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RESUMEN

La humedad relativa y la temperatura del almacén, asi como el contenido de
humedad de la semilla, provocan deterioro de la misma, pero se desconoce la tasa
a la cual ocurre en especies con diferente composicion quimica. En el presente
estudio se evaluo el efecto interactivo de diferentes ambientes de almacenamiento
en la calidad fisiolégica en semillas de maiz (Zea mays L.), frijol (Phaseolus
vulgaris L.) y canola (Brassica campestris L.). Se generaron ambientes de
almacenamiento usando frascos de plastico de 14 x 14 x 24 cm a los que se les
agrego en la base una solucién saturada de sal para modificar la humedad relativa
en su interior, luego se colocaron en camaras de germinacién para obtener los
ambientes: 1) 18 °Cy 72 % HR, 2) 22 °C y 81 % HR y 3) 30 °C, 90 % HR. Como
testigo se uso el banco de germoplasma (-4 °C, 20 % HR) de la Universidad
Autéonoma Chapingo. La evaluacion de la calidad fisiologica de las semillas se
realiz6 antes del inicio de los tratamientos y después a los 30, 60 y 90 dias de
almacenamiento mediante las pruebas de germinacién, viabilidad, envejecimiento
acelerado, conductividad eléctrica, velocidad de germinacién, respiraciéon y
emisidon de etileno. Los factores evaluados, ambientes y periodos de
almacenamiento y especies, asi como sus interacciones ejercieron un efecto
significativo en la mayoria de las variables; las variables respiracion y emision de
etileno fueron las que no resultaron significativas en algunos factores y sus
interacciones. En los ambientes (2 y 3) célidos y humedos la humedad de las
semillas se incrementé conforme el tiempo de almacenamiento se hizo mas
prolongado, teniendo a los 90 dias humedades superiores a 18 y 25 % para maiz
y frijol, respectivamente, mientras que canola no rebasé 15 % casi durante todo el
periodo de almacenamiento, excepto en los ultimos 30 dias en el ambiente 3, que
se incrementd hasta alcanzar cerca de 30 %. Estos incrementos en la humedad se
asociaron con reducciones en germinacién conforme el tiempo de almacenamiento
se prolongd, con mayores tasas a favor de frijol, seguido de maiz y canola, hasta
alcanzar el 100 %; en contraste en los ambientes secos y frescos (1 y banco) la
humedad se redujo ligeramente y la germinacion de las tres especies se mantuvo
superior al minimo requerido por la norma oficial para la certificacion de semillas,
excepto maiz a los 90 dias en el ambiente 1. Las reducciones en vigor
(envejecimiento acelerado) siguieron la misma tendencia que la germinacion pero
a tasas mas elevadas. La conductividad eléctrica se incrementd, con mayores
tasas a medida que el tiempo se prolongé a favor de canola, seguido de maiz y
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frijol. La respiracion evaluada a las 24 h del proceso de imbibicidon-germinacion se
redujo ligeramente en las tres especies en los ambientes mas calidos y humedos.
Se concluye que en ambientes calidos y humedos (2 y 3), se incrementa la
humedad de las semillas y se reduce la germinacioén y el vigor a tasas superiores a
favor de frijol, seguido de maiz y canola. Ademas, se incrementa la conductividad
y se reduce la respiracion. En las condiciones del banco y ambiente uno, la
germinacién de las tres especies se mantuvo superior al minimo requerido por la
norma oficial para certificacion de semillas, excepto maiz a los 90 dias.

SUMMARY

The relative humidity and temperature of the warehouse, along with the seed
moisture content, produce seed deterioration, but the deterioration rate in species
with different chemical composition is unknown. In the present study the interactive
effect of different periods and storage conditions on the physiologic quality of corn
seed (Zea mays L.) variety Santos Altamirano, dry bean (Phaseolus vulgaris L.)
variety Oti and canola (Brassica campestris L.) variety Hyola-401, was evaluated.
The storage environments were obtained using plastic containers (14 x 14 x 24
cm) to which a saturated salt solution was added on the bottom to modified the
relative humidity and then placed in a germination chamber to obtained the
environments: 1) 18 °C and 72 % RH, 2) 22 °C and 81 % RH, and 3) 30 °C and 90
% RH. As a negative control the germoplasma gene bank (-4 °C, 20% RH) of the
Chapingo University was used. The physiological quality was evaluated before
storage and then after 30, 60, and 90 days of storage, the effect of seed
deterioration was evaluated through changes in moisture content, germination and
vigor (accelerated aging, speed of germination), electric conductivity, respiration,
and ethylene emission. Under the warm and humid storage environments (2 and 3)
the seeds moisture content increased as the storage period was longer, reaching
after 90 days, moisture contents above 18 and 25 % for corn and dry bean seeds,
but canola did not achieve 15 % almost during the whole storage period, except
during the last 30 days under the environment 3, where it increased up to 30 %.
These changes were associated with reductions in germination (with higher rates
for dry beans than corn and canola) until a 100 % was reached; in contrast, under
the dry and cold (1 and gene bank) storage environments, the moisture content
was slightly decreased and the germination of the three species was kept above
the minimum required for seed certification, except for corn after 90 days under the
storage environment 1. The seed vigor (accelerated aging) loss followed a similar
trend than the observed for germination, but at highest rates. The electrical
conductivity increased, with higher rates as the storage period was longer for
canola than dry beans and corn. The respiration rate evaluated after 24 h of the
imbibition-germination process decreases slightly for the three species under the
warm and humid conditions. It is concluded that under war and humid storage
conditions (2 and 3), the moisture content increases and the germination and vigor
decrease but at higher rates for dry beans than canola and corn seed. In addition,
the conductivity increases and the respiration decrease. Under the gene bank and
environment 1, the germination of the three species was kept above the minimum
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required for seed certification, except for corn after 90 days under the environment
1.
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I. INTRODUCCION

Uno de los objetivos de la industria semillera es ofrecer al productor la
maxima calidad genética, fisica, fisiolégica y sanitaria posible (Mora, 1991;
Marquez, 1990). Los tres ultimos atributos estan influenciados por el ambiente de
produccion y las condiciones ambientales prevalecientes al momento de la
cosecha y de almacenamiento. Después de la madurez fisioldgica, etapa en que
se logra la maxima acumulacién de materia seca y que en general coincide con el
mayor vigor y viabilidad, es decir, la maxima calidad fisiolégica de la semilla
(Harrington, 1972; Copeland y McDonald, 1995; Probert y Hay, 2000), se inicia el
proceso de deterioro (Vieira et al., 1994). Este se define como una serie de
eventos degenerativos e irreversibles, que ocasionan reducciones en la
germinacioén y vigor (Anderson, 1973) y que culmina con la muerte de la semilla
(Cérdoba, 1991).

La velocidad con que ocurre el deterioro, después de la cosecha,
dependera en gran medida de la temperatura y humedad relativa del almacén
(Hor, 1977; Hall, 1980; Roberts, 1981), asi como de las actividades previas como
el ambiente de produccién, grado de madurez al momento de la cosecha y manejo
durante y después de la cosecha. La longevidad en el almacén esta determinada
por el genotipo, la edad de la semilla, las condiciones ambientales y el nivel de

deterioro al momento de entrar al almacén (Delouche y Baskin, 1973).

Durante el deterioro ocurre pérdida de integridad de las membranas
celulares y defectos en los procesos respiratorios de sintesis de energia y
biosintesis (Delouche y Baskin, 1973). Dichos cambios se ven reflejados por una
reduccion en la capacidad germinativa, viabilidad y vigor. Copeland y McDonald
(1995) mencionan que el deterioro de la semilla esta asociado con mutaciones que
afectan las funciones celulares de los tejidos. Abdul-Baki y Anderson (1972)

observaron anormalidades cromosomicas, expresadas como fragmentos de anillos



en apices de raices de cebada, frijol y chicharo durante la anafase de la primera
mitosis, lo cual fue resultado del rompimiento de cromosomas, mas que de
cromatidas. Estas aberraciones son mas comunes en las células meristematicas
de la raiz que en las de la parte aérea (Abdul-Baki y Anderson, 1972; Bakheit et
al., 1985). Por otro lado, Rao et al. (1988) reportaron que el indice de acumulacion
de células con aberraciones cromosomicas en semillas de lechuga tiene una
relacion positiva con el contenido de humedad y la temperatura del almacén.
Bakheit et al. (1985) encontraron un incremento en la tasa de mutaciones
cromosomicas en semillas deterioradas al aumentar la humedad y el periodo de

almacenamiento.

La humedad de la semilla y la temperatura provocan deterioro de la misma,
pero se desconoce la tasa a la cual ocurre en especies con diferente composicion
quimica. En el presente estudio se evalué el efecto interactivo de diferentes
ambientes de almacenamiento en la calidad fisioldgica en semillas de maiz, frijol y

canola.

1.1 Objetivo

Evaluar diferentes condiciones de almacenamiento sobre la calidad

fisiologica de semillas de maiz, frijol y canola.

1.2 Hipétesis

Ambientes de almacenamiento de alta humedad relativa y temperatura

causaran una mayor reduccién en la capacidad germinativa, viabilidad y vigor,

pero de manera diferencial en las especies.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Factores que afectan la conservacion de las semillas

Las semillas como todo ser vivo, se encuentran expuestas a procesos
naturales de envejecimiento que las conducen a un deterioro y finalmente a la
muerte. Aun bajo condiciones de almacenamiento en donde las semillas se
encuentran libres del ataque de otros organismos, la viabilidad declina
gradualmente y al final las semillas mueren. El periodo de viabilidad puede ser de
unos cuantos dias bajo condiciones adversas de almacenamiento hasta cientos de
afnos bajo condiciones controladas (Duffus y Slaughter, 1992). Harrington (1972)
sefala que los factores que mas afectan la longevidad de las semillas en almacén
son la temperatura y el contenido de humedad; Lépez (1994) sefiala ademas, la
humedad relativa, presién de oxigeno, composicion quimica y duracion del periodo
de almacenamiento. En este sentido, Rathi et al. (2000) indican que una atmdsfera
con concentraciones elevadas de CO, no implica una marcada reduccion en la
germinacién y viabilidad de semillas de soya y sorgo, en comparacion con las
reducciones de estos atributos que ocasionan temperaturas altas de

almacenamiento y un alto contenido de humedad.

Thomson (1985) sefala que el deterioro esta asociado con la ocurrencia de
algunos cambios en la semilla como la disminucién en la tasa de respiracién,
pérdida de la actividad enzimatica, cambios en la permeabilidad de las células y
aberraciones cromosémicas, que se traducen en la pérdida del vigor y la

germinacion y finalmente la muerte del embrion.

2.1.1 Contenido de Humedad

El contenido de humedad de la semilla es uno de los parametros mas

importantes en la determinaciéon de los limites de envejecimiento de la misma



(Vertucci y Roos, 1993). Maguire (1977) menciona que aunque la humedad y la
temperatura estan fuertemente interrelacionados y es dificil analizarlos por
separado, el alto contenido de humedad es mas critico que la temperatura. Bass
(1980) encontr6 que lotes de semilla en almacenamiento sellado, retienen su
viabilidad hasta por cinco afios a temperatura de 21 °C, siempre que su contenido
de humedad no rebase el 4 6 5 %. Aguirre y Peske (1991) encontraron que las
semillas de frijol con porcentajes de germinacion altos, mejoraron su potencial de
almacenamiento de 1.6 a 1.7 veces por cada reduccion en 1 % de su contenido de
humedad, dentro del rango de 10.5 a 14.0 %.

