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RESUMEN 

El frijol es una semilla domesticada que se utiliza como insumo agrícola 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 cocción 

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 tiempo de 

cocción con el consecuente gasto de energía, este fenómeno involucra 

principalmente a los cotiledones. 

b).- El envejecimiento, que se manifiesta como una disminución en la viabilidad de 

las semillas, lo que afecta su valor agrícola, en este caso, se lesionan tanto los 

cotiledones como el eje embrionario (5, 6, 7). 

El deterioro de las semillas en almacén se asocia a cambios físicos y químicos de 

las estructuras y biomoléculas de las semillas como son: daño a membranas, 

disminución de la actividad biosintética y enzimática, cambios en la solubilidad de 

las proteínas y aumento en las lesiones en el DNA. 

También se ha reportado que la cantidad de azúcares, ácido fítico, 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 s; 10ºC) 

parece deberse a que el citoplasma está en estado vítreo, este es un líquido

sólido de alta viscosidad, que impide la difusión molecular, evitando o 

disminuyendo la realización de reacciones (10). Este estado vítreo es inestable y 



Ja 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 Ja semilla y por tanto podrian brindar protección 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, incidirá 

negativanente en la estabilidad del estado vítreo de la semilla, lo cual a su vez 

acelera el deterioro. 

Con Ja finalidad de establecer si el estado vítreo participa en la protección de la 

calidad integral de Ja semilla en el estado seco; en este trabajo se determinó si la 

calidad de Ja semilla se asocia a los contenidos de azúcares en el embrión. 

Para Jo cual se determinó: 

a) -Si Ja velocidad de deterioro en ejes embrionarios y en cotiledones flRl Ja 

misma. 

b) -Si existe asociación entre el deterioro de las semillas y Ja composición de 

azúcares en ellas. 

c) -Por otro lado en forma indirecta se determinó si Jos cambios en Jos contenidos 

de azúcares se asocian a reacciones deletéreas como la lignificación, la cual 

puede detectarse a través de cambios en Ja solubilidad de Jos taninos, y 

alteraciones en Ja estructura de las macromoléculas (Jectinas). 

Se observó que el endurecimiento se presentó más rápido que el envejecimiento 

ya que al mes de deterioro el T 50 (tiempo que tarda en cocerse el 50% de los 

frijoles), se duplicó en comparación, al T 50 del control, mientras que la viabilidad 

decreció solo en un 17%, esto hace suponer que los cotiledones son más 

sensibles al deterioro realizándose 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 agrícola. 
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Simultaneo a esta disminución en la calidad de la semilla, se observaron cambios 

en las propiedades fisicoquímicas y en los niveles de algunas moléculas. Por 

ejemplo, en ambos tipos de tejidos la solubilidad de proteínas, la actividad de 

lactinas y los niveles de sacarosa y oligosacáridos de la familia de la rafinosa 

disminuyeron, como consecuencia del deterioro de la semilla, mientras que el 

nivel de monosacáridos aumentó. 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 está 

acompañado por una disminución de los carbohidratos que estabilizan el estado 

vítreo (oligosacáridos de la familia de la rafinosa), y que por lo tanto durante el 

almacenamiento en condiciones adversas (75% de humedad relativa y 30..oC) 

disminuye el papel protector que brinda este estado físico, a la estabilidad de la 

semilla durante el almacenamiento. 

Finalmente dado que los cambios moleculares se realizan más rápido en los ejes, 

que en los cotiledones, se sugiere que la estructura de la testa está 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 

polimerización de los fenoles. 
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1.-INTRODUCCION 

Las semillas de frijol, al igual que la mayoría de las semillas domesticadas, 

son utilizadas por el hombre como insumo en la agricultura, o como alimento para 

humanos y para animales. 

Las propiedades que determinan su calidad como semilla de uso agrícola 

principalmente son la viabilidad y el vigor (1, 2), mientras que su calidad 

alimentaria la determinan su tiempo de cocción 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 cocción se incrementa (4). 

Diversos estudios han demostrado que el deterioro de semillas está asociado con 

cambios físicos y químicos de sus componentes; por ejemplo, la actividad de 

algunas enzimas, la capacidad biosintética de proteínas y Ja cantidad de proteína 

soluble disminuyen, mientras que las lesiones al DNA aumentan. Las pozas de 

azúcares, ácido fítico, fenoles y ATP son algunos de los metabolitos que varían 

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 protección 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 

maíz, chícharo y frijol soya se encuentran en estado vítreo. Un vidrio es un 
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liquido-sólido de alta viscosidad que impide la difusión molecular y, por lo tanto, 

disminuyen o se evitan las reacciones (11 ). 

El estado vítreo es inestable y la temperatura a la cual se funde depende del 

contenido de humedad y de la composición química (11 ). La sacarosa y los 

oligosacáridos 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 hipótesis siguiente: durante el 

almacenamiento de las semillas, en condiciones de ambiente tropical o 

subtropical, el estado vítreo 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 azúcares. 

El objetivo de este trabajo fue determinar si durante el almacenamiento se 

modifican los contenidos de azúcares de las semilla de frijol, y si esta 

modificación propicia el establecimiento de reacciones deletéreas, que a su vez 

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

!.-ANTECEDENTES 

l. 1.-ESTRUCURA Y COMPOSICION DE LA SEMILLA DE FRIJOL 

La semilla de frijol, se desarrolla a partir de un óvulo, en la maduréz consta 

de las siguientes partes; el embrión, 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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Figura 1.- Semilla de frijol 
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que se forma al desprenderse la semilla del funículo y el micrópilo 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 óvulo al orificio a través del cual entraba el tubo polínico, y 

la rafe borde situado a un lado del hilio y opuesto al micropilo que representa la 

base del funículo. La testa tiende a ser; lisa, dura, quebradiza de colores variados 

(fig 1 ). Protegido por Ja testa está el embrión, constituido por el eje embrionario, el 

cual está formado por el hipocotilo que presenta en un extremo el primordio 

radical llamado radícula y en el otro los cotiledones y un ápice con las primeras 

hojas denominadas plúmulas (14, 15). 

A continuación se describen las estructuras y componentes de la semilla 

que participan en el deterioro. 

El citoplasma de las células de los cotiledones y del eje embrionario 

contiene proteínas distribuidas en forma amorfa; y granos elípticos de almidón, 

embebidos en una matriz que consiste de cuerpos proteicos. Estos poseen 

inclusiones cristalinas o globoides ricas en ácido fítico. Las proteínas de reserva 

también se encuentran localizadas en el interior de estos organelos. 

Aproximadamente el 60% de las proteínas de frijol son globulinas, cerca 

del 20% son albúminas y 3% son prolaminas (16). Las lectinas son un tipo 

especial de globulinas que se caracterizan por ser glucoproteínas con capacidad 

para aglutinar eritrocitos, por lo que también se les conoce como 

fitohemaglutininas (17, 18). 

· El ácido fítico o hexafosfato de mioinositol, es Ja forma en que las semillas 

almacenan fosfato inorgánico. Los contenidos de ácido fítico en la semilla de frijol 

varían 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 y divalentes que incluyen a ciertos minerales esenciales de Ja 
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dieta como el Zinc, al que hace biológicamente inaccesible para su absorción 

(19). 

En el grano de frijol el 90% del ácido fítico se encuentra soluble (20, 21 ), quizás 

en forma de un complejo proteína-ión divalente-fítico. 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 está 

constituida por microfibrillas de celulosa, hemicelulosa y lignina. Las paredes 

celulares de dos células contiguas están unidas por la lamela media formada 

principalmente por sustancias pécticas (22). Este cemento intercelular es una 

mezcla de polisacáridos constituidos por pectinas, polímeros del ácido 

galacturónico esterificado parcialmente con grupos metilo y donde los grupos 

carboxílos libres interaccionan con iones inorgánicos, para formar pectatos. La 

pared celular también contiene del 5 al 10% de compuestos polifenólicos en la 

forma de complejos polisacáridos-proteína polifenol, además de ciertos 

polisacáridos neutros (23). 

La testa de las semillas de frijol, al igual que la de otras leguminosas, es 

rica en taninos y ligninas (23, 24). Los taninos son compuestos fenólicos solubles 

en agua, de peso molecular entre 500 y 3000 daltones y que poseen la capacidad 

de precipitar alcaloides, gelatinas y otras proteínas (23). Los dos componentes 

monoméricos más abundantes son los compuestos isoméricos catequina y 

epicátequina, los cuales se condensan para formar polímeros hexaméricos y 

heptaméricos. 

La lignina es un polímero tipo malla compuesto de alcoholes aromáticos 

substituidos. Su estructura tridimensional consiste de cadenas lineales 

entrecruzadas por una variedad de enlaces covalentes intercadena. Es un 
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compuesto no cargado, insoluble y ampliamente distribuido en tejidos vegetales 

donde se encuentra unido en forma covalente a los componentes de la 

hemicelulosa de la pared celular y de la !amela media (23). Su función es la de 

disminuir la permeabilidad del agua a través de la pared celular, impartir rigidez y 

unir células, creando una estructura resistente al impacto, a la compresión y a la 

deformación. 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 cultivar, 

y de éstos entre el 15 y el 20% no son digeribles pues están formados por, 

rafinosa, estaquiosa y verbascosa (24). 

l. 2.-COCCION Y ENDURECIMIENTO 

El 81.8% de las proteínas que consumimos son de origen vegetal (25, 26). 

Entre los vegetales ricos en proteínas está la familia de las leguminosas la cual 

comprende 600 géneros con cerca de 1300 especies de las cuales sólo 10 ó 12 

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

especie más cultivada del género y su representante más conocido es el frijol 

común (25, 26). Esta especie tiene su origen en América, se consume a nivel 

mundial, principalmente en Latinoamérica, su producción se impulsa pues se le 

considera un alimento bé'jsico en amplios sectores de la población. Además tiene 

la capacidad para incorporar nitrógeno atmosférico al suelo (3), lo cual redunda 

en un beneficio para la práctica agrícola. 

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

proteínas, carbohidratos complejos, fibras y algunos minerales corno el fierro. 
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Presenta un alto contenido de lisina, sin embargo tiene pocos aminoácidos 

azufrados, por lo que el frijol se complementa con el consumo de cereales (arroz, 

maíz, cebada y ajonjolí). De esta forma el frijol aporta la lisina y los cereale~ 

aportan los aminoácidos azufrados metionina y cisteina (25, 26, 27, 28). 

No obstante todas las ventajas que presentan, las leguminosas contienen 

factores tóxicos y antinutricionales que limitan su aprovechamiento, entre éstos 

están los inhibidores de tripsina, las fitohemaglutininas, los factores bociogénicos, 

glucósidos 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 las semillas. En el citoplasma 

las proteínas se desnaturalizan, de esta manera se facilita la gelatinización de los 

gránulos de almidón (33). Estos cambios fisicoquímicos inducidos por el calor se 

reflejan en la suavización de la semilla, la pérdida de la toxicidad, la adquisición 

de sabor agradable y un aumento en la digestibilidad. 

La solubilidad del material intercelular depende tanto de la cantidad de 

Ca2+ y Mg2+ que interaccionan con las sustancias pécticas (34). como del tamaño 

de las fibras (35) por lo que el cambio en solubilidad de las pectinas, observado 

durante la cocción (32), debe estar relacionado con una disminución en el 

contenido de cationes divalentes de la !amela media y/o una disminución en el 

grado de polimerización de las sustancias que la forman. 

Los niveles de sodio, potasio, calcio, magnesio y sustancias pécticas son 

menores en la semilla cocida que en la fresca (36). Los datos antes mencionados 

apoyan la propuesta de que durante la cocción del frijol, la solubilización de la 
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!amela media se realiza a través de la despolimerización 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 

gránulos de almidón a la gelatinización o la estabilidad térmica de las proteínas 

afectará en forma importante el proceso de cocción. 

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 4ºC, no se endurece ni aún en 2 años (38); expuesto a 100% de 

humedad relativa y a 14°C sólo requiere de 14 días de almacenamiento para 

aumentar su tiempo de cocción (39). 

A la fecha, se han identificado dos grupos de alteraciones en las semillas que 

presentan dificultad para cocerse: 

1.-Disminución de la capacidad de la semilla almacenada para distribuir el agua 

en los cotiledones. 

2.-Cambios estructurales y bioquímicos como consecuencia de reacciones 

específicas inducidas durante el almacenamiento (5, 40). 

En el frijol endurecido a temperaturas mayores de 25°C y humedad relativa de 

75% ·o más, 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 distribución del agua contribuye, 

probablemente, a que la cinética de humectación de los componentes de la 
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semilla sea diferente en el frijol fresco y en el frijol endurecido y, por 

consecuencia, Ja sensibilidad térmica de la semilla varíe en ambos Jotes de frijol. 

