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RESUMEN 

La velocidad con la que las semillas envejecen depende de su genotipo y de sus 

condiciones de almacenamiento. Las causas exactas del proceso no se conocen, 

sin embargo, en diferentes trabajos se ha demostrado que en las semillas 

envejecidas se presentan especies reactivas de oxígeno (ERO) corno el 

superóxido (02) y el peróxido de hidrógeno (H202) y disminuye la actividad de 

algunas de las enzimas encargadas de eliminar a estas ERO como la superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y las peroxidasas (POD). Estas 

observaciones sugieren que los efectos dañinos asociados al envejecimiento 

podrían ser consecuencia de una acumulación de especies potencialmente 

dañinas, considerando a esta acumulación como el resultado del desbalance entre 

la generación y la eliminación de las ERO. Lo anterior sugiere que si el sistema 

enzimático de defensa frente a ERO, conformado por la SOD, la CAT y las POD, 

fuese determinante en la protección de las semillas contra el envejecimiento que 

se realiza en el almacén, entonces, semillas de maíz que presentan distinto grado 

de envejecimiento después de ser sometidas a las mismas condiciones y tiempo 

de almacenamiento, tendrían una actividad diferente del sistema enzimático de 

defensa frente a las ERO antes y/o después de la germinación. 

Para poner a prueba esta hipótesis se trabajó con tres cultivares de maíz con 

diferente sensibilidad al envejecimiento. 

El envejecimiento estuvo asociado con peroxidaciones en el eje embrionario, las 

cuales se reflejaron en un aumento en la lipoperoxidación y en una disminución 



de la integridad membrana!. Solo este último parámetro correlacionó 

positivamente con la sensibilidad al envejecimiento. Además del daño membrana! 

observado en los materiales envejecidos, también se detectó un incremento de la 

producción mitocondrial, evaluado al nivel de la poza de quinonas, del radical 

superóxido (Ozl 

La capacidad de detoxificación del H202 de la semilla germinada disminuyó en los 

materiales envejecidos. 

Por último, el envejecimiento estuvo asociado, de manera general, a una menor 

actividad de la SOD con respecto a los controles, antes y después de la imbibición 

y a un cambio en la actividad de la POD y la CAT: la actividad de la primera 

disminuyó solamente en el material más sensible, mientras la segunda lo hizo en 

el más sensible y en el de mediana sensibilidad. La actividad de la SOD después 

del envejecimiento, correlacionó positivamente (r2=0.99, P=0.06 a=0.05) con el 

valor de P5o de los diferentes materiales, esto es, la mayor actividad de la enzima 

se presenta en el cultivar de menor sensibilidad al envejecimiento. 

Los resultados obtenidos sugieren que la acumulación del H20 2 durante la 

imbibición de diferentes materiales envejecidos, es mayor en el cultivar de mayor 

sensibilidad al envejecimiento y que esta acumulación está asociado a la menor 

actividad de la SOD y las POD en este material. 
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INTRODUCCION 

El término "envejecimiento" es usado para describir tanto la progresiva pérdida de 

viabilidad durante el almacenamiento de las semillas (Noodén 1988) como la 

disminución de su vigor evaluado por ejemplo, como disminución de la velocidad 

de germinación (Vertucci 1992). Diversos estudios sobre los efectos del 

envejecimiento de semillas en almacén indican que este deterioro está asociado a 

procesos oxidativos en los que intervienen especies reactivas de oxígeno (ERO) y 

eventos de lipoperoxidación (Parrish y Leopold 1978, Stewart y Bewley 1980; 

Wilson y McDonald 1986; Hendry 1993; Bailly et al. 1996; Sung 1996). También se 

ha demostrado que la sensibilidad al envejecimiento o bien la velocidad con que 

las semillas pierden viabilidad en el almacén, varía entre especies y entre 

genotipos de la misma especie (Priestley et al. 1985; Moreno Martínez et al. 1988, 

Bernal-Lugo y Leopold 1995). Lo anterior sugiere que las semillas poseen 

mecanismos genéticos que las protegen diferencialmente de las reacciones 

deletéreas que se manifiestan con el envejecimiento y que la expresión de estos 

mecanismos de defensa varía cualitativa ylo cuantitativamente en cada especie o 

variedad. Estos posibles mecanismos de protección pueden estar presentes en la 

semilla seca o bien expresarse durante la germinación. Dado que en el 

envejecimiento se presentan procesos oxidativos como las peroxidaciones 

(Priestley et al. 1985; Bailly et al. 1996; Wilson y McDonald 1986), es lógico 

suponer que uno de los mecanismos protectores de la semilla debería estar 

constituido por procesos antioxidantes . Entre estos se encuentran el sistema 
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enzimático de descomposición del superóxido (02') y el peróxido (H20 2) 

constituido por la superóxido dismutasa (S0D), la catalasa (CAT) y las 

peroxidasas (POD). 

El objetivo de este trabajo fue determinar si el sistema enzimático que defiende 

contra las peroxidaciones celulares, participa en la protección de la semilla durante 

el envejecimiento y en su posterior germinación. Así como también el efecto del 

envejecimiento sobre la actividad de dicho sistema enzimático de defensa. La 

estrategia utilizada fue la de correlacionar la actividad del sistema enzimático de 

defensa frente a ERO, conformado por la SOD, la CAT y las POD, con la 

sensibilidad al envejecimiento de diferentes cultivares de maíz. 
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ANTECEDENTES 

1. Envejecimiento de las semillas y alteraciones asociadas 

El envejecimiento es considerado un proceso degenerativo, no regulado y 

determinado principalmente por factores externos. La muerte o pérdida de 

viabilidad no es la única ni la principal consecuencia del envejecimiento (Noodén 

1988, Smith y Berjak 1995). Algunos de los cambios asociados al envejecimiento 

se han documentado en los siguientes niveles: a) daño a las biomoléculas de 

reserva, b) disminución de la actividad respiratoria, c) pérdida de integridad 

membrana!, d) disminución de ARNr, degradación de ARNm presentes en ta 

semilla madura y disminución de la capacidad de síntesis de novo de ARNm, e) 

degradación del ADN, f) disminución de la síntesis de proteínas, g) disminución de 

actividades enzimáticas y h) disminución de integridad cromosómica (Smith y 

Berjak 1995). Todas estas alteraciones pueden conducir tanto al incremento de la 

probabilidad de muerte, como a la disminución de la resistencia a diferentes tipos 

de estrés (Noodén 1988). 

La disminución de la viabilidad y del vigor (velocidad de germinación, crecimiento 

de plántula, desarrollo de plántula, etc.) de las semillas durante el almacenamiento 

se conoce como envejecimiento (Noodén 1988, Mckersie et al. 1988, Vertucci 

1992) y aunque el o tos mecanismos por los cuales las semillas envejecen cuando 

son almacenadas no se han dilucidado, se sabe que la velocidad con la que el 

fenómeno se establece depende de diversos factores ambientales, como ta 

temperatura, la humedad (Vertucci 1992, Smith y Berjak 1995) y la presencia de 
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oxígeno (Hendry 1993). La teoría del envejecimiento por radicales libres, postula 

que durante el envejecimiento en el almacén se acumulan algunas de estas 

especies (Wilson y McDonald 1986, Hendry 1993) y que ellas podrían relacionarse 

con los daños asociados al envejecimiento (Hendry 1993). 

A. Alteraciones al nivel de biomoléculas de reserva 

Lípidos 

La composición de lípidos de reserva de las semillas es determinada por factores 

genéticos, pero puede ser afectada por las condiciones ambientales como la luz y 

la temperatura. Un estudio de la relación entre longevidad y la composición 

general de diferentes semillas ha mostrado la tendencia de las semillas ricas en 

lípidos a ser poco longevas (Priestley 1986). Esta tendencia parece estar 

relacionada con la susceptibilidad de estas biomoléculas a la oxidación y a las 

condiciones de temperatura y humedad relativa (HR) presentes en el 

almacenamiento. Las semillas ortodoxas maduras constituyen un sistema seco en 

el que la velocidad de lipoperoxidación de los triacilglicéridos inicia lentamente 

(período de inducción) y se acelera conforme avanza el tiempo de 

almacenamiento. Se ha demostrado que a altas temperaturas y HR el período de 

inducción se hace más corto y la velocidad de la siguiente fase se incrementa 

exponencialmente (Smith y Berjak 1995). 

