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La presente investigacion se realiz6 en los laboratorios de ensayos de
calidad en semillas y de apoyo a la investigacion de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro. Asi como las evaluaciones de campo se llevaron a cabo
en el Municipio de La Barca, Jalisco; en tres localidades: Salamea, San Antonio,
Santa Lucia, ubicado al oriente del Estado. Sus coordenadas son de los 20°15’

30” a los 20°26'45” de la latitud norte y de los 102°20°40” a los 102°21" 20" de

longitud oeste, a una altura de 1,530 msnm.
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Se evaluaron nueve genotipos de maiz (pertenecientes a la Empresa
Monsanto, S. A. de C V.) en sus atributos de calidad fisiolégica (germinacion y
vigor), sanitaria y genética (tipos y cantidad de proteinas en las membranas
celulares), asi como la tasa de imbibicién, con el fin de caracterizarlos,
establecer una relacion entre las variables evaluadas, similitud entre los
genotipos y relacionarlos con su comportamiento en campo bajo los métodos de

siembra en seco y humedo.

Para la mayoria de las variables evaluadas se realiz6 un analisis de
varianza bajo el disefio completamente al azar con cuatro repeticiones, excepto
para el porcentaje de proteina total en las estructuras evaluadas de la semilla
(semilla entera, endospermo y embrion), donde solo se realizaron dos
repeticiones. Adicionalmente se realizé un analisis de componentes principales
con el fin de estudiar la relacion entre variables y establecer la similitud entre los

genotipos.

Los parametros de calidad fisiologica se evaluaron de acuerdo a las reglas
de la ISTA (1996) y AOSA (1992 y 1983), mientras que la sanidad de la semilla
se evaluo e identificé conforme a lo descrito por Neergaard (1977). En lo
referente a el porcentaje de proteina total en semilla entera, endospermo y
embridn, se utilizé el método de Macrokjeldahl, asi mismo, la cuantificacion de

las proteinas albumina, globulina, zeina y glutelina se determiné por el método
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de Lowry, donde finalmente estas se separaron en fracciones polipéptidicas por

una separacion de electroforesis vertical (PAGE-SDS).

Los resultados indicaron que los genotipos G1, G2, G3 y G4 obtuvieron
una tasa de imbibicidn mas alta que el resto de los genotipos. Los genotipos G1
y G3 mostraron valores bajos de germinacion inicial a las 24, 32 y 48 horas de
imbibicion, resultando mas acentuada la disminucion en el G3. Lo anterior
también se reflejo en los bajos valores de vigor en los tiempos de imbibicion
mencionados. Por otra parte, se reportaron valores altos de infeccion de
Fusarium moliniforme en los genotipos G1 y G3, por lo que se asume que

influy6 en la expresion de la germinacion y vigor de la semilla.

En la proteina total en semilla entera resulté con mayor valor el G11
(10.07%) y con el mas bajo el G2 (8.32%). En la porcion de endospermo se
reafirmé el G11 (9.26%) como el de mayor contenido, mientras el G3 (6.6%)
mostro lo contrario. En el embrion, resulto ser el genotipo G10 el de mayor valor

(42.76%) y G9 el de menor valor (10.02%).

En la cantidad de albumina en endospermo y embrion, el G13 presentd los
mayores contenidos, asi como el G11, quien reportdé la mayor cantidad en el
embridn. En cuanto a la globulina, destacaron los genotipos G11 y G13 con
0.78 y 0.79 mg/ml respectivamente, en tanto que el G12 en su cantidad en el

endospermo fue de 0.19 mg/ml; mientras que en el embridn no se encontro

X



diferencia. Los mayores contenidos de zeina se obtuvieron nuevamente en los
genotipos G11 y G13 en semilla entera y el G2 en endospermo, asi como estos
mismos en el embrion. La glutelina se obtuvo en mayor cantidad en el G12 en
semilla entera y en el embrion, en tanto que en el endospermo resultdé con

mayor contenido el G13.

El analisis de componentes principales sefaldé algunas relaciones
interesantes entre la capacidad de germinacién y el vigor asociandolos
positivamente, y de forma negativa con la infeccidén por Fusarium. Asi mismo, la
capacidad de germinacion y vigor se relacionaron positivamente con la glutelina
en las tres formas evaluadas en la semilla, aunado a la concentracion de zeina
en la semilla entera, pero negativamente con la infecciéon por el patégeno
mencionado y con las concentraciones de globulina y albumina en semilla

entera, asi como de ésta ultima en el embridn.

Lo anterior se interpreta que a mayor concentracion de albumina y
globulina en la semilla entera hay mayor infeccion del patdégeno y en

consecuencia, menor germinacion y vigor en la semilla.

La mayor similitud se observd entre los genotipos G2, G10 y G11, los
cuales se diferenciaron mayormente de los genotipos G3 y G1; quienes

mostraron menor germinacion y vigor, mayor infeccibn por Fusarium



moliniforme y menor contenido de glutelina en general, lo cual se relacioné con

la baja emergencia en campo bajo el método de siembra en seco.
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ABSTRACT

PROTEIN IDENTIFICATION AND CUANTIFICATION IN MAIZE SEED
RELATED TO GERMINATION AND VIGOR

MASTER

GRIAN AND SEED TECHNOLOGY

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, OCTOBER 2004

Dr. Mario Ernesto Vazquez Badillo- Adviser-

Key words: Maize, genotypes, seed, imbibition, germination, vigor, proteins,
albumen, globulin, zein, glutelin, electrophoresis.

The present investigation was made in the research laboratories of seeds
quality and support the investigation of Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro. As well as the field evaluations were carried out in the Municipality of La
Barca, Jalisco; in three localities: Salamea, San Antonio, Santa Lucia, located to
the east of the State. Their coordinates are of 20°15' 30" to 20°26'45" of the
North latitude and 102°20'40" to 102°21' 20" of west longitude, to a 1.530 height

of masl.
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Nine maize genotypes were evaluated (from the Monsanto Company, S.A.
of C V.) in their attributes of physiological quality (germination and vigor),
sanitary and genetics (proteins types and amount in cellular membranes), as
well as the rate of imbibition, with the purpose of characterizing them,
establishing a relation between the evaluated variables, similarity between the
genotypes and to relate them to their field behavior under the methods of dry

and humid sowing.

Most of the evaluated variables made an analysis of variance under a
random design with four repetitions, except for total protein percentage in the
seed structures evaluated (whole seed, endosperm and embryo), where two
single repetitions were made. Additionally an analysis of main components was
made with the purpose of studying the relation between variables and

establishing the similarity between the genotypes.

The parameters of physiological quality were evaluated under the rules of
ISTA (1996) and AOSA (1992 and 1983 ), While as the health of the seed was
evaluated and identified according Neergaard (1977). With respect to the
percentage of total protein in whole seed, endosperm and embryo, the method
of Macrokjeldahl was used, also, the quantification of proteins albumen, globulin,
zein and glutelin was determined by the Lowry method (1951), these were
separated in polipeptidic fractions by a separation of vertical electrophoresis

(PAGE-SDS).
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The results indicated that genotypes G1, G2, G3 and G4 showed a rate of
imbibition higher than the rest of the genotypes. The genotypes G1 and G3
showed low values of initial germination to 24, 32 and 48 hours of imbibition,
being more the diminution in G3. In consecuence also was reflected in low
values of vigor in times of imbibicion. On the other hand, high infection values of
Fusarium moliniform in genotypes G1 and G3 were reported, reason why it is

assumed that it influenced in the expression of the seed germination and vigor.

The total protein in whole seed the G11 showed a greater value (10.07%)
and the lowest G2 (8.32%). The endosperm portion of the G11 (9.26%) with a
greater content was reaffirmed, while the G3 (6.6%) showed the opposite. In the
embryo, the G10 genotype the one with a greater value (42.76%) and G9 the

one of smaller value (10.02%).

The albumen amount in endosperm and embryo, the G13 showed the
greater contents, as well as the G11, was with the greater amount in the
embryo. As far as the globulin, the best genotypes were G11 and G13 with 0.78
and 0.79 mg/ml respectively, whereas the G12 its endosperm amount were 0.19
mg/ml; whereas in the embryo did not show differences. The greater contents of
zein again obtained in genotypes G11 and G13 in whole seed and G2 in

endosperm, as well as these same ones in the embryo. The glutelin was
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obtained in greater amount in G12 in whole seed and embryo, whereas in

endosperm the G13 was with greater content.

The main components analysis indicated some interesting relations
between the capacity of germination and vigor associating them positively, and a
negative form with infection by Fusarium. Also, the capacity of germination and
vigor were related positively to glutelin in the three forms evaluated in the seed,
combined to the concentration of zein in the whole seed, but negatively with the
infection by the mentioned pathogen and with the concentrations of globulin and

albumen in whole seed, as well as of this last one in the embryo.

Interpreting that a greater concentration of albumen and globulin in the
whole seed there is greater infection of the pathogen and consequently, minor

seed germination and vigor.

A greater similarity was observed between the genotypes G2, G10 and
G11, which were mainly different from genotypes G3 and G1; who showed a
minor germination and vigor, greater infection by Fusarium moliniforme and
smaller content of glutelin in general, which was related to low emergency in

field under the method of sowing in dry.
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INTRODUCCION

El maiz es el segundo cultivo del mundo por su produccion, y es el primer
cereal en rendimiento de semilla por hectarea. Por ser un alimento de primera
necesidad este cereal es de gran importancia econémica a nivel mundial, ya
que es utilizado como alimento para el humano y animal, o como fuente de un

gran numero de productos industriales.

En la actualidad, en México se destina una superficie de 10.8 millones de
hectareas para sembrar cereales; de las cuales, 7.7 son ocupadas por maiz, de
aqui su importancia econdmica, aunado que, es el principal alimento consumido
por los mexicanos. La produccién promedio anual en México, segun la FAO en
el 2003 fue de 19.6 millones de toneladas, donde sus rendimientos fluctuan de
1.8 a 3.2 ton/ha., produciendo 425.7 miles de toneladas de semilla de este

cultivo, aportando asi el 2.16 por ciento de la produccién nacional.

En nuestro pais, se presentan problemas muy complejos en la agricultura,
tales como, la pérdida creciente de especies y biodiversidad, que esta ligada al
deterioro de habitats, sobreexplotacion de recursos, cambios climaticos, la

dispersion acentuada de especies exdégenas y la contaminacién ambiental.



Es importante destacar, que dentro de la problematica, juega un papel
importante los agentes causales y los vectores de enfermedades, los cuales
cada vez son mas resistentes a los controles quimicos y biolégicos; y por si
fuera poco, el suelo sufre erosién, sobreexplotaciéon, pérdida de fertilidad, y

salinidad.

Consciente de esta situacion, las instituciones de investigacion,
Universidades y empresas productoras de semillas, han desarrollado nuevas
tecnologias que proporcionan soluciones integrales, mediante el uso de
semillas mejoradas de alto rendimiento, resistentes a plagas, a enfermedades y
a condiciones adversas, las cuales contribuyen a reducir la contaminacion del
suelo y el agua, e incrementan el valor nutricional de los granos; tal es el caso
de la Compafiia Monsanto, S. A. de C V. Esta compainiia, presenta un elemento
que seguramente tiene un papel cada vez mas significativo y preponderante en
el desarrollo de las semillas mejoradas, el area de control de calidad; la cual
ayuda a solucionar problemas al momento de la generacién de semillas, o bien,
desde que la semilla ha sido sembrada hasta su comercializacién, motivo por el
cual se llevan a cabo acciones de monitoreo constante para que la semilla no

pierda sus atributos de calidad.

Un aspecto relevante de esto, lo constituye la deteccion en semillas
generadas por los fitomejoradores referente a su germinacion y vigor cuando

son sembradas en seco y se aplica posteriormente el riego, presentando niveles



bajos de germinacion y por consiguiente de vigor; en cambio, cuando son

sembradas en tierra venida, sus valores de germinacion y vigor son altos.

Dado el estricto control que se lleva en cada una de las etapas de
produccion de semillas (produccion, acondicionamiento y almacenamiento), se
descartd que el problema anteriormente descrito fuera debido a una falla en los
procesos mencionados y que pudieran existir otros factores que estén
afectando el comportamiento de los materiales. Algunos de ellos podrian ser los
parametros fisioldgicos, y que ha explorado el proceso de imbibicidn; en tanto
en el bioquimico, Goodman (2002) menciona que las proteinas celulares
atraviesan la membrana varias veces, formando de esta manera, un conducto
con mayor grado de polaridad dentro de la misma, por lo que son llamadas
proteinas transportadoras, cuyo mecanismo de accion es utilizar los solutos del
medio para transportar agua y nutrientes del exterior al interior de la célula o

viceversa; iniciando asi la etapa de imbibicién en el proceso de la germinacion.

Por lo anterior, la Compafia Monsanto le propuso a la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro a través del Centro de Capacitacion y
Desarrollo de Tecnologia de Semillas, a participar en un proyecto de
investigaciéon, con el objeto de conocer el fendbmeno causante de este

comportamiento en algunos de sus materiales mejorados; teniendo el siguiente:



Objetivo General

Caracterizar nueve genotipos de maiz en funcion del tipo y cantidad de
proteinas en las membranas de la semilla que inciden en la germinacién y el

vigor

Objetivos Especificos

1. Identificar los tipos y cantidad de proteinas en las membranas de la
semilla de nueve genotipos de maiz.

2. Identificar los genotipos susceptibles y tolerantes en la manifestacién de
la germinacion y el vigor bajo diferentes tiempos de imbibicion de la
semilla y su correlacién con el tipo y cantidad de proteinas, asi como su
sanidad.

3. Evaluar genotipos procedentes de la Compania Monsanto, desde el
punto de vista fisioldgico y quimico bajo los métodos de siembra en seco

y humedo.



Hipotesis

e La germinacién y el vigor de los genotipos estudiados, presentan
diferencias influenciadas por los tipos y cantidades de proteinas
presentes en las membranas celulares, ademas de la sanidad de semilla.

¢ Al menos un genotipo de los evaluados tendra similitud en su tasa de
imbibicion, germinacion y vigor, asi como en sus tipos y cantidades de

proteinas presentes en las membranas celulares que el genotipo testigo.



REVISION DE LITERATURA

Calidad de Semilla

La calidad de la semilla es un concepto multiple que comprende varios
componentes, los cuales se refieren a la conveniencia de aptitud de la semilla
para sembrarse, designados como: componente genético, fisioldgico, sanitario y
caracteristicas fisicas (Thomson, 1979). De igual manera Garay (1989),
coincide con este autor y menciona que la presencia de los cuatro componentes
permite que la semilla esté en su maxima calidad integral. Este concepto
también coincide con lo mencionado por Bustamante (1995), quien ademas
establecio la necesidad de identificar claramente los aspectos que requieren
atencion y definir los limites de tolerancia que garantice en cada etapa, el logro
de la maxima calidad genética, fisica, fisiologica y sanitaria de la semilla

producida.

Recientemente, Hampton (2001) sefialé que la calidad de semilla puede
ser vista como un patrén de excelencia que van a determinar el desempefio de
la semilla en la siembra o en el almacén; y que es utilizada para reflejar el valor
de la semilla para propositos especificos, como es la distribucién y
comercializacion.

En forma general se menciona que:



Calidad=G +F +S + CF
G = Componente genético
F = Componente fisiolodgico
S = Componente sanitario

CF = Caracteristicas fisicas

A continuaciéon se describe cada uno de los componentes de la calidad de

la semilla.

Componentes de Calidad

Componente Genético

Thomson (1979), menciona que la calidad se determina por el genotipo de
la variedad o hibrido, llamando calidad genética a las caracteristicas
sobresalientes del material genético superior. Las cuales son obtenidas durante
la etapa del mejoramiento genético (Garay, 1989); y para que no se pierdan, es
necesario identificar los cultivares de potencial y valor comercial (De la Torre,

1992).



Componente Fisioloégico

La calidad fisiolégica de la semilla incluye los atributos de viabilidad,
capacidad de germinacion y vigor; siendo la semilla un insumo vivo, es
importante el que cuente con la capacidad de reproducir una planta para lograr
su establecimiento en campo y obtener rendimientos de forraje y/o grano
(Bustamante, 1995). Por su parte, Moreno (1996) considera que la calidad
fisiolégica es un valor comercial por ser el principal atributo a evaluar, ya que
consiste en la capacidad de la semilla para germinar y producir una plantula
normal. Por otro lado, Thomson (1979) marcé que las caracteristicas de la
semilla son que fuera viable, que tuviera alta capacidad de germinacion y vigor;
asi mismo, que la calidad fisiolégica depende de muchos factores y puede ser
muy facilmente dafiada en cualquiera de sus etapas: maduracion, cosecha,
trillado, secado, desgrane, acondicionamiento, almacenamiento, distribucion,

siembra y en el suelo mismo.

Moreno (1996) define a la germinacion, como la emergencia 'y desarrollo
de aquellas estructuras esenciales que provienen del embrién, y que
manifiestan la capacidad de la semilla para producir una planta normal bajo
condiciones favorables, coincidiendo con las definiciones de la AOSA (1993) e
ISTA (1996). Esta ultima Asociacién anade que, la germinacién de semillas en

un ensayo de laboratorio es la emergencia y desarrollo de la plantula a un



estado donde el aspecto de sus estructuras esenciales indican si son o no
capaces de desarrollarse en una planta satisfactoria bajo condiciones

favorables de suelo.

Otro de los atributos que actualmente se ha considerando dentro del
manejo de semillas es el vigor, el cual, en 1977 la ISTA lo defini6 como la suma
total de aquellas propiedades de la misma que determinan el nivel de actividad
y comportamiento de la semilla o lote de semillas durante la germinacion y
emergencia de la plantula. Este concepto varié un poco, ya que la AOSA en
1980 lo describi6 como aquellas propiedades de la misma que determinan el
potencial para una rapida, uniforme emergencia y desarrollo de plantula, bajo
una amplia variacién de condiciones de campo (Moreno, 1996). El mismo autor
menciona que, al evaluar el vigor de las semillas es de gran utilidad para
predecir el comportamiento de un lote cuando las condiciones del medio
ambiente no son del todo favorables para la germinacion y emergencia de las
plantulas. El manual de la ISTA (1996) menciona por ultimo, que las semillas
que muestran un buen comportamiento son consideradas de alto vigor, y

aquellas que presentan un pobre comportamiento son llamadas de bajo vigor.

Componente Sanitario

La ISTA (1996), define como sanidad de semillas, principalmente a la
ausencia de organismos causantes de enfermedades, tales como hongos,

bacterias y virus, y pestes animales, como son nematodos o insectos, ademas
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condiciones fisiolégicas como vestigios de deficiencia de elementos que pueden
estar incluidos, coincidiendo con la definicion de Moreno (1996). Por su parte
Garay (1989), menciond que es una de las cualidades basicas de sanidad de la

semilla, ya que esta influye en el potencial de productividad.