En relación a Ja segunda propuesta, se han estudiado algunos cambios 

químicos que ocurren en el frijol durante las diferentes etapas del proceso (36). 

Algunos de Jos compuestos químicos que se modifican en Jos cotiledones, durante 

el almacenamiento del frijol en condiciones adversas, son las proteínas, el 

almidón, las pectinas y los polifenoles. 

Janes y Boutler (1983) por técnicas de microscopía de luz reportaron que durante 

la cocción las células de los cotiledones en frijol duro no se separan, como en el 

frijol fresco, sino que permanecen unidas por la !amela media, que permanece 

intacta. Entre las moléculas que se cree que están relacionadas con Ja 

disminución en el proceso de la separación celular del frijol endurecido, están los 

fenoles los cuales podrían lignificar a la !amela media durante el almacenamiento 

(5, 41, 42, 43 ). Estos compuestos son algunos de los componentes de Jos 

pigmentos que caracterizan los diferentes colores de la semilla y se encuentran 

principalmente en la testa. El interés en estos compuestos ha aumentado en los 

últimos tiempos, debido a su influencia adversa sobre el color, sabor y calidad 

nutritiva del frijol. 

Las catequinas disminuyen según aumenta el tiempo de almacenamiento. Esta 

disminución se acompaña 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 cocción (44); 

Aparentemente, el contenido de catequina tiene una relación inversa con Ja 

absorción 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 polimerización de estos 

compuestos por acción de la polifenol-oxidasa y también a Ja probable formación 

de complejos proteína-fenal (45). 
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Los niveles de ácido fítico (21 ), cuerpos proteicos (8) y proteínas (36), 

disminuyen en el frijol difícil de cocer. Se ha sugerido que los cambios en la 

composición de la semilla, inducidos durante el almacenamiento, producirían un 

aumento en la termosensibilidad de las proteínas del citoplasma y en la 

gelatinización del almidón y por lo tanto, un aumento en el tiempo de cocción (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 inorgánicos aumentan en el citoplasma. En sistemas fil 

vitre se ha demostrado que la temperatura de gelatinización y la desnaturalización 

de proteínas varía con la composición iónica del medio (46, 47). 

2.-La digestibilidad del almidón y de las proteínas 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 gránulos de 

almidón están asociados a vesículas que contienen fenoles (13), y si durante el 

almacenamiento estas vesículas se rompen, su contenido quedaría libre en el 

citoplasma y disponible para interaccionar con las macromoléculas presentes en 

este compartimiento celular. Este tipo de modificación química explicaría la 

disminución de digestibilidad observada en almidón y proteínas de semillas 

endurecidas. 

l. 3.-ENVEJECIMIENTO 

Las semillas presentan su máximo potencial de germinación al momento de 

alcanzar su madurez fisiológica; a medida que el tiempo de almacenamiento se 

incrementa, pierden vigor gradualmente y finalmente mueren (49). 
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El envejecimiento o Ja pérdida de vigor se manifiestan por un retraso en Ja 

germinación (tiempo en el cual protuye Ja radícula) y Ja emergencia, o bien por 

una reducción en el porcentaje de germinación (viabilidad), y un incremento en la 

suceptibilidad al estrés ambiental (50, 51, 52, 53). 

Este envejecimiento de semillas involucra muchos cambios físicos y químicos en 

los componentes de las mismas, tales como; la destrucción de la integridad 

celular (54, 55), la reducción en la actividad enzimática (7, 56), la peroxidación de 

lípidos (54), la disminución en la cantidad de proteína extraíble (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 celular 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 con 

contenidos de humedad menores al 12% (7). 

1.4.-CONTRIBUCION DE REACCIONES NO-ENZIMATICAS AL 

DETERIORO DE LAS SEMILLAS 

/. 4.1.-Peroxidación de lfpidos. 

En presencia de oxígeno, las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos 

grasos espontáneamente se oxidan, produciendo radicales libres y/o 

hidroperóxidos. La velocidad de esta reacción 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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oxígeno, una cadena de reacciones se inicia, la cual produce a su vez ciclos de 

reacciones y más radicales libres son producidos. 

Las biomembranas presentan el sitio clave para la formación y acción de 

los radicales libres. Las membranas poseen una mayor área y los lípidos que las 

constituyen son más insaturados que los lípidos de almacenamiento (57). Existe 

evidencia experimernta1 que muestra que la peroxidación de lípidos conduce a una 

disminución en la integridad membrana!, 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 semillas deterioradas, cuando son germinadas, pierden por 

escape (leakage) una mayor cantidad de sustratos que la semilla control. 

Los daños causados por los radicales libres se realizan en regiones 

cercanas a su lugar de formación ya que su vida media es muy corta. Sin 

embargo, durante la lipo-peroxidación también se forman especies químicas 

estables, tal es el caso de los 4-hidroxialquenales. Estos aldehídos reaccionan 

con grupos sulfhidrilos lo cual conduce a una inactivación de las proteínas. Estos 

compuestos proveen un mecanismo para efectos deletéreos a larga distancia 

(58). 

Los componentes celulares asociados al sitio de formación de radicales 

libres, pueden ser ce-oxidados por transferencia de radicales resultan.tes de la 

oxidación de lípidos y esto constituye otra manera de como la generación de 

radicales libres daña los sistemas celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que 

la peí-oxidación de lípidos causa que las proteínas se polimericen (59) y además 

causa mutaciones en bacterias (60); Por lo tanto, la lipoperoxidación es capaz de 

dañar a un organismo vivo cuando menos de tres formas: 

a}.-Por cambios en la composición de lípidos de membrana. 

b).- Por ce-oxidación de componentes celulares. 
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c).-Por formación de aldehídos citotóxicos. 

1.4.2.- Obscurecimiento no enzimático. 

La reacción de Maillard y su precursora, la reacción de Amadori, son 

reacciones que ocurren entre los azúcares reductores y los grupos amino de los 

aminoácidos o de las proteínas. Estas reacciones no enzimáticas proceden 

lentamente en solución (61 }, pero se acelera en condiciones de baja 

disponibilidad de agua (estado seco), debido a efectos de la concentración de 

salutes. En los sistemas secos, la reacción de Maillard procede óptimamente a Aw 

entre 0.3 - 0.9 (62). El deterioro del maíz está asociado a disminución gradual del 

contenido de rafinosa (9) y a un aumento en el contenido de monosacáridos (62), 

lo cual incrementa la disponibilidad de azúcares reductores para la reacción-de 

Maillard. Las consecuencias deletéreas de esta reacción serían la pérdida de 

actividad enzimática (62), y la pérdida de funcionalidad de ácidos nucleicos (7). 

Los dos efectos se presentan en semillas envejecidas. 
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11.-0BJETIVO 

De los antecedentes descritos en la sección anterior se concluye que,/el 

envejecimiento y el endurecimiento del frijol constituyen dos manifestaciones del 

deterioro de la semilla. En el envejecimiento están involucrados tanto los 

cotiledones como el eje embrionario, mientras que en el endurecimiento sólo 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, así como del tiempo que dura dicho 

almacenamiento. 

A pesar de la enorme cantidad de trabajos de investigación 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 físicos y químicos de algunos de los componentes de la semilla que 

están asociados al deterioro, algunos de los cuales fueron descritos en la sección 

anterior, pero no se ha logrado establecer con claridad si son la causa o el efecto 

del deterioro. 

En nuestro laboratorio, estamos interesadas en identificar marcadores 

bioquímicos que permitan la generación de variedades más 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 protección 

de Ja semilla en estado seco, está asociado a los contenidos de azúcares del 

embrión. El logro de este objetivo permitirá sugerir si el estado vítreo del 

17 



citoplasma participa en el mecanismo de protección de la semilla en el estado 

seco. 

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 así, entonces el tiempo de cocción de la semilla deberá 

aumentar en forma paralela a la pérdida de viabilidad. 

2.-Determinar si el deterioro de las semillas está asociado con cambios en la 

composición de azúcares de las semillas. 

3.-Determinar si los cambios en los contenidos de azúcares están asociados a 

reacciones deletéreas, como ejemplo de éstas se escogieron la lignificación 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. 

Un resultado positivo en 2 y 3, sugeriría que el estado vítreo participa en el 

mecanismo de protección de la calidad de la semilla en estado seco. 
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111.-MATERIAL Y METODO 

111. 1.-Materlal Biológico.-

Para la realización de este trabajo se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus 

vulgaris) cv. Flor de Mayo Bajío cosecha 1991. El lote de semilllas se dividió en 

dos partes. 

Una llamada grupo control fue almacenado en frascos cerrados a 4 ºC para evitar 

su deterioro, la otra se almacenó a 30 ºC y una humedad relativa (HR) de 75% 

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

constituyeron los grupos experimentales. 

111. 2.-Clnética de la Imbibición. 

Esta se realizó para determinar si el deterioro induce algunas diferencias en la 

absorción de agua. La imbibición se realizó con -semillas escarificadas y sin 

escarificar; en ambos grupos control y deteriorados. La escarificación de las 

semillas se realizó haciendo tres pequeñas perforaciones en la testa, sobre cada 

cotiledón. Si las semillas deterioradas son capaces de absorber agua en la misma 

proporción sabremos que la testa no constituye una barrera a la hidratación de la 

semilla y que el deterioro modificó su capacidad de hidratación. Para cada 

trataryiiento 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 

húmedas cuidando que las semillas esiuvieran orientadas en la misma dirección, 

se cubrieron con otra toalla húmeda y los extremos de las toallas se enrrollaron. 

Los rollos se mantuvieron a una temperatura de 30°C en una cámara a 100% de 

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

absorbida en base seca. 

111.3.-Determlnaclón del tiempo de cocción. 

Para realizar esta determinación se utilizó un Mattson modificado (fig. 2) con 

capacidad para 25 semillas. Este consta de tres planchas circulares de acero 

inoxidable, unidas entre si por cuatro pequeñas columnas de acero de 3 ·mm de 

diametro cada una, Ja separación entre cada plancha es de 7.5 cm. Para cada 

determinación se seleccionaron 25 semillas homogéneas e intactas, 

desechándose las que tenían la testa rota. Ya selecionadas las semilllas se 

colocaron en un matraz erlenmeyer de 250 mi y se ajustó la cantidad de agua con 

Ja siguiente proporción, 1 o mi de agua por cada gramo de frijol. Las semillas se 

mantuvieron en remojo durante 18 horas a 25°C, tiempo que se determinó a partir 

de las curvas de contenido de humedad realizadas anteriormente, las cuales 

mostraron que a este tiempo se alcanzó una hidratación máxima y similar para 

ambos Jotes. 

Las semillas remojadas se colocaron en Jos orificios del Mattzon, se insertaron las 

varillas en sus correspondientes perforaciones y se les colocó en Ja parte superior 

su respectiva pesa de 194.14 g. El Mattzon se colocó en la olla con agua 

hirviendo. El tiempo de cocción se determinó como el tiempo en que la varilla 

(194.14 g ) penetró al frijol. Cada determinación se realizó por triplicado. 

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

el 50% de Jos frijoles. 
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Figura. 2.- Mattzon 
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lit. 4.- Contenido de Humedad 

Para realizar esta determinación se utilizaron cajas de aluminio: se verificó que 

las tapas sellaré!n perfectamente; cada caja y su tapa se identifidaron con el 

mismo número; en cada caja se colocó un gramo de semillas manteníendose a 

130 ºC hasta que llegó a peso constante, las determinaciones se realizaron por 

triplicado. 

La humedad se determinó de la siguiente forma : 

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

En donde: 

Pi = Peso inicial 

c = caja de alumnio 

s =semillas 

Pf = Peso final. 

111.5.-Vlabilidad y Vigor 

Para estas determinaciones se siguió la técnica descrita por Moreno (64). Para 

Phaseolus vulgaris se colocaron las semillas en "rollos", éstos se prepararon con 

cuatro hojas de toallas de papel húmedas, 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 plántulas se observaron diariamente 

durante siete dias. Cada rollo se preparó con 12 semillas y las determinaciones 

se realizaron por triplicado. 

La viabilidad se determinó como el porcentaje de semillas que germinaron en este 

periodo de tiempo. En cuanto al vigor, dependiendo de las características de 

desarrollo las plántulas se clasificaron en: normales vigorosas, normales débiles y 

anormales. 
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111. 6.-Extracclón y cuantificación de proteínas 

La semilla se disectó en eje embrionario y cotiledones, a estos últimos se le 

eliminó manualmente la testa. Cada uno de los componentes del embrión se molió 

por separado en un molino de café, tipo 518 Moulinex (México). La harina se 

tamizó a través de una malla de 0.028 pulgadas. 

