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INDICADORES FISIOLOGICOS DEL DESARROLLO Y DETERIORO DE
SEMILLAS DE Physalis ixocarpa Brot.

Ignacio Pérez Camacho, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2008

México es centro de origen del tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.),
el cual ocupa el quinto lugar entre las especies horticolas. A pesar de su
importancia, la investigacion que existe en esta especie aun es escasa,
particularmente la relacionada con la produccién y deterioro de semilla. La
presente investigaciéon se llevoé a cabo en tres fases. En la primera se estudio la
actividad de las enzimas sacarosa sintasa e invertasa acida durante el desarrollo
de la semilla y se correlacion6 con la evolucién de los parametros de calidad de
semillas. En la segunda se almacenaron semillas cosechadas durante el
desarrollo del cultivo en condiciones contrastantes de temperatura (5.3 y 23.8 °C)
y humedad relativa (HR) (41.2 y 81.4%) durante 0, 4 y 8 meses, estudiando el
efecto del deterioro en la calidad fisiolégica de las semillas. Finalmente, en el
tercer estudio se analizé el efecto del almacenamiento en bodega durante 5 afios
sobre parametros fisiolégicos. En la primera fase experimental se encontré que
durante el desarrollo de la semilla, el contenido de carbohidratos solubles aumento
de 33 a 118 pg g’ peso fresco, y el contenido de sacarosa en la semilla se
incremento de 13 a 25 pg g'. En el metabolismo de la sacarosa, la invertasa acida
tuvo sus niveles mas altos a los 15 dias post-polinizacién (DPP) y luego fue
disminuyendo continuamente para llegar a su minima actividad a los 55 DPP. En
cambio, la sacarosa sintasa resultd indetectable en los primeros 15 DPP, para
después incrementar y alcanzar su maxima actividad a los 35 DPP, y luego
declinar. Estos resultados evidencian que ambas enzimas estan presentes vy
activas en la semilla de tomate de cascara, que sirven para metabolizar la
sacarosa que se usa en el crecimiento y acumulacion de reservas. En la segunda
fase se observd que después de ocho meses de almacenamiento, solo se
encontr6 un deterioro significativo a 23.8 °C y 81.4% HR, ya que causoé la
disminucién de: germinacion, de 69.8 a 29.3%; viabilidad, de 81 a 46%; velocidad
de emergencia de radicula, de 20.39 a 9.88 radiculas.dia™; respiracion, 16.13 a
6.63 nmol CO, g s y conductividad eléctrica de la solucién de imbibicion, 32 a
97.1 us cm'g”". Finalmente, el tercer estudio mostré que después de 5 afios, la
viabilidad decreci6 de 84.5 a 50.8%, la velocidad de emergencia de la radicula de
79 a 34.3 radiculas d”, y la conductividad eléctrica subié de 31 a 80 uscm™.
Ademas, el peso de mil semillas bajé de 1360 a 1140 mg y el peso de 20 plantulas
después de 10 d de sembradas disminuyé de 1306 a 876 mg. Las pérdidas en
germinacién de la semilla aumentaron linealmente al aumentar el tiempo de
almacenamiento, con una tasa de reduccién de 8.7% anual. La semilla de tomate
de cascara solo se puede conservar en esas condiciones por 3 afos con 65.8% de
germinabilidad, y sélo por un afio con 80% germinabilidad.

Palabras clave: tomate verde, tomatillo, semillas, sacarosa sintasa, invertasa
acida.
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PHYSIOLOGICAL MARKERS OF DEVELOPMENT AND DETERIORATION OF
SEEDS IN Physalis ixocarpa Brot.

Ignacio Pérez Camacho, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2008

Mexico is a center of origin of the husk tomato (Physalis ixocarpa Brot.), it occupies
the fifth place among the horticultural species. In spite of his importance, the
investigation that exists in this species is still scarce, particularly studies about the
production and deterioration of seeds. The investigation was carried out in three
phases. In the first one the activity of saccharose sintasa and invertasa acid
enzymes was studied during of development of the seed and then correlated by
the evolution of the quality parameters of seed. In the second one seeds harvested
during of crop development were stored under contrasting conditions of
temperature (5.3 and 23.8 °C) and relative moisture (RH) (41.2 and 81.4%) for 0, 4
and 8 months, evaluating the effect of the deterioration in the physiological quality
of the seeds. Finally, in the third study the effect of the storage for 5 years on
physiological parameters was analyzed. In the first experimental phase it was
found that during the development of the seed, the content of soluble
carbohydrates increased from 33 to 118 pg g™ fresh weight, and the content of
sucrose in the seed increased from 13 to 25 pg g . In the metabolism of the
sucrose, the invertase acid had high levels to 15 days after polinization (DPP) and
then diminished continuously to come to his minimal activity to 55 DPP. On the
other hand, the sucrose synthase turned out to be undetectable in the first 15 DPP,
although later on it increased to reach his maximum activity at 35 DPP, and then
declined. These results demonstrate that both enzymes, are active in the seed of
husk tomato, and serve to metabolize the sucrose that is used in the growth and
accumulation of reserves. In the second phase it was found that after eight months
of storage, only there was a significant deterioration with 23.8 °C and 81.4% RH,
since it caused the decrease of: germination, from 69.8 to 29.3%; viability, from 81
to 46%; emergency speed of radicle, from 20.39 to 9.88 radicles dia™’; respiration,
16.13 t0 6.63 nmol CO, g"' s and electrical conductivity of the imbibition solution,
3210 97.1 us cm™'g™. Finally, the third study showed that after 5 years, the viability
decreased from 84.5 to 50.8%, the emergency speed of the radicle from 79 to 34.3
radicles d” and the electrical conductivity raised from 31 to 80 us cm™. Also, the
weight of thousand seeds lowered from 1360 to 1140 mg and the weight of 20
seedlings after 10 d of sowed diminished from 1306 to 876 mg. The losses in
germination of the seed increased linearly on having increased the time of storage,
with a rate of reduction per year of 8.7%. The seed of husk tomato can only be
preserved in these conditions for 3 years with 65.8% of germinability and only for
one year with 80% germinability.

Key words: husk tomato, tomatillo, seeds, sucrose synthase, invertase acid.



INTRODUCCION GENERAL
1. Antecedentes

México es centro de origen de las especies del género Physalis donde forma
parte de los numerosos platillos de la cocina mexicana desde épocas precolombinas,
sobre todo en forma de salsas y ensaladas. La superficie cosechada de tomate de
cascara en el pais se ha incrementado desde 1932 y adquirié importancia en la década
de los setenta, ya que antes practicamente sélo se cultivaba en el centro del pais. A
partir de la década de los ochenta se ha exportado tanto en fresco como industrializado
a los Estados Unidos de Norteamérica (Pérez y Granados, 2001), en México, el tomate
de cascara ocupa el quinto lugar entre las especies horticolas, superada unicamente
por chile, jitomate, papa y cebolla. A partir de los noventa su cultivo se ha extendido a
26 de los 32 Estados de la Republica (Pena y Santiaguillo, 1998). En el afio 2003, la
superficie sembrada fue de 48,639 ha con un rendimiento medio de 12.362 t ha™
(Robledo et al., 2004).

A pesar de su importancia, la investigacion que existe en esta especie aun es
escasa, particularmente la relacionada con el conocimiento de la importancia que
tienen algunas caracteristicas fisiolégicas y morfolégicas en la determinacion del
rendimiento de semilla de alta calidad y la vida de dichas semillas.

El desarrollo de la semilla es dependiente de la fijacién fotosintética del bidxido
de carbono y del transporte de sacarosa, aminoacidos y acidos organicos a la semilla
(Bradford y Nonogaki, 2007). En la mayoria de especies vegetales el carbono asimilado
por las hojas es transportado como sacarosa, un disacarido formado por glucosa y

fructosa unidas por un enlace glicosidico (Azcon-Bieto y Talén, 2000).



Una vez descargada en el érgano demanda, la sacarosa debe ser hidrolizada
por las enzimas invertasa y sacarosa sintasa en los dos monosacaridos que la
componen (glucosa y fructosa) para que pueda ser utilizada en el proceso de
biosintesis de sustancias de reserva, como almidén que es la forma de reserva de
carbono mas importante en plantas superiores (Slattery et al., 2000), o de compuestos
estructurales como celulosa que se sintetiza en grandes cantidades durante el
crecimiento celular de 6rganos de reserva (Delmer y Amor, 1995).

Una vez que la semilla alcanza su madurez fisiolégica logrando una maxima
acumulacion de reservas, lo que se relaciona directamente con maximos valores de
germinacion, velocidad de crecimiento de la plantula (vigor) y tolerancia a condiciones
adversas, se inicia el proceso de deterioro, el cual depende de las condiciones en que
se almacenan las semillas.

Los mecanismos que causan el deterioro de la semilla son multiples. El
almacenamiento en condiciones ambientales desfavorables y el consecuente deterioro
de la semilla provocan disminucién en su germinabilidad, asi como en la subsecuente
velocidad de crecimiento de la plantula y en su tolerancia a condiciones adversas. Tal
deterioro esta asociado con una menor acumulacion de carbohidratos en la semilla e
insuficiencia de sustratos respiratorios para la germinacién. Por ello, un signo temprano
de envejecimiento de la semilla es la disminucion significativa de su tasa respiratoria

(Bernal y Leopold, 1992).



En ese contexto, la presente investigacion tuvo los siguientes:
2. Objetivos

- Estudiar la actividad enzimatica y el contenido de sacarosa de la semilla de
tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.) y su relacion con el desarrollo de las
caracteristicas de calidad fisica y fisiologica.

- Analizar el efecto de diferentes temperaturas y humedades relativas durante el
almacenamiento de semillas de tomate de cascara cosechadas en diferentes etapas de
desarrollo sobre sus caracteristicas de germinacion, vigor, respiracion y conductividad
eléctrica.

- Cuantificar el efecto del envejecimiento de la semilla de tomate de cascara
almacenada en condiciones naturales sobre sus caracteristicas de germinacion, vigor,

disponibilidad de reservas, respiracion, integridad y permeabilidad de membranas.

3. Hipotesis

- Las enzimas sacarosa sintasa e invertasa acida, estan presentes y activas en
la semilla de tomate de cascara y estan correlacionadas con el crecimiento y
acumulacion de carbohidratos en la semilla.

- Las reducciones de la calidad fisica y fisiolégica en semillas de tomate de
cascara son ocasionadas por la temperatura de almacenamiento de 23 °C vy
humedades relativas superiores a 80%, debido a alteraciones fisiologicas en

respiracion y permeabilidad de membranas.



- El deterioro natural de la semilla de tomate de cascara presenta una
correlacion directa con los afos de almacenamiento y es debido a la disminucion de

reservas.

4. Revision de literatura
4.1. Desarrollo de la semilla

La formacion de las semillas puede ser dividida en cuatro etapas fundamentales:

1. Histodiferenciacion

Una semilla es un érgano reproductivo que se desarrolla a partir de un évulo, por
lo general una vez fecundado. En las angiospermas los oOvulos estan totalmente
encerrados dentro del ovario. El desarrollo de la semilla se inicia con la fecundacion, la
unién de un nucleo masculino haploide procedente del grano de polen con un nucleo
femenino haploide dentro del évulo para formar un nuevo organismo, que es diploide.
La fecundacién es precedida por la polinizacién, que es la llegada de un grano de polen
al estigma de la flor femenina en las angiospermas o cerca del micrépilo del évulo en
las gimnospermas. Es importante distinguir estos dos procesos de polinizacion y
fecundacion. En la mayoria de las angiospermas el alargamiento del tubo polinico es
rapido, y entre la polinizacién y la fecundacién transcurren sélo unos dias, o incluso

unas horas (Bradford y Nonogaki, 2007).