En términos generales, con humedades superiores a 30 % la semilla puede
germinar, entre 18 y 30 % el deterioro es mas pronunciado, entre 8 y 5 % la
actividad de los insectos es reducida y por abajo de 5 % la semilla es inmune al
ataque de hongos de almacén, aunque el deterioro puede presentarse por
procesos oxidativos (Bewley y Black, 1994; Perdomo y Burris, 1998). Woodward y
Blankenship (1974) encontraron que el contenido 6ptimo de humedad para
almacenar el cacahuate, generalmente, es entre 7 y 8 %, ya que a niveles
superiores la semilla es mas susceptible a enmohecimiento, acelerandose su
deterioro y cuando es inferior a 6.5 %, la semilla tiende a resquebrajarse. Hor
(1977) menciona que el cacahuate con humedad superior al 9 % pierde
drasticamente su viabilidad después de cinco meses de almacenamiento. Holman
y Snitzler (1961) encontraron que la semilla de soya almacenada a granel con
humedad de 12 % mantuvo la viabilidad por 175 dias, y con 8 a 9 % por mas de

650 dias, pero con 15 % no duré mas de 50 dias.

2.1.2 Temperatura

La temperatura de almacenamiento es el segundo factor mas importante en
la conservacion de la longevidad de las semillas. Murariu et al. (1990) encontraron
que la germinacion en maiz disminuyd con el incremento de la temperatura de

almacén, asi como la actividad de la enzima catalasa y en menor grado el de la



peroxidasa, las que intervienen en la regulacion del acido indolacético (AIA), que
es el promotor del alargamiento celular. Bass (1980) indica que conforme aumenta
la temperatura, la viabilidad de las semillas disminuye. Lindblad y Druben (1979)
proporcionan una lista de los efectos que tiene la temperatura en condiciones de
almacenamiento, entre los que destacan que: 1) la temperatura baja es mejor que
la alta debido a un decremento en la poblacién de insectos; 2) la respiracion de la
semilla es menor a bajas temperaturas y por tanto el calor que se genera; 3) al
aumentar la temperatura, los hongos, e insectos crecen mas rapido y la semilla
tiende a incrementar su respiracion. Con contenidos altos de humedad este
proceso se acelera y las areas de calentamiento se pueden transformar en areas

de gran actividad de hongos e insectos.

Dada la importancia del contenido de humedad de la semilla y la
temperatura del almacén en la longevidad de esta, Harrington (1972) establecio
dos reglas que contemplan ambos factores y menciona que por cada incremento
en la humedad de la semilla en 1 % (en un intervalo de 5 a 14 %) o por cada
incremento en 5 °C (0 a 50 °C) la longevidad se reduce en 50 %. Bass y Stanwood
(1978) encontraron que la disminucién de la germinacion en semillas de sorgo,
estuvo directamente relacionada con el contenido de humedad y la temperatura
del almacén, siendo los contenidos de humedad inferiores a 4.8 % y temperaturas

entre -1y -12 °C las condiciones mas efectivas para mantener la germinacion.

White y Jayas (1991) mencionan que los cereales y las semillas
oleaginosas se deterioran como consecuencia del alto contenido de humedad de
la semilla, humedad relativa y temperatura de almacenamiento, factores que traen

como consecuencia alteraciones quimicas de la semilla.



2.1.3 Humedad relativa

El contenido de humedad de la semilla mantiene un equilibrio higroscopico
con la humedad relativa del aire del almacén (Humphreys y Riveros, 1986; Moreira
y Nakagawa, 1988). Harrington (1972) afirma que la composicion quimica de las
semillas influye en la humedad de equilibrio bajo la misma humedad relativa. Las
proteinas son mas higroscopicas que la celulosa y almidén y los lipidos son
hidrofébicos. Asi, a la misma humedad relativa, una semilla con alto contenido de
proteina o almidén tiene una humedad superior a una semilla rica en aceite. El
mismo autor sefala que el contenido de humedad 6ptimo para el almacenamiento
de semillas es inferior a 14 % para cereales y 11 % para oleaginosas. El contenido
de humedad de la semilla se incrementa al incrementarse la humedad relativa y en
consecuencia la longevidad de la semilla disminuye (Singh, 1987). Moreno et al.
(1994) almacenaron 15 variedades de frijol en recipientes herméticos con
humedades relativas de 75 y 85 % y encontraron que a 75 % la germinacién
disminuy6 a 72 % a los 180 dias, mientras que a 85 % la germinacion fue cercana
a cero a los 90 dias. Duffus y Slaughter (1992) sefialan que en general, mientras
mas bajos sean los niveles de temperatura y humedad relativa, las semillas

permaneceran viables por mas tiempo.

2.2 Manifestaciones del deterioro de semillas

En las semillas, durante el almacenamiento, los organelos exhiben algunos
cambios para adaptase al ambiente interno de las células. Algunos cambios
bioquimicos y ultraestructurales que ocurren durante el periodo de reposo de la
semilla estan asociados con el deterioro. Algunos de los dafios son reversibles si
las semillas son hidratadas, pero dafios severos son irreversibles y conducen a la
reduccion del vigor y a la produccion de plantulas anormales (Abdul-Baki y Baker,
1973).



2.2.1 Germinacion, emergencia y rendimiento

El patrén basico de la germinacion esta determinado genéticamente; sin
embargo, la expresion eventual esta influenciada por la interaccion con las
condiciones ambientales de producciéon, cosecha, procesamiento, almacenamiento
y siembra (Ching, 1973). Conforme las semillas envejecen, mantienen su
germinacién por un tiempo, pero luego disminuye rapidamente (Abdul-Baki y
Anderson, 1972). Harrington (1972) menciona que la pérdida de vigor se
manifiesta por la reducciéon en la germinacién y emergencia de las plantulas. La
aparicion de plantulas anormales se debe a la pérdida de funciones vitales que
ocurren en el interior de las semillas (Mackay, 1972), cuyo aumento cualitativo y
cuantitativo puede llegar a ser tan severo que algunas son incapaces de
sobrevivir, aun bajo condiciones ideales (Harrington, 1973); aun las que
sobreviven pueden presentar una reduccion considerable en el rendimiento.
Sullivan y Perry (1976) encontraron que el 95 % de plantulas de cacahuate que
presentaron un sistema radicular anormal (ausencia de raices primarias)
manifestaron una reduccion del 50 % en su rendimiento comparado con el de
plantulas normales. En maiz, Gill (1969) reporta que las plantas de semillas

deterioradas mostraron una reduccion de 14 a 18 % en el rendimiento.

2.2.2 Cambios genéticos

Existe evidencia de que hay una estrecha correlacién entre la pérdida de
viabilidad de la semilla durante el almacenamiento y la acumulacion de
aberraciones cromosomicas (Roberts, 1978). Desde la década de los 30’s se
demostré que las aberraciones cromosdémicas y la mutacion de genes o los
eventos que dan origen a éstas, son inducidos durante el almacenamiento (Rao et
al., 1987). Posteriormente llegd a ser evidente que el dafio cromosoémico esta en
funcién no sélo del tiempo sino también de la temperatura y el contenido de
humedad (Copeland y McDonald, 1995). Dentro de un cierto rango de

temperaturas (25 - 45 °C) y un contenido de humedad entre 12 y 18 %, el aumento



del dafio cromosoémico se relaciona con el porcentaje de viabilidad del lote de
semilla (Dourado y Roberts, 1984).

Harrison (1966) y Villiers (1975) reportaron que el porcentaje de semillas de
lechuga que presentaron células con cromosomas aberrantes correlacioné con el
porcentaje de semillas viables. El ultimo autor sehala que la pérdida de dafo
cromosémico con altos contenidos de humedad puede ser resultado de los
procesos de reparacion que no son posibles en semillas secas. En este sentido, la
hipotesis de que el aumento en dano cromosomico puede ser considerado
solamente como una funcion del porcentaje de viabilidad, independientemente del
contenido de humedad fue puesta en duda. Esta hipdtesis fue confirmada por
Sirikwanchai (1985) y Roberts (1987) quienes almacenaron semillas de cebolla y
lechuga, respectivamente, a contenidos de humedad entre 12.2 y 17.4 % y no
encontraron una relacion entre el porcentaje de viabilidad y la frecuencia de
aberraciones cromosémicas; asimismo, encontraron que a 36 % de humedad la

proporcion de anafases aberrantes fue significativamente baja.

Copeland y McDonald (1995) demostraron que el deterioro de la semilla
estd asociado con mutaciones que afectan las funciones celulares de tejidos
vitales. Abdul-Baki y Anderson (1972) sefalan que estas mutaciones pueden ser
consideradas como una respuesta especifica a las condiciones fisioldgicas o
metabdlicas en una célula u organismo. De acuerdo con esta teoria, los agentes
mutagénicos se forman dentro de una célula y bajo condiciones especificas, son
capaces de inducir mutaciones que pueden matar a la célula, ocasionando un
crecimiento lento o anormal de las plantulas (Harrington, 1973). Abdul-Baki y
Anderson (1972) reportan que existe una alta correlacion negativa entre el nimero
de mutaciones cromosomicas que ocurren en el apice de la raiz durante la
anafase y el porcentaje de germinacion. En cebada, frijol y chicharo, estas
mutaciones cromosomicas incluyen puentes, fragmentos y anillos, como resultado
del rompimiento de cromosomas mas que de cromatidas. Estas anormalidades

son menos frecuentes conforme la plantula se desarrolla.



Bakheit et al. (1985) encontraron en trigo un aumento en la tasa de
mutaciones cromosémicas en semillas deterioradas al aumentar la humedad y el
periodo de almacenamiento. Estas mutaciones fueron mas comunes en células
meristematicas de raices de plantulas y menos frecuentes en células
meristematicas de los brotes y en células del polen; lo cual sugiere que estas
mutaciones son reparadas durante la germinacion y si llegan a persistir hasta la
floracion, son eliminadas mediante el aborto del polen, como se reporta en

estramonio y cebada (Abdul-Baki y Anderson, 1972).

Es importante sefalar que el principal problema de los cambios genéticos,
ocurre durante el almacenamiento a largo plazo (30 afios o mas), en donde
muchas semillas mueren, provocando que las pocas que sobreviven no tengan la
misma composicion genética promedio que el lote original al inicio del
almacenamiento, dando origen a la deriva genética, indicando con esto que
después de muchos afos de almacenamiento se obtiene una poblacion

genéticamente diferente a la original (Harrington, 1972).

2.2.3 Cambios bioquimicos y fisiolégicos

Las reservas almacenadas pueden ser alteradas quimicamente por
condiciones de almacenamiento desfavorables, dando lugar a la hidrdlisis de los
carbohidratos, lipidos y proteinas (Copeland y Nelson, 1986). Barton (1961)
observd que durante el almacenamiento estas se descomponen parcialmente y
que su solubilidad y digestibilidad disminuyen. Los niveles de proteina total en
semillas envejecidas muestran un decremento claro conforme se incrementa el
tiempo de almacenamiento (Roberts, 1979); que puede deberse al incremento de
la actividad de enzimas proteoliticas, o que conduce a la disgregacion de
aminoacidos de las proteinas (Chauhan et al., 1984). En ese sentido, también se
ha considerado que la pérdida de viabilidad en las semillas, esta acompanada por

una disminucion progresiva en la capacidad de sintesis de proteinas y ARN



durante la imbibicién en todas las células del embriéon (Cheah y Osborne, 1978), lo

cual hace incapaz a la célula de realizar funciones vitales (Cherry, 1984)

El almacenamiento de las semillas bajo condiciones adversas acelera el
deterioro, el cual se hace evidente mediante una variedad de sintomas asociados
con la pérdida de vigor durante la germinacién de las mismas (Abdul-Baki y Baker,
1973; Bewley y Black, 1994). Algunos de estos sintomas estan asociados con la
disminucién de la tolerancia a ambientes adversos durante el almacenamiento y
reduccion de la germinacion, aumento de la sensibilidad a los tratamientos de
radiacion, cambios de color de la cubierta de la semilla (Abdul-Baki y Anderson,
1972) y oscurecimiento del embrion; todo ello relacionado con la pérdida de
germinacion y vigor (Harrington, 1973). En forma adicional, Abdul-Baki y Anderson
(1972) reportan cambios en la respiracion, actividad enzimatica, conductividad

eléctrica y en las reservas alimenticias.

