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RESUMEN

Con la finalidad de detectar y cuantificar los daiios causados por
el envejecimiento natural sobre algunos eventos iniciales de la germi-
nacion, se hizo el analisis fisico y fisiologico de semillas de dos edades
(19 y 6 aiios), de dos cruzas simples de maiz y de sus lineas progenito-
ras. 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 unidad experimental. En cada unidad se evalué
contenido de humedad, integridad del pericarpio, lixiviacién de solu-
tos, viabilidad y protrusion radicular. Los resultados indicaron que
las variables fisicas (contenido de humedad e integridad del pericar-
pio) permanecieron sin variaciones significativas durante los afios de
almacenamiento de las semillas; sin embargo, las fisiolégicas (protru-
sién radicular y viabilidad) se afectaron (P < 0.05) hasta hacerse nu-
las en semillas de mayor edad, en las cuales también el lixiviado de
solutos fue mas profuso (P < 0.05). Se detectaron correlaciones signi-
ficativas para viabilidad con protrusion radicular (0.98 **) y también
con lixiviacion de solutos (- 0.66 *), asi como entre lixiviacion de solu-
tos y protrusion radicular (- 0.66 *).

Palabras clave: Zea mays, germinacion, longevidad, envejecimiento
natural.

SUMMARY

In order to detect and to quantify the damage caused by natural
ageing of seeds on events involved in the initial stages of maize germi-
nation, a physical and physiological analysis of seeds of two ages, 19
and 6 years old, of two single crosses and its inbred parental lines,

Recibido: 31 de Enero del 2006.
Aceptado: 30 de Junio del 2006.

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 29 (Nim. Especial 2): 75 - 80, 2006

were performed. The seeds were stored without control of tempera-
ture and humidity. A random block design with two replications of 10
seeds each was used. Variables evaluated were: content of humidity,
pericap integrity, solute lixiviation, seed viability and radicle protru-
sion. The results indicated that the physical variables (humidity con-
tent and pericarp integrity) remained unchanged during the seed
storage period; however, the physiological variables (radicle protru-
sion and viability) were affected (P < 0.05) by ageing. Solute lixivi-
ation was significantly (P < 0.05) profuse in 19 years old seeds. Corre-
lations 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.

Index words: Zea mays, germination, longevity, natural ageing.
INTRODUCCION

La disminucién paulatina del potencial fisiolégico de
las semillas de maiz (Zea mays L.), ocasionada por el en-
vejecimiento natural, merma progresivamente la capaci-
dad germinativa, la velocidad de crecimiento inicial de la
plantula 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 se-
minales (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 factores exdgenos como la nutriciéon de la
planta madre, dafios mecanicos ocasionados durante la co-
secha, el procesamiento y el almacenamiento (McDonald,
1998).

Los sintomas de la semilla deteriorada incluyen: pér-
dida de compuestos solubles por la andmala permeabilidad
de las membranas celulares, reduccion de la actividad en-
zimdatica y produccién de sustancias toxicas como 4cidos
grasos libres, todo lo cual repercute en una reactivaciéon
deficiente del crecimiento embrional (Anderson, 1973). La
escasa o nula funcionalidad de las membranas seminales es
consecuencia de la peroxidaciéon de los lipidos que las
constituyen, lo que se traduce en su desorganizaciéon y
pérdida de actividad metabdlica (Wilson y McDonald,
1986). Ademas, la excesiva permeabilidad provoca pérdida
masiva de azficares, iones inorganicos y aminoacidos, en-
tre otros componentes celulares, y algunos de ellos podrian
quedar en concentraciones inferiores a las optimas para
respiracion, actividad enzimadtica y sintesis de macromolé-
culas (Bewley y Black, 1994). El envejecimiento o deterio-
ro de las semillas es un fenémeno complejo, que difiere
entre genotipos, es influenciado por factores ambientales y
biolégicos, y no ocurre uniformemente en las semillas de
un mismo lote (McDonald, 1999).
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El objetivo del presente estudio fue identificar y cuanti-
ficar la repercusion del envejecimiento natural sobre los
procesos fisicos (contenido de humedad y dafio mecénico)
y fisiolégicos (viabilidad, protrusion radicular y lixiviacién
de solutos) implicados en la germinacién de las semillas de
dos cruzas simples de maiz, asi como en las de sus respec-
tivos progenitores.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon semillas de dos cruzas simples de maiz,
que son las cruzas hembra de los hibridos dobles, ‘H28’ y
‘H30’; y sus respectivos progenitores, con edades contras-
tantes, 19 y 6 afios de edad, para un total de 12 tratamien-
tos (Cuadro 1). Durante estos afios las semillas se almace-
naron sin control de temperatura ni humedad, y el material
genético fue proporcionado por el Programa de Semillas
del Campo Experimental Valle de México, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecua-
rias. El estudio se efectu6 en el Laboratorio de Biotecno-
logia de la Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotec-
nologia del IPN, durante el 2005.