En el momento de la fecundacién el 6vulo consta de una o dos cubiertas
protectoras (los integumentos) y un tejido central (la nucela). Es frecuente que los
integumentos y la nucela estén claramente diferenciados sélo en la regidon del micropilo

(el minasculo poro situado en los integumentos) a través del cual, en muchas especies,



entra en la nucela el tubo polinico. El évulo esta unido a la pared del ovario por un
filamento, el funiculo. La meiosis de una célula madre dentro de la nucela, seguida de
varias divisiones celulares mitéticas, lleva a la formacién del saco embrionario, una
estructura haploide de ocho nucleos y siete células que ocupa el espacio central dentro
de la nucela. Cuando el tubo polinico llega al saco embrionario libera dos gametos
masculinos. Uno de éstos se une con uno de los nucleos del saco embrionario (la
célula huevo) para formar un zigoto que después se convierte en la planta embrionaria
diploide. El segundo gameto masculino se une con otros dos nucleos femeninos (los
nucleos polares) para formar una célula triploide que después se convierte en el
endospermo, tejido que actua como reserva nutricia para el embridon en crecimiento.
Los otros cinco nucleos del saco embrionario (dos sinérgidas y tres células antipodales)
no desempefan después funcién alguna en el desarrollo de la semilla. Para que se
desarrolle una semilla viable es necesario que se produzca satisfactoriamente tanto la
fecundacion de la célula huevo como la triple fusion con los nucleos polares (Bradford y

Nonogaki, 2007).

En el desarrollo del évulo fecundado hasta convertirse en la semilla madura
intervienen varias partes. Primeramente, los integumentos del évulo se transforman en
la cubierta de la semilla madura. Esta cubierta consiste a veces en dos revestimientos
distintos, una cubierta externa, tipicamente firme, que es la testa, y otra interna, por lo
general delgada y membranosa, que es el tegmen. La testa protege al contenido de la
semilla de la desecacion, los danos mecanicos o los ataques de hongos, bacterias e
insectos, hasta que se abre en la germinacion. No obstante, entre las angiospermas la

cubierta seminal presenta una gran variacion. Posteriormente, en algunos géneros



puede persistir la nucela en forma de una capa delgada (el perispermo) que esta
situada en la parte interna de la cubierta y que suministra reservas nutritivas al
embrién. En la mayoria de las angiospermas, en cambio, desaparece pronto, y su

funcién pasa a desempefiarla el endospermo (Bradford y Nonogaki, 2007).

En resumen, durante esta etapa el cigoto sufre division mitética y las células
hijas se diferencian para formar el cuerpo basico del embrién, compuesto del eje
embrionario y de los cotiledones; ocurre la formacion del endospermo triploide. Los
tejidos embrionarios son metabdlicamente muy activos, con altos niveles respiratorios,
y con los organelos subcelulares, como mitocondrias y cloroplastos, bien diferenciados

(Kobayashi et al., 2003; Matilla, 2000).

2. Acumulacion de reservas

El endospermo suele crecer con mas rapidez que el embridon durante el periodo
que sigue inmediatamente a la fecundacion. Acumula reservas de alimentos y en su
maximo desarrollo es rico en carbohidratos, grasas, proteinas y hormonas del
crecimiento. En algunas especies el endospermo sigue siendo evidente y continua
ocupando mas espacio en la semilla que el embridn, aun en las semillas maduras. En
otras especies, el embrion va absorbiendo las reservas nutritivas del endospermo
durante sus ultimas fases de desarrollo, hasta que el endospermo desaparece cuando

la semilla estda madura (Bradford y Nonogaki, 2007).

Estas reservas sirven como depdsitos que se requeriran cuando el plasmalema

se expande durante la imbibicion y la germinacién (LePrince et al., 1990). El suministro



adecuado de materia prima para formar membranas ayudaria a aliviar algunas

tensiones mecanicas (Berjak et al., 1993).

3. Maduracion - secado

El embrion ocupa la parte central de la semilla. Su grado de desarrollo cuando la
semilla estd madura varia considerablemente segun la especie. En los embriones de
algunas especies se pueden distinguir todas las partes de la planta rudimentaria; la
radicula, que en la germinacién dara lugar a la raiz primaria; las hojas de la semilla o
cotiledones; la plumula, de la que surgira el tallo primario, y el hipocétilo, que conecta
los cotiledones con la radicula. Cuando el embridn absorbe todas las reservas nutritivas
del endospermo, los cotiledones gruesos y carnosos suelen convertirse en los
principales 6rganos de almacenamiento de alimento y ocupar casi toda la cavidad

seminal.

En su forma mas compleja, la semilla madura puede estar integrada por tejido
diploide procedente de la planta madre (la cubierta seminal, incluidos la testa y el
tegmen, y el perispermo), tejido triploide en el endospermo y tejido diploide de la nueva
combinacion genética en la descendencia del embrion. Pero puede faltar tanto el
perispermo (casi siempre) como el endospermo (con frecuencia). Los componentes
esenciales de todas las semillas son el embrion, el revestimiento protector que es la
cubierta seminal y una reserva de sustancias nutritivas que pueden estar almacenadas
en los cotiledones, el hipocdtilo, el endospermo o el perispermo (Bradford y Nonogaki,

2007).



En ocasiones puede desarrollarse mas de un embrién en una sola semilla,

poliembrionia que se ha reportado en varios géneros. No obstante, es la excepcion.

La maduracion generalmente concluye con un bajo contenido de humedad y una
reduccion gradual en el metabolismo, como consecuencia de la pérdida de agua en los
tejidos de la semilla, y el embridon pasa a un estado metabdlicamente inactivo (Kigel y

Galili, 1995; Matilla, 2000).

4. Germinacion

Durante la imbibicién de la semilla madura ocurre una reactivacion de los
sistemas metabdlicos existentes, complementados por la sintesis de nuevos
componentes que llevan a reanudar a la expansion celular (alargamiento de radicula) y
la division celular. El desarrollo de la semilla y la germinacién son dos fases fisioldgicas
distintas del ciclo de vida de la planta, ambos relacionados con el estado de reservas.
El desarrollo de la semilla es esencialmente anabdlico, caracterizado por la sintesis y
acumulaciéon de reservas en los tejidos de almacenamiento. En la germinacion, en
cambio, las reservas previamente acumuladas son hidrolizadas para sostener el
crecimiento inicial de la plantula, mediante la actividad de enzimas catabdlicas (Kigel y

Galili, 1995; Kobayashi et al., 2003).

4.2. Aspectos bioquimicos de la formacion de las semillas
La capa de la semilla, un 6rgano materno, es el sitio de conexiéon no vascular
entre el floema y el embrion. Los asimilados, por ejemplo sacarosa y aminoacidos

emigran por esta via hacia el embrion. Un factor importante en el desarrollo de la



semilla, es la distribucion, almacenamiento y utilizacion de los carbohidratos, puesto
que son una fuente importante de energia para el crecimiento de la célula. La sacarosa
es el carbohidrato principal en el desarrollo de la semilla en las plantas. La sacarosa es
un azucar de transporte universal y su metabolismo al igual que la alta actividad de las
enzimas que la metabolizan, juegan un papel importante en el desarrollo de la semilla

(Islam, 2001; Gallardo et al., 2003).

4.2.1. Metabolismo de la sacarosa en la semilla

La sacarosa es un disacarido que se obtiene después de la reduccion del didxido
de carbono en presencia de luz y agua, siendo transportado a los tejidos no
fotosintéticos (tejidos de reserva), como la semilla. La sacarosa esta formada por
glucosa y fructosa con un enlace (a1—32). Dependiendo de la actividad fisiolégica y de
las necesidades bioquimicas de los tejidos heterotréficos, la sacarosa es canalizada
mediante distintas vias en los diferentes compartimentos subcelulares (Figura 1).
Puede entrar en la glucdlisis y en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos para la
produccion de ATP y NADH, también puede ser usada para la biosintesis de
metabolitos primarios importantes para el crecimiento y desarrollo de tejidos. Por otro
lado, la sacarosa puede convertirse en polimeros tales como almidén, tricilgliceridos o
polipéptidos de almacenamiento de larga duracién, o bien en componentes secundarios
utiles para la defensa ante predadores, infecciones u otros desafios ambientales.
Muchos de estos procesos pueden tener lugar en la misma célula y al mismo tiempo;
por lo tanto, la distribucion de la sacarosa para esos diferentes procesos requiere unos

mecanismos de control eficientes y precisos (Ho, 1996; Sturm, 1999).
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Sacarosa

Sacarosa

Sacarosa—» SS

Figura 1. Rutas de sintesis, transporte y metabolismo de la sacarosa desde las hojas hasta los frutos
inmaduros de tomate. La sacarosa, tras ser sintetizada en el citosol de las células del mesdfilo, a partir
de las triosas fosfatos sintetizadas en los cloroplastos, es transportada, via simplasto, a las células
acompanantes del floema, hasta donde llegara via apoplasto. Una vez recorrido el floema llega hasta los
organos de demanda, donde sera almacenada en las vacuolas o hidrolizada para obtener glucosa y
fructosa, que una vez activadas, seran la base para el crecimiento y mantenimiento celular. Enzimas
metabolizando carbohidratos: Al, invertasa acida; SS, sacarosa sintasa; AP, ADPG-pyrofosforilasa; PP,
fosforilasa; SPS, sacarosa fosfato sintasa. (Ho, 1996; Azcon-Bieto y Talon, 2000).
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El almacenamiento de sacarosa puede ser a corto plazo o a largo plazo de
acuerdo a su duracion. El almacenamiento a corto plazo se refiere a la acumulacién de
sacarosa que ocurre en las vacuolas de las células verdes en los momentos en los que
la fotosintesis es alta y la capacidad de carga del floema esta saturada. El
almacenamiento a largo plazo se refiere a la sacarosa acumulada en muchos frutos y
organos especializados (semillas, bulbos, raices, rizomas, internodos, etc.) durante un
periodo latente (Echevarria, 1998). En muchos casos el almacenamiento es un proceso
temporal y finaliza con la movilizacién de la sacarosa.

El mantenimiento de un aporte constante de sacarosa a los frutos y semillas es
dependiente de la movilizacién diurna de la sacarosa, almacenada a corto plazo, desde
la vacuola de células verdes. La demanda metabdlica de la sacarosa almacenada a
largo plazo ocurre en procesos vitales como el resurgimiento del metabolismo en
tejidos reproductivos, en la germinacién de semillas, en el mantenimiento de la
viabilidad de la célula y durante la escasez de fotoasimilados (Echevarria, 1998).

Las células contienen de forma invariable una cantidad significativa de sacarosa
libre. Estas concentraciones de sacarosa pueden ser muy variables dependiendo del
tejido de almacenamiento (Keller, 1989).

La utilizacién de la sacarosa como fuente de carbono y energia depende de su
division hasta hexosas (fructosa y glucosa). En plantas esta reaccidén esta catalizada
por las enzimas sacarosa sintasa o invertasa (Zhang et al., 2003).

En los o6rganos de acumulacion de sacarosa, tales como la semilla, la

productividad esta ligada a la cantidad de sacarosa almacenada, que dependera de la
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regulacion de las enzimas que catalizan el ultimo paso de biosintesis de sacarosa o la

division de este disacarido (Fieuw y Willenbrink, 1987).

4.2.2. Enzimas implicadas en el metabolismo de la sacarosa

Se han descrito tres reacciones implicadas en la sintesis y degradacion de
sacarosa en plantas (Cardini et al., 1955).

La primera de estas reacciones es llevada a cabo por la enzima sacarosa
sintasa (SS) que realiza una reaccion reversible (Cardini et al., 1955).

UDP-Glc + Fructosa <> Sacarosa + UDP

Asi, esta sacarosa sintasa convierte sacarosa, en presencia de Uridina 5-
difosfato (UDP), en UDP-Glucosa y fructosa. Aunque la sacarosa sintasa es capaz de
sintetizar sacarosa, hay evidencia de que la SS en vivo esta principalmente implicada
en la degradacion de sacarosa (Sturm, 1999).