Carbohidratos 

Se ha demostrado que durante el envejecimiento se presenta una disminución de 

azúcares en semillas de maíz y soya (Bernal-Lugo y Leopold 1992; Sun y Leopold 
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1995). En cultivares de maíz con similar calidad inicial y diferente sensibilidad al 

envejecimiento se ha observado acumulación de monosacáridos (Díaz de León 

1993) y disminución significativa de rafinosa y en menor grado de sacarosa 

(Bernal-Lugo y Leopold 1992). Todas estas alteraciones parecen influir en la 

estabilidad del estado vítreo, el cual es un estado de alta viscosidad, que limita la 

generación de reacciones deletéreas (Bernal-Lugo y Leopold 1998) y por lo tanto 

mantienen la estabilidad de la semilla. 

Proteínas 

En estudios donde se ha evaluado el efecto del envejecimiento de las semillas 

sobre las biomoléculas que la forman se ha sugerido que durante el 

envejecimiento en el almacén se promueven entrecruzamientos y proteólisis 

(Ching y Schoolcraft 1968). Estas alteraciones modifican la estructura de las 

proteínas y en el caso de las enzimas, su actividad. Aquéllas enzimas implicadas 

en la movilización de reservas, como la amilasa, pueden ocasionar alteraciones 

que resulten en la disminución de la germinación y el establecimiento de la 

plántula (Petruzeli y Taranto 1990). En semillas envejecidas en el almacén se ha 

demostrado que la actividad de enzimas como la SOD, la CAT y las POD es 

extremadamente baja (Nandi et al. 1997). 

B. Actividad respiratoria 

En estudios donde se han evaluado los efectos del envejecimiento sobre el 

metabolismo respiratorio durante la imbibición, se ha encontrado una disminución 

en la actividad de la cadena respiratoria sensible a cianuro (Abdul-Baki 1980) 
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debida principalmente a una reducción de la actividad mitocondrial (Woodstock et 

a/. 1984) y a un incremento en el transporte de electrones a través de vía de la 

oxidasa alterna, insensible a cianuro (Leopold y Musgrave 1980). 

C. Integridad membrana/ 

En numerosos trabajos en los que se han utilizado sistemas de envejecimiento 

natural y acelerado, se ha postulado la pérdida de integridad membrana!. Esta 

propuesta sobre la alteración de la estructura y funcionalidad de las membranas, 

se apoya en el incremento de los productos de lipoperoxidación (p. ej. 

malondialdehído), el incremento de ácidos grasos libres y la disminución de 

fosfolípidos (ácidos linoleico y linolénico) y proteínas de membrana (Stewart y 

Bewley 1980; Noodén 1988). Otra observación que indica pérdida de la integridad 

de las membranas, es el incremento en la salida de electrolitos. 

D. Síntesis de ARN y proteínas 

Si durante las primeras horas de imbibición (24 h) se añaden al sistema 

inhibidores de la transcripción, la germinación y la síntesis de proteínas no se 

alteran, por lo tanto, se ha propuesto que en la semilla seca los ARNm 

acumulados durante la maduración de la misma son los principales responsables 

de la síntesis proteica necesaria durante el inicio de la germinación. En diferentes 

estudios se ha demostrado que los ARNs de transferencia son particularmente 

resistentes a alteraciones durante el envejecimiento y que los ARNs mensajeros 

son muy sensibles. En embriones de semillas envejecidas de centeno, se ha 

encontrado una disminución del 40% de todos los ARNs poli-A, con respecto a los 
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presentes en semillas no envejecidas (Osborne 1980). Además de estas 

alteraciones también se ha documentado la disminución de la síntesis de novo de 

ARN. Todo lo anterior conduce a una disminución de la síntesis de proteínas y de 

la viabilidad. 

E. Estabilidad del ADN 

En semillas secas envejecidas de centeno se ha encontrado un incremento en el 

contenido de nucleótidos libres y ADN con menor integridad con respecto al de 

sus contrapartes no envejecidas (Roberts y Osborne 1973, Osborne 1982). En 

estudios relacionados se ha sugerido que durante el almacenamiento prolongado 

se lleva a cabo la inactivación de inhibidores de ADNasas que pueden entonces 

degradar el ADN de la semilla. En diversos trabajos en hongos y en mamíferos se 

ha propuesto que el ADN mitocondrial (ADNmit) de todos los tipos celulares es un 

posible blanco de ataque de los radicales libres. (Osiewacks 1990; Ames et al. 

1995; Benzi y Moretti 1995; Kadenbach et al. 1995; Richter 1995) y que el 

envejecimiento está dado por cambios en el genoma mitocondrial de las células 

diferenciadas (Miquel 1991). 

F. Actividades enzimáticas 

Se ha propuesto que durante el envejecimiento generado en el almacén, se llevan 

a cabo una serie de reacciones de entrecruzamiento ylo proteólisis que pueden 

conducir a la pérdida de la actividad enzimática (Wettlaufer y Leopold 1991, Sun y 

Leopold 1995). Las proteínas pueden modificarse al reaccionar con los productos 

de la oxidación por radicales libres, de oligosacáridos o ácidos grasos poli-
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insaturados. Algunos ejemplos de estas modificaciones son las reacciones de 

glicasión no enzimática con azúcares reductores y las reacciones con aldehídos 

a, ~-insaturados. Otra posibilidad de modificación, es que las proteínas sean 

atacadas directamente por los radicales libres. 

Así mismo, la propagación de eventos oxidativos puede ocasionar alteraciones en 

el estado redox de proteínas con puentes disulfuro y llevar a la pérdida o 

disminución de su actividad enzimática. 

2. Especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Los radicales libres son especies químicas altamente reactivas, que contienen uno 

o más electrones desapareados. Estas especies pueden ser derivadas de muchos 

elementos químicos, sin embargo, las de mayor importancia desde el punto de 

vista biológico son los derivados del hidrógeno, el oxígeno, el carbono y el 

nitrógeno. Los radicales de oxígeno se denominan ERO. Los agentes productores 

de radicales libres son, entre otros, las radiaciones ionizantes y los metales de 

transición; los cuales están presentes en el sitio activo de enzimas tipo oxigenasas 

y oxidasas (Rotilio et al. 1970; Fee 1982; Fridovich 1974, 1978). 

Entre las ERO, se encuentra el superóxido, que se producen por la adición de un 

electrón a una molécula de oxígeno. La adición de otro electrón y dos protones 

genera peróxido de hidrógeno y también puede hacerlo mediante una reacción de 

dismutación con la liberación de oxígeno molecular. El peróxido de hidrógeno, 

aunque no es un radical libre es el principal generador del radical hidroxilo, el cual 

tiene una alta velocidad y facilidad de reacción con azúcares, aminoácidos, 

fosfolípidos y ácidos nucleicos. 
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Se ha determinado que durante el envejecimiento en el almacén de las semillas 

de soya, se acumulan radicales libres, principalmente en los ejes embrionarios 

(Buchvarov y Gantcheff 1984). Usando resonancia paramagnética del electrón 

(EPR) se ha sugerido que estos radicales son, aparentemente, derivados de 

quinonas debido a la semejanza de las señales con las proporcionadas por las 

semiquinonas y las ubiquinonas (Nandi et al. 1997, Buchvarov y Gantcheff 1984). 

También se ha sugerido que durante el envejecimiento en el almacén puede 

llevarse a cabo la acumulación de ERO vía generación no enzimática (Hendry 

1993). 

Otro aspecto que se ha estudiado es el efecto de los radicales libres en sistemas 

donde éstos son aplicados a las membranas de ejes embrionarios (Senaratna et 

a/. 1987) o bien sometiendo plantas completas o segmentos de éstas a diversos 

tipos de estrés que inducen daño oxidativo y ERO (Medhy 1994, Wise 1995). 

Todos estos estudios han sugerido una relación entre la acumulación de ERO y 

daños membranales, como la peroxidación. 

La fosforilación oxidativa, presente en todos los organismos aeróbicos, es un 

sistema en el que también se forman ERO, que en condiciones normales son 

transformadas en especies de baja reactividad o no dañinas mediante la acción de 

diferentes mecanismos. Estos mecanismos pueden ser tanto enzimáticos 

(superóxido dismutasa, catalasa y peroxidasas), como no enzimáticos (por 

ejemplo: ascorbato, glutatión y tocoferol). 
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transporte de electrones en la mitocondria también parece ser la fuente principal 

del H202 citoplásmico vía el 02- generado en la cadena transportadora de 

electrones. Se ha estimado que entre un 3.6% y un 5.9% del flujo de electrones en 

la mitocondria resulta en una reducción univalente del oxigeno (Puntarulo et al. 