Cuadro 1. Cruzas simples de maiz (‘H28’y ‘H30’) y sus lineas progenito-
ras, de dos edades y almacenadas bajo ambiente natural.

Tratamiento Linea E(.iad Genealogia
(afnos)
‘H28’
1 M17 19 Mich21 Comp. 1-7-2
2 M18 19 Mich21 Comp. 1-27-2
3 M17 X M18 19 Cruza simple hembra
4 M17 6 Mich21 Comp. 1-7-2
5 M18 6 Mich21 Comp. 1-27-2
6 M17 X M18 6 Cruza simple hembra
‘H30’
7 M27 19 Mich21-181-14-1
8 M28 19 Mich21-183
9 M27X M28 19 Cruza simple hembra
10 M27 6 Mich21-181-14-1
11 M28 6 Mich21-183
12 M27X M28 6 Cruza simple hembra

Evaluaciones fisicas

Contenido de humedad. Inicialmente se registraron
los pesos fresco y seco de las semillas; para este dltimo se
secaron previamente a 70 °C por 72 h. El contenido de
humedad se calculé de acuerdo con la férmula (Lopez,
1995):

H (%) = L;PSX

100

donde: H = Contenido de humedad de la semilla (%); PF
= Peso fresco de la semilla (g); y PS = Peso seco de la
semilla (g).

Daiio mecanico. Con la prueba del verde rapido (L6-
pez, 1995) se determinaron los dafios mecanicos que las
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semillas presentaron en el pericarpio. Para esto, las semi-
llas se sumergieron en 10 mL de la solucién del colorante
verde rapido (2 %, p/v), a temperatura ambiente por 30
min; luego se lavaron con agua destilada y se secaron su-
perficialmente sobre toallas de papel. Cada semilla se ins-
peccioné mediante un microscopio estereoscopico y el da-
fio en el pericarpio se manifestd como porciones tefiidas
intensamente de un verde oscuro.

Evaluaciones fisiologicas

Viabilidad. Se determiné mediante la prueba de tetra-
zolio (Delouche et al., 1971). Las semillas fueron embebi-
das en agua destilada por 12 h a temperatura ambiente y
luego se disecaron longitudinalmente por el eje embrional;
se eligieron las mitades de las semillas que mostraron ma-
yor definicion de sus componentes morfoldgicos y se man-
tuvieron sumergidas en agua destilada, para posteriormente
colocarlas en cajas petri con el corte hacia abajo y agregar-
les 10 mL de la solucién de cloruro-2-3, 5-trifenil tetrazo-
lio (1 %, p/v).

Las cajas petri permanecieron en incubacién por 4 h a
25 £ 2 °C, y enseguida se reemplazé la solucion de tetra-
zolio con agua destilada. La lectura de viabilidad se hizo
en las estructuras embrionales, con un microscopio este-
reoscopico. A cada semilla se le asigné uno de los 16 ca-
sos de la clave de interpretacién para la prueba de tetrazo-
lio en maiz (Delouche et al., 1971).