La SS esta asociada a la membrana plasmatica o al tonoplasto, ademas de
encontrarse en forma soluble en el citoplasma (Sturm, 1999; Echevarria, 1998).

Otra de las reacciones que se producen en el metabolismo de la sacarosa esta
determinada por la actividad de la invertasa. La invertasa es una hidrolasa que lleva a
cabo la reaccién irreversible de degradacion de la sacarosa en dos monosacaridos:

Sacarosa—Fructosa + Glucosa
Las invertasas se dividen en dos grandes grupos: invertasa acida e invertasa

neutra (Sturm, 1996).
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La accién combinada de la sacarosa sintasa e invertasa intervienen en las
concentraciones de sacarosa que encontramos en las células de almacenamiento de la
semilla.

La actividad relativa y las funciones de cada una de estas enzimas son

complejas, cambiando con las diferentes fases de desarrollo de la semilla.

4.2.2.1. Sacarosa sintasa (SS)

La sacarosa sintasa tiene un papel mas activo en la division que en la sintesis de
sacarosa (Hawker, 1985).

En los 6rganos de reserva de carbohidratos la actividad de la SS es muy altay a
menudo es la actividad degradativa predominante, de forma que provee de substratos
para la respiracién, sintesis de almidén y sintesis de pared celular (Giaquinta, 1979).

La SS juega un papel importante en el transporte de sacarosa almacenada en la
vacuola de betabel y otras especies acumuladoras de azucar. Esta sacarosa es
transportada a través del tonoplasto hacia el citosol mediante un transportador de
sacarosa dependiente de ATP. La SS esta asociada a este transportador, en la cara
citoplasmatica del tonoplasto, y rompe la sacarosa una vez que ha salido de la vacuola
(Echevarria, 1998). Aproximadamente el 8-10% del total de SS existente en la célula
esta asociada al tonoplasto. Para el transporte extracelular, la sacarosa es transportada
por un sistema mediado por vesiculas del tonoplasto que protegen a la sacarosa de
ataques de enzimas citolégicas y previenen la expresion no deseada de genes

mediados por sacarosa (Echevarria, 1998).
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También se ha descrito la SS asociada a la cara citoplasmatica de la membrana
plasmatica que permitiria la transferencia de glucosa (via UDP-Glucosa), procedente
de la ruptura de la sacarosa, a una cadena de celulosa en crecimiento (Kohorn, 2000).
Asi, la SS es una enzima que puede ser encontrada tanto soluble en el citosol, como

asociada a membrana (plasmatica o tonoplasto).

4.2.2.2. Invertasa acida (lA)

La funcion mas usual de las invertasas es proveer a la célula de recursos para la
respiracion, y de carbono y energia para la sintesis de numerosos compuestos
diferentes. Las invertasas pueden también estar implicadas en el transporte de
sacarosa a larga distancia generando el gradiente de concentracion de sacarosa
necesaria entre las zonas de carga y descarga del floema (Klotz y Finger, 2002).

En é6rganos de almacenamiento de sacarosa (semillas, tubérculos o raices) se
cuestiona si son las invertasas o la SS las mayoritariamente implicadas en el
metabolismo de degradacion de la sacarosa.

En las semillas en desarrollo de trigo (Riffkin et al., 1995) y tubérculos de papa
(Sung et al., 1989), la SS es la actividad predominante y la hidrélisis de sacarosa via
invertasa es baja. Weber et al. (1997) dedujeron lo opuesto en sus estudios en haba
durante el desarrollo de la semilla, encontrando una buena correlacion entre los niveles
de hexosas en los cotiledones y los niveles de actividad invertasa de pared celular en la

cubierta de la semilla.
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En semillas de zanahoria (Silva y Ricardo, 1992) y maiz (Weber et al., 1997) las
invertasas desarrollan un papel importante en el aporte de carbohidratos al
endospermo, especialmente en las etapas tempranas de diferenciacion celular.

Por el contrario, los tejidos de semilla dedicados activamente al almacenamiento
tienen a menudo unos niveles de actividad de |IA considerablemente bajos, y altos
niveles de actividad SS (Quick y Schaffer, 1996).

La invertasa acida soluble (IA) se considera mas relacionada con la expansion
celular y facilita el crecimiento de la semilla. La ruptura de la sacarosa en la vacuola
provoca un aumento de los niveles de glucosa y fructosa en las raices en crecimiento.
Esto disminuye el potencial hidrico de la vacuola, permitiendo la entrada de agua y la
expansion celular (Gibeaut et al., 1990). Existe relacién entre la actividad IA y la
proporcion en la elongacion de la célula (Pfeiffer y Kutschera, 1995).

En este sentido, se encontraron altas actividades IA, en tejidos en crecimiento
en tomate (Nguyen-Quoc y Foyer, 2001).

En general, se propone que la actividad IA sélo esta presente en las etapas
tempranas del desarrollo, declinando rapidamente, hasta hacerse practicamente

indetectable.

4.3. Almacenamiento de la semilla

Se puede definir al almacenamiento como la conservacion de semillas viables
desde el momento de la recoleccion hasta que se necesitan para la siembra (Copeland
y Mcdonald, 2001). Cuando las semillas se pueden sembrar inmediatamente después

de la recoleccion, no se precisa almacenamiento. La fecha idonea para sembrar las
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semillas de una determinada especie depende de la fecha prevista de la siembra. Lo
mas habitual es que sea necesario almacenar la semilla durante periodos de tiempo

diversos, periodos que cabe clasificar de la manera siguiente (Walters et al., 2005):

Hasta un afo, cuando la produccion de semilla se efectia con periodicidad
anual, pero es necesario esperar la temporada idénea para la siembra. De 1 a 5 afios o
mas, cuando una especie fructifica en abundancia a intervalos de varios afnos y debe
recolectarse en un afo buena semilla suficiente para satisfacer las necesidades
anuales en los afos intermedios, en los que la produccion de semilla es escasa. De
largo plazo, con fines de conservacion de recursos genéticos. El periodo de
almacenamiento varia en funcion de la longevidad de la semilla, de la especie de que
se trate y las condiciones del almacenamiento; no obstante, en especies que se
almacenan en ambientes 6ptimos, el tiempo de almacenamiento se suele medir en

decenios.

Los medios que se precisan estan relacionados con la cantidad de semilla que
se va a almacenar y con la duracién del almacenamiento. Crear unas instalaciones
costosas, capaces de mantener la viabilidad de las semillas durante 10 afos, cuando
éstas no se van a almacenar por mas de nueve meses es tirar el dinero. Es asimismo
un gasto innecesario recolectar, extraer y limpiar la semilla cuando las condiciones de
almacenamiento son tan insuficientes que el 90% de ella muere antes de llegar al

campo (Copeland y Mcdonald, 2001).

El periodo durante el cual la semilla puede seguir siendo viable sin germinar

depende mucho de su calidad en el momento de la recoleccién, el tratamiento al que se
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la somete entre la recoleccion y el almacenamiento y las condiciones en que se
almacena. No obstante, la longevidad de la semilla varia también muy
considerablemente entre unas especies y otras, aun cuando reciban un tratamiento

idéntico y se las almacene en las mismas condiciones.

En la actualidad se distinguen dos tipos principales de semillas (Roberts, 1973):

1. Ortodoxas. Semillas que pueden secarse hasta un contenido de humedad (CH)
bajo, de alrededor del 5% (peso en humedo), y almacenarse perfectamente a

temperaturas bajas o inferiores a 0 °C durante largos periodos.

2. Recalcitrantes. Semillas que no pueden sobrevivir si se las seca mas alla de un
contenido de humedad relativamente alto (con frecuencia en el intervalo de 20 y
50%, peso en humedo) y que no toleran el almacenamiento durante largos

periodos.

Dentro de estos dos tipos pueden establecerse varias subdivisiones, como por
ejemplo entre semillas ortodoxas con o sin cubierta y entre semillas recalcitrantes que
soportan o no temperaturas bajas, inferiores a 10 °C. Dentro de cada una de las clases
principales siguen existiendo diferencias considerables entre las especies en cuanto al
periodo durante el que se mantiene la viabilidad en unas condiciones dadas. Cabe
establecer asimismo una distincion entre las especies auténticamente recalcitrantes y
las que son simplemente dificiles; estas ultimas pueden llegar a comportarse como las
ortodoxas cuando por ejemplo se eligen con especial atencion los métodos que se

aplican para secarlas (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).
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4.3.1. Factores que afectan la duracién de la vida de la semilla

Estado de desarrollo de la semilla. Las semillas plenamente maduras conservan su
viabilidad durante mas tiempo que las semillas que se recolectan inmaduras. Es posible
que determinados compuestos bioquimicos que son esenciales para conservar la
viabilidad no se formen antes de las fases finales del proceso de maduracién de la
semilla. Entre ellos figuran algunos compuestos que inducen la latencia, y ésta parece
estar asociada con la longevidad de la semilla (Desai et al., 1997; Copeland vy

Mcdonald, 2001).

Ausencia de dano mecanico. Las semillas que resultan dafadas mecanicamente
durante la extraccion, limpieza, separacion, etc. pierden enseguida su viabilidad. El
peligro es maximo en las especies que tienen la cubierta seminal delgada o blanda. El
calor excesivo durante la extraccion o el secado dafia también la semilla. Hay que
procurar que durante la preparacion de la semilla para el almacenamiento se empleen
los tiempos minimos, las temperaturas mas bajas y las velocidades de maquina

minimas que sean necesarias (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

Ausencia de deterioro fisioldégico. La manipulacién deficiente, durante el transito o
durante el procesamiento deteriora fisiolégicamente las semillas aun cuando no existan
dafios mecanicos o por hongos. Las semillas ortodoxas deben disponer de ventilacién
suficiente para evitar la respiracion rapida y el recalentamiento, mientras que a las
semillas recalcitrantes hay que protegerlas de un secado excesivo (Desai et al., 1997;

Copeland y Mcdonald, 2001).
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Ausencia de hongos e insectos. En el caso de las especies que se almacenan a
temperaturas bajas y con un contenido de humedad bajo, las propias condiciones de
almacenamiento deben evitar la aparicion de hongos e insectos. No obstante, es
necesario evitar cosechas que presenten una alta incidencia de ataques de hongos o
insectos y efectuar todas las operaciones de recoleccion, transporte, procesamiento,
etc. con la mayor rapidez posible a fin de asegurar que la semilla no resulte dafiada
antes de iniciar el almacenamiento. El ataque de hongos e insectos se produce con

muchisima rapidez en el suelo (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

Viabilidad inicial. Los lotes de semilla que tienen inicialmente una viabilidad y una
capacidad de germinacion altas presentan en el almacenamiento una longevidad mayor
que los que tienen una viabilidad inicial baja. Antes del almacenamiento, y sobre una
muestra de cada lote de semilla, deben efectuarse ensayos de germinacién, precedidos
en caso necesario por un tratamiento previo apropiado para romper la latencia, a fin de
determinar el tiempo probable durante el que la semilla conservara su viabilidad una

vez almacenada (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

4.3.2. Condiciones de almacenamiento y envejecimiento

La calidad fisiologica de la semilla se refiere, a la caracteristica de viabilidad de
una semilla, a la alta capacidad de germinacion y vigor para establecer nuevos
individuos y es trascendente para los agricultores y la industria semillera. La semilla es
un organismo vivo y como tal, esta sujeta a procesos degenerativos graduales que
culminan con su muerte. Los cambios fisiolégicos que suceden en las semillas

envejecidas son consecuencia de cambios bioquimicos que tienen lugar en ellas. En un
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proceso continuo de envejecimiento, esos cambios son graduales y su magnitud
depende del tiempo de almacenamiento y de las condiciones a las que esté sujeta la
semilla, mientras que la senescencia representa una serie de procesos fisioldgicos
degenerativos, genéticamente controlados, que conducen irreversiblemente a la muerte

(Ponce et al., 1992)

