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RESUMEN

El presente estudio de investigacién, fue realizado en la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, en el periodo comprendido
de Febrero de 2007 a Octubre de 2007. Con el objetivo de determinar la
capacidad antioxidante de los extractos de tejidos verdes de plantas en
diez genotipos de maiz obtenidos de las lineas 15 y 17 (las cuales
pertenecen a una poblacion enana), las lineas 41, 42 y 52 (son
consideradas lineas Quality Protein Maize, QPM), Poblacién Azul, y los
genotipos: 102-38-1-2, 104-15-1-1 y 104-31-4-1 (que son lineas Sj;
derivadas de una poblacion subtropical). Se evalué el contenido
nutricional de la planta y se correlacioné el valor de la capacidad
antioxidante total en planta (CATP), y el contenido de compuestos

fendlicos del grano (CFG) y la capacidad antirradical en grano (CAG),

Se determind la capacidad antioxidante del extracto de las plantas
de maiz, obteniéndose que los genotipos 102-38-1-2 y 104-15-1-1 son

las muestras con mayor capacidad antioxidante total, expresada en

equivalentes Trolox, con 0.09 mmolg™”. Se obtuvo el rango de variacién

para la capacidad antioxidante total, de los extractos de las plantas de
maiz en los genotipos estudiados, con valores minimos de 0.03 mmol'g'1

en el genotipo 17x52, y maximos de 0.09 mmollg'1, valor obtenido por los
genotipos 102-38-1-2 y 104-15-1-1. Se evalud el contenido nutricional de
la planta mostrando valores para materia seca total de 95.4 %, proteina
cruda 29.3 %, extracto etéreo 3 %, fibra cruda 24.4 %, cenizas totales
15.2 % vy azucares totales 1.0 g/L. Se correlaciond el valor de la
capacidad antioxidante total (equivalente a Trolox) de los extractos de las
plantas de maiz (CATP), con el contenido de compuestos fendlicos (CFG)
y la capacidad antirradical (CAG), ambas determinadas en el grano, para
lo cual se encontraron indices de Pearson para las relaciones: CATP —
CFG de -0.19126, para CATP — CAG de 0.31325 y en CFG — CAG de -

0.35156; siendo no significativos en todos los casos.



CAPIiTULO |

INTRODUCCION

En la ultima década se han acumulado evidencias que permiten
afirmar que los radicales libres y el conjunto de especies reactivas que se
les asocian juegan un papel central en el equilibrio homeostatico de los

sSeres Vivos.

Cuando el aumento intracelular de especies reactivas del oxigeno
sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés
oxidativo, a través del cual se induce el dafio a las moléculas biolégicas

como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Gutteridge y Halliwell, 1999).

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion
oxidante de los radicales libres mediante la liberacién de electrones en un
sistema biolégico, mismos que son captados por los radicales libres

(Finkel y Holbrook, 2000).

En los ultimos afios se ha investigado hasta qué punto el consumo
de sustancias antioxidantes contrarresten el papel de los radicales libres,
asi como su presencia en los alimentos. Sin embargo, los mecanismos
antioxidantes y su interaccién con los tejidos no han sido completamente
elucidados (Doulis, et al., 1997; May, et al., 1998; Noctor, et al., 1998). Asi

mismo, la literatura referente al impacto de practicas agricolas que



modifiquen los niveles de metabolitos secundarios en las plantas, como

los antioxidantes es escasa (Asami, et al., 2003).

Kalt y Kushad (2000) sefialan que el aumento de los niveles de
antioxidantes de la dieta de frutas y hortalizas en precosecha, es un area
de gran interés y representa una oportunidad para los investigadores en el
area agricola y de alimentos; por otra parte Benavides et al. (2002) (citado
por Rancafo, 2005) mencionan que es posible manipular los mecanismos
de defensa de las plantas y los niveles de fitoquimicos antioxidantes
especificos por medio de la ingenieria genética, la manipulacidon
ambiental, o la aplicacion exdégena de evocadores quimicos que actuan

como sefializadores y promotores de oxidacion controlada.

Considerando la importancia que el maiz tiene en la dieta de los
mexicanos es necesaria la busqueda de mecanismos que incrementen la
capacidad y el contenido de antioxidantes de este alimento milenario. De
lograrse esto se podra contribuir al incremento del valor, nutricional y
econdmico, del grano en los nichos de mercado en México y en el ambito
mundial, por lo anteriormente descrito, se planted la realizacion del

presente trabajo, cuyos objetivos son los siguientes:



Objetivo General

Determinar el potencial antioxidante de los extractos de tejidos
verdes de plantas de diez genotipos de maiz contrastantes en las

caracteristicas quimicas del grano.

Objetivos Especificos

¢ Obtener el rango de variacion del potencial antioxidante en los

genotipos evaluados.

e Evaluar el contenido nutricional de la planta de maiz.

e Correlacionar el valor de la capacidad antioxidante total de los

tejidos verdes con la capacidad antirradical y el contenido de compuestos

fendlicos del grano cosechado en campo.



CAPITULOII

REVISION DE LITERATURA

Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo y la proteccidn antioxidante, son de interés en
agronomia, la ciencia de los alimentos y la medicina. El estrés oxidativo
es un estado celular en el cual se encuentra alterada la homeostasis
oxido-reduccion intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y
antioxidantes. Este desbalance se produce a causa de una excesiva
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o por deficiencia en

los mecanismos antioxidantes, conduciendo a un dafo celular.

Se ha estimado que aproximadamente un 2 por ciento del oxigeno
consumido por un organismo normal formara ERO, de las cuales varias
son radicales libres. Cuando la generacion de ERO sobrepasa las barreras
de defensa antioxidantes del organismo, se produce un dafio por lesién
quimica de las estructuras bioldgicas y a este proceso se le denomina
estrés oxidativo. El dano oxidativo que estas especies pueden producir en
las macromoléculas biolégicas es de graves consecuencias. Reaccionan
con lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN en el interior de las células y
con componentes de la matriz extracelular, por lo que pueden
desencadenar un dafo irreversible que si es muy extenso, puede llevar a

la muerte celular.



Especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (ERO), como el radical anién
super oxido (O2”), el radical hidroxilo (OH") y el peroxido de hidrégeno

(H202) son productos universales del metabolismo aerobio.

En plantas, las ERO son generadas a velocidades significantes por
reacciones intrinsecas a la fotosintesis, fotorespiracion, fosforilacion
oxidativa, oxidacién de acidos grasos y muchos otros tipos de oxidacion

(Alscher et al., 1997).

En situaciones en que exista una mayor actividad metabdlica, como
en las etapas del crecimiento y desarrollo activo, o lesiones en el tejido
vivo, ocurre una mayor demanda tisular de oxigeno y parte de este se

metaboliza, generandose un alto numero de sustancias oxidantes.

El perdoxido de hidrégeno (H20-) participa en el metabolismo celular y
también tiene una funcién secundaria como senalizador en la regulacion
del crecimiento y desarrollo; asi como en la respuesta al estrés (Foyer et
al., 1997). No obstante, el H,O, puede ser convertido, via reacciones tipo
Fenton a el peligroso radical hidroxilo, que ejerce efectos toxicos dentro

de la célula (Fridovich, 1986).

Existe un apropiado balance intracelular entre la generacién de

ERO y su eliminacién en todas las células. Esta homeostasis oxido-



reduccion, requiere la eficiente coordinacion de reacciones entre los
diferentes compartimentos celulares y esta es controlada por una
compleja red de prooxidantes y antioxidantes. Los ultimos incluyen
antioxidantes no enzimaticos como el ascorbato, vitamina E, glutation
reducido y B-caroteno, y moléculas hidrofébicas (carotenoides, tocoferoles
y xantofilas), y enzimas detoxificadoras que operan en los diferentes
organelos celulares (Noctor y Foyer, 1998). Estas enzimas incluyen a
superoxido dismutasas, catalasas y ascorbato peroxidasas. La actividad
enzimatica antioxidante ha sido usada como base para seleccionar
poblaciones de maiz con resistencia a bajas temperaturas (Hodges et al.,

1997).

Segun Foyer et al. (1997) incrementos en ERO son tipicas
respuestas de las plantas a estrés bidtico y abidtico. Asi mismo, las altas
temperaturas pueden alterar el sistema integrado de antioxidantes,

enzimaticos y no enzimaticos involucrados en la detoxificacion de ERO.

Las especies reactivas del oxigeno, producen diversas acciones
sobre el metabolismo de los principios inmediatos, que pueden ser el

origen del dafio celular si actuan:

1. Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas
produciendo perdida de fluidez y lisis celular como

consecuencia de la peroxidacion lipidica.



2. Sobre los glucidos, alterando las funciones celulares como las
asociadas a la actividad de las interleuquinas y la formacion

de prostaglandinas, hormonas y neurotransmisores.

3. Sobre las proteinas, produciendo inactivaciéon vy

desnaturalizacion.

4. Sobre los acidos nucleicos mediante la modificacién de bases

produciendo mutagénesis y carcinogénesis.

Por otra parte debe de tenerse en cuenta que los organismos vivos
utilizan a los radicales libres para la destruccién de bacterias y patégenos

invasores.

Para ser efectivos, los antioxidantes deben estar cerca de los sitios
de produccién de oxidantes y cerca de los sitios con riesgo de dano
oxidativo. No obstante, el mecanismo antioxidante y sus complejas
interacciones entre los tejidos no ha sido completamente elucidado

(Doulis et al., 1997).

Radicales Libres

En los ultimos afos se ha registrado gran interés por los radicales

libres (RL) y la funcion que cumplen en el organismo. Un radical libre es



cualquier especie quimica, con existencia propia y altamente reactiva,
generada por las reacciones bioquimicas de oxido- reduccion que ocurren
como parte del metabolismo celular normal, y por la exposicion a
contaminantes ambientales como luz ultravioleta y el humo de cigarro y
que ademas contiene electrones desapareados en los orbitales que
participan de los enlaces quimicos; por lo tanto, cuando un orbital

contiene un unico electrén, se dice que ese electron esta desapareado.

Los radicales libres pueden ser formados tanto por la pérdida como
por la ganancia de un electrén. En el primer caso se trata de una
oxidacion y en el segundo, de una reduccion. También se forman
radicales cuando se rompe la unién covalente entre dos atomos, de modo
que los dos electrones que son compartidos por la unién se separan, y

queda uno en cada atomo.

Sea cual fuere el mecanismo de la formacién de un radical, el
electron en mas o en menos, desestabiliza al atomo, ya que aumenta su
contenido energético y lo torna muy reactivo. Como su tendencia
espontanea es volver al estado de menor energia, cediendo o recibiendo
electrones, reacciona rapidamente con otros atomos o moléculas que se
encuentren cercanos a fin de alcanzar su estabilidad electroquimica

(Finkel y Holbrook, 2000).



Las principales especies de radicales libres que se presentan en el

cuerpo humano incluyen: radical superoxido (02-), radical hidroxilo (OH_),

radical oxido nitrico (NO-) y radical peroxilo (ROO-).

La vida media biologica del radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que este a su alrededor

provocando un gran dafo a moléculas, membranas y tejidos.

Sistema de Defensa Antioxidante

Las reacciones de oxidacion son esenciales en los procesos
metabdlicos celulares. Dichas reacciones involucran la transferencia de
electrones que producen RL. Esta situacion es incompatible con la vida, a
menos que existan en las células mecanismos de defensa que neutralicen

los RL.

Para mantener un balance oxido-reduccién, los organismos se
protegen de la toxicidad de los agentes oxidantes de diferentes maneras,

incluyendo el uso de antioxidantes (Figura 1).

A estas defensas se les denomina antioxidantes y se considera
como tal a cualquier sustancia que en concentraciones normales posea
una afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un

radical libre. El antioxidante al colisionar con él, le cede un electron



oxidandose y transformandose en un radical libre débil no téxico

(Rodriguez et al., 2003).

Figura 1. Balance Oxido-Reduccién.

[ Estrés Oxidativo Sistema de Defensa ]
Fuente Origen

Enddgena Exogena Enzimatico No enzimatico

Mitocondria Radiacién Superoxido dismutasa Vitamina A

Peroxisomas Ozono Catalasa Vitamina C

Inflamacién Xenobioticos Glutation peroxidasa  Glutation

No todos los antioxidantes actuan de esta manera, los llamados
enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan
sustratos que reaccionan con los RL. De lo dicho anteriormente se
deduce que los antioxidantes pueden ser enzimaticos o no. Estos se
clasifican en enddgenos (se encuentran en el organismos y son

sintetizados por sus células) y exdgenos (ingresan a través de la dieta)

(Figura 2).
Figura 2. Clasificacion de los antioxidantes.
ANTIOXIDANTES
Ex60enos Endégenos
9 Enziméaticos No enzimaticos
Vitamina C Catalasa Glutation
Vitamina E Superdxido dismutasa Coenzima Q

Flavonoides Peroxidasas Acido tidtico




Existe una primera linea de defensa antioxidante constituida por

enzimas y eliminadores de RL (Jacob, 1995).

Enzimas:

La citocromo oxidasa esta encargada de evitar la reduccion
univalente del oxigeno.

La superoxido dismutasa esta especializada en captar el
radical anién superoxido mediante una dismutacion y asi
convertirlo en peroxido de hidrogeno.

Catalasa y peroxidasas (glutation peroxidasa y glutatiéon

reductasa) que neutralizan al H,O y lo convierten en agua.

Eliminadores de RL:

La vitamina E o tocoferol neutraliza al radical OH" por su
ubicacibn en las membranas donde su proteccion es
particularmente importante.

La vitamina C, por su caracter reductor, reacciona
rapidamente en el Oy y con el OH", también es captor del
oxigeno singlete y del ion hipoclorito.

El glutation, ademas de captar el H,O, como substrato de la

glutatiéon peroxidasa, también capta al O, y al OH",



e La transferrina y la ceruloplasmina son transportadoras de
metales de transicion, hierro y cobre respectivamente, que

son generadores de RL.

Este sistema defensivo, no es totalmente efectivo, por lo que hay

involucrada una segunda linea constituida por:

e Sistemas reparadores de biomoléculas que reparan el dafo
producido al ADN y que pudieran propiciar trastornos
genéticos o cancerigenos.

e Sistemas eliminadores de componentes celulares oxidados

como las macroxiproteinasas y las endonucleasas.

Evaluacion de la Actividad Antioxidante

Actualmente se requiere de la evaluacion de la capacidad
antioxidante para determinar la eficiencia de los antioxidantes naturales,
en relacion a la proteccion de productos vegetales contra el dafio

oxidativo y pérdida de su valor comercial y nutricional.

La busqueda de métodos mas especificos, que proporcionen una
informacion quimica que sea directamente relacionada con el deterioro
oxidativo de alimentos y muestras bioldgicas, podria ser el objeto de

futuras investigaciones (Sanchez-Moreno, 2002).



Las caracteristicas esenciales de cualquier prueba de evaluacién de
la capacidad antioxidante son un sustrato adecuado en el cual pueda ser
monitoreada la inhibicion de la oxidacion, un iniciador de la oxidacion
(radical libre) y una adecuada medicion del punto final de la oxidacion, la
que puede llevarse a cabo por métodos quimicos, instrumentales o

sensoriales (Arnao et al., 1999; Robards et al., 1999).

A pesar de la diversidad de métodos existentes para la evaluacion
de la actividad antioxidante, hay necesidad de estandarizarlos para

diferentes productos y asi obtener medidas comparables.

Prior et al. (2005) revisaron los métodos disponibles para medir
actividad antioxidante sugiriendo tres ensayos para estandarizar su
determinacién, a saber, la capacidad de absorbancia del radical oxigeno
(Oxygen Radical Absorbance Capacity; ORAC) y la capacidad
antioxidante equivalentes Trolox (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity;
TEAC), que utiizan AAPH (2,2-Azobis (2-amidino-propane)
dihydrochloride) y ABTS (2,2’-azinobis (3-ethylbenzothia-zoline- 6-sulfonic
acid)) como generadores de radicales libres, respectivamente, y el
método de Folin-Ciocalteu, cuyo fundamento esta sustentado en una
reaccion de oxido-reduccion, por lo que se considera una forma de medir
actividad antioxidante en funcion del contenido de fenoles en productos

vegetales.



El uso normal de Trolox, como un estandar permite al ensayo ser
llamado TEAC,; los resultados son expresados como equivalentes Trolox,
que es la concentracion de la solucién Trolox (mmol/L) con un potencial
antioxidante equivalente a 1.0 mmol/L de solucién de la sustancia bajo

investigacion.

Métodos para la Evaluacioén de la Actividad Antioxidante Global

Los trabajos publicados al respecto datan en su mayoria de finales
de los anos noventa. A continuacién se expone una breve relacién de
ellos.

1. Ensayo TRAP (Total Radical-Traping Parametrer).

2. Captura del anioén super oxido.

3. Método del radical 2,2 -diphenil- 1- pricrilhidracil (DPPH).

4. Ensayo FRAP, (Ferric-Reducing Antioxidant Power).

5. Método ORAC, (Oxygen Radical Absorbance Capacity).

6. Método del 3-etilbenzotiazoline-6-sulfonato (ABTS).

7. Método del n,n-dimetil-pfenilenddiamina (DMPD).

8. Meétodo de la Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

Método de la Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox.

Este método es conocido como TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant

Capacity) o método ABTS. Se basa en la inhibicién de la absorbancia del

+

cation radical 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS ), el



cual tiene un espectro de absorcion a una longitud de onda caracteristica
mostrando una absorcion maxima principal a 415 nm, y una absorcion
maxima secundaria a 660, 734 y 820 nm. El método original se baso en la

activacion de metmioglobina, actuando como peroxidasa, con H202

mediante la formacion del radical ferrilmioglobina, el cual entonces oxida

+

el compuesto fenotiazina ABTS, formando el cation radical ABTS

El uso normal de Trolox, como un estandar permite al ensayo ser
llamado TEAC; los resultados son expresados como equivalentes Trolox,
que es la concentracion de la solucion Trolox (mmol/L) con un potencial
antioxidante equivalente a 1.0 mmol/L de solucidn de la sustancia bajo

investigacion.

Ya que, el cation radical ABTS + se puede disolver en un medio
acuoso y en un medio de etanol acidificado este ensayo es capaz de
probar la actividad antioxidante de compuestos hidrofilicos y lipofilicos.
Este método se ha utilizado para evaluar los efectos antioxidantes en
hortalizas y plantas medicinales chinas, en colectas de albahaca, y en

frutos tropicales entre otros cultivos.

Estos ensayos difieren uno de otro en término de sustratos,
pruebas, condiciones de reaccion y meétodos de cuantificacion. Es

extremadamente dificil comparar los resultados de diferentes ensayos.



Los antioxidantes pueden reducir radicales principalmente por dos
mecanismos: transferencia de un electron y transferencia de un atomo de
hidrogeno. ABTS, FRAP y DPPH son métodos que cuantifican la
transferencia de un electron, y ORAC y TRAP cuantifican la transferencia

de un atomo de hidrégeno.

Actividad Antioxidante en Vegetales

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a
través de los cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la generacion
de radicales libres (Tornalley y Vasak, 1985; Greenwald, 1990;
Palamanda y Kerhrer, 1992). La capacidad antioxidante de una muestra
depende de la naturaleza y concentracion de los antioxidantes naturales
presentes y asi mismo de la interaccion de este compuesto con otros,

presentes en el alimento.

Varios estudios sobre la evaluacion de la capacidad antioxidante en
frutos han revelado aspectos interesantes en relacion al comportamiento
de los constituyentes antioxidantes. Eberhardht et al. (2000) en un estudio
realizado en manzanas, demostraron que la vitamina C por si sola aporta
menos del 0.4 % de la actividad antioxidante total del fruto, sugiriendo que
la mezcla compleja de antioxidantes en las frutas proporcionan beneficios
sobre la salud, principalmente a través de la combinacion de efectos

aditivos y/o sinérgicos.



Cao et al. (1996) y Wang et al. (1996) realizaron estudios en frutas y
hortalizas, demostrando que la mayor parte de la actividad antioxidante
proviene principalmente del contenido de flavonoides y otros compuestos

fendlicos.

La actividad antioxidante ha sido reportada (Wu et al., 2004; Rivera-
Lopez et al., 2005; Cuadro 1) como capacidad antioxidante total (CAT),
que corresponde a la suma de antioxidantes lipofilicos (L-ORAC, L) y
antioxidantes hidrofilicos (H-ORAC, H). Destacan entre estos frutos el
mango y el platano, con los valores mas altos de CAT (10,02 y 8,79 pmol

ET/g, respectivamente).

Cuadro 1. Constituyentes bioactivos presentes en frutos

tropicales y su actividad antioxidante total (CAT).

Vitaminas B-caroteno Fenoles Totales ORAC CAT
Fruto (mg/100g) (ng/1009) (mg EAG/g) (umol ET/g) (umol ET/g)
C E L H
Platano 8.7 0.10 26 2.31 0.66 8.13 8.79
Mango 27.7 1.12 445 2.66 0.14 9.88 10.02
Pifa 16.9 - 31 1.74 029 7.64 7.93
Papaya 61.8 0.73 374 - - 4.5 4.5

Fuente: Wu et al., 2004; Rivera-Lopez et al., 2005. - No Disponible. Equivalentes Acido
Galico (EAG), Equivalentes Trolox (ET), Oxygen Radical Absorbance Capacity
(ORAC), Actividad Antioxidante Total (CAT).

Sin embargo, esta actividad antioxidante total in vitro no
necesariamente refleja las condiciones fisiolégicas celulares, ni considera

la biodisponibilidad y metabolismo de sus componentes.



La capacidad antioxidante de frutas y hortalizas puede ser
influenciada por factores genéticos, asi como por el medio ambiente, Prior
et al. (1998) encontraron diferencias de hasta 3.3 veces entre especies y
cultivares de arandano y fresa. También encontraron diferencias de 2.6 y
hasta 10 veces en la capacidad antioxidante entre cultivares de espinaca,
pimiento verde y brocoli, respectivamente. Esta variabilidad entre

hortalizas puede ser explicada por la influencia de la especie y el cultivar.

Los Antioxidantes en la Dieta

Como ya se ha mencionado, en el organismo se produce un
equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, cuando este equilibrio se rompe
a favor de los oxidantes, se produce el estrés oxidativo, el cual esta
implicado en muchos procesos fisiopatologicos (enfermedades,
envejecimiento celular, etc.). Por lo tanto es de vital importancia el
consumo de alimentos que contengan antioxidantes naturales y mantener
asi el equilibrio antes marcado, inclinandonos incluso a favor de los

antioxidantes.