1988). 
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS 

Con base en la información anterior se planteó la siguiente hipótesis: "Si la 

peroxidación es un proceso que participa en el esquema de daño asociado al 

envejecimiento de las semillas, entonces la actividad del sistema enzimático 

supresor de ERO, estará inversamente relacionada con las diferencias en 

sensibilidad al envejecimiento de varias semillas". Lo anterior significaría que 

aquellos materiales que envejecen a menor velocidad tendrían una mayor 

capacidad enzimática para contender contra procesos peroxidativos, comparados 

con aquellos materiales que envejecen más rápidamente. 

Para probar la hipótesis anterior, se plantearon los siguientes objetivos 

particulares: 

1. Determinar la sensibilidad al envejecimiento de diferentes genotipos de maíz. 

2. Determinar el contenido de posibles productos de actividad peroxidativa, en 

ejes embrionarios de maíz control y envejecidos, antes y después de la 

imbibición. 

3. Determinar la capacidad de generación y/o acumulación de ERO, corno el 

radical 0 2-- y el H202. 

4. Determinar la actividad del sistema enzimático supresor de ERO conformado 

por la SOD, la CAT y las POD, en semillas con distinta sensibilidad al 

envejecimiento. 
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MATERIALES Y METODOS 

Material biológico 

Las semillas utilizadas en este trabajo fueron las accesiones Pepitilla 49 (PEP) y 

Tepecintle 100 (TEP) proporcionadas por el Centro de investigación para el 

mejoramiento del maíz y el trigo (CIMMyT) y los híbridos HS1 y A6, 

proporcionados por el Dr. A. Carballo, del Instituto de Recursos Genéticos del 

Colegio de Posgraduados de Chapingo (CP). 

Envejecimiento y curvas de viabilidad 

Las semillas almacenadas a 4°C y 50% de HR desde su cosecha, fueron 

denominadas control. El envejecimiento de las semillas se llevó a cabo, tomando 

muestras de la población control y almacenándolas a 30ºC y 75% de HR o bien a 

40°C y 100% de HR durante diferentes períodos, meses en el primer caso y días 

en el segundo. El primer tratamiento se denominó envejecimiento moderado y el 

segundo envejecimiento acelerado. Las condiciones de almacenamiento 

seleccionadas para este trabajo permiten que la disminución de la viabilidad, es 

decir el envejecimiento de las semillas de maíz se realice en tiempos adecuados 

para el trabajo de laboratorio y los muestreos requeridos ya que el 

almacenamiento en condiciones de menor temperatura y HR conduciría a la 

pérdida de viabilidad en períodos de años (Ellis et al. 1988) 

A determinados tiempos de envejecimiento se tomaron muestras de las semillas 

almacenadas y lo mismo que a las del control, se les determinó el porcentaje de 
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germinación después de 72 h de imbibición. De las cuNas de sobrevivencia 

(viabilidad versus el tiempo de almacenamiento) se obtuvo el P5o (tiempo en que el 

porcentaje de germinación se reduce a 50). Las semillas utilizadas en los 

experimentos descritos en este trabajo, se almacenaron por 4 meses y por 7 días 

en condiciones de envejecimiento moderado y acelerado respectivamente. Los 

porcentajes de germinación para las semillas de Tepencintle, Pepitilla y A6 

envejecidas en condiciones moderadas fueron 90, 40 y 20 respectivamente. A los 

7 días de almacenamiento en condiciones de envejecimiento acelerado, 

Tepecintle, Pepitilla, A6 y HS1 presentaron 95%, 80%, 60% y 60% de 

germinación. 

Actividades enzimáticas 

La actividad de SOD se determinó registrando la autoxidación de la epinefrina a 

adrenocromo (e=4.0 mM-1 cm-1
) a 480 nm (Misra y Fridovich 1972). El volumen 

final de reacción fue 1 mi y el medio contenía amortiguador de carbonatos 50 mM 

[pH 10.2], EDTA 0.1 mM y epinefrina 2.5 mM. 

HO 
+ 

f ' 
H2N-CH_1 

1 
HO CH2-CH2 

H¿ 

Epi11efrina 

La actividad de POD se evaluó usando guaiacol (E=26.6 mM-1 cm-1
) como sustrato 

y siguiendo la reacción a 470 nm (Chance y Maehly 1955). El volumen final de 

reacción fue de 1 mi y el medio de reacción contenía amortiguador de fosfatos 50 
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mM [pH 6.7], H2O2 10 mM y guaiacol 10 mM. 

La actividad de CAT se obtuvo registrando la desaparición de H2O2 (0=40.0 mM-1 

cm-1
) a 240 nm (Chance y Maehly 1955). El volumen final de reacción fue de 1 mi 

y el medio contenía amortiguador de fosfatos 50 mM [pH 7.0] y H2O2 1 O mM. 

Producción mitocondrial del radical superóxido (02-) 

Las partículas submitocondriales se obtuvieron por el método de Boveris (1984), a 

partir de una fracción enriquecida en mitocondrias, resuspendida en Tris-HCI 20 

mM [pH=7.4] y KCI 40 mM. La fracción se sometió a tres ciclos de congelación

descongelación. Las partículas obtenidas se lavaron hasta eliminar la actividad de 

SOD. La mayoría de las veces fue suficiente con tres lavados. La cuantificación de 

02-, se basó en el seguimiento a 480 nm de la oxidación dependiente de este 

radical, de la epinefrina a adrenocromo (1.:=4.0 mM-1 cm-1
). El medio de reacción 

contenía Tris-HCI 20 mM, manitol 230 mM, sacarosa 70 mM, epinefrina 1 mM, 

EDTA 1 mM, succinato 7 mM, antimicina 0.001 mM y 400 U de CAT. 

HO ;;/' o 

Escopoletina 

Exo-difusión de H202 

La cuantificación de H2O2 se llevó a cabo en alícuotas del medio (amortiguador de 

fosfatos 50 mM [pH 7.0]) en el que fueron agitados 30 ejes embrionarios durante 
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30 min. La concentración de H2O2 se determinó registrando la disminución de la 

fluorescencia de una solución de escopoletina (Hildebrandt et al. 1985). 

Determinación del contenido de carbonilos 

La determinación de carbonilos se realizó en extractos de proteínas solubles en 

presencia de inhibidores de proteasas. Estos extractos fueron obtenidos por 

centrifugación a 16 000 x g después de la precipitación con TCA 10%. El ensayo 

se basó en la reactividad de estos carbonilos presentes en las proteínas oxidadas, 

con 2,4-dinitrofenilhidracina (Levine et al. 1990) y la cuantificación se realizó 

espectrofotométricamente a 366 nm (E=22,000 M·1 cm·1). 

Determinación del contenido de sustancias reactivas a tiobarbitúrico (SRT) 

El grado de lipoperoxidación se determinó en fracciones microsomales obtenidas 

por centrifugación a 77000 x g y cuantificando espectrofotométricamente las SRT 

presentes en ellas (Heath y Packer 1968). Esta cuantificación se llevó a cabo 

determinando la diferencia de absorbencia a 532 nm menos la inespecífica a 600 

nm de los productos generados después de dejar reaccionar el ácido tiobarbitúrico 

con las membranas microsomales durante 30 minutos (E=155 mM·1 cm·1). 

Escape de electrolitos 

La cuantificación se realizó determinando la conductividad eléctrica en agua 

destilada en la cual se agitaron 30 ejes embrionarios. Se utilizó un conductímetro 

Conmet 1 (Portable Conductivity-meter 0-1999 µS). Se realizaron registros cada 
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minuto durante los primeros 10 min. de agitación de los ejes en el agua destilada y 

posteriormente se hicieron lecturas cada 10 min. hasta que los valores de 

conductividad permanecieron constantes (Cmtral- Después de este tiempo, las 

muestras de agua con ejes se hirvieron, se dejaron enfriar y se registró la 

conductividad (Cmtra tota1). La salida de eleclrolitos en cada tiempo registrado, se 

calculó como el porcentaje de electrolitos acumulados en el agua de imbibición 

con respecto al contenido total de electrolitos de la muestra (Stewart y Bewley 

1980). 

% de salida de electrolitos= (CmtraX100) / Cmtra. total 

El porcentaje de electrolitos escapados durante los primeros 10 min. se graficó y 

de la recta generada se calculó la pendiente. Este valor indicó la velocidad de 

escape de electrolilos durante estos primeros 10 min. de imbibición. La integridad 

de las membranas se expresó como el inverso de la velocidad con la que los 

electrolitos se escaparon de los ejes embrionarios. 

Análisis estadístico 

Los datos expresados en las figuras y tablas, son el promedio de 2 experimentos 

independientes realizados por triplicado con la desviación estándar respectiva. 