Algunos cambios fisioldgicos que se producen en los tejidos celulares pueden
estar asociados con el envejecimiento fisioldgico de las semillas. Estos inducen (1) la
pérdida de reservas nutritivas debida a la respiracion, por ejemplo una disminucion de
las proteinas y los azucares no reductores, acompafiada de un incremento de los
azucares reductores y los acidos grasos libres; (2) una acumulaciéon de subproductos
de la respiracion que son téxicos o inhibidores del crecimiento; (3) la pérdida de
actividad de los sistemas enzimaticos; (4) la pérdida de capacidad, en las moléculas
proteinicas desecadas, para recombinarse y formar moléculas protoplasmicas activas
en una rehidratacion ulterior; (5) el deterioro de las membranas celulares
semipermeables; (6) la peroxidacién de los lipidos, lo que hace que se produzcan
radicales libres que reaccionan con otros componentes de la célula y los dafan, y (7)
alteraciones en el ADN del nucleo celular, que producen mutaciones genéticas y dafio
fisiologico (Roberts, 1973). No esta claro todavia hasta qué punto esos diversos efectos
son las causas del deterioro o simplemente sus sintomas, pero se ha sugerido que la
produccion de radicales libres es el primer efecto del envejecimiento y que el dafio que
sufren los diversos sistemas de la célula es el resultado de la liberacién de esos

radicales libres (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).
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Cualquiera que sea el mecanismo exacto del deterioro de las semillas, se
coincide en que, en lo que se refiere a las semillas ortodoxas, la pérdida de viabilidad
es un fendmeno que esta regido en gran parte por la tasa de respiracion. Es probable
que todas las medidas que reduzcan la tasa de respiracion, sin producir por otra parte
dafnos a la semilla, consigan prolongar la vida de la semilla almacenada. Esas medidas
son el control de oxigeno, el control del contenido de humedad y el control de la
temperatura. En las semillas recalcitrantes, los niveles minimos seguros de oxigeno,
contenido de humedad y temperatura, y por consiguiente de respiracién, son todos
considerablemente mas altos que los aplicables a las semillas ortodoxas, pero siempre
que esos niveles se mantengan por encima del minimo seguro en cada especie, parece
que puede prolongarse la longevidad manteniendo las semillas lo mas cerca posible de
esos minimos a fin de evitar una tasa de respiracion excesivamente elevada (Desai et

al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

La atmdsfera de almacenamiento

La forma mas evidente de reducir la tasa de respiracion aerdbica consiste en
excluir el oxigeno de la atmdsfera que rodea a las semillas. Esto puede efectuarse
sustituyendo el oxigeno por otros gases, como CO, o nitrégeno, o mediante un vacio
parcial o completo. En un experimento con semillas de lechuga que cita Roberts
(1972), se guardaron las semillas en recipientes herméticos a 18 °C y un CH del 6%.
Transcurridos tres afios, las semillas almacenadas en una atmdsfera de oxigeno puro
tenian una viabilidad del 8%, las almacenadas en el aire normal una viabilidad del 57 %,
las almacenadas en nitrégeno, argéon o CO, del 78% y las almacenadas en vacio del

77%. Los mejores resultados se obtuvieron con una atmosfera de almacenamiento de
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nitrégeno, seguida por el CO,, mientras que con el almacenamiento al vacio y en el aire
se obtuvieron resultados menos satisfactorios. A la mas alta de las temperaturas que
se utilizaron, 35 °C, en la que el deterioro de la viabilidad fue mas rapido, la
germinacion final, tras 50 semanas de almacenamiento en recipientes herméticos con
un CH del 8 por ciento, habia perdido un 8% en nitrégeno, 14% en CO,, 21% en el
vacio y 29% en el aire. El mismo orden se obtuvo al comparar la velocidad de
germinacion y el vigor de las plantulas germinadas (medido como peso en seco 49 dias
después de la siembra). Aunque experimentalmente se ha conseguido prolongar la vida
de la semilla en estas magnitudes, algunos de estos métodos son de costosa
aplicacién, y ademas sus efectos sobre la vida de la semilla no son tan notables como
los que tienen las diferencias de temperatura y humedad. La exclusién del oxigeno
evita la respiracion aerdbica, pero no la anaerdbica, mientras que reduciendo el CH y la
temperatura se consigue rebajar el nivel de ambas. Se han efectuado predicciones
sistematicas de la duracion de la vida de las semillas de diversas especies agricolas en
una gama de temperaturas y CH (Ellis y Roberts 1981), pero no se dispone de
predicciones cuantitativas analogas del efecto de los niveles de oxigeno sobre la

longevidad (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

El contenido de humedad de la semilla

Las relaciones entre el contenido de humedad de la semilla sobre la base del
peso en humedo o en fresco y el CH sobre la base del peso en seco, y entre el CH en
equilibrio de la semilla y la humedad relativa de la atmésfera circundante son factores
importantes en el procesamiento. No lo son menos en lo que se refiere al

almacenamiento. En el primer caso, la manipulacion de la humedad relativa (HR)
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puede modificar eficazmente el CH de las semillas hasta que alcanzan el valor 6ptimo
para el almacenamiento, y en el segundo caso el CH puede mantenerse en ese valor
optimo o cerca de él manteniendo una HR adecuada en la atmdésfera en que estan

inmersas las semillas.

En las semillas ortodoxas, el contenido de humedad es probablemente el mas
importante de los factores que determinan la longevidad de la semilla. Reduciendo el
CH se reduce la respiracién, y con ello se desacelera el envejecimiento de la semilla y

se prolonga su viabilidad (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

Para prevenir la actividad de los hongos es mas eficaz controlar el CH que
controlar la temperatura. Con unos niveles suficientemente altos de CH y HR, puede
darse actividad de hongos entre -8 °C y +80 °C (Roberts, 1972), y es mas facil
mantener el CH por debajo del 12-14% (o la HR en un equilibrio de alrededor del 65%)
que mantener la temperatura por debajo de 0 °C (Desai et al., 1997; Copeland vy

Mcdonald, 2001).

Se ha sostenido que las semillas embebidas pueden reparar, de una manera
que no pueden hacerlo las semillas que tienen un CH mas bajo, los dafos causados
por los radicales libres en las membranas celulares, enzimas y ADN del nucleo celular.
Pero el almacenamiento prolongado de semillas embebidas puede ser dificil en la
practica, pues es preciso mantener alta y constante la humedad, para la imbibicién, y
también una cantidad de oxigeno suficiente, y evitar al mismo tiempo que las semillas

germinen y que se promueva la multiplicacion de hongos y bacterias (Roberts, 1981).
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El contenido de humedad es también importante en las semillas recalcitrantes,
pero en este caso el CH critico no es el maximo que exige un almacenamiento
prolongado, sino el minimo necesario para secar las semillas. El almacenamiento debe
efectuarse a valores muy préximos al CH minimo seguro, pues cuanto mas alto sea el
CH, tanto mas aumentara la tasa de respiracion y tanto mas se acelerara la pérdida de
viabilidad. Y entre mas alta es la tasa de respiracion, mayor es la cantidad de energia
que se libera, con riesgo de recalentamiento y muerte de la semilla a menos que se
ponga especial cuidado en mantener una ventilacion suficiente (Desai et al., 1997;

Copeland y Mcdonald, 2001).

Segun Walters et al., (2005), los diversos niveles de hidratacion en las semillas
corresponden a distintas caracteristicas y diferentes procesos quimicos y metabdlicos
(Figura 2). Semillas completamente hidratadas (¥=~-1 MPa; hidratacion nivel V)
pueden crecer. Respuestas a la tensién pueden ser perceptibles en niveles mas bajos
de hidratacion, inicialmente como la expresion de reparacion de stress relacionada con
proteinas y acidos nucleicos; en hidratacién nivel IV, desenfrenada radicales libres y
pérdida de integridad de la membrana; Nivel Il de la hidratacion. En los potenciales del
agua debajo de 215 MPa, las células han entrado oficialmente al estado seco (nivel Il
de hidratacion), y la mayoria (si no todos) de las reacciones contribuyen a la muerte de
la semilla en un cierto plazo. El rango de envejecimiento de la semilla depende de su
contenido de agua. Primero aumenta la longevidad con la deshidratacion (Nivel Il de la
hidratacion) y, en un cierto punto critico, disminuye con la sequedad adicional

(hidratacion I).
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Escala de humedad relativa

Figura 2. Relacion entre el nivel de hidratacién en las semillas y las actividades fisiolégicas observadas

en funcion del potencial del agua en la semilla (Walters et al., 2005).

En el punto critico (¥=-200 MPa, HR < 22%), un cambio en la composicién volatil
emitida por las semillas indica un switch en la forma de reacciones de degradacion. El
nivel de humedad que distingue los dos niveles de hidratacion es importante porque
define la longevidad maxima de un organismo en esa temperatura (Walters et al.,

2005).
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Temperatura de almacenamiento

Al igual que el contenido de humedad, la temperatura presenta una correlacién
negativa con la longevidad de la semilla; cuanto mas baja es la temperatura, tanto
menor es la tasa de respiracion, y por ello tanto mas prolongada la vida de la semilla
almacenada. Harrington (1970) sugirié otra norma practica para las semillas agricolas:
entre 50 °C y 0 °C, cada 5 °C de descenso de la temperatura de almacenamiento
supone duplicar la vida de la semilla. En el caso de las semillas ortodoxas, cuyo
contenido de humedad puede reducirse hasta unos niveles bajos, se consigue una

longevidad aun mayor mediante el almacenamiento a temperaturas inferiores a 0 °C.

La eleccion de la temperatura de almacenamiento varia considerablemente
segun la especie de que se trate y el periodo de tiempo durante el que se va a
almacenar la semilla. Cuanto mas baja sea la temperatura que hay que mantener en
una camara fria, tanto mas alto serd su costo, y posiblemente no sean necesarias
temperaturas inferiores a cero grados cuando la semilla se va a tener almacenada

solamente durante uno o dos anos.

El factor temperatura y el factor humedad estan tan interrelacionados que es
muy dificil separarlos. Las semillas que tienen un nivel de humedad relativamente alto
pueden almacenarse durante periodos notablemente mas largos a temperaturas
préximas a la de congelacion que a temperaturas mas altas, aunque éstas (30 °C) son
menos perjudiciales cuando el contenido de humedad de la semilla es bajo. En
resumen, cabe afirmar que el contenido de humedad critico se encuentra a un nivel

mas elevado cuando las temperaturas de almacenamiento son bajas que cuando son
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intermedias o altas, es decir, hasta cierto punto una temperatura baja puede
compensar un contenido de humedad alto, y viceversa. No obstante, es necesario
evitar por completo los riesgos de dafio por congelacion debido a la formacion de hielo
en las semillas que tienen un CH alto. Roberts (1981) ha sugerido que un CH del 20%
es posiblemente el limite superior critico para el almacenamiento a 0 °C, del 15% para -
20 °C y del 13% para -196 °C. Si se secan las semillas hasta que su CH es del 4-8%,
como se suele recomendar en las especies ortodoxas, no debe existir peligro de dafio

por congelacion, ni siquiera a temperaturas bastante inferiores a 0 °C.

En muchas semillas el contenido de humedad en equilibrio a una HR
determinada varia con la temperatura. Al igual que ocurre con el contenido de
humedad, las fluctuaciones térmicas repetidas producen pérdida de viabilidad. En la

medida de lo posible, la temperatura debe mantenerse en un nivel uniforme.

Humedad relativa

El contenido de humedad de la semilla mantiene un equilibrio higroscopico con
la humedad relativa del aire del almacén (Harrington, 1970). Esto se puede explicar de
forma mas simple diciendo que tanto el grano como el aire dan y reciben agua hasta
llegar a un equilibrio. ElI contenido de humedad de la semilla se incrementa al
incrementarse la humedad relativa y en consecuencia la longevidad de la semilla

disminuye (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).
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Luz

Se ha reportado que la luz, y en concreto los rayos ultravioleta, es perjudicial
para la semilla (Harrington, 1970), pero se han dedicado muy pocos estudios a estos
aspectos. La utilizacién de recipientes metalicos opacos seria por tanto preferible, para
las especies que se ven afectadas por la luz, comparados con los recipientes o botellas
de vidrio. No obstante, parece que la luz es mucho menos importante que el contenido

de humedad o la temperatura (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

4.3.3. Manifestaciones del deterioro

En las semillas, durante el almacenamiento, los organelos exhiben algunos
cambios para adaptarse 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 dafos son reversibles si las semillas
son hidratadas, pero dafios severos son irreversibles y conducen a la produccion de

plantulas anormales (Desai et al., 1997; Copeland y Mcdonald, 2001).