Se extrajeron dos fracciones de proteínas una denominada "totales" y la otra . 

"globulinas", cada determinación se realizó por triplicado. 

Se pesaron 0.1 g de harina de los cotiledones ó O. 03 g de harina de eje 

embrionario. A éstos se les adicionó 5 mi de buffer de extracción, conteniendo: 

fosfato de sodio 0.1 M (pH =7), 0.85 M de cloruro de sodio y 0.34%(v/v) de 11 

mercapto etanol. El homogeneizado se realizó en frío usando un Polytron, durante 

30 seg. 3 veces, dejando un minuto entre cada homogenización. Este 

homogenado permaneció en agitación con un agitador magnético, durante 90 min. 

a 4 ºC. Posteriormente, se centrifugó en una centrífuga Beckman J2- 20.1 (E.U.A.) 

a 17 400 g durante 20 min. y se transvasó el sobrenadante a otro tubo, para 

centrifugarse a 39200 g durante 20 min. El sobrenadante fue pasado a través de 

un filtro millipore de 0.45 µm. A este sobrenadante se le determinaron proteínas 

por el método de Lowry (65). Este es un método espectrofotométrico, para 

determinar proteínas en una solución que se basa en la reacción que tiene el 

Cu2+ con los péptidos en una solución alcalina, en la que se produce un color 

púrpura. El color producido por el método de Lowry, es resultado de la reacción 

de bíuret, más la reducción del reactivo de Folin Ciocalteau, por residuos de 

tirosina, las muestras se leyeron a 750 nm. 

El extracto de "globulinas" se preparó con 1 g de harina de cotiledón y 0.25 g de 

harina de ejes. La harina se suspendió en 1 O mi de solución salina al 0.17 M 
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(NaCI) y se agitó mecanicamente durante 2 h. a 4 ºC. Transcurrido este tiempo el 

extracto se centrifugó a 1 O 000 g durante 15 minutos el residuo se eliminó y el 

sobrenadante se filtró a través de millipore (0.45 µ). Al filtrado se le determinó el 

contenido de proteinas (65) 

111.7.- Determinación de lectinas 

Las lactinas son glicoproteinas que constituyen una fracción de las globulinas. 

Algunas variedades de Phaseolus vulgaris contienen altos niveles de 

fitohemaglutininas y son termolábiles. Este grupo de proteínas ha sido 

caracterizado y detectado de acuerdo a su acción sobre los eritrocitos. Ya que 

poseen una afinidad específica para ciertos azúcares 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 suspensión que presenten dichos 

azúcares receptores en la cara exterior de su membrana citoplasmática 

(66,67,68). 

Para que sea posible la interacción lectina-eritocito es necesario como mínimo 

dos grupos activos. Para facilitar el acceso de las lactinas hacia estos grupos 

receptores de las membranas celulares se realiza una hidrólisis enzimática leve 

con tripsina, esta sensibilización expone los grupos receptores (68). 

111. 7.-1.-Preparación de los eritrocitos. 

Para evitar la hemólisis de los eritrocitos, previo a su utilización, todo el material 

de vidrio se enjuagó con solución salina al 0.9%. 

Se colocaron diez mililitros de sangre de conejo (diez mi) en un matraz 

erlenmeyer que contenía anticoagulante (15 a 20 U.1. de heparina / 1 mi de 

sangre), y se agitó suavemente. Con esto la sangre se mezcló con la heparina y 

se evitó su coagulación (68). 
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1/1. 7.-2.-Lavado de eritrocitos 

Para lavar los eritrocitos la sangre se transvasó a tubos de centrífuga y se le 

agregó solución salina al 0.9% (1 mi de sangre / 5 mi de solución salina). Los 

tubos se centrifugaron a 1500 r.p.m. por 10 min en una centrífuga Damon I 

IECHN - Sii; (E.U.A.). El sobrenadante se decantó. El proceso de lavado de la 

pastilla de eritrocitos se repitió 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 (68). 

Los eritrocitos ya lavados se resuspenden al 4% (1 mi de eritrocitos + 24 mi de 

solución salina al 0.9%). 

111. 7.-3.-Sensibi/ización de glóbulos rojos 

Se incubarán diez mi de suspensión de glóbulos rojos al 4% con 1 mi de solución 

de tripsina al 0.1 % (en 0.9% de NaCI) por una hora a 37 ºC. Transcurrida la hora, 

los globulos rojos se transvasaron a tubos de centrifuga. Para eliminar la enzima 

del sobrenadante, se lavaron tres veces con solución salina al 0.9% . Después del 

último lavado, el paquete de glóbulos rojos se resuspendió, al 5%. (1 mi de 

eritrocitos+ 19 mi de cloruro de sodio al 0.9%) (68). 

1/1. 7. -4. -Microtitulación 

La determinación de las lectinas se basa en su capacidad aglutinante hacia los 

eritrocitos, por esta razón se les llama hemaglutininas. Para la cuantificación de 

lectinas, en este trabajo se utilizó la técnica de microtitulación (68) que consiste 

en una serie de diluciones en donde el título final de aglutinación se observa 

visualmente . 
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Figura 3.-Microtitulación 

Se utilizaron placas con horadaciones tipo V Micro-Well (fig 3). En cada hilera de 

pozos se colocaron 50 µI de solución salina al 0.9% evitando tocar las paredes 

del pozo. 
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El microdilutor (50 µI) se llenó con el extracto problema por contacto con la 

superficie del extracto problema. Introduciendo el microdilutor en el pozo y 

girándolo suavemente, se realizaron diluciones sucesivas. Finalmente, en cada 

pozo se colocaron 50 µI de la solución de glóbulos rojos sensibilizada y ajustada, 

la placa se gira sobre la mesa con el fin de homogeneizar, posteriormente se 

incubó a 37 ºC durante 1 hora (68). 

Lectura 

Cada placa tiene marcadas coordenadas en relación al origen, a la derecha para 

leer los títulos de dilución los pozos están numerados y hacia abajo están 

marcados con letras. 

La placa se colocó en un dispositivo de lectura observándose a través del espejo 

el fondo de los pozos de cada hilera de prueba considerándose como título de 

dilución el último pozo donde se observó la aglutinación. 

111.8.- Determinación de azúcares 

Para realizar estos análisis, primero se seleccionó 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 mi de alcohol etílico al 80% en un Trearor Tissue , modelo 

985 ~ 370, a una velocidad de 30,000 r.p.m., durante 30 seg. 3 veces, Esta 

operación se realizó en frío. A continuación se extrajeron a 60 ºC, durante 2 

horas. Transcurrido este tiempo,se centrifugaron durante 5 miunutos en una 

Microfuge E T.M. de Beckman (E.U.A.), los sobrenadantes se dejaron secar en una 

estufa Precision modelo 19 (Scientific Group E.U.A.), a 60 ºC con vacío. 
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Una vez que la muGstra se secó, se resuspendió en 1 mi de agua destilada. Con 

los extractos así obtenidos, se determinó el contenido de azúcares utilizando 

"kits" de Boehringer Mannheim; para determinar glucosa, fructuosa y sacarosa se 

utilizó el kit No 716260, para la rafinosa y la galactosa se utilizó el "kit" No 

428167. Las muestras se leyeron a 340 nm en espectrofotómetro Shimadzu 

modelo UV 160U (Japón). 

111.9.-Detcrminación de fenoles 

Para realizar estas determinaciónes se prepararon los extractos de la siguiente 

forma; se pesaron 0.025 g de testa y para cotiledones 0.050 g, poníendose en 

agitación durante cinco minutos, en cinco mililitros de metano!, transcurrido este 

tiempo se centrifugaron durante 10 minutos a 3000 r.p.m., en una centrífuga 

Beckman GS - GR (E.U.A.) a este primer sobrenadante se le determinaron los 

contenidos de fenoles. A la pastilla se le realizó un segundo extracto esta vez con 

cinco mililitros de metanol:agua (1 :1) y se procedió a centrifugar como en el 

primer extracto, a este segundo sobrenadante también se le determinaron 

fenoles. A la pastilla se le realizó una última extracción con 5 mi agua y se 

procedió a centrifugar como en los anteriores extractos, posteriormente también 

se le determinaron fenoles. 

El contenido de fenoles en las muestras se determinó utilizando reactivo de 

vainillina (vainillina al 1 % en metano!) al que se le agregó HCI al 8 % en metano!. 

Antes de utilizarse este reactivo se incubó durante 20 minutos a 30 ° C (69). 

A continuación se colocó en cada tubo 1 mi de muestra y se agregó 1 mi de 

reactivo de vainillina cada minuto hasta completar 5 mi de reactivo en cada tubo. 

Posteriormente se incubó a 30 ºC durante 20 minutos, después se leyeron a 500 
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nm en el Espectrofotómetro Sequoia- Turner modelo 340 (Taiwan). Cada muestra 

tuvo un duplicado y su blanco correspondiente. La curva patrón se preparó con 

una solución de catequina metanol, utilizando concentraciones de 0.1 hasta 0.9 

mg/ml. 

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

específicamente aquellos que corresponden a los flavonoles y dihidrochalconas. 

111. 1 O Análisis estadístico de resultados. 

Los resultados obtenidos de los experimentos se sometieron a las siguientes 

pruebas, primeramente se realizó 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 medición, corresponde a una muestra de la misma 

población, esta prueba se realizó utilizando un coeficiente de confiabilidad de 

0.005. 

A cada parámetro estudiado se le realizó un análisis 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 realizó.la prueba 

de Tukey con un ex= 0.05. 

Finalmente los datos obtenidos fueron representados graficamente, ajustandose 

en la· mayoría de los casos a un modelo lineal; se eligió el modelo lineal, por dos 

razones su simplicidad y los valores de R obtenidos. 
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IV.-RESUL TACOS 
IV. 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 cocción y sus 

propiedades agronómicas de viabilidad y vigor. Ambos disminuyeron cuando la 

semilla se almacenó a 75% de HR y 30°C (Fig. 4 ) . 
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Flg. 4.-Efecto del almacenamiento en la calidad integral de la semilla de frijol. En las graficas se 
observan los ajustes correspondientes. (A) - Tiempo de cocción T 50 (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 cocción (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 8). 

El efecto del almacenamiento en el vigor de las semillas fue valorado por 

comparación de la capacidad de desarrollo de las plántulas provenientes de lotes 

de semillas almacenadas con la que presentaban las del control. Esta evaluación 

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 

plántula. 

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

Tlemoo de almacenamiento 
Región de la 

olántula 
Raiz 
.-Primaria 
.-Secundaria 

Hipocotllo 
.-bien desarrollado 
.-roto y/o necrosado. 
.-corto y engrosado 
Cotiledones . 
. -dos 
.-uno 
.->uno 
.-Epicotilo 
.-dos hojas primarias. 
.-una hoja primaria. 
.-vema terminal 
O.- Modificado de Moreno (64) 
+.-Presente 
-.-Ausente 

Desarrollo Desarrollo 
normal vii:ioroso normal débil 

+ -
+ '!" 

+ -- + 
- -
+ -- + 
- -
+ -
- + 
+ + 

Desarrollo 
anormal 

-
-

-
-
+ 

--
+ 

-
--

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

mostrado por la radícula de plántulas deterioradas fue similar a el del control 

31 



hasta los dos meses de deterioro. A diferencia de lo que se observó en otras 

partes de las plántulas, cotiledón, hipocotilo y epicotilo, donde a cualquier tiempo 

de deterioro su capacidad de desarrollo disminuyó respecto a la del control 

(cuadro 2), siendo esta disminución mucho más dramática a los dos meses de 

deterioro. 

Cuadro 2.-Características de desarrollo de plántulas de semillas control y 
almacenadas. 

Tiemoo de almacenamiento 
Reglón de la o meses 1.0 meses 1.5 meses 2.0 meses 2.5 meses 
plántula 
Raiz 
.-Normal 100 % 100 % 100% 100% -
vigoroso - - - - 100% 
.-Normal débil - - - - -
.-Anormal 
Hipocotilo 
.-Normal 97.0% 86.2% 86.2% 27.27% -
vigoroso 02.9% 13.8 % 13.8 % 75.45% 08.3% 
.-Normal débil - - - - -
.-Anormal 
Cotiledón 
.-Normal 97.7% 91.7% 89.0% - -
vigoroso 02.9% 08.3% 11.0% 100% -
.-Normal débil - - - - 100% 
.-Anormal 
.-Epicotilo 
.-Normal 99.7 % + 91.7 % + 89.0 % + - -
vigoroso 02.9 % + 08.3% + 11.0%+ 100% -
.-Normal débil 100% 
.-Anormal 
Viabilidad del 97.7% 83.3% 72.29% 61.0% 8.3% 
lote 
~.-El porcentaje que aparece en la tabla se obtuvo considerando como 100% a las semillas que s1 
germinaron. 

