001’ L - : :

va 0.64940. 0.9
0.0001
S5,
V4
V5 -0.82647
V)
va -
v
V1o 0:93279
~..0.0001
Vi1 0.87605
0.0020
9
viz 0.77489
: 0.0142
9
V18
Vi3~ 0.70044
0.0356
9
Vid -0.86139
, 0.0028




15
V15 0.98411
0.0001
T8
V16 10.86213 -
0.0001
15+
V17 . -0.69198
V18
V19
V20 0.
. 0
V21 - ~0.8687
2 <0.92444
V23

15 15 BT TR SR REL-

-0.79430. ~ 1.00000 -~ 0.87901: "
0.0004 -~ 0.0 :

~0 82886 ‘



SAS 12156 Wednesday, July 13. 1994 127 -

V19

vl 0.82081
0.0002 -
1500
vz o 0.83876
0.0001 . -
ST
V3. - 0.89951 -
‘ 20,0001
s

V4. 0.86315"
Vs

V6

V8

ve

V10

Vil




V14

V16 -

v185~57

085873 073480 -0.86BY3 -0.93434 0,79873
0.0001 0.0018. - 0.0002  0.000L 00004
15 s ;”bj 2.0 s s

-0, 82040{"

Vig -t

V20 -

vaL

| 0.57025
©0.0264

ARY



	Portada
	Índice General
	Resumen
	I. Introducción
	II. Objetivo
	III. Material y Método
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Conclusión
	VII. Bibliografía
	Anexo