Cambios genéticos

Existe evidencia de que hay una estrecha correlacion entre la perdida de
viabilidad de la semilla durante el almacenamiento y la acumulacién de aberraciones

cromosomicas (Roberts, 1981).

Copeland y McDonald (2001) demostraron que el deterioro de la semilla esta

asociado con mutaciones que afectan las funciones celulares de tejidos vitales.
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Es importante sefialar que el principal problema de los cambios genéticos,
ocurre durante el almacenamiento a largo plazo, en donde muchas semillas mueren,
provocando que las pocas que sobreviven no tengan la misma composicién genética
promedio, que el lote original al inicio del almacenamiento, dando origen a la deriva
genética; indicando con esto que después de muchos afios de almacenamiento se

obtiene una poblacion genéticamente diferente a la original (Harrington, 1970).

Alteraciones en las membranas

Una de las implicaciones del deterioro de las semillas es la alteracion o pérdida
de la integridad de las membranas celulares. 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 éstas, asociado a la perdida de integridad
del plasma y el tonoplasto de las células. Asi, conforme progresa el deterioro, las
membranas celulares pierden permeabilidad selectiva, lo que permite que los
metabdlicos citoplasmicos salgan a los espacios intercelulares. La perdida de
integridad de las membranas es probablemente el primer cambio deteriorativo durante
el envejecimiento. Ello se basa en el hecho de que la reduccioén en la actividad de la
peroxidasa y el ascorbato, incrementa el nivel de acidos grasos libres y malonaldehido,
ademas de la formacion de lipidos conjugados; la reduccidon en el contenido de
sustancias de reserva como carbohidratos, proteinas y fosfolipidos puede ser atribuida
a la perdida de integridad de membranas. El 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 la membrana, lo cual

destruye la estructura celular (Basavarajappa et al., 1991).



30

Cambios en la respiracion

La respiracion es una expresion conjunta de la actividad de un grupo de enzimas
que reaccionan para degradar las reservas alimenticias, por lo que se considera un
proceso de naturaleza catabdlica, en donde la semilla absorbe oxigeno del ambiente y
produce biéxido de carbono, derivado del rompimiento de carbohidratos (Copeland y
McDonald, 2001). Priestley (1986) menciona que los cambios en la respiracién durante
el almacenamiento ocasionan reducciones en el peso seco, debido a la reduccion de
las reservas nutritivas, afectando en forma negativa el comportamiento de la semilla
durante la germinacién, 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.

4.3.4. Almacenamiento de la semilla

Elecciéon del método de almacenamiento

Existen diversos métodos de almacenamiento. Los principales factores que hay
que tener en cuenta a la hora de elegir uno de ellos son las caracteristicas de la semilla
de la especie de que se trate, el periodo durante el que se va a almacenar y el costo.
Cuando existe mas de un método adecuado para mantener la viabilidad durante el
periodo de que se trate, normalmente se elige el mas sencillo y barato (Desai et al.,

1997).
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Recipientes para el almacenamiento

El almacenamiento de semillas suele exigir algun tipo de recipiente, para facilitar
el acceso a los distintos lotes y su manipulacion cuando se mantienen separados,
aprovechar al maximo el espacio de almacenamiento, proteger la semilla contra los
animales y las plagas de insectos y, en algunos casos, impedir el intercambio de
humedad y gases entre la atmdsfera interior y la exterior. En lo que se refiere a las
semillas se han utilizado muchos tipos de recipiente, que conviene dividir en: (1)
materiales completamente impermeables y (2) materiales no totalmente impermeables

(Desai et al., 1997).

Materiales completamente impermeables

Tras secar las semillas ortodoxas hasta que tienen el CH correcto, éste puede
mantenerse en el almacén reduciendo la humedad del espacio de almacenamiento en
su conjunto. Otra manera muy eficaz, que se suele utilizar al almacenar semillas,
consiste en colocar la semilla en recipientes herméticamente cerrados e impermeables
a la humedad. Esto evita la necesidad de contar con un equipo de deshumidificacion,
que es costoso. Cuando el almacenamiento es de largo plazo el método mas eficaz
consiste en una combinacion de recipientes impermeables a la humedad con unas
temperaturas bajas y controladas, que se obtienen mediante un sistema de
refrigeracion. Otra ventaja de la mayoria de los materiales de este tipo es que impiden
también la entrada de oxigeno, de manera que se reduce aun mas la tasa de
respiracion. Los recipientes herméticos e impermeables no estan indicados para

almacenar semillas recalcitrantes, ni tampoco semillas ortodoxas con un CH alto, que
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se deterioran con mas rapidez en condiciones herméticas que en abiertas. Algunas
semillas absorben la humedad enseguida, por lo que es importante que, una vez
terminada la operacion de secado, se guarden lo antes posible en el recipiente,

preferiblemente sin salir de la propia camara de secado (Desai et al., 1997).

Entre los recipientes impermeables a la humedad figuran las latas y tambores de
estafo o aluminio, los frascos de vidrio de los tipos Mason o Kilner, los viales plasticos
y los envases de papel de aluminio laminado. Las latas metalicas, rigidas e irrompibles,
ofrecen la maxima proteccion contra el dafio mecanico y estan igualmente indicadas
para el almacenamiento y el envio ulterior. La medida de la proteccion contra la
humedad la da unicamente el cierre del recipiente. En los recipientes rigidos, y cuando
se prevé la necesidad de abrirlos periddicamente para extraer semilla y después
volverlos a cerrar, deben utilizarse tapas estancas de rosca o de abrazaderas; el papel
de aluminio debe cerrarse mediante calor. La eficacia del sistema de cierre es
especialmente importante en el almacenamiento de Ilargo plazo. Para el
almacenamiento prolongado y herméticamente cerrado de semillas agricolas se
recomiendan tres tipos de recipiente: frascos o viales de vidrio, latas metalicas y

envases de papel metalico laminado (Desai et al., 1997).

Materiales no totalmente impermeables

Se trata del polietileno y otras peliculas plasticas y el papel de aluminio. Estos
materiales son resistentes al paso de la humedad, pero, en periodos largos, permiten
que se produzca un lento paso de vapor de agua que tiende a equilibrar la HR del

interior con la del ambiente exterior. Aunque el polietileno no es un material adecuado
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para el almacenamiento prolongado de semillas ortodoxas con fines de conservacion
genética, estd muy indicado en los casos de plazo corto o medio. Es esencial cerrar
correctamente las bolsas, operacion que puede realizarse mediante una combinacion
de calor y presion. Antes se utilizaban hierros candentes, pero en la actualidad el
cerrado hermético puede realizarse de una manera mas eficaz y comoda mediante los
selladores térmicos comerciales, de los que existen diversos modelos en el mercado

(Desai et al., 1997).

Utilizacion de deshidratantes en los recipientes

Si las semillas ortodoxas se secan hasta alcanzar el CH correcto y se almacenan
en recipientes impermeables y herméticamente cerrados, el CH debe permanecer
constante durante anos. Sin embargo, si se almacenan en un material resistente a la
humedad pero no totalmente impermeable, como por ejemplo las bolsas de polietileno,
0 si es necesario abrir los recipientes y volverlos a cerrar periédicamente para sacar
semilla, con el tiempo se ira acumulando lentamente humedad. Para evitar esto se
recomienda incluir en los recipientes un deshidratante, como el gel de silice. La
capacidad del gel de silice para adsorber humedad depende de la humedad relativa del

ambiente (Harrington, 1972):

Un método adecuado consiste en utilizar gel de silice tratado con cloruro de
cobalto, que cambia de color, del azul al rosa, cuando la humedad relativa llega al 45%
aproximadamente; en muchas especies ortodoxas, el CH en equilibrio correspondiente
seria del 7-9%. Se coloca gel de silice desecado en el recipiente junto con las semillas

y, cuando los granulos adquieren un color rosado, se saca el gel y se reactiva
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secandolo en una estufa a 175 °C y enfriandolo después en un recipiente hermético
antes de volverlo a utilizar. Se recomienda un peso de gel de silice igual a la décima
parte del peso de la semilla (Harrington, 1972). Hay que tener cuidado de no incluir en
los recipientes demasiada cantidad de gel de silice, pues la semilla podria secarse en
exceso. Aun con una cantidad de gel de silice equivalente a la décima parte del peso
de la semilla, el CH de una semilla guardada al 6% suele descender a menos del 5%

durante la fase inicial del almacenamiento.

En resumen, la semilla presenta dos fases importantes en su vida, y son el

desarrollo y el deterioro (Figura 3).
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Figura 3. Desarrollo y deterioro de la semilla. Modificado de Ayala, 2008".

En la etapa de desarrollo, se aumenta la germinacién, vigor, tamafo, contenido
de carbohidratos y Ila tolerancia a condiciones adversas. Estos cambios estan

asociados con cambios en el metabolismo, ya que los carbohidratos generalmente

' Curso SEM-604. Principios agroclimaticos y tecnolégicos para la produccion de semillas. Cuatrimestre
de Verano 2008. Colegio de Postgraduados
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aumentan con la maduracion de la semilla, aumento que podria resultar en suficientes
sustratos respiratorios para la germinacion. Este aumento de carbohidratos es
favorecido por la accion de las enzimas sacarosa sintasa e invertasa acida. Después
de esta etapa, la semilla comienza su fase de deterioro y disminuye la germinacion,
vigor y la tolerancia a condiciones adversas hasta provocar la muerte. Estos cambios
estdn asociados con cambios en el metabolismo, ya que los carbohidratos
generalmente disminuyen con la edad de la semilla, disminucién que podria resultar en
insuficiencia de los sustratos respiratorios para la germinacion; por ello se considera
que un signo temprano de envejecimiento de la semilla es la disminucion significativa

de su tasa respiratoria y el deterioro de membranas.
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CAPITULO 1. ACTIVIDAD ENZIMATICA Y CONTENIDO DE SACAROSA DURANTE

EL DESARROLLO DE LA SEMILLA DE Physalis ixocarpa Brot.

Resumen

En esta investigacion se estudié la actividad enzimatica y el contenido de
sacarosa de la semilla de tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.) y su relacién con
el desarrollo de las caracteristicas de calidad fisica y fisioldgica. Se utilizé semilla de
tomate de cascara variedad CHF1-Chapingo producida en invernadero en la
Universidad Autonoma Chapingo, Edo. de México, a 2250 m de altitud, durante el ciclo
primavera-verano de 2005. La semilla se obtuvo de 120 frutos cosechados en seis
fechas de desarrollo o tratamientos (15, 25, 35, 45, 55 y 65 DPP. Se encontré que
durante el desarrollo de la semilla, el contenido de carbohidratos solubles aumentoé de
33 a 118 ug g peso fresco, y el contenido de sacarosa en la semilla se incremento de
13 a 25 pg g"'. En el metabolismo de la sacarosa, la enzima invertasa acida tuvo
niveles altos de actividad en etapas tempranas del desarrollo de la semilla, y luego fue
disminuyendo continuamente para llegar a su minima actividad a los 55 DPP. En
cambio, la enzima sacarosa sintasa resulté indetectable en los primeros 15 DPP, para
después incrementar y alcanzar su maxima actividad a los 35 DPP, y luego declinar
teniendo niveles muy bajos después de 45 DPP. Estos resultados evidencian que
ambas enzimas, sacarosa sintasa e invertasa acida, estan presentes y activas en la
semilla de tomate de cascara, que sirven para metabolizar la sacarosa que se usa en el
crecimiento y acumulacion de carbohidratos en la semilla, procesos que determinan la

germinacion y vigor de la semilla.
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sacarosa sintasa.