~ .-La población total está constituida por 180 semillas y cada lote por 12 semillas. 

-

Cuantitativamente la capacidad de desarrollo y por tanto el vigor de las semillas 

decreció a medida que aumentó el tiempo de almacenamiento, y esto se reflejó en 

que el peso seco (cuadro 3) y la talla del tallo (cuadro 4), disminuyeron a medida 
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que aumentó el tiempo de almacenamiento siendo más sensible al deterioro la 

talla del tallo, ya que desde el primer mes de almacenamiento se observó una 

reducción significativa de casi el 50% en comparación con el control (cuadro 3), 

mientras que el peso seco del tallo aún cuando disminuyó 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 disminuyó en 

forma significativa (cuadro 4). 

Cuadro 3.- Peso seco de tallo y de raíz de plántulas de semillas almacenadas. 

Tiempo de almacenamiento Peso seco g / individuo 
de las semillas (meses) Tallo Raíz 

o 0.117 ± 0.011 A 0.024 ± 0.001 • 
1.0 0.098 ± 0.012 A 0.014 ± 0.002 b 

1.5 0.097 ± 0.008 B 0.0096 ± 0.002 • 
2.0 0.062 ± 0.016 c 0.0045 ±.00045 d 

2.5 0.01 o± 0.009 o 0.0024 ± 0.000027. -
~.-Los valores corresponden a la media de tres experimentos Independientes, con su desviación estandar. 

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

Cuadro 4.-Talla del tallo y de la raíz de plántulas de semillas almacenadas. 

Tiempo de almacenamiento Talla cm / individuo 
de Tallo Raíz 

las semillas <meses) 
o 27,443 ± 0.63 A 16.266 ± 2.0 • 

1.0 17.423±1.69 B 13.41 ±2.01 • 
1.5 16.366 ± 0.814 c 11.03 ±1.05 b 

2.0 13.866 ± 2.45 o 10.26 ± 0.95 e 

2.5 7.633 ± 0.66 E 4.70 ± 0.4 d 

llJ.- Lo.s valores corresponden a la media de tres expenmentos mdepend1entes, con su desviación 
estandar. 

llJ.-Números seguidos de la misma letra no son significativamente diferentes a un cx=0.05 

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

como la talla de esta, disminuyó en forma proporcional al tiempo de 
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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). 

IV. 2.- CONTENIDO DE HUMEDAD 

Durante el primer mes de almacenamiento el incremento en el contenido de 

humedad (CH) de la semilla (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 
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Fig. 5 Contenido de humedad de semillas de frijol almacenadas por diferentes periodos, se ajusta 
a una sigmoidal (Boitzman ). Puntos con letras diferentes indican que las diferencias son 
significativas a un a.= 0.05 
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en la semilla se incrementó en forma significativa. Este aumento en el contenido 

de humedad de la semilla presentó un patrón sigmoidal (Boltzman), hasta 

alcanzar a los dos meses de almacenamiento, un valor constante para la 

hidratación ("'20% C.H.) mismo que se mantuvo hasta los seis meses de 

almacenamiento que fue el periodo más largo de estudio (fig. 5). 

IV.3- CINETICA DE IMBIBICION 

Se realizaron cinéticas de imbibición 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 imbibición muy 

semejante, mientras que en el caso de las deterioradas, las escarificadas tienen 

una velocidad de imbibición mayor que las no escarificadas durante las primeias 

9 hrs. (fig. 6). 

Posteriormente la velocidad de las no escarificadas fue ligeramente mayor pero 

significativa, sin embargo los valores 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 imbibición el grupo 

control alcanzó un 60% más de agua en relación al grupo de deterioradas 

para cada lote. Por otro lado las dos curvas de imbibición (escarificadas y 

sin escarificar) resultaron muy semejantes. 
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Fig. 6.- Efecto de la testa en las características de imbibición 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). 

IV.4.- EFECTO DEL DETERIORO EN EL CONTENIDO DE BIOMOLECULAS 

IV. 4.1.-Azúcares 

El mayor contenido de azúcares tanto en los ejes como en los cotiledones lo 

constituyeron los oligosacáridos de la familia de la rafinosa, seguido de la 

sacarosa (cuadro 6 y 7). 
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El almacenamiento de la semilla produjo un aumento en los niveles de 

monosacáridos (cuadro 5). En los ejes este aumento se detectó después de 1.5 

meses de almacenamiento, mientras que en los cotiledones el aumento se inició 

en tiempos más tempranos de deterioro, siendo las diferencias significativas 

después de un mes de almacenamiento (cuadro 5). 

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

Tiempo de almacenamiento de Monosacáridos o/o de Peso seco 
las semillas lmeses\ Cotiledoneso Eiese 

o 0.4125 ± 0,062 A 0.460 + 0.052. 
1.0 0.775±0.15' 0.395 ± 0.032. 
1.5 0,83 ± 0.18 B 0.397 ± 0.033. 
2.0 1.52 ± 0.24 e 0.723 ± 0.14 b 

2.5 1.608 ± 0.12 D 0.931 ± 0.068 e 

III .- Los valores corresponden a la media de tres expenmentos independientes, con su desviación 
estandar. 

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

O F= 5.81 

6 F= 25.36 

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

Tiempo de almacenamiento de Sacarosa o/o Peso seco 
las semillas <meses) Cotiledoneso Eies o 

o 2.208 ± 0.278-,; 3.0 ± 0.11. 
1.0 2.75 ± 0.140 B 2.65 ± 0.10 b 

1.5 2.65 ± 0.550 B 2.21±0.15 e 

2.0 2.3 ± 0.100-s 2.24 ± 0.16 ª 
2.5 2.04 ± 0.163 e 2.05 ± 0.1. 

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

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

O F= 22.75 
O F= 25.76 

Los niveles de sacarosa en los ejes disminuyeron rapida y 

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 

observó un aumento rápido en el contenido de sacarosa (cuadro 6). Estos niveles 

se mantuvieron hasta los 2.0 meses de deterioro en que se detectó una 

disminución en los niveles de este azúcar. 

El nivel de oligosacáridos de la familia de la rafinosa (cuadro 7), en los ejes 

disminuyó en forma rápida 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 oligosacáridos de la familia de la rafinosa presentes en 
frijol flor de mayo. 

Tiempo de almacenamiento de Oligosacáridos % de Peso seco 
las semillas (meses) CotiledonesO Eles e 

o 13.70 ± 0.255 A 8.405 ± 0.970 a 
1.0 13.42 ± 1.400 A 5.39 ± 1.250 b 
1.5 11.70±1.200 A 4.16 ± 0.612 e 
2.0 8.71 ± 0.399 B 3.12 ± 0.280 d 
2.5 6.45±1.05 e 2.98 ± 0.132 e 

m .- Los valores corresponden a la media de tres expenmentos independientes, con su desviación 
estandar. 

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

O F= 28.03 
e F =20.85 

Se ha sugerido que en las semillas los azúcares desempeñan un papel protector 

contra su deterioro en almacén. Especialmente la sacarosa y los oligosacáridos 

de la familia de la rafinosa (9, 10), Con el fin de demostrar si en frijol estos 

azúcares desempeñan un papél similar se graficó la relación rafinosa I sacarosa 

de los ejes vs. la viabilidad (fig. 9 A), así como la relación rafinosa I sacarosa 

presente en los cotiledones vs. T 50 (fig. 9 B). (Modelo, fuerza de dependencia) 
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Flg. 7.- Relación aparente entre; la proporción rafinosa I 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 fenómeno del endurecimiento como el del envejecimiento 

están asociados a la relación de contenidos de rafinosa respecto de la sacarosa. 

IV. 4..-2.-Proteínas. 
Las proteínas de las semillas se han clasificado, extraido y caracterizado 

tomando en cuenta su solubilidad. De esta forma tenemos a las Albuminas 

(Proteínas solubles en agua), las Globulinas (Proteínas solubles en solución 

salina), las Prolaminas (Proteínas solubles en álcalis diluidos y en soluciones 

alcohólicas). 
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salina), las Prolaminas (Proteínas solubles en álcalis diluidos y en soluciones 

alcohólicas). 

Aproximadamente el 60% de las proteínas 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 proteínas fue mayor 

en eje embrionario (cuadro 8 columna 4) que en cotiledones cuadro 9 columna 4. 

Esta diferencia se debió a que la fracción extraida con alta fuerza iónica y 

mercaptoetanol, y que de aquí en adelante llamaré proteínas (-SH -), fue mayor 

en eje embrionario que en cotiledones (cuadro 8 y 9), mientras que la fracción de 

globulinas fue muy semejante en eje embrionario y en cotiledones. 

Cuadro 8 Efecto del almacenamiento en la solubilidad de proteínas del eje 
embrionario. 

Tiempo de Globulinas o Proteína (-S H-) ProtefnaTOTAL E> 
almacenamiento (mg/g ps) (mg/g ps) (mg/ ps) 

lmesesl 
o 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 ± 38.1 o • 
2.0 180.00 ± 6.71 ' 210.5 390.50 ± 30.4 lg 

2.5 167.30±10.8' 176.00 343.30 ± 49.39 g 

III- Los valores representan la media de tres experimentos independientes ± desviación estandar. 

III -Los valores seguidos de letras diferentes son significativos a un ex= 0.05 

O.- Proteína soluble en cloruro de sodio o.17 M ( F= 84.54) 
O.- Proteína soluble en cloruro de sodio 0.85 M y 0.34 % de P mercapto etanol. (F = 28.22) 

El almacenamiento disminuyó la solubilidad de las proteínas totales tanto en 

cotiledones como en el eje embrionario (ver columna 4 del cuadro 8 y la del 

cuadro 9). En ambos casos esta disminución fue significativamente diferente 

desde el primer mes de deterioro. En los cotiledones esta disminución se debió a 

que la fracción de las globulinas decreció en mayor proporción que las proteínas 

(-SH-), mientras que en el eje embrionario la solubilidad de ambas fracciones 

disminuyó en forma paralela. 
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Cuadro 9.-Efecto de almacenamiento en la solubilidad de proteínas de cotiledón 

Tiempo de GlobulinasO. Proteina (·SH ·) ProteinaTOTAL & 
almacenamiento (mg/g ps) (mg/g ps) (mg/g ps) 

lmesesl 
o 252.38 ± 7.87. 66.12 318.50 ± 6.94. 

1.0 228.01 ± 2.70 o 70.52 298.53 ± 12.02' 
1.5 199.00 ± 9.36' 63.80 262.80 ± 03.04 • 
2.0 N.Dº. N.O. 193.01 ± 03.37 h 

2.5 117 .88 ± 1.69 d 52.87 170.75 ± 04.94 1 

m. Los valores representan la media de tres expenmentos independientes ± desv1ac16n estandar. 

m -Los valores seguidos de letras diferentes son significativos a un ex= 0.05 

O.- Protelna soluble en cloruro de sodio 0.17 M (F = 201.96) 
G.-Protelna soluble en cloruro de sodio 0.85 M y 0.34% de 13 mercapto etanol (F = 263.16). 

Para el grupo control la actividad de lactinas expresada como el título de dilución 

fue similar en ambas estructuras de la semilla (fig. 8). 
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fig. 8.- Efecto del deterioro en el titulo de lactinas; 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 a= 0.05. 
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A medida que aumentó el tiempo de almacenamiento la actividad de las lactinas 

en los cotiledones disminuyó, esta disminución 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 disminuyó 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.- 8). Mayores tiempo de almacenamiento no afectan la 

actividad de lactinas del eje embrionario 

IV. 4.-3.-Extracción de fenoles 

La cantidad de taninos solubles en metanol o en metanol / agua , expresado como 

equivalentes de catequina presentes en la testa, disminuyó significativamente 

después de 1.5 meses de almacenamiento; A partir de este momento, la 

concentración de taninos continuó disminuyendo en forma proporcional al tiempo 

de almacenamiento (fig.- 9). La mísma tendencia se observó en cotiledones. _ 

La cantidad de taninos expresado como equivalentes de catequina solubles en 

metanol y agua (1: 1) presentes en testa disminuyó en forma proporcional al 

tiempo de deterioro, durante las primeras 6 s_emanas de almacenamiento. 