Para determinar si existían diferencias significativas entre los distintos tratamientos 

y materiales, se realizaron análisis multifactorial de varianza (ANOVA) y la prueba 

de Tukey, utilizando el paquete Insta! de la empresa GraphPad lnc. Las 

diferencias significativas se estimaron considerando un a= 0.05. 
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RESULTADOS 

Distintos genotipos de maíz presentan diferente sensibilidad al 

envejecimiento 

La estabilidad en almacén de los materiales utilizados, se determinó a través de la 

generación de curvas de sobrevivencia de estos materiales en dos condiciones de 

almacenamiento, una de ellas fue de envejecimiento moderado (3O°C y 75% de 

humedad relativa) y la otra de envejecimiento acelerado (4OºC y 100% de 

humedad relativa). Estas diferencias en temperatura y humedad relativa influyeron 

en la velocidad con la que se desarrolló la pérdida de viabilidad. A mayor humedad 

relativa y temperatura de almacenamiento, mayor fue la velocidad de deterioro 

(comparar Fig. 1A y Fig. 1B). Sin embargo, bajo las mismas condiciones de 

temperatura y humedad relativa, la estabilidad en almacén, es decir, la velocidad 

con que perdieron la viabilidad los diferentes cultivares de maíz fue distinta (Fig. 

1 ). 

Para expresar de manera cuantitativa las diferencias de estas curvas de 

sobrevivencia, se determinó el P50 (Roberts 1973) para cada cultivar (Tabla 1). 

Este valor expresa el tiemp-o de almacenamiento en que el 50% de las semillas de 

un lote han perdido su viabilidad, de forma tal que a mayor valor de P50, menor es 

la sensibilidad al envejecimiento. Tomando en cuenta el valor calculado de P50, los 

diferentes cultivares se clasificaron de acuerdo a su sensibilidad al envejecimiento 

(SE). Los cultivares A6 y HS1 se denominaron de alta sensibilidad (ASE), el 

Pepitilla de mediana (MSE) y el Tepecintle de baja (BSE) (Tabla 1). 
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Figura 1. Curvas de sobrevivencia de diferentes cultivares de maíz. Las 
condiciones bajo las cuales se envejecieron los diferentes materiales fueron 30"C 
y 75% de humedad relativa (A) y 40"C y 100% de humedad relativa (B). Cada 
punto de las gráficas representa el promedio de tres experimentos independientes. 
A tos diferentes tiempos de almacenamiento indicados en la figura, se tomaron 
tres lotes de 25 semillas y se colocaron en rollos de papel estraza mojados con 
agua destilada estéril. Los rollos de papel con las semillas se colocaron en una 
estufa a 30"C y cada 12 horas se contó el número de semillas en las cuales la raíz 
había emergido. El porcentaje de germinación es el total de semillas que 
germinaron con respecto a las 25 muestreadas. Este proceso se realizó en tres 
diferentes experimentos y cada punto en las gráficas representa el promedio de 
los tres experimentos independientes y las tres réplicas de cada determinación. 
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Tabla 1. Sensibilidad al envejecimiento de diversos cultivares de maíz 
P50 P50 Sensibilidad al 

Cultivar 30ºCn5% HR 40ºC/100% HR Envejecimiento 

HS1 

A6 

PEPITILLA 

TEPECINTLE 

(meses) (días) (SE) 

nd 

2.7 

3.9 

5.5 

7.4 

7.4 

12.6 

14.9 

Alta (ASE) 

Alta (ASE) 

Mediana (MSE) 

Baja (BSE) 
nd= no determinado 

La pérdida de viabilidad en almacén es un fenómeno asociado a procesos 

oxidativos 

Para determinar si las condiciones de almacenamiento utilizadas en este trabajo 

promovían procesos oxidativos asociados a la pérdida de viabilidad, en ejes 

embrionarios de cada material se cuantificaron los productos de oxidación 

membrana! o lipoperoxidación (sustancias reactivas a tiobarbitúrico: (SRT) y el 

contenido de proteínas oxidadas (contenido de carbonilos). También se 

cuantificaron las actividades de las enzimas de defensa contra las especies 

reactivas de oxígeno (ERO): superóxido dismutasa (SOD), peroxidasas (POD) y 

catalasa (CAT) después de 3 y 7 días de envejecimiento acelerado del material 

HS1, clasificado como de ASE. El nivel de oxidación antes y después del 

envejecimiento varia cuando se evalúa como contenido de proteínas oxidadas 

(Fig. 2A), pero no como lipoperoxidación a nivel de membranas (Fig. 2B). La 

variación observada estuvo dada por un incremento de las proteínas oxidadas a 

los 7 días de envejecimiento. A este tiempo, la actividad detectada para las tres 

enzimas supresoras de ERO, fue significativamente menor que la que presentaron 

22 



las semillas control (Fig. 3A, 3B, 3C). A los 3 días de almacenamiento, la actividad 

de POD se mantuvo en niveles similares a los detectados en semillas control (Fig. 

3C), mientras que la de CAT aumentó (Fig. 3B) y la de SOD disminuyó (Fig. 3A). 
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Figura 2. Efecto del envejecimiento sobre el contenido de proteínas oxidadas (A) y 
la lipoperoxidación membrana! (B) en semillas de maíz HS1. Las condiciones bajo 
las cuales se envejeció el material fueron 40ºC y 100% de humedad relativa. Las 
determinaciones para cada tiempo de envejecimiento se realizaron por triplicado 
en dos experimentos independientes. Las letras iguales indican que no existen 
diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes tiempos de 
envejecimiento (a= 0.05). 

srt= sustancias reactivas a tiobarbitúrico 

23 



35 A 

a 

B 

a 
a 

b 

o 1.-----'-----..._'-'-'-'-""'"''-'----_,_-----ccc-i 

0.15 

o 

b 

3 

ENVEJECIMIENTO 
(días de almacenamiento) 

7 

Figura 3. Efecto del envejecimiento sobre la actividad del sistema enzimático de 
defensa frente a ERO en semillas de maíz HS 1. El envejecimiento del material se 
llevó a cabo a 40°C y 100% de humedad relativa. Cada valor de actividad 
enzimático graficado en la figura representa el promedio de determinaciones 
realizadas en semillas secas, por triplicado y en dos experimentos independientes. 
Las letras iguales sobre las barras indican que no existen diferencias 
estadísticamente significativas entre los tiempos de envejecimiento (a= 0.05). 
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El contenido de protelnas solubles oxidadas, la Integridad de la membrana 

plasmática y la actividad de SOD en ejes embrionarios, se relacionan con la 

sensibilidad al envejecimiento de las semillas 

Los resultados de la sección anterior nos llevaron a plantear la hipótesis de que la 

SE de distintos materiales podría estar dada por diferencias en la cantidad de 

ERO presentes en las semillas control, en el nivel de estas especies después del 

envejecimiento o en la capacidad enzimática para inactivartas antes o durante la 

germinación (Esquema 1 ). 

•t Protemuaxidadalyfo 
lipoperoxidación membnmal 
• t Bleapt de electrotitol 
•i Capacidad mitocondrial de O 
generación ..,:;,,,,.~ ~,'\Jó,;.,J/ 
de02•• ...G.V 
.J.Actividad: SOD, POD, CA • ~V o\ 