1.1. Introduccién

El desarrollo de la semilla depende de la fijacion fotosintética del bidxido de
carbono y del transporte de sacarosa, aminoacidos y acidos organicos a la semilla
(Bradford y Nonogaki, 2007). En la mayoria de especies vegetales el carbono asimilado
por las hojas es transportado como sacarosa, un disacarido formado por glucosa y
fructosa unidas por un enlace glicosidico (Azcon-Bieto y Talén, 2000).

La sacarosa se sintetiza en el citosol a partir de las triosas-P producidas en el
cloroplasto por el ciclo de Calvin, y comprende 13 reacciones catalizadas por 11
enzimas, entre las que destaca la sintesis de triosas-P.

Las triosas-P pueden ser exportadas del cloroplasto al citosol de células
mesofilicas en donde se usan para sintetizar sacarosa la cual se almacena
temporalmente en las vacuolas; luego la sacarosa es exportada hacia las células que
demandan compuestos ricos en carbono. El transporte de sacarosa desde la fuente a
la demanda es un movimiento de larga distancia llamado translocacién, en una ruta
que involucra la carga del floema, la propia translocacion y termina con la descarga del
floema en las células del tejido demanda (Grusak et al., 1996).

Una vez descargada en el érgano demanda, la sacarosa debe ser hidrolizada en
los dos monosacaridos que la componen (glucosa y fructosa) para que pueda ser

utilizada en el proceso de biosintesis de sustancias de reserva, como almidéon que es
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la forma de reserva de carbono mas importante en plantas superiores (Slattery et al.,
2000), o de compuestos estructurales como celulosa que se sintetiza en grandes
cantidades durante el crecimiento celular de érganos de reserva (Delmer y Amor,
1995). Dos enzimas hidrolizan la sacarosa: la invertasa y la sacarosa sintasa (SS).

SS actua en el citoplasma células donde cataliza la reaccion reversible UDP-Glc
+ Fructosa <= Sacarosa + UDP, de modo que juega un papel primordial en otros
procesos fisiolégicos como son sintesis de almiddn, celulosa y hemicelulosa, asi como
en la respiracion. Por otra parte, la invertasa puede ser localizada en la vacuola,
citoplasma o compartimientos celulares y cataliza la reaccion reversible
Sacarosa<=Fructosa + Glucosa, por lo que también provee a la célula de recursos para
la respiracion, y de carbono y energia para la sintesis de numerosos compuestos en la
semilla (Bradford y Nonogaki, 2007).

El transporte de sacarosa de la fuente a la demanda es controlado por la “fuerza
de la demanda”, que es la capacidad del érgano receptor para atraer la sacarosa. La
fuerza de la demanda se correlaciona con la actividad de SS, ya que en los 6rganos de
reserva entre mayor sea la actividad de SS, mayor es su fuerza de demanda, puesto
que la hidrdlisis de sacarosa provoca un gradiente de este glucido hacia el érgano de
demanda (Sonnewald y Willmitzer, 1992). La influencia de la actividad de SS sobre la
particion del carbono y el desarrollo del 6rgano demanda se ha demostrado en muchos
cultivos horticolas; en Lycopersicon esculentum Mill. la maxima actividad de esta
enzima se ha observado durante el periodo de mayor crecimiento del 6rgano de
reserva (Quick y Schaffer, 1996), al igual que en Chaerophyllum bulbosum (Ayala

Garay, 2002).
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Conforme se va desarrollando la semilla alcanza una maxima acumulacion de
reservas, lo que se relaciona directamente con maximos valores de germinacion,
velocidad de crecimiento de la plantula (vigor) y tolerancia a condiciones adversas
(Bradford, 2004), de esta forma el desarrollo de las capacidades de la semilla esta
asociado con su metabolismo; por ejemplo, la acumulacién de las reservas de carbono
que ocurre durante su formacion resulta en suficiencia de sustratos para la germinacion
y establecimiento y en la capacidad para usarlos.

Por tanto, el conocimiento detallado de las caracteristicas bioquimicas vy
fisiologicas durante el desarrollo de la semilla de Physalis ayudaria a entender la
constitucién temporal de sus caracteristicas de calidad. Por ello, el objetivo de este
trabajo fue estudiar la actividad enzimatica y el contenido de sacarosa de la semilla de
tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.) y su relacion con el desarrollo de las

caracteristicas de calidad fisica y fisiologica.

1.2. Materiales y métodos

Se utilizé semilla de tomate de cascara variedad CHF1-Chapingo producida en
invernadero en la Universidad Autonoma Chapingo, Edo. de México, a 2250 m de
altitud, durante el ciclo primavera-verano de 2005. La temperatura promedio del
invernadero fue 21.4 °C + 10.4 y humedad relativa de 51.1% + 23.7. La semilla se
obtuvo de 120 frutos cosechados en seis fechas de desarrollo o tratamientos (15, 25,
35, 45, 55 y 65 dias post-polinizacion, DPP). Las semillas se dejaron secar durante 8 d

después de la cosecha en una bodega cerrada.
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Los analisis de calidad fisica y fisiologica de semillas se hicieron en el
Laboratorio de Analisis de Semillas del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Estado de Meéxico. Los analisis de las variables bioquimicas de las semillas
cosechadas en 2005 se hicieron en 2007, al momento de la cosecha las semillas se
congelaron en nitrogeno liquido y se conservaron a -20 °C en el Laboratorio de la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos de la Universidad Nacional Autonoma de México,

Campus lztacala, Estado de México.

Calidad fisica
Para medir el peso de mil semillas se sigui6 el procedimiento estandar propuesto
por la ISTA (2004), en ocho repeticiones de 100 semillas que se pesaron en una
balanza Ohaus (Pine Brook, China), con precision de 0.001 g. Estos datos se

analizaron conforme a un disefio experimental completamente al azar.

Calidad fisiolégica
Se establecié una prueba de germinacion con cuatro repeticiones de 100
semillas, en un disefno experimental completamente al azar. Las semillas se
germinaron en cajas petri con papel filtro humedecido colocadas en una germinadora
SD8900 (Seedburo Inc., EE. UU.) a 25 + 1 °C en oscuridad, por 8 d, segun las normas
de la ISTA (2004). En este experimento se midié la velocidad de emergencia de
radicula con la férmula de Maguire (1962) como parametro del vigor de la semilla, que

usa el numero de radiculas emergidas cada 24 h:
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Velocidad de Emergencia = ( = Numero de radiculas emergidas al conteo i-€simo)
(X Numero de dias de la siembra al conteo i-ésimo)

A los 8 d se calcularon los porcentajes de germinacién y de viabilidad, con base
en las cantidades de plantulas normales y plantulas anormales.

El vigor de los lotes de semilla se evalu6 mediante la prueba de velocidad de
emergencia en arena. Los tratamientos se distribuyeron en un disefio experimental de
bloques al azar con cuatro repeticiones de 100 semillas. Las semillas se sembraron en
un semillero con arena esterilizada a 1 cm de profundidad y con humedad a
saturacion. Cada 24 h se registraron las plantulas emergidas, y la velocidad de
emergencia de plantulas se calculé con la formula de Maguire (1962):

Velocidad de Emergencia = ( = Numero de radiculas emergidas al conteo i-€simo)
(X Numero de dias de la siembra al conteo i-ésimo)

Variables bioquimicas

La concentracion de sacarosa se determindé en 300 mg de semilla por
tratamiento; tales semillas se homogeneizaron en un mortero con 1 mL de etanol a
96% en frio. Al homogeneizado se le agregé 1 mL de agua destilada y se centrifugé a
14 000 g y se recuper6 el sobrenadante, el cual se calenté 3 min a 80 °C. En un tubo
se colocaron 100 uL de este extracto, y 400 uL de amortiguador de acetato de sodio
100 mM, pH 4.5. La mezcla se incub6é 1 h a 37 °C mas 3 min a 80 °C. Para tedir y
poder leer en el espectrofotometro, se utilizé el método Nelson-Somogy, que consiste
en que a cada tubo de ensayo se adicionan 100 uL de muestra, 900 uL de agua
destilada y 1000 uL de reactivo de cobre. Los tubos de ensayo se taparon con papel

aluminio y se colocaron en bafo Maria donde se hirvieron a 90 °C durante 20 min. A
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cada tubo se agregd 1000 uL de reactivo de arsenomolibdato y 2000 uL de agua
destilada. Se mezclé por inversidén cada tubo y se ley6 en un espectrofotdmetro Lamba
2S (Perkin Elmer) a 520 nm. Para calcular la glucosa liberada por la reaccion, se hizo la
grafica de calibracion con los datos de los tubos de ensayo, al utilizar la ordenada para
la concentracion de glucosa y la abscisa para la absorbancia. Se interpolé en la curva
patrén el valor del problema y se determiné la concentracion de sacarosa.

La concentracion de carbohidratos totales se determind en 300 mg de semilla
por tratamiento; tales semillas se homogeneizaron en un mortero con 1 mL de etanol a
96% en frio. Al homogeneizado se le agregé 1 mL de agua destilada y se centrifugé a
14,000 g y se recupero el sobrenadante, el cual se calenté 3 min a 80 °C. En un tubo
se colocaron 100 uL de este extracto, 100 uL de invertasa (30 unidades mg™, grado VII,
Sigma Aldrich, Tokio, Japén) y 300 uL de amortiguador de acetato de sodio 100 mM,
pH 4.5. La mezcla se incubd 1 h a 37 °C mas 3 min a 80 °C. Para tefir y poder leer en
el espectrofotometro, se utilizé el método Nelson-Somogy como anteriormente se
describio.

La actividad de la enzima invertasa acida se determiné en 1 g de semilla que se
homogeneizé en un mortero con 2 mL de amortiguador fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4
mas 5 ulL de sulfato de manganeso en frio. El homogeneizado se centrifugd a 14,000 g.
Del sobrenadante se tomé una alicuota de 100 uL que se colocé en tubo junto con 400
uL de amortiguador de acetato de sodio 200 mM, pH 5.5, y la mezcla se incub6 durante
1 ha 37 °C, y luego se calenté 3 min a 80 °C; por ultimo, se utilizé6 el método Nelson-
Somogy como anteriormente se describié. La concentracion de invertasa acida se

expres6 en ug glucosa mg proteina™ min .
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Para determinar proteina, 1 g de semilla de tomate de cascara se homogeneiz6
en un mortero con 2 mL de buffer, 50 mM de fosfato de sodio, 1 mM mercaptoetanol y
5 uL de sulfato de manganeso a pH 7.4, y nitrégeno liquido. EI homogeneizado se
centrifugd a 14 000 g (para que la muestra no lleve basura y dé buena lectura en el
espectrofotometro), y se recuperd el sobrenadante. En un tubo de ensayo se colocaron
10 uL de este extracto, 1 mL de agua destilada y 5 mL de reactivo de Bradford (para la
deteccion de proteinas). Se mezclé por inversidbn cada tubo y se leyd en el
espectrofotometro Lamba 2S (Perkin Elmer) después de 10 min y antes de 1 h, a 595
nm. En la grafica de calibracién la abscisa correspondi6 a las concentraciones de BSA
(albumina de suero de bovino) y la ordenada a la absorbancia. Se interpol6 en la curva
patrén el valor del problema y se determind su concentracion. El reactivo de Bradford
se preparo al disolver 100 mg de azul de comassie G-250 en 50 mL de etanol a 95%,
se agregd 100 mL de &cido fosférico a 85% (p/v), se diluy6 en 1 L de agua destilada, se
filtrd en papel filtro y se almacend en frasco ambar a temperatura ambiente (Bradford,
1976).

Después de interpolar en la curva patrén el valor del problema y determinar la
concentracion de proteina y de glucosa (como anteriormente se explicd) se hizo el
siguiente calculo: (ug glucosa) x (1000 mg proteina) / mg de proteina; este resultado
se dividié entre 60 para tener la concentracion por minuto.

Para determinar la actividad de la enzima sacarosa sintasa, 100 mg de semilla
se homogeneizaron en un mortero frio con 1 mL de amortiguador compuesto de: Tris 1
M, MgCl; 20 mM, EDTA1 mMy DTT 10 mM, a pH 8.2. El homogeneizado se centrifugd

a 14,000 g y se recupero el sobrenadante. En microtubos se colocaron los siguientes
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reactivos: 100 pyL de sacarosa (1 M), 340 uL Hepes (100 mM, pH 7), 10 yL de UDP
(100 mM) y 50 pL del extracto. Se incubaron los microtubos por 20 min a 30 °C, y luego
se calentaron por 5 min a 100 °C. Posteriormente se leyé en un espectrofotdmetro
computarizado con el programa Lamba versién 1994-1996, en 100 uL de la muestra

incubada, 875 pL de Tris 0.1 M, pH 8.7, 5 yL de UDPG-DH y 20 pL de NAD 25 mM.

Anidlisis estadistico de los datos
En todas las variables se obtuvieron promedios por tratamiento mediante el
programa Microsoft Excel 2003. Los promedios de datos observados se ajustaron a
curvas polinomiales. Con el programa estadistico SAS version 6.12 (SAS Institute,
1993) se hicieron los analisis de varianza y se hicieron las comparaciones de medias

con la prueba de Tukey (0=0.05).

1.3. Resultados y discusion

El peso de 1000 semillas (P1000S) del tomate de cascara, que indica el tamafo
de la semilla y su crecimiento durante la formacion del fruto aumenté hasta los 55 dias
post-polinizacion ( DPP) , de manera que la maxima acumulacion de biomasa ocurri6 a
los 55 DPP con un peso de 1.65 g (Figura 1a). Se postula entonces que a los 55 DPP
ocurrié la madurez fisiolégica del tomate de cascara creciendo en estas condiciones,
puesto que la maxima acumulacién de materia seca coincide con la madurez fisiolégica

de la semilla (Bradford, 2004).
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Figura 1. Efecto de la edad del fruto en formacion, en las variables fisicas y fisioldgicas de la semilla de
Physalis ixocarpa Brot. Letras iguales en cada variable indican valores estadisticamente iguales (Tukey,

0.05)

Las semillas inmaduras de 5 a 35 DPP carecieron de capacidad germinativa,
pero ésta se expreso a los 45 d con un valor de 73.5%, y alcanzd su valor maximo 10 d
después con 81.5% (Figura 1b), fecha en la que el fruto cambidé de color verde a
amarillo. Estos resultados contrastan con los de Martinez et al. (2004) quienes

reportaron que el mayor porcentaje de germinacion en semillas de tomate de cascara
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se alcanza a los 63 DPP, en cambio fueron similares a los observados por Modi y
White (2004) en semillas de tomate “Cherry”, cuya germinacién evolucioné de 5, 38, 68
y 72% a los 14, 28, 42 y 56 DPP, respectivamente. Es decir, en tomate de cascara la
semilla puede ser extraida del fruto a los 45 d y lograr germinabilidad. En este
experimento, la germinabilidad maxima de 81.5% corresponde a un nivel poco
aceptable para el comercio de semillas puesto que para que un lote pueda ser
certificado debe contar con un minimo de 85% de germinacion (ISTA, 2004).

Al igual que la germinabilidad, la semilla inmadura de 45 d alcanzé viabilidad
mayor a 80%, pero muestras menores a 35 d fueron inviables. Al comparar la viabilidad
y germinabilidad a los 55 d, se observa que la viabilidad fue mayor en 6.5% lo que
indica que este es el porcentaje de plantulas anormales (Figura 1d).

La velocidad de emergencia de radicula, indicador del vigor de la semilla, mostrd
que ésta ocurre después de 35 d y que se mantiene creciendo en forma sigmoidal
hasta los 65 d (Figura 1e).

La emergencia en arena a los 55 d, cuando se alcanz6 la maxima germinabilidad
en la prueba estandar, fue 58% (Figura 1c). Por lo que emergencia en arena fue 23.5 %
inferior que la tasa de germinacién. En arena la germinaciéon debié haber tenido igual
tasa que en la prueba estandar, pero para que la emergencia ocurra en arena, las
plantulas deben crecer y alargarse, de manera que la plantula tiene que vencer la
resistencia del sustrato; ademas, en esta prueba indicadora del vigor de las semillas,
las plantulas tuvieron que crecer mas para poder ser registradas como emergidas. En

semillas inmaduras de 35 DDF o menos, no emergieron plantulas debido a la
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inmadurez de la semilla y a su bajo nivel de nutrimentos, enzimas y hormonas

indispensables para la germinacion (Kermode, 1990).

Los contenidos de sacarosa y carbohidratos solubles totales fueron en aumento

durante el desarrollo de la semilla, en forma lineal (Figura 2). La sacarosa representé

27.3% de los carbohidratos totales. Lo anterior indica que los mecanismos de sintesis o

acumulacion de sacarosa se encuentran activos durante el desarrollo de las semillas.

Tales incrementos observados en los contenidos de carbohidratos solubles en las

semillas de tomate de cascara parecen estar asociados con el desarrollo de la semilla,

de una forma similar a lo observado por Brenac et al. (1997) en semillas de maiz.
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Figura 2. Efecto de la edad del fruto en formacién en los contenidos de sacarosa, carbohidratos

totales, y en las actividades de las enzimas sacarosa sintasa e invertasa acida en semillas de Physalis

ixocarpa Brot.
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La baja germinacién y vigor antes de los 35 DPP podria deberse a que la
semilla aun no contenia las cantidades adecuadas de reservas o el embridn era
fisioldgicamente inmaduro. Dado que a los 45 DPP la semilla contenia 87.9 pg g™ peso
fresco de carbohidratos totales y ya permitia la germinacién, podria inferirse que ésta
es la cantidad minima de carbohidratos que se requiere para la germinacion en tomate
de cascara. Esto ultimo es de vital importancia, ya que los carbohidratos aportan
energia metabdlica y constituyentes estructurales de la célula, ademas de actuar como
reguladores de procesos asociados con el crecimiento y desarrollo de las plantulas en
los primeros dias, hasta que estas plantulas sean capaces de fotosintetizar y elaborar
sus propios nutrimentos (Copeland y McDonald, 2001; Bradford, 2004).

La maxima calidad de semilla, en cuanto a vigor, se ha asociado con la maxima
acumulacion de carbohidratos (Bradford, 2004). En este experimento el maximo vigor
de la semilla y la maxima acumulacién de sacarosa se alcanzaron a los 55 DPP, fecha
que podria representar el cese del transporte de savia del floema a la semilla.

La sacarosa se ha encontrado en concentraciones altas en los tejidos seminales,
por lo que se considera que contribuye al vigor de las semillas como combustible del
metabolismo inicial que aporta sustratos para la respiracion y el alargamiento del eje
embrionario (Kigel y Galili, 1995; Yordanov et al., 2003). Se puede inferir entonces que
la acumulacion paulatina de este azucar durante el desarrollo de la semilla de tomate
de cascara, contribuye al desarrollo del embrion vy, tal vez, a la estabilizacion de los
lipidos membranales.

En este estudio ninguna de las enzimas (sacarosa sintasa e invertasa acida) por

si sola, se correlaciond significativamente con la calidad fisiolégica de la semilla de
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tomate de cascara (Cuadro 1), aunque estas enzimas seguramente contribuyen al

metabolismo de la semilla creciente.

Cuadro 1. Analisis de correlacion entre indicadores de germinacion, vigor, contenido de
carbohidratos y actividad enzimatica.

Carbohidratos Sacarosa Sacarosa Invertasa acida
sintasa
P1000S 0.9577 0.7615 0.0277 0.0514
Viabilidad 0.6358 0.3353 0.1236 0.1872
Germinacion 0.6340 0.3346 0.1236 0.1880
VERadicula 0.6608 0.3726 0.1349 0.2050
PEArena 0.6389 0.3361 0.1250 0.1833

VE = Velocidad de emergencia; PE = Porcentaje de emergencia

Noétese que en semilla muy joven (<15 DPP) la actividad de la sacarosa sintasa
es nula, para luego aumentar rapidamente hasta alcanzar su maximo valor (~15
unidades) a los 35 DPP, y en seguida decrecer a valores pequenos (2-3 unidades) de
los 55 DPP en adelante. En contraste, en semilla joven la actividad de la invertasa
acida es alta (4.07 unidades) y luego va en continuo decrecimiento conforme crece y
madura la semilla, hasta niveles de apenas 0.71 unidades. De acuerdo con estos
resultados, la invertasa acida es una enzima importante en etapas tempranas del
desarrollo de la semilla, y la sacarosa sintasa juega un papel importante en etapas
intermedias del desarrollo de la semilla de tomate de cascara, ya que alcanza su
maxima actividad cuando la semilla crece mas rapido (entre 25 y 35 DPP), lo que
concuerda con lo observado por Quick y Schaffer (1996) en Lycopersicon esculentum

Mill. Nétese ademas, que, a la madurez fisiolégica (55 DPP), la actividad de estas dos
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enzimas presentd un nivel muy bajo, por lo que la continua acumulacion de sacarosa y
carbohidratos totales podria deberse (en estas fases) a una alta concentracion de estas
enzimas (que aqui no se midio).

La fuerza de demanda, medida como la tasa de importacion de asimilados,
podria estar relacionada con la ruta de transporte de sacarosa hacia las células de
demanda durante el desarrollo de la semilla. De esta forma, el peso de mil semillas
podria estar determinado por el balance entre la fuerza de la fuente y demanda de la
planta. Por otro lado, el contenido de carbohidratos solubles totales es una
caracteristica importante determinante de la calidad de la semilla (germinacion y vigor),
lo cual esta estrechamente ligado a la concentracion de sacarosa. Estos resultados
evidencian que ambas enzimas sacarosa sintasa e invertasa acida, estan presentes y
activas en la semilla de tomate de cascara, que sirven para metabolizar la sacarosa
que se usa en el crecimiento y acumulacion de carbohidratos en la semilla, procesos

que determinan la germinacion y vigor de la semilla (Bradford y Nonogaki, 2007).

1.4. Conclusiones

Durante el desarrollo de la semilla, el contenido de carbohidratos solubles
aumentd de 33 a 118 ug g™ peso fresco, y el contenido de sacarosa en la semilla se
incremento de 13 a 25 ug g™.

En el metabolismo de la sacarosa, la enzima invertasa acida tuvo niveles altos
de actividad en etapas tempranas del desarrollo de la semilla, y luego fue
disminuyendo continuamente para llegar a su minima actividad a los 55 DPP. En

cambio, la enzima sacarosa sintasa resulté indetectable en los primeros 15 DPP, para
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después incrementar y alcanzar su maxima actividad a los 35 DPP, y luego declinar
teniendo niveles muy bajos después de 45 DPP.

Las enzimas sacarosa sintasa e invertasa acida, estan presentes y activas en la
semilla de tomate de cascara, y sirven para metabolizar la sacarosa que se usa en el

crecimiento y acumulacién de carbohidratos en la semilla.
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CAPITULO 2. EFECTO DEL DESARROLLO Y CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO DE SEMILLAS DE TOMATE DE CASCARA EN VARIABLES

FISIOLOGICAS

Resumen

En el presente estudio se analiz6 el deterioro de la semilla de tomate de cascara
(Physalis ixocarpa Brot) cosechada en diferentes momentos de desarrollo y
almacenada a diferentes temperaturas y humedades relativas. Se utilizé semilla de la
variedad CHF 1-Chapingo producida en invernadero. Se generaron cuatro ambientes de
almacenamiento resultantes de la combinacién de 23.8 y 5.3 °C de temperatura, y 81.4
y 24.1% de humedad relativa (HR); teniendo como testigo la semilla expuesta a
temperatura y humedad relativa del medio ambiente. Después de ocho meses de
almacenamiento, s6lo se encontrd un deterioro significativo a 23.8 °C y 81.4% HR, ya
que causo la disminucion de: germinacién, de 69.8 a 29.3%; viabilidad, de 81 a 46%;
velocidad de emergencia de radicula, de 20.39 a 9.88 radiculas.dia™; velocidad de
parte aérea, 6.3 a 2.29 plantulas dia™’, respiracion, 16.13 a 6.63 nmol CO,g"'s” y
conductividad eléctrica, 32 a 97.1 us cm™'g™. Las semillas inmaduras de 45 d poseen
capacidad de germinar, aunque 10% menos que la semilla madura de 55 y 65 DPP, y
con menor vigor. La germinacion y la viabilidad fueron iguales en las cosechas a los 55
y 65 DPP, edades en las que tampoco hubo diferencias significativas en conductividad
eléctrica y contenido de humedad de la semilla.
Palabras clave: temperatura, humedad relativa, germinacion, respiracion, vigor,

conductividad eléctrica.
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2.1. Introduccién

En el manejo comercial de semillas horticolas los factores mas importantes que
reducen su viabilidad son las altas humedad ambiental, temperatura, y sobre todo, el
alto contenido de humedad de la propia semilla (Copeland y McDonald, 2001). La
importancia de éste factor en la preservacion de las semillas radica en el papel del
agua en los procesos fisiologicos que determinan el vigor y la longevidad de las
semillas, asi como en el desarrollo de insectos y hongos de almacén (Santacruz et al.,
1997; Copeland y McDonald, 2001).

En semillas ortodoxas, el contenido de humedad (CH) es probablemente el
factor mas importante que determina su longevidad. Si se reduce el CH, se reduce
también la respiracién y se desacelera el envejecimiento de la semilla, por lo que se
prolonga su viabilidad. Segun la FAO (1991), con contenidos de humedad oscilando
entre 0 y 4%, el almacenamiento es muy seguro, siempre y cuando se haga en
condiciones herméticas; de 8 a 9%, hay una importante reduccion en la actividad de
insectos; de 12 a 14% se inicia la posibilidad de desarrollo de hongos; de 18 a 20% la
semilla puede calentarse (debido a una tasa alta de respiracién y liberacién de
energia); y de 45 a 60% empieza la germinacion.

Segun Walters et al. (2005) con la deshidratacién ocurren varias funciones,
esencialmente bioquimicas, protectoras de las paredes y organelos celulares, sin
embargo, también puede haber efectos perjudiciales que desvanecen los efectos
protectores y fomentan dafios en las células de la semilla. Por tanto, es necesario
conocer los procesos que ocurren al cambiar el nivel de hidratacion, asi como los

mecanismos adversos que dan lugar a efectos deletéreos.
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Algunos cambios fisiolégicos en los tejidos celulares pueden estar asociados con
el envejecimiento fisiolégico de las semillas, estos pueden ser: (1) La pérdida de
reservas nutritivas debida a la respiracion, por ejemplo, la disminucion de las proteinas
y los azucares no reductores mientras se incrementan los azucares reductores y acidos
grasos libres. (2) Acumulacién de subproductos toxicos de la respiracion o inhibidores
del crecimiento. (3) Pérdida de actividad de los sistemas enzimaticos. (4) Pérdida en la
capacidad de las proteinas desecadas para recombinarse y formar moléculas
protoplasmicas activas en una rehidratacion ulterior. (5) Deterioro de membranas
celulares semipermeables. (6) Peroxidacion de lipidos, lo que hace que se liberen
radicales libres que reaccionan y dafan a otros componentes celulares. (7)
Alteraciones del ADN nuclear, que producen mutaciones genéticas y dafio fisioldgico
(Palma et al., 2000; Copeland y McDonald, 2001; Delouche, 2002). No esta claro
todavia hasta que punto estos efectos originan deterioro, pero se ha sugerido que la
produccion de radicales libres es el primer efecto del envejecimiento y del dafio que
sufren los diversos sistemas de la célula.

Estos mecanismos se pueden presentar durante el almacenamiento causando el
deterioro de la semilla, lo que disminuye el porcentaje de germinacién, la velocidad de
crecimiento de la plantula y la tolerancia a condiciones adversas (Bradford, 2004). Un
sintoma del deterioro de semillas es la disminucidn del vigor. El vigor de semillas y el
deterioro estan fisiolégicamente ligados, en forma reciproca o inversa con la calidad de
semillas. El deterioro tiene una connotacion negativa, mientras que el vigor tiene una
connotacion positiva; el vigor disminuye a medida que el deterioro aumenta. Deterioro

es el proceso de envejecimiento y muerte de las semillas, y vigor es el principal
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componente de la calidad afectado por el proceso de deterioro. La relacion entre
germinacioén con deterioro y vigor es similar (Delouche, 2002).

Cualquiera que sea el mecanismo preciso del deterioro de semillas, se coincide
que en las semillas ortodoxas, la pérdida de viabilidad es un fendbmeno regido en gran
medida por la respiracion. Es probable que las condiciones que reducen la tasa de
respiracion sin dafiar la semilla, prolonguen su vida en almacén, algunas de estas
condiciones se pueden propiciar con bajos valores de contenido de oxigeno, humedad
y de la temperatura.

En tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot) es comun observar que la semilla
almacenada pierde rapidamente la viabilidad con temperaturas de almacenamiento
superiores a 30 °C, como ocurre frecuentemente en bodegas de campos agricolas. No
obstante, existe la tecnologia para lograr condiciones de almacenamiento adecuadas
para preservar la calidad biolégica de las semillas por largos periodos, pero su alto
costo la hace poco accesible para la mayoria de los usuarios, particularmente en los
paises en desarrollo (Copeland y McDonald, 2001).

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de diferentes temperaturas y
humedades relativas durante el almacenamiento de semillas de tomate de cascara
cosechadas en diferentes etapas de desarrollo sobre sus caracteristicas de

germinacion, vigor, respiracién y conductividad eléctrica.

2.2. Materiales y métodos
Se utilizé semilla de tomate de cascara variedad CHF1-Chapingo producida en

invernaderos de la Universidad Autébnoma Chapingo, Texcoco, Edo. de México, a 2250
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m de altitud, durante el ciclo primavera-verano de 2005. La semilla se obtuvo de 120
frutos cosechados en diferentes momentos del desarrollo y se secaron a la sombra
durante 8 dias.
Experimentos de almacenamiento

Se generaron cinco ambientes (tratamientos) de almacenamiento (Cuadro 1), en
frascos de plastico de 14 x 14 x 24 cm a los que se les agrego en la base una solucién
saturada de cloruro de sodio o silica gel para modificar la humedad relativa en su
interior. A 4 cm arriba de la base se colocé una malla de alambre en un soporte de
madera, donde se colocaron las semillas. Los frascos se colocaron tanto en un cuarto
de germinacion como en un cuarto frio para obtener las temperaturas a evaluar. Como
testigo se utilizé semilla expuesta a temperatura y humedad relativa de una bodega, sin
climatizacién. Se utilizaron sensores HOBO H8-032-08 (Onset Computer Corporation,
EE. UU.) para medir la temperatura y humedad relativa de los ambientes de
almacenamiento. Se us6 semilla cosechada a los 45, 55 y 65 dias después de
polinizacion.

Cuadro 1. Condiciones de temperatura y humedad relativa de los ambientes de almacenamiento
evaluados en semillas de tomate de cascara.

Ambiente Temperatura (°C) HR (%) Sustrato y lugar de almacenamiento

1 23.8+0.3 81429 Cloruro de sodio en cuarto de germinacion
2 23.8+0.3 241+0.8 Silica gel en cuarto de germinacion

3 53104 81.4+29 Cloruro de sodio en cuarto frio

4 53104 241+0.8 Silica gel en cuarto frio

5 18.2+5 41.2+10 Testigo (bodega sombreada)

Establecimiento del experimento y diseiio experimental
En bolsas de tela porosa (tul de seda) se colocaron muestras de 100 semillas;
las bolsas se depositaron sobre la malla de alambre en el interior de los frascos; éstos

se sellaron herméticamente y se colocaron en los diferentes ambientes de
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almacenamiento. La evaluacion de la calidad fisica y fisiolégica, respiracion vy
conductividad eléctrica se hizo en 2005 y 2006 en los laboratorios de Analisis de
Semillas y Fisiotecnia del Colegio de Postgraduados, ubicados en Montecillo, Edo. de
México. El disefio experimental fue de bloques completos al azar con arreglo factorial
de tratamientos, con cuatro repeticiones. Los tratamientos se conformaron con la
combinacion de tres edades de la semilla (45, 55 y 65 dias después de polinizacién),
tres tiempos de almacenamiento (0, 4 y 8 meses) y cinco ambientes de
almacenamiento.
Variables evaluadas
Contenido de humedad

Se calculé con la férmula de Bewley y Black (1994), se tomaron cuatro

repeticiones de 100 semillas, se pesaron y posteriormente se deshidrataron durante 72

h a 72 °C en una estufa (Thelco 31480, EE. UU.).

Calidad fisiolégica

Para la prueba de germinacion se utilizaron cuatro repeticiones de 100 semillas.
Las semillas se colocaron en cajas petri con papel filtro humedecido, y se metieron en
una germinadora SD8900 (Seedburo Inc., EE. UU.) a 25 £ 1 °C por 8 d, segun las
normas de la ISTA (2004). Como variables de vigor de semillas, en este experimento
se midié la velocidad de emergencia de radicula y parte aérea con la formula de
Maguire (1962), la cual consiste en contabilizar cada 24 h el numero de radiculas o
parte aérea emergida. Ademas, al final de la prueba se determinaron el porcentajes de

germinacion y de viabilidad (sumando el numero de plantulas normales + anormales).
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Respiracion
La respiracion se evalué en cuatro repeticiones de 100 semillas colocadas al
azar en cajas petri cada 24 h durante 7 d. En cada muestreo se midié la actividad
respiratoria de la semilla (nmol CO, g s™) con un aparato de fotosintesis CI-301PS

(CID Inc., Canada), y se calcul6 el promedio de la tasa de respiracién por tratamiento.

Conductividad eléctrica
El efecto de los anos de almacenamiento en la permeabilidad de las membranas
celulares se determiné en la solucion de imbibicidn de las semillas mediante la
conductividad eléctrica (uscm™'g™) que se midié en cuatro repeticiones de 100 semillas
tomadas al azar, que se pesaron y colocaron en 60 mL de agua desionizada a 25 °C

durante 24 h, con un aparato de conductividad Modelo 72729 (Oakton, Singapur).

Analisis estadistico de los datos
En cada variable se realizé un analisis de varianza en el que los factores fueron
edad de la semilla, tiempo y ambientes de almacenamiento, asi como sus respectivas
comparaciones. Para las comparaciones de medias se utilizé la prueba de Tukey,

mediante el programa estadistico SAS version 6.03 (SAS Institute, 1993).

2.3. Resultados y discusion
Soélo la combinacion de temperatura relativamente alta (23.8 °C) con alta
humedad relativa (81.4%) redujo la capacidad germinativa y viabilidad de las semillas

de tomate de cascara, efecto que se asocié con una mayor conductividad eléctrica y
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mayor contenido de humedad de la semilla (Cuadro 2). Es decir, si se enfria el
almacén a 5 °C o baja la HR a < 41%, se evita el deterioro de estas semillas.

En el quinto tratamiento (23.8 °C y 81.4% de HR) la conductividad eléctrica (CE)
aumentd notablemente, debido a la altas temperatura y alta humedad relativa, lo que
provocé lixiviacién de solutos y deterioro de la semilla. EI comportamiento anterior se
debe a que tales condiciones provocaron que el contenido de humedad de la semilla se
triplicara, de 5.7 a 15.2. Es decir, el equilibrio higