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RESUMEN

Germinacion y crecimiento inicial de semillas de
maiz con envejecimiento natural. Para detectar y cuantifi-
car los dafios causados por el envejecimiento natural sobre
algunos eventos iniciales de la germinacion seminal y del
crecimiento inicial de las plantulas, se realizé en el Labora-
torio de Biotecnologfa de la Unidad Profesional Interdisci-
plinaria de Biotecnologia (UPIBI) del Instituto Politécnico
Nacional, Ticomdn, México, durante el 2005, el analisis de
componentes fisicos y fisioldgicos de semillas de dos edades
(19 y seis afios), de dos cruzas simples de maiz y de sus
lineas progenitoras. Las semillas estuvieron almacenadas
sin control de temperatura ni humedad. Se usé un disefio de
bloques al azar con dos repeticiones y 10 semillas como uni-
dad experimental. En cada unidad se evalug el contenido de
humedad, integridad del pericarpio, lixiviacién de solutos,
viabilidad y protrusién radicular. Los componentes fisicos
(contenido de humedad e integridad del pericarpio) perma-
necieron sin variaciones significativas durante los afios de
almacenamiento de las semillas; sin embargo, las fisioldgi-
cas (protrusion radicular y viabilidad) se afectaron (p < 0,05)
hasta hacerse nulas en semillas de mayor edad, en las cuales
también el lixiviado de solutos fue mds profuso (p < 0,05).
Se detectaron correlaciones significativas para viabilidad
con protrusion radicular (0,98 **) y también con lixiviacion
de solutos (- 0,66 *), asi como entre lixiviacion de solutos y
protrusion radicular (- 0,66 *).

Palabras clave: Longevidad, senescencia, vigor semi-
nal, deterioro natural, fisiologia de semillas.

Recibido: 14 de febrero, 2007. Aceptado: 29 de agosto, 2007. Proyecto de investigacion interinstitucional. Instituto Politécnico Nacional

ABSTRACT

Germination and initial growth of naturally-aged
maize seeds. In order to detect and to quantify the damage
caused by natural ageing of seeds on events involved in
the initial stages of maize germination, it was made at
Laboratory of Biotechnology, Instituto Politécnico Nacional,
Ticomdn, México, in 2005, a physical and physiological
analysis of seeds of two ages, 6 and 19 years old, of two
single crosses of the maize hybrids H28 and H30, and their
inbred parental lines, were performed. The seeds were stored
without control of temperature and humidity. Our study
had a total of 12 treatments. A randomly blocked design
with two replications of 10 seeds each was used. Variables
evaluated were: content of humidity, pericap integrity, solute
lixiviation, seed viability and radicle protrusion. The results
indicated that the physical variables (humidity content and
pericarp integrity) remained unchanged during the seed
storage period; however, the physiological variables (radicle
protrusion and viability) were affected (p < 0.05) by ageing.
Solute lixiviation was significantly (p < 0.05) profuse in 19
year old seeds. Correlations between viability and radicle
protrusion (0.98 **), viability and leaching out solutes (-
0.66 *), as well as between leaching out solutes and radical
protrusion (- 0.66 *), were significant.

Key words: Longevity, senescence, vigor, natural
ageing, seed physiology.
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INTRODUCCION

Se ha demostrado la disminucién paulatina del
potencial fisiolégico de las semillas de maiz (Zea mays
L.), ocasionada por el envejecimiento natural, y misma
que merma progresivamente la capacidad germinativa,
la velocidad de crecimiento inicial de la pldntula y la
tolerancia a condiciones adversas (Marcos-Filho y
McDonald 1998; McDonald 1999). Tales efectos estan
asociados con alteraciones bioquimicas evidenciadas
durante las primeras horas de imbibicién de los tejidos
seminales (Cruz et al. 1995), y se expresan primero
como reducciones en el desempefio germinativo y en
el vigor de las semillas y, posteriormente, al nivel del
ADN (Marcos-Filho y McDonald 1998).

El vigor es una caracteristica genética de la planta
expresada a nivel de semilla, que es afectada por facto-
res exdgenos como la nutricion de la planta madre, da-
flos mecdnicos ocasionados durante la cosecha, el pro-
cesamiento y el almacenamiento (McDonald 1998).