Protrusién radicular. La aptitud para protruir se eva-
lu6é cada 24 h, a partir del inicio de la hidratacién de las
semillas y hasta 8 d después. Para esta prueba las semillas
se incubaron a 25 °C, colocadas sobre papel filtro en cajas
petri a las que se adicionaron 10 mL de agua destilada, vo-
lumen que se procurd mantener constante. Se considerd
que la radicula habia protruido de la semilla cuando alcan-
z6 una longitud aproximada de 3 mm (Lépez, 1995).

Lixiviacion de solutos. Las semillas se limpiaron es-
crupulosamente en su superficie y se colocaron en tubos de
ensaye (13 x 150 mm) que contenian 15 mL de agua desti-
lada. La lixiviacion se determind a 0, 2, 4, 6, 8 y 24 h
posteriores a la imbibicion, mediante la absorbancia del
liquido de imbibicién en un espectrofotémetro (Beckman
DU-350; California, EE. UU.) a una longitud de onda de
580 nm, la cual se determiné en experimentos previos al
presente.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron bajo un disefio completamente
al azar, con 12 tratamientos (Cuadro 1), dos repeticiones
por tratamiento y con 10 semillas como unidad experimen-
tal. La comparaciéon de medias se hizo mediante la prueba
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de Tukey (P < 0.05). Los datos porcentuales se normaliza-
ron mediante la transformacién por arcoseno antes de rea-
lizar los andlisis de varianza y la comparaciéon de medias
correspondientes (Reyes, 1980). Ademas, se calcularon los
coeficientes de correlacion lineal entre las variables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se detectaron diferencias significativas en el analisis de
varianza para todas las variables, excepto para dafio mecé-
nico (Cuadro 2). El contenido de humedad de las semillas
fue similar entre genotipos y entre edades, con valores en-
tre 8.6 y 9.5 %, excepto en el Tratamiento 1 (linea M17
con 19 afios de almacenamiento) que tuvo menor cantidad
de agua (4.2 %). Esta diferencia se atribuye a alguna si-
tuacion particular del almacenamiento, puesto que no pudo
ser genotipica, porque la misma linea con 6 afios de edad
(Tratamiento 4) present6 un porcentaje de humedad similar
a los demas tratamientos. Es decir, el proceso de enveje-
cimiento no repercutié en esta variable. En la integridad
(dafio) del pericarpio tampoco 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 proporcion de dafios mecé-
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nicos, independientemente de su edad (Cuadro 2 y Figura
1), que la linea hembra de cada cruza (Tratamientos 1, 4,
7y 10).

Cuadro 2. Cuadrados medios del andlisis de varianza de las variables
fisicas y fisioldgicas bajo estudio.
Variable

Cuadrado medio

Contenido de humedad 8.96 **
Daiio mecénico 280.19 ns
Viabilidad 2288.84 **
Protrusion radicular 2595.67 **
Lixiviacién de solutos 871.39 **

* **% = Significativo (P < 0.05 y 0.01, respectivamente); ns = No signi-
ficativo.

El que se haya mantenido constante el contenido de
humedad de las semillas y la ausencia de dafio mecanico
significativo en el pericarpio, a través del prolongado al-
macenamiento (19 y 6 afios) sin control de temperatura ni
humedad, evidencia que el manejo postcosecha y almace-
namiento fueron 6ptimos en cuanto a estas variables fisi-
cas. Sin embargo, esto no fue suficiente para preservar su
aptitud fisiol6gica, puesto que ocurri6 una declinacién del
potencial germinativo de las semillas a través del afieja-
miento, hasta llegar a ser nula tanto la viabilidad como la
protrusion radicular en semillas de 19 afios de edad (Tra-
tamientos 1, 2, 3, 7, 8 y 9) (Cuadro 3).