Tiempos mayores de almacenamiento no modifican la solubilidad de estos 

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

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

Extracción Control 1 mes 1.5 meses 
mo de cateauina ma de cateauina ma de cateauina 

· Me:Me 5.8±.12 4.0±.16 1.3±.001 
Me:Aaua 3.0±.001 -- -
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Flg. 9.- Efecto del deterioro en la solubilidad de fenoles presentes en testa solubles en metano! (R 

= 0.94) y en metanol - agua (R = 0.97). Puntos marcados con la misma letra indican que las 

diferencias no :;on significativas. 
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V.-DISCUSION 

Debido a su importancia en el campo de la productividad agrícola, así como en el 

uso y procesamiento de productos agronómicos y el de la nutrición, la sensibilidad 

al deterioro de semillas ha sido ampliamente estudiada por agrónomos, fisiólogos 

y productores de granos y semillas. 

Existen amplias y muy bien documentadas 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 Ja sensibilidad al deterioro varia enormemente entre géne~es y aún entre 

cultivares de las mismas especies (70), lo que sugiere que algunas variedªdes 

tienen en sus semillas un mecanismo de protección contra el envejecimiento. 

Aparentemente el sistema membrana! constituye la estructura celular más 

sensible al deterioro (71 ), aunque la función de otras estructuras, tales como: la 

pared celular, las mitocondrias, los ribosomas etc. (32, 72), y macromoléculas 

como el ADN y las proteínas (7), también se dañan durante el deterioro por lo que 

el mecanismo de protección de la semilla en el almacén 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 

oligosacáridos 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 azúcares contribuyen a la estabilidad del estado 

seco de Ja semilla provienen de estudios realizados tanto en sistemas lo. vivo 

como lo. vitre (74, 75, 76). Como corolario de estos trabajos se han propuesto dos 
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mecanismos por los cuales los azúcares estarían realizando esta función 

protectora; 1) Formación de un puente de hidrógeno entre los grupos oxhidrilos y 

la cabeza polar del fosfolípido de la membrana estabilizando la estructura !amelar. 

Cuando la semilla se hidrata esta interacción se realiza con moléculas de agua. 

Además, estos azúcares también preservan la actividad de enzimas 

deshidratadas (77). 

2) Inducen y mantienen el estado vitrificado del citoplasma. Se ha demostrado 

que en la semilla fresca su citoplasma se encuentra en estado vítreo. Un vidrio es 

un líquido de muy alta viscocidad, tal que detiene las reacciones químicas que 

requieren difusión molecular y a través de estas características podría estar 

involucrado en la conservación funcional de estructuras celulares y 

macromoléculas en el estado seco de la semilla (73, 78, 79). 

Con el propósito de investigar si efectivamente los azúcares participan en 

el mecanismo de protección de la calidad integral de la semilla, analizamos los 

cambios en la composición de azúcares solubles en el eje y en los cotiledone~. a 

medida que la semilla se va deteriorando. 

El contenido de humedad de la semilla de frijol almacenada a alta temperatura y 

HR se incrementó a medida que transcurrió el tiempc:i de almacenamiento (fig. 5) 

A los 30 dias de almacenamiento, éste incremento fue muy pequeño menos del 

1 %, a este mismo tiempo de deterioro tanto la calidad culinaria, como la agrícola, 

disminuyeron en forma discreta pero significativa (fig. 4 y cuadro 2). Por ejemplo 

el T 50 aumentó significativamente desde el primer mes de almacenamiento , 

mientras que el peso seco acumulado por la readícula decreció en un 42% y la 

talla del tallo en un 37%, sin embargo la viabilidad de la semilla a estos tiempos 

no está 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 interacción con el cotiledón se ve 

afectada, no así la viabilidad que depende solo de las características del eje 

embrionario. Para efectos de discusión de aquí en adelante solo se considerará la 

viabilidad como marcador de la sensibilidad del eje al deterioro y el T 50 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 pequeños en los niveles de 

azúcares, dependiendo del azúcar analizado y el tejido que se utilizó el cambio 

fue o no significativo. 

En los cotiledones los contenidos de monosacáridos aumentaron pero no 

significativamente respecto a los presentes en las semillas sin deteriorar (cuadro 

5), la sacarosa aumentó significativamente, durante el primer mes de 

almacenamiento, a partir de este tiempo su contenido disminuyó conforme 

aumentó el tiempo de almacenamiento; los oligosacáridos 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 

monosacáridos aumentó pero a este periodo de tiempo el incremento no fue 

significativo; el contenido de disacáridos así como la cantidad de oligosacáridos 

de la familia de la rafinosa disminuyeron en forma significativa (cuadros 5, 6 y 7). 

Las características del estado vítreo: viscosidad, estabilidad y magnitud, están 

determinadas por su composición de azúcares y agua. La composición de 

azúcares en los cotiledones fue diferente de la de los ejes, por lo que es de 

esperarse que las características del estado vítreo de los cotiledones sean 

diferentes que las de los ejes y por lo tanto el nivel de protección que brindan al 

tejido será diferente. Esto se refleja en el hecho de que la sensibilidad al deterioro 

de cada una de las regiones de la semilla fue diferente. A nivel funcional esta 

diferencia se manifestó en el hecho de que la velocidad con la cual se incrementó 

el deterioro de los eetiledones, valorada como un aumento en el Te fue mayor que 

la que presentarón los ejes, cuantificado como viabilidad. Así mismo los cambios 

en I? proporción de azúcares y contenido de humedad de la semilla producidos 

durante el almacenamiento afectarián en forma negativa las características de 

dicho estado físico, lo que a su vez también se reflejariá como una disminución en 

el mecanismo de protección de la semilla de frijol. Esta última sugerencia se 

apoya en el hecho como se indicó anteriormente, de que una de las funciones del 

estado vítreo es la de evitar que se lleven a cabo reacciones deletéreas del tipo 
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de las aquí estudiadas, como son la lignificación en los cotiledones y testa, 

cuantificada como una disminución en la solubilidad de los taninos; la pérdida de 

la funcionalidad macromolecular, cuantificada como una disminución en la 

actividad de lactinas; y disminución en la solubilidad de proteínas. 

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 la semilla almacenada se incrementó en forma 

exponencial respecto al tiempo de almacenamiento, hasta lograr a los dos meses 

equilibrarse con la Aw del ambiente (0.75) (fig. 5). 

Considerando que las semillas secas contienen una cantidad de enzimas 

ya formadas cuya función 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 activación 

enzimática por un incremento en el contenido de humedad de la semilla 

almacenada o bien a la p.ermisividad de la reacción por cambios en el esalado 

físico de la semilla. La composición de azúcares de la semilla se modificó de 

manera significativa a partir de las 4 semanas de almacenamiento, coincidiendo 

con el tiempo de almacenamiento al cual la~ reacciones deletéreas aquí 

cuantificadas también se deteclanron a este mismo tiempo de deterioro. Por 

ejemplo los procesos de insolubilización de proteínas ricas en cisteína y de 

fenoles podrían realizarse por la acción de radicales libres los cuales se ha 

demostrado que pueden formarse a contenidos de humedad de menos del 9% 

(81 ), siempre y cuando, el citoplasma de la semilla no se encuentre en estado 

vitrificado. 

Mie(ltras que.para el cambio en composición de azúcares y pérdida de actividad 

de lactinas se tiene que invocar la presencia de glucosidasas las cuales se 

activarán 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 composición 

química de la semilla, el cambio per se indica que después de 30 dias de 
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almacenamiento el mecanismo de protección del estado seco de la semilla se ha 

disminuido en forma tal que permite el establecimiento de estas reacciones 

deletéreas, cuya velocidad, en algunos casos (perdida de actividad de lactinas en 

ejes), aumenta a medida que el agua del sistema se va incrementando y se 

acumulan en magnitud tal que pueden ser fácilmente detectadas. 

La pérdida del estado vítreo 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 vítreo del 

citoplasma probablemente disminuyó, en forma más discreta en la primera región 

que en la segunda, durante las primeras cuatro semanas de almacenmiento. Lo 

que se refejó en que el tiempo de cocción (Te) 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 vítreo el del eje es más 

estable o de mayor magnitud que el de los cotiledones. A partir de las cuatro 

semanas el contenido de humedad de las semilla se incrementó de mañera 

exponencial, lo que hace suponer que el estado vítreo del citoplasma se haya 

fundido por completo y que el aumento en contenido de humedad haya reducido 

la viscosidad del estado vítreo fundido, disminuyendo aún más la protección 

brindada al sistema. 

Los datos de la fig. 7 en la cual se analiza la posible asociación entre 

envejecimiento y tiempo de cocción (endurecimiento de frijol) con la relación de 

rafinosa/sacarosa presente en cada parte de la semilla sugieren una correlación 

positiva entre calidad de la semilla y composición de azúcares. 

Partiendo del análisis de correlación de todos los datos estudiados, se puede 

con~luir (anexo 1 ), que los parámetros seleccionadas para este estudio todos 

muestran una alta correlación, los valores obtenidos apoyan las ideas citadas 

anteriormente. 
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VI CONCLUSION 

m~ m~ rw JJfli[ 
s~un M: u smuarre,.~ 

En el transcurso de este trabajo se determinaron diferentes parámetros de 

envejecimiento y endurecimiento de la semilla de frijol, el análisis estadístico 

mostró 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 fenómenos están asociados a la relación rafinosa/sacrosa presente en 

cada región de la semilla. Esta relación disminuyó a medida que aumentó el 

tiempo de almacenamiento sin embargo, en el caso de los cotiledones esta 

disminuución fue proporcional al incremento en el tiempo de cocción, mientras 

que en el eje la relación refinosa/sacarosa presenta dos comportamientos._ Por 

arriba de 0.5 la relación rafinosa/sacarosa disminuye más rapidamente que la 

viabilidad mientras que por abajo de 0.5, la viabilidad disminuye más rapidamente 

que la relación rafinosa/sacarosa. 

Esto sugiere que en el eje además de los azúcares otras moléculas podrian estar 

protegiendo la estabilidad de las semillas. 
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Variable independiente: 
tiempo 

Variables dependientes: 
V 1 = peso seco tallo 
V 2 = peso seco radícula 
V 3 = viabilidad 
V 4 = sacarosa en cotiledones 
V s = monosacáridos en cotiledones 
V 6 = rafinosa en cotiledones 
V 7 = globulinas en cotiledones 

ANEXO 

V 6 = proteínas totales en cotiledones 
V 9 = títulos de lectinas en cotiledones 
V 10 = proteínas totales en ejes 
V 11 = globulinas en ejes 
V 12 =talla radícula 
V 13 = talla talluelo 
V 14 = contenido de humedad 
V 1s = rafinosa en ejes 
V 16 = sacarosa en ejes 
V 11 = monosacáridos en ejes 
V 16 = fenoles en cotiledones (MeOH) 
V 19= fenoles en testa (MeOH:H20) 
V 20 = fenal en testa (MeOH) 
V 21 = T100 

V22=Too 
V 23 = títulos de lectinas en ejes 
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Grnup Obs 

General Linero· fkdels ProcedLu·e 
Cl.:iss. Levi::I Inf0nnation .· 

·Valües 
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SoLU·ce . ·. DF 
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0.01858440 
0.00127333 
0.01985773 

c.v. 
15.27645 

Type I SS 
0.01858440 

Type III SS 
0.01858440 

Suin of 
Squai·es 

.O. 00078401 
0.00008692 
0.00087093 

c.v. 
26.10584 

Mean 
Square 

0.00464610 
0.00012733 

Root MSE 
0.011284 

Mean Square 
0.00464610 

Mean Square 
0.00464610 

Mean 
Square 

0.00019600 
0.00000869 

Root f/Ji.:i"'E 
0.002948 

the p1·esence or 

F Value Pr > F 
.36.49 0.0001 

. Vl Mean 
0.07386667 

F Vaíue Pr >p. 
36.49 0.0001 

F Valué Pr » F 
36.49 0.0001 

F Value Pr > F 
22.55 0.0001 

V2 Mean 
0.01129333 
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Soill"ce DF 
T 4 

DF 
T 4 

l);opendent V.:iriiJ.ble: V3 

Source 'DF 
Mcdel 4 
ElTC•Y- . . . 10 
Cc•rreét~d Tot.:i.l 14 

_:·· .·.. ';/,' ~~~ci~~~; . 
Dapendent··vahru:lléi·,·_v3 
Sotu:-ce · " , · , " · 

T 
Source .. 
T 

Dependent Vcidable: •V4': .· 

Soui·ce 
Model. 
ElTor'. 

... ~ ",'. -:"~. 