Recientemente, el concepto de sanidad se ha ampliado para considerar la
presencia de toxinas producidas por los microorganismos que pueden
contaminar un lote. Al respecto Champeil et al., (2003) mencionan que el nivel
de contaminacién del grano por micotoxinas depende del clima y de los
sistemas de siembra. Los mismos autores realizaron un estudio en cuatro
sistemas de siembra, en tres ciclos de cultivo, con contaminacién natural de
Fusarium; la severidad de Fusarium y niveles de toxinas difirieron entre afios,

debido a efectos climaticos.

Solo en un ciclo, la severidad del Fusarium mostré diferencias entre los
sistemas de siembra, siendo mas severo en el sistema convencional, donde se
registraron niveles severos de enfermedades con micotoxinas, estos niveles de
contaminacion fueron los mas altos con el sistema de siembra directa; sin poder
comparar los sistemas organico y convencional, debido a que ninguno fue
consistentemente mas contaminado que el otro, en donde no se encontrd
ninguna relacién clara entre los niveles de severidad de la enfermedad y los
niveles de contaminacion por micotoxinas (deoxinivalenol, nivalenol o

zearalenona) bajo condiciones de contaminacién natural.
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Por su parte, menciona Luque y sus colaboradores (1995) que existen
patdogenos capaces de afectar drasticamente en la calidad fisiolégica por
ejemplo el Fusarium moliniforme, el cual comprende un amplio y heterogéneo
grupo de hongos de distribucion mundial, frecuentemente aislados como

saprofitos en aguas, suelos y substratos organicos en descomposicion

Caracteristicas Fisicas

Entre las principales caracteristicas fisicas de interés estan: la pureza
analitica, el contenido de humedad, peso de la semilla y el color, entre otras.
Estas son indicadoras de la calidad de un lote de semillas (Garay, 1989). Quien
al mismo tiempo sefala que; todos los componentes juegan un papel
importante en la aptitud de la semilla para la siembra, y que la calidad de ésta
puede ser calificada a partir de ciertos atributos como: pureza genética,
viabilidad, vigor, magnitud de dafio mecanico, grado de sanidad, contenido de
humedad, pureza fisica, uniformidad, apariencia, peso de la semilla y otros.
Respecto al tamafio de semilla, Thomson (1979), menciona dos componentes
fisicos esenciales, el tamafio y la uniformidad. El tamafo real es una
caracteristica varietal y la uniformidad tiene su origen en las condiciones

ambientales.



12

Factores que Afectan la Calidad de la Semilla

Bustamante (1995), menciona que la calidad fisiolégica depende de
factores bioticos y abidticos que pueden facilmente danar la maduracion,
cosecha, secado, almacenamiento, acondicionamiento, distribucién y durante la
siembra; y afiade que la semilla como una unidad biolégica es susceptible a ser
dafiada en todo instante, por lo que su manejo desde la maduracion hasta la

siembra requiere de alto grado de especializacién.

Segun Ferguson (1995), uno de los componentes de la calidad que
muestra sefales de deterioro, es el vigor de las semillas, seguido por una
reduccion en la germinacién o en la produccion de plantulas normales, y

finalmente la muerte de las semillas.

Otros aspectos que pueden influir en la calidad de las semillas, segun

Moreno (1996) son:

a) El genotipo.- La constitucién genética determina el vigor sobre todo en la
plantula.

b) Madurez de la semilla.- Segun la madurez de la semilla, el potencial de
germinacién y vigor aumenta. Semillas maduras dan su maxima

expresion de vigor en contraste con las semillas inmaduras.
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c) Condiciones ambientales.- La temperatura del aire y disponibilidad de
humedad del suelo, afectan el tamano de la semilla durante el desarrollo,
el rendimiento posterior, la germinacién y el vigor.

d) Tamafo de la semilla.

e) Dafo mecanico.- Semillas danadas mecanicamente pueden parecer
normales, pero presentan un menor vigor que las semillas sin dafar.
Este se puede presentar en la trilla, en la limpieza, en el tratamiento, en
el envasado, en el transporte y/o durante la siembra.

f) Envejecimiento.- Disminuye el vigor, y es mas susceptible a plagas y
enfermedades.

g) El ataque de plagas y/o enfermedades, ya sea transmitidas por las
misma semilla, o el suelo que esta contaminado, afectan la germinacién

y el vigor.

Baud et al., (2002) describieron el desarrollo de la semilla en tres etapas.
Durante la primera etapa se presenta la embriogénesis temprana (es decir, la
morfogénesis), el peso de la semilla aumenta y el contenido de lipidos son
bajos, mientras que las cantidades importantes de almidén se acumulan
transitoriamente. En la segunda etapa, o la fase de la maduracion, se presenta
un aumento rapido en peso seco de la semilla y la acumulaciéon de grandes
cantidades de aceites y proteinas, donde se tiene aproximadamente 40% de
materia seca. Durante la tercera y ultima etapa (maduracién incluyendo la
adquisicién de la tolerancia a la desecacion), sigue siendo constante el peso

seco, mientras existe una pérdida aguda de agua en la semilla. La sintesis del
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almacenaje termina con la acumulacién de sacarosa y rafinosa. Revelando la
ocurrencia de actividades metabdlicas, tales como la sintesis de la proteina en
la fase de la desecacion del embridn, y una correlacion llamativa entre los picos
en hexosa al cociente de la sacarosa y las fases de la transicién durante la

embriogénesis.

Bajo condiciones de almacenamiento, D’Antonino (1993) reporta que las
semillas pueden tener calidades diferentes, que dependen de variables
ocurridas en etapas anteriores. De este modo, no se puede esperar que un lote
de semillas de calidad mediana se comporte igual que un lote de semillas de
alta calidad. La calidad inicial de las semillas, segun éste autor, depende de los
siguientes factores: Condiciones climaticas durante el periodo de maduracion
de la semilla, grado de maduracién en el momento de la cosecha, dafos
mecanicos, impurezas, humedad, temperatura, microorganismos, insectos, y
roedores. Algunos de estos factores que afectan la calidad dependen en gran
manera al tipo de almacén que se le ofrezca a la semilla y el tratamiento
quimico que se le aplique a la semilla, ya que este sirve como preventivo o

como correctivo.

En la década de los 80’s, Perry (1987) habia descrito los procesos que
influyen en el comportamiento de la semilla sobre el vigor, y pueden presentar
variaciones asociadas con diferencias en el vigor propio de la semilla, dentro de
estos estan: los procesos bioquimicos durante la germinacion, las reacciones

enzimaticas, la actividad respiratoria, la tasa y uniformidad de germinacion de la
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semilla, el crecimiento de la plantula en el campo, y la habilidad de emergencia
de la plantula bajo condiciones no favorables. Asi mismo, menciond que los
efectos del nivel del vigor pueden persistir para influir en el desarrollo de la

planta, uniformidad del cultivo y el rendimiento.

Por su parte, Ferguson (1995) sefalo que la composicidn quimica en
semillas de soya con elevado contenido de acidos grasos polinsaturados, sufren
importantes reducciones en su calidad fisiolégica en periodos relativamente
cortos de tiempo. Mencionando que las alteraciones en los procesos
bioquimicos son generalmente los primeros cambios detectables que ocurren
durante el deterioro de un lote de semillas. El considera que las pruebas de
conductividad eléctrica permiten medir el nivel de integridad de las membranas

celulares.

Proceso de Germinacion

Weaver (1980), describié el proceso de germinacién con un enfoque
bioquimico de la siguiente manera:

a) El agua del medio entra en la semilla, mediante la diferencia entre el
potencial hidrico del medio y el potencial hidrico de la semilla; y tanto las
células del embribn como del endospermo se hidratan y entra en
actividad, por lo que la semilla se hincha. La absorcion de agua es un

proceso fisico-quimico y se lleva a cabo mas rapido a temperaturas altas.
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b) El embridon empieza a producir acido giberélico (GA3), que va actuar en
la capa de aleurona que rodea al endospermo y la induce a secretar
enzimas hidroliticas, como la alfa-amilasa, glucosidasa, fosforilasa,
lipasa, etc.

c) Por la accién de la alfa-amilasa y otras enzimas, el almidén se hidroliza
liberando glucosa, quien proporciona al embridon energia para su
desarrollo.

d) ElI embrion empieza a producir citocininas, que junto con el &acido
giberélico inducen las sintesis de otras enzimas que degradan las
proteinas y lipidos en compuestos mas simples.

e) Por la accién de citocininas y contando con la energia producto de la
oxidacion de la glucosa y con proteinas solubles, las células del embrion
se dividen activamente al romperse la radicula, la testa o pericarpio; y se
da por terminado el proceso de germinacion.

f) Las células del endospermo y posteriormente las del embridn sintetizan
auxinas, quienes inducen al alargamiento de los meristemos de la
radicula primero y del talluelo después. Con un rapido crecimiento
inducido por la accién de las auxinas, las citocininas inician el proceso de
la diferenciacion de los tejidos, asi como el crecimiento direccional del

talluelo hacia arriba y el de la raiz hacia abajo.

Por su parte, Copeland y McDonald (1985) describieron el proceso de
germinacién, como una secuencia de eventos fisicos, fisioldgicos y bioquimicos

muy generales, agrupandolos como:
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¢ Imbibicion.- Absorcion fisica del agua.

e Hidratacion y activacion.- Activacion de las enzimas y formacion de
vacuolas.

e Division celular y extension.- Iniciacion del crecimiento del embrion.

¢ Resurgimiento.- Ruptura de la cubierta de la semilla.

e Emergencia de la plantula.- Emergencia fisica del embrién de la semilla.

Absorciéon de Agua o Imbibicion

Las definiciones del proceso de germinacién arriba enunciadas, coinciden
en que el primer paso consiste en la hidratacién, la cual segun Besnier (1989),
es condicion indispensable en las semillas secas para la activacion del
metabolismo y la subsiguiente germinacion. Asi mismo, sefialdé que la absorcién
de agua suele efectuarse en tres fases; una fase inicial de rapida absorcion,
una fase intermedia, en la cual, el contenido de agua de la semilla permanece
casi constante, y una fase final de intensa absorcion que esta relacionada con

el alargamiento de las células y la aparicion de la radicula.

La primera fase es denominada imbibicién, esta relacionada con la
diferencia del potencial hidrico existente entre la semilla y el sustrato humedo
en el que éstas se encuentran. Constituye un fenémeno puramente fisico que
tiene también lugar en las semillas muertas o aletargadas y va acompafiado por

el desprendimiento de calor. Por su parte Bidwell (1979), define la imbibicion
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como el mecanismo de actuacion de procesos bioquimicos, la cual esta
aplicada en la absorcion del agua mediante el movimiento de ésta, de un area

de alto potencial hidrico a otra de bajo potencial.

En condiciones naturales, la uniformidad y la rapidez de imbibicion
dependen de la morfologia y de la permeabilidad de las cubiertas, de las
caracteristicas del contacto de semillas con el sustrato humedo y la diferencia
de potencial hidrico. Popinigis (1985) coincide con lo anterior, mencionando que
la velocidad de la imbibicion de la semilla es afectada por la especie,
permeabilidad de la cubierta, temperatura, area de contacto, composicién

quimica y condicion fisioldgica, cantidad de agua y presidn hidrostatica.

La rapidez de la imbibicién, especialmente cuando existe un exceso de
agua en el sustrato, tienen generalmente efectos desfavorables para la
germinacion y el crecimiento de las plantulas. Si la hidratacion es muy rapida, el
contenido celular se hace soluble, pero las paredes celulares no estan aun lo
suficientemente hidratadas para funcionar como membranas permeables e
impedir la salida de solutos. Ademas, si las cubiertas estan danadas se produce
una pérdida de solutos hacia el sustrato, lo que significa que no solo existe una
disminucién de las reservas, sino también, el enriquecimiento del sustrato con
nutrientes, lo que favorece el desarrollo de hongos del suelo (Besnier, 1989). El
mismo autor menciona, que estos fendmenos son importantes y bien conocidos
en el caso de las semillas de leguminosas y los dafos se agravan cuando la

imbibicion es rapida y se hace a baja temperatura; todo esto parece ser debido
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a una maduracion imperfecta de las semillas a causa de temperaturas

inadecuadas.

En muchos casos, la entrada inicial de agua tiene lugar por el micropilo o
por el callo, tras lo cual, al hincharse las semillas, las cubiertas se abren y se
hacen mas permeables. En las semillas relativamente grandes de cereales,
quienes tienen el embrion situado junto a las cubiertas, éste puede ser
hidratado completamente, mientras que el resto de la semilla no lo esta; esto es
debido a causa de un mayor contenido de proteinas, el embrién absorbe mayor

cantidad de agua proporcionalmente, que el endospermo rico en almidén.

En el caso especifico del maiz, Kozlowski (1972) menciona que la
absorcion de agua ocurre a través del pericarpio, provocando la reactivacion de
las células meristematicas de la raiz y el apice de la plantula, coincidiendo en
esto Copeland y McDonald (1985). La extensién de la imbibicion depende de
tres factores: 1) composicion quimica de la semilla, 2) permeabilidad de la

cubierta de la semilla y 3) la disponibilidad de agua (Popinigis, 1985).

Pretratamiento de la Semilla (Osmoacondicionamiento)

Besnier (1989), hace énfasis en que no existe una distincién tajante entre

la imbibicion y la fase intermedia, durante la cual se desencadena un proceso

metabolico activo de preparacion para la germinacion. Las zonas humedecidas
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comienzan su actividad metabdlica antes de que toda la semilla esté hidratada,

especialmente si la hidratacion no es uniforme.

Si ocurre entonces una desecacion, ésta es mas grave si el embrion se ha
hidratado. Sin embargo, parece existir un periodo de tiempo, variable segun las
especies, e incluso, segun distintos lotes de semilla, durante el cual pueden
desecarse la semilla o el embrién, sin que se dafie la germinacién cuando la

semilla se rehidrata.

En chicharos, este lapso de tiempo llega hasta las seis horas después del
comienzo de la imbibicion; Besnier (1989) indica que durante este tiempo, el
agua absorbida se usa para rehidratar moléculas organicas desecadas (acidos
nucleicos y proteinas) y que solo después de esta rehidratacién, el agua
comienza a acumularse en las vacuolas citoplasmaticas, a partir de este

momento, la desecacion produce dafos cada vez mayores.

Tesar (1988), sometié diversos procesos alternativos de imbibicion vy
desecacion a semillas de diversas plantas varias veces, encontrando ausencia
de dafo a la germinacion subsiguiente e incluso una germinaciéon mas rapida.
El tratamiento de semillas con polietilenglicol, que permite una hidratacién
parcial a causa del potencial osmoético de las soluciones del compuesto

quimico, mantiene a las semillas en la fase intermedia de absorcién de agua.



21

Si la semilla se seca superficialmente y se hidrata con agua normal, se
produce muchas veces una aceleracion de la aparicion de la radicula y mayor
uniformidad en la germinacién de los lotes de semilla; a veces, sin embargo,

hay aparicidon de letargo secundario.

La reactivacion del sistema metabdlico comienza con la imbibicion de agua
y la rehidratacién de proteinas y enzimas, asi como de organelos celulares,
afiadiendo que la respiracién se incrementa, seguida de una imbibicién inicial a
los 10 minutos de haber comenzado, y la duracion de este incremento depende

del sustrato almacenado en el eje embrionario.

Aspectos Bioquimicos de la Germinacion

Ademas de los descritos por Weaver (1980), recientemente se han
realizado estudios especificos sobre aspectos bioquimicos que ocurren durante
la germinacién, tal es el caso de la investigacién realizada por Nicanuzia et
al.,(2003) para determinar algunas caracteristicas de semillas de soya y la
deteccion de las actividades de la fosfatasa alcalina en diversos substratos
durante el proceso de germinacién. Lo anterior, consistié en la determinacién de
las actividades enzimaticas con el p-nitrofenilfosfato (pNPP) y el pirofosfato
inorganico (PPi) como sustratos, se detectaron a partir del quinto y séptimo dia
después de la germinacion. Las actividades de la fosfatasa acida con el fosfato
tirosina (TyrP), glucosa-6-fosfato (G6P) y el fosfofenol piruvato (PEP), fueron

detectadas pero en menor grado. El aspecto de la actividad de la fosfatasa
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coincidia con la disminucion del contenido inorganico del fosfato durante la
germinacion; sobre el mismo periodo, el contenido proteinico crecia hasta el
quinto dia, disminuyendo hasta el octavo dia, y seguia siendo constante

después de este periodo.

La actividad de la fosfatasa en los cotiledones fue de 82 por ciento en el
hipocotilo y en las raices de 38 por ciento, respectivamente. Durante el
almacén, la enzima mantuvo el 63 por ciento de su actividad por tres meses a
5°C. Los valores constantes de la especificidad (Vmax/Km) para el pNPP y PPi
era de 212 y 64 Vmax/Km en 1 mg de enzima respectivamente. Entre los
sustratos probados, PPi podia ser un sustrato fisiolégico potencial para la

fosfatasa acida durante la germinacién de las semillas de soya.

Kuo et al., (2003) estudiaron el efecto de la luz sobre la cantidad de
aminoacidos en la germinacién en semillas de habas, lentejas y chicharos, en
periodos de 2, 4 y 6 dias bajo luz y oscuridad continua. Los aminoacidos libres
fueron analizados por electroforesis. Los efectos de la germinacién en los
aminoacidos libres de la proteina (FPA) y los aminoacidos sin proteinas (FNPA)
dependieron del tipo de legumbres y de las condiciones de proceso. Después
de la germinacion de habas, el contenido de histidina, glutamato, glicina,
arginina, tirosina y triptofano disminuyd, mientras que de lentejas y de

chicharos, los FPA aumentaron después de la germinacion.
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La germinacion ligera produjo cantidades mas altas de FPA en habas y
lentejas, pero el mas bajo en chicharo. Las FNPA hubo un cambio marcado en
la germinacion. En habas, la germinacidn produjo una reduccidon — acido amino
adipico y un aumento de acido aminobutirico. Todo el FNPA aument6 en
lentejas y chicharo; en la germinacion ligera se obtuvo el valor mas alto, los
niveles de acido amino atipico en habas, y mas alto en lentejas. El contenido
mas alto de FNPA fue encontrado en chicharos después de la germinacién

obscura.

Proteinas en las Semillas

Las unidades basicas de las proteinas son los a-aminoacidos.
Quimicamente, se pueden unir mediante la formacién de un enlace amido o
peptidico; definiendo esta reacciédn como una condensacion (por la pérdida de
agua) entre el grupo carboxilo de un aminoacido y el grupo amino de otro,
dando lugar a un dipéptido, este reaccidn se puede repetir con mas
aminoacidos, que se unen en una cadena formando tripéptidos, tetrapéptidos
etc; A cada uno de los aminoacidos incorporados en el polipéptido se le
denomina residuo. Los péptidos de 10 a 100 aminoacidos se llaman
polipéptidos, mientras que aquéllos con mas de 100 aminoacidos se denominan

proteinas.
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Por lo general, los polipéptidos y proteinas que se aislan de células y
tejidos contienen entre 2 y 2000 aminoacidos. Por lo que se supone que el peso
molecular promedio de todos los aminoacidos es de 110, se puede estimar que
el peso molecular de la mayoria de las cadenas de péptidos y proteinas va de

220 a 220 000, aunque también se han encontrado mas grandes (Boyer, 2000).