Figura 1. Tincion con solucion verde rdpido (2 %, p/v). La tonalidad verde oscuro en las zonas dentro de circulos evidencia dafio mecdnico en el pericarpio
(A, M27 con 6 aiios de edad, Tratamiento 10), mientras que las semillas sin dafios exhiben una coloracion uniforme (B, M17 x M18 con 19 afios de edad,

Tratamiento 3).
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Cuadro 3. Comparacion de medias de las variables fisicas y fisiologicas de las semillas.

. Contenido de
Tratamiento

Daiio mecénico (%)

Protrusion radicular Lixiviacién de solutos

Viabilidad (%)

humedad (%) (%) (A x 10"
1 42 b 37 a 0 b 0 b 5572 ab
2 89 a 30 a 0 b 0 b 4790 ab
3 9.5 a 13 a 0 b 0 b 2125 ab
4 9.5 a 40 a 85 a 81 a 1318 ab
5 9.4 a 9 a 90 a 75 a 843 b
6 9.0 a 12 a 92 a 98 a 919 b
7 9.2 a 19 a 0 b 0 b 4949 ab
8 9.0 a 1 a 0 b 0 b 5881 ab
9 8.6 a 7 a 3 b 0b 6154 a
10 8.7 a 44 a 81 a 77 a 5572 ab
11 9.5 a 19 a 70 a 90 a 2544 ab
12 8.7 a 22 a 75 a 90 a 3324 ab

TAbsorbancia del lixiviado a las 6 h de imbibicion.

Medias con la misma letra, en cada columna, son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

La lixiviacién de solutos de las semillas se estabilizé a
partir de las 6 h de imbibicién en todos los Tratamientos
(Figura 2), pero con diferencias significativas entre genoti-
pos (Cuadro 4). Por ello se eligi6 este lapso de hidratacion
de las semillas para efectuar la comparacién estadistica de
la pérdida de solutos celulares (Cuadro 3), la cual se esti-
mo mediante los valores de absorbancia en los lixiviados
presentes en el agua de imbibicién de las semillas. Las se-
millas de mayor edad (19 afios) lixiviaron significativa-
mente mayor cantidad de metabolitos que las mas jovenes
(6 afios); la mayor lixiviacién ocurri6 en la cruza simple
M27 x M28 con 19 afios, y la menor en la linea M18 con
6 aflos de edad (Tratamientos 9 y 5, respectivamente).

Cuadro 4. Cuadrados medios del andlisis de varianza de los datos de
lixiviacion de solutos, y promedios respectivos, para los tratamientos bajo
estudio en cada tiempo de imbibicion.

Cuadrados Promedios
Imbibicién (h) medios Absorbancia (A x 10 #) T
2 0.55 ** 120.7 b
4 0.41 ** 133.5b
6 765.7 ** 34773 a
8 763.88 ** 3514.7 a
24 763.77 ** 3533.1a

*y ** = Significativo (P < 0.05 y 0.01, respectivamente);
fAbsorbancia del lixiviado (580 nm); Medias con la misma letra, en cada
columna, son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

La salida de metabolitos celulares tendié a ser menor o
intermedia en las cruzas simples, en comparacién con sus
lineas progenitoras, pero sin alcanzar diferencias significa-
tivas. El comportamiento de estos genotipos en lixiviacion
de solutos coincide con el que exhibieron para dafio meca-
nico y podrian ser manifestaciones heterdticas de escasa
magnitud, debido 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 mas
repeticiones.
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Los procesos fisiologicos de viabilidad y protrusion
radicular (Cuadro 3) fueron nulos en las semillas de mayor
edad, comportamiento acorde con lo reportado por varios
autores (Cruz et al., 1995; Pérez y Martinez, 2004), quie-
nes aducen que el avance de la edad induce alteraciones
progresivas e irremisibles en diferentes niveles metabdlicos
(bioquimico, fisiol6gico y molecular), las cuales menosca-
ban la capacidad fisioldgica de las semillas para germinar,
e incluso eliminan todo signo de actividad metabdlica (via-
bilidad).