2.2.3.1 Alteraciones en las membranas

Una de las implicaciones del deterioro de las semillas es la alteracién o
pérdida de la integridad de las membranas celulares (McDonald y Nelson, 1986;
Basavarajappa et al. 1991). Esta idea ha sido apoyada por estudios que han
mostrado que la cantidad de solutos liberados por las semillas es inversamente
proporcional a la viabilidad de estas, asociado a la pérdida de integridad del
plasma y el tonoplasto de las células (Bewley, 1986). Gopa y Mukherjee (1986)
mencionan que la permeabilidad de la membrana, entendida como la abertura
para el paso de electrolitos de ésta, es mayor en semillas envejecidas. Asi,
conforme progresa el deterioro, las membranas celulares pierden permeabilidad
selectiva, lo que permite que los metabolitos citoplasmicos salgan a los espacios

intercelulares.

La degradacién de las membranas celulares ocurre por la produccion de

radicales libres, resultado de la peroxidacion de fosfolipidos de éstas; esto puede
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ser considerado como un resultado del envejecimiento mas que una causa
(Priestley, 1986). Basavarajappa et al. (1991) sefialan que la pérdida de integridad
de membranas es probablemente el primer cambio deteriorativo durante el
envejecimiento de semillas de maiz. Ellos se basan en el hecho de que la
reduccion del nivel de fosfolipidos, la reduccién en la actividad de la peroxidasa y
el ascorbato, incrementa el nivel de acidos grasos libres y malonaldehido, ademas
de la formacién de lipidos conjugados; la reduccion en el contenido de sustancias
de reserva como carbohidratos, proteinas y fosfolipidos puede ser atribuidas a la
pérdida de integridad de membranas. EI mecanismo que puede estar involucrado
en el deterioro de la semilla es la reaccion de los radicales libres, producidos como
resultado de la peroxidacion de lipidos, con los lipidos de las membranas, lo cual

destruye la estructura celular.

2.2.3.2 Cambios en respiracion

El comportamiento del proceso respiratorio depende fundamentalmente de
factores como tipo de semilla, contenido de humedad, temperatura, ventilaciéon y
en general, del manejo previo al almacenamiento (Ching, 1961). En relacién con la
temperatura, la respiracion puede considerarse nula a 0 °C y poco apreciable a 10
°C, sin embargo, se incrementa rapidamente entre 15y 20 °C (Fenaroli, 1969). La
combinacion de alta temperatura y alta humedad provocan un mayor aumento en
la respiracion, lo cual contribuye a una rapida pérdida de la viabilidad, como se
observo en soya y cacahuate (Hor, 1977). En trébol anual y en ballico perenne, la

respiracion aumentd conforme se incrementé la temperatura (Ching, 1961).

La respiracion es una expresion conjunta de la actividad de un grupo de
enzimas que reaccionan para degradar las reservas alimenticias (Copeland y
McDonald, 1995), por lo que se considera un proceso de naturaleza catabdlica, en
donde la semilla absorbe oxigeno del ambiente y produce bidéxido de carbono,
derivado del rompimiento de carbohidratos (Fenaroli, 1969). Priestley (1986)

menciona que los cambios en la respiracion durante el almacenamiento,
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ocasionan reducciones en el peso seco, debido a la reduccién de las reservas
nutritivas, afectando en forma negativa el comportamiento de la semilla durante la

germinacion, establecimiento en campo y rendimiento

La respiracion es de vital importancia durante la germinacion. Es de
esperarse que si la respiracion de la semilla fue alta durante el almacenamiento,
durante la germinacién no alcance niveles similares a aquellas que
experimentaron baja respiracion, por lo que la produccién de ATP sera insuficiente
para abastecer los procesos metabdlicos (Priestley, 1986). Maguire (1977)
menciona que con la pérdida de germinacién y vigor, hay una reduccion de las
actividades metabdlicas y de la respiracion. Parrish y Leopold (1978) sometieron
semillas de soya a envejecimiento acelerado y encontraron una disminucién del

vigor, asi como una reduccién en la actividad respiratoria.

Abdul-Baki y Anderson (1972) reportaron una reducida tasa de consumo de
oxigeno en semillas con un deterioro avanzado. La reduccion de la tasa de
respiracion se asocia con un rompimiento de la estructura de la membrana,
particularmente en la mitocondria (Copeland y McDonald, 1995). Lo anterior
coincide con lo reportado por Bewley y Black (1994), quienes trabajaron con
embriones no viables de centeno, arroz y maiz, y encontraron que la mitocondria
estaba agrandada y su estructura membranal interna distorsionada, mientras que
en embriones viables la organizacién mitocondrial estaba bien estructurada. Los
mismos autores indican que conforme avanza la germinacion, en los embriones no
viables, estos organelos se encuentran desorganizados después de la imbibicién y

posteriormente se rompen o se destruyen.

Ferguson et al. (1990) observaron que las mitocondrias de los ejes
embrionarios redujeron su tasa de respiracion desde las etapas tempranas del
deterioro, incluso antes de que fuera evidente la declinacion en vigor y

germinacion
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material genético

Se utilizaron semillas de maiz (Zea mays L.) variedad Santos Altamirano
con 7 ciclos de seleccion masal; frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad OTI y
canola (Brassica campestris) variedad Hyola-401 F1, cultivadas en el aino 2004.
Las semillas se cosecharon un poco después de la madurez fisiolégica y se
secaron al sol exponiéndolas durante el dia en bolsas de papel hasta que entraron

en equilibrio higroscopico con el ambiente.

3.2 Ambientes de almacenamiento

Se generaron artificialmente tres ambientes de almacenamiento (Cuadro 1),
con base en la metodologia utilizada por Palma (1996) y Herrera (1998); para lo
cual, se usaron frascos de plastico de 14 x 14 x 24 cm a los que se les agrego en
la base una solucién saturada de sal comun o sal granulada para modificar la
humedad relativa en su interior. A 4 cm de la base se colocé una malla de alambre
soportada por una base de madera, que sirvio de soporte a las semillas. Los
frascos se colocaron en camaras de germinacion para obtener las temperaturas a
evaluar. Como testigo se usé el banco de germoplasma de la Universidad

Auténoma Chapingo.

Cuadro 1. Condiciones de temperatura y humedad relativa de los ambientes

de almacenamiento evaluados.

Ambiente Sustrato para la Humedad Humedad Relativa Temperatura
Relativa (%) (°C)
1 Sal comun (500 g frasco™) 72 18
2 Sal granulada (125 g L) 81 22
3 Sal comun (175gL™) 90 30
4 Banco de germoplasma 20 -4




3.3 Establecimiento del experimento y disefio experimental

En bolsas de tela porosa (tergalina) se colocaron muestras de 25 semillas,
las que se depositaron sobre la malla de alambre en el interior de los frascos, que
se sellaron herméticamente y se colocaron en las camaras de germinacion a la
temperatura correspondiente (Cuadro 1). La evaluacion de la calidad fisiolégica de
las semillas se realizd antes del inicio de los tratamientos y después a los 30, 60 y
90 dias de almacenamiento mediante las pruebas que se describen en el apartado
siguiente. El disefio experimental fue de Bloques Completos al Azar con arreglo
factorial de tratamientos, con cuatro repeticiones. Los tratamientos utilizados
fueron el resultado de la combinacién de los niveles de ambientes de

almacenamiento, fechas de evaluacién y especies.

3.4 Variables evaluadas

Antes de iniciar los tratamientos y después de cada periodo de
almacenamiento se midi6 el contenido de humedad, la calidad fisiolégica mediante
las pruebas de germinacién, viabilidad, envejecimiento acelerado, conductividad
eléctrica, velocidad de germinacién, emisiones de CO; y etileno, las que se

describen con mayor detalle a continuacion.
3.4.1 Contenido de humedad

Se determind por el método de la estufa, a 130 °C por 4 h para maiz y
canola; y 2 h para frijol (ISTA, 2004), en tres repeticiones de diez semillas por

tratamiento. Las semillas fueron pesadas antes y después de iniciado el secado y

se obtuvo el contenido de humedad en base himeda.
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3.4.2 Prueba de viabilidad

Se realizd en cuatro repeticiones de 100 semillas por tratamiento utilizando
una solucién de cloruro de tetrazolio al 1.0 %. Las semillas fueron acondicionadas
mediante imbibicidon por 12 h; posteriormente, se cortaron longitudinalmente para
exponer los tejidos embrionarios a la solucion con tetrazolio, en cajas petri. Estas
se dejaron reposar por 24 h en oscuridad, al cabo de las cuales se evalud la

tincion de las semillas de acuerdo con la ISTA (2004).

3.4.3 Prueba de germinacion

Se emplearon las recomendaciones de la ISTA (2004), con excepcién de
que se utilizaron cuatro repeticiones de 25 semillas por tratamiento, utilizando el
método “entre papel” para semillas de maiz y frijol y “sobre papel” para las
semillas de canola. Se utilizd6 una germinadora (Seedburo Equipment Company
modelo 312738-3700) calibrada a 25 °C. Se evalud el porcentaje de plantulas
normales, anormales y semillas muertas de acuerdo con la ISTA (2004),
realizando dos conteos, el primero al 4° dia para maiz y al 5° para canola y frijol, y

el segundo al 7° dia para maiz y canola y al 9° para frijol.

3.4.4 Prueba de envejecimiento acelerado

Se utilizé la metodologia propuesta por Delouche (1996), la cual consiste en
mantener las semillas a una temperatura de 451 °C y 100 % de humedad relativa
por 72 h para las semillas de maiz y 48 h para semillas de frijol y canola, en una
camara de ambiente controlado. Se utilizaron cajas sandwicheras de 10 x 10 x 3.5
cm, a las que se les agregaron 40 mL de agua destilada y por arriba del nivel de
ésta se colocd una malla de alambre para evitar el contacto directo con el agua.
En cada caja se depositaron 100 semillas por tratamiento formando una sola capa.
Después del periodo de envejecimiento, la semilla se evalué con una prueba de

germinacion estandar (ISTA, 2004), excepto que se establecieron cuatro
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repeticiones de 25 semillas por tratamiento y se realizd un sélo conteo al 7° dia
para maiz y canola y al 9° para frijol. Los resultados se reportan en porcentaje de

plantulas normales.

3.4.5 Velocidad de germinacion

Se utilizé el método “entre papel” de la prueba de germinacién (ISTA, 2004),
la duracion de esta prueba fue la misma que la descrita en la prueba de
germinacién estandar, se contabiliz6 diariamente el numero de semillas
germinadas en términos de protrusion de radicula y los resultados se expresan
como indice, el cual se obtuvo sumando el numero de semillas con radicula
emergida en cada conteo divididas entre el numero de dias después del inicio de

la prueba (Maguire, 1962).

3.4.6 Conductividad eléctrica

Se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Pandey (1992); 50
semillas por tratamiento y repeticién fueron pesadas para después colocarse en
un vaso de vidrio con 75 mL de agua deionizada. Este se cubrid6 con papel
aluminio para evitar contaminacion con polvo y se dejo reposar por 24 h a 20 °C;
en seguida se efectud la lectura de la conductividad eléctrica con un medidor
Oakton WD-35607, la que se reporta en micro-Siemens por centimetro por gramo

(S em™ g7).

3.4.7 Emision de CO; y etileno

Se pusieron a imbibir semillas de las tres especies como en una prueba de
germinacioén estandar; a las 24 h se tomaron cinco semillas de maiz y de frijol, las
cuales fueron pesadas, para el caso de canola se pes6é un gramo, éstas se
colocaron en tubos tipo Vacutainer de 7 mL y se dejaron respirar por 3 h.

Enseguida se extrajo el contenido gaseoso con una jeringa y fue inyectado en
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tubos nuevos para posteriormente determinar el CO; y etileno, utilizando un
cromatégrafo de gases (Varian Star 3400CX, USA), en el que se inyecté 1 mL del

contenido gaseoso de cada tubo. Los resultados se expresan en mL kg™ h™.