Ademas, si tenemos en cuenta, que durante la vida esta presente
este equilibrio pero que a medida que el individuo envejece dicho balance
se vuelca a favor de los oxidantes, es de vital importancia el consumo de
alimentos ricos en antioxidantes naturales para contrarrestar estos efectos

(Cao et al., 1998).



Es bien conocido que dietas ricas en frutas y vegetales son capaces
de prevenir o disminuir el efecto de ciertas enfermedades croénicas

degenerativas, incluidas las cardiovasculares y el cancer.

Con esta idea en mente, muchos cientificos han investigado las
propiedades fitonutracéuticas de los productos agricolas, especificamente

se han centrado en su capacidad antioxidante natural.

Los antioxidantes naturales mas ampliamente estudiados son los
flavonoides, polifenoles, carotenoides, fibra, vitaminas (A, B, C, E),
tocoferoles, calcio y selenio. Estos compuestos y elementos pueden
actuar independientemente o en combinacion como agentes protectores

mediante una variedad de mecanismos.

Estudios epidemiolégicos demuestran que el consumo de frutas y
hortalizas tiene un efecto protector en muchos pacientes que han
sobrevivido a procesos patoldgicos, ya que han mostrado una relacion
inversamente proporcional entre el consumo de hortalizas y la incidencia
de estos desérdenes (Ames et al., 1993; Steinmetz y Potter, 1996; Ness y

Powels, 1997; Joshipura et al., 1999).

En uno de estos (Gey et al., 1991) se determind la cantidad de
antioxidantes  plasmaticos (a-tocoferol, ascorbato, vitamina A,

carotenoides y selenio) presentes en 16 poblaciones con cardiopatia



isquémica, observandose que la incidencia de mortalidad muestra una

relacion inversa con el nivel de tocoferol.

Actualmente se ha encontrado que muchos metabolitos secundarios
sintetizados en las plantas, son una fuente de compuestos con capacidad
antioxidante; tales como tocoferoles, carotenoides, flavonoides, y vitamina
C entre otros. Por lo que recientemente se ha determinado el nivel de
antioxidantes en frutas, hortalizas, especias, plantas medicinales, y en
alimentos procesados (Prior y Cao, 2000; Tosun et al., 2003). Sin
embargo, la literatura referente al impacto de practicas agricolas que
modifiquen los niveles de metabolitos secundarios en las plantas, como

los antioxidantes es escasa (Asami et al., 2003).



CAPITULO i

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del Sitio Experimental

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los tuneles de
invernadero del Departamento de Horticultura, en el Centro de Capacitacion
y Desarrollo en Tecnologia de Semillas, en el Laboratorio de Citogenética, y
en el Laboratorio de Nutricion y Alimentos de la Universidad Autéonoma
Agraria “Antonio Narro” (UAAAN) ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila,
México, cuyas coordenadas geograficas son: 25° 22’ latitud Norte y 101° 01’

longitud Oeste del meridiano de Greenwich, a una altura de 1754 msnm.

Materiales Utilizados

Material Vegetativo

Se utilizaron diez genotipos (cruzas simples) de semilla de maiz (Zea
mays L.):

Las lineas 15y 17, pertenecen a una poblacion enana; las lineas 41,
42 y 52 son consideradas lineas Quality Protein Maize (QPM), Poblacion
Azul (Pob Azul), y los genotipos: 102-38-1-2, 104-15-1-1 y 104-31-4-1, que

son lineas S;3 derivadas de una poblacion subtropical.



Cuadro 2. Relacién de genotipos de maiz utilizados en el estudio.

Entrada Descripcion Origen Color Ano
1 15x41 Tepalcingo Blanco 2005
2 15x42 Tepalcingo Blanco 2005
3 15x52 Tepalcingo Blanco 2005
4 17x41 Tepalcingo Blanco 2005
5 17x42 Tepalcingo Blanco 2005
6 17x52 Tepalcingo Blanco 2005
7 Pob Azul Celaya Azul 2003
8 102-38-1-2 Tepalcingo Amarillo 2006
9 104-15-1-1 Tepalcingo Blanco 2006
10 104-31-4-1 Tepalcingo Naranja 2006

ESTUDIO 1. Prueba de Germinacion

El establecimiento de esta prueba se realizé en el Centro de

Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas.

Se colocaron 25 semillas de los genotipos (1, 2, 4, 7, 8, 9, 10) en

papel anchor previamente humedecido, con tres repeticiones por cada uno.

Se les cubridé con papel similar, se enroll6 e identific6 cada muestra,

se

colocaron en bolsas de plastico y se introdujeron en una camara de

germinacién LAAB-LINE BIOTRONETT con una temperatura de 25 °C. La



duracion de la prueba fue de 7 dias. Contando las semillas germinadas al

cuarto y séptimo dia.

Variables Evaluadas

e Porcentaje de germinacion
Se realizé el conteo del numero de semillas germinadas: al cuarto dia
denominandose primer conteo y, al séptimo dia de inicio de la prueba. El

resultado es reportado en porcentaje.

e Porcentaje de plantulas normales

Después del periodo de germinacion que es de siete dias, a través de un
conteo se determino el porcentaje de plantulas normales, entendiendo a
estas, como las plantulas que cuentan con potencial para desarrollarse en
forma continua y convertirse en plantas satisfactorias cuando se les cultiva

en suelo de buena calidad y en condiciones optimas (ISTA, 1985).

e Porcentaje de plantulas anormales

Se considera bajo esta denominacién a las plantulas que no muestran el
potencial de desarrollarse para convertirse en una planta normal cuando se
les cultiva en suelos de buena calidad y en condiciones favorables de
humedad, temperatura y luz. La determinacién se realizo de manera visual

(ISTA, 1985).



e Porcentaje de semillas sin germinar
Entran en esta clasificacion aquellas semillas que no han logrado germinar
al concluir el periodo de una prueba ordinaria de germinacion (7 dias)

(ISTA, 1985), se determina mediante conteo visual.

e Longitud de plumula
Se tomaron 10 plantas por repeticion, las cuales fueron tomadas al azar, a
estas se les midio la longitud de plumula con una regla graduada, los datos

obtenidos se reportan en centimetros, sacando el promedio.

e Longitud de radicula

Para esta variable se tomaron las mismas plantulas que se usaron para
medir la variable anterior, pero en este caso se midi6 la longitud de radicula
de cada una de las plantas con una regla graduada, los resultados se

reportan en centimetros y enseguida se calcula el promedio.

e Peso seco de plantula

De igual manera en esta variable, las plantulas utilizadas para medir las
variables de longitud de plumula y radicula fueron usadas para esta
determinacién. Se colocaron dentro de una bolsa de papel estraza y
después se llevaron a una estufa a 65 °C por 24 horas. Al cumplirse las 24
horas, las plantulas se sacaron de la estufa, se les separo de la bolsa y se

pesaron, expresando los resultados en gramos-plantula™.



ESTUDIO 2. Experimento Agronémico

Siembra

Esta actividad se llevd a cabo el dia 26 de abril del ano 2007, en los
tuneles del Departamento de Horticultura. Se colocaron 2 semillas (por
cada uno de los genotipos) en cada maceta de plastico de 20 L, rellenas de
sustrato Peat Moss mas perlita (en proporcién 3:1) humedecido, mas 10 g
de fertilizante 17-17-17 a cada una, previa identificacién, contando con 17
repeticiones de cada genotipo. Con un espacio entre filas de macetas de
0.75 m y 0.5 m entre cada planta. Cuando las semillas germinaron se

realizd el aclareo dejando 1 planta por maceta.

Mediciones Anatémicas

Se realizaron cada semana a partir de la cuarta hoja. Para ello se
eligieron al azar 5 plantas de cada genotipo. Con un flexémetro se midi6 la
altura desde la base del tallo hasta el apice de la hoja mas larga. Mediante
un vernier se registroé el diametro del tallo a una altura de tres centimetros
de la base del tallo para evitar interferencia con la maceta, ademas de

realizar un conteo del numero de hojas en cada planta muestreada.

Conteo de Estomas y Células Tabloides

Para este analisis se tomaron tres impresiones foliares mediante la
técnica del esmalte (D’Ambrogio, 1986), que consistid en colocar una capa
de esmalte de unas transparente sobre la parte que se analizé (la parte
media de la cuarta hoja totalmente extendida con direccién al Oriente), se

deja secar unos segundos y con un trozo de cinta adhesiva se recoge la



impresidn, esta es montada sobre un portaobjetos para su posterior analisis

al microscopio.

Las impresiones se tomaron de la zona abaxial y adaxial en las hojas
de dos plantas en uno de los muestreos realizados. Para realizar el conteo

se empleo un microscopio con un aumento de 40X.

Para determinar la densidad estomatica se calculé primero el
didmetro del campo visual (ocular), para esto se dividid el diametro del
ocular entre el objetivo, (18X / 40X) el cual se utilizé para obtener el area.
Se procede para transformar con un regla de tres para determinar el
nimero de estomas por unidad de area (mm?). EI didmetro del campo

visual fue de 0.45 mm.

Biomasa
Se realizaron 2 muestreos los dias 16 y 28 de mayo, colectando 4

plantas por genotipo para su analisis.

e Peso fresco aéreo y raiz. Para cada muestreo las plantas fueron
seleccionadas al azar, se lavaron las raices para retirar el sustrato
adherido a estas y se separo la parte aérea de la raiz para ser

pesadas posteriormente por separado en una balanza analitica.

e Peso seco aéreo y raiz. Después de determinar el peso fresco de

la parte aérea y de la raiz, las muestras se colocaron en papel de



estraza y se metieron a la estufa a secar a una temperatura de 60

°C por dos dias, previamente secas se volvieron a pesar para

obtener el peso seco.

Variables Evaluadas

Altura de planta, reportada en centimetros, desde la base del
tallo hasta el apice de la hoja mas larga.
Diametro del tallo, reportado en milimetros.

Numero de hojas totalmente extendidas.

indice Estomatico. Para esta variable se realizd el conteo de
estomas y células tabloides colocando las laminas en un
microscopio compuesto. Para calcular el total se utilizo la

siguiente formula:

) No. Estomas
Indice Estomatico = X 100
No. Estomas + Cel. Tabloides

Densidad Estomatica. La frecuencia o densidad estomatica

que es el nimero de estomas por unidad de area (mm?).

Densidad Estomatica = Numero de Estomas
Unidad de Area (mm?)

Peso fresco: aéreo, raiz y total de planta, reportado en
gramos.

Peso seco: aéreo, raiz y total de planta, reportado en gramos.



ESTUDIO 3. Experimento de Analisis Quimicos

Determinacién de la Capacidad Antioxidante Total

La determinacion de la concentracion de antioxidantes se realizd
mediante la utilizacion del kit “Total Antioxidant Status Kit Assay”
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) (Miller et al., 1993), en el Laboratorio de

Nutricién y Alimentos de la Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro”.

Se colectaron 2 plantas (hojas) por genotipo en un muestreo
realizado el 28 de mayo. Las muestras, se depositaron en bolsas de
polietileno transparente de 20 X 30 cm previamente etiquetadas y se
guardaron en un termo con hielo, para evitar el deterioro de la muestra.