En la prueba de tincion con tetrazolio se detectaron zo-
nas sin actividad metabdlica distribuidas al azar en las es-
tructuras del embrién, aunque en las semillas de 19 afios
de edad fue predominantemente en el meristemo radicular
(Figura 3), donde no se produjo el formazan, compuesto
rojo insoluble que se produce al reducirse la solucién de
tetrazolio con los electrones del proceso respiratorio de las
células activas al inicio de su hidrataciéon (Moore y Good-
sell, 1965). La carencia de actividad respiratoria en la re-
gion radicular ha sido ya documentada en semillas enveje-
cidas de manera natural (Cruz et al., 2003) y esto explica-
ria el alto grado de correlacion (r = 0.98 **) entre viabili-
dad y protrusion radicular en el andlisis de correlacion
(Cuadro 5).

Tal comportamiento en lixiviacion de solutos de las
semillas, permite proponer a la disminucién o pérdida de
funcionalidad de la membrana celular, como un signo de
senescencia de semillas, mecanismo ya reportado por Wil-
son y McDonald (1986). Esta posibilidad se respalda con
los valores de correlacién (Cuadro 5), en los cuales la lixi-
viacién de solutos celulares se asocid inversa y significati-
vamente con viabilidad (r = - 0.66 *) y con protrusion ra-
dicular (r = - 0.66 *).

Fisiologicamente estas manifestaciones podrian inter-
pretarse como una secuencia de eventos de deterioro que
comienza con problemas de funcionalidad en las membra-
nas seminales, lo que ocasiona un flujo excesivo de
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Figura 2. Cinética de lixiviacion de solutos de las semillas de los hibridos ‘H28’ (A) y ‘H30’ (B), y de sus respectivos progenitores. Tratamientos: 1= M17,
19 arios; 2 = M18, 19 arios; 3 = M17x M18, 19 arios; 4 = M17, 6 aiios; 5 = MI18, 6 arios; 6 = M17 x M18, 6 arios;, 7 = M27, 19 arnios; 8 = M28, 19
arios; 9 = M27 x M28, 19 arios; 10 = M27, 6 arios; 11 = M28, 6 arios; 12 = M27 x M28, 6 arios.

Figura 3. Prueba de viabilidad con tetrazolio (I %, p/v). El color rojo intenso del embrion denota alta viabilidad de la semilla (A, M17 con 6 arios de edad,
Tratamiento 4), mientras que la ausencia de color indica escasa o nula actividad metabdlica, particularmente esto se observa en la zona de la radicula (B,
M17 con 19 aiios de edad, Tratamiento 1).
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Cuadro 5. Coeficientes de correlacion lineal entre las variables fisicas y
fisioldgicas del estudio.

Contenido de Daio Viabilidad Protrusion
humedad Mecanico radicular

Dafio mecanico -0.33 ns
Viabilidad 0.33 ns 0.23 ns
Protrusion radi- 032 ns 0.24 ns 0.98 **
cular
Lixiviacién de -0.41 ns 0.02 ns -0.66 * -0.66 *
solutos

* ** = Significativo (P < 0.05 y 0.01, respectivamente); ns = No signi-
ficativo.

constituyentes celulares, evidenciado éste por los altos
valores de absorbancia y la consecuente pérdida de meta-
bolitos, cuya magnitud puede restringir al proceso germi-
nativo (Bewley y Black, 1994).

CONCLUSIONES

El envejecimiento de las semillas de las cruzas simples,
asi como de sus lineas progenitoras, no repercutié en su
contenido de humedad ni sobre la integridad del pericar-
pio, pero si menoscabd su potencial metabdlico en cuanto a
viabilidad y protrusién radicular. La lixiviaciéon de solutos
de las semillas de 19 afios de edad fue significativamente
mas cuantiosa que en semillas de 6 afios, por lo que se le
considerd como signo de deterioro. Hubo correlaciones
significativas de viabilidad con protrusién radicular
(0.98 **) y con lixiviacién de solutos (r = - 0.66 *), asi
como entre lixiviaciéon de solutos y protrusién radicular
(r = -0.66 *).
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