3.5 Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza considerando como efectos principales
fechas de evaluacion, ambientes de almacenamiento y especies; y generando las
interacciones especie x ambiente; especie x periodo de almacenamiento;
ambiente x periodo de almacenamiento y especie x ambiente x periodo de
almacenamiento. Para las comparaciones de medias se utilizé la Diferencia
Minima Significativa Honesta generada mediante la prueba de medias de Tukey (5
%). Para esto se utilizé el paquete Statistical Analysis System (SAS) ver. 8.0 (SAS
Institute, 1999).
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IV. RESULTADOS

4.1 Efecto de factores simples

4.1.1 Periodos de almacenamiento

Se detectaron efectos altamente significativos para periodos de
almacenamiento en todas las variables evaluadas, con excepcion de las emisiones
de CO; y etileno (Cuadro A1).

El contenido de humedad de la semilla se incrementé de manera
estadisticamente significativa en 26 % y 442 % a los 60 y 90 dias,
respectivamente, con relacion a lo obtenido previo al almacenamiento (Cuadro 2).
La viabilidad, por otro lado, se vio afectada desde los primeros 30 dias de
almacenamiento, manifestdndose una reduccion promedio de 14 puntos
porcentuales por cada treinta dias transcurridos, alcanzando un decremento
acumulado de 43 % a los 90 dias. En el mismo sentido, la germinacion se redujo
12, 20 y 40 % a los 30, 60 y 90 dias, respectivamente; lo que se asocia,
principalmente, al incremento en el porcentaje de semillas muertas (datos no
mostrados), ya que el porcentaje de plantulas anormales sélo alcanzé 5 %

después de los 90 dias de almacenamiento.

En cuanto al vigor evaluado por medio de la prueba de envejecimiento
acelerado, era de esperarse porcentajes mas bajos de plantulas normales dada la
naturaleza de la prueba. Asi, a los 30 dias se observé una reduccion de 24 %,
seguida de 40 y 50 % a los 60 y 90 dias, respectivamente. Esto comparado con el
porcentaje obtenido antes del inicio de los tratamientos (81 %). La velocidad de
germinacion se redujo en casi 5 semillas germinadas dia™” a los 30 y 60 dias de
almacenamiento y en 9 a los 90 dias. La conductividad eléctrica no mostrd

cambios significativos durante los primeros 30 dias; sin embargo, a los 90 dias se



incrementd de manera abrupta, alcanzando 183.7 S cm™ g'1. No se encontraron
diferencias significativas en la emision de CO; y etileno; aunque la tendencia
numeérica en ambos fue a disminuir conforme el periodo de almacenamiento se
prolong6 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Promedio para las variables indicadas resultantes de la
interaccion de ambientes de almacenamiento x especies a través de

periodos de almacenamiento.

Periodo de Contenido  Viabilidad Germinacién Envejec.
Almacenamiento  humedad (%) Plantulas  Plantulas (%)
(dias) (%) normales anormales
(%) (%)
0 11.7c 100 a 98 a 1d 81a
30 11.4c 84 b 86 b 2c 57 b
60 14.4 b 71c 77 c 3b 41c
90 16.2 a 57 d 58 d 5a 31d
DMSH (0.05) 0.9 2.9 2.4 0.9 2.0
Periodo de Velocidad germ.  Conductividad CO, Etileno
Almacenamiento (Semillas eléctrica (mLkg'h") (mLkg'h™
(dias) germinadas dia’)  (uScm™' g’
0 41 a 96.0 c 34.6 a 3.8a
30 36 b 70.5¢c 31.3a 3.2a
60 35b 133.6 b 33.8a 3.2a
90 32¢c 183.7 a 29.2 a 34a
DMSH (0.05) 1.9 29.7 9.5 1.0

Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales al 0.05 de probabilidad.

4.1.2 Ambientes de almacenamiento

Los ambientes ejercieron efectos altamente significativos para todas las

variables evaluadas (Cuadro A1).
El ambiente de almacenamiento afecté negativamente a la mayoria de las

variables evaluadas a medida que aumenté la temperatura y humedad relativa

(Cuadro 3). En el ambiente uno, las semillas alcanzaron un equilibrio higroscépico
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de 10.2 % en contenido de humedad, pero éste se incrementd en 4.0 y 8.7 puntos
porcentuales en las condiciones de los ambientes 2 y 3. En estos dos ambientes,
también se redujo la viabilidad en 29 y 56 % y la germinacion en 16 y 43 %,
respectivamente, comparado con lo obtenido en el banco de germoplasma. Estas
reducciones en germinacion corresponden en mayor grado a incrementos en el
porcentaje de semillas muertas mas que a plantulas anormales, pues éstas

apenas alcanzaron 4 %.

Cuadro 3. Promedio para las variables indicadas resultado de la interaccion

de especies x periodos de almacenamiento a través de ambientes.

Ambiente de Contenido Viabilidad Germinacion Envejec.
almacenamiento humedad (%) Plantulas Plantulas (%)
(%) normales anormales
(%) (%)
Banco 109 ¢ 100 a 95 a 2b 72 a
1 10.2 ¢ 97 a 94 a 3b 70 a
2 14.3Db 71b 79b 4 a 40b
3 18.3 a 44 ¢ 52c 2b 28 ¢c
DMSH (0.05) 0.9 2.9 2.5 0.9 2.1
Ambiente de Velocidad germ.  Conductividad CO, Etileno
almacenamiento (Semillas eléctrica (mLkg'h") (mLkg'h™
germinadas dia™’)  (uScm™ g’)
Banco 51.0a 96.7 b 354 a 51a
1 43.2 b 81.1b 35.2a 24D
2 31.3¢c 185.0 a 31.9a 27Db
3 18.4d 26.2 a 3.3b
DMSH (0.05) 1.9 23.4 9.5 1.0

Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales al 0.05 de probabilidad.
Ambientes: Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.

El vigor fue afectado mas drasticamente en los ambientes 2 y 3, teniendo
una reduccién de la germinacion en la prueba de envejecimiento de 32 y 44 %,
respectivamente. La velocidad de germinacion disminuyé 8, 20 y 33 semillas
germinadas dia™", respecto al banco de germoplasma, para los ambientes 1, 2y 3.
La conductividad eléctrica, no obstante, so6lo presento diferencias estadisticas para

el ambiente mas drastico en cuanto a temperatura y humedad relativa (ambiente
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2), con 185.0 S cm™ g™ comparado con los ambientes banco y 1, que fue inferior
a 96.7 pS cm’ g'. Por otro lado, el efecto de ambientes no se reflejo
significativamente en la emision de CO; y en la de etileno sélo fue superior
estadisticamente en el banco de germoplasma (5.1 mL kg™ h™') comparado con el

resto de los ambientes, donde fluctud entre 2.4 y 3.3 mL kg™ h™ (Cuadro 3).

4.1.3 Especies

Como era de esperarse, las especies mostraron efectos altamente
significativos para las variables evaluadas, con excepcién de porcentaje de
plantulas anormales, respondiendo en forma diferencial en las mismas (Cuadro 4).
Canola registré un contenido promedio de 11.3 % de humedad, seguido por maiz
con 14.1 % vy frijol con 14.9 %. La viabilidad y la germinacibn mostraron una
tendencia opuesta al contenido de humedad, es decir, a mayor humedad mayor
reduccion en estas variables. Canola mostré 85 % de viabilidad, mientras que para
maiz y frijol esta fue de 78 y 72 %, respectivamente. En el mismo sentido, la
germinacién para canola fue de 82 % y para maiz y frijol de 78 y 79 %. Las tres
especies produjeron estadisticamente igual numero de plantulas anormales (2 a 3
%).

En cuanto al vigor, maiz presentdé 57 % de germinacion, mientras que
canola y frijol no superaron 51 %. En velocidad de emision de radicula canola
superd a frijol y maiz en 15 y 24 semillas germinadas dia™. Frijol mostré un mayor
ndmero de semillas germinadas dia” que maiz, por lo tanto, la diferencia entre
estos es significativa. Canola mostré la mayor conductividad eléctrica (190.8 uS
cm™ g'), seguida por frijol con 112.1 y maiz con 59.9 uS cm™ g™'. En emision de
CO; resulté evidente que frijol superé a maiz en mas de 10 mL kg™ h™ y sélo en
menos de 6 mL kg™ h™ a canola, lo cual no resulté estadisticamente diferente. Por
otro lado, en las emisiones de etileno, canola superé en mas de 2 mL kg™ h™ a

maiz y frijol (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Promedio de las variables indicadas resultado de ambientes x

periodos de almacenamiento a través de especies.

Especie Contenido Viabilidad Germinacién Envejec.
humedad (%) Plantulas Plantulas (%)
(%) normales anormales
(%) (%)
Canola 11.3c 85 a 82 a 2a 51b
Maiz 14.1b 78 b 78 b 2a 57 a
Frijol 149 a 72c 79b 3a 50 b
DMSH (0.05) 0.7 2.3 1.9 0.7 1.6
Especie Velocidad germ.  Conductividad CO, Etileno
(Semillas eléctrica (mLkg'h") (mLkg'h™)
germinadas dia’)  (uScm™ g™)
Canola 49 a 190.8 a 31.9 ab 5.0a
Maiz 25¢c 599 ¢ 271b 28b
Frijol 34 b 1121 b 37.5a 23b
DMSH (0.05) 1.5 23.4 7.5 0.8

Medias con la misma letra por columna son estadisticamente iguales al 0.05 de probabilidad.

4.2 Efecto de interacciones simples

4.2.1 Especie x ambiente de almacenamiento

Hubo efectos estadisticos altamente significativos de esta interaccién en
todas las variables evaluadas con excepcion de emision de etileno, donde los

efectos fueron significativos al 5 % (Cuadro A1).

El equilibrio higroscépico y la calidad fisiolégica de la semilla son
influenciados conjuntamente por la especie y el ambiente del almacén. En las tres
especies el contenido de humedad aumentd significativamente conforme el
ambiente de almacenamiento fue mas calido y humedo, aunque no en la misma
proporcién (Figura 1 A). Canola increment6é su humedad en 1.4 y 6.6 %, maiz en
43y 5.6 % y frijol en 6.3 y 11.9 % en los ambientes 2 y 3, respectivamente,

comparado con el ambiente 1. Comparativamente, entre ambientes y dentro de
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ambientes canola mantuvo los contenidos de humedad mas bajos, seguida por
maiz y frijol. La viabilidad fue conservada al maximo en las tres especies bajo las
condiciones del banco de germoplasma (Figura 1 B), pero ésta se redujo para
canola en 0, 18 y 43 %, maiz en 3, 32, y 54 % y frijol en 5, 36 y 71 %, en los
ambientes 1, 2 y 3; respectivamente. El porcentaje de germinacion mostré la
misma tendencia, con reducciones para canola de 16y 42 %, maizde 22y 42 % y
frijol de 10 y 47 % en los ambientes 2 y 3, respectivamente, comparado con el
promedio registrado en los ambientes de banco y 1 (Figura 1 C). El numero de
plantulas anormales es muy bajo, en comparacion con la reducciéon en el

porcentaje de plantulas normales (Figura 1 D).