--
~-. ~ 

(;~+- b-~ 
~.;.~(ti 

~~~ 

•J.. Pnteúw aüladu y/o 
t¡p.permdad6• inembr .. al 

~ • .¡, Acum11lación de 0 10 2 
' -~~ •t Arliridad: SOD, p0D 

~~ 
~ 

IMBIBICIÓN 

.J. Protcinu oxidadas y/o 
Iipopcroxidación membnmal. 
•-l- Acumulación de Hp, 
•t Actividad: SOD, p0I) 

Esquema 1. Envejecimiento y germinación de semillas. La pérdida de viabilidad 
que se manifiesta a medida que se incrementa el tiempo de almacenamiento de 
las semillas (envejecimiento), está asociado a un incremento de la generación 
potencial de ERO, al incremento de macromoléculas oxidadas y a la disminución 
de la actividad de algunas enzimas antioxidantes como SOD, POD y CAT. 
Durante la imbibición, tanto las semillas control como las envejecidas, disminuyen 
el nivel de macromoléculas oxidas y la capacidad de generación o acumulación de 
ERO, además de incrementar la actividad de las enzimas de defensa frente a las 
peroxidaciones. Aunque durante la imbibición se lleva a cabo el mismo tipo de 
procesos en las semillas control y en las envejecidas la magnitud de ellos es 
menor en las semillas envejecidas. 
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Los experimentos realizados para probar la hipótesis anterior se describen a 

continuación y en ellos se utiliza al híbrido A6 como material de ASE. 

Las semillas control del material de ASE, presentaron mayor contenido de 

proteínas oxidadas que los materiales de MSE y BSE (Tabla 2: columna control, O 

h de imbibición) observándose una correlación negativa (r2=-0.99 y P=0.05) entre 

el contenido de proteínas oxidadas y el valor de Pso, cuando éste se determinó a 

75% de HR y 30°C (Fig. 4A). La lipoperoxidación presente en ejes embrionarios 

del material de ASE fue significativamente mayor que la observada en los otros 

dos materiales (Tabla 2: columna control, O h de imbibición) y sin embargo, no 

hubo correlación cuantitativa entre ella y el indicador de sensibilidad al 

envejecimiento, P50 (r=0.38 y P=0.57). La integridad membrana!, evaluada como 

el inverso de la velocidad de escape de electrolitos, fue mayor a medida que la 

sensibilidad al envejecimiento disminuyó (Tabla 2) y se encontró una correlación 

positiva (r=0.99 y P=0.06) entre integridad membrana! y Pso (Fig. 4C). 
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TABLA 2. Efecto del envejecimiento y la imbibición sobre el contenido de 
macromoléculas oxidadas, la integridad membrana! y las especies reactivas de 
oxígeno (ERO) presentes en semillas de cultivares de maíz con distinta 
sensibilidad al envejecimiento. El tratamiento de envejecimiento fue de 30°C y 
75% HR por 4 meses para todos los materiales. 

Material CONTROL ENVEJECIDO 

Imbibición (h) o 24 o 24 

Oxidación de ASE 2.2 1 a 3.61 b 2.01 a 1.5 1 c 

proteínas MSE 1.8 2 a 2.1 2 a 2.1 1 a 1.1 2 b 

(nrnol Carbonilos eje·1
) BSE 0.4 3a 1.1 3 a 1.5 2 a 1.6 1 a 

Lipoperoxidación ASE 150 1 ª 80 1 b 2200 1 e 701 b 

(prnol SRT eje"1
) MSE 50 2a 80 1 a 970 2b 70 1 a 

BSE 80 2 a 70 1 a 580 3 b 901 a 

Integridad ASE 0.4 nd 0.3 nd 
Membrana! MSE 0.6 nd 0.4 nd 
(Inverso de la velocidad BSE 1.1 nd 0.6 nd 
de salida de electrolitos) 

Acumulación de ASE 407 1 ª 90 1 b 380 1 ª 250 1 e 

H2O2 MSE 488 2 ª 150 1 b 450 2ª 230 1 e 

(nrnol eje·1
) BSE 403 1 ª 110 1 b 430 2ª 120 2c 

Capacidad de ASE 1 _31 a 1.11 a 2.41 b 2.71 b 

generación de 02· MSE 1 _92 a 1.92 a 2.51 b 2_51 b 

(µmol min·1 eje"1) BSE 2.93ª 2.73ª 3.0 2a 3.12 a 

ASE= alta sensibilidad al envejecimiento, MSE= mediana sensibilidad al envejecimiento, BSE= baja sensibilidad al 
envejecimiento 
HR= humedad relativa 
srt= sustancias reactivas a tiobarbitúrico 
CONTROL= semillas almacenadas a 4ºC y 50% HR 
ENVEJECIDO= Semillas almacenadas a 30ºC y 75% de HR 
O horas de imbibición= semilla sin embeber (no germinadas) 
24 horas de imbibición= semilla embebida por 24 horas (germinada) 
Los números diferentes indican diferencias significativas (u= 0.05) entre valores de la misma columna. 
Las letras diferentes indican diferencias significativas (a= 0.05) entre valores colocados sobre el mismo 
renglón. 
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Figura 4. Correlación entre la sensibilidad al envejecimiento (P5o) de diferentes 
cultivares de maíz y algunos parámetros indicadores de daño oxidativo. Las 
determinaciones se realizaron en ejes embrionarios aislados de semillas control 
(A, B, C) y envejecidas (D, E, F). 
srt= sustancias reactivas a tiobarbitúrico 
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Por otro lado, antes de la imbibición, el nivel de H20 2 fue mayor en el material de 

MSE que en los otros dos (Tabla 2: columna control, O h de imbibición), mientras 

que la producción del radical superóxido, 02-, por partículas submitocondriales, 

fue mayor a medida que se incrementó la SE (Tabla 2: columna control, O h de 

imbibición), mostrando una correlación positiva (r= 0.99 y P=0.04) con ésta (Fig. 

5). 
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Figura 5. Correlación entre la capacidad de generación del radical superóxido y la 
sensibilidad al envejecimiento, evaluada como P50, para diferentes cultivares de 
maíz. Las determinaciones se realizaron en partículas submitocondriales aisladas 
de ejes embrionarios de semillas control. 
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Otro factor que podría relacionarse con diferencias en la sensibilidad al 

envejecimiento es el nivel de defensa frente a ERO, constituido por la actividad de 

las enzimas del sistema antioxidante al inicio de la germinación. Para evaluar esta 

posibilidad, se cuantificaron las actividades de algunas de las enzimas 

involucradas en la eliminación de EROs. La actividad de SOD, la enzima 

encargada de dismutar el 02- y generar H2O2, fue mayor en el material de BSE 

que en los otros dos y entre ellos fue semejante (Tabla 3: columna control, O h de 

imbibición). 

TABLA 3. Efecto del envejecimiento y la imbibición sobre la actividad de la 
superóxido dismutasa en semillas control y envejecidas de tres materiales de maíz 
con distinta sensibilidad al envejecimiento. El tratamiento de envejecimiento fue de 
30ºC y 75% HR durante 4 meses para todos los materiales 

Material SOD 
(µmol H20 2 min·' eje"1

) 

CONTROL ENVEJECIDO 

Imbibición (h) o 24 o 24 

ASE 2.11 1 ª 4.42 1 b 1.13 10 0.75 1 e 

MSE 2.35 1 ª 4.49 1 b 1.77 20
. 1.20 2 

d 

BSE 2.61 2 ª 4.75 1 b 2.39 3 ª 1.98 3 e 

ASE= alta sensibilidad al envejecimiento, MSE= mediana sensibilidad al envejecimiento, BSE= baja sensibilidad al 
envejecimiento 
CONTROL= semillas almacenadas a4ºC y 50% HR 
ENVEJECIDO~ semillas almacenadas a 30°C y 75% de HR 
O horas de imbibición= semilla sin embeber (no germinada) 
24 horas de imbibición= semilla embebida por 24 horas (germinada) 
Los números diferentes indican diferencias significativas (a= 0.05) entre valores colocados en la misma 
columna. 
Las letras diferentes indican diferencias significativas (a= 0.05) entre valores colocados sobre el mismo 
renglón. 
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Para la eliminación del H2O2 trabajan conjuntamente, las peroxidasas (POD) y la 

catalasa (CAT). La actividad de esta última fue semejante en los tres cultivares 

(Tabla 4: columna control, O h de imbibición), mientras que la actividad de POD fue 

similar en los materiales de MSE y BSE y significativamente mayor que en el de 

ASE. 

Tabla 4. Efecto del envejecimiento y la imbibición sobre la actividad de la 
peroxidasa y la catalasa en semillas control y envejecidas de tres materiales de 
maíz con distinta sensibilidad al envejecimiento. El tratamiento de envejecimiento 
fue de 30ºC y 75% HR para todos los materiales 

Material 

Imbibición (h) 

ASE 

MSE 

BSE 

POD 

(µmol H20 2 min·1 eje·') 

CONTROL ENVEJECIDO 
o 24 o 24 

3.0 1 a 84.5 1 b 1.7 1 e 52.7 1 d 

8.0 2a 79.6 1 b 7.7 2a 82.3 2 b 

8.2 2a 89.1 1 b 8.3 2a 87.0 2 
b 

CAT 

(nmol H202 min·1 eje·') 

CONTROL ENVEJECIDO 
o 24 o 24 

1.31 a 1.1 1 a 0.4 1 b 0.6 1 b 

0.8 1 a 0.6 2a 0.8 2a 0.3 2b 

1.1 1 a 1.3 1 a 0.9 2a 1.3 3 a 

ASE= alta sensibilidad al envejecimiento, MSE= mediana sensibilidad al envejecimiento, BSE= baja sensibilidad al 
envejecimiento 
CONTROL= Semillas almacenadas a 4ºC y 50% HR 
ENVEJECIDO= Semillas almacenadas a 30ºC y 75% de HR 
O horas de imbibición= semilla sin embeber (no germinada) 
24 horas de imbibición= semilla embebida por 24 horas (germinada) 
Los números diferentes indican diferencias significativas (u= 0.05) entre valores colocados en la misma columna. 
Las letras diferentes indican diferencias significativas (u= 0.05) entre valores colocados sobre el mismo 
renglón. 

Los contenidos de proteínas solubles oxidadas, así como la lipoperoxidación y la 

pérdida de integridad membrana! en los diferentes cultivares se incrementaron 

durante el envejecimiento en el almacén, de forma tal que se mantuvo la 

correlación entre estos parámetros y la SE de manera similar a la observada en 
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las semillas control no embebidas (Fig. 4D, 4E y 4F). La producción del radical 02·, 

se incrementó en los diferentes cultivares, de manera que los materiales 

envejecidos de ASE y MSE produjeron una cantidad de esta especie similar entre 

sí y menor que la del material de BSE (Tabla 2: columna envejecido, O h de 

imbibición). Después del envejecimiento de las semillas y al igual que en otros 

reportes, se detectó una correlación positiva (r2=0.96 y P=0.18) entre el grado de 

lipoperoxidación y la pérdida de integridad membrana! (Figura 6). 
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Figura 6. Correlación entre la integridad membrana) de ejes embrionarios 
envejecidos de maíz y su grado de lipoperoxidación. Los materiales fueron 
envejecidos a 30ºC y 75% de humedad relativa. La integridad membrana! se 
determinó calculando el inverso de la velocidad de salida de electrolitos de cada 
material, mientras que la lipoperoxidación membrana! se estimó como el contenido 
de sustancias reactivas a tiobarbitúrico (srt) en fracciones microsomales. 

Respecto a la actividad enzimática antioxidante, se observó que después del 

envejecimiento, la actividad de SOD disminuyó de manera significativa en los 

materiales de ASE y MSE (Tabla 3: columna envejecido, O h de imbibición) y la de 

POD y CAT solamente en el material de ASE (Tabla 4: columna envejecido, Oh de 
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imbibición). La actividad detectada para SOD después del envejecimiento, 

presentó una correlación positiva (r2=0.99 y P=0.06) con el P50 (Fig. 7) a diferencia 

de lo observada en semilla control, donde ninguna actividad de las enzimas 

antioxidantes correlacionó con este indicador de SE. Los resultados anteriores 

sugieren que las semillas envejecidas del material de ASE, inician la imbibición 

con desventajas para una germinación exitosa, debido a la posible proliferación de 

macromoléculas oxidadas, daños membranales y la baja actividad de enzimas 

para la detoxificación de ERO. 

2.5 BSE 

MSE 

• 

ASE ~ 
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Figura 7. Correlación entre la actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) 
en semillas envejecidas a 30ºC y 75% de humedad relativa y la sensibilidad al 
envejecimiento (Pso) de diferentes cultivares de maíz. 
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La imbibición de semillas control promueve el incremento de la actividad de 

las enzimas del metabolismo del H20 2, reduce el contenido de esta ERO y la 

lipoperoxidación membrana/ 

Durante los tiempos iniciales de la germinación tiene lugar la reactivación de los 

procesos metabólicos que se redujeron en la fase de secado, durante el desarrollo 

de la semilla y que serán determinantes para el posterior establecimiento de la 

plántula. A las 24 h de imbibición de los ejes embrionarios aislados de semillas 

control, el contenido de proteínas oxidadas se incrementó respecto a la que 

presentaban las semillas antes de la imbibición, mientras que la lipoperoxidación 

membrana! disminuyó en el material de ASE y se mantuvieron sin variación en los 

otros dos cultivares. Por otro lado, el contenido de H20 2, mostró una tendencia 

general a la disminución y la producción de 02· se mantuvo (Tabla 2: comparar 

control O y 24 h de imbibición). 

La imbibición promovió un incremento de la actividad de SOD y POD (Tablas 3 y 

4: comparar control O y 24 h de imbibición) a un nivel semejante en los tres 

materiales para cada una de las enzimas. Se observó un incremento promedio en 

la actividad, de 2 veces para la SOD, pudiéndose calcular este promedio ya que 

los tres cultivares partieron de actividades similares. En el caso de POD y 

considerando la diferente actividad inicial de cada material, el incremento de 

actividad después de la imbibición fue entre 1 O y 28 veces sobre el control. Este 

último corresponde al cultivar de ASE. La imbibición no modificó la actividad de la 

catalasa. 

Los materiales control, independientemente de los valores absolutos de las 

especies oxidadas y las ERO, presentaron una viabilidad del 100%. Se consideró 
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que las diferencias entre los tiempos O y 24 h de imbibición, para cada material, 

representaban un manejo eficiente de estas especies y una adecuada actividad 

del sistema enzimático de eliminación de ERO. 

La acumulación de H202se incrementa durante el envejecimiento 

Después del envejecimiento, los materiales embebidos por 24 h modificaron su 

contenido de algunas de las especies oxidadas y de las ERO evaluadas. Los 

cultivares de ASE y MSE tendieron a disminuir el contenido de proteínas oxidadas 

mientras el de BSE lo mantuvo (Tabla 2: comparar envejecido O y 24 h de 

imbibición). Todos los materiales envejecidos y germinados por 24 h, redujeron su 

nivel de lipoperoxidación membrana) al mismo nivel que los controles (Tabla 2: 

comparar control y envejecido, 24 h de imbibición). La capacidad de generación de 

02- no se modificó durante la imbibición de los materiales envejecidos (Tabla 2: 

comparar envejecido, O y 24 h de imbibición), pero con excepción del cultivar de 

BSE, los niveles de esta ERO fueron mayores que los presentes en sus 

respectivos controles (Tabla 2: comparar control y envejecido, 24 h de imbibición). 

Todos los cultivares redujeron el nivel de H202 acumulado (Tabla 2: comparar 

envejecido O y 24 h de imbibición); pero éste se mantuvo por encima del 

acumulado en los controles después de la imbibición. 

Los datos anteriores, sugerían que la disminución de la viabilidad de las semillas 

envejecidas podría estar relacionada con la pérdida de la eficiencia para manejar 

el H202 durante la imbibición. 

Para evaluar la posibilidad anterior, se determinó la actividad de las enzimas SOD, 

POD y CAT durante la imbibición. Se encontró que como efecto de la imbibición, 
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los controles aumentaron 2 veces la actividad de SOD, mientras que los cultivares 

envejecidos la mantuvieron o la redujeron ligera pero significativamente (a= 0.05), 

entre 20 y 30%. 

La actividad de POD se incrementó en la misma proporción tanto en los materiales 

control como en los envejecidos y la actividad final a la que se llegó después de 24 

h de imbibición se redujo significativamente sólo en el material de ASE, A6 (38%) 

(Tabla 4). La actividad de CAT no se modificó, después de la imbibición, ni en los 

materiales control ni en los envejecidos. 
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DISCUSION 

Durante el almacenamiento, los diferentes materiales perdieron viabilidad, es 

decir, envejecieron. La velocidad a la que se efectuó esta pérdida de viabilidad fue 

dependiente del genotipo y fue mayor en condiciones de envejecimiento acelerado 

(alta temperatura y humedad relativa) que en condiciones de envejecimiento 

moderado. Sin embargo, independientemente de las condiciones de 

almacenamiento (Fig. 1 ), las curvas de sobrevivencia generadas para cada uno de 

los genotipos mostraron dos fases: una de relativa estabilidad, en la cual la 

viabilidad del lote disminuyó lentamente y otra de pérdida rápida de viabilidad. La 

duración de la fase de relativa estabilidad fue dependiente del cultivar y 

proporcional al P50 . Esta fase se ha asociado con un mecanismo protector basado 

en la formación de estado vítreo en el cual se previene la proliferación de 

reacciones deletéreas (Bernal-Lugo y Leopold 1995, 1998). El estado vítreo se 

forma debido a interacciones entre el agua y los grupos hidroxilo de los 

carbohidratos presentes en la semilla a medida que esta se va secando durante su 

desarrollo (Smith y Berjak 1995). Debido a la extrema viscosidad que se obtiene 

en el estado vítreo, las reacciones deletéreas quedan suprimidas temporalmente 

(Bernal-Lugo y Leopold 1998). Este estado vítreo se ha detectado en semillas 

secas (contenido de humedad ~ 8%) de diferentes materiales y su estabilidad 

depende de la temperatura. 

En las condiciones de envejecimiento acelerado manejadas en este trabajo, el 

estado vítreo de la semilla se pierde en menos de dos horas (Bernal-Lugo, datos 
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no publicados) y a pesar de ello, las curvas de sobrevivencia siguen presentando 