Los sintomas de la semilla deteriorada incluyen:
pérdida de compuestos solubles por la anémala per-
meabilidad de las membranas celulares, reduccion de
la actividad enzimdtica y produccién de sustancias
toxicas como dcidos grasos libres, todo lo cual reper-
cute en una reactivacion deficiente del crecimiento
embrional (Anderson 1973). La escasa o nula funcio-
nalidad de las membranas seminales es consecuencia
de la peroxidacién de los lipidos que las constituyen,
lo que se traduce en su desorganizacion y pérdida de
actividad metabdlica (Wilson y McDonald 1986).

Ademads, la excesiva permeabilidad provoca la
pérdida masiva de aziicares, iones inorgdnicos y ami-
nodcidos, entre otros componentes celulares, y algunos
de ellos podrian quedar en concentraciones inferiores
a las Optimas para respiracion, actividad enzimdtica y
sintesis de macromoléculas (Bewley y Black 1994).
El envejecimiento o deterioro de las semillas es un
fendmeno complejo, que difiere entre genotipos, es
influenciado por factores ambientales y bioldgicos, y
no ocurre uniformemente en las semillas, ain dentro
de un mismo lote (McDonald 1999).

El objetivo del presente estudio fue identificar y
cuantificar la repercusion del envejecimiento natural
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sobre los procesos fisicos (contenido de humedad y
dafio mecdnico) y fisioldgicos (viabilidad, protrusién
radicular y lixiviacién de solutos) implicados en la
germinacién de las semillas de dos cruzas simples de
maiz, asi como en las de sus respectivos progenitores.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon semillas de los hibridos de maiz:
H28 y 30, asi como las de sus respectivos progenito-
res, pertenecientes al Programa de Semillas del Campo
Experimental Valle de México (CEVAMEX), del Insti-
tuto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP).

Las semillas estuvieron almacenadas sin control
de temperatura ni humedad. El clima del lugar corres-
ponde a un templado hiimedo, con lluvias en verano,
el cual es fresco y de escasa oscilacién térmica [C (w,)
(W) b (i’) g], con una precipitacion media de 670 mm
anuales y 15,2 °C de temperatura media anual, y con
una altitud de 2.249 msnm (Garcia 1973).

De cada hibrido (de la cruza simple y de sus proge-
nitores) se eligieron semillas con 19 y seis afios de edad,
para integrar un total de 12 tratamientos (Cuadro 1).

El estudio se realizé en el Laboratorio de Biotec-
nologfa de la Unidad Profesional Interdisciplinaria de
Biotecnologia (UPIBI) del Instituto Politécnico Nacio-
nal (IPN), durante el 2005.

Evaluaciones fisicas
Contenido de humedad

Para obtener el contenido de humedad, se regis-
traron los pesos fresco y seco de las semillas; para
este ultimo se secaron previamente a 70 °C por 72 h.
El contenido de humedad se calcul$ de acuerdo con la
férmula (Lopez 1995):

H(%) =

mxﬂ)o
PF
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Donde: H = Contenido de humedad de la semilla
(%), PF = Peso fresco de la semilla (g), y PS = Peso
seco de la semilla (g).

Cuadro 1. Cruzas simples de maiz (“H28” y “H30”), asf
como de sus lineas progenitoras, de dos edades y
almacenadas bajo ambiente natural. CEVAMEX-
INIFAP, Chapingo, México, 2005.

Trata- Linea Edad Genealogia
miento (afos)
H28
1 M17 19 Mich21 Comp. 1-7-2
2 M18 19 Mich21 Comp. 1-27-2
3 M17 X M18 19 Cruza simple
4 M17 6 Mich21 Comp. 1-7-2
5 M18 6 Mich21 Comp. 1-27-2
6 M17 X M18 6 Cruza simple
H30
7 M27 19 Mich21-181-14-1
8 M28 19 Mich21-183
9 M27X M28 19 Cruza simple
10 M27 6 Mich21-181-14-1
11 M28 6 Mich21-183
12 M27X M28 6 Cruza simple

Dario mecdnico

Con la prueba del verde rdpido (Lopez 1995) se
determinaron los dafios mecdnicos que las semillas
presentaron en el pericarpio. Para ésto, las semillas
se sumergieron en 10 ml de la solucién del colorante
verde rdpido (2 %, p/v), a temperatura ambiente por 30
min; luego se lavaron con agua destilada y se secaron
superficialmente sobre toallas de papel. Cada semilla
se inspeccioné mediante un microscopio estereoscopi-
co y el dafio en el pericarpio se manifesté como por-
ciones teflidas intensamente de un verde oscuro.

Evaluaciones fisiologicas
Viabilidad
La viabilidad se determiné mediante la prueba de

tetrazolio (Delouche ef al. 1971). Las semillas fueron
embebidas en agua destilada por 12 h a temperatura
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ambiente y luego se disecaron longitudinalmente por el
eje embrional; se eligieron las mitades de las semillas
que mostraron mayor definicién de sus componentes
morfoldgicos, y se mantuvieron sumergidas en agua
destilada, para posteriormente colocarlas en cajas petri
con el corte hacia abajo y agregarles 10 ml de la solu-
cion de cloruro-2-3, 5-trifenil tetrazolio (1 %, p/v).

Las cajas petri permanecieron en incubacién por 4
ha25+2°C,y en seguida, se reemplazd la solucion de
tetrazolio con agua destilada. La lectura de viabilidad
se hizo en las estructuras embrionales, con un micros-
copio estereoscopico. A cada semilla se le asigné uno
de los 16 casos de la clave de interpretacién para la
prueba de tetrazolio en maiz (Delouche et al. 1971).

Protrusion radicular

La aptitud para protruir se evalu6 cada 24 h, a partir
del inicio de la hidratacién de las semillas y hasta ocho
dfas después. Para esta prueba las semillas se incubaron
a 25 °C, colocadas sobre papel filtro en cajas petri al
que se adicionaron 10 ml de agua destilada, volumen
que se procuré mantener constante. Se considerd que la
radicula habfa protruido de la semilla cuando alcanzaba
una longitud aproximada de 3 mm (Lépez 1995).

Lixiviacion de solutos

Las semillas se limpiaron escrupulosamente en su
superficie y se colocaron en tubos de ensayo (13 x 150
mm) que contenian 15 ml de agua destilada. La lixivia-
cion se determiné a 0, 2, 4, 6, 8 y 24 h posteriores a la
imbibicién, mediante la absorbancia del liquido de im-
bibicién en un espectrofotémetro (Beckman DU-350,
California, USA) a una longitud de onda de 580 nm, la
cual se determiné en experimentos previos al presente.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron bajo un disefio comple-
tamente al azar, con 12 tratamientos (Cuadro 1), dos
repeticiones por tratamiento y con 10 semillas como
unidad experimental. La comparacién de medias se
hizo mediante la prueba de Tukey (p < 0,05). Los datos
porcentuales se normalizaron mediante la transfor-
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macion por arcoseno antes de realizar los andlisis de
varianza y la comparacion de medias correspondientes
(Reyes 1980). Ademds, se calcularon los coeficientes
de correlacion lineal entre las variables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectaron diferencias significativas en el
andlisis de varianza para todas las variables, excepto
para dafio mecdnico. El contenido de humedad de las
semillas fue similar entre genotipos y entre edades,
con valores entre 8,6 y 9,5 %, excepto en el tratamien-
to 1 (Iilnea M17 con 19 afios de almacenamiento) que
tuvo menor cantidad de agua (4,2 %). Esta diferencia
se atribuye a alguna situacion particular del almacena-
miento, puesto que no pudo ser genotipica, porque la
misma linea con seis afios de edad (tratamiento 4) pre-
sentd un porcentaje de humedad similar a los demds
tratamientos. Es decir, el proceso de envejecimiento
no repercutio en esta variable.

Tampoco en la integridad (dafio) del pericarpio
hubo efectos estadisticos por la senescencia de las
semillas; no obstante, se advierte la tendencia en

ambas cruzas simples y edades (tratamientos 3, 6,9y
12), a denotar menor proporcién de dafios mecdnicos,
independientemente de su edad (Figura 1), que la linea
hembra de cada cruza (tratamientos 1, 4, 7 y 10).

El que se haya mantenido constante el contenido de
humedad de las semillas y la ausencia de dafio mecani-
co significativo en el pericarpio, a través del prolongado
almacenamiento (19 y seis afios) sin control de tempera-
tura ni humedad, evidencia que el manejo postcosecha
y almacenamiento fueron Gptimos en cuanto a estas va-
riables fisicas. Sin embargo, ésto no fue suficiente para
preservar su aptitud fisioldgica, puesto que ocurrié una
declinacion del potencial germinativo de las semillas a
través del afiejamiento, hasta llegar a ser nula la viabili-
dad y la protrusién radicular en semillas de 19 afios de
edad (tratamientos 1, 2, 3, 7, 8 y 9) (Cuadro 2).

La lixiviacion de solutos de las semillas se estabi-
liz6 a partir de las 6 h de imbibicion en todos los trata-
mientos (Figura 2), pero con diferencias significativas
entre genotipos (Cuadro 2). Por ello se eligi6 este lap-
so de hidratacion de las semillas para efectuar la com-
paracion estadistica de la pérdida de solutos celulares
(Cuadro 2), 1a cual se estim6 mediante los valores de
absorbancia en los lixiviados presentes en el agua de

Figura 1.

Tincién con solucién Verde Répido (2 %, p/v) para determinar dafios en el pericarpio de la semilla maiz. La

tonalidad verde oscuro en las zonas dentro de circulos evidencia dafio mecdnico en el pericarpio. A) M27 con
seis afios de edad, tratamiento 10), mientras que las semillas sin dafios exhiben una coloracién uniforme. B)

M17 x M18 con 19 afios de edad, tratamiento 3). Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologfa
del Instituto Politécnico Nacional (UPIBI-IPN), México. 2005.
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Cuadro 2. Comparacién de medias de las variables fisicas y fisiolégicas de semillas de maiz. Unidad Profesional
Interdisciplinaria de Biotecnologia del Instituto Politécnico Nacional (UPIBI-IPN), México. 2005.

Tratamiento  Contenido de Daiio mecanico  Viabilidad (%) Protrusion Lixiviacion de solutos
humedad (%) (%) radicular (%) (A x 10%F
1 42 b 37 a 0 b 0 b 5.572 ab
2 89 a 30 a 0b 0 b 4.790 ab
3 95 a 13 a 0 b 0 b 2.125 ab
4 95 a 40 a 85 a 81 a 1.318 ab
5 94 a 9 a 90 a 75 a 843 b
6 90 a 12 a 92 a 98 a 919 b
7 92 a 19 a 0 b 0b 4.949 ab
8 90 a a 0 b 0 b 5.881 ab
9 8,6 a 7 a 3 b 0b 6.154 a
10 8,7 a 44 a 81 a 77 a 5.572 ab
11 95 a 19 a 70 a 90 a 2.544 ab
12 8,7 a 22 a 75 a 90 a 3.324 ab

TAbsorbancia del lixiviado a las 6 h de imbibicién.
Medias con la misma letra, en cada columna, son estadisticamente iguales (Tukey, 0,05).

imbibicién de las semillas. Las semillas de mayor edad yor lixiviacién ocurrié en la cruza simple M27 x M28
(19 afios) lixiviaron significativamente mayor cantidad con 19 afios, y la menor en la linea M18, con seis afios
de metabolitos que las mds jovenes (seis afios); la ma- de edad (tratamientos 9 y 5, respectivamente).
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Figura 2. Cinética de lixiviacion de solutos de las semillas de los hibridos de maiz “H28” (A) y “H30” (B), y de sus respectivos progenitores.

Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia del Instituto Politécnico Nacional (UPIBI-IPN), México. 2005.

ISSN: 1021-7444 AGRONOMIA MESOAMERICANA 18(2):163-170. 2007



168 GUTIERREZ et al.: GERMINACION DE SEMILLAS DE MA{Z CON ENVEJECIMIENTO NATURAL

La salida de metabolitos celulares tendié a ser
menor o intermedia en las cruzas simples en compa-
racion con sus lineas progenitoras, pero sin alcanzar
diferencias significativas. El comportamiento de estos
genotipos en lixiviacion de solutos coincide con el
que exhibieron para dafio mecdnico, y podrian ser
manifestaciones heteréticas de escasa magnitud, debi-
do a que las cruzas simples poseen una base genética
similar, asi como un reducido nivel de endogamia en
sus lineas progenitoras (Cuadro 1), circunstancia que
habria que corroborar con mayor tamafio de muestra y
mds repeticiones.