El vigor, también se vio seriamente afectado por la interaccion ambiente de
almacenamiento y especie. La germinacion en la prueba de envejecimiento
disminuy6 para canola en 11, 35y 47 %, para maiz en 3, 25y 38 % y para frijol en
2,40 y 52 % conforme las condiciones fueron mas calidas y humedas, es decir,
banco de germoplasma y ambientes 2 y 3, respectivamente (Figura 2 A). La
velocidad de germinacion en canola disminuy6 en 8, 33 y 47, en maiz en 10, 20 y
26 vy en frijol en 5, 6 y 26 semillas germinadas dia™, en los ambientes 1, 2 y 3;
respectivamente (Figura 2 B). De igual manera la conductividad eléctrica aumento
en las tres especies evaluadas, siendo mas marcada en las condiciones del
ambiente 2. Asi, el incremento para canola fue de 40.5, para maiz de 141.6 y para
frijol de 82.7 uS cm™ g del ambiente del banco al ambiente 1 (Figura 2 C). La
respiracion fue poco afectada por los ambientes de almacenamiento, sélo frijol
mostrd una tendencia a reducir la emision de CO, a medida que el ambiente de
almacenamiento fue mas calido y humedo (Figura 3 A). En cuanto a etileno,
canola fue la unica especie que presentd grandes emisiones en las condiciones

del banco de germoplasma (Figura 3 B).
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Figura 1. Contenido de humedad (A), viabilidad (B), germinaciéon (C) y

plantulas anormales (D) por especie y ambiente de almacenamiento.
Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.
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Figura 2. Vigor de semillas. Germinacién en la prueba de envejecimiento
acelerado (A), velocidad de germinacion (B) y conductividad eléctrica (C) de

semillas por especie y ambiente de almacenamiento.
Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.
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Figura 3. Emisiones de CO, (A) y etileno (B) en semillas por especie y

ambiente de almacenamiento.
Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.
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4.2.2 Especie x periodo de almacenamiento

Esta interaccion resulté altamente significativa en todas las variables

evaluadas (Cuadro A1).

El comportamiento del contenido de humedad y de la calidad fisioldgica,
también estan en funcién de la especie y del periodo de almacenamiento. El
contenido de humedad no varié significativamente en los primeros 30 dias para las
tres especies, pero se incremento a los 60 y 90 dias para canolaen 1.9y 6.2 %y
maiz en 1.0y 2.7 %, mientras que para frijol s6lo se incremento significativamente
a los 60 dias en 4.9 % (Figura 4 A), con relacion al obtenido al inicio de los
tratamientos. La viabilidad se redujo en canola en 8, 16 y 37 %, maiz en 14, 32 y
43 % vy frijol en 27, 38 y 48 % a los 30, 60 y 90 dias, respectivamente (Figura 4 B).
La germinacion siguid la misma tendencia, con reduccion para canola de 7, 18 y
37 %, maiz de 12, 27 y 42 % vy frijol de 17, 17 y 41 % a los 30, 60 y 90 dias,
respectivamente (Figura 4 C), mientras que el porcentaje de plantulas anormales

se incrementé mostrando un maximo de 6 % en frijol (Figura 4 D).

El vigor de las semillas disminuyé a medida que transcurrié el periodo de
almacenamiento. En frijol el porcentaje de germinacién se redujo en 37, 49, y 55
%, en canola 20, 34 y 43 % y maiz 16, 35y 53 % a los 30, 60 y 90 dias de
almacenamiento, respectivamente. (Figura 5 A). La velocidad de germinacion
disminuy6 en frijol y maiz en promedio 10 semillas germinadas dia™, por cada 30
dias de almacenamiento, mientras que canola, por el contrario, mostrd
incrementos de 6 y 3 semillas germinadas dia™ a los 30 y 60 dias, con respecto al
punto de partida, pero a los 90 dias disminuyé en 6 semillas germinadas dia™
(Figura 5 B). La conductividad eléctrica en maiz se incrementé en 1.7, 446 y
148.5 uS cm™ g™ a los 30, 60 y 90 dias; en frijol se incrementd 10.5, 111.3 y 48.8

uS cm™ g™, por cada 30 dias de almacenamiento y canola redujo su conductividad
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alos 30 y 60 dias en 88.9 y 26.66 uS cm™ g pero a los 90 dias su conductividad
fue de 273.2 uS cm™ g™ (Figura 5 C).

En cuanto a respiracion, maiz y frijol presentaron una tendencia a reducir
sus emisiones de CO, a medida que transcurrié el periodo de almacenamiento.
Tendencia contraria a la que presentd canola obteniendo sus valores mas bajos al
inicio de los tratamientos (21.8 mL kg h™); éstas emisiones de CO, se
incrementaron a medida que transcurrido el periodo de almacenamiento hasta
superar los 37 mL kg™ h™" (Figura 6 A). Canola mostré una tendencia a reducir sus
emisiones de etileno a medida que transcurrié el periodo de almacenamiento.
Maiz, por su parte, presentd un comportamiento erratico con emisiones de etileno
no mayores a los 2.5 mL kg™ h™" a los cero y 60 dias de almacenamiento y las
mayores emisiones se presentaron a los 30 y 90 dias de almacenamiento con
valores que superaron los 3.20 mL kg'1 h. Frijol presenté sus menores emisiones
de etileno a los 30 dias de almacenamiento para después mostrar una tendencia a

la alza a medida que transcurrio el periodo de almacenamiento (Figura 6 B).
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Figura 4. Contenido de humedad (A), viabilidad (B), germinaciéon (C) y

plantulas anormales (D) por especie y periodo de almacenamiento.
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Figura 5. Vigor de semillas. Germinacién en la prueba de envejecimiento
acelerado (A), velocidad de germinacion (B) y conductividad eléctrica (C) de

semillas por especie y periodo de almacenamiento.

30



60

—e— CANOLA
—O— MAIiz

—w— FRIJOL
A .|

40 4
30 o

20

0 30 60 90

Almacenamiento (dias)

—e— CANOLA
; —o— MAiZ
B —v— FRIJOL
6
E
» o5
44
m 34
2
3
o 2
3
2
=
a 1 T T T T
4 30 60 %

Almacenamiento (dias)

Figura 6. Emision de CO; (A) y etileno (B) en semillas por especie y periodo

de almacenamiento.

31



4.2.3 Ambiente x periodo de almacenamiento

La interaccion ambiente por periodo de almacenamiento fue altamente
significativa para las variables evaluadas, excepto para emisiones de CO,, donde

esta interaccién no tuvo un efecto significativo (Cuadro A1).

Dentro del banco de germoplasma el contenido de humedad disminuyé
ligeramente, con un acumulado de 1.6 % durante todo el periodo de
almacenamiento. En el ambiente 1, la humedad se redujo 3.1 % a los 30 dias,
pero a los 60 y 90 dias se increment6 a un nivel similar al registrado al inicio del
experimento (10 %). En el ambiente 2, se encontré un incremento maximo de 5.8
% a los 60 dias, mientras que en el ambiente 3 se registré un incremento de 1.6,
6.9y 17.5 %; alos 30, 60 y 90 dias (Figura 7 A). La viabilidad siguié una tendencia
similar al contenido de humedad, en el sentido de que en el banco la viabilidad no
manifesté reducciones; en el ambiente 1, se obtuvo una reduccién acumulada a
los 90 dias de 7 %. En los ambientes 2 y 3 la viabilidad se redujo drasticamente a
una tasa promedio de 22 y 33 % por cada 30 dias de almacenamiento (Figura 7
B). De igual manera la germinacion se mantuvo con porcentajes superiores a 86 %
en los ambientes banco y 1, pero en los ambientes 2 y 3 disminuyd a una tasa
promedio de 15 y 32 % por cada 30 dias de almacenamiento (Figura 7 C). El
porcentaje de plantulas anormales no superé el 10 % mostrando un valor cercano

a dicho porcentaje en el ambiente 2 a los 90 dias (Figura 7 D).

En lo referente al vigor, el ambiente del banco de germoplasma fue el que
menor deterioro provocd a través del periodo de almacenamiento, con una
reduccion de 13 % durante los primeros 30 dias, manteniéndose sin cambios
significativos por el resto del periodo de almacenamiento. En el ambiente 1, se
obtuvo una reduccién total de 29 %, que ocurrié en mayor parte en los ultimos 30
dias del periodo de almacenamiento. En los ambientes 2 y 3, las reducciones

fueron mas pronunciadas, a una tasa promedio de 26 y 27 % por cada 30 dias de
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almacenamiento (Figura 8 A). La velocidad de germinacion aumenté ligeramente
en los ambientes banco y 1; mientras que en los ambientes 2 y 3 se redujo a una
tasa de 5 y 13 semillas germinadas dia™ por cada 30 dias de almacenamiento
(Figura 8 B). La integridad de las membranas celulares fue afectada
diferencialmente en cada ambiente de almacenamiento. La conductividad inicial
promedio fue de 96 puS cm™ g'1, la que en las condiciones del banco de
germoplasma se incrementé a 101, 121y 69 uyS cm™ g~ a los 30, 60 y 90 dias. En
el ambiente 1, el valor mas alto fue de 104 pS cm™ g' a los 90 dias de
almacenamiento, mientras que en el ambiente 2 se alcanzaron valores de 210 pS

cm” g alos 60 dias y de 378 uS cm™ g™ a los 90 dias. (Figura 8 C).

En la Figura 9 A se observa que los ambientes con mayores valores de
emisién de CO, y con mayor estabilidad en esta son los ambientes mas frescos y
secos (banco de germoplasma y ambiente 1) cuyas emisiones de CO, oscilan
entre 34.6 y 359 mL kg h™'; mientras que en el ambiente 2 dicha emisién se
reduce de 34.6 mL kg™ h™' (inicio de almacenamiento) a 27.1 mL kg™ h™ a los 90
dias de almacenamiento. En el ambiente 3, no se aprecié una tendencia clara,
fluctuado entre 34.6 y 19.0 mL kg™ h™ durante el periodo de almacenamiento. Las
emisiones de etileno dentro del banco de germoplasma, se incrementaron
significativamente a los 30 dias, para después permanecer practicamente
constantes hasta los 90 dias de almacenamiento, mientras que en el resto de los
ambientes existe una tendencia a disminuir la emision de dicho gas, sobre todo en

los primeros 30 dias de almacenamiento (Figura 9 B).
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Figura 7. Contenido de humedad (A), viabilidad (B), germinaciéon (C) y

plantulas anormales (D) por ambiente y periodo de almacenamiento.
Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.
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Figura 8. Vigor de semillas. Germinacién en la prueba de envejecimiento
acelerado (A), velocidad de germinacion (B) y conductividad eléctrica (C) de

semillas por ambiente y periodo de almacenamiento.
Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.
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4.3 Efecto de la interaccioén triple

4.3.1 Especie x ambiente x periodo de almacenamiento

La interaccién triple fue altamente significativa para las variables evaluadas,
excepto para la emision de CO,, donde su efecto no fue estadisticamente

significativo (Cuadro A1).

El contenido de humedad de la semilla y la calidad fisiolégica fueron
afectados por la interaccion entre especie, ambiente y periodo de
almacenamiento. El contenido de humedad para canola se mantuvo inferior a 13
%, en los ambientes banco, 1 y 2 durante el periodo de almacenamiento, pero en
el ambiente 3 se incrementd entre los 60 y 90 dias en 22.8 puntos porcentuales.
Maiz mostré una reduccion acumulada de 3 % en el ambiente 1 durante los 90
dias, mientras que en el ambiente 2 se incrementé en 4.3 %, con una ligera
reduccion a los 90 dias. En el ambiente 3, después de una ligera reduccién
durante los primeros 30 dias, se incrementd en 9.9 puntos porcentuales al final de
los tratamientos. En frijol, la humedad se redujo en 4.9 % y en menos de 3 %, en
los ambientes banco y 1, respectivamente, a los 90 dias de almacenamiento,
mientras que en el ambiente 2 se registré un incremento de 11.7 %, pero en los
ultimos 30 dias se redujo 7.6 %; por otro lado, en el ambiente 3, el contenido de
humedad se incrementd progresivamente, con un acumulado de 19.7 % a los 90

dias, con respecto al obtenido al inicio del almacenamiento (Figura 10).

La viabilidad se mantuvo en 100 % para las tres especies en las
condiciones del banco de germoplasma y, en el ambiente 1, sélo se observaron
reducciones para maiz y frijol a los 90 dias de almacenamiento, con 4 y 16 %,
respectivamente. En el ambiente 2, las reducciones en viabilidad para canola se
apreciaron después de 60 dias, mientras que para maiz y frijol fue a partir de los

30 dias, con valores acumulados a los 90 dias de 48, 70y 77 %; respectivamente.
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Por otro lado, en el ambiente 3, las reducciones fueron a partir de los 30 dias para
las tres especies, pero de forma mas drastica en maiz y frijol, en los que a partir
de los 60 y 30 dias la viabilidad era inferior a 20 %. No obstante, a los 90 dias la

viabilidad se redujo en 100 % para las tres especies (Figura 11).