dos fases. Lo anterior apoya la propuesta de que, además del estado vítreo, la 

semilla posee mecanismos adicionales que le permiten contender con las 

reacciones deletéreas que conducen al envejecimiento. El objetivo de este trabajo 

consistió en evaluar si existía una correlación entre la protección frente a 

reacciones oxidativas deletéreas durante el envejecimiento en el almacén y la 

actividad del sistema enzimático antioxidante formado por la SOD, la CAT y las 

POD. 

Todos los cultivares usados en este trabajo mostraron que a tiempos prolongados 

de envejecimiento e independientemente de la viabilidad del lote, se llevan a cabo 

reacciones de oxidación. El tipo de oxidación detectado depende de las 

condiciones de almacenamiento. Los niveles de lipoperoxidación membrana! 

(Tabla 2 comparar control y envejecido, O h de imbibición}, que de acuerdo a la 

literatura son inducidos por el radical superóxido (Winston 1990), se incrementaron 

de manera significativa en los lotes sometidos a 4 meses de envejecimiento 

moderado, mientras que en estas condiciones, la oxidación de proteínas solubles, 

es decir citoplásmicas, no se aumentó. Con excepción del material de BSE, el 

resto de los cultivares presentó una viabilidad baja en estas condiciones de 

envejecimiento (fase de pérdida rápida de viabilidad) (Fig. 1). En el caso de las 

condiciones de envejecimiento acelerado, se detectó la oxidación de proteínas 

solubles a los 7 días de envejecimiento (fase de pérdida rápida de viabilidad), pero 

no se observó lipoperoxidación en la fracción microsomal. 

Los resultados anteriores sugieren que los procesos oxidativos y por lo tanto, la 

producción de especies reactivas de oxígeno (ERO), son factores deletéreos 
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importantes durante o al inicio de la fase de pérdida rápida de viabilidad de las 

semillas. También sugieren que el compartimento celular que se daña, es decir 

membranas o citoplasma, depende de las condiciones en las que el 

envejecimiento se lleve a cabo. Este daño diferencial podría deberse a una 

diferente afinidad por agua debida a la composición química particular de cada 

compartimento. 

Las semillas alcanzaron un contenido de humedad de 19.5% durante el 

almacenamiento en condiciones de envejecimiento acelerado y 13.5% en las de 

moderado. En estas condiciones el sistema enzimático de defensa frente a la 

peroxidación no contribuye a la protección de la estabilidad de la semilla, ya que 

estos contenidos de agua, de manera general no son compatibles la actividad 

enzimática (Vertucci 1992). Sin embargo, la preservación o la estabilidad de este 

sistema de defensa durante el envejecimiento en el almacén, parece estar 

asociada a la capacidad de la semilla para retener la viabilidad, ya que durante la 

fase de estabilidad relativa o en el umbral entre ésta y la de pérdida rápida de 

viabilidad, la actividad del sistema SOD, CAT, POD permanece constante o 

aumenta (HS1 3 días de envejecimiento, Fig. 2 y TEP, Tablas 3 y 4). En 

contraste, cuando la semilla ha entrado en la fase de pérdida rápida de viabilidad, 

exceptuando al material de MSE, las actividades de las enzimas supresoras de 

ERO disminuyen notablemente con respecto a las observadas en el control (HS1 a 

los 7 días de envejecimiento, Fig. 2 y A6, Tablas 3 y 4). Esta disminución de la 

actividad de las enzimas del sistema protector contra peroxidación, podría generar 

una disminución de la capacidad de la semilla para contender con los procesos 
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oxidativos que se generan durante la germinación, lo que se traduciría en una 

disminución de la viabilidad de la semilla. 

La reactivación metabólica que se lleva a cabo durante las fases iniciales de la 

imbibición, va acompañada de procesos activos de generación y consumo de 

especies reactivas de oxígeno como el 0 2- y el H202 (Puntarulo et aL 1988 y 1991; 

Cakmak et al. 1993). Durante este período de la germinación, en semillas de soya 

la mitocondria es aparentemente la principal fuente generadora de 02- (Puntarulo 

et al. 1991) y aproximadamente, 2% del oxígeno consumido por ella, es 

dismutado a H202 (Boveris et al. 1978). Dado que se ha demostrado que el 

envejecimiento de las semillas modifica tanto la estructura como la funcionalidad 

de las mitocondrias (Woodstock et el. 1984), es de esperar que durante la 

germinación de semillas envejecidas estos organitos produzcan mayor cantidad 

de 02- que las semillas no envejecidas. Nuestros resultados son consistentes con 

ello, ya que las partículas submitocondriales aisladas de ejes de semillas 

envejecidas, germinadas o no, presentaron mayor capacidad de producción de 

ese radical que sus controles (Tabla 2). Sorpresivamente, la cantidad de 

superóxido generado por partículas submitocondriales aisladas de ejes control fue 

mayor en el material de menor sensibilidad al envejecimiento, como lo indica la 

correlación positiva entre generación de superóxido antes del envejecimiento y P50 

(Fig. 5). Lo anterior no se observó en los materiales envejecidos. Este resultado 

podría explicarse si las mitocondrias de cada uno de los diferentes genotipos 

control trabajados fueran funcionalmente distintas, es decir, si presentaran, por 

ejemplo, diferente consumo de oxígeno o cociente respiratoria y el envejecimiento 

les produzca un daño tal que las haga funcionalmente similares. Aparentemente 
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este es el caso, ya que las semillas control de cada genotipo tienen una capacidad 

de producción de 0 2- diferente, mientras que las semillas envejecidas presentan 

capacidad similar. Además, el consumo de oxígeno durante la germinación de 

estos ejes también fue diferente para cada cultivar (datos no mostrados). Los 

datos anteriores se interpretaron en el sentido de que si in vivo la capacidad de 

producción del radical fuese similar a la determinada in vitro, la capacidad de 

formación de este radical no contribuye de manera significativa a la sensibilidad al 

envejecimiento mostrada por los tres genotipos. Es claro, que la cantidad de ERO 

disponible para dañar a la célula depende no solamente de la generación, sino del 

balance entre su producción y su detoxificación. El primer paso para esta 

eliminación lo constituye la dismutación del radical, la cual depende de la actividad 

de SOD. La cuantificación de esta enzima en los diferentes genotipos, indicó que 

aquellos considerados de MSE y ASE, pierden significativamente la actividad de la 

enzima después del envejecimiento. La actividad remanente correlacionó 

positivamente con el P50 . Si bien la generación de 02- era menor en los genotipos 

de mayor sensibilidad, control o envejecidos (Tabla 2), en los primeros tiempos de 

imbibición, la cantidad disponible de esta ERO podría causar menor daño debido a 

la menor actividad de S0D en estos materiales. Esto ppdría estar relacionado con 

la diferente viabilidad observada en los distintos materiales bajo las mismas 

condiciones y a los mismos tiempos de almacenamiento. Para determinar si la 

pérdida de viabilidad estaba relacionada con proliferación de daños oxidativos, se 

cuantificaron algunos productos indicadores de daño celular por superóxido: 

lipoperoxidación membrana!, pérdida de integridad membrana! y oxidación de 

proteínas. Se encontró un aumento significativo de la lipoperoxidación membrana! 
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y como ya se ha mencionado, no se observó aumento de la oxidación de 

proteínas. El aumento en lipoperoxidación detectado en las semillas envejecídas 

no correlacionó significativamente (Fig. 4E) con la sensibilidad al envejecimiento, 

pero sí positivamente, con la pérdida de integridad membrana! (Fig. 4C y 4F). 

El hecho de que el contenido de lipoperóxidos en membranas control sea similar 

en los tres cultivares, pero que la permeabilidad membrana! sea diferente 

(contrastar Fig. 4B y 4C), sugiere la participación de otros procesos como la 

actividad de los mecanismos de transporte específicos e inespecíficos diferentes 

para cada cultivar. También sugiere que la composición química de las 

membranas de cada cultivar es diferente ya que el aumento en lipoperoxidación 

inducido por el envejecimiento fue diferente entre materiales (Comparar Fig. 4B y 

4E). 

Por otro lado, el hecho de que los niveles de fipoperoxidación alcanzados en 

semillas envejecidas no correlacione con la sensibilidad al envejecimiento, sugiere 