Typ<il I :3S 
0.00078401 

Type III SS 
0.00078401 

Sum üf 
Squ111·es 

14258.00933 
542.82000 

14800.82933 
C:. V. 

11.63433 

Type I SS 
1...:258.00933 
Type .ÜI SS 

'14258.00933 

Swiiof 
·· ·squares 

4 .. 31729333 
<' 0:38900000 
' ' 4 .70629333 

" :· >c.v. 
'7.366689 

,' ?" -~~e I SS 
· .. :tl,; •';: ::;•;< '•:: 4:·31729333 

Sourée• i ·,· · ;/6•ift ,: :Type III SS 

T ))\ 0/: : • ;;j, 'º··.: .~<. 4;31729333 
:'-:~ ... -··'.:· ,-,. . ----_-

Depend,ent:,lfi:ll•i.~l~J::Y5 .. •···.·· 
·.; ·,:_;·°i>·"· \~~>.;{'(-/:_,·':',\\ 

Soúi·ce•.:·:·• ''!;: DF. 
M6clel . :/;,, '. \/ 4 
En·o1c .· .. , L' ... ,,,.,·:·: , :.,· •• : io ·. 
co-r1.:ectetl ~ºTO·taf ~~--.. ·~'- · 14 ~-

·· .. , ..•. '·' ,, · n-Séiúi:ire 
' ·. <•'' .. T;>;;c•,,.::>.Ó~699045 

Depei1dent .vadable: V5 .··. 
sou.rC:e )~o,,:; . DF 
T ••. ..... 4 

. ~UrGf:3 -~-~<º!'· ~,;~~:: ,, ; :_::~:·}. . -~~ . 
'• . , -->~ ; ;~ ' .. :· .. 

DF. 
4 

10 
14 

R-:Squáre 

Sum of 
Sauures 

2.01761707 
0.86863267 
2.88624973 

c.v. 
30.71766 

Type I SS 
2.01761707 

Type III SS 
2.01761707 

Sum of 
Squai·es 

109.8384267 
9.7979333 

119.6363600 
c.v. 

Mean Squar<il 
0.00019600 

Mean Square 
0.00019600 

Mean 
Square 

3564.50233 
54.28200 

R0<)i: MSE 
7.367632 

Mecm Squure 
3564.50233 

Mean Square . 
3564.50233 

Mean 
Square 

1.07932333 
0.03890000 

Root MSE 
0.197231 

F Value 
22.55 

F Value 
22.55 

F Value 
65.67 

Pr > F 
0.0001 
Pr > p 
0.0001 

Pi· > F 
0;0001. 

V3Mean 
.53,3266667 

P Value.. Pr.· >..F 
65.67 . 0:0001 

F Valüe ,., •: PJ'·. > ·F 
65.67 0;0001 

F Value 
27.75 

Pr > F 
: o. 000.1 

'.. o '~ ' ' .. 

Mean Square .. F ii~lue • · .· ';Pi > F. 
1.07932333 .... ·•'27;75 ·;:;. )0:0001 

Mean Square . F.yaúie • :.; Pr > F 
1.07932333 .... 2.7~75/ 0.0001 

. <-+~P~·~r~~Pf .. . :~.,·; :' 
M~an, • N~Y::'•/\' >' . 

Square . l"'v~1de·' , Pr > F 
0.50440427 : 5:81' 0.0111 
0.08686327 

Root MSE V5 Mean 
0.294726 0.95946667 

Mean Square F Value Pr > F 
0.50440427 5.81 0.0111 

Mean Square F Value Pr > F 
0.50440427 5.81 0.0111 

Mean 
Squai·e F Value Pr > F 

27.4596067 28.03 0.0001 
0.9797933 

Root MSE V6 Mean 

"• 



o. 91e11n 
D~pendent Vet1·iabl~: V6 
::<: .. IJl'C'ol DF 
T 4 
::; • .:_,u1·o;j DF 
T .4 

::~:·Lu-ce 

M.:·d~l 
E1-ro1· 

Di"' 

.lO 

Tyr,e I :::~:~ 

109 . H:•ü4267 
Typ1;i :lLI :::>S 
10·~ .8:-iu.-i:~67 

. !3LIJii ·i)f 

;:;qU.":tJ'.0:-B 
31.(...;'/ . 77333. 

39L7Ci667 . 
1.:0n·o;oct•Jd T•:.t:cll l·'L 32039. 54000 

H~:SqÚru'tJ :\: .. ·.·.• C :V, · .. o '.987772 3.199963 
!):.penclent 
$RJLU"C8_ . 

Vru-fobl~; Vl ' . •·· .. · .··• ·• ... · .... · ' 
> :' DI;; ····.· ... ·•·.·· .. · Ty¡i I $:3 ·• 
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·R~Squéire 
Ó.990589 

!):.penc\ent Va1)itbl~; •V8 ' 

SOLU'"Ce 
T 
SOW"Ce · 

T 

DF 
4 

DF 
4 

Deperüént Voriuble: V9 

SoLu-ce 
l•kdel 
Ei:ror 
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DF 
4 
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14 

Dependent 

T 
:3oLU'Ci.:1 

T 

R-:SqUaie 
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'DF 

4 
.... DF 

. 4 

]);,pendent Vadu.ble: :vio 

SOW"Ce 

1'\•xlei 

'\ 

DF 
A 

Sum of 
Squares 

50192;55067 
476.82667 

50669:37733 
C.V. 

2.776395 

Type I SS 
50192:55067 
'I'¡ pe I II SS 
50192'.55067. 

·suni of 
Squ.:u·es 

10. 1G666667 
1.16666667 

1.1. 33333333 
C.V. 

4.998Sl3 

Type I SS 
·.10 .16666667 
Type III SS 
10 .16666667 

SLun 1)f 

Squares 
221267.849:'.I 

0.98984!:1 

r.\~üli 3(ji.K\.l"~ 
27.4:196067 

M~i:1rt Squr.u·8 
~!'";' . 4~19Ci06'7 . 

Mr-:c:tn, 
Squ.:u·e 

F V<1lue 
28.03 

F' Volue 
28.03 

10.4640000 

Pr > F 
0.0001 

.P1· > F 
.0.0001 

FVi:ilue; •• Pr''.iF 
•201:.96•:/ (0.0001 •· 7911. 9:'1333' 

39;17667.' 

~OJt;;*!i\. 5:_.;:;.,~•· .~~ M~an··· 
. 6; 259127 .•.•.• )i :.;s;ó· ;',19.5; ~()0000 

"~ - .- .' 

Mear!:· ,., · · · 

12548 ~~~; ••··· . ,F2~~~~~;: · .~· ~~:o6oi. 
47.68267 

Root MSE . 
6.905264 

" ' . ':: : .. ~ . :, ;-
, .. · '"·«.,;·-

. -·,--

•.·.· .. ·.·.•:··,·va:Mean 
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, . _, 
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2.54166667 ··.2f.79·: 0:0001 
0.11666667 

Root MSE 
0.341565 

Mean Square. f Value 
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Mean Squani f··Value, 
2.54166667 •. 21;79 

Mean 
Square F Value P.r' > F 

55316.9623 28.22 0.0001 
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f\···:3qudl .. e 
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,.·., .., 
$.)\.ÜMCt\ DF 
T 4 

Ci.:pendent Variable: Vll 

Sou1·ce DF 
l·!•;del 4 
Error 10 
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0.971276 
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T 4 
Sou1·ce. DF 
T 4 
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~)ülU"'Ce 

T 
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DF 
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DF 
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Mean Square 
5423.00233 

Mean 
Square 

55.2283333 
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Mean Square 
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Mean Square 
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F Valúe Pi- > F 
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F Value·. ,p_t: >.F 
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F Value '· ;P1:>P 
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· 'Vl3 Me.in 
16.5466667 

,. \,1_ » f 
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Mo.:lel 
Et-ro1· 
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4 
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Con·ected Tot,;¡l 14 

R-:3qu.:i1·e 
0.995761 

Vari<tble: Vl4 

T 
Si:1LU"ce 
T 

I'.ependent 'va.dable: Vl5 

Solu·é~ ,, 
Mcdel 
Error , . 
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DF 
4 

DF 
4 

DF 
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T 4 
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T 4, 

'·-- -· 

Do:lpo:lndt!nt Vru:·iltble: .V16. 

' . - -_,_ .~:1- ' 
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. ; :¡ . . iú?' 

:::~Jllltl"~:::.; 

o. 04917!507 
0.000209]3 
o. 049:J8440 

c.v. 
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Typd I :3S 
0.0491'7507 

T)'lJ1; III SS 
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Süm of 
Squares 

53.35622667 
(i.39826667 

59. 75449Xf3 
c.v. 

15,99!:·70 

s\;m ¿.{· 
SqlJru.:es. 
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En-t1í· . 

.... ·: .. A·:.'.· ..... 
.. · .. :~-- -.·.:~.:1iéFY.·. ,. : 0:56031627 

Con-ect-.;:l .Totctl 14 
· ft.:s.~u.i1 ·8 

: .. : . 0.910267 
[:e.pendent V.idüble: Vl7 

T 
SóLU"CtJ 

T 

DI' 
4 

DF 
4 

.. 0.05523533 
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c.v. 
12.9794<3 

1ype I :3S 
0.56031627 

Typ.:. III SS 
0.56031627 

SqUCü"8 

0.01229377 
0.00002093 

Rt)Ot M.SE 
0.004575 

Mean SquO.re 
0.01229377 

Mean Squure 
o . 01229377 · .. ' 

Mean 
Square 

0:14007907 
0.00552353 

I'i:iot MSE 
0.074320 

Mean E:qua.re 
0.14007907 

Mean Square 
0.14007907 

F Value 
587.213 

P1· > F 
0.0001 

.• v14 Mean 
.· o .14680000 

· F'·VulUé 
587~28 

!'.' Value 
587~28 

.,, .. 

,. 

F Value· 
25.36. 

P Value 
25.36 

p Value 
25.36 

p¡- > .F 
O;OOOl 

Vl7 Mean 
0.57260000 

Pr > F 
0.0001 
Pr > p 
0.0001 
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0.909940 
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T 4 
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DF 
4 
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·14 

· . R.:.squúe 
0;959038 
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l. " .., 
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4 
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Typt:" I ~)S 
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Squores 
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' c,v. 

4.477852 

Type I SS 
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T)ipe III SS 

'67100.93333 

Swn of 
Sc¡uares 

35880.61733 
' Ei85.16000 
36765.77733 

c.v. 
9.640963 
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::5880. 6i 73:;, 
T:vr,c II I :JS 
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:':ium üf 
::;qu.:r1·e::; 
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10.66666667 
..:;9. 39733~:>:33 

c.v. 
18.9.3879 

Tvoe i SS 
30. 73(16(16(.'7 
T:.,.T~:: I.íI s~·; 
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Sq1.1ar.:: 

2133' =-i6666í' 
84.466667 

Root MSE 
9.190575 

Vii::..;n ~)quure 
2133.566667 
Meon Squ<trn 
2133.566667 

Mean. 
Squoré 

16775.23333 
286.60000 

F Value Pr > F 
25.26 0.0001 

V19 Mean 
69.0666667 

F' Vülue 
25¡26 

F Volue .. 
25.26' 

· .. 
. P1· > P 
0.0001 

. P1· ;, F 
: .0.0001 

···.·:':; :-::· .- ..... 
.. . V2o.· Mean 

.. \·378':066667 
·"'-:: 

Mean Square F VaJue .. ¡., .: Pi .> F 
16775:23333 .··.· '. 58;5::¡ 0.0001 

· Mean Square · F Value .·.. .· Pr · > F 
16775;23333 . 58~52 :0.0001 

Mean 
Square 

8970.15433 
º88.51600 

Root MSE 
9.408294 

Mean !':'..quare 
8970.15433 

M>:>,:111 Squure 
8970.15433 

Mean 
Square 

9 . lil3266667 
1.06666667 

Ro.;t MSE 
1.032796 

Mean Squa.i·t'. 
9.68266667 

M"'ón ::A:¡u¿:i1·.:: 

.. . . . _·" -.. ~· .... -· 

F vaiue. 
101.34 

Pr > F 
'0;'0001· 

,·:· .. 
V22Mean 

97:5866667 ' 

P vá1u~ 
101.34: 

F Value 
101.J::V. 

F Valí.te' . ' F'l~ > F 
9.08 ' . 0:0023 

V23 Mean . 5: 45333333 

F' Value 
9.08 

F Value, 

Pi" > F 
0~0023 
rr > F 



T 4 38.73066667 9.68266667 9.08 0.0023 

Tuk•='Y' s :3tudentized l~ange !!-ISO) Test for: vai·iable: Vl 

NOTE: 1llis test controls the type L <::.:perilnentwise erro1·.iate. but 
genen1Hy h1.1s et lügh;;t· type II .;:i:roi··rafo thari.REBWQ. · 

,::·· 
Alpha= 0.05 df= 10 MSE= 0.000127 .. 