La germinacion siguié la misma tendencia; dentro del ambiente 1, en las
tres especies, se mantuvo superior a 95 % para canola y 81 % para maiz y frijol. El
efecto fue mas pronunciado en los ambientes 2 y 3, con reducciones de 44 % vy
100 % para canola; de 47 y 97 % para maiz y para frijol de 44 y 94 %,
respectivamente (Figura 12). Las anormalidades, para canola, no rebasaron el 10
%, con los maximos valores registrados en el ambiente 2, seguido por el ambiente
3 alos 60 dias (6 %), en el que se reduce a 0 % a los 90 dias por la muerte total
de las semillas. De manera semejante, para maiz, el maximo de anormalidades se
present6é en el ambiente 1, pero no superé 10 % y fue también en el ambiente 3
donde se observéd el porcentaje mas bajo de anormalidades (2 %). Frijol presento
16 % de anormalidades en el ambiente 2, registrandose la mayor cantidad entre
los 60 y 90 dias, para el resto de los ambientes los valores fueron inferiores a 6 %
(Figura 13).

En cuanto al vigor, las condiciones del banco de germoplasma no
provocaron reducciones significativas en el porcentaje de germinaciéon de canola,
pero en el ambiente 1, ya se aprecia una tendencia clara a reducirse el vigor al
incrementarse el periodo de almacenamiento, con una reduccion acumulada de 20
%. Estas reducciones se hacen mas pronunciadas en los ambientes 2 y 3,
observandose hasta de 60 % a los 30 y 60 dias de almacenamiento, para
posteriormente abatirse por completo el vigor. En maiz, por otro lado, las
condiciones del ambiente 1, no provocaron reducciones significativas durante los
primeros 60 dias de almacenamiento, pero en los ultimos 30 dias este se abate en
33 %. En el banco de germoplasma, el vigor, indicado por la capacidad
germinativa, se reduce en 16 % durante los primeros 30 dias, pero dicho

porcentaje se mantiene por el resto del periodo de almacenamiento. En contraste
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en los ambientes 2 y 3, las reducciones fueron muy drasticas desde los primeros
30 dias, logrando reducir la germinacion a 0 % a los 90 dias. En frijol se aprecia un
comportamiento muy similar al de maiz, en los ambientes banco y ambiente 1, la
diferencia mas marcada radica en el menor tiempo para reducirse el vigor a 0 %

en los ambientes 2 y 3, que es a los 30 y 60 dias, respectivamente (Figura 14).

La velocidad de germinacion, presentd un comportamiento mas variable,
pues en canola se incrementd en los ambientes banco y 1 en 34 y 21 semillas
germinadas dia™’, mientras que en maiz y frijol se aprecia esa misma tendencia
pero solo en el banco de germoplasma, mientras que en el ambiente 1, tendidé a
disminuir en 9 y 10 en los primeros 60 dias para posteriormente incrementarse
hasta 4 y 8 semillas germinadas dia™ respecto al valor inicial. En los ambientes 2 y
3 la velocidad de germinacion disminuyd para las tres especies, alcanzando
reducciones de 23, 19 y 6 semillas germinadas dia™” en el ambiente 2 y de 100

para las tres especies a los 90 dias en el ambiente 3 (Figura 15).

La conductividad eléctrica en la semilla de canola no mostré una tendencia
clara; en el banco de germoplasma se incrementé 52.06 uS cm™ g durante los
primeros 60 dias y se redujo hasta 108.4 uS cm™ g™ a los 90 dias. En el ambiente
1 se redujo 113.8 uyS cm™ g™ en los primeros 60 dias y a los 90 dias se registré un
valor casi igual al obtenido al inicio de los tratamientos. Dentro del ambiente 2 la
conductividad se redujo 125.4 y 68.0 uS cm™ g™ a los 30 y 60 dias para después
incrementarse hasta alcanzar 499.7 uS cm™ g™'. La semilla de maiz dentro del
banco de germoplasma y ambiente 1 no presenté cambios significativos durante
todo el periodo de almacenamiento, mientras que en el ambiente 2 la
conductividad se incrementd 129.2 y 438.3 uS cm” g' a los 60 y 90 dias
respectivamente. De igual manera la semilla de frijol no mostr6 cambios
significativos en el banco de germoplasma y ambiente 1, mientras que en el
ambiente 2 se incrementé en 279.7 y 56.7 uS cm™ g a los 60 y 90 dias (Figura
16).
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Canola al inicio de los tratamientos, presenté emisiones de CO, de 21.85
mL kg™ h™. Se observa en la Figura 17 que dentro del banco de germoplasma las
emisiones de CO, se incrementaron en 13.45 mL kg' h™ a los 30 dias de
almacenamiento y permanecieron constantes a través del tiempo restante. En el
ambiente 1 a los 30 dias se presentd un incrementd de 11.7 mL kg™ h™' y ese
incremento continué hasta superar por 19.23 mL kg'1 h™' al valor inicial. En el
ambiente 2, a los 30 dias de almacenamiento se incrementé en 20.6 mL kg™ h™"y
después de esta fecha a medida que transcurrié el periodo de almacenamiento,
las emisiones de CO, disminuyeron en 22.5 mL kg' h' a los 90 dias de
almacenamiento. Dentro del ambiente 3 la emisién de CO, se increment6 en 18.4
y 22.6 mL kg” h™ a los 60 y 90 dias, respectivamente. Las emisiones de CO- de la
semilla de maiz al inicio de los tratamientos fue de 31.0 mL kg' h™. Estas
emisiones disminuyeron en 5.36 mL kg™ h™ dentro del banco de germoplasma y
luego permanecieron constantes a través del tiempo. En el ambiente 1 la emisién
de CO, aumentd en 541 mL kg’ h” durante los primeros 60 dias de
almacenamiento y disminuy a los 90 dias liberandose 7.83 mL kg™ h™" menos que
al inicio del experimento. En el ambiente 2 las emisiones de este gas disminuyeron
en 12.54 mL kg”' h™" durante los primeros 60 dias de almacenamiento y a los 90
dias tuvieron un repunte, pero fueron inferiores en 9.87 mL kg'1 h™ respecto al
valor registrado al inicio del almacenamiento. El maximo de CO; emitido dentro del
ambiente 3 se registré a los 30 dias de almacenamiento con valor de 35.97 mL kg
" h™ y a partir de esta fecha la cantidad de CO, emitida disminuyé hasta que al
cabo de los 90 dias de almacenamiento se liberaron 26.89 mL kg™ h™" menos que
al inicio de los tratamientos. Las semillas de frijol registraron su maxima emision
de CO, al inicio de los tratamientos equivalentes a 50.95 mL kg™ h™. La menor
reduccion de éstas emisiones se tuvo en el banco de germoplasma las cuales sélo
se redujeron en 4.85 mL kg h™'. En el ambiente 1 las emisiones de éste gas
disminuyeron en 15.84 mL kg' h' durante los primeros 60 dias de
almacenamiento y después de 30 dias repuntaron hasta quedar 10.48 mL kg™ h™
por debajo del valor registrado al inicio del experimento. En el ambiente 2, la

maxima emision de CO; se encontro al inicio de los tratamientos y la minima a los
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30 dias de almacenamiento siendo inferior por 22.26 mL kg™ h™'. El ambiente 3 fue
el que mas afectd las emisiones de CO, presentandose sus minimas emisiones a
los 30 y 90 dias de almacenamiento con 48.88 y 46.79 mL kg”' h™' menos que el

valor registrado al inicio del almacenamiento.

Las emisiones de etileno se muestran en la Figura 18. En semillas de
canola al inicio de los tratamientos fueron de 6.77 mL kg™ h™'. Estas emisiones se
incrementaron en 4.83 mL kg' h™' dentro del banco de germoplasma, para
después permanecer constantes. En el ambiente 1 las emisiones de etileno se
redujeron desde los primeros 30 dias de almacenamiento registrandose a los 90
dias 4.72 mL kg h™" menos que al inicio de los tratamientos. El ambiente 2
presentd una tendencia similar al ambiente 1, asi a los 30 dias las emisiones de
etileno disminuyeron en 3.97 mL kg™ h™ y a los 90 dias la reduccién fue de 6.17
mL kg”' h”. Dentro del ambiente 3 se tuvieron los minimos valores de las
emisiones de etileno a los 30 dias de almacenamiento con 5.61 mL kg™ h™" menos
comparado con el valor inicial. Maiz registré emisiones iniciales de etileno de 2.13
mL kg h™. Dentro del banco de germoplasma se incrementaron ligeramente
superando solo por 0.683 mL kg'1 h™' al valor inicial. En el ambiente 1 se
disminuyeron en 0.21, 0.04 y 0.53 mL kg h' a los 30, 60 y 90 dias,
respectivamente. En el ambiente 2 las emisiones de etileno tuvieron mayor
variacién a los 30 dias aumentaron en 0.95 mL kg”' h™; a los 60, disminuyeron
0.87 mL kg™ h™"; y a los 90 dias de almacenamiento aumentaron 1.54 mL kg™ h™",
todo con respecto al valor inicial. También dentro del ambiente 3 existi® mucha
variacion a medida que transcurrié el tiempo de almacenamiento, debido a que a
los 30 y 90 dias las emisiones de etileno aumentaron 4.37 y 2.57 mL kg' h™;
respectivamente. Las emisiones de etileno en semillas de frijol antes de ser
almacenadas fueron de 2.53 mL kg’ h™'. Estas emisiones dentro del banco de
germoplasma se redujeron 0.15 mL kg™ h™". Dentro del ambiente 1 se redujeron
1.05 mL kg™ h™" durante los primeros treinta dias de almacenamiento, a los 60 dias
casi igualaron el valor inicial y a los 90 dias disminuyeron 0.92 mL kg™ h™'. En el

ambiente 2 las emisiones de etileno se redujeron 1.47 mL kg”' h™ durante los
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primeros 30 dias de almacenamiento, pero después de ésta fecha las emisiones
de etileno se incrementaron a medida que transcurri6 el periodo de
almacenamiento hasta que a los 90 dias superaron por 0.93 mL kg'1 h'.
Finalmente, el ambiente 3 presenté una tendencia similar a la registrada en el
ambiente 2. A los primeros 30 dias de almacenamiento las emisiones de etileno se
redujeron 0.97 mL kg'1 h™'; pero a los 90 dias se incrementaron hasta superar por

0.68 mL kg™ h™" el valor registrado a los cero dias de almacenamiento (Figura 18).
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Almacenamiento (dias)

Frijol

Figura 10. Contenido de humedad de semillas por especie en los diferentes
ambientes y periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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Canola

Maiz

Frijol

Figura 11. Viabilidad de semillas por especie en los diferentes ambientes y

periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR,; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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Frijol

Almacenamiento (dias)

Figura 12. Germinacién de semillas por especie en los diferentes ambientes

y periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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Canola

Maiz

Frijol

Figura 13. Plantulas anormales por especie en los diferentes ambientes y

periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR,; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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Figura 14. Germinacion de semillas por especie en

envejecimiento acelerado en los diferentes ambientes

almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.

la prueba de
y periodo de

47
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Maiz
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Frijol
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Figura 15. Velocidad de germinacion de semillas por especie en los

diferentes ambientes y periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR.; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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Figura 16. Conductividad eléctrica de semillas por especie en los diferentes

ambientes y periodo de almacenamiento.
Banco= -4 °C, 20 % HR; 1= 18 °C, 72 % HR,; 2= 22 °C, 81 % HR; 3= 30 °C, 90 % HR.
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Figura 17. Emision de CO; en semillas por especie en los diferentes

ambientes y periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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Figura 18. Emision de etileno en semillas por especie en los diferentes

ambientes y periodo de almacenamiento.
Banco= -4°C, 20% HR; 1= 18°C, 72% HR; 2= 22°C, 81% HR; 3= 30°C, 90% HR.
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V. DISCUSION

El equilibrio higroscépico de las semillas cambié en funcion de la especie,
del periodo de almacenamiento y de la humedad relativa (H. R.) del almacén, tal
como lo sefala Harrington (1972). El contenido de humedad de equilibrio de las
tres especies evaluadas se redujo soélo ligeramente en la atmdsfera de 72 % de H.
R., debido a que esa H. R. es similar a la de la bodega donde se secaron las
muestras En el banco de germoplasma se presentaron ligeras reducciones
(inferiores a 4 %) en maiz y frijol durante los 90 dias de almacenamiento, lo que se
debe a un sellado deficiente de los frascos utilizados, que permitié el intercambio
del aire del cuarto frio que se encontraba con 20 % de H. R. que por consiguiente

causo esas reducciones.