Los procesos fisioldgicos de viabilidad y protru-
sion radicular (Cuadro 2) fueron nulos en las semillas

de mayor edad, comportamiento acorde con lo repor-
tado por varios autores (Cruz et al. 1995; Pérez y Mar-
tinez 1994), quienes aducen que el avance de la edad
induce alteraciones progresivas e irremisibles en dife-
rentes niveles metabdlicos (bioquimico, fisioldgico y
molecular), las cuales menoscaban la capacidad fisio-
l6gica de las semillas para germinar e incluso eliminan
todo signo de actividad metabdlica (viabilidad).

En la prueba de tincién con tetrazolio se detecta-
ron zonas sin actividad metabdlica distribuidas al azar
en las estructuras del embrion, aunque en las semillas
de 19 afios de edad, fue predominantemente en el me-
ristemo radicular (Figura 3), donde no se produjo el
formazan, compuesto rojo insoluble que se produce al

Figura 3. Prueba de viabilidad con tetrazolio (1 %, p/v). El color rojo intenso del embrion denota alta viabilidad de la semilla (A,
M17 con seis afios de edad, tratamiento 4), mientras que la ausencia de color indica escasa o nula actividad metabdlica,

particularmente ésto se observa en la zona de la radicula (B, M17 con 19 afios de edad, tratamiento 1). Unidad Profe-
sional Interdisciplinaria de Biotecnologfa del Instituto Politécnico Nacional (UPIBI-IPN), México. 2005.

Cuadro 3. Coeficientes de correlacion lineal entre las variables fisicas y fisioldgicas del estudio.
Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia del Instituto Politécnico
Nacional (UPIBI-IPN), México. 2005.

Contenido de Daiio Viabilidad Protrusion
humedad mecdanico radicular
Dafio mecdnico -0,33 ns
Viabilidad 0,33 ns 0,23 ns
Protrusion radicular 0,32 ns 0,24 ns 0,98 **
Lixiviacion de -0,41 ns 0,02 ns -0,66 * -0,66 *

solutos

* %% = Significativo (P < 0,05 y 0,01, respectivamente); ns = No significativo.
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reducirse la solucién de tetrazolio con los electrones del
proceso respiratorio de las células activas al inicio de
su hidratacion (Moore y Goodsell 1965). La carencia
de actividad respiratoria en la region radicular ha sido
ya documentada en semillas envejecidas de manera
natural (Cruz et al. 2003) y ésto explicaria el alto grado
de asociacién (0,98 **) entre viabilidad y protrusién
radicular en el andlisis de correlacion (Cuadro 3).

Tal comportamiento en la lixiviacién de solutos
de las semillas, sugiere a la disminucién o pérdida de
funcionalidad de la membrana celular, como un signo
de senescencia de semillas, mecanismo ya reportado
por Wilson y McDonald (1986). Esta posibilidad se
respalda con los valores de correlacion (Cuadro 3), en
los cuales la lixiviacién de solutos celulares se asocid
inversa y significativamente con viabilidad (- 0,66 *)
y con protrusién radicular (- 0,66 *).

Fisiol6gicamente estas manifestaciones podrian
interpretarse como una secuencia de eventos de dete-
rioro que comienza con problemas de funcionalidad
en las membranas seminales, lo que ocasiona un flujo
excesivo de constituyentes celulares, evidenciado éste
por los altos valores de absorbancia y la consecuente
pérdida de metabolitos, cuya magnitud puede restrin-
gir al proceso germinativo (Bewley y Black 1994).

CONCLUSIONES

El envejecimiento de las semillas no repercutié
en su contenido de humedad ni sobre la integridad del
pericarpio, pero sf menoscabd su potencial metabdlico,
en términos de viabilidad y de protrusion radicular.

Los valores de correlacion evidenciaron que el
potencial metabdlico de las semillas (viabilidad) re-
percutié directamente sobre su germinacion; en tanto
que la pérdida de metabolitos celulares (lixiviacion),
incidi6 de manera adversa en su germinabilidad.

La lixiviacion de solutos de las semillas de mayor
edad fue significativamente mds cuantiosa, con respec-
to a las mds jovenes, por lo que es posible considerarla
como signo de deterioro.
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