Posteriormente se trasladaron al laboratorio para su analisis.

En el laboratorio se pesaron 5 g de muestra, se colocaron en un
mortero, previamente congelado, al que se le agregé 10 ml de buffer de
fosfatos con pH = 7 y se molié vigorosamente. El extracto obtenido se

centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos.

Adicionalmente se utilizdé un espectrofotdmetro Leitz Modelo 340-800,

con capacidad para medir absorbancia a 600 nm, una centrifuga Clay

®
Adams Modelo 420225, un termo-bano Felisa Modelo FE 373 para

controlar la temperatura (a 37 °C). Para realizar el analisis de las muestras

se prepararon los tres reactivos incluidos en el kit de la siguiente manera: al



cromoégeno y al sustrato se le agregaron 10 ml y 7.5 ml de buffer con pH de

7.0 respectivamente; al estandar se le agregé 1 ml de agua destilada.

El espectrofotometro se ajusté a 600 nm y el sustrato diluido (H,O,)

y el cromogeno se equilibraron a 37 ° C exactamente 5 minutos antes de
usarse. Primero se preparo un blanco agregando 20 pl de agua desionizada
en una celda mas 1 ml del cromogeno. En otra celda, se agrego 20 pl del
estandar (Trolox) mas 1 ml de cromégeno, y se leyd la absorbancia inicial
(Ag) en ambas celdas. Posteriormente se analizaron los extractos de las
hojas, colocando 20 ul de extracto, mas 1 ml de cromdgeno para cada

muestra, después se afnadieron 200 pl del sustrato (H,O,) diluido a cada

celda, se mezclaron bien y se tomé el tiempo de inicio simultaneamente. La

absorbancia (A) se midi6é después de tres minutos del desarrollo de color.

Para calcular los niveles de antioxidante en las muestras se usé la
concentracion del estandar Trolox (1.87mM) de acuerdo al kit utilizado. Se
determiné el gradiente de A para las muestras, el estandar y el blanco: A A=

A- A, Después se calculo la Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox

(CAET) en cada muestra usando la formula siguiente:

“CAET” (mM) = 1.87mM * (A A del blanco — A A de la muestra)
(A A del blanco — A A del estandar)

El resultado de cada muestra se expresé6 como mmol de Equivalente

-1
Trolox-g de peso fresco de muestra.



Analisis Bromatolégico

A fin de determinar el contenido nutricional de la planta de maiz
(extracto etéreo, proteina cruda, fibra cruda, materia seca total y cenizas
totales) mediante analisis proximal (AOAC, 1980) se tomaron las muestras
obtenidas de la determinacion de materia seca, cuantificacion de azucares
totales por método colorimétrico (Dubois et al. 1956), y para el contenido de

minerales por espectrofotometria de absorcion atomica.

e Determinacién de Materia Seca Total

Se colocaron crisoles en la estufa (Marca Thelco, modelo 27) a 105
°C por 12 horas, transcurrido este tiempo se sacaron los crisoles de la
estufa y se colocaron en un desecador de 10-20 min hasta peso constante y
en seguida se pesaron en la balanza analitica y se registré el peso.
Posteriormente se le agregaron 2 g de muestra y se colocaron en la estufa

por 24 horas, por ultimo se peso el crisol con muestra (AOAC, 1980).

% Materia Seca Total = Peso Crisol con Muestra Seca — Peso del Crisol Solo x100

Peso de la Muestra

e Determinacién de Proteina Cruda (Método Macro Kjeldhal)

Consistié en colocar 1 g de muestra seca y molida en un matraz
Kjeldhal, se adicion6 la mezcla de selenio (catalizador), 6 perlas de vidrio y
30 ml de acido sulfurico concentrado. Se colocé el matraz en el digestor
Kjeldhal en la parrilla de calentamiento hasta que la muestra cambié de
color café oscuro a verde claro (Sistema Kjeldhal, marca Labconco). Se

permité que la temperatura del matraz bajara a 30-35 °C, para continuar con



la metodologia. Previamente en un matraz Erlenmeyer con 50 ml de acido
borico, se anfadieron 5 a 6 gotas de indicador mixto y se colocé la manguera
de destilador dentro del matraz. Se agitd el matraz Kjeldhal con cuidado, se
adicion6 lentamente 110 ml de hidréxido de sodio al 45 % y 4 6 5 granallas
de zinc, con cuidado se llevé al aparato de destilacion Kjeldhal y se recibe
hasta 300 ml de solucion en el matraz Erlenmeyer. La titulacion se realizé

con acido sulfurico 0.1 N (viraje a color rosa palido) (AOAC, 1980).

% N = (ml Gasto de Muestra - ml del Blanco) (Normalidad del Acido) (0.014) X 100

g de Muestra

% PC= (% N) (6.25%)

*6.25 = factor para convertir el nitrdgeno en proteina

e Determinacién del Extracto Etéreo
Se determiné de acuerdo al método Soxleth, que consiste en la

extraccién de compuestos no polares por medio de calor.

Se colocaron en una estufa los matraces bola fondo plano con tres
perlas de vidrio por 12 h, transcurrido este tiempo se sacaron de la estufa y
se colocaron en un desecador de 10-20 min hasta peso constante. En un
papel filtro se pesaron 4 g de muestra y se colocaron dentro de un dedal de
celulosa. A los matraces bola, se les agregé 250 ml de solvente éter de
petréleo y se colocaron con el sifon Soxleth por 5 h, se dejé enfriar,

posteriormente se retir6 el dedal con pinzas y se recupero el solvente



excedente. Se colocaron los matraces en la estufa hasta peso constante, se

sacaron, se enfriaron el desecador y se pesaron (AOAC, 1980).

% Extracto etéreo = Peso del Matraz con Grasa — Peso del Matraz Solo x100

g de Muestra Seca

e Determinacion de Fibra Cruda

Se pesaron 2 g de muestra molida y desengrasada, se colocaron en
un vaso de Bercellius, se agregé 100 ml de acido sulfurico al 25 %, se
colocd el vaso en el digestor Labconco, y se abrié el sistema de
enfriamiento, y se encendio la parrilla y se calenté a temperatura entre 80-
90 °C. Cuando la muestra empez6 a hervir se tomo el tiempo hasta 30 min.
Se filtr6 la muestra sobre tela de lino y se lavd con agua caliente hasta
quitar la reaccion acida. Se vacio la muestra en el vaso de Bercellius
agregando 100 ml de hidroxido de sodio al 25 % y cuando empezd hervir
se dejo por 30 min., la muestra se retird, filtr6 y lavdé con agua caliente,
hasta quitar reaccién alcalina y se colocé la muestra en un crisol, dejandolo
en la estufa durante 12 hrs. Se saco el crisol, se enfri6 y peso, para
colocarlo en la mufla durante 2 hrs y posteriormente enfriarlo y pesar
nuevamente. Se pre incinerd la muestra, se metio a la mufla por un tiempo
de 3 hrs a 600 °C, se saco y enfrio en un desecador durante 15 min y se

peso finalmente.

% Fibra Cruda = Peso del Crisol con Muestra Seca - Peso del Crisol con Ceniza X100

Peso de la Muestra



e Determinacién del Contenido de Cenizas Totales

Se colocaron crisoles en la estufa (Marca Thelco, modelo 27) a 105
°C por 12 horas, transcurrido este tiempo se sacaron los crisoles de la
estufa y se colocaron en un desecador de 10-20 min hasta peso constante y
en seguida se pesaron en la balanza analitica y se registro el peso. Se
pesaron 2 g de la muestra seca, y se llevo a preincinerar, posteriormente las
muestras pre incineradas se colocaron en la mufla a 600 ° durante 2 h. Se

retiraron, se enfriaron por 20 min en un desecador y se pesaron.

% C = Peso del Crisol con Ceniza — Peso del Crisol Solo x 100

g de Muestra

e Método para Analisis del Contenido de Minerales Esenciales
El contenido de nitrogeno en el extracto vegetal se analiz6 mediante
el método Macro Khjeldal, el resto de los minerales seran analizados

mediante espectrofotometria de absorcion atémica.

Digestién de Muestras para Minerales Esenciales

Para realizar este procedimiento, las muestras vegetales fueron
conservadas en una estufa calibrada a 55°C por 24 horas para la pérdida de
humedad y trabajar con muestras secas. Con la finalidad de proceder a
realizar los analisis respectivos de minerales como Potasio (K), Calcio (Ca),
Cobre (Cu), Hierro (Fe) , Zinc (Zn), Magnesio (Mg), Manganeso (Mn), Boro
(B), se realizo previamente la digestion de la muestra, para lo cual se molio
1 g de tejido seco y se colocé en un vaso de precipitado de 50 ml,

posteriormente se agregaron 10 ml de &cido perclérico al 70% y 30 ml de



acido nitrico al 69% y se colocaron las muestras en una parrilla de
calentamiento hasta asegurar que las muestras tomaran un color
transparente y que ya no se observaran sdlidos. Posteriormente, las
muestras a temperatura ambiente, se filtraron y se aforaron con agua
desionizada en un matraz de aforacion de 100 ml, para realizar la toma de

lecturas de cada uno de los minerales anteriormente mencionados.

En el caso del Nitrogeno, los datos se obtuvieron de la determinacién

de proteina.

o Azucares Totales
Analisis realizados con muestras secas, empleando el método
descrito por Dubois, M., Guilles, K. A. Hamilton, J. K, Rebers, P. A. y Smith,
F. (1956). “Colorimetric method for determination of sugars and related

substances”.

Cuadro 3. Curva para azlcares totales.”

Tubos 0 1 2 3 4 5

Solucion Madre 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

(Sacarosa)
Agua Destilada 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Fenol Sulfarico 2 ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml

*Rango de la curva a 1 g/L, con sacarosa.



Se identificaron los tubos a utilizar segun el cuadro anterior y se
agrego para el caso del tubo cero: 0 ml de solucién madre, 1 ml de agua
destilada y 2 ml de fenol sulfurico y asi sucesivamente para los 5 tubos
restantes de acuerdo a lo sehalado, se puso en un bafio de hielo para
evitar que los azucares se oxiden y/o que las muestras se quemen al
agregar el fenol, y agua. En este bafo se agregd el fenol sulfurico

dejandolo caer lentamente por las paredes para no quemar la muestra.

Para el analisis en seco, se tomo6 1 g de muestra y se diluyé con 10
ml de H,O destilada, se agité por 20 min. Posteriormente se filtrd,
recibiendo el filtrado en un bafio con hielo, esto con la finalidad de evitar

que los azucares se oxiden, y se tomd la muestra (1 ml).

En un bafo con hielo se colocd un tubo, se adiciond 1 ml de muestra,
se temperizé por 1 min. Enseguida se adicionaron 2 ml de fenol sulfurico
lentamente por las paredes del tubo. Se agitaron los tubos en el bafio de
hielo hasta la aparicion de una coloracién amarilla. Si es muy concentrado
se va hasta color café, (si es muy intenso el color café se hace una dilucion
1:50 6 1:100). Se pusieron los tubos en bafio Maria a ebullicion por 5 min.
Posteriormente se sacaron y enfriaron a temperatura ambiente. Las

muestras se leyeron a 480 nandmetros en absorbancia.

Reactivos: Solucion de H,SO4 a una concentracion de 1 mg/ml en
fenol, debe usarse durante las 24 horas siguientes a la preparacion (0.018 g

de fenol en 18 ml de H,SO4 concentrado).