Cdtical Value of :3tudentized.R<:.\rig"ed.\~L654 , • 
Mínimum Significm1t Diffe)-eriC::e:= O. 0393 

Me•ll1:::< with th0 süme letter a.re; not i;;ignlficarit¡y d¡ff~1·ent. 
Tukey G1-ouping " Mean .:N ) 

A 0.11700.:" 3 ·º 
0:091367 3 1 

A 
D A 
B 
B e 'ci. 077.00 3 

.,. ,_ 
e 
e 0.06267 3 ,3 

.. 

D. 0_.01400' 3 4 
.'.':º_,---·,,.•._o,, 

Tukey's Studentized Hange (HsDl .Test f~i- ~·ariable: V2 

NOIB: 111is test c~~t~bl~:hl~· t9~-I~~periniei'1twise ~r~or rate. 
g•;,1íei'al ly hás a•higher~ ty'pe:II en'•)lc raté than Rffi\'/Q. 

·· c1· 1t7~~~;Hv;,~~e5ied&~u1~,1t~~~·-·~~:~~!=-~•:c54··. 
M.1ni1áün:!~i~rhi fiÚ111t Dlf Cer.;:nc<;,=- o, Ó079 .. · 

... 
Mec1n::; w1,t1·I .. ~!·!.:: :_~;~i~1~f\é(i~~'t':,:Jr~ ·1K1t oi911i f icanl li· díf fe1·ent .. . ,·,.·,·, -· - ·.:··:· . 

TukJy Gl'i::úpir~;• 

A 

B 
L' 

8 
D 

M.:.an:. 

0.02400 

0:01167 

ij .1)1167 

i). OiJí.~?tj 

...: . 002-lJ 

N ·T • 

3 o 

3 1 

J ;] 

.. 
J 4 

but 



NIJill: This ttist controls the typti I exper-im<::.ntwise e1-i-01· i-.:1te, but 
generally has a high<31" type II en·or rate than REDWQ. 

Alpha~ 0.0~3 df= 10 MSE= 54.282 ,. ·.·· 
C1·iUcal Value of Studentized Range:- 4:65-:i 

Mínimum· ;:;ig11ificant Dif fo1·ence= 19. 799 · 

.Means with the s<ime lett'.='1· are nót sigrlifictintly d~fte1~ent. 

Tukey G1:óup.i r,;¡ M8i:lú N y' 

A 96.667 .3 .O 
A 

B A 83.43J 3 1 
El 
B e '3 2 ¡. '> 

e 
e 3 3 7. 

D 3 4 'Z· ~ 

Ni.11E: 1his· te~:t confréilsthe t:,:¡~i} e~~í:ÍcobÍm~1:1t:~i:;;,/etTOr ¡·ate-. but 
gene;·~Jly has a higl1~?1· t.>'i:r3. Tí ei'rórj·até th.li1 REEl'IQ: 

· .•, Al.~h~_;,•(J.o~> clf;; ic1' ~5Ji;., ó'.0389< < 

C1·iticaF\/álué 'oí:, Studentized;Riirigé;; 4;654 
••·. Mini1nwn fiigriifiéant Diffo::1;enée'.'.' 0;53 · 

Mei:lns wi th the gamtJ 1 etl:e1~ are n(it ~1~1ni flcaÍ1tly di rferent . 

. N_ .T 

A 
" J.617 3 o 

13 2.767. 3 1 
ü 
B 2.663 3 2 
B 

e B 2.300 3 3 
.~ .... 
e 2.040 3 4 

T•.~'ey 's Studentized Rangé CHSDl Test for; ~adabie: V5 
<. ::,. • " • '-: :~ ' • • :·. : • • • ' ' 

NOrE: Tilis test contrnls .the· l:ypé I e:(péfi!Íiéntwise. error rate. but 
gene1·a1Jy has a highei· type II e1To1;:hi'.te than RIDWQ . .. ·. ·, .· 

e - ~-

Al phci~ 0.05 df~ lO MSE~ 0;086863 



C1·iticc:al Vülu~ 1.:ir.' Studt'.!fitlz-ad f\r:in;¡i::= .:.J.654 
M1111m~..1111 ::::1·i_Jn1f1.:·.;,¡1;. [J1ff,~1-~r1.;r:..:.. IJ.792 

Tuk<~y Grouping. 

A 
A 
A 
A 

B A 
B A 
B /l.. 
B 
B . 

. .'. ,.· ' ·-

Mean· 

1.397 

1.341 

0;863 

0;78Ó 

0.417 

N T 

3 4 

3 3 

3 ~. .. 
3 1 

3 o 

Tukev 's Stúdentized :R,,,;,q,. .<HSDl 
• ' • . -·.« .• : • • - ' 

Test fo¡- variuble: V6 

NOTE: 1lüs t¿t: fo1\frols tli.:: type I" e:-:r.1el"imentwise en-or rate. but 
g;;.1ie1·il11y l1asü.liighe1· type 11 en-01· rate tlmn REBWQ. 

Alpha.;. 0:05. df~ 10 MSE= 0.979793 
C1'il:'icalV<tlue· Of Studentized Range= 4.654 

Minfmum Significant Difference= 2.66 

Neans· with lile same letter are not significe1ntly different . 

. Tukey Gro.:iuping Mean N T 

A lJ.JSO 3- O· 
A 
A 12.930 : .. 3· l 
A 
A 11.333 3 '-.· 

.:. 

B 8 .. 377 3 .3 
B 
B 6;330 3 4 

Tukey's Studentized Range <HSDl Test fo1~ variable:. V7 

l~OTE: TI1is test ceontt·ols the type I e:<perimentwise én-or rate. but 
genei·<1lly ht1s ahigher type II error i-ate th:u~ fm3WQ." 

Means 

' ·' "" 

.. Alpli.:i= 0~05 .dí= 10. M5'E= 39.17667 < 
Critical Value oLStud<:!nÚzed Rt1nge= 4.654 
· l·lfrli1ticm1 Sig1'1ific.:•r1t Diffe1·enc\!:~ 16:82" · 

with·.l:h"' ~<1111~ .;etter ur>e rK•t .i;ig1üfi¿~;1ti; dÚferent. 
.[" 

Tui\.;.¡i Grou[)ing Meun · · N T 



( 6.333 3 ... ,, 
e 
,_ 5.C:tJJ .. , 

.J ..¡ 

~hJrE: "llüs l:esi: cohti··:•ls lh.:i ty·p.:o I exr;<:li·imentwise error.rate, but 
genernl ly t·1as a highe1· typ.b Il eii-01· · i-ate than RmWQ . 

. Alpha.; 0.05 df~ 10 MSE~ 1959.952 
Cdtical Vúlue of Stl!dentizecl Range=4.654 

Minimwn Signif1cant Difier.er1•:e~ 118. 97 

Mo::.:ins with thi;; same let.ter üre n1:>L ::;ignificantly diffe1·ent.: 

e 
e 
e 

A 

B 
B 
B 

D 
D 
D 

Tukey • i:; studentizect, Rar~e)HSDl T~~~,.fol."/'.yariable: . v11 
.A1pl1a:=o.05;·ci.f=>1bi MSE=;:&:i:·,15· (> 

c1·i tica1::vi:J.1ue; of;stüéleiítiZect Range='.4~654··• 
· Min!mu~ significaíi1:/niffereñce=•2i:523 '· 

:<,,,- ~,_,.,:;;:;_-;:~- .•.; ~;';::~· ,-_,_ •. ,.-· 

Means with .·th~:·~a~~ f~tár are -;~6f ~{~~ifi~~hÚy ciiff~rent. 
'· ,/•;- •,;,. . '.''. ¡;_.,:,,.,,.: .. ,,,, . ;.,~;: .. :'· ... ·,, ':;; ;'" .-' 

Tut<ey·. ci1;6ú!''.rr;;i••· · ;x;r.;~~.:;f{~?:¡;;·"ft:N': :T!· .. 

B 

e 
e 
e 

,. :·:,'.'.'-\'.'-.-· ·.:,. . 

··.·267.567;<; ~ /3 .. éi· 

1\.1key's Studentized Range !HSDl Test foi· vái'.icible: V12 

Alpha= 0.05 df= 10 MSE= 2.858 
Criticctl Value of StL1dentized Range= 4.654 

Minimllm Signific¡rnl:. D1fforence= 4.5429 



Means with tl1.:; s<une lettei .. ltr8 not significantly dif fe1·ent. 

Tukey Gt·wpiíhJ Mean N T 

A 16.267 3 o 
A 

B A 13AOO 3 ·le 
B 
B 11.033 3 2· 
B 
B 10.267 3 3 

e 4.700 3 4 

Tukey's Studentized r~an<;¡e (HSDJ Test fo1· variable: V13 
Alpha=d 0.05 df= 10 MS'E= 2.082453 . 

CJ.•itical Value of !3tudentized Han<Je=4.654. 
Minl.murn Significant Difíenance=-3.8779 · · · 

M.;;ans with the s~m.:i. lette1· ru·e not signÍficantl'y CliÚe1;~nt. 

'I't.lkey Grnuping 

A 

B 
B 
B 
B. 
B 

e 

Mean 

27.443 

17A23 

16.367 .. 

··13.M7 .· 

.7.633 

.r,··· 

2 

3 3 

3 4 

Tukey'::; Studéntized Rar..:]e CÍ-ISDl Test. fo1· vai"iable: V14 
•. . Alpha~ o;os ctf~ 10 MSE= 0.000021 · 
Ci-itical. Válue of'Stüdenüzect· !(an:ie~ 4;1)54 
. · Min1mtun Sl~11uficunt·[1iffen',,ncew-O,Ol23 

.,,. ·.,:.".;. ' 

Mr.:c:tnd w·ilh d··1~~ ~~i~1~·: .. 1~Lt81···..:i.t~··i1•A. s1~ll'iificüntly diff:~rent. 
": ', 

i\.tk8y (3¡-(•Upl l •J Me.:in N T 

t\ 0.24000• 3 4 

B 0.17900 3 3 

e 0.13533 3 2 

[I .0.09467 
D 
¡_, ,) .G:)500 J o 



Tul·;f.!y • s Studentized Rang.:. (HS'D) Test fol" vm"iabl e: V15 
Alpha= 0.05 df~ 10 MSE= 0.639827 

Cl"itical Vc1lue of Studentized Range= 4.654 
MinimLun Significant Diffe1;once~ 2.,1495 

Meun::; with UÍ.:i sc:1111e lette1· cu·.:: not significcu.;tly <:li~.fe1~ent. 

Tuk•"Y Grnuping Me.r.111 .. N ' T .• 
: 

A 8.420. 3 o: 

B 5 ~ :390 ·,:. ' 3 1 
B 

e B 4:400 3 2 
e B 
e B 3~863 3 3 
e 
e 2 .. 9:.'.}0 3 4 

. '". ·,·'·.:~· .. : - j< ·; 

Tukey 's Stud<!ntfzoád Ra1~0 '(Hb"'Dl Úst fo1· val"iable: · V16 
.Alphé.0.'05 ·df".' 10' MSE~ 0:018293, 

c1·itical :va1ue.O( stud.:intized Rangé= _4_, 654 
Minimi.un Sigriificant Dif fér;,inée= o: 3635 .. · 

Means with the sam~~l~~ter are not si,g¡üficrtntly di~foi:ent. 
Tuk~y G1:6~~i.~g . . , .· .· .· . . , 

A 
A 
i\ 

B 
D 
n 
B 
B 

Mean 
3. 013 

2.J)!)I) 

2.-21.:i: 

2.210 

-~. 050 

·N T 

3 o 

3 l 

3 2 

3 3 

:3 4 

Tukey's Studentized Rari.J•" tHSDl Test f.;:.r vai:iable: V17 
. Alt;ha= 0.05 df~ 10 M:3E= 0.005524 

Ci-itical Valu<! of Stud.:.ntized Rarr;re~ 4. 654 
Minimum Si9nif k<111L Di ffe1·ence= O .1997 

Meun,; with the sám.., letto::1· fü'<:l nvt ::;ignificantlydifferent. 

Tuko:.y Groupir(i M0lln N T 

A 0.8900 3 4 ) . .r.1 
A 
A 0.6983 3 3 '). 