que además de la lipoperoxidación, otros componentes membranales podrían 

estar participando en la permeabilidad iónica de las membranas y que éstos 

podrían afectarse durante el envejecimiento. Entre estos componentes podrían 

estar algunas bombas, por ejemplo ATPasas y algunos canales iónicos como los 

canales de sodio, potasio o calcio. 

Otro dato que refuerza la propuesta de que la lipoperoxidación no explica todo el 

fenómeno de pérdida de integridad membrana!, es el hecho de que en semillas 

envejecidas la integridad membrana! presentó baja correlación con la 

lipoperoxidación detectada en el mismo sistema (Fig. 6). Otra interpretación a este 

tipo de resultados es la de considerar que la cantidad de electrolitos escapados 
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de la semilla es el resultado del balance entre escape inespecífico, transporte 

específico y capacidad membrana! de reabsorción de iones, todos ellos, procesos 

que dependen de la composición particular de la membrana que pudiera variar 

entre genotipos. Se sabe que existen variaciones importantes en la composición 

de lípidos y ácidos grasos entre especies y familias de plantas (Smith y Berjak 

1995). 

Durante la germinación de semillas control, el contenido de H202 disminuyó 

significativamente con respecto al detectado en semillas secas. La magnitud de 

esta disminución fue similar para los tres genotipos, indicando que los cultivares 

control poseen una capacidad similar para detoxificar H202. Los datos de la tabla 2 

también muestran que el envejecimiento disminuyó esta capacidad de 

detoxificación, medida como cantidad de H20 2 eliminado en 24 h de imbibición o 

como porcentaje de eliminación con respecto al control. Mas aún, la capacidad 

remanente de eliminación de H20 2 en la semilla envejecida correlacionó 

positivamente con la sensibilidad al envejecimiento (Fig. 8). 
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Figura 8. Correlación entre la capacidad de detoxificación de H202 y la 
sensibilidad al envejecimiento, El nivel de H202 se evaluó en semillas envejecidas 
de cada material a O y 24 h de imbibición (hdi)_ La capacidad de detoxificación se 
determinó como el porcentaje de H2O2 presente a las 24 hdi con respecto al inicial 
(O hdi) y como nmoles de H2O2 presentes después de la imbibición. 

Esta disminución en la capacidad de detoxificación presentó una baja correlación 

positiva con la actividad de POD remanente en la semilla envejecida y embebida 

por 24 horas (Fig. 9), cuando se expresó como porcentaje o como H202 total 

detoxificado (r2=0.92, P=0.33 y r2=0.92, P=0.33, respectivamente). Los datos 

anteriores y el hecho de que la actividad de POD fue en todo momento mayor a la 

actividad de CAT, sugiere que en nuestro sistema, la POD juega un papel 

determinante en la detoxificación del H202. 
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Figura 9. Correlación entre la capacidad de detoxificación de H20 2 y la actividad 
de guaiacol peroxidasas después de 24 h de imbibición (hdi) de ejes embrionarios 
de semillas envejecidas. El nivel de H20 2 se evaluó en semillas envejecidas de 
cada material después de O y 24 hdi. La capacidad de detoxificación se determinó 
como el porcentaje de H20 2 presente a las 24 hdi con respecto al inicial (O hdi) y 
como nmoles de H202 presentes después de la imbibición. 

Los datos anteriores, indican que el envejecimiento de las semillas produce un 

aumento significativo en la generación de 02-, pero no de H202. Sin embargo, 

ambos tipos de ERO se acumulan durante la germinación, esta acumulación 

correlaciona con el grado de envejecimiento que se manifiesta en cada cultivar. 

Por ello, estas especies deletéreas parecen buenos candidatos a estar 

relacionados con muchos de los daños que se observan en las semillas 

envejecidas. La acumulación de 02- parece ser consecuencia de una mayor 

capacidad de producción y de una menor capacidad de eliminación. Esta menor 

capacidad de eliminación se presenta durante el envejecimiento en el almacén. 

En el caso del H202, el mecanismo por el cual se acumula no es claro ya que el 
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envejecimiento de la semilla no induce un aumento en su producción. Los datos 

tampoco indican claramente que el mecanismo de detoxificación para esta ERO 

se haya dañado de manera importante, ya que la actividad de POD disminuyó 

únicamente en el cultivar de ASE, A6. Mientras que en el de MSE, la capacidad de 

detoxificación disminuyó por el envejecimiento, pero no la actividad de POD 

(Esquema 2). Estos datos parecen indicar que en la detoxificación del H202 

participan otros mecanismos, por ejemplo, moléculas antioxidantes de bajo peso 

molecular. Por último, la sensibilidad al envejecimiento de las semillas de maíz 

correlaciona con a estabilidad en almacén del sistema enzimático detoxificador de 

ERO. 
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Esquema 2. La sensibilidad al envejecimiento y la relación entre ERO, indicadores 
de metabolismo oxidativo y sistema enzimático antioxidante. Las semillas control 
del maíz de BSE (A), presentaron mayor capacidad de generación de 02·· y 
actividad de SOD y POD, así como un menor contenido de proteínas oxidadas 
(P.Ox.) y lipoperoxidación membrana! (LP), que el material de ASE. Estas semillas 
control pueden ser germinadas (imbibición) o almacenadas (envejecimiento). En el 
primer caso (C), la capacidad de generación y acumulación de ERO, así como el 
nivel de LP membrana!, se mantuvieron semejantes a los controles en ambos 
materiales, mientras todas las actividades enzimáticas se incrementaron y se 
igualaron en los materiales de BSE y ASE. En el caso de que las semillas control 
almacenadas (B), el envejecimiento se asoció con un decremento de la actividad 
de SOD, POD y CAT, el cual es fue más drástico en las semillas de ASE, en estas 
mismas se observaron los mayores niveles de P.Ox. y LP. La imbibición de las 
semillas envejecidas (D) con alto contenido de indicadores de daño oxidativo 
(p.Ox. y LP) y baja actividad del sistema enzimático antioxidante (S0D, POD, 
CAT) no permite el restablecimiento de la actividad de SOD, POD y CAT y se 
asocia con un incremento de la acumulación de H202. 
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RESUMEN DE RESULTADOS 

1. Independientemente de las condiciones de almacenamiento, las curvas de 

sobrevivencia de los diferentes materiales utilizados para este trabajo son 

bifásicas: a) fase de relativa estabilidad y b) fase de pérdida rápida de 

viabilidad. 

2. El envejecimiento está asociado a la oxidación de proteínas solubles o 

peroxidación membrana! al inicio o durante la fase de pérdida rápida de 

viabilidad. 

3. Los procesos oxidativos se realizan en diferentes compartimentos celulares, 

citoplasma o membranas, dependiendo de las condiciones de 

almacenamiento. 

4. En las semillas envejecidas se incrementa la capacidad mitocondrial de 

generación de superóxido durante la imbibición 

5. En las semillas envejecidas disminuyen las actividades de SOD, CAT y POD. 

6. Las semillas envejecidas clasificadas como de ASE presentan menor actividad 

SOD y POD y mayor acumulación de H202 que los materiales de BSE. 

7. Las semillas envejecidas clasificadas como de ASE presentan un mayor grado 

de lipoperoxidación y una menor integridad membrana! que los materiales de 

BSE. 

48 



CONCLUSION 

"La actividad de las enzimas SOD-POD, las cuales son componentes del sistema 

enzimático que defiende a las células de la peroxidación, está asociada con la 

protección de las semillas durante el envejecimiento en el almacén y durante su 

posterior germinación" 
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ABREVIATURAS 
A6: Híbrido de maíz A6 

ADNasa: Nucleasas de ácido desoxirribonucléico 

ADNmit= Ácido desoxirribonucléico mitocondrial 

ASE: Alta sensibilidad al envejecimiento 

BSE: Baja sensibilidad al envejecimiento 

CAT: Catalasa 

CIMMyT: Centro de Investigación para el mejoramiento del maíz y el trigo 

CP: Colegio de Posgraduados (Chapingo, México) 

ERO: Especies reactivas de oxígeno 

h: Horas 

H202: Peróxido de hidrógeno 

HR: Humedad relativa 

HS1: Híbrido de maíz HS1 

min: Minutos 

MSE: Mediana sensibilidad al envejecimiento 

0 2--: Radical superóxido 

PEP: Accesión de maíz Pepitilla 

POD: Peroxidasa 

SE: Sensibilidad al envejecimiento 

SOD: Superóxido dismutasa 

srt: Sustancias reactivas a tiobarbitúrico 

TCA: Ácido tricloroacético (tricloroacetic acid) 

TEP: Accesión de maíz Tepecintle 
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