Variables Evaluadas

e Capacidad Antioxidante Total. El resultado de la determinacion

-1
se expreso como mmol de Equivalentes Trolox-g de peso

fresco de muestra.

e Contenido porcentual de: extracto etéreo, proteina cruda, fibra
cruda, materia seca total y cenizas totales, cuantificacion de
azucares totales expresados en gL y el contenido de
minerales expresado en % para el caso del Nitrégeno y en

partes por millon (ppm) para los restantes.

Modelo Estadistico

Se utilizd un modelo completamente al azar con el siguiente

modelo lineal:

Yi=u+T +&;

Donde:

Yj;= Valor observado

u = Efecto de la media general
T; = Efecto del i-ésimo genotipo

£; = Error experimental



Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de la presente investigacion fueron sometidos
a analisis de varianza, utilizando el disefio completamente al azar, con
diferente numero de repeticiones dependiendo de la variable evaluada.
También se realizaron pruebas de comparacion de medias mediante la
prueba de diferencia minima significativa al nivel de significancia de 0.05
% de probabilidad para todas las variables evaluadas. Los analisis se
realizaron utilizando el Paquete de Disefios Experimentales, Version 2.5

de la Facultad de Agronomia, UANL (Olivares, 1994).



CAPITULO IV

7

RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO 1. Prueba de Germinacion

Primer Conteo (PC)

De acuerdo al analisis de varianza (ANVA), los tratamientos
mostraron diferencias altamente significativas (P<0.01). Los resultados de
la comparacion de medias, en base a la prueba de Diferencia Minima
Significativa (DMS) (P<0.05), muestran que el mejor tratamiento fue el
genotipo 15x42 con un porcentaje de germinacion de 66.66 %, seguido
por el genotipo 102-38-1-2 con un porcentaje de 40.00 % y finalmente los
genotipos 15x41, 17x41 y Pob Azul con un porcentaje de 30.66 %, 34.66

% y 26.00 % respectivamente (Cuadro 4, Apéndice1).

Plantulas Normales (PN)

En el ANVA los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de medias, en
base a prueba DMS (P<0.05), sefialan como los mejores tratamientos al
104-15-1-1 y 104-31-4-1 con un porcentaje de plantulas normales de
94.66 % en ambos casos, el tratamiento 15x42 con promedio de 92.00 %

y el 15x41 con promedio de 88.00 % (Cuadro 4, Apéndice 2).



Este dato es también tomado como porcentaje de germinacion y de

acuerdo a las normas de certificacion publicadas por el Servicio Nacional

de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS), citado por Torres

(2004) la germinacion minima es de 85 %, por lo que las semillas se

encontraron dentro de los parametros establecidos.

Plantulas Anormales (PA)

El ANVA muestra en los tratamientos diferencias no significativas
(P>0.05). Los tres tratamientos con menor porcentaje de plantulas
anormales son: 15x42 con 1.33 %, seguido por el tratamiento 102-38-1-2

y 104-31-4-1 con un promedio de 2.66 % en los dos casos (Cuadro 4).

Semillas sin Germinar (SSG)

De acuerdo al ANVA los tratamientos mostraron diferencias
altamente significativas (P<0.01). En base a los resultados de la
comparacion de medias, prueba DMS (P<0.05), se observa que el
tratamiento con un mayor porcentaje de semillas sin geminar fue el 102-
38-1-2 con 44.00 %, seguido por los tratamientos Pob Azul
con un promedio de 20.00 % y el 17x41 que son estadisticamente iguales,
y finalmente los tratamientos 15x41 y 15x42 con un promedio de 6.66 %
en ambos casos, asi como el 104-31-4-1 con 2.66 % y el 104-15-1-1 con
0.00 %, siendo los ultimos cuatro genotipos estadisticamente iguales

(Cuadro 4, Apéndice 3).



Cuadro 4. Variables evaluadas en prueba de germinacién en

semillas de siete genotipos de maiz contrastantes.

No. Genotipo PC PN PA SSG
(%) (%) (%) (%)
1 15x41 30.66 bc 88.00a 5.33 a 6.66 c
2 15x42 66.66 a* 92.00 a 1.33 a 6.66 c
3 17x41 3466 bc 7066 b 13.33a 16.00 b
4 Pob Azul 26.00 bc 64.00 b 16.00a 20.00
5 102-38-1-2 40.00 b 53.33 ¢ 266a 44.00 a
6 104-15-1-1 8.00 94.66 a 5.33 a 0.00 ¢
7 104-31-4-1 24.00 ¢ 94.66a 2.66 a 266 c
ANVA o o NS o
C.V. 25.56 % 6.27 % 107.36 % 37.03 %

“Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente iguales, segun DMS
(P=<0.05). Primer Conteo = PC, Plantulas Normales = PN, Plantulas Anormales = PA,
Semillas Sin Germinar = SSG.

Longitud de Plumula (LP)

De acuerdo al ANVA, los tratamientos no mostraron diferencias
significativas (P>0.05). Los valores medios de los genotipos indican que el
mejor tratamiento fue el genotipo 102-38-1-2 con un promedio de 9.33 cm,
seguido por el tratamiento 15x42 con un promedio de 9.07 cm y el

tratamiento 104-31-4-1 con un promedio de 8.80 cm (Cuadro 5).

Este dato como indicativo de vigor enfatiza la superioridad de los
genotipos  15x42 y 104-31-4-1 que obtuvieron un porcentaje de
germinaciéon superior al 92.00 %, plantulas normales, asi como valores
superiores de 0.05 g en peso seco de plantula. No obstante el genotipo

102-38-1-2 obtuvo el mayor valor de longitud de plumula y de semillas sin

germinar 44.00 %.



Un alto porcentaje de germinacion, y un excelente vigor de plantula
son caracteristicas deseables de calidad de la semilla en cualquier cereal;
ambas caracteristicas permiten a una plantula tolerar mejor las
enfermedades y le confieren una mayor fortaleza para emerger del suelo
(Brar et al., 1992), citado por Valadez et al. (2007). El vigor de plantula es
una caracteristica determinada por factores genéticos, pero influenciada

por el ambiente (Anda y Pinter, 1994) citado por Valadez et al. (2007).

Longitud de Radicula (LR)

De acuerdo al ANVA, los tratamientos mostraron diferencias
altamente significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de
medias, prueba DMS (P<0.05), indican que el mejor tratamiento fue el
genotipo 104-15-1-1 con un promedio de 18.84 cm, seguido por el
tratamiento 15x42 con un promedio de 17.29 cm, asi mismo el tratamiento
104-31-4-1 con un promedio de 17.21 cm y el genotipo 102-38-1-2 con
17.17 cm, siendo los cuatro tratamientos estadisticamente iguales

(Cuadro 5, Apéndice 4).

Laynez (2007) en un estudio realizado con maiz, encontré que: las
radiculas mas grandes se desarrollaron en plantas provenientes de las
semillas mas grandes. El tamano de la semilla parece ser un factor de

importancia ligado al proceso del crecimiento de las plantulas.



Cuadro 5. Variables de vigor evaluadas en semillas de siete

genotipos de maiz.

No. Genotipo PFP PSP LPLU LRAD
(9) (9) (cm) (cm)
1 15x41 0.45a* 0.04 bcd 8.25a 13.97 cd
2 15x42 0.55a 0.05ab 9.07 a 17.29 ab
3 17x41 042a 004 cd 7.81a 13.40 d
4 Pob Azul 044a 0.04 d 7.69 a 15.49 bc
5 102-38-1-2 0.34a 0.04 d 9.33 a 17.17 ab
6 104-15-1-1 0.62a 0.06a 7.98 a 18.84 a
7 104-31-4-1 0.34a 0.05 bc 8.80 a 17.21 ab
ANVA NS * NS **
C.V. 24.44 % 13.55 % 32.25 % 20.93 %

¥Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente iguales, segun
DMS (P<0.05). Peso Fresco Plantula = PFP, Peso Seco Plantula = PSP, Longitud
Plumula = LPLU, Longitud Radicula = LRAD.

Peso Fresco de Plantula (PFP)

Para esta variable, el ANVA demostré que entre los tratamientos no

existen diferencias significativas (P>0.05). No obstante, el tratamiento con

mayor peso fresco de plantula fue el 104-15-1-1 con promedio de 0.62 g,

seguido por el tratamiento 15x42 con un promedio de 0.55 g y el

tratamiento 15x41 con promedio de 0.45 g (Cuadro 5).

Peso Seco de Plantula (PSP)

En el ANVA los tratamientos mostraron diferencias altamente

significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de medias, por

medio de la prueba DMS (P<0.05), sefalan que los mejores tratamientos

fueron el 104-15-1-1 con un promedio de 0.06 g y el tratamiento 15x42

con un promedio de 0.05 g, siendo estadisticamente iguales, y el



tratamiento 104-31-4-1 con promedio de 0.05 g (Cuadro 5, Apéndice 5).
Interpretandose a estos genotipos como de alto vigor, de acuerdo a los

valores numéricos obtenidos, reafirmando de esta manera su alta calidad.

ESTUDIO 2. Experimento Agronémico
Mediciones Anatomicas

Primer Muestreo

Diametro de Tallo (DT)

De acuerdo ANVA los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de medias, DMS
(P<0.05), sefialan como el mejor tratamientos al genotipo Pob Azul con un
promedio de 18.76 mm, seguido por los tratamientos 17x42 con un
promedio 17.26 mm y el 104-15-1-1 con un promedio de 17.10 mm

(Cuadro 6a, Apéndice 6).

Altura de Planta (AP)

En el ANVA, los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). La comparacion de medias, DMS (P<0.05), sefiala
como los mejores tratamientos a los genotipos: Pob Azul con promedio de
57.62 cm, 17x42 con 54.52 cm, 17x52 con promedio de 54.23 cm,

siguiendo el 15x52 con 53.20 cm (Cuadro 6a, Apéndice 7).



Numero de Hojas (NH)

De acuerdo al ANVA los tratamientos mostraron diferencias
altamente significativas (P<0.01). Los resultados de la comparaciéon de
medias, en base a DMS (P<0.05), sefala como mejores tratamientos al
genotipo Pob Azul con un promedio de 5.00 hojas, al 104-15-1-1 con 5.00
hojas y el 104-31-4-1 con un promedio de 4.80 hojas (Cuadro 6a,

Apéndice 8).

Cuadro 6a. Morfologia de las plantas de diez genotipos de maiz

(Primer Muestreo).

DT AP

No. Genotipo (mm) (cm) NH
1 15x41 12.04 ¢ 48.07 c 400 c
2 15x42 1205 ¢ 4492 cd 4400Db
3 15x52 13.88 ¢ 53.20ab 400 c
4 17x41 13.68 c 40.26 de 4.00 c
5 17x42 17.26 ab 54.52 a 440 b
6 17x52 15.16 bc 54.23a 400 c
7 Pob Azul 18.76 a* 57.62 a 5.00 a
8 102-38-1-2 1270 c¢ 39.28 e 4.00 c
9 104-15-1-1  17.10 ab 49.03 bc 5.00 a
10 104-31-4-1 1440 bc 40.84 de 480a
ANVA * * *
C.V. 16.98% 8.03 % 6.49 %

“Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente
iguales, segun DMS (P<0.05). Diametro Tallo = DT, Altura Planta = AP,
Numero Hojas = NH.