El 0.4807 3 o 

'\ 



B 
B 0.4040 3 

.,, .. 
B 
B 0;3900 3 1 

Tukey' s studentized ílaí1C1e •· cHiil ;re5fc;tw>ÍciÍ~ial:ile: · V19 
' Alpha= 0.05')clf~}03::}1SE;,;f84,~~667 >' 
CriticaLValue •of studériUzec('.Range".'\4;654 

Minimum.Significct11t•:Dffferel1ce=·'.2~•/597······· 

Meai·L5 wi th ·· tM··.sti~e :~:tt~~·- -g~· ~~~t-?~~~l~l~a~~1:"Y. Ct~Ú~i-ei.1¿_. 
Tukey <il'o~¿;ng < >\ 'M¿·~ni;H ' '. N < T.} ' 

·A •. ':~1~2}~~b·,'./·.:CT~.~o'· 

B 
B 
B 
B 
B 

·A·· ·"··'•.J• .. '.· 
A .~1·.Sº-º);_iH.~.;3·-·.} 

e 

67.333':>c3 ···1 

'3 3 

··_j29:000.: --3~·4 
~-:~~,/~~'.:~ . .::,:. ·;~ ~' 

"""'' "'1;~;~ ;'.'.'~iL~'.f¡;;·~:~~;~'''•• "º 
critica1:·va1ue ofStudentfaedHRarge'i'L4;654' , .. 

· Miilimlún Si91'.ifican(Diffe~ei1ce~.45'A93'· .. ·•· .. · ..•.. 

Means with tl1e . s~~e .\et~~/~e'ist~~~~~{tii;a1~~i~;~¿irferen~ .. 
' . :'<-~_.,·~-:' :: -. , . -~-~--~;.-:-~ .. ;·::,X,~ . - :'." 

TLlk~y G1~upi~ ·v' Meari. ; ; }N r 

e 
e 
e 

;~ ': ·., ·- -

443'::33'' ''éJ/o · 
.;.; 

35f:\5-7 ,:,:»: _:·~.:~/3-'. :2·' 

./292,oo>' ··3 4· 
·~· ;],:/·~~,:::-:; >.~'.);/.··:. ::·:-:,.·)t.>· ¡~-'' .~::' .> 

Tukey' s stucteriüzect :R~ri9'e;füí®)i~!~~t\i6~-: variable: v22 
Alpha,;;. o:os 1'i:i.'f.;;,1d;·C~iSE,;. 88~5Í6. , 

Cri ti cal va\üe 'of,: StuCÍ.érit.Í:::ed Range= · 4. 654 
· Minimüill: Sign{E:tC:aiit:~rH'i' rehince"' 2s .2a2 

;.;;_ ,<,(.·~?:.'-~·-~:','.'"·'·'. ·~·.·. :, ·¡:. 



Tukey· Grouping Me un N T 

A 180.500 3 4 

B 116.500 3 3 

e 88.333 3 .'2 1-

e 
.e 64:667 .··.- ···3 1 

D 37.933 3 o 

Tukey' s s.tudentized Range .· crlSD) ;±~sÚfoi~yai'i~le: V23 
. Alpha.; Q:05\ df=, 10) MSE=:'l''.0666~í' ' 

Critical.•Va1ue of.St::údentized'R<inge'; 4'.654 
Minimum.7ig11if.icant:Différen~e-;.2.77~ ~ •..•. 

Means.· with.tl1~··s~~;~ ~~t~:~ ~e;~~tf:~~3~i~{~~~~~Y ~i~ferent. · 
'I'Ukéy,.Groupil1g' • - .e t·íéall _, t N: T 

Dependent Variable: V18 

· ·8'.ooo' · .. 3 o 

6:66? ... · .. 3·· 1 
-~ '.. ''.· 

<:. : : '4:600":; . 3 2 

4~cióo 

4.000 

3 3 

3 4 

Sum:ot· Mean 
Source DF ~ · ; &¡uai-~s . .. . Square 
Model ·.: »2'•: <' 31':05555556·' 15:52777778 

F Value 
11.65 

Pr > F 
0.0086 

El'Tor .. . ........ ; ''/:.~';') .. 8:ciooocióoo:. : 1.33333333 

~:r;;~l[-¡j1rli.!.l.'l.fi.¡: : m~ 3 ~¡t~ 
' ,k· ~ • ' ~ •• ,.;.-

\ <>·; :_:)) :(:~'". ~ 

Tukey' s StudentÍz~'Riíri~~ CHSDJ,'re~t for variable: V18 
· Alpha= o :·05 •df-:= 6 MSE=. 1.333333 

Critical.Value of Studentized Range= 4.339 
MiÍ1imum Significarit Difference= 2.8929 



Meu.ns with the same lette1 ure not significantly different. 

Tukey Grouping Mean N T 

A 5.833 3 o 
A 

B A 4.167 3: 1 
D 
B •, 3 2 

' ' 

.SLiln af.· ;!~!eari. 
Dependent.Variable: V21 

~:e~e DF ·. · · Squáres · ·•·· i3io4~g~t ·.· ~i~;~~~ ·:: ~.'ó6oi. _ 
~~,'*'~º~:1 it:~f: 41il2 "'67: < +: -, V2L .. ~ 

r;;, :;)~?:2SOQOO.: 

SoUl."ce. ·- · ··· 
T. "'-: 

SoUt·ce 
T -

>:;·<í< :;.;.-., .: ,-;,-; .:~·/.:· .. :~~-»-:; ' .. -, -;.· 

Tukey.' s Student1zed •Range,; (HSD):,Test: fori.vanable :W2l<i': ::' 

NOTE: 111i~ ·~~~r·~i~t1~1~~;:~h~{~~G~·;; :~L-Pe1ii~l~1:~l~~{l~~~::t~t~:>but 
general íy. has.a·.•higher'Jypéü .error ·rate~\:han REJ3wci: ·· · · 

, :.··-~ ·.·:/,,;.•i;":. ,_;" - -. . . ' . . < ··, - ,- '··· ·.- ,:.;·~;-7:: • -~ < "! 

· ;A1p11a~o:a5·:·;ú;;,'s MSE=.li9:üi67 .. : .;; · 
Critic.:i.1 .. ValUé'of;Sfodentized· Rangéd:A.529'.º ). : .. 

Min.~ruwn ;S,ignificarit ·. Di~ference=. ,28:5~5 ,,·,:: .. ·-.. -· -

Means with thi ~J~l~tte~- .:i.re . . . : . . 

'I\Jk~y Gro~pir~ 
A 

B 

e 

D 

not sign:ifi~iirit1Yctifferént. 
. ·., . ' •, , .. , «"· . ' 

M€l¡:¡n:_ ~. : N T,' -
------:.--:-·--·--

.·233;qoo, 3 3 · 
.,,·:<:. ... -"-,, _: .. 

154:333' 

i2l.6~;· 
·. 3 2·' 

~ 1 

3 o 

. . . , .. 

23 'VAR' Variables: Vl 
V7 
V13 

CORRELATION-ANALYSIS . 

V2 
va 
V14 

· .V3 
\¡9 . 

-- \115 

. ·. \¡4 

VlO 
Vló 

V5 
Vll 
V17 

V6 
V12 
VlfJ 



Variable 

Vl 
V2 
V3 
V4 
V5 
V6 
V7. 
va 
V9 
VlO 
Vll 
V12 
V13 
V14 
V15 
V16 
V17 
V18 
V19 
V20 
V21 
V22 
V:23 

Vuriuble 

Vl 
V2 
V3 
V4. 
V5 
V6 
V7 
va· 
'V9 
VlO 
Vll 
V12 
V13 
V14 
V15 
V16 
V17 
V18 

Vl9 V20 V21 V22 V23 

CORRELATION ANALYSIS 

Simple Statistics 

N Mean Std Dev Swn 

15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
15 
:15 

0.07387 0:03766 .· :1:.10800. 
0.01129 0.00789· ''0.16940 

63. 32667 32. 51464 949 ;90000 
2.67733 . 0)57980 .> •''40;16000--' 

o. 95947 o :45405 . •:,; .·.··.'.'~.:.:·1•,5146··. ·.·.; 3996.20'0ºº0· ·•··. 1o.46400 2 ;'92326 ) ' . 

·~::~~g~~ .·. ¿~¡~~~~~;·;,!iLi.'tHtr;;~~51,:· 

i!~iª : j·~~!iil~i~~·· 
15 
15 
·9 
15 

; 15: 

··ff'<. 

16;54667 

· ·• g:~6~~~~s· 
2:42733 ;;" . 

· .. ~:·~~~~,;1~) •-":~ 

~ ,.;·· .. :~ 
·.-:,. 

15o\/ ·~··~·:5··:'453"~~ ~~·,;:···", ~.>" .. '1:.:87840 a1··.aoooo 
:·:/.' ., .,.·~:,;· 

Simple St.ati~tib~ {' ·.: . ··.·•.· 

~1x~¡~Lln •· . ,_:: ·11:i:d:1Uni . · 
0;01~~~ .• -:/·'. '6.12;00···· 

'0.00220.''.· •·:0:02400 
··· ::5·,30000 ::. '·'-'••1óó:cioocio 

1\87000 ,, :;· c<L"ooooo 
.·. 0:35500 ),.' •• ·1.80000 

. 5 ;65000: ; ' ·.·2·b~31·.· 48060º0º0º. 
116.40000· -
165.00000 '.326.50000 

5:50000 a.soooo 
·322:aoooo ·787.70000 
' 155.40000 270.50000 

4;30000 19.00000 
6: 90000 28. 17000 
0.08400 0.24800 
2.77000 9.34000 
l. 95000 ' 3 .17000. 
o; 36000 o. 93000 
l. 00000 7. 00000 •, 



Vl 

V2 

V3 

V4 

V5 

V6 

Vl9 
V20 
V21 
V22 
V23 

va· 

V9 

V10 

27.00000 
277.00000 
70.00000 
30.50000 
4.00000 

117 .00000 
475.00000 
249.00000 
189.00000 

8.00000 

CORRELATION.·ANALYSIS 

Pearson Con:elation Coefficient~:i Prob·> :R: unde1· Ho: Rho=O 
/ Number of OJ:servabbns : ·.J : , : 

',-; "·.<·:::·.: , < -· 

Vl 

l·~OOOOÓ 
o.o 

15 

0.87780 
0.0001 

''15 

0.91597 
0;0001 

15 

0.82129 
0:0002 

15 

.-o.7804él 
0:0006 ... 

:.·15.<."'•' 
- ::· ;·. :~; 

o.9o2l.9 . 

: v2·~;/ ;.{_,·: ~~~.::{:V~·f;~ ~··> . ::·,· 

·o.a;ido,?· 
•o,oooF 
........ :·:15"\:.; 

. l;OÓCfcl9~;;, 
·'·':_;; 

V6 

: -0~7so4a':' · ·. º; 90219 
· o;oooi: 

.;-" --15 

;a:s9553·· 
•¡ 0;0001 
. ·:· .. ~15 
'> · .. : .. 
o·.a2551 

o.oo~; ·.0~0002·.:'.· ·,·o.pooi:,. ': ... ~,"cooo.2.:-:· ... :1 9:~023·:.:" o.o 
15 

- ·-··.·.-.... · 

o; a5723'.' .. ':,~,~ 
0.0001 \ 

'15'; . ' \0~15:;~ '': •'' .... :; 

0.05005 :::: o'ik9~9c/c'. .· <o.;8;2¿•··· ··. o.899~0 
o:oooi.: 0.0001. ··· ·. ~.o'.0005. 0:0001 

15 ·15 15 15 

,, 

-0:84589 
0.0001 

15 

0.71899 
0.0025 

15 

0.80290 
0.0003 

15 



Vll 

Vl2 

V13 

Vl4 

Vl5 

V16 

V17 

V18 

V19 

V20 

V21 

V22 

0.88153 
0.0001 

15 

0.93945 
0.0001 

15· 

Vl 

o~ 84236··,,:: 

0.86055 
.0.0001 

15 

Q,86719 
0:0001 

15 

o: o'Dát.Z r ;::· 

·~ 15,;: '¿¡\ !{,;e i_5\ 
. "-,:,_.-.~. 

o. 84670 ·é.'· 
0.0001:. . 

•. i5 

-0.97196 
0.0001 
. 15 

-0.85578. 
O.OOOF 

15 

'-c-(J:94045 
0.0001 

15 

0.88499 
0.0001 

15 

-0.78824 
0.0005 

. 15 

. ..:i:ui349 · 
· · o.oo2e 

. <15.•j,. 

0.92367 
'. 0.0001 

15 

0.83952 
;·0:0001.•. 

:•. 15 . 

:;:::;o;ao9a5 
y.<'0:0003 

15 

''•· :; 0;80523 
' ,0.0088 

. 9 

. 0;91070 
: 0.0001 • 

15 

.· .. ·.···. : ;~ d~~;~~) · '.:.:o. a4316 

>.0·:0002 '··0.0006 
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