En los ambientes con 81 y 90 % de H. R., canola fue la que mostré una
menor absorcidon de agua del ambiente conforme el tiempo de almacenamiento se
hizo mas prolongado, alcanzando contenidos de humedad inferiores a 15 %,
excepto en los ultimos 30 dias en el ambiente con 90 % de H. R., en el que se
incrementd mas de 20 puntos porcentuales (hasta 31.8 % de humedad). En esos
ambientes, maiz mostré incrementos de 2.8 y 10 puntos porcentuales (16.3 y 23.5
% de humedad), y frijol de 19.7 y 28.3 puntos porcentuales (16.8 y 32.5 % de
humedad), respectivamente. Estas diferencias en los incrementos pueden deberse
a la capacidad de retencion de agua de los compuestos de reserva de las
semillas. Harrington (1972) sefiala que las proteinas son mas higroscopicas,
seguido de la celulosa y el almidén vy, finalmente los lipidos son esencialmente
hidrofébicos. Asi, a la misma humedad relativa, una semilla con alto contenido de
proteina o almidén y baja en aceites tendra mucho mas contenido de humedad
que una semilla rica en aceites. La composicion en cuanto a proteinas, grasa y
carbohidratos (g 100™" g de porcién comestible) para maiz es de 8.9, 4.3 y 72.2,
para frijol de 19.2, 1.8 y 61.5, y para canola de 20, 45 y carbohidratos no reportado
(Solis, 1998; SEP, 1987).



Asimismo, los resultados obtenidos concuerdan con las observaciones de
Santacruz et al.,, (1997), quienes evaluaron semillas de frijol, maiz, ajonjoli y
cacahuate en cinco ambientes diferentes, encontrando un aumento de humedad

menos pronunciado en las especies oleaginosas (ajonjoli y cacahuate).

Los factores ambiente de almacenamiento, tiempo y especies mostraron un
efecto interactivo en la conservacion de la viabilidad de la semilla. La viabilidad de
las tres especies se mantuvo en 100 % en el ambiente del banco de germoplasma
(-4 °Cy 70 % H. R.), mientras que en el ambiente 1 (18 °C y 72 % H. R.) se
observo una reduccién acumulada de 4 y 16 % para maiz y frijol. Esto podria
deberse a las ligeras reducciones de humedad observadas en el banco de
germoplasma y a la baja temperatura, que provocan, por un lado una reduccién en
la respiracion y por el otro una disminucion en la microflora de la semilla, que son
de las principales causas del deterioro de éstas en el almacén (Ng et al., 1995),

manteniéndose la viabilidad por periodos mas prolongados.

Las reducciones en viabilidad se hicieron mas pronunciadas e iniciaron
dentro de un periodo mas corto de almacenamiento en los ambientes 2y 3 (22 °C
y 81 % H. R.;; 30 °C y 90 % H. R.). En el ambiente 2, la pérdida de la viabilidad
siguié una tendencia lineal, alcanzando, a los 90 dias de almacenamiento,
reducciones acumuladas de 48 % en canola, de 99 % en maiz y de 100 % en frijol,
mientras que en el ambiente 3 en tan so6lo 60 dias de almacenamiento las
reducciones fueron superiores a 87 % para maiz y frijol y de 100 % para las tres
especies a los 90 dias. Para maiz y frijol, esas tendencias en la pérdida de la
viabilidad coinciden con los incrementos observados en el contenido de humedad,
que es uno de los componentes mas importantes en la conservacion de la
viabilidad (Harrington, 1972; Chin, 1977; Bass, 1980). Los incrementos en el
contenido de humedad de las semillas ocasionan alteraciones en las membranas

celulares, reducida actividad de mitocondrias, agotamiento de reservas y dafos
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genéticos como retraso en la replicacion del ADN durante el proceso de

germinacioén (Cruz, 2001).

Para el caso de maiz, resultados similares fueron reportados por Abba y
Lovato (1999), quienes encontraron que humedades relativas entre 90 y 95 % y
temperatura de 30 °C provocaron una pérdida total de la viabilidad de las semillas
de maiz después de 42 dias de almacenamiento, tiempo en el cual la humedad de
la semilla pas6 de 10.5 a 17 %. Con un ambiente de 70 % de humedad relativa y
25 °C el vigor se redujo después de 4 meses, en tanto que el ambiente con 50 %

de humedad y 20 °C no afecté la viabilidad y vigor de las semillas.

Al igual que en las variables anteriores, los factores evaluados (ambientes,
tiempo y especies) también ejercieron un efecto interactivo en el comportamiento
de la capacidad germinativa de la semilla. Las tendencias observadas en esta
variable se asemejan a las obtenidas en viabilidad, solamente que con porcentajes
ligeramente inferiores en la mayoria de los casos. Esto debido a que la
germinacion se cuantificé desde el punto de vista de tecnologia de semillas,
referida a la capacidad de ésta para dar origen a una plantula con las estructuras
esenciales para establecerse en el campo (ISTA, 2004), a diferencia de la
viabilidad que refleja las areas vivas de la semilla, pero que en ocasiones no
llegan a estructurar una plantula con la capacidad de establecerse en campo
(ISTA, 2004).

En los ambientes banco y 1, las reducciones en germinacion para canola
fueron del orden de 3 y 4 %; mientras que para maiz de 8 y 15 %; y frijol de 7 y 17
%, respectivamente, esto es, en ambientes mas frescos y secos, la pérdida de la
capacidad germinativa es menor, lo que se asocia a una reducida tasa respiratoria
tanto de los tejidos de la semilla como de la microflora que ésta pueda contener. Al
respecto, Mejia (1981) menciona que durante el almacenamiento, Aspergillus y
Penicillium, pueden causar reduccidn en la germinacion, oscurecimiento de la

testa y calentamiento, debido a su respiracién. El ataque de hongos de almacén a
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las semillas conduce a un proceso que aumenta la respiracion, el contenido de
humedad y la temperatura, dando como resultado dafos al embrién y afectando

en gran medida la geminacion (Santacruz, 1994).

En los ambientes mas calidos y humedos, la pérdida de la capacidad
germinativa se hizo mas pronunciada, con valores acumulados a los 90 dias del
orden de 50 % en el ambiente 2 (22 °C y 81 % H. R.) y de 100 % en el ambiente 3
(30 °C ¥y 90 % H. R.) para las tres especies evaluadas. En principio, este
comportamiento coincide con los incrementos en humedad, que en consecuencia
acelera los procesos de deterioro por incrementos en respiracion. Harrington
(1972) menciona que con contenidos de humedad mayores a 18 % se produce un
calentamiento por la respiracion de las semillas, hongos y bacterias. Asimismo,
Herrera (1998) afirma que la pérdida de la germinacion en ambientes con alta
humedad relativa es debida al incremento de la respiracion, que causa el
agotamiento de las reservas de la semilla, el calentamiento y el ataque de hongos,
factores que aceleran el deterioro. Los resultados también coinciden con
Santacruz et al., (1997), quienes encontraron que al almacenar semilla en
ambientes frescos los cambios en la germinaciéon durante 12 meses, no fueron
significativos; sin embargo, en ambientes calidos y humedos las reducciones

fueron muy severas.

El nimero de plantulas anormales se incrementé conforme las condiciones
de los ambientes de almacenamiento fueron mas calidas y humedas; no obstante,
el valor maximo observado no superé el 16 % (considerando el periodo de
almacenamiento y las especies). Esto significa que la causa fundamental de la
reduccion de germinacion observado en el presente estudio, se debid a
incrementos en el numero de semillas muertas. Lo que no coincide con Priestley
(1986), quien menciona que en maiz, las anormalidades se incrementan
marcadamente a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento de la
semilla. Esta discrepancia en el reducido numero de plantulas anormales

comparado con el de semillas muertas en el presente estudio, posiblemente esté
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asociado a las condiciones tan severas de humedad y temperatura utilizadas, las
que podrian propiciar un rapido desbalance en las funciones vitales de los tejidos,
causando su muerte. La aparicidon de plantulas anormales durante la germinacion
se debe a la pérdida de funciones vitales que ocurren en el interior de las semillas
(Mackay, 1972, Bewley y Black, 1994).

El vigor de las semillas se redujo considerablemente por el efecto
interactivo de los factores ambiente, tiempo y especie. En la prueba de
envejecimiento acelerado las reducciones en germinacién fueron mas severas
conforme transcurrié el tiempo y los ambientes se tornaban mas calidos y
hiamedos. En el banco de germoplasma (-4 °C y 20 % H. R.) y ambiente 1 (18 °C y
72 % H. R.) canola conservé su vigor inicial, mientras que en maiz y frijol la
germinacién se redujo en 15 y 18 %; y 33 y 33 %; a los 90 dias de
almacenamiento, respectivamente. En los ambientes 2y 3 (22°Cy 81 % H. R.; 30
°C y 90 % H. R.) las reducciones en germinacion en canola y maiz alcanzaron 100
% a los 90 dias, mientras que en frijol esa reduccién se alcanzo tan sélo a los 60

dias en el ambiente 1y a los 30 dias en el ambiente 2.

Las reducciones en vigor coinciden con los incrementos en la humedad de
la semilla, que como ya se senald, es uno de los factores que mas influyen en el
deterioro, asociado por incrementos en respiracion y desbalance en los procesos
metabdlicos que aceleran el envejecimiento y muerte de la semilla. Basavarajappa
et al. (1991) mencionan que durante el envejecimiento acelerado se presenta una
reduccion en el contenido total de reservas como carbohidratos y proteinas, entre
otros componentes, afectando el crecimiento y desarrollo de la plantula. En el caso
de maiz, la reduccién del vigor se ha asociado con la disminucion de sacarosa y
algunos oligosacaridos como rafinosa, estaquiosa y verbascosa (Koster y Leopold,
1988; Chen y Burris, 1990).

Una causa importante de la muerte de la semilla es la pérdida gradual de

reservas para el embrion. Asimismo, diversos autores mencionan que la reduccion
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del vigor de semillas de maiz bajo condiciones de envejecimiento acelerado podria
estar relacionada con la disminucién de varios azucares en el embrion, siendo el
principal carbohidrato soluble de reserva la sacarosa, generalmente asociada con
pequefias cantidades de oligosacaridos, rafinosa, estaquiosa o varbascosa (Koster
y Leopold, 1988; Chen y Burris, 1990).

La mayor tasa de reduccién del vigor en la semilla de frijol se asocia con los
mayores incrementos en la humedad registrados. En el caso de canola, aun
cuando la humedad de equilibrio fue inferior a las otras dos especies, los efectos
del contenido de humedad podrian tener un efecto equivalente debido al alto
contenido de aceite de reserva, el cual puede ser oxidado generando radicales
libres, los que se han asociado con el deterioro de la semilla. Abdul-Baki y
Anderson (1972) mencionan que uno de los cambios asociados con el deterioro de
las semillas oleaginosas, es el incremento en su acidez, debido principalmente a la
presencia de acidos grasos libres, producidos por la accién de lipasas sobre los
lipidos. Conforme aumentan los acidos grasos libres hay una disminucion en los
lipidos totales, neutros y polares, siendo los fosfolipidos los que disminuyen mas
rapidamente, sobre todo cuando el deterioro es rapido por la incidencia de alta
temperatura y humedad. Gopa y Murkhejee (1986), observaron un incremento en
la peroxidacién de lipidos en semillas envejecidas y una gran peroxidacion de
lipidos bajo condiciones de alta temperatura y humedad. Harrington (1973),
menciona que la mayor relacién del cambio de los lipidos con el deterioro de las
semillas durante el almacenamiento es la autooxidacidon por su reaccién en
cadena y por la produccién de radicales libres que combinados con oxigeno
producen hidroperoxidos, de donde se deriva carbonil que combinado con
proteinas inactivan enzimas, dafian las membranas y desnaturalizan las histonas,

las cuales al combinarse con acidos nucleicos causan mutaciones cromosémicas.
La velocidad de germinacién de semillas de canola se incrementé en mas

de 20 semillas germinadas dia” en el banco de germoplasma y ambiente 1; lo

mismo sucedid en maiz y frijol pero s6lo en el banco. En contraste en los
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ambientes 2 y 3 se redujo la velocidad de germinacion de las tres especies,
alcanzando cero a los 90 dias de almacenamiento en el ambiente 3. Durante el
deterioro se han reportado alteraciones en la membrana celular, que como
consecuencia reduce la capacidad selectiva y se vuelve mas permeable al paso
de agua. Esto posiblemente explica la reduccion en tiempo para hidratar los tejidos
durante la imbibicion, reduciéndose el tiempo a emisidon de radicula. Si las
alteraciones son severas, asi como dafos en otros organelos que causen la
muerte, la imbibicidn seguird ocurriendo a tasas altas pero no ocurrira la

germinacién por muerte de los tejidos del embridn.

Los incrementos en velocidad de germinacién y posibles alteraciones en las
membranas, se sustenta con los cambios obtenidos en la pérdida de solutos
medida por medio de la prueba de conductividad eléctrica, que mide de forma
indirecta la integridad de las membranas. En los ambientes banco y 1 no se
observo una tendencia clara en la conductividad eléctrica en canola y para maiz y
frijol la tendencia fue a mantenerse sin cambios significativos. Esto podria indicar
que la prueba no es muy sensible o que la semilla tiene la capacidad de reparar
los posibles danos en sus membranas durante el periodo de imbibicion de la
prueba, si estos no son muy severos Knypl y Khan (1981), afirman que durante el
secado en la maduracién de las semillas y durante el deterioro, las membranas
celulares pierden su integridad. Cuando las semillas son puestas a embeber,
grandes cantidades de soluto salen de las células mostrando mayor deterioro de
las membranas cuanto mas sean estos. La reparacion de las membranas es
posible si existe absorcion inicial de humedad por la semilla a una velocidad muy
lenta, que le permita a las membranas celulares volver a la condicion normal de
una manera ordenada, sin los dafios consecuentes. Por otro lado en el ambiente 2
se incremento para canola a 499 uS cm™ g’ y maiz a 400 uS cm™ gy en frijol a
270 puS cm™ g'. En el ambiente 3 los incrementos en conductividad fueron en
miles que el instrumento usado para tomar las lecturas mostré error en algunos
casos, razon por la cual los datos no fueron incluidos en el analisis estadistico.

Esto indica que posiblemente las membranas celulares fueron severamente
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dafiadas y no fue posible su reparacion durante el proceso de imbibicion lo que
coincide con las reducciones en germinacion y vigor discutidas con antelacién. De
Souza et al., (2003) mencionan que las membranas celulares son la primera
estructura en exhibir las alteraciones degenerativas que caracterizan al deterioro
de semillas y que la falta de integridad de las membranas puede acarrear la
lixiviacién de azucares, aminoacidos, electrolitos y otras sustancias solubles en
agua. Por su parte Marcos Filho et al. (1982) trabajando con semillas de soya
encontraron correlacién altamente significativa entre los valores de conductividad y
la integridad de las membranas, también encontraron correlacion negativa entre
conductividad y pruebas de germinacién, primer conteo de germinacion y
envejecimiento. Al respecto Parrish y Leopold (1978) afirman que el incremento de
solutos con el tiempo de almacenamiento puede ser resultado de una membrana
mas permeable. Rangel (2004) encontré en semillas de maiz una correlacién
positiva entre alta conductividad eléctrica y reducciones en germinacion, vigor y
viabilidad.

El efecto interactivo de los factores especie, tiempo de almacenamiento y
de la humedad relativa de la atmdsfera del almacén se manifestd por alteraciones
en las tasas de respiracion a las 24 horas durante el proceso de imbibicion -
germinacién de la semilla. En los ambientes mas frescos y secos (banco y 1) la
respiracion tendi6 a mantenerse en el caso de frijol y a manifestar ligeros
incrementos en maiz y canola. Lo que posiblemente se debié a las ligeras
alteraciones que se manifestaron en la membrana que permiti6 una mas rapida
imbibicion y por consiguiente mayor respiracion en el momento en que se

removieron de la etapa de germinacion.

En contraste en los ambientes mas calidos y humedos (2 y 3) las tasas de
respiracion tendieron a disminuirse en las tres especies conforme el tiempo de
almacenamiento se incrementé. Dichas reducciones coinciden con los
decrementos en germinacion y vigor discutidos anteriormente. Esto indica que

durante el deterioro se afectan las mitocondrias, reflejdndose en reducciones en
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respiracion y posible muerte de la semilla por reducciones considerables en la
produccion de energia necesaria para la elongacion del eje embrionario, como lo
sefala Ferguson et al. (1990). Woodstock et al. (1984), midieron la respiracion de
embriones de semillas de soya con alto y bajo vigor después de 4 y 24 horas de
imbibiciéon y encontraron mayores tasas respiratorias en aquellos con alto vigor en
ambos periodos de imbibicién, lo que asocian a disminuciones en el numero y
eficiencia de las mitocondrias. Priestley (1986) sefala que las reducciones en
respiracion pueden ser a consecuencia de un dafo directo a las mitocondrias
durante el envejecimiento o por el lento desarrollo de nuevas mitocondrias durante
la germinacion. Leopold y Musgrave (1980) sefialan que la alteracion en la oxidasa
terminal de la mitocondria, la cual ocurre durante el envejecimiento de la semilla,
puede conducir a un desbalance entre el ciclo del acido glicolitico y el transporte

de electrones, resultando en una acumulacion de etanol y acetaldehido.

Los resultados obtenidos son respaldados por muchos autores los cuales
afirman que en semillas de soya las reducidas tasas de respiracion han sido
asociadas con semillas deterioradas ya sea de forma natural o envejecidas
artificialmente, en las cuales se han observado bajas tasas de captacién de O,
(Edje y Burris, 1970; Wahab y Burris, 1971; Leopold y Musgrave, 1980;
Woodstock, et al., 1984).

Las emisiones de etileno fueron considerablemente afectadas por la
interaccion de los tres factores evaluados en el presente estudio. Canola mostro
las tendencias mas claras a través del tiempo y ambientes de almacenamiento,
esta especie mostré valores mas altos antes del almacenamiento, los cuales se
incrementaron en el banco de germoplasma y disminuyeron conforme progresé el
periodo de almacenamiento y las condiciones fueron mas calidas y humedas
(ambientes 1, 2 y 3). En contraste, maiz y frijol no mostraron una clara tendencia a
través del tiempo y condiciones de almacenamiento. Takayanagi y Harrington
(1971) encontraron que la produccién de etileno en semilla de canola alcanza un

maximo entre las 30 y 36 horas de imbibicion, que coincide con el inicio de la
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elongacion de la radicula, expansion cotiledonar y el rompimiento de la cubierta
seminal. Los mismos autores encontraron que en semillas de canola envejecidas
por 11 dias la maxima produccion ocurrié entre las 50 y 60 h, pero con valores
inferiores, asociando de esta manera la produccion de etileno y el vigor de las

semillas.

Gorecki et al., (1991) encontraron que semillas de chicharo de alto vigor
despidieron las mayores cantidades de etileno durante todo el tiempo de
imbibicion que en semillas envejecidas, en las que se observd un retraso en el
comienzo de la produccion; asi mismo la totalidad de etileno desprendido fue
proporcional al deterioro de las semillas. La principal causa de esa baja
produccion se atribuye a la reduccion de la actividad de conversion de ACC a
etileno (Gorecki et al., 1991).

Las grandes variaciones en el comportamiento de las emisiones de etileno
en semillas de maiz y frijol pueden deberse a la rapidez con que imbibieron agua
para el comienzo de su germinacién debido a que Takayanagi y Harrington (1971)
afirman que en general para semillas frescas y envejecidas el comienzo de la
produccion de etileno corresponde al comienzo de la germinacion (emergencia de

la radicula).

La produccién de etileno por las semillas comienza inmediatamente
después de iniciada la imbibicion y se incrementa con el tiempo, pero su
comportamiento difiere fuertemente entre especies. Sin embargo, la protusion
radicular a través de la cubierta seminal esta siempre asociada con un maximo de
emisidon de etileno. Una estrecha relacién entre la capacidad de producir etileno y
el vigor de la semilla ha sido reportado en semillas de algodén, cacahuate, y
chicharos (Kigel y Galili, 1995).
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VI. CONCLUSIONES

Con base en el objetivo e hipotesis planteados y con los resultados

obtenidos se llegd a las siguientes conclusiones:

1. El deterioro de las semillas de las tres especies, manifestado por la
reduccion en el potencial de respuesta de las variables evaluadas, avanzé

conforme transcurrio el tiempo de almacenamiento.

2. La tasa de deterioro se asocié a la composicién quimica de la semilla y
condiciones de almacenamiento, siendo mayor para frijol, seguido de maiz

y canola.

3. Dentro de los ambientes de almacenamiento, el deterioro de las semillas
fue mas severo en ambientes con alta temperatura y humedad relativa,
mientras que en los ambientes frescos y secos fue posible mantener el

minimo de germinacion requerido para certificacion de semillas.
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VIil. APENDICE

Cuadro A1. Cuadrados medios correspondientes al analisis de varianza.

Fuente de G.L. Contenido Viabilidad Germinacion Plantulas  Envejec.
variacion humedad anormales
Sp 2 238.12**  2684.08** 360.43** 6.39 NS 939.13**
Amb 3 654.31** 33258.77**  19699.82** 34.43** 22837.62**
Per 3 248.28** 15946.33**  13538.54**  165.43** 22660.37**
Sp*amb 6 87.24** 721.86** 218.15** 17.63** 459.33**
Sp*per 6 26.37** 446.41** 192.52** 12.73** 502.92**
Amb*per 9 204.17**  5182.25** 3684.51** 59.37**  3926.62**
Sp*amb*per 18 31.53** 569.67** 166.84** 17.76** 303.78**
Error 144 3.09 31.16 22.05 3.14 15.40
C.V. 13.09 7.15 5.88 69.17 7.50
Fuentede G.L. Velocidad Conductividad CO; Etileno
variacion germ. eléctrica
Sp 2 9224.40** 208485.85** 1299.24** 101.51**
Amb 3 9736.01** 150600.19** 674.59* 54.90**
Per 3 624.99** 87217.15**  218.26 NS 3.00 NS
Sp*amb 6 889.46** 11048.44* 525.96* 55.22**
Sp*per 6 324.62** 26718.50** 888.47** 10.85**
Amb*per 9 1428.07** 87313.54** 14293 NS 6.41*
Sp*amb*per 18 133.40** 24713.59**  220.24 NS 7.97**
Error 144 13.00 2328.88 238.36 2.73
C.V. 10.01 39.88 47.93 48.72

Sp= Especie; Amb= Ambiente de almacenamiento; Per= Periodo de almacenamiento
**= No significativo, Significativo al 5 % vy Significativo al
respectivamente.

NS! *1

1 % de probabilidad