Segundo Muestreo

Diametro de Tallo (DT)

Segun el ANVA, los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de medias, DMS
(P<0.05), sefialan como el mejor tratamiento al genotipo 104-15-1-1 con
promedio de 28.92 mm y después el tratamiento 17x52 con promedio

25.17 mm, siendo estadisticamente iguales (Cuadro 6b, Apéndice 9).

Cuadro 6b. Morfologia de las plantas de diez genotipos de maiz

(Segundo Muestreo).

No. Genotipo DT AP NH
(mm) (cm)

1 15x41 2132 c¢ 7322 bcd 6.00 cde

2 15x42 2103 c¢ 7295 bcd 6.40 bc

3 15x52 21.83 bc 86.86 a 5.60 e

4 17x41 22.86 bc 64.75 e 6.00 cde

5 17x42 2045 c¢ 78.01 b 6.40 bc

6 17x52 2517 ab 93.37 a 5.80 de

7 Pob Azul 23.18 bc 88.97 a 6.80 ab

8 102-38-1-2 2158 bc 6795 de 6.20 «cd

9 104-15-1-1 28.92 a* 7518 bc 7.00 a

10 104-31-4-1 2112 ¢ 70.30 cde 7.00a
ANVA o o P

C.V. 13.02% 6.67 % 6.13 %

¥Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente
iguales, segun DMS (P<0.05). Didmetro Tallo = DT, Altura Planta = AP,
Numero Hojas = NH.



Altura de Planta (AP)

De acuerdo al analisis de varianza (ANVA) los tratamientos
mostraron diferencias altamente significativas (P<0.01). Los resultados de
la comparacién de medias, realizados con la prueba DMS (P<0.05),
senalan que los mejores tratamientos fueron los tratamientos: 17x52 con
un promedio 93.37 cm, Pob Azul con un promedio de 88.97 cm y el
tratamiento 15x52 con un promedio de 86.86 cm (Cuadro 6b, Apéndice

10).

Numero de Hojas (NH)

De acuerdo al analisis de varianza (ANVA) los tratamientos
mostraron diferencias altamente significativas (P<0.01). Los resultados de
la comparacion de medias, DMS (P<0.05), corroboran como los mejores
tratamientos a 104-15-1-1 con un promedio 7.00 hojas y al genotipo 104-
31-4-1 con un promedio de 7.00 hojas, asi como a Pob Azul con 6.80

hojas, siendo los tres estadisticamente iguales (Cuadro 6b, Apéndice 11).

indice Estomatico Abaxial (IEAB)

Los tratamientos mostraron diferencias altamente significativas
(P<0.01), segun muestra el ANVA. La comparacion de medias, DMS
(P<0.05), arroja como mejores tratamientos a Pob Azul con un promedio
2545 % y al genotipo 15x42 con un porcentaje de 24.84 % (Cuadro 7,

Apéndice 12).



Cuadro 7. Densidad e indice estomatico en plantas de diez

genotipos de maiz.

No. Genotipo IEAB IEAD ABDE ADDE
(%) (%) (Estomas-mm?) (Estomas-mm?)
1 15x41 23.17 abc  14.45 e 66.03ab 3948 b
2 15x42 24.84 ab 1762 cd 61.84 abcd 46.82 ab
3 15x52 2242 bcd 17.76 cd 54.48 d 3948 b
4 17x41 23.90abc 18.31 bc 65.19 ab 4577 b
5 17x42 23.87abc 1719 «cd 63.25abc 4332 b
6 17x52 22.94 abc 20.56 ab 58.16 bcd 46.82 ab
7 Pob Azul 25.45 g% 20.79 a 63.59 abc 4472 b
8 102-38-1-2 24.23 abc 18.31 bc 60.44 bcd 4472 b
9 104-15-1-1  19.89 d 14.63 e 5555 cd 39.83 b
10 104-31-4-1 21.78 cd 15.84 de 69.15a 53.80 a
ANVA P P = =
C.V. 17.02 % 20.20 % 21.38 % 25.61 %

¥Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente iguales, segun DMS
(P<0.05). Indice Estomatico Abaxial = IEAB, Indice Estomatico Adaxial = IEAD, Densidad
Estomatica Abaxial = ABDE, Densidad Estomatica Adaxial = ADDE.

indice Estomatico Adaxial (IEAD)

De acuerdo al ANVA los tratamientos mostraron diferencias
altamente significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de
medias, en base a la prueba DMS (P<0.05), sefialan como los mejores
tratamientos a Pob Azul con un promedio 20.79 % y al genotipo 15x52

con un porcentaje de 17.76 % (Cuadro 7, Apéndice 13).

Densidad Estomatica Abaxial (ABDE)
De acuerdo al andlisis de varianza (ANVA) los tratamientos

mostraron diferencias significativas (P<0.05). Los resultados de la



comparacion de medias, en base a la prueba DMS (P<0.05), sefalan
como los mejores tratamientos a 104-31-4-1 con un promedio 69.15
estomas-mm, al genotipo 15x41 con una media de 66.03 estomas-mm™

y al 17x41 con 65.19 estomas-mm™ (Cuadro 7, Apéndice 14).

Densidad Estomatica Adaxial (ADDE)

De acuerdo al analisis de varianza (ANVA) los tratamientos
mostraron diferencias altamente significativas (P<0.01). La comparacién
de medias, en base a la prueba DMS (P<0.05), sefiala como los mejores
tratamientos a 104-31-4-1 con 53.80 estomas'mm™ y a los genotipos
17x52 y 15x42, con valores de 46.82 estomas'mm™ en promedio cada

tratamiento (Cuadro 7, Apéndice 15).

Los estomas son muy frecuentes en las partes verdes aéreas de las
plantas, particularmente en las hojas (Esau, 1972). Generalmente cada
milimetro cuadrado tiene unos 100 estomas, aunque el niumero puede ser
10 veces mayor y se han reportado cifras de 2230 (Howard, 1969) citado

por Hernandez (2005).

La frecuencia o densidad estomatica que es el numero de estomas
por unidad de area (mm?), presenta una gran componente de variacion
ambiental, por lo que puede diferir entre plantas de la misma especie,
entre hojas de la misma planta y entre sectores de la misma hoja (Esau,

1972).



En maiz, alfalfa y tomate la densidad estomatica adaxial (haz) oscila
entre 25 y 169, mientras que en la superficie abaxial (envés) los valores
van de 23 a 203 estomas mm? (Verdugo et al., 1999) citado por
Hernandez (2005). En otras especies como el manzano es posible
encontrar valores superiores a 1,000 estomas-mm™ (Rodriguez-Aranda et
al., 2002) citado por Hernandez (2005). Para el trigo (Triticum aestivum)
se reportaron rangos de 84 a 132 y de 74 a 95 estomas-mm, adaxial y
abaxial, respectivamente (Benavides et al., 2003) citado por Hernandez

(2005).

Rojas y Rovalo (1979) reportan que en el area abaxial de la hoja de
maiz se encuentran 89 estomasmm® y en el area adaxial 45
estomas'mm™. Ramirez (2006), encontré un indice estomatico de 15.5 %
y 53.16 estomas-mm™en el area adaxial, y un indice estomatico de 16.21

% y 56.11 estomas'mm™ en el area abaxial.

Los valores para el indice estomatico y densidad estomatica,
encontrados en esta investigaciéon, se encuentran entre los rangos

mencionados anteriormente.



Biomasa

Primer Muestreo

Peso Fresco Aéreo (PFA)

En el ANVA para esta variable, los tratamientos mostraron
diferencias significativas (P<0.05). Los resultados de la comparacion de
medias, en base a la prueba DMS (P<0.05) arrojan que el mejor
tratamiento fue el genotipo Pob Azul con un promedio 23.91 g, seguido
por el tratamiento 17x52 con un promedio de 21.93 g y el tratamiento 104-

15-1-1 con un promedio de 19.67 g (Cuadro 8a, Apéndice 16).

Peso Fresco Raiz (PFR)

De acuerdo al ANVA, los tratamientos no mostraron diferencias
significativas (P>0.05). El mejor tratamiento fue el genotipo 17x52 con un
promedio de 6.85 g, seguido por el tratamiento 104-15-1-1 con un
promedio 6.25 g, y el tratamiento 17x41 con un promedio de 5.05 g

(Cuadro 8a).

Peso Fresco Total (PFT)

En el ANVA, para esta variable, los tratamientos no mostraron
diferencias significativas (P>0.05). Los resultados indican que el mejor
tratamiento fue el genotipo Pob Azul con un promedio de 28.33 g, seguido
por el tratamiento 104-15-1-1 con un promedio 25.93 g y el tratamiento

17x52 con un promedio de 25.60 g (Cuadro 8a).



Cuadro 8a. Determinacion de biomasa en plantas de diez

genotipos de maiz (Primer Muestreo).

No. Genotipo PFA PFR PFT

(9) (9) (9)
1 15x41 17.18 abcd 4.43 21.62
2 15x42 11.61 d 3.56 15.17
3 16x52 17.65 abcd 6.85 24.51
4 17x41 18.59 abcd 5.05 23.65
5 17x42 16.34 bcd 3.45 19.80
6 17x52 2193ab  3.66 25.60
7 Pob Azul 2391 a* 4.42 28.33
8 102-38-1-2 13.37 cd 4.26 17.63
9 104-15-1-1  19.67 abc  6.25 25.93
10  104-31-4-1 15.25 bcd 4.68 19.93
ANVA * NS NS

C.V. 2844 %  36.93% 28.60 %

®Los promedios seguidos por la misma literal son
estadisticamente iguales, segun DMS (P<0.05). Peso Fresco
Aéreo = PFA, Peso Fresco Raiz = PFR, Peso Fresco Total =
PFT.

Peso Seco Aéreo (PSA)

De acuerdo al ANVA los tratamientos no mostraron diferencias
significativas (P<0.05). Los resultados obtenidos muestran que el mejor
tratamiento fue el genotipo Pob Azul con un promedio de 2.59 g, seguido
por el tratamiento 104-15-1-1 con un promedio 2.55 g, y el tratamiento

17x52 con un promedio de 2.49 g (Cuadro 8b).

Peso Seco Raiz (PSR)
En esta variable, el ANVA no sefiala diferencias significativas

(P<0.05) para los tratamientos. Los resultados de la comparacion de



medias, prueba DMS (P<0.05), indica como los mejores tratamientos, al
genotipo 15x41 con un promedio de 0.82 g, al genotipo 15x52 con un
promedio 0.80 g, y los tratamientos 104-15-1-1 con un promedio de 0.59 g

y 17x41 con 0.58 g (Cuadro 8b).

Cuadro 8b. Determinaciéon de biomasa en plantas de diez

genotipos de maiz (Primer Muestreo).

No. Genotipo PSA PSR PST
(9) (9) (9)
1 15x41 2.47 0.82 a* 2.89
2 15x42 1.15 053 b 1.68
3 15x52 2.02 0.80 a 2.83
4 17x41 1.63 0.58 ab 2.22
5 17x42 1.75 041 b 2.24
6 17x52 2.49 043 b 2.93
7 Pob Azul 2.59 049 b 3.08
8 102-38-1-2 1.55 040 b 1.95
9 104-15-1-1  2.55 0.59 ab 3.14
10 104-31-4-1 2.14 051 b 2.65
ANVA NS * NS
C.V. 33.61% 31.84 % 28.62 %

® Los promedios seguidos por la misma literal son

estadisticamente iguales, seguin DMS (P =< 0.05). Peso Seco
Aéreo = PSA, Peso Seco Raiz = PSR, Peso Seco Total = PST.