Las proteinas, que constan de una sola cadena polipéptidica se
denominan monoméricas, en tanto las oligoméricas constan de dos o mas
cadenas de polipéptidos, y muchas se mantienen unidas por interacciones no
covalentes. Estas ultimas, constituyen el principal componente de las semillas
que contienen coloides que absorben agua; también lo hacen los mucilagos y
las sustancias pécticas; por el contrario, el almidéon no interviene en este
proceso, porque solo absorbe agua en condiciones acidas y tras tratamiento a

altas temperaturas.

Uno de los estudios recientemente realizados, muestra que los contenidos
proteinicos de la semilla y los factores de conversion del nitrogeno a proteina,
calculados en 13 especies de semillas tropicales poco conocidas, basadas en el
nitrégeno total (tradicional) y la suma de aminoacidos totales. El contenido
proteinico total, calculado del residuo total de aminoacidos, varié desde 4.90 en

Diospiros mespiliformis hasta 32.47 g/100 g de peso fresco en Gliricidia sepium.

En algunas semillas, las comparaciones indicaron diferencias significativas

entre el contenido proteinico basado en el factor tradicional (6.25) y el analisis



25

de aminoacidos. Un promedio de 22 por ciento de nitrogeno total de la semilla
parece ser que no forma proteinas. En general, un factor de conversion de 5.5
parece proporcionar una estimacion mucho mas exacta de las proteinas de la
semilla. Se concluye que el factor de la conversion basado en el aminoacido
total, mas bien que el factor tradicional 6.25, es mas valido para estimar

contenidos proteinicos (Ezeagu et al., 2002).

En otro estudio realizado por Vaz et al., (2003) se determiné la variabilidad
en las fracciones de la proteina en gemoplasma de Lupinus albus, para obtener
datos e informacién en relaciones genéticas y para programas de siembra.
Resultando las globulinas, las principales proteinas de la semilla extraidas con
hidroxido de sodio (en forma de glutelinas). Varias fracciones de la proteina
fueron separadas por electroféresis (con gel polyacrilamida) y los patrones

fueron examinados por analisis multivariado.

Las bandas de las glutelinas junto con los polipéptidos glucosilados
demostraron tener la capacidad discriminatoria mas alta, mostrando que es
posible que los patrones del polipéptido podrian reflejar las especificidades
microclimaticas relacionadas con altitud y temperatura. De hecho, un cultivar del
sur de alta latitud, fue agrupado con los tipos del norte, donde la planta se
adaptada a un clima mas frio y mas humedo, mientras que dos cultivares de

una region del norte mas caliente fueron agrupados con los tipos meridionales.
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Los resultados demuestran ademas, que existe una correlacion general
entre las caracteristicas de floraciéon temprana del cultivar y cantidades mas
altas de proteina y glutelinas totales de la semilla, y la glucosilacion mas baja de
glutelina. Lo cual resultd de interés, que el alto contenido de proteinas de la
semilla y el florecimiento temprano son puntos importantes del programa de

siembra.

Una de las proteinas que ha tenido importancia en cuanto a su actividad
metabdlica es la zeina (Forato et al., 2000). Ademas, mencionan que las zeinas
son las proteinas de almacenaje en semillas de maiz, las cuales son
abundantes en endospermo, y se sintetizan en el reticulo endoplasmico rugoso
y se deposita en discretos organelos llamados cuerpos de proteinas. Algunos
investigadores utilizaron dicroismo circular y la dispersién rotativa optica, y
determinaron que estas proteinas tienen un alto contenido a-hélice en solucion
alcohdlica. Por lo que, ellos estudiaron estas proteinas, tanto dentro de la
semilla, como en la extraccion de los granos del maiz con etanol al 70 por
ciento, usando la espectroscopia NMR (de resonancia magnética nuclear).
Demostrando la presencia de acidos grasos libres dentro de ambos, en
cuerpos de proteinas y también en las a-zeinas extraidas con alcohol.
Presentando evidencias donde existe una interaccion directa entre los acidos
grasos libres y las proteinas de a-zeina y dentro de los cuerpos de proteinas.
Ademas sugieren los posibles mecanismos por los cuales tal asociacién sea

presentada durante la evolucion del endospermo del maiz.
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En una investigacion sobre la composicidon de la proteina prolamina
(lamada zeina) en semilla de maiz, encontraron que los resultados de
electroforesis marcaron tres fracciones de proteinas, las cuales fueron
identificadas como alfa-zeinas (24.1k y 23.4k combinados como Z19; 26.8k
como Z22), extraidas con 2-propanol acuoso, tres fracciones de alfa-alfa-zeina
(26.8k, 24.1k y 23.4k eran predominantes); y utilizando etanol al 75 por ciento,
encontraron alfa-alfa-zeina a temperatura de medio ambiente, y con ese mismo

solvente a 60°C encontraron delta-delta zeina (Wang et al., 2003).

Los inhibidores del aminoacido serina se distribuyen en la naturaleza e
inhiben la actividad de enzimas como la tripsina y la quimotripsina. Estas
proteinas interfieren con los procesos fisiolégicos tales como la germinacion,
maduracién y forman la primera linea de defensa contra el ataque del
depredador de la semilla. Los inhibidores que se han estudiado son la
proteinasa de la serina, que se encuentra en las especies de leguminosas,

gramineas y solanaceas (Sattar et al., 2004).

Relacién entre la Composicién Quimica y Caracteristicas Genéticas de la
Semilla

Los estudios mas recientes en la bioquimica de las semillas, han reportado
una relacibn muy intima entre su composicion quimica y la manifestacion
genética vy fisiologica de las semillas. Dupont y Altenbach (2003), explican que

los efectos del ambiente se sobreponen en los patrones temporales intrinsecos
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de la expresion del gene durante el desarrollo del grano. Trabajaron con la
integracion de estudios gendmicos y proteinicos bajo condiciones ambientales
controladas para resolver patrones complejos de la expresion del gene durante
el desarrollo del grano. Estableciendo claramente los procesos reguladores
dominantes que son influenciados por el ambiente, y revela la base molecular
de las consecuencias del medio ambiente en la composicion y la calidad de la
harina. Estas proteinas se pueden identificar por la digestion proteolitica y la
huella dactilar total del péptido, también por medio de bases de datos, usando
las etiquetas de la corto-secuencia generadas por espectrometria total.
Demostrando que la informacion sobre el comportamiento cromatografico de
péptidos puede asistir a la identificacion de la proteina por huella dactilar de la
masa del péptido en espectrometria liquido del cromatégrafo de masas

(Palmblad et al., 2002).

La ISTA (1996), sefiala que un patron de bandas de proteinas producidas
en un electréforo grama, esta relacionado con la constituciéon genética y puede
considerarse como la “huella digital” de una variedad. Las “huellas digitales” se
pueden utilizar para identificar muestras desconocidas y mezclas por analisis de
semilla individual. Por ejemplo, las proteinas solubles en alcohol (zeina) son
extraidas de semillas individuales y separadas por el método de electroforesis
en un gel de lamina ultradelgado. El patron de las bandas de proteinas
encontradas en el gel es una caracteristica para una variedad o una linea.
También, generalmente es posible estimar la pureza de la muestra del hibrido,

encontrando una o mas bandas de zeina en el parental masculino que esta
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ausente en el parental femenino (y presente en el hibrido). Estas bandas se
pueden usar como bandas marcadoras para verificacion de los hibridos y como

un medio de estimar pureza hibrida.

Para semilla hibrida, es posible determinar pureza hibrida (tasa de
autofecundacion). Se asume que ambos parentales son homogéneos.
Comparando los patrones de proteina de los parentales femenino y masculino
con el hibrido, uno o mas bandas marcadores (presente en el macho
solamente) se necesitan encontrar en el hibrido. Semillas con patrén de
proteinas idénticas al parental femenino se juzgara como autopolinizacion.
Semillas de polen extrafio muestran un patrén diferente. En la mayoria de los
casos se presenta una banda de proteina en un lugar no esperado en el patrén
de la variedad. También se presentara semillas con diferentes patrones debido

a la contaminacioén con otra variedad.

Con respecto a diferentes tipos de hibridos, esta asociacion describe como
son las evaluaciones de estos materiales:
- Hibrido cruza simple: solo un patrén de banda es caracteristico para el
hibrido, con bandas heredadas de ambos parentales macho y hembra.
- Hibrido de cruza ftriple: El parental hembra es una cruza, y contiene
bandas de proteina de dos lineas. Asi que el hibrido, tiene dos
posibilidades de patrones (banda macho mas una de las dos bandas

hembras) que son caracteristicas. Sin embargo, la experiencia
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demuestra que la mayoria de los hibridos exhiben solo un patrén de
banda.

- Hibrido de cruza doble: ambos parentales usados en la produccion del
hibrido se derivan de cruzas simples, por ello pueden presentarse cuatro

patrones de bandas diferentes en semillas hibridas.

Proteinas Constituyentes de las Membranas Celulares

Las biomembranas son ensamblados supramoleculares de lipidos,
proteinas y carbohidratos. La proporcion de estos componentes varia segun la
fuente de la membrana. Las propiedades dinamicas de las membranas las
llevan a cabo las proteinas de membrana. Dichas proteinas son de distintos
tipos funcionales, incluyendo las enzimas, las proteinas receptoras y las

proteinas de transporte (Boyer, 2000).

Luengo (2001), considera a las proteinas como componentes de la
membrana que desempefan funciones especificas tales como, transporte,
soporte y comunicacion, afiade, que en el caso de los lipidos, las proteinas
pueden girar alrededor de su eje y muchas de ellas pueden desplazarse
lateralmente (difusion lateral) por la membrana. Las proteinas de membrana las

clasifica en:
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Proteinas integrales: Estan unidas a los lipidos intimamente, suelen atravesar

la bicapa lipidica una o varias veces, por lo que son llamadas proteinas de

transmembrana.

Proteinas periféricas: Se localizan a un lado u otro de la bicapa lipidica y estan

unidas débilmente a las cabezas polares de los lipidos de la membrana u a

otras proteinas integrales por enlaces de hidrégeno.

Saenz (2004) por su parte, menciona que las proteinas de membrana
pueden ser extrinsecas O intrinsecas. Las extrinsecas se encuentran
enteramente fuera de la membrana, pero unidas a ella por uniones tipo puente
hidrogeno, Van der Waals ¢ idnicas. Las intrinsecas embebidas en la
membranas, muchas se extienden desde una cara a la otra de la membrana,
conocidas como proteinas de transmembrana. También, se ha considerado
que las células constantemente bombean iones hacia fuera o adentro a través
de su membrana plasmatica. Estas células contienen proteinas que estan
embebidas en la capa lipidica de sus membranas plasmaticas y se extienden de

un lado al otro de las mismas.

Muchas proteinas de transmembrana poseen tres diferentes dominios: dos
hidrofilicos y uno hidrofébico. Un dominio hidrofilico (formado por aminoacidos
hidrofilicos) en el extremo N-terminal se proyecta al medio externo. EI dominio
hidrofébico en el medio de la cadena peptidica (a menudo solo tiene unos 20 -

30 aminoacidos), esta atravesando la membrana plasmatica y un dominio
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hidrofilico en el extremo C-terminal que constituye al citoplasma. El dominio de
transmembrana, en razéon de que sus aminoacidos tienen cadenas laterales
hidrofdbicas, se encuentran "confortables" en la capa hidrofébica de la
membrana plasmatica. Dado que estos dominios transmembranosos "anclan" la
proteina a la bicapa lipidica, estas proteinas no flotan libremente y no pueden

aislarse sin primero disolver la bicapa lipidica con detergentes.

Muchas proteinas de transmembrana son glicoproteinas, es decir que
poseen cadenas de azucares unidas covalentemente al dominio hidrofilico que
se expone al medio externo. Cada una de esas glicoproteinas tienen su dominio
extracelular glicosilado (generalmente a nivel del aminoacido asparagina) con
residuos azucarados que forman cadenas con ramificaciones complejas.
Pueden tener una o mas cadenas glicosidicas. Si bien existen proteinas que
tienen un solo dominio transmembranoso, hay algunas que los tienen multiple.
Cuando se estudia la secuencia de aminoacidos se observa que se alternan

dominios hidrofilicos con dominios hidrofébicos alternados.

La cadena proteinica que se embebe enteramente en la membrana, va de
un lado al otro de la membrana plasmatica. Algunos les vieron forma de
serpiente, de alli su nombre (proteinas serpientes). Una estructura que se
observa en muchas de estas proteinas comprende siete dominios hidrofébicos
qgue se insertan en la membrana separados por regiones hidrofilicas que forman
"lazos" que constituye alternativamente, tanto en el citoplasma como en el

espacio extracelular.
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Caracteristicas de las Biomembranas de la Semilla

Luengo (2001), reconoce con Boyer (2000) que, con los actuales estudios
de microscopia electronica, analisis bioquimicos y la elaboracién de modelos de
biomembranas tomando como base el modelo propuesto por Singer y
Nicholson (1972), quienes lo denominaron “mosaico fluido” y que ademas ha
sido el mas aceptado, presenta las siguientes caracteristicas:

e Considera que la membrana es como un mosaico fluido en el que la
bicapa lipidica es la red cementante y las proteinas embebidas en ella,
interaccionando unas con otras y con los lipidos. Tanto las proteinas
como los lipidos pueden desplazarse lateralmente.

e Los lipidos y las proteinas integrales se hallan dispuestos en mosaico.

« Las membranas son estructuras asimétricas en cuanto a la distribucion
fundamentalmente de los glucidos, que sélo se encuentran en la cara

externa.

Un aspecto importante dentro de las caracteristicas de las biomembranas
o membranas de la célula, es que actuan como una barrera que separa dos
medios acuosos, el medio donde vive la célula y el medio interno celular. Las
células requieren nutrientes del exterior y deben eliminar sustancias de desecho

procedentes del metabolismo y mantener su medio interno estable.
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La membrana presenta una permeabilidad selectiva, ya que permite el
paso de pequefas moléculas, siempre que sean lipdfilas, pero regula el paso de
moléculas no lipdfilas. Este mecanismo de permeabilidad dentro de la
membrana celular, se determina por un proceso de transporte de moléculas de
bajo peso molecular, en el cual existen dos tipos de transporte, el pasivo y el
activo, los cuales son descritos por Taiz y Zeiger (1997), y Luengo (2001),

como aparecen a continuacion:

El transporte pasivo. Es un proceso de difusién de sustancias a través de la

membrana. Se produce siempre a favor del gradiente, es decir, de donde hay
mas hacia el medio donde hay menos. Este transporte se ha definido como
difusién simple, la cual es el paso de pequenas moléculas a favor del gradiente.

Esta difusion se realiza de las formas siguientes:

Difusion simple a través de la bicapa. Mediante sustancias no polares como
el oxigeno y el nitrogeno atmosférico. Algunas moléculas polares de muy
pequefo tamafo, como el agua, CO2, etanol y glicerina, también atraviesan la
membrana por difusién simple. La difusién del agua recibe el nombre de

6smosis.

Difusion simple a través de canales. Se realiza mediante las denominadas
proteinas de canal. Asi entran iones como el Na+, K+, Ca++, Cl-. Las proteinas
de canal son proteinas con un orificio o canal interno, cuya apertura esta

regulada por una ligacién como ocurre con neurotransmisores u hormonas, que
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se unen a una determinada region, el receptor de la proteina de canal, quien

sufre una transformacion estructural que induce la apertura del canal.

Difusiéon facilitada. Permite el transporte de pequefias moléculas polares,
como los aminoacidos, monosacaridos, etc, que al no poder atravesar la bicapa

lipidica, requieren de proteinas trasmembranosas que faciliten su paso.

Estas proteinas reciben el nombre de proteinas transportadoras o

permeasas, que al unirse éstas a la molécula a transportar sufren un cambio en

su estructura que arrastra a dicha molécula hacia el interior de la célula.

El transporte activo. En este proceso también actuan proteinas de membrana,

pero éstas requieren energia en forma de ATP (Adenosin trifosfato), para
transportar las moléculas al otro lado de la membrana. Se produce cuando el
transporte se realiza en contra del gradiente electroquimico. Son ejemplos de
transporte activo la bomba de Na/K, y la bomba de Ca. La bomba de Na+/K+
requiere una proteina transmembranosa que bombea Na+ hacia el exterior de
la membrana y K+ hacia el interior. Esta proteina actua contra el gradiente
gracias a su actividad como la ATP-asa, ya que rompe el ATP para obtener la

energia necesaria para el transporte.

Ademas de la permeabilidad selectiva, existe una alta permeabilidad al
agua, que ahora se sabe es causada por la proteina AQP1, llamado aquaporin.

Las cuales forman un canal que permite liboremente el movimiento del agua a


http://www.arrakis.es/~lluengo/atp.html

36

través de la membrana de la célula, pero no se unen a otras moléculas
pequenas, sin carga o solutos con carga. Las aquaglicerosporinas tienen
funcionamientos multiples en procesos fisioldgicos y son unidas por el agua, el
glicerol y algunos otros solutos. Se han encontrado en especie anfibias,

insectos y plantas (Borgnia et al., 2002).

Suga et al.,, (2002), encontraron que el aquaporin en el plasma y las
membranas, estas desempefian un papel dominante en el transporte
intercelular e intracelular del agua en plantas, mostrando que los aquaporin de
proteinas presentes en la membranas son las responsables de la absorcién de

agua y solutos (sal) en la raiz de una plantula de rabano.

Con respecto a la permeabilidad de las membranas, Zhu et al.,(2001),
hacen mencién de que aplicando una fuerza constante a las moléculas de agua
a granel y una fuerza contraria en el sistema complementario, una diferencia
hidrostatica de la presién través de la membrana se puede establecer,
produciendo un flujo direccional neto del agua. La permeabilidad hidraulica u
osmotica se puede determinar por el cociente del flujo de agua y la diferencia

de la presion.

La formacion espontanea de la bicapa de fosfolipidos es la base de
funcién de la barrera de la permeabilidad de la membrana bioldgica. Los
defectos que exponen el agua a las cadenas del acil son curados

espontaneamente por la difusion del lateral lipidico. Sin embargo, las barreras
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mecanicas, por ejemplo agregados de la proteina formados en un lugar, podrian
sostener defectos hidrofébicos. Tales defectos se han postulado para ocurrir en

procesos tales como fusion de la membrana (Tieleman y Bentz, 2002).

Se ha discutido, que la evidencia de los caminos, con excepcion de la
bicapa lipidica son o existen para el transporte a través de las membranas de la
célula de pequenos unielectrolitos hidrofilicos especificos. Lo cual es importante
cuando se trata de describir el canal con modelos matematicos basicos para
entender la permeabilidad de las membranas y el transporte de moléculas a
través de estas. Las proteinas recientemente descubiertas facilitan el transporte
de las moléculas, del agua, y de la urea lipo-soluble con actividades fisiolégicas

importantes (Goodman, 2002).

De la Fuente et al., (2002), describen que en las células vivas, existe una
estructura jerarquica del control que conecta los transportes metabdlicos con la
sefal-transduccién y la gene-expresion. Por tanto, las actividades enzimaticas
no son generalmente constantes, ya que se mencionaba en los analisis
tradicionales del control y regulacién de concentraciones y flujos de estado

estacionario, que las actividades enzimaticas eran constantes.



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Area de Estudio

En la presente investigacion, se llevd a cabo en los Laboratorios de
Ensayos de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo de Tecnologia de
Semillas, y el de Apoyo a la Investigacion del Departamento de Ciencias
Basicas de la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Saltillo,

Coahuila, México.

Material Genético

El material genético incluyé nueve genotipos de maiz (Zea Mays L.)
proporcionados por la Empresa semillera Monsanto, S.A. de C.V. donde uno de
ellos se considero como el testigo; que por motivos de confidencialidad no se
proporcionaron sus nombres comerciales y solo se denominan como genotipos

(Cuadro 3.1).

Estos genotipos se cosecharon durante el ciclo Primavera-Verano del

2003.
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Cuadro 3.1 Relacion de genotipos utilizados en el estudio.

GENOTIPO EMPRESA
G1 Monsanto
G2 Monsanto (Testigo)
G3 Monsanto
G4 Monsanto
G9 Monsanto
G10 Monsanto
G11 Monsanto
G12 Monsanto
G13 Monsanto

Parametros a Evaluar

Tasa de imbibicién (TI)

Se colocaron cuatro repeticiones de 100 semillas de cada genotipo, se
tomé el peso inicial de la semilla; y se agregaron 100 ml de agua por vaso. Se
dejé reposar por cuatro horas; posteriormente, se midié la cantidad final de
agua absorbida durante este tiempo, de la siguiente forma: se sacudié la
semilla hasta tratar de quitar el exceso de agua adherida con ayuda de un

cedazo. En seguida se seco la semilla con papel secante, hasta tratar de quitar
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el posible exceso de agua, y se determiné el peso final de la semilla, por

diferencia se obtuvo la cantidad absorbida.

Después se anadieron nuevamente 100 ml de agua limpia repitiendo el
proceso cada cuatro horas, hasta observar una germinacién fisioldgica del 50
por ciento mas uno en cada vaso, tomando la anotacion del tiempo final en
cada repeticion, el peso se expresé en gramos por 100 semillas. Para obtener
la cantidad de agua absorbida en tiempo al peso de cada lectura se le resto al
peso final (Alcocer, 2000). Adicional a la prueba de imbibicién, se evaluaron los
parametros de capacidad de germinacion, longitud media de plantula y peso
seco de plantula de los genotipos en tres tiempos de imbibicién 24, 32 y 48

horas.

Capacidad de Germinacioén (CG)

Se sembraron cuatro repeticiones de 25 semillas por genotipo, entre dos
toallas humedas de papel marca Anchor para germinacion de acuerdo a las
reglas de la ISTA (1996). Las toallas, se enrollaron e identificaron con fecha,
numero de hibrido y repeticion, sujetando las orillas del papel enrollado "tacos"
con ligas y se guardaron en bolsas de polietileno, colocandolas finalmente en
canastas dentro de una cadmara germinadora a 25 °C constante, con 8 horas de

luz y 16 horas de oscuridad.
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A los seis dias después, se evaluaron las plantulas normales, plantulas

anormales y semillas sin germinar o muertas conforme al manual de evaluacion

(ISTA, 1992).

Vigor

Envejecimiento Acelerado (EA)

Se utilizé el método de AOSA (1983) en donde se colocaron 200 semillas
por genotipo, en recipientes conteniendo 100 ml de agua (camara interna) y
previamente acondicionadas con la tela metalica para el soporte de la semilla.
Posteriormente se taparon con un plastico y asegurado éste con una liga. Los
recipientes se colocaron dentro de la camara por un tiempo de exposicion de 96
horas a 42°C. Al finalizar el periodo de envejecimiento se sacaron las semillas y
se sembraron en un ensayo de germinacion estandar en cuatro repeticiones de

50 semillas.

Longitud Media de Plimula (LMP)

Se sembraron 25 semillas en cuatro repeticiones por genotipo. Se preparé
previamente el papel de marca Anchor con cinco lineas paralelas de 2 cm,
estas son marcadas en el eje de 30 cm del papel y a partir de la parte media

hacia arriba (Perry 1977).
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En la linea central del papel marcado se coloco una cinta adhesiva, en la
cual se pegaron las semillas a un centimetro de separacion quedando en su
parte media sobre la linea central y orientadas para su crecimiento. Una toalla
es puesta sobre las semillas y una toalla adicional bajo el papel que las sostiene
y juntas las 3 son sumergidas en agua hasta su absorcién total permitiendo
drenar el exceso. Las toallas se enrollaron a un diametro de 4 cm, colocando
los tacos en posicion vertical en la camara a 20 + 1 °C sin luz. Durante el tiempo
que dura la prueba se verifica que no le faltara humedad. El periodo de
incubacion fue de 7 dias, asegurando que las plantulas de semillas vigorosas
alcanzaron 10 cm de longitud. Al final del ensayo se cuenta el numero de
plumulas que estan situadas en cada paralela. A las lineas se les da un valor de
1,3,5,7,9, 11y 13 cm, siendo el valor del punto medio de cada paralela a la
linea central. EI numero de plumulas que queda en cada linea se multiplica por
la correspondiente distancia y se suma, dividiendo la longitud total entre el
numero de semillas (25), como sigue:

L=(nx1+nx3+............... nx13)

Donde:
L = Longitud media de plumula en cm.
n = Numero de plumulas entre dos paralelas.
x = Distancia del punto medio de paralelas a linea central.

Las plantulas clasificadas como anormales se excluyen del conteo.
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Peso Seco de Plantula (PSP)

Se utilizaron cuatro repeticiones de 25 semillas por genotipo; las semillas
se colocaron en dos hojas de papel anchor, debidamente orientadas en dos
hileras a 6.5 y 13.4 cm de la orilla superior, cubriendo con una toalla igualmente
humedecida, enrollando a un didmetro de 6 cm con orificio de 1 cm. Se
colocaron los rollos o “tacos” en bolsas de polietieno de 35X60 cm
aproximadamente, colocando las bolsas en canastas para el desarrollo de

plantulas a 25 + 1°C por 7 dias.

Al finalizar este periodo, se evaluaron las plantulas, descartando las
plantulas anormales y las semillas sin germinar o muertas; a las plantulas
normales se les cortd con una navaja la semilla y el mesocotilo, dejando la
plumula o vastago y raiz para el peso seco, colocandolas en bolsas de papel,
se secaron en un horno por 24 horas a 65°C. Posteriormente, se enfriaron y se
pesaron las bolsas en una balanza analitica con una precision de diez

milésimas de gramo.

Los resultados se obtuvieron en mg/plantula, donde, el peso seco total
expresado en miligramos de las plantulas normales se dividid entre el numero

de plantulas normales (AOSA,1983).
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Sanidad (S)

Siembra en Placas de Agar

Se lavo la semilla con tween 20, para quitar el tratamiento quimico ya que
algunos presentaban tratamiento. Enseguida se efectud la desinfeccién de la
semilla, colocando de 40 a 50 semillas en un frasco con tapa, agregando
hipoclorito de sodio al 2 por ciento, agitando fuertemente por 90 segundos, se
quité el excedente del hipoclorito, colando la semilla y dejando secarla en
toallas (“sanitas”) estériles. Luego se sembroé utilizando pinzas bajo condiciones
de asepsia y esterilidad (haciendo uso de la campana de flujo laminar y lampara
de alcohol), cuatro repeticiones de 10 semillas por genotipo, en cajas petri con
agar PDA (agar papa dextrosa) y cuatro repeticiones en cajas petri con MSA
(Agar, malta y sal); las semillas se colocaron con el embrién hacia arriba y en
forma equidistante en cada caja. Se incubaron por siete dias a 27°C, haciendo
una evaluacién a los cuatro y siete dias. Posteriormente, se cuantificaron los
patdgenos presentes en cada caja, registrado el por ciento de infeccidon de cada
genotipo. Para su mejor identificacion, se aislaron los patégenos en medio de
cultivo de harina de maiz Agar, a 28°C por siete dias hasta obtener una

purificacion monoconidial o cepa pura (Neergaard,1977; Booth, 1971).



45

Composicion Quimica de la Semilla

Preparacion de las Muestras

Para la determinacion de proteinas se utilizé la semilla entera, asi como el
endospermo y embrion triturados y molidos. Colocando cada una de las

porciones en frascos con tapa identificados para cada genotipo.

Para su efecto, las semillas de algunos genotipos que se encontraban con

tratamiento quimico se lavaron con tween 20 y enjuagaron con agua, y dejando

secar sobre papel estraza por espacio de 16 horas.

Semilla_entera. Se trituraron con ayuda de un mortero de porcelana, se

sometié a un molino marca Willey ocupando una malla del No. 20, obteniendo

de esta manera las muestras en harina.

Embrién y endospermo. Las semillas se remojaron por espacio de 3.5 horas,

al termino, se prosiguid a quitar el pericarpio a cada una de las semillas
utilizando un bisturi; para separar el embrion del endospermo, se cortdé con
cuidado la semilla en forma longitudinal con el filo del bisturi, se separé el
embrién, recolectando de inmediato por un lado el endospermo y por otro el
embridon en dos morteros de porcelana para su respectiva trituracion y

molienda.
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Aislamiento de Proteinas por Solubilidad

Aislamiento de albumina. Se pesaron 5 g de semilla entera y de embrién, y 10

g de endospermo de cada genotipo; las muestras se colocaron en vasos de
precipitado. Se agregaron 25 y 50 ml de agua a 4°C respectivamente, se agitd
por 15 minutos y se guardo en refrigeracion por 4 horas. Después se separ6 el
sobrenadante en un matraz de aforacién de 100 ml y se lavo el residuo con 12.5
y 25 ml de agua a 4°C; se agitd por 5 minutos, se centrifugd por 10 minutos a
4000 rpm. Se junt6 el sobrenadante con el anterior, y se aforé a 100 ml con
agua destilada (Sato et al., 1986; Parra, 1990). Se procedié a cuantificar el

contenido de proteina por el método de Lowry.

Aislamiento de globulina. Al residuo del punto anterior, se les agregaron 25 y

50 ml respectivamente de cloruro de sodio al 5 por ciento a 4°C, se agité por 15
minutos y se guardd en refrigeracibn por 1 hora. Después se separd el
sobrenadante en un matraz de aforacién de 100 ml y se lavo el residuo con 12.5
y 25 ml de cloruro de sodio al 5 por ciento a 4°C; se agité por 5 minutos, se
centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm. Se juntd el sobrenadante con el anterior,
y se aforé a 100 ml con cloruro de sodio al 5 por ciento (Sato et al., 1986; Ortiz,
1992; Parra y Ortiz, 1993). Se procedié a cuantificar el contenido de proteina

por el método de Lowry.

Aislamiento de zeina. Al residuo, se le agregd 25 y 50 ml respectivamente de

etanol al 70 por ciento a 4°C, se agité por 15 minutos y se guardd en
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refrigeracion por 4 horas. Después se separo el sobrenadante en un matraz de
aforacion de 100 ml y se lavo el residuo con 12.5 y 25 ml de etanol al 70 po
cineto a 4°C; se agité por 5 minutos, se centrifugé por 10 minutos a 4000 rpm.
Se junto el sobrenadante con el anterior, y se aforé a 100 ml con etanol al 70
por ciento (Hojilla-Evangelista et al., 2003). Se procedié a cuantificar el

contenido de proteina por el método de Lowry.

Aislamiento de glutelina. Al residuo, se les agregaron 25 y 50 ml

respectivamente de hidroxido de sodio al 0.2 por ciento a 4°C, se agitd por 15
minutos y se guardd en refrigeracion por 1 hora. Después se separd el
sobrenadante en un matraz de aforacién de 100 ml y se lavo el residuo con 12.5
y 25 ml de hidréxido de sodio al 0.2 por ciento a 4°C; se agité por 5 minutos, se
centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm. Se juntd el sobrenadante con el anterior,
y se aforé a 100 ml con hidréxido de sodio al 0.2 por ciento (Larsen, 1967). Se

procedié a cuantificar el contenido de proteina por el método de Lowry.

Cuantificacion de Proteinas por el Método de Lowry

Se realizé una curva estandar de seroalbumina, preparando una serie de

tubos conteniendo lo siguiente:



48

Cuadro 3.2 Volumenes utilizados para la curva estandar de seroalbumina.
Tubo No. Solucion de proteina Reactivo A Reactivo C
(ml) (ml) (ml)

1 0.0 0.5 4.0
2 0.1 0.4 4.0
3 0.2 0.3 4.0
4 0.3 0.2 4.0
5 0.4 0.1 4.0
6 0.5 0.0 4.0

Para ello se prepararon los reactivos siguientes:
Reactivo A. Na2CO3 en NaOH 0.1M.
Reactivo B. CuS04.5H20 al 0.5 por ciento en tartrato de sodio y potasio al 1
por ciento.
Reactivo C. 50 volumenes de reactivo A mas 1 volumen de reactivo B.
Reactivo D. Se disolvié 100 g de tungstato de sodio (Na2WO4.2H20), 25 g de
molibdato de sodio (Na2Mo0O4.2H20), 700 ml de agua destilada, 50 ml de acido
fosforico al 85 por ciento y 100 ml de HCI, se reflujé por 10 horas; se anadieron
150 g de sulfato de litio, 50 ml de agua destilada y unas gotas de bromo. Se
prosiguio a hervir por 15 minutos, enfriando, aforando a un litro y finalmente se

filtré (Lowry et al., 1951)

Solucién patréon de proteina. Se disolvio seroalbumina (1 mg/ml) en reactivo
A. Se mezclé el contenido de cada tubo, y se dejé reposar por 10 minutos. Se

agregdé a continuacion tubo por tubo 0.5 ml de reactivo D, agitando de
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inmediato; dejando reposar por 30 minutos y se leyd su absorbancia a 600 nm
utilizando el tubo No. 1 como blanco. Para la determinacion de cada uno de los
genotipos y sus diferentes partes, se procedioé a desarrollar la técnica de Lowry
en las condiciones que se indican para el tubo 4; con tres repeticiones de cada

muestra.

Cuantificacion de Proteina Total por el Método Macrokjeldahl

El método incluyé dos procesos; el de digestién y destilacidon. El primer
proceso se realizé en un digestor Kjeldahl con 1.5 g de muestra, una cuchara
de mezcla catalitica y 25 ml de H2SO4 concentrado, se agregaron unas perlas
de vidrio y se colocé el matraz en un aparato digestor Kjeldahl, la digestion
termina cuando el liquido estuvo claro. Al estar fria la solucién se agregaron 250

ml de agua destilada.

El segundo proceso se llevo a cabo en un matraz erlenmeyer de 500 ml y
se agregd 50 ml de H3BO3 al 4 por ciento y de 3-5 gotas de colorante mixto;
luego se colocé en la parte baja del condensador, introduciendo los tubos en el
matraz para recibir el destilado y colectar 300 ml de volumen. Al matraz kjeldahl
se le agregd 100 ml de NaOH al 45 por ciento y unos granulos de Zinc
(catalizador), y se conectd al destilador rapidamente. Se procedié a calentar la
mezcla hasta obtener el volumen deseado. Se titulé el amonio recogido con

H2S04 estandarizado (0.1N), hasta desaparecer el color verde, y con la
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siguiente férmula se determina el porcentaje de Nitrégeno presente en el grano
de maiz.

[ (V de acido) (N ac.) — (V bco.) (N bco.) ] X 0.014* X 100

% de Nitrogeno =

g de muestra

% de Proteina = % de Nitrogeno X 5.83**

V de acido = Mililitros gastados de H2S0O4

N ac = Normalidad del acido

V bco = Mililitros gastados de H2SO4 para el blanco
N bco = Normalidad del blanco

g de muestra = Gramos de muestra
*Son los meq/g de Nitrégeno

5.83* = Factor de conversion a proteina de éste cereal.

Separacion de Proteinas por Electroforesis Vertical

Se colocaron en tubos de eppendorf 30 pl de muestra de cada extracto
(albumina, globulina, zeina y glutelina) de la semilla entera, endospermo y
embridén de cada genotipo; se adiciond 60 ul de solucién buffer de muestra (que
contenia el dodecil sulfato de sodio y mercaptoetanol). Luego de mezclarse se

aplicaron de 10 a 15 yl de muestra en cada pozo del gel.
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Preparacion del Gel

Se colocaron los vidrios, uno sobre otro, separandolos con dos tiras de
polietileno de 1 mm en cada extremo, en donde se depositd el gel, el cual se
preparo de la siguiente forma:

Cuadro 3.3 Soluciones para la preparacion del gel concentrador y de corrida en
la prueba de electroforesis vertical.

Gel concentrador 6.8% Gel de corrida 4.8%
Buffer 4x pH=8.8 4.27 ml Buffer 4x pH=6.8 2.03 ml
Archilamida- bisacrilamida 2.5 ml Acrilamida- bisacrilamida 1 ml
30% 30%
TEMED 8.4% 50 ul TEMED 8.4% 20 ul
Persulfato de amonio 10% 100 pl Persulfato de amonio 10% 40 pl

Una vez vaciado el gel de corrida y concentrador se insertd un peine, se

dejé reposar.

Una vez polimerizado el gel, se depositaron los vidrios con el gel en otro
soporte donde este lleva los puntales de corriente para que se llevd a cabo el
desplazamiento de las proteinas por el gel dentro de la camara de
electroforesis; se quitd el peine y se depositaron dentro de cada pozo 15 ul de
cada genotipo a una concentracion de 0.1 ul/ml, posteriormente se agregé el
buffer de corrida 10x, (SDS, tris-OH, glicina y agua destilada). Se coloc?é la tapa
de corriente y se conectd a la fuente de poder a 150 Voltios. Una vez corridas

las muestras se tid el gel con una soluciéon de azul de coomasie al 0.3 por



52

ciento, por un espacio de 25 minutos, y se procedio¢ a destefir con una solucion
de acido acético glacial, etanol y agua destilada, en una proporcion de 5:4:1
respectivamente. Las bandas obtenidas en cada fraccién se compararon con el

testigo.

Evaluaciéon en Campo

Se realizd una evaluacibn en campo de los cuatro genotipos mas
importantes de la compania, incluyendo el genotipo 2 (testigo), con la finalidad
de corroborar los comportamientos que se presentaron en la justificacién, en las
dos formas de siembra; en seco y humedo; describiendo a continuacion su

ubicacion:

Las evaluaciones de campo de los genotipos 1, 2, 3 y 4 se realizaron en el
Municipio de La Barca, Jalisco; en tres localidades, Salamea, San Antonio y
Santa Lucia. Los municipios estan ubicados al oriente del Estado. Sus
coordenadas extremas son de los 20°15’ 30” a los 20°26’'45” de la latitud norte y
de los 102°20'40” a los 102°21’ 20” de longitud oeste, a una altura de 1,530
metros sobre el nivel del mar. Limitando al norte con Ocotlan, Atotonilco el Alto
y Ayotlan, al sur con el Estado de Michoacan; al este con Ayotlan y al oeste con
Jamay y Ocotlan. Presentando una temperatura promedio anual de 19.7°C,
temperaturas en los meses de Mayo y Junio de 22°C, con una precipitacion

media pluvial anual de 863 mm.
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Emergencia en Campo (EC)

Se sembro en suelo tipo arcilloso, con alto contenido de materia organica y
sales. Se realizé una siembra en seco, dando un riego a los 5 dias, y evaluando
la emergencia de la plantula (primer conteo) a los 4 dias después del riego y el
segundo conteo a los 10 dias después. Los surcos fueron destinados para
cada genotipo al azar, con cuatro repeticiones, utilizando 14.5 m por cada

genotipo.

Diseino Experimental

Para las variables evaluadas en laboratorio se utiliz6 un disefo
completamente al azar con cuatro repeticiones, excepto para el por ciento de
proteina total en semilla entera, endospermo y embrién, en donde solo se

realizaron dos repeticiones.

Analisis Estadistico

Todos los andlisis de varianza se realizaron mediante el paquete
estadistico SAS version 6.0 (1989), con el siguiente modelo estadistico:
Yij=p + Si + €ijj

Yij = Valor observado.
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u = Efecto de la media general.
Si = Efecto del i ésimo genotipo.

€ij = Error experimental.

Comparacion de Medias

Se utilizé la prueba de rango multiple de la diferencia minima significativa
(DMS), la cual segun Steel y Torrie (1980), se calcula mediante:
DMS = ( ta/2, g.I.EE) (V2CMEE/r)
donde: CMEE = Cuadrado medio del error.
r = Numero de observaciones usadas para calcular un valor medio.
a = Nivel de significancia.
g.l.EE = Grados de libertad del error experimental.
t = Valor tabular que se usa en la prueba, con los grados de libertad del error y

el nivel de significancia apropiado.

Adicionalmente se realizaron analisis de regresion con el fin de conocer
la dinamica de la tasa de imbibicién con respecto al tiempo, explorando los
modelos siguientes:

Lineal Vi = By + B1 X + €
Cuadratica Vi = Bg +B1x; +B> Xi2 + g
Cubica Yi =By + B4 X; +Bin2 ‘*‘B;),Xi3 + g

Donde: y; = Variable dependiente
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Xi = Variable independiente.
Bo = Intercepto.

B+, B2 y B3 = Coeficiente de regresion asociados a la respuesta evaluada.

Dependiendo de su coeficiente de determinacion (R?), se obtuvo el modelo

que mayor ajuste proporciond, para explicar la casualidad entre las variables.

Analisis de Componentes Principales

Para la informacion conjunta de cada variable se realiz6é adicionalmente un
analisis de componentes principales (ACP) utilizando el programa Statistica
version 4.5 (1994), con el fin de reducir la dimensionalidad de los datos y
establecer las relaciones entre las variables y agrupar genotipos semejantes. El
ACP consiste en reducir una gran numero de variables originales a unas
cuantas variables transformadas (Manly, 1986; Johnson y Wichern, 1988). Se
inicia con la concentracién de los datos en una tabla de doble entrada, donde
los renglones corresponden a los n genotipos en estudio y las columnas
corresponden a los p parametros o variables medidas a cada uno de los n
genotipos. Un primer componente principal es entonces la combinacién linear
de variables X;,X;,Xs,........... Xp, de la siguiente forma:

Zi=ap Xi+apXotasXsg+t o, + a4, Xp
Donde: ajj = Coeficiente o “carga” de la j-ésima variable del i-ésimo genotipo. Y
estan sujetas a la condicion de:

Zazij =1
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Asi, la varianza de Z; es lo mas grande dada la condiciéon sobre las
constantes aj;. La condicion sobre las constantes es impuesta para que la
varianza de Z; no sea aumentada solamente por elevar el valor de alguno de
los ai;. EI segundo componente principal:

Zi=ap Xi+apXo+ @ Xa+ e +ap Xp
es tal que la varianza de Zjsea lo mas grande posible sujeta a la condicion de:

Zazij =1
debe, ademas cumplir la condicion de que Zi 'y Zj, i# j, no estén

correlacionados.

Los demas componentes principales son definidos continuando de la
misma manera. Si se tienen p variables, es posible definir hasta p componentes
principales; sin embargo, lo mas deseable es retener 2 o0 3, tratando de explicar
alrededor de un 70 a 75 por ciento de la variacion total. Para realizar este
analisis se utilizé algebra de matrices, representado por Y = Ax, donde x es el
vector de las variables evaluadas y A es la matriz de coeficientes o cargas que

deben estimarse.

Una segunda opcion que se utilizé en este estudio, es usar una matriz de
varianza-covarianza (S) y el ACP sdlo involucra encontrar los eigenvalores
(valor propio o raiz caracteristica, componente principal, factor, Ai) de dicha
matriz correspondiente a los t vectores caracteristicos (aij), de tal manera que
los Ai se obtienen mediante aij’ S aij = Ai. Donde Ai = Var(Zi), es decir, la

varianza de los componentes principales son los eigenvalores de la matriz S y
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las constantes aij son los elementos de los eigenvectores correspondientes. De
tal forma que los valores negativos de los eigenvalores no son posibles y dado
que en la diagonal de la matriz aparecen varianzas de los datos originales y que
la varianza de Ai es la varianza de Zi, esto significa que la suma de varianzas de
los componentes principales es igual a la suma de las varianzas de las

variables originales.

Con el fin de evitar la influencia de las unidades de medida de las variables
originales, se estandarizaron para que mostraran media cero y varianza de
unidad, de tal manera que la matriz S, tiene unos en la diagonal y correlaciones
entre las variables fuera de la diagonal y en este caso, la suma de los términos
de la diagonal (suma de eigenvalores), sera igual a p, el numero de variables

(Manly, 1986).



RESULTADOS Y DISCUSION

Tasa de Imbibicién (TI)

En la Figura 4.1 se presenta el comportamiento de los genotipos para esta
variable y se aprecia que el G1, G2 (testigo) y G3 tienen un comportamiento
parecido en las primeras 4 horas, donde se obtuvieron valores altos en la tasa
de imbibicién; mientras que el G12 presenté el menor valor en la tasa a este
tiempo. A las 8 horas, el G2 mostro la tasa mas alta, seguido del G9, en tanto el

G4 presento el menor valor de absorcién en la tasa.

A las 12 horas de imbibicién, los genotipos G2 y G3 mostraron una mayor
absorcion de agua, mientras que el G4 present6 la menor absorcion; a las 16
horas, el G2 continu6 apareciendo como el de mayor valor de absorcién al igual
que el G9, en cambio el G3 disminuyé su tasa, y el G1 presentd un ligero
descenso; a las 20 horas, los genotipos G2 y G3 mostraron un drastico
descenso en su comportamiento, en cambio G1, G4, G9, G10, G11, G12y G13
presentaron ligeros descensos y aumentos en sus tasas. Un comportamiento
similar presentaron G2 y G3 a las 24 horas, donde resultaron valores altos en
su tasa, y el G9 presenté un bajo valor; para las 28 horas, la respuesta de

absorcion por parte de G1, G2, G3 y G4 fueron de
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menor absorcion en comparaciéon a G9, G10, G11, G12 y G13, quienes
aumentaron ligeramente en su tasa; a las 32 horas, el G2 aumenté mas su valor
de absorciéon que todos los demas genotipos, y el G10 fue el que menor
absorcion tuvo. En las siguientes 8 horas (36 y 40 horas), el G2 obtuvo el mayor
valor en su tasa, mientras que los demas siguieron absorbiendo en poca

cantidad, siendo el G11 quien menor cantidad absorbio.

Para las 44 horas, los genotipos G4, G5 y G13 aumentaron su tasa, a
diferencia del G2 quien disminuyé hasta cero, al igual que los genotipos G10,
G11 y G12. Al termind de las 48 horas de imbibicion, el G3 y el G9 siguieron
absorbiendo agua, mientras que los genotipos G1, G2, G4, G10, G11y G12 ya
no lo hicieron; indicando que la velocidad de imbibicion de la semilla, depende
de la composicion quimica de las cubiertas de cada uno de los genotipos

(Popinigis,1985), o bien de la permeabilidad de sus cubiertas (Bidwell, 1979).

Las tendencias de la tasa de imbibicidbn se ajustaron mediante una
regresion lineal, probandose varios modelos, resultando el mas adecuado el
nivel cubico (Cuadro 4.1) con coeficientes de determinacién que varian desde
0.78 al 0.98, dichas ecuaciones de prediccion demuestran que los genotipos
G1, G2, G3 y G4 presentaron la tasa de imbibicion mas alta que el resto de los

genotipos, atendiendo a sus interceptos y coeficientes de regresion.



Tasa de imbibicion
N

16 20 24 28 32 36 40 44 48

Horas
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GENOTIPO 1
GENOTIPO 2
GENOTIPO 3
GENOTIPO 4
GENOTIPO 9
GENOTIPO 10
GENOTIPO 11
GENOTIPO 12
GENOTIPO 13

Figura 4.1 Tasa de imbibicion de los genotipos evaluados a intervalos de 4

horas.

Cuadro 4.1 Ecuacién de prediccion para la tasa de imbibicidn y coeficientes de
determinacion.

Genotipo Ecuacion de predicciéon R?
G1 6.53514-2.82451x+ 0.39104x2-0.01686x* 0.96
G2 6.29334-2.67374x+0.37765x>-0.01663x*  0.85
G3 5.80325-2.40182x+ 0.3232x2-0.01362x*>  0.78
G4 4.04197-1.68215x+ 0.23105x2-0.00994x*>  0.90
G9 3.24536-0.86502x+ 0.08793x2-0.00296x> 0.95
G10 2.84949-0.86438x+ 0.10078x2-0.00406x* 0.94
G11 2.92264-0.82684x+ 0.09271x>-0.00372x> 0.98
G12 2.4045-0.74949x+ 0.09529x%-0.00414x®>  0.93
G13 2.58984-0.68722x+ 0.07233x2-0.00264x* 0.88
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Capacidad de Germinacién (CG)

En el analisis de varianza para las cero horas de imbibiciéon, mostré que
entre los genotipos hubo diferencias (P< 0.01), donde los genotipos G2
(testigo), G4, G9, G10, G11, G12 y G13 mostraron valores altos de
germinacién, mientras que el G3 mostrd la menor capacidad de germinacion
inicial (Cuadro 4.2), aclarando que sigue siendo favorable la germinacion pero
no la ideal, ya que para ser semilla de alta calidad, segun las Normas de
Certificacion publicadas por el SNICS (1980), la germinacion debe ser minima
del 85 por ciento, pero en la politica de la Empresa Monsanto, la minima es de
90 por ciento.

Cuadro 4.2 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de

medias para las variables evaluadas en la prueba de capacidad de
germinacion a cero horas de imbibicién.

F.V. G.L PN PA SSM
(%) (%) (%)
Genotipo 8 53.111** 41.444* 5.000**
Error 27 13.629 14.518 1.481
G1 91.0 bc 8.0a 1.0 bc
G2 99.0 a 1.0b 00c
G3 90.0c 8.0a 2.0ab
Comparacién G4 100 a 0.0b 00c
de medias G9 98.0 a 20b 0.0c
G10 97.0a 3.0ab 0.0c
G11 97.0 a 0.0b 3.0a
G12 100 a 0.0b 0.0c
G13 96.0 a 4.0 ab 00c
Valor DMS 5.36 5.53 1.77

Medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).

** = Altamente significativo al 1% de probabilidad; PN = Plantulas normales (capacidad de
germinacion); PA = Plantulas anormales; SSM = Semillas sin germinar (muerta, fresca o
latente).
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En el Cuadro anterior se observo que en las plantas anormales se marcé
una alta significancia entre los genotipos, de tal forma que los que presentaron
menor numero de plantas anormales fueron el G2 (testigo), G4, G9, G11 y G12,
reafirmando su alta calidad, mientras que el G1 y el G3, seguidos por el G10,
mostraron mayores valores de plantas anormales, confirmando ser los de

menor capacidad germinativa.

En cuanto a semillas sin germinar, también se marcé una alta significancia
entre los genotipos, obteniendo mayor valor de semillas muertas el G11,
seguido por el G3, y el G1, por lo que se confirma su baja capacidad de
germinacién. En cambio, los genotipos G2 (testigo), G4, G9, G10, G12 y G13

resultaron mejores por no presentar semillas muertas o sin germinar.

Después de 24 horas de imbibicién, se determin6é la capacidad de
germinacioén de los genotipos, resultando ser altamente significantes entre ellos
(Cuadro 4.3); y al realizar la comparacién de medias, se obtuvo que el G12
presentd el mayor valor de germinacion, seguido por los genotipos G2 (testigo),
G4, G10, G11 y G13; en tanto que G3 mostro el valor mas bajo de germinacion,

con 66 por ciento.

En cuanto a plantas anormales, se observa en el Cuadro antes
mencionado, la alta significancia entre los genotipos, resultando el G2 (testigo)
y G12 los mejores por no presentar plantulas anormales, seguidos por G4, G9,

G10, G11 y G13, los cuales presentaron baja proporcion, mientras que el G1
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presentd mayor valor de plantulas anormales, seguido por G3, por lo que se

consideran como los peores genotipos.

En lo que respecta a las semillas sin germinar, se presenté una alta
significancia entre los genotipos (Cuadro 4.3), mostrando en la comparacion de
medias que los genotipos G2 (testigo), G4, G9, G10, G11, G12 y G13,
presentaron bajos valores de semillas muertas o sin germinar, lo cual los hace
ser mejores genotipos que el G3, quien obtuvo un 29 por ciento, seguido por G1
con 18 por ciento.

Cuadro 4.3 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacién de

medias para las variables evaluadas en la prueba de capacidad de
germinacion a 24 horas de imbibicidn.

F.V. G.L PN PA SSM
(%) (%) (%)
Genotipo 8 587.00** 15.44** 415.11**
Error 27 16.148 5.481 17.185
G1 76.0 c 6.0 a 18.0 b
G2 99.0 ab 0.0 c 1.0 c
Comparacion G3 66.0 d 4.0 ab 290 a
de medias G4 96.0 ab 1.0 bc 3.0 c
G9 940 b 2.0 bc 50 c
G10 98.0 ab 2.0 bc 00 c
G11 97.0 ab 1.0 bc 20 c
G12 100 a 0.0 c 00 c
G13 99.0 ab 1.0 bc 0.0 c
Valor DMS 5.83 3.40 6.01

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%)
> = Altamente significativo al 1% de probabilidad.

PN = Porcentaje de plantulas normales capacidad de germinacion.

PA = Porcentaje de plantulas anormales.

SSM = Porcentaje de semillas sin germinar (muerta, fresca o latente).
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En lo referente a la capacidad de germinacion, después de imbibir la
semilla en agua por 32 horas (Cuadro 4.4), el ANVA mostré alta significancia
entre genotipos; resultando que los genotipos G2 (testigo), G4, G9, G10, G11,
G12 y G13, se comportaron estadisticamente iguales, con altos valores de
germinaciéon, mientras que el G3 mostré un valor muy bajo (45 por ciento),
disminuyendo su capacidad de germinacion a un 50 por ciento de su
germinacion inicial (0 horas de imbibicidn), seguido del G1, quien obtuvo un 77

por ciento en esta variable.

En plantulas anormales no hubo significancia entre los genotipos, sin
embargo, G3 obtuvo el mayor valor (aunque estadisticamente es igual a G1),
por lo que resulté ser el de menor calidad fisiolégica después de imbibirla en

agua por 32 horas (Cuadro 4.4).

Para las semillas sin germinar, cuyos resultados se muestran en el mismo
Cuadro 4.4, se reporto alta significacia entre los genotipos, y la comparacion de
medias determind que el genotipo con valores altos de semillas sin germinar fue
el G3. Es de resaltar que el G12 no presentd ninguna semilla sin germinar a las
32 horas de imbibicién. El testigo (G2), al igual que los genotipos G4, G9, G10,
G11 y G13, resultaron tener menores valores de semillas sin germinar que el
G1, y aun menores que el G3, quien mostré una marcada disminucion de su
calidad a este tiempo de imbibicion; lo cual indica que su capacidad de

germinacién disminuye por las altas condiciones de humedad y cero
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oxigenacion a que fueron sometidas, causando deterioro a la semilla, tal como
lo ha mencionado Ferguson (1995).
Cuadro 4.4 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de

medias para las variables evaluadas en la prueba de capacidad de
germinacion a 32 horas de imbibicién.

F.V. G.L PN PA SSM
(%) (%) (%)
Genotipo 8 1084.0** 36.778NS 751.778**
Error 27 39.704 21.037 18.370
G1 770 b 8.0 ab 150 b
Comparacién G2 95.0 a 20 b 30 cd
de medias G3 450 c 10.0 a 45.0 a
G4 90.0 a 20 b 80 ¢
G9 94.0 a 20 b 40 cd
G10 93.0 a 30 b 40 cd
G11 92.0 a 30 b 50 cd
G12 98.0 a 20 b 00 cd
G13 90.0 a 20 b 80 c
Valor DMS 9.14 6.65 6.22

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).
> = Altamente significativo al 1% de probabilidad.

PN = Porcentaje de capacidad de germinacién (plantulas normales).
PA = Porcentaje de plantulas anormales.
SSM = Porcentaje de semillas sin germinar (muerta, fresca o latente).

A las 48 horas de haber sido imbibida la semilla, los genotipos exhibieron
en la capacidad de germinacién una alta significancia (Cuadro 4.5), mostrando
la comparacién de medias que el mejor genotipo fue el G13, ya que obtuvo el
cien por ciento de germinacion, seguido del G4; los genotipos G2 (testigo), G9y
G12 tuvieron valores aceptables de germinacion, pero no satisfactorios para

considerarse de alta calidad fisiologica establecida para esta especie. Al igual
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que en el tiempo anterior, el G3 presentd muy baja germinacion y se considero

de mala calidad fisiolégica a una imbibicion de 48 horas.

El ANVA para las plantulas anormales en este tiempo de imbibicion, no
reportd significancia entre los genotipos (Cuadro 4.5), sin embargo, la
comparacién de medias mostré que el G13 fue el mejor, al no tener plantulas
anormales y el G2 (testigo) fue el que presentd el mayor numero de plantulas
anormales, lo cual indica un deterioro en la semilla; mientras que los demas
genotipos mostraron valores inferiores al testigo, aunque dentro de un mismo

grupo de significancia.

En lo referente a las semillas sin germinar, se observdé una alta
significancia entre los genotipos, y al comparar las medias, el G3 obtuvo el
mayor valor (62 por ciento), indicando un severo deterioro de la semilla;
mientras que el genotipo que mejor comportamiento obtuvo por su nulo valor de

semillas sin germinar fue el G13.

Es interesante hacer notar que en este tiempo de imbibicion (48hrs), todos
los genotipos, excepto G4, disminuyeran su capacidad de germinacion a niveles
inferiores de lo permitido para este especie marcado por el SNICS (1980), y que
esto pudiera constituir un umbral en los casos en que se aplique

osmoacondicionamiento para la semilla de maiz.
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Cuadro 4.5 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de
medias para las variables evaluadas en la prueba de capacidad de
germinacion a 48 horas de imbibicion.

F.V. G.L PN PA SSM
(%) (%) (%)
Genotipo 8 1364.0** 10.00 NS 1341.778**
Error 27 50.370 11.70 52.741
G1 68.0 d 4.0 ab 28.0 b
G2 83.0 bc 50 a 12.0 cd
G3 35.0 e 3.0 ab 62.0 a
Comparacién G4 91.0 ab 3.0 ab 5.0 de
de medias G9 84.0 bc 3.0 ab 13.0 cd
G10 700 d 1.0 ab 29.0 b
G11 77.0 cd 4.0 ab 19.0 bc
G12 82.0 bc 4.0 ab 14.0 cd
G13 100 a 0.0 b 0.0 e
Valor DMS 10.30 4.96 10.54

Medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).
** = Altamente significativo al 1% de probabilidad.

PN = Porcentaje de germinacioén (plantulas normales)

PA = Porcentaje de plantulas anormales.

SSM = Porcentaje de semillas sin germinar (muerta, fresca o latente).
Vigor

Envejecimiento Acelerado (EA)

El ANVA para el porcentaje de vigor mostré una alta significacia entre los
genotipos estudiados (Cuadro 4.6) en la prueba de envejecimiento acelerado;
observando que los mejores genotipos fueron el G2 (testigo) y G12, seguidos
por el G4, G9, G10, G11 y G13, quienes mostraron altos valores de vigor,

mientras que el G1 presentd el valor mas bajo con 67 por ciento. En lo referente
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se observd una

significancia alta entre los genotipos, mostrando el genotipo testigo (G2) ser el

mejor, por no presentar anormalidades, seguido de G3, G4, G11, G12 y G13;

quien resultd ser de menor vigor fue G1 con 10 por ciento de plantas

anormales. Para las semillas sin germinar se obtuvo una alta significacia entre

los genotipos (Cuadro 4.6), sefalando la comparacion de medias que los

genotipos G2 (testigo), G4, G9, G10, G11 y G12 fueron los mejores al no

presentar semillas sin germinar en la prueba de vigor, mientras que el G1 fue el

que presentd el menor vigor por tener el valor mas alto de semillas sin germinar.

Cuadro 4.6 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de

medias para
envejecimiento acelerado.

las variables evaluadas

en

la prueba de

F.V. G.L GER PA SSM
(%) (%) (%)
Genotipo 8 380.00** 36.00** 232.00*
Error 27 39.704 13.037 20.741
G1 67.0c 10.0 a 23.0a
G2 99.0 a 00c 1.0c
G3 88.0b 2.0 bc 10.0b
Comparacion G4 94.0 ab 6.0 ab 0.0c
de medias G9 94.0 ab 4.0 bc 20c
G10 94.0 ab 6.0 ab 00c
G111 97.0 ab 2.0 bc 1.0c
G12 98.0 a 2.0 bc 00c
G13 91.0 ab 4.0 bc 5.0 bc
Valor DMS 9.14 5.24 6.61

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).

*%

GER

Altamente significativo al 1% de probabilidad.
Porcentaje en vigor de plantulas normales en la capacidad de germinacién

(Envejecimiento acelerado).

PA
SSM

Porcentaje de plantulas anormales (Envejecimiento acelerado).
Porcentaje de semillas sin germinar (puede ser muerta, fresca o latente).
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Longitud Media de Plumula (LMP)

En el tiempo de 0 horas de imbibicion de los genotipos, se encontrdé una
alta significancia, por lo que la comparaciéon de la medias demostré que los
genotipos G10, G11, G13 y G4 mostraron valores altos de longitud de plumula,
indicador de un alto vigor, mientras que G1 y G9, por sus bajos valores en esta
variable se clasifican de bajo vigor (Cuadro 4.7).

Cuadro 4.7 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de

medias para las variables evaluadas en el tiempo de 0 horas y
envejecimiento acelerado respectivamente.

F.V. G.L LMP PS LMPEA PSEA
(cm) (mg/pl) (cm) (mg/pl)
Genotipo 8 3.000** 768.21** 14.218** 720.145*
Error 27 0.412 20.745 0.956 27.889
G1 9.97d 47.35 ¢ 435b 31.24 e
G2 11.03c 69.09 c 8.31a 45.41 cd
G3 11.24bc 54.39d 8.62 a 41.40d
Comparacion G4 12.04ab 43.18 e 510b 18.49 f
de medias G9 10.68cd 67.98 c 548 b 44 .38 cd
G10 12.50 a 75.97ab 8.96 a 56.55 ab
G11 12.35a 84.04 a 8.67 a 63.88 a
G12 11.03 ¢ 69.03 ¢ 9.02 a 39.17d
G13 12.02 a 72.97bc 8.49 a 50.67 bc
Valor DMS 0.93 6.61 1.42 7.66

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).

** = Altamente significativo al 1% de probabilidad.

LMP = Vigor de crecimiento de plantula (Longitud media de plumula al tiempo 1.

PS Peso seco total de plantulas normales (Tasa de crecimiento de plantula al tiempo 1)

LMPEA = Vigor de crecimiento de plantula (Longitud media de plumula después de un

envejecimiento).

PSEA = Peso seco total de plantulas normales (Tasa de crecimiento de plantula después de

un envejecimiento).
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En cuanto a la longitud de plumula después de un envejecimiento
acelerado (LMPEA), se detectdé en el ANVA una alta significancia entre los
genotipos (Cuadro 4.7), y la comparacion de medias demostr6 que los
genotipos G2 (testigo), G3, G10, G11, G12 y G13 presentaron altos valores de
longitud de plumula, teniendo asi mayor vigor que los genotipos G1, G4 y G9,
ya que estos presentaron bajos valores de longitud, al parecer éstos fueron

afectados por las altas temperaturas y humedades del envejecimiento.

En lo referente a la longitud media de plumula en los tiempos 2, 3y 4 (24,
32 y 48 horas de imbibicidén respectivamente), se encontrd una alta significancia
entre los genotipos (Cuadro 4.8); mostrando que para cada tiempo resulté un
genotipo diferente con alto vigor G12, G10 y G13 (LMP de 12.14, 11.33 y 12.54
cm) respectivamente para los tiempos antes mencionados; mientras que el G3,
en los tres tiempos presento los valores mas bajos de vigor con LMP de 7.32,
4.97 y 3.81 cm; lo cual sugiere que las condiciones de humedad afectan su
vigor, tal como lo ha mencionado Moreno (1996); ademas, los genotipos G1

(6.98 cm) y G10 (7.36 cm) en el tiempo 1 también resultaron ser de bajo vigor.

Peso Seco de Plantula

El ANVA para esta variable en su evaluacién inicial (O horas de imbibicion)
mostré alta significancia entre los genotipos, y la comparacion de medias
mostré que el G11 (con 84.04 mg/pl) resulté ser el mejor genotipo, seguido por

el G10 (con 75.97 mg/pl), teniendo valores altos de peso seco, interpretandose
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como de alto vigor, mientras que el G1 y el G4 obtuvieron pesos bajos (47.35y

43.18 mg/pl respectivamente), indicando un bajo vigor.

En el peso seco de plantula después de un envejecimiento acelerado,
también se encontré una alta significancia entre genotipos, donde G11 y G10,
siguieron siendo los mejores al tener valores altos de PS con 63.88 y 56.55
mg/pl respectivamente; por su parte, el G4 (18.49 mg/pl) resultd ser el de menor

vigor (Cuadro 4.7).

En lo que respecta a los tres tiempos de imbibicion (24, 32 y 48 hrs), entre
los genotipos se presentaron diferencias altamente significativas (Cuadro 4.8.),
donde el G2 (testigo) obtuvo altos valores de PS (69.78, 62.88 y74.47 mg/pl,
respectivamente), resultando tener un alto vigor, seguido en el tiempo 2 por el
G9 (67.23 mg/pl), mientras que en el tiempo 3 forma parte del grupo estadistico
con altos valores de PS junto con G9 ( 63.74 mg/pl) y G11 (58.64 mg/pl) y en el
tiempo 4 en el grupo de G9 (82.09 mg/pl) y G12 (82.70 mg/pl), quienes

muestran tener altos valores de vigor en la prueba.

En contra parte, en el tiempo 2, el G4 con PS de 34.80 mg/pl fue el de
menor vigor, asi también en los tiempos 3 y 4 mantuvo valores bajos de PS
(32.85 y 46.75 mg/pl), agrupandose con los genotipos G1 y G3 como los de

menor valor.
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Cuadro 4.8 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de
medias para las variables evaluadas en los tiempos 2 (24horas), 3
(32 horas) y 4 (48 horas) respectivamente.

FV. GI LMP2  PS2 LMP3 PS3 LMP4 PS4
(em)  (mglpl)  (em)  (mgl/pl)  (ecm)  (mg/pl)

Gen 8 13.73* 490.76* 15.897** 602.365** 23.454** 713.066**

Error 27 1.178 18.847 0.801 23.000 0.827 42.694

G1 698 e 4621 d 663 de 3562 e 659d 5390e€e
G2 902 c 69.78 a 9.75 bcd 6288 ab 855 c 74.47 ab
G3 7.32de 4946 d 4097 f 3573 e 3.81 e 5598 de
G4 978 c 3480 e 914 cd 3285 e 938 bc 46.75 e
Comp. G9 879 cd 67.23ab 782 e 63.74a 996 b 8209 a

de G10 7.36de 5798 ¢ 11.33 a 4910 d 8.76 bc 64.63 cd
Medias G11 11.53ab 62.43bc 10.78 ab 58.64 abc 8.89 bc 66.89 bc
G12 1214a 58.93 ¢ 10.37abc 5525 cd 100 b 82.70 a

G13 10.21bc 61.03bc 10.95ab 56.53 bc 12.54 a 51.05 e

Valor DMS 1.57 6.30 1.30 6.96 1.32 9.48

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).
** = Altamente significativo al 1% de probabilidad.
LMP2 = Vigor de crecimiento de plantula (Longitud media de plimula al tiempo 1.

PS2 = Peso seco total de plantulas normales (Tasa de crecimiento de plantula al tiempo 2).
LMP3 = Vigor de crecimiento de plantula (Longitud media de plumula al tiempo 3).
PS3 = Peso seco total de plantulas normales (Tasa de crecimiento de plantula al tiempo 3).
LMP4 = Vigor de crecimiento de plantula (Longitud media de plumula al tiempo 4).
PS4 = Peso seco total de plantulas normales (Tasa de crecimiento de plantula al tiempo 4).

Los resultados anteriores sugieren la existencia de un posible dafo por el
tiempo de imbibicién, ocasionando que no se produzca suficiente cantidad de
peso seco en las plantulas, éstas pueden ser normales pero débiles, afectado
de esta forma un establecimiento pobre en el campo. Asi, existen genotipos con
valores altos de LMP pero bajo PS, como es el caso del G12, quien tuvo una
alta LMP (12.14 cm) y un PS bajo (58.93 mg/pl) en el tiempo 2; mientras en el
tiempo 3, el G10 obtuvo 11.33 cm de LMP y 49.10 mg/pl; y en el ultimo tiempo,

el G13 con una LMP de 12.54 cm y 51.05 mg/pl de PS. Sin embargo, el testigo
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fue poco afectado por los tiempos de imbibicién, ya que se mantuvo con LMP y

PS similares, tal como se puede apreciar en el Cuadro 4.8.

Sanidad
En el Cuadro 4.9, se muestra que en el tiempo 1, a 0 horas de imbibicién,
hubo una alta significancia entre los materiales, y la comparacién de medias
destaca que el G4 no presentd ninguna infeccion por Fusarium moliniforme,
mientras que los genotipos G1, G2, G3, G9 y G11 presentaron valores altos de
infeccién, en tanto el G10 y el G12 presentaron infeccion en menor cuantia que

los genotipos antes mencionados.

Cuadro 4.9 Cuadrados medios y significancia, resultado de la comparacion de
medias para la semilla infectada por Fusarium moliniforme.

F.V. G.L SEMILLA INFECTADA POR
Fusarium moliniforme
(%)
Genotipo 8 20.486**
Error 27 325.926
G1 62.50 a
G2 52.50 ab
G3 62.50 a
Comparacion de G4 0.0 e
medias G9 50.0 abc
G10 25.0cde
G11 55.0 ab
G12 12.5 de
G13 35.0bcd
Valor DMS 26.19

** = Altamente significativo al 1% de probabilidad.
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La identificacion se realiz6 después de la purificacion monoconidial,
encontrando abundantes microcondios unicelulares. La longitud de estos fue de
6 -125 micras (M) y 2.43-3u de ancho, ésta se encontrd en cadena y cabezuela
en el medio de cultivo. El hongo produjo pocos conidios cuando solo tenia siete
dias de edad, la célula apical del microconidio terminé en forma reducida y
redondeada; la parte basal fue en forma de pie. La ramificacion de las fialides
fue lateral en forma verticilada. Las dimensiones de tamano fueron de 20 x 3p.
Las fialides se adelgazaron en la parte terminal donde hubo la produccion de

conidios.

La presencia de clamidosporas no fue tan evidente en el cultivo. Estas se
pudieran confundir con el micelio que va germinando y se producen cuando el
micelio esta formando parte del cuerpo fructifero de la fase sexual de este

hongo en la parte terminal, intercaladas y en cadena.

Estas caracteristicas identifican al Fusarium moniliforme segun Booth
(1971); donde todas las cajas presentaron estas caracteristicas y la variabilidad
fue evidente entre los diferentes genotipos, ya que se observé una amplia gama

de colores entre los aislamientos.

La agresividad del hongo depende de la toxina que produce. Por el efecto
de la imbibicion de agua en diferentes tiempos a lo que fueron expuestos los
genotipos, se desarrolld un gran exceso de patdégeno, en este caso Fusarium

moliniforme, por lo que fue imposible su contabilidad en la prueba, lo que nos
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indica que a mayor tiempo de imbibicion, se reproducen mas patogenos; lo que
nos puede indicar que el tipo de patégeno o en este caso el tipo de toxina,
afecta la membrana celular de algunos genotipos susceptibles a este patdgeno
o toxina, coincidiendo con Carrillo (2003), quien menciond que las micotoxinas
producidas por estos patdgenos actuan sobre membranas celulares inhibiendo
el ADN vy la sintesis de ARN, alterando el metabolismo de los lipidos y

proteinas, principalmente en casos extremos de humedad en el medio.

Cuantificacion de Proteinas por el Método de Lowry

Albumina

Para esta proteina se reporté alta significancia en las tres formas de
evaluacion (semilla entera, la porciéon de endospermo y la porcién de embridn),
siendo confiables de acuerdo a sus coeficientes de variaciéon: Esto indica que la
cantidad de albuminas presente tanto en la semilla entera, en el endospermo y

en el embridn puede estar determinado por el genotipo (Cuadro 4.10).

Globulina

En lo referente a esta proteina, se observd una alta significacia entre los

genotipos en semilla entera y en la porcion de endospermo, mientras que en la

porcién de embrion no se detectd diferencia entre los genotipos (Cuadro 4.10).
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Esta proteina como la albumina son proteinas funcionales, las cuales se
encuentran también en el embrién y en la capa de aleurona (Luengo, 2001), asi
mismo los resultados sugieren que existe igual cantidad de globulina en el
embrion de los genotipos evaluados, mientras que la cantidad de globulina que
se encuentra en el endospermo y por consecuencia en la semilla entera son
diferentes.

Cuadro 4.10 Cuadrados medios y significancia para cuantificacién de albumina
y globulina por el método de Lowry en semilla y sus componentes.

FV GL ALBUMINA GLOBULINA

SE END EMB SE END EMB

Gen 8 0.00162** 0.00148** 0.0346** 0.0018** 0.00306™* 0.0035NS

Error 18 0.00036  0.00027  0.0049 0.000214 0.00021 0.0028

cv 2.51% 17.94% 11.08%  1.96% 10.25% 5.99%

*%

= Altamente significativo al 1% de probabilidad.
CV = Coeficiente de variacion.

SE = Semilla entera

END = Endospermo

EMB = Embrion

Zeina

El ANVA del Cuadro 4.11 reporté una alta significancia entre los genotipos
para la evaluacion de la semilla entera y en el endospermo; mientras que en el
embridn no hubo diferencias entre los genotipos. Lo anterior confirma lo descrito
por Valdez (2002) y Forato et al., (2000), quienes mencionan que la zeina se
encuentra principalmente en el endospermo, siendo una proteina estructural,

integral y/o transmembranal, la cual determina la permeabilidad de las
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membranas, y en este caso, las cantidades de zeina son diferentes en el
endospermo y obviamente en la semilla entera en cada genotipo evaluado; sin

embargo en el embrion, la cantidad de zeina es estadisticamente igual.

Glutelina

Al igual que las dos proteinas anteriores, hubo diferencias (P<0.01) entre
los genotipos en la evaluacion de semilla entera y endospermo, mientras que en
la evaluacion de embridon no hubo diferencia; se registraron C.V. menores al 13
por ciento, sefalado en el mismo Cuadro 4.11. Con ello se confirma lo descrito
por Valdez (2002), que al igual que la zeina, la glutelina es una proteina
estructural o de reserva y se localiza principalmente en el endospermo; y por
consecuencia en la semilla entera; mientras que en el embridn, la cantidad de

esta proteina resulta estadisticamente similar.

Cuadro 4.11 Cuadrados medios y significancia para cuantificacién de albumina
y globulina por el método de Lowry en semilla y sus componentes.

FV GL ZEINA GLUTELINA
SE END EMB SE END EMB

Gen 8 0.0238** 0.0465** 0.00214NS 0.0207** 0.0679** 0.0048NS

Error 18 0.00055 0.00032 0.00059 0.00138 0.00327  0.0034

cv 15.54% 4.46% 9.32% 9.5% 12.25% 7.5%

** = Altamente significativo al 1% de probabilidad.
CV = Coeficiente de variacion.

SE = Semilla entera

END = Endospermo

EMB = Embrién
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Comparacién de Proteinas en Semilla Entera

Los genotipos G11 y G13 senalados en el Cuadro 4.12, mostraron las mas
altas concentraciones de albumina (0.767 y 0.777 mg/ ml), globulina ( 0.778 y
0.789 mg/ml) y zeina (0.269 y 0.257 mg/ml) respectivamente, pero bajos
contenidos de glutelina (0.434 y 0.467 mg/ml); indicando contenidos altos de
proteinas funcionales y solo una de las integrales. También el G3 presento alto
contenido de proteinas funcionales (albumina 0.773 mg/ml y globulina 0.778
mg/ml) pero bajo contenido de proteinas integrales, sobre todo glutelina (0.304
mg/ml); otros genotipos como el G1 y G4 también pertenecen estadisticamente
al grupo de altos contenidos de albumina, pero presentaron bajos contenidos de

globulina y de proteinas integrales.

En el caso del G2 (testigo) y G9 se presentdé en el mismo grupo
estadistico, tanto en las proteina funcionales como estructurales; en cambio,
G12 presentd la mas alta concentracion de glutelina con 0.531 mg/ml pero
bajos contenidos de albumina y globulina ( 0.735 y 0.737 mg/ml). Uno de los
genotipos que presentd bajos contenidos de albumina, globulina y zeina (con
0.712, 0.735 y 0.040 mg/ml, respectivamente) fue el G10, asi como el G9, quién

también presentd bajo contenido de zeina con 0.019 mg/ml.
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Comparacioén de Proteinas en Endospermo

El testigo (G2) y el G13 presentaron los mas altos contenidos de albumina
(0.108 y 0.133 mg/ml) y globulina (0.187 y 0.174 mg/ml), afadiéndose a esta
ultima con alto contenido el G9 (0.171mg/ml); mientras que los genotipos G3,
G4 y G12, tienen los mas bajos contenidos de estas dos proteinas; otro
genotipo que también presentd baja concentracion de albumina es el G10 con
0.081 mg/ml (Cuadro 3.13). En este mismo cuadro se observd que el testigo
resultdé tener la mas alta concentracién de zeina (0.596 mg/ml), mientras que el
G1 contiene las mas bajas concentraciones de esta proteina con 0.122 mg/mly
de globulina con 0.102 mg/ml, junto con los genotipos G3, G4 y G12. EI
genotipo que presentd la mayor concentracién de glutelina con 0.829 mg/ml, es
el G13, y los que presentaron las mas bajas concentraciones de esta proteina
en el endospermo son los genotipos G3 y G11 con 0.286 y 0.364 mg/ml

respectivamente.

Comparacion de Proteinas en Embrion

En el Cuadro 4.14 se aprecia que los genotipos G2, G10 y G13
presentaron las mas altas concentraciones de zeina y glutelina; en cambio, los
genotipos G1, G9 y G12 resultaron tener los mas bajos contenidos de albumina
(0.571, 0.533 y 0.456 mg/ml) y de zeina (0.224, 0.248 y 0.228 mg/ml
respectivamente), asi como los genotipos G3 y G10 con bajos contenidos

(0.253 y 0.261 mg/ml) de esta ultima proteina; en tanto que los genotipos G3



80

(0.728 mg/ml) y G11 (0.820 mg/ml) presentaron las mayores valores de

albumina. En cuanto a los genotipos G1, G3, G4 y G11, mostraron bajos

contenidos de glutelina.

Cuadro 4.12 Comparacion de medias en las diferentes proteinas de semilla
entera de los genotipos evaluados.

Proteina G1 G2 G3 G4 G9 G100 G111 G12 G113

Albumina | 0.773 0.744 0.773 0.756 0.727 0.712 0.767 0.735 0.777
ab bcde ab abcd de e abc cde a

Globulina | 0.752 0.718 0.769 0.735 0.723 0.735 0.778 0.737 0.789
bc d ab cd d cd a cd a

Zeina 0.201 0.118 0.104 0.143 0.019 0.040 0.269 0.204 0.257
b b C c d d a b a

Glutelina | 0.404 0.273 0.304 0.403 0.317 0.434 0.383 0.531 0.467
C d d C d bc C a b

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).

Cuadro 4.13 Comparacion de medias en
endospermo de los genotipos evaluados.

las diferentes proteinas del

Proteina G1 G2 G3 G4 G9 G10 G111 G12 G13

Albumina | 0.0912 0.108 0.080 0.080 0.085 0.081 0.105 0.054 0.133
b ab bc bc b bc b c a

Globulina | 0.102 0.187 0.122 0.105 0.171 0.150 0.150 0.113 0.174
C a c c ab b b c ab

Zeina 0.122 0.596 0.439 0.443 0.413 0.443 0.380 0.356 0.417
d a b b b b c c b

Glutelina | 0.454 0.508 0.286 0.414 0.424 0.467 0.364 0.458 0.829
bc b d bc bc b cd bc a

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).

Cuadro 4.14 Comparacion de medias en las diferentes proteinas del embrién de
los genotipos evaluados.

Proteina G1 G2 G3 G4 G9 G100 G111 G12 G113

Albumina | 0.571 0.658 0.728 0.629 0.533 0.668 0.820 0.456 0.596
cde bc ab cbd de bc a e cd

Globulina | 0.845 0.912 0.910 0.872 0.856 0.918 0.914 0.844 0.839
a a a a a a a a a

Zeina 0.224 0.295 0.253 0.290 0.248 0.261 0.292 0.228 0.269
d a bcd ab cd abcd ab cd abc

Glutelina | 0.085 0.122 0.062 0.072 0.034 0.115 0.056 0.269 0.125
b ab b b b ab b a ab

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).
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Proteina Total por el Método Macrokjeldahl

El analisis de varianza reporté diferencias altamente significativas entre

genotipos en la semilla entera, endospermo y embrién (Cuadro 4.15).

Cuadro 4.15 Cuadrados medios y significancias de proteinas totales en semilla
entera, endospermo y embrién en los genotipos evaluados.

FV G.L SEMILLA ENDOSPERMO EMBRION
ENTERA (% PT) (% PT)
(% PT)
Genotipo 8 0.548** 1.697** 178.168**
Error 9 0.0538 0.082 1.141
cv 2.52% 3.63% 5.75%
> = Altamente significativo al 1% de probabilidad.
CV = Coeficiente de variacion.

% PT = Porcentaje de proteinas totales.

La prueba de comparacion de medias para semilla entera, los genotipos
G4 y G11 presentaron valores altos en el contenido de proteinas totales (9.64 y
10.07 por ciento), en tanto que el G2 (testigo con 8.32 por ciento) obtuvo el
valor mas bajo de proteinas totales, al igual que el G9 con 8.65 por ciento,
coincidiendo con los resultados en la cuantificacion por el método de Lowry,
donde el G4 tuvo por lo menos una de las proteinas (albumina) con alta
concentracion y el G11 obtuvo valores altos en tres de las cuatro proteinas
evaluadas (Cuadro 4.16), indicando un alto porcentaje en la suma de estas

proteinas y de nitrégeno no proteinico (Ezeagu et al., 2002).
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En cuanto a la porcién de endospermo, en el mismo cuadro se observd
que los genotipos G11 ( 9.26%) y G12 (8.82%), mostraron los contenidos mas
altos, sugiriendo que este porcentaje se debe principalmente al nitrogeno no
proteico o a proteinas diferentes a la albumina, globulina, zeina y glutelina, ya
que estos genotipos presentaron bajos contenidos de estas proteinas en el
endospermo por el método de Lowry, en cambio, se reafirma la baja
concentracion de proteinas que presenta el G3 (6.60%) en el endospermo y en
G13 que contienen 6.77 por ciento de proteinas totales, las cuales parecen ser
en su totalidad las cuatro proteinas evaluadas (albumina, globulina, zeina y
glutelina).

Cuadro 4.16 Comparacion de medias en proteina total en semilla entera,
endospermo y embrién en los genotipos evaluados.

GENOTIPO SEM. ENTERA ENDOSPERMO EMBRION
(% PT) (% PT) (% PT)
G1 9.26 bcd 8.44 bc 16.51 cd
G2 8.32 f 7.26 de 19.38 b
G3 8.97 de 6.60 f 14.94 d
G4 9.64 ab 7.47 d 14.44d
G9 8.65 ef 8.32 bc 10.02 e
G10 9.23 bcd 8.17 c 42.76 a
G11 10.07 a 9.26 a 17.63 bc
G12 9.51 bc 8.82 ab 16.59 cd
G13 9.11 cde 6.77 ef 14.77 d
Valor DMS 0.53 0.65 2.42

Medias sugeridas por la misma letra no son significativamente diferentes (DMS 0.05%).
% PT = Porcentaje de proteina total por el método de Macrokjeldahl.

En la porcién de embridn (Cuadro 4.16), se observo que el G10 tuvo el
mayor porcentaje de proteina total entre los genotipos y G9 el de menor

porcentaje; lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el método de
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Lowry, ya que el G10 es uno de los genotipos que tiene tres proteinas
(globulina, zeina y glutelina) con mayor concentracion en el embrién, en
contraste con G9, quien sélo tiene una globulina en mayor concentracion como

se mostrd en el Cuadro 4.13.

Separacion de Proteinas por Electroforesis Vertical

Se muestra en la Figura 4.2, los resultados de la separacién por
electroforesis de la proteina de albumina patrén; la cual presenta seis bandas,
las cuales se compararon con la separacion PAGE-SDS de proteinas estandar
hecha por Bertorelli (1982), mostrando pesos moleculares (PM) desde 66.0 a
13.0 Kilo Daltons (KD). Siguiendo el patron presentado por este autor, se logro
obtener los pesos moleculares de las diferentes fracciones de las proteinas
(albumina, globulina, zeina y glutelina) en semilla entera, en endospermo y en
embridn del testigo (G2) para poderlo comparar con los diferentes genotipos

estudiados.

El Cuadro A.1, concentra la coincidencia de bandas existentes por la
separacion por electroforesis PAGE-SDS para la proteina albumina en semilla
entera del testigo; comparandolas con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10,
G11, G12 y G13; donde la fraccion de polipéptidos con PM de 66.0 KD del
testigo no se detectd en el G3, mientras que en el resto de los genotipos si esta

presente, sugiriendo que el G3 es diferente en su composicion proteica. La
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fraccion de 58.8 KD no se detectd en los genotipos G4, G5 y G12; haciéndolos
diferentes al testigo; El G1 por ejemplo, presentd alta semejanza con el testigo
a excepcion de la fraccion de polipéptidos con PM de 52.1 KD, esto se puede

apreciar visualmente en la Figura 4.3.

En general, los genotipos G3, G4, G10, G11 y G13 no presentaron dos
bandas o fracciones de polipéptidos que tiene el testigo con diferentes pesos
moleculares, lo cual confirma la diferencia proteica de dichos genotipos con el

testigo en semilla completa.

KD
— 930
Wi 66.0 Seroalbumina

: 58.8 (Albumina)
. — 46.0 Ovoalblmina
40.8

— 245

— 23.8 Tripsina
—— 14.4 Lisozima
— 30

Figura 4.2 Separacién por electroforesis vertical PAGE-SDS de proteina
estandar seroalbumina de bovino (66.0 KD).
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1 = Seroalbumina (patron).

2 al 10 = Genotipos de maiz.

* Peso Molecular expresado en Kilo Daltons (KD)

Figura 4.3 Gel de poliacrilamida de nueve genotipos de maiz en semilla entera

y el estandar de la proteina seroalbumina.

Los resultados de la separacion por electroforesis PAGE-SDS de los
polipéptidos en la proteina de albumina en endospermo mostrados en el Cuadro
A.2, sefalan la ausencia de fracciones de polipéptidos en los genotipos
evaluados; los genotipos G1, G10 y G11, no presentan la fraccion con PM de

50.0 KD, mientras que en los genotipos G3 y G13 si esta presente (Figura 4.4).

El G3 presenta la mayoria de las bandas del testigo en el endospermo,
con excepcion de la fraccion de 15.9 KD, en el Cuadro A.3, se reafirma la
coincidencia de bandas en las tres formas de evaluacién, esta banda también
se encuentra ausente en los genotipos G4 y G9; sefalando mas diferencias con

respecto al testigo.
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La fraccién ausente en la mayoria del testigo fue la del peso molecular de
50.0 KD presente solo en G3 y G13, afirmando esta similitud en el Cuadro A.3,
que indica la coincidencia de bandas en la separacion por electroforesis PAGE-

SDS entre los genotipos y la albumina patrén (seroalbumina).

En lo referente a la separacion de la albumina en embridn, cuya presencia
de bandas se muestra en la Figura 4.4 y se sefala en el Cuadro A.4, donde
existe una gran diferencia entre los genotipos y el testigo en fracciones de
diferentes pesos moleculares de los polipéptidos. En cuanto a la similitud entre
los genotipos evaluados, solo el G4 presentd casi las mismas fracciones de
polipéptidos que el testigo, excepto la banda de 52.1 KD, lo que lo hace similar

a éste en su composicion proteica del embrion (Cuadro A.3).

La separacion por electroforesis vertical PAGE-SDS de la proteina
globulina en endospermo en el testigo, detectdé seis bandas o fracciones de
polipéptidos sefaladas en el Cuadro A.5; en el mismo se observa la
comparacion del testigo con el resto de los genotipos evaluados, donde el G3
no presenta una fraccion de la separacion de proteina del testigo (41.25 KD), lo
cual indica una diferencia en el contenido de globulina de los genotipos G2 y G3
en endospermo. Lo mismo sucede con los genotipos G10, G11 y G12, quienes
tienen diferencia con el testigo de una banda que no esta presente en cada uno
de ellos (las bandas de PM 60.0, 55.8 y 25.8 KD). Los genotipos G1, G4 y G13
les faltan dos fracciones de polipéptidos indicadas en el testigo, por lo que

parecen ser diferentes en la composicion proteica, siendo mas acentuada la
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diferencia en el G9, por no existir tres de las bandas indicadas en el

mencionado Cuadro.

La mayor similitud se di6¢ en las bandas de 66.0 y 41.25 KD y los genotipos
G1, G3, G10, G11, G12 y G13 presentaron la fraccion de PM de 37.0 KD en la
separacion de la proteina de globulina en endospermo y resulta interesante que
esta misma banda esta presente en el embrion de los mismos materiales

(Figura 4.5).

1EN 1EM ZEN ZEM 3EN 3EM 4EN 4EM SEN SEM 10ENI10EM 11EN T1EM 1ZEN1ZEM 13EN 13EM

1-13 EN = Genotipo- Endospermo; 1-13 EM = Genotipo- Embridn

* Peso Molecular expresado en Kilo Daltons (KD)

Figura 4.4 Gel de poliacrilamida de nueve genotipos de maiz en endospermo y
en embrién de la proteina albumina.
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1-13 EN = Genotipo- Endospermo; 1-13 EM = Genotipo- Embridn

* Peso Molecular expresado en Kilo Daltons (KD)

Figura 4.5 Gel de poliacrilamida de nueve genotipos de maiz en endospermo y
en embrion de la proteina globulina.

En la separacion de la globulina en el embrion del genotipo G2, se
definieron seis bandas o fracciones de polipéptidos mencionadas en el Cuadro
A.6, el cual también describe las coincidencias de fracciones entre el testigo y el
resto de los genotipos evaluados. Los genotipos G9, G11 y G13 presentaron
alta similitud con el testigo a diferencia de los que tienen una banda o fraccion
ausente, como por ejemplo, el G9 donde falta la fraccién de PM de 35.5 KD, en
los genotipos G11 y G13, la fraccién con PM de 55.8 KD; mientras que el G3

solo presenta dos bandas parecidas al testigo, por lo que no existe similitud en

la composicion proteica del testigo y los genotipos.

Sin embargo se conforma la similitud de composicion proteica entre los

genotipos G1, G3, G10, G11, G12 y G13 por la fraccion de PM de 37.0 KD en la
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separacion de la proteina de globulina en embrién, quien se muestra en la

Figura 4.5.

En cuanto a la separacion de zeina en semilla entera; resultaron seis
fracciones de polipéptidos en el testigo, las cuales se compararon con las
separaciones de cada genotipo y se observo que el G11 coincide en todas las
bandas al testigo, lo cual indica que esta proteina se encuentra en igual
composiciéon en los dos genotipos; en tanto que en los genotipos G3, G9, G10 y
G13 hizo falta una banda para ser similares en esta proteina (Cuadro A.7); y los
genotipos G1 y G4 no presentaron las mismas dos bandas; y en el G9y el G10
también faltaron dos bandas en su separacion de electroforesis como se

muestra en la Figura 4.6.

Entre los genotipos evaluados en la separacion de zeina en semilla entera
hubo coincidencia en las fracciones de polipéptidos con PM de 23.0 y de 20.3
KD, tal como se aprecia en la Figura 4.6. Mientras que en la composicion de
zeina en endospermo y embrion hubo coincidencia de los genotipos en las
fracciones de polipéptidos con PM de 23.0 y 20.3 KD, segun se aprecia en los

Cuadros A.8 y A.9.
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1-13 SE = Genotipo- Semilla entera; 1.13 EN = Genotipo- Endospermo; 1-13 EM = Genotipo-
Embrion; * Peso Molecular expresado en Kilo Daltons (KD)

Figura 4.6 Gel de poliacrilamida de nueve genotipos de maiz en semilla entera,
en endospermo y en embridn de la proteina zeina.

Con respecto a la separacion de la glutelina en semilla entera, se observé
que los genotipos G3, G4, G9, G10 y G12 no presentaron las bandas con PM
de 63.0 KD (Cuadro A.10), ademas los genotipos G3, G10 y G12 no
presentaron las bandas con PM de 63.0 y 15.5 KD. La mayor coincidencia con
el testigo lo presentaron G4, G9, G11 y G13, quienes difieren solo en una
banda al analizar la semilla entera, como se muestra en la Figura 4.7. Pero en
la separaciéon de glutelina en endospermo y embrién hay gran diferencia entre
los genotipos y el testigo por la ausencia de bandas en sus separaciones

(Cuadros A.11y A.12).

En el endospermo (Cuadro A.11), solo el G13 difirié con el testigo en la
banda de 25.0 KD, y el resto de genotipos no mostré 2 o 3 bandas, como se
muestra en la Figura 4.7. Respecto al contenido proteico en el embridn, solo la

banda de 63.0 KD fue comun en todos los genotipos, en tanto, los genotipos
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G9, G11 y G12 difirieron con el testigo en solo una banda de distinto peso

molecular, segun se aprecia en el Cuadro A.12.

KD
300
0.0

250

15.5
130
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1-13 SE = Genotipo- Semilla entera; 1-13 EN = Genotipo- Endospermo; 1-13 EM = Genotipo-
Embrién; * Peso Molecular expresado en Kilo Daltons (KD)

Figura 4.7 Gel de poliacrilamida de nueve genotipos de maiz en semilla entera,
en endospermo y en embridon de la proteina glutelina.

Relacion entre Variables

En el Cuadro 4.17, se aprecia el analisis de componentes principales
explicando un 65.5 por ciento de la variacion total con tres componentes
principales o factores, el primer factor contuvo un 32.6 por ciento de la varianza
total y explico principalmente la relacion que existe entre la capacidad de
germinacién, el vigor y la concentracion de globulina en el endospermo,
relacionandose positivamente entre si y con el primer Factor, por lo cual se
puede considerar éste como un componente o factor fisiolégico. El segundo
factor explicé un 18.3 por ciento de la varianza total y estuvo determinado por

las concentraciones de albumina y globulina en el embridén, donde estas se
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relacionaron negativamente con la concentracidn de glutelina en la semilla
entera, asi también, mostré una relacion con la sanidad de la semilla y la
concentracion de globulina en el endospermo, considerando a este factor como
un componente quimico-sanitario. El resto de la varianza explicada (14.6%) lo
retuvo el tercer factor, sefialando principalmente la relacion entre las

concentraciones de albumina, globulina y zeina en semilla entera.

Lo anteriormente expresado se puede apreciar graficamente en la Figura
4.8, en donde se establecen las relaciones ya mencionadas; aprovechando aun
mas los cuadrantes que aparecen; se detecta en el cuadrante superior derecho
el estar comprendido principalmente por la capacidad de germinacién y longitud
media de plumula en los tres tiempos de imbibiciéon, ademas de la evaluacién
inicial, deduciendo de esta forma, que existe una estrecha relacion entre el
vigor y el porcentaje de proteina total en semilla entera y endospermo, asi como
con las concentraciones de glutelina en las tres formas en que se determiné en
la semilla (endospermo, embrion y semilla entera) y aunado a esto la
concentracion de zeina en la semilla entera, dando por resultado la existencia
de una relacion positiva entre ellas y negativa con el por ciento de infeccion en
la semilla (sanidad) y las concentraciones de globulina y albumina en semilla

entera y de esta ultima en el embridén (cuadrante inferior izquierdo).

Con ello, se explica que la capacidad de germinacién y el vigor (longitud
media de plumula) estan directamente relacionadas con las concentraciones de

glutelina principalmente.
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Al parecer, la concentracion de las proteinas funcionales en semilla entera
y embrion estan estrechamente relacionadas con el ataque de Fusarium
moliniforme, es decir, a mayor concentracion de albumina y globulina en la
semilla entera hay mayor incidencia del patdgeno, lo cual sugiere que este
patdgeno requiere de dichas proteinas para su proliferacion, l6gicamente si hay
mas infeccién se obtiene menos germinacién y por lo tanto menor vigor en la

semilla.

En esta misma Figura 4.8, se aprecia en el cuadrante inferior derecho la
relacion positiva que existe entre el vigor (el envejecimiento acelerado y el peso
seco) con las concentraciones de albumina y zeina en el endospermo, y de esta
ultima con globulina ambas en el embrién, las cuales estan relacionadas

negativamente con la incidencia del Fusarium mencionado anteriormente.

Vale la pena resaltar que la poca asociacion del porcentaje de proteina
total con las proteinas aisladas (albumina, globulina, zeina y glutelina), confirma
lo propuesto por Ezeagu y colaboradores (2002), donde el factor de conversién
utiizado para calcular el porcentaje de proteina total no proporciona la

estimacion total del contenido de proteinas en la semilla.
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Cuadro 4.17 Coeficientes de correlacion de variables con los factores,
eigenvalores y varianza explicada para los nueve genotipos de

maiz.

VARIABLE FACTOR 1 FACTOR 2 FACTOR 3
CGPN 0.825* 0.288 0.191
G24PN 0.948* 0.197 -0.035
G32PN 0.851* 0.351 0.092
G48PN 0.851* 0.351 0.092
EAPN 0.775* -0.241 0.116

VPL 0.484 -0.276 -0.499
VEAPL 0.394 -0.410 -0.220
V24PL 0.648 0.326 -0.356
V32PL 0.903* 0.112 -0.288
V48PL 0.786* 0.339 -0.228

VPS 0.777* -0.382 -0.148
VEAPS 0.518 -0.589 -0.217
V24PS 0.649 -0.433 0.241
V32PS 0.806* -0.259 0.179
V48PS 0.538 -0.001 0.629

Fusarium m. -0.409 -0.611 0.042
%NSE 0.036 0.378 -0.628

%NENDOS 0.309 0.362 0.087

%NEMB 0.268 -0.187 0.089

ALBSE -0.527 -0.084 -0.716*
ALBENDO 0.173 -0.476 -0.542
ALBEMB -0.105 -0.761* -0.413
GLOSE -0.196 -0.178 -0.889*

GLOENDO 0.612 -0.618 0.108

GLOEMB 0.062 -0.774* 0.092
ZEINSE 0.076 0.254 -0.834*
ZEINENDO 0.499 -0.557 0.213
ZEIN EMB 0.386 -0.533 -0.282
GLUTSE 0.301 0.737* -0.407
GLUTENDO 0.421 0.146 -0.400
GLUTEMB 0.408 0.539 0.024

VARIANZA 32.60 18.30 14.61
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Figura 4.8 Relacion entre variables estudiadas con base en los dos primeros
Factores (fisioldégico y quimico-sanitario).

Los resultados del analisis de componentes principales se utilizaron para
establecer la relaciones entre los genotipos, apreciandose en la Figura 4.9 que
el genotipo G2 es muy similar en su caracterizacién general a los genotipos
G10 y G11, asi como con los genotipos G9 y G13, caracterizados por presentar
mayor vigor (peso seco y envejecimiento acelerado) y una alta concentracion de

proteinas descritas en el cuadrante inferior derecho de la Figura 4.8.

Por su parte, el genotipo G12 se caracterizé por tener excelente capacidad
de germinacion, alta longitud media de plumula pero con bajo peso seco. El
genotipo que presentd mayor deterioro por infeccién del patégeno y reduccion
de sus concentraciones de proteinas funcionales fue el G3, dando valores bajos

en la capacidad de germinacion en los diferentes tiempos de imbibicidén y en las
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pruebas de vigor al igual que el G1, aunque éste presentd concentraciones

diferentes de proteinas.

2.2
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1.6

1.0 &1 B4

0.4

FACTOR2

Ga Gj 3

G10

G11

-2.0 -1.4 -0.& -0.2 0.4 1.0
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Figura 4.9 Relacion entre genotipos estudiados con base en los dos primeros
Factores (fisiolégico y quimico-sanitario).

Evaluaciéon en campo

El comportamiento general de los cuatro genotipos (G1, G2, G3 y G4) en
las tres localidades estuvo acorde a la diferencia en los métodos de siembra
que se utilizaron, asi en la localidad de San Antonio, donde se sembré en seco
y después se dio un riego pesado, la emergencia general de los genotipos fue
de menos del 50 por ciento, mientras que en la localidad de Salamea, por la
ubicacién del terreno y mantener el agua del riego tan estatico produjo una
germinacion ligeramente mas elevada, mayor al 55 por ciento, pero menor del

60 por ciento, en cambio en la localidad de Santa Lucia, la emergencia obtenida
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por los diferentes genotipos en el método de siembra en humedo fue mayor del

65 por ciento, tal como se aprecia en la Figura 4.10.

En cuanto el comportamiento de los genotipos en el método de siembra en
seco, se observa en la Figura 4.11, que el G3 presentd una marcada
disminucién en la germinacion al igual que el G1, con porcentajes menores de
45 por ciento, lo cual se atribuye a la baja capacidad de germinacion y vigor,
asi como a los elevados porcentajes de infeccion por Fusarium moliniforme,
mientras que el G2 presentd germinaciones de 70 por ciento, seguido por G4
con 67 por ciento, a pesar de que éste ultimo en la prueba de sanidad no

mostré porcentaje de infeccion.
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Figura 4.10 Comportamiento de la germinacion en los genotipos G1,G2, G3 y
G4 en tres localidades.
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Figura 4.11 Comportamiento de la capacidad de germinacion en campo de
cuatro genotipos evaluados.



CONCLUSIONES

Con los resultados antes encontrados, se concluye lo siguiente:

La mayor tasa de imbibicién se presentd en los genotipos G1, G2, G3 y
G4, sin embargo, esto no se reflej6 en los mayores porcentajes de

germinacion y vigor.

La presencia de infeccion por Fusarium moliniforme en la semilla en la
mayoria de los genotipos evaluados afectdé radicalmente su calidad
fisiolégica y su proliferacion se relaciond con las concentraciones de las
proteinas albumina y globulina, siendo estas de tipo funcional, las cuales

son importantes en el proceso de la germinacion.

Las concentraciones de zeina en endospermo y en embridn, estan
estrechamente relacionadas con el vigor principalmente con peso seco y

longitud de plumula por ser una proteina de tipo estructural.

Altos valores de infeccion por Fusarium moliniforme, provoca una pérdida

en la capacidad de germinacién y vigor, asi como una pobre emergencia
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en campo bajo el método de siembra en seco, como lo muestran los

genotipos G1y G3.

La determinacién de proteina total por el método de macrokjeldahl, solo
se relaciona con la concentracion de zeina en la semilla entera, por lo
que no proporciona una determinacion confiable de todos los tipos de

proteina analizadas en este estudio.

La mayor similitud en las caracteristicas evaluadas se tuvo entre los

genotipos G10 y G11 con relacion y al genotipo G2 quien fue el testigo.



RESUMEN

Se evaluaron nueve genotipos de maiz (ocho pertenecientes a la Empresa
Monsanto, S. A. de C V. y uno a la competencia comercial) en sus atributos de
calidad fisiolégica (germinacién y vigor), sanitaria y genética (tipos y cantidad de
proteinas en las membranas celulares), asi como la tasa de imbibicion, con el
fin de caracterizarlos, establecer una relacion entre las variables evaluadas,
similitud entre los genotipos y relacionarlos con su comportamiento en campo

bajo los métodos de siembra en seco y humedo.

Para la mayoria de las variables evaluadas se realizé un analisis de
varianza bajo el disefio completamente al azar con cuatro repeticiones, excepto
para el porcentaje de proteina total en semilla entera, endospermo y embrién
donde solo se realizaron dos repeticiones. Adicionalmente se realizé un analisis
de componentes principales con el fin de estudiar la relacidén entre variables y

establecer la similitud entre los genotipos.

Los resultados indicaron que los genotipos G1, G2, G3 y G4 mostraron
una tasa de imbibicién mas alta que el resto de los genotipos. Los genotipos G1
y G3 mostraron valores bajos de germinacion inicial a las 24, 32 y 48 horas de
imbibicion, resultando mas acentuada la disminucion en el G3. Lo anterior

también se reflejé en los bajos valores de vigor en los tiempos de imbibicion
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mencionados. Por otra parte, se reportaron valores altos de infeccién de
Fusarium moliniforme en los genotipos G1 y G3, por lo que se asume que

influyé en la expresion de la germinacion y vigor de la semilla.

En la proteina total en semilla entera resulté con mayor valor el G11
(10.07%) y con el mas bajo el G2 (8.32%). En la porcion de endospermo se
reafirmo6 el G11 (9.26%) como el de mayor contenido, mientras el G3 (6.6%)
mostro lo contrario. En el embridn, resulté ser el genotipo G10 el de mayor valor

(42.76%) y G9 el de menor valor (10.02%).

En la cantidad de albumina en endospermo y embrion, el G13 presentd los
mayores contenidos, asi como el G11, quien reportd la mayor cantidad en el
embridén. En cuanto a la globulina, destacaron los genotipos G11 y G13 con
0.78 y 0.79 mg/ml respectivamente, en tanto que el G12 en su cantidad en el
endospermo fue de 0.19 mg/ml; mientras que en el embridbn no se encontrd
diferencia. Los mayores contenidos de zeina se obtuvieron nuevamente en los
genotipos G11 y G13 en semilla entera y el G2 en endospermo, asi como estos
mismos en el embrion. La glutelina se obtuvo en mayor cantidad en el G12 en
semilla entera y en el embrién, en tanto que en el endospermo resulté con

mayor contenido el G13.

El analisis de componentes principales sefaldé algunas relaciones
interesantes entre la capacidad de germinacion y el vigor, asociandolos

positivamente con la concentracidon de glutelina y zeina en endospermo, y de
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forma negativa con la infecciéon por Fusarium y con las concentraciones de

globulina y albumina en semilla entera, asi como de ésta ultima en el embrién.

La mayor similitud se observé entre los genotipos G2, G10 y G11, los
cuales se diferenciaron mayormente de los genotipos G3 y G1; quienes
mostraron menor germinaciéon y vigor, mayor infeccibn por Fusarium
moliniforme y menor contenido de glutelina en general, lo cual se relacioné con

la baja emergencia en campo bajo el método de siembra en seco.
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Cuadro A.1 Comparacion de bandas para albumina en semilla entera del testigo
con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12y G13

TESTIGO GENOTIPO

PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G111 G12 G13
66.0 + - + + + + + +
58.8 + + - - + + - +
52.1 - + - + + + i )
50.0 + + + - - - - +
24.5 + + + + + + + +
18.9 + : + - - + + +
13.0 + + + + + - - -

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (- ) = Banda ausente.

Cuadro A.2 Comparaciéon de bandas para albumina en endospermo del testigo
con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12 y G13.

TESTIGO GENOTIPO
PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13

66.0 + + + + + + - -
58.8 + + + + + + + +
52.1 + + + + + + - -
50.0 - + - - - - - +
37.05 + + + - + + + +
20.0 + + + + + + + +
15.9 + - - - + + + +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.
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Cuadro A.3 Comparacién de corridas en albumina para semilla entera,
endospermo y embridn.

GEN BSE BEND BEMBR BCE BCSE BCEN BCEM
(#) (#) (#) (#)
G1 6 7 7 4 1,2,4, 1,2,3, 1,3,4,
5 4,5 5
G2 7 7 8 4 1,2,3, 2,3,4, 1,2,3,
4,5 5 5
G3 8 7 7 2 2,3,4, 2,3,4, 1,2,4,
5 5 5
G4 9 6 9 6 1,2,4, 1,2,3, 1,2,3,
5 5 4,5
G9 7 8 9 5 1,3,4, 1,3,4 1,34,
5 5
G10 6 7 8 4 1,2,4, 1,2,4, 1,2,3,
5 5 4
G11 7 7 7 4 1,2,4 1,2,4, 1,2,4,
5 5
G12 5 7 7 4 1,4,5 1,4,5 1,4,5
G13 6 7 6 1 1,2, 4, 3,5 1,2, 4,
5 5
BSE = Numero de bandas en semilla entera.
BEND = Numero de bandas en endospermo.
BEMBR = Numero de bandas en embrion.
BCE = Numero de bandas que coinciden entre la semilla entera, endospermo y embridn.
BCSE = Bandas que coinciden de la semilla entera con las bandas de seroalbumina
(proteina patron).
BCEN = Bandas que coinciden de el endospermo con las bandas de seroalbumina (proteina

patrén).

BCEM = Bandas que coinciden de el embrién con las bandas de seroalbumina (proteina

patrén).

Cuadro A.4 Comparacion de bandas para albumina en embrién del testigo con
los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12y G13.

TESTIGO GENOTIPO

PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G111 G12 G13
69.0 - + + + + - + -
66.0 + - + + - + - +
58.8 + + + + + + + -
52.1 + - - + + - - +
38.2 + + + ; + + ] 4
24.5 + + + - + + + +
15.9 + + + + - + + +
13.0 - + + + + + + +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.
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Cuadro A.5 Comparacion de bandas para globulina en endospermo del testigo
con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12y G13.

TESTIGO GENOTIPO
PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13

66.0 - + + + + + + +
60.0 + + + ] - + + i
55.8 + + - + + i + i
41.25 + - + + + + + +
37.0 + + _ i + + + N
25.8 - + + - + + - +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.

Cuadro A.6 Comparacion de bandas para globulina en embrion del testigo con
los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12 y G13.

TESTIGO GENOTIPO

PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13
66.0 + + + + + + + +
60.0 - : ] + + + N N
55.8 + + + + + - - -
41.25 - - ; + + + + +
355 - - + - - + + +
20.5 + - + + + + _ +
13.0 - - - + - + + +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.

Cuadro A.7 Comparacion de bandas para zeina en semilla entera del testigo
con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12y G13.

TESTIGO GENOTIPO

PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13
63.0 + + + + + + + +
60.0 + + + + - + + i
54.0 - + - - + + - +
25.0 - - - + + + + +
23.0 + + + + + + + +
20.3 + + + + + + + +

PM = Fraccién de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.
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Cuadro A.8 Comparacion de bandas para zeina en endospermo del testigo con
los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12 y G13.

TESTIGO GENOTIPO

PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13
+

63.0 + + : + ; " "
60.0 - - - + + - - -
54.0 + - + + - + + +
25.0 - + + + + + + +
23.0 + + + + + + + +
20.3 + + + + + + + +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.

Cuadro A.9 Comparacion de bandas para zeina en embrion del testigo con los
genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12y G13.

TESTIGO GENOTIPO

PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13
54.0 + + + + + + + +
25.0 - - + + - - - -
23.0 + + + + + + + +
20.3 + + + + + + + +

PM = Fraccién de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.

Cuadro A.10 Comparacion de bandas para glutelina en semilla entera del
testigo con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12 y G13.

TESTIGO GENOTIPO
PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13

63.0 + - - - - + - +
60.0 + + + + + + + +
25.0 + + + + + + + +
15.5 - - + + - - - -
13.0 - + + + + + + +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.
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Cuadro A.11 Comparacion de bandas para glutelina en endospermo del testigo
con los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12y G13.

TESTIGO GENOTIPO
PM (KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13
63.0 - - - - - - + +
60.0 + - - - + - + +
25.0 + - + + + - - -
15.500 - + + + - + - +
13.000 + + + + + + - +

PM = Fraccion de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Banda presente, (-) = Banda ausente.

Cuadro A.12 Comparacion de bandas para glutelinas en embrion del testigo con
los genotipos G1, G3, G4, G9, G10, G11, G12 y G13.

TESTIGO GENOTIPO

PM(KD) G1 G3 G4 G9 G10 G11 G12 G13
63.0 + + + + + + + +
60.0 - - - - - + + -
25.0 - - + + - + + -
15.5 + - - + - + - -
13.0 - + + + + - + -

PM = Fraccidon de polipéptidos medido en su peso molecular expresado en Kilo Daltons.
(+) =Bandapresente, (-) = Banda ausente.
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