Peso Seco Total (PST)

De acuerdo al ANVA los tratamientos no mostraron diferencias
significativas (P<0.05). Los resultados de la comparacion de medias, en
base a DMS (P<0.05), nos muestra que el mejor tratamiento fue el

genotipo 104-15-1-1 con un promedio de 3.14 g, seguido por el



tratamiento Pob Azul con un promedio 3.08 g, y el tratamiento 17x52 con

un promedio de 2.93 g (Cuadro 8b).

Sequndo Muestreo

Peso Fresco Aéreo (PFA)

El ANVA muestra que entre los tratamientos existen diferencias
altamente significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de
medias, en base a la prueba DMS (P<0.05), sefala que los mejores
tratamientos fueron el genotipo Pob Azul con un promedio 214.65 g y el
tratamiento 17x52 con un promedio de 214.24 g, y el tratamiento 104-15-
1-1 con un promedio de 199.63 g, siendo iguales estadisticamente

(Cuadro 9a, Apéndice 17).

Peso Fresco Raiz (PFR)

En este ANVA los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). La comparacién de medias, prueba DMS (P<0.05),
indica que los mejores tratamientos fueron el genotipo 17x41 con un
promedio de 62.50 g y el tratamiento 15x52 con 57.31 g, seguidos por los
tratamientos 17x42 y 104-15-1-1 con 55.49 g y 54.51 g respectivamente,
no habiendo diferencias estadisticas entre los cuatro genotipos (Cuadro

9a, Apéndice 18).



Peso Fresco Total (PFT)

De acuerdo al ANVA los tratamientos mostraron diferencias
altamente significativas (P<0.01). Los resultados de la comparaciéon de
medias, DMS (P < 0.05), sefalan que los tres mejores tratamientos fueron
el genotipo 104-15-1-1 con promedio de 254.14 g, 17x52 con un promedio
de 250.12 g y el tratamiento Pob Azul con un promedio 249.95 g,
seguidos por 17x41 con 21550 g y 17x42 con 214.30 g, siendo

estadisticamente iguales los genotipos (Cuadro 9a, Apéndice 19).

Cuadro 9a. Determinacion de biomasa en plantas de diez

genotipos de maiz (Segundo Muestreo).

No. Genotipo PFA PFR PFT
(9) (9) (9)

1 15x41 106.44 cde 44.78 abc 151.23 bcd

2 15x42 88.06 e 2719 cd 11525 d

3 15x52 149.77 bcd 57.31a 207.08 abc

4 17x41 152.99 bcd 62.50a 215.50 ab

5 17x42 158.80 abc ~ 55.49 ab 214.30 ab

6 17x52 214.24 a* 35.87 bcd 250.12 a

7 Pob Azul 21465 a 35.30 bcd 249.95 a

8 102-38-1-2 126.75 cde 23.14 d 149.90 bcd

9 104-15-1-1  199.63 ab 54.51 ab 254.14 a

10 104-31-4-1 97.54 de 41.36 abcd 138.90 cd

ANVA * o o

C.vV. 25.86 % 33.62 % 25.88 %

“Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente iguales,
segun DMS (P < 0.05). Peso Fresco Aéreo = PFA, Peso Fresco Raiz = PFR,
Peso Fresco Total = PFT.



Peso Seco Aéreo (PSA)

Segun el ANVA los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). El analisis de la comparacion de medias, con
prueba DMS (P<0.05), indica que el mejor tratamiento fue el genotipo
17x52 con un promedio de 26.01 g, seguido por los tratamientos Pob Azul
con 22.83 g y 104-15-1-1 con un promedio 21.04 g, siendo iguales

estadisticamente (Cuadro 9b, Apéndice 20).

Cuadro 9b. Determinaciéon de biomasa en plantas de diez

genotipos de maiz (segundo muestreo).

No. Genotipo PSA PSR PST
(9) (9) (9)
1 15x41 11.59cd 3.81 abc 15.41 bcd
2 15x42 10.16d  2.51cd 12.67d
3 15x52 17.37 bc  4.55 ab 21.93 abc
4 17x41 18.89b  4.42 abc 23.32 ab
5 17x42 1740bc 4.74 a 22.14 ab
6 17x52 26.01 a* 3.48 abc 29.50 a
7 Pob Azul 22.83ab 3.24abcd 26.08 a
8 102-38-1-2 11.93cd 1.48d 13.42d
9 104-15-1-1 21.04ab 4.10 abc 26.65 a
10 104-31-4-1 10.58d  2.64 bcd 13.98 cd
ANVA o * o
C.V. 2590% 38.49 % 27.00 %

®Los promedios seguidos por la misma literal son estadisticamente
iguales, segun DMS (P =< 0.05). Peso Seco Aéreo = PSA, Peso
Seco Raiz = PSR, Peso Seco Total = PST.



Peso Seco Raiz (PSR)

De acuerdo al ANVA los tratamientos mostraron diferencias
significativas (P<0.05). La comparacion de medias, en base a la prueba
DMS (P<0.05), detecto que el mejor tratamiento fue el genotipo 17x42 con
un promedio de 4.74 g, seguido por el tratamiento 15x52 con un promedio

4.55 g (Cuadro 9b, Apéndice 21).

Peso Seco Total (PST)

Para el ANVA, los tratamientos mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01). Los resultados de la comparacion de medias, DMS
(P=<0.05), arrojan que los mejores tratamientos son el genotipo 17x52 con
promedio de 29.50 g, el tratamiento 104-15-1-1con promedio 26.65 g y el
tratamiento Pob Azul con 26.08 g, seguidos por 17x41y 17x42 con 23.42
g Yy 22.14 g respectivamente, siendo iguales estadisticamente los cinco

genotipos (Cuadro 9b, Apéndice 22).

ESTUDIO 3. Experimento de Analisis Quimicos

Capacidad Antioxidante Total

El ANVA no arrojé diferencias significativas (P>0.05). Los mejores
tratamientos son los genotipos 102-38-1-2 y 104-15-1-1 con promedio de
0.09 CAET mmol-g” en ambos tratamientos, y los genotipos 17x42 y 104-
31-4-1 con 0.08 CAET mmol-g" en ambos genotipos (Cuadro 10,

Apéndice 23).



Cuadro 10. Determinacion de la capacidad antioxidante total en

el extracto de plantas de diez genotipos de maiz.

No. Genotipo CAET

mmol g

1 15x41 0.06 a*
2 15x42 0.05a
3 15x52 0.05a
4 17x41 0.07 a
5 17x42 0.08 a
6 17x52 0.03 a
7 Pob Azul 0.06 a
8 102-38-1-2 0.09 a
9 104-15-1-1 0.09 a
10 104-31-4-1 0.08 a

ANVA NS
C.V. 55.74 %

“Los promedios seguidos por la misma literal
son estadisticamente iguales, segun DMS
(P=<0.05). Capacidad Antioxidante Equivalentes
Trolox = CAET.

Los genotipos que mostraron mayor capacidad antioxidante total
fueron, en orden decreciente, los amarillos (102-38-1-2), blancos (104-15-

1-1), naranjas (104-31-4-1) y la poblacion azul (Pob Azul).

Las células de las hojas de maiz tienen diferente capacidad de
defensa antioxidante a temperaturas O6ptimas de crecimiento y esta
diferencia es mas pronunciada a temperaturas subdptimas (Doulis et al.,
1997). Dicha capacidad esta dada por detoxificadores enzimaticos como

glutatién reductasa, dehidroascorbato reductasa, ascorbato peroxidasa



(usa al ascorbato como donador de electrones para la reduccion de
H20,), super 6xido dismutasa (dismuta el O,"a H,O, y O,) y catalasa (en
células fotosintéticas convierte a H,O, en H,O y O,), y detoxificadores no
enzimaticos como: ascorbato, glutation y moléculas hidrofébicas

(tocoferoles, carotenoides y xantdfilas) (Noctor y Foyer, 1998).

En un estudio realizado con el objetivo de evaluar la capacidad
antioxidante total de 24 alimentos convencionales y nueve propios de la
region del Estado de Chiapas (Gutiérrez et al, 2007), se encontré que: los

vegetales propios de la region, que manifestaron mayores valores de CAT

fueron la calabacita con un valor de 30.07 mmol g™, mas alto que el resto
de los alimentos evaluados, lo que puede deberse al contenido de
fotoquimicos, como los carotenoides y sustancias fendlicas. Otros

vegetales que presentaron altos valores de poder antioxidante fueron:
remolacha cruda en 24.92 mmollg'1, el aguacate con 22.40, 21.42 para el

berro, el chile con 19.15, la cebolla en 17.11 y 18.64 mmol'g'1 para la
lechuga. La remolacha es rica en compuestos fendlicos particularmente
antocianinas mientras el aguacate contiene vitamina E. Se concluye que
los valores mayores de la CAT se obtuvieron en la calabacita, el betabel y
el aguacate como vegetales tradicionales y en la verdolaga, la yerba
buena, la jamaica y la chaya entre los alimentos regionales. Dentro de las
frutas se destacaron, por sus valores de actividad antioxidante, la

guayaba, la papaya, la manzana y la naranja.



Debido a que los antioxidantes han sido estudiados por una variedad
de disciplinas desde la ciencia clinica hasta la ciencia de los polimeros,
se ha generado una gran cantidad de métodos (de 25 a 100), lo que hace
dificil comparar los resultados y crea una necesidad de estandarizacion

de los mismos.

Sin embargo, los valores encontrados en esta investigacidon estan en
concordancia con la actividad antioxidante reportada por Wu et al. (2004),
Rivera-Lopez et al. (2005) y Gutiérrez et al. (2007) como capacidad
antioxidante total (CAT), que corresponde a la suma de antioxidantes
lipofilicos (L-ORAC, L) y antioxidantes hidrofilicos (H-ORAC, H). Destacan
entre estos frutos el mango y el platano, con los valores mas altos de CAT

(10,02 y 8,79 umol ET/g, respectivamente).

No obstante, esta actividad antioxidante total in vitro no
necesariamente refleja las condiciones fisiolégicas celulares, ni considera

la biodisponibilidad y metabolismo de sus componentes.

Analisis Bromatolégico

Para la realizacién de este analisis, se molieron y mezclaron cuatro
plantas de cada tratamiento. Debido al bajo peso de planta
individualmente, no era posible analizarlas de esta manera, por lo que se

realizd lo antes mencionado (cuatro plantas por tratamiento). Por lo tanto



los datos obtenidos, no se pueden analizar estadisticamente por no ser

muestras reales.

Al realizar el calculo del promedio de los valores obtenidos para las

variables bromatologicas se observa que:

Para materia seca total (MST), el genotipo 17x52 mostré un
promedio de 95.4 %, la Pob Azul 95.2 % y el 104-15-1-1 con 95.1 %

(Cuadro 11, Apéndice 24).

En cuanto a proteina cruda (PC) los tres mejores genotipos son el
15x42 con promedio de 29.3 %, 17x52 con promedio 24.6 % y el 104-15-

1-1 con 24.5 % (Cuadro 11, Apéndice 24).

Para extracto etéreo (EE), el genotipo 15x52 mostré un promedio de

3 %, 17x42 con 3 % y el 102-38-1-2 con 2.9 % (Cuadro 11, Apéndice 24).

Respecto a fibra cruda (FC), 15x52 mostré un promedio de 24.4 %,
el 17x52 con 23.9 % y los genotipos 15x41, 17x42, 104-31-4-1 con 22.9 %

(Cuadro 11, Apéndice 24).

En la determinacion de cenizas totales (C), los mejores promedios
los obtuvieron los genotipos: Pob Azul con 15.2 %, 17x52 y 15x42 con

14.9 % (Cuadro 11, Apéndice 24).



Los genotipos 104-31-4-1, 15x41 y 104-15-1-1 mostraron los valores
mas altos de azucares totales (AT), con 1.0, 0.08 y 0.07 g/L (Cuadro 11,

Apéndice 25).

Cuadro 11. Calidad bromatolégica de plantas de diez genotipos

de maiz contrastantes.

MST PC EE FC AT Cc

Genotibe (o) (%) (%) (%) (gL) (%)
15x41 94.9 229 2.6 229 0.08 12.9
15x42 94.7 29.3 2.8 21.2 0.04 14.9
15x52 94.3 23.9 3.0 24 .4 0.06 13.1
17x41 94.5 221 24 21.8 0.04 14.6
17x42 94.7 229 3.0 229 0.04 14.4
17x52 954 24.6 2.8 23.9 0.05 14.9

Pob Azul 95.2 24 1 3.2 224 0.05 15.2
102-38-1-2 95.0 22.0 29 21.2 0.04 13.8
104-15-1-1 95.1 245 2.7 19.2 0.07 13.7
104-31-4-1 94.9 244 3.0 229 0.10 13.4
Materia Seca Total = MST, Proteina Cruda = PC, Extracto Etéreo = EE,

Azucares Totales = AT, Cenizas = C. gramos’Litro = g/L.

En cuanto al contenido de minerales de las muestras analizadas
para Nitrégeno (N), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg), Manganeso
(Mn), Hierro (Fe), Cobre (Cu) y Zinc (Zn), los resultados se muestran en el

Cuadro 12.

En un experimento llevado a cabo en la Estacion Experimental

"Alfredo Volio Mata" de la Universidad de Costa Rica (Amador y Boschini,



1999) con el objetivo de conocer el rendimiento de biomasa de la planta

de maiz. En la hoja, la proteina cruda fue superior a 20% en los primeros

80 dias y disminuy6 paulatinamente hasta un 14% al final del periodo. El

contenido de cenizas totales en el tallo fue superior a 22% en los primeros

80 dias e inferior a 11 % después de los 120 dias.

Cuadro 12. Contenido de minerales de plantas de diez
genotipos de maiz.

Genotipo N K Ca Mg Mn Fe Cu Zn
(%) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
15x41 3.8 28000 83.0 5000 95 225 1.5 75.0
15x42 3.4 26500 125.0 4500 160 215 3.5 95.0
15x52 3.2 24000 137.0 6500 165 460 20 115.0
17x41 3.6 15500 114.0 2000 50 575 28.0 275.0
17x42 3.7 28000 1225 3500 150 290 6.5 335.0
17x52 4.0 23500 1615 5000 205 550 7.5 190.0
Pob Azul 3.5 27500 159.5 5000 170 280 9.0 2350
102-38-1-2 4.0 23500 261.0 5000 175 270 18.0 125.0
104-15-1-1 3.3 29500 127.5 4500 115 335 9.0 140.0
104-31-4-1 3.7 20500 107.0 3500 80 245 11.0 105.0

Nitrégeno = N, Potasio = K, Célcio = Ca, Magnesio = Mg, Manganeso = Mn, Hierro = Fe,

Cobre = Cu, Zinc = Zn. Partes por Millén = ppm.

Hernandez (1994) reporta un contenido de 1.9 % de extracto etéreo,

26.83 % de fibra cruda y 13.3 % de cenizas, determinadas en un analisis

de la calidad nutritiva del maiz como forraje verde y ensilado.

Espinoza et al. (2004) analizando mediante analisis bromatolégico

de la parte aérea de maiz hidropdnico como alimento para ganado



vacuno, determiné 7.39 % de extracto etéreo y 33.54 % de proteina

cruda.

La concentracion de nitrogeno en las hojas del maiz tropical tiende a
ser baja generalmente del 1-4% (Pearson y Hall, 1984) comparado con
los cereales como el trigo. La eficiencia del uso del nitrégeno en la
fotosintesis es mayor en el maiz de modo que una comparativamente
baja concentracién intrinseca no limita la productividad relativa a otros
cultivos; a niveles subéptimos de abastecimiento de nitrégeno la eficiencia

de conversion es seriamente afectada.

Los valores determinados en este trabajo para materia seca total,
proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda, cenizas totales y azucares
totales, se encuentran dentro de las medias encontradas en trabajos

similares.

Justafresa (1974) citado por Hernandez (1994) menciona que el
maiz es uno de los forrajes mas interesantes para el ganado, pues su
valor nutritivo no unicamente esta en el tallo, sino también en el grano;
valor nutritivo que, aumenta o disminuye segun el estadio o etapa de

desarrollo en que se encuentre la planta al momento de ser cortada.

De Alba (1979) citado por Hernandez (1994) reporta como las
causas de diferencia entre los valores nutricionales de los alimentos y

forrajes que sobresalen a: el estado de desarrollo del cultivo al momento



del corte, la influencia de factores genéticos y ambientales, el método de

analisis usado y el trato dado a la muestra antes y dentro del laboratorio.

Analisis de Correlacion

El analisis de correlacién, entre la capacidad antioxidante total en
planta (CATP) y el contenido de compuestos fendlicos obtenido a partir
del grano (CFG) arrojo, de acuerdo al coeficiente de correlacion de
Pearson, un indice de -0.19126. En cuanto a la correlacion entre la CATP
y la capacidad antirradical en grano (CAG), se obtuvo un indice de
0.31324; asi mismo, para la relacién entre CFG y CAG, el indice de
correlacion fue de -0.35156. Siendo los valores obtenidos no significativos

en todos los casos (Cuadro 13).

Cuadro 13. Correlacion entre la capacidad antioxidante total en
planta y, actividad antioxidante y compuestos fenolicos,

determinados en grano de maiz.

(CATP) (CFG) (CAG)
(CATP) 1.0000  -0.19126  0.31325
0.5515*  0.3215*
(CFG) -0.19126 1.0000 -0.35156
0.5515 0.2625*
(CAG) 0.31325  -0.35156  1.0000
0.3215 0.2625

* No Significativo. Capacidad Antioxidante Total en Planta =
CATP, Compuestos Fendlicos Grano = CFG, Capacidad
Antiradical Grano = CAG.



En los extractos de plantas, se encontr6 como los genotipos con

mas altos valores de capacidad antioxidante a: 102-38-1-2 y 104-15-1-1
con promedio de 0.09 CAET mmollg'1, y a los genotipos 17x42 y 104-31-

4-1 con 0.08 CAET mmol'g'1. Los genotipos que mostraron mayor
capacidad antioxidante total fueron, en orden decreciente, los amarillos
(102-38-1-2), blancos (104-15-1-1), naranjas (104-31-4-1) y la poblacién

azul (Pob Azul).

En un estudio realizado previamente en grano de maiz por
Hernandez (2007) se dedujo que la cantidad de compuestos fendlicos
totales presentes en las muestras de maiz no esta relacionada de manera
directa con la actividad antioxidante y el contenido de antocianinas (r = -
0.028 y r = 0.071, respectivamente), mientras que para la capacidad
antioxidante y el contenido de antocianinas existe una correlacién de r=
0.612. Senala ademas, que los compuestos fendlicos, las antocianinas y
la actividad antioxidante lograron diferenciar a los materiales genéticos

con base en su composicién quimica y caracteristicas del grano de maiz.



CAPIiTULO V

CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos de

la presente investigacion, se originan las siguientes conclusiones:

e Se determind el potencial antioxidante de los extractos de las
plantas de maiz, obteniéndose que los genotipos 102-38-1-2 y 104-15-1-

1 son las muestras con mayor capacidad antioxidante total, expresado en

equivalentes Trolox, con 0.09 mmolg™”.

e Se obtuvo el rango de variacion para la capacidad antioxidante

total, equivalente a Trolox, de los extractos de las plantas de maiz en los
genotipos estudiados, presentando valores minimos de 0.03 mmol g'1 en

el genotipo 17x52, y maximos de 0.09 mmol'g'1, valor obtenido por los

genotipos 102-38-1-2 y 104-15-1-1.

e Se evalud el contenido nutricional de la planta mostrando
valores para materia seca total de 95.4 %, proteina cruda 29.3 %, extracto
etéreo 3 %, fibra cruda 24.4 %, cenizas totales 15.2 % y azucares totales

1.0 g/L.



e Se correlaciond el valor de la capacidad antioxidante total
(equivalente a Trolox) de los extractos de las plantas de maiz (CATP), con
el contenido de compuestos fendlicos (CFG) y la capacidad antirradical
(CAG), ambas determinadas en el grano, para lo cual se encontraron
indices de Pearson para las relaciones: CATP — CFG de -0.19126, para
CATP — CAG de 0.31325 y en CFG — CAG de -0.35156; siendo no

significativos en todos los casos.
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Figura 1. Germinacion al primer conteo en semillas de siete

genotipos de maiz contrastantes.
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Figura 2. Porcentaje de plantulas normales de siete genotipos

de maiz contrastantes.

Semillas sin Germinar



Figura 3. Porcentaje de semillas sin germinar de siete genotipos

de maiz contrastantes.
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Figura 4. Longitud de radicula de siete genotipos de maiz.
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Figura 5. Peso seco de plantula de siete genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 6. Diametro de tallo de planta, en diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 7. Altura de planta, en diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 8. Numero de hojas en diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 9. Diametro de tallo, en diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 10. Altura de planta, en diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 11. Niumero de hojas en plantas de diez genotipos de

maiz contrastantes.
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Figura 12. indice estomatico abaxial de hojas de diez

genotipos de maiz contrastantes.
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Figura 13. indice estomatico adaxial de hojas de diez

genotipos de maiz contrastantes.
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Figura 14. Densidad estomatica abaxial de hojas de diez

genotipos de maiz contrastantes.
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Figura 15. Densidad estomatica adaxial de hojas de diez

genotipos de maiz contrastantes.
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Figura 16. Peso fresco aéreo de plantas de diez genotipos de
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Figura 17. Peso fresco aéreo de plantas de diez genotipos de

maiz contrastantes.
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Figura 18. Peso fresco de raiz de diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 19. Peso fresco total de diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 20. Peso seco aéreo de plantas de diez genotipos de

maiz contrastantes.
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Figura 21. Peso seco de raiz en plantas de diez genotipos de

maiz contrastantes.
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Figura 22. Peso seco total de planta en diez genotipos de maiz

contrastantes.
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Figura 23. Capacidad antioxidante total (CAET mmollg'1) en el

extracto de plantas de diez genotipos de maiz.
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Figura 24. Calidad bromatolégica de plantas de diez genotipos

de maiz contrastantes.
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Figura 25. Contenido de azucares totales en plantas de diez
genotipos de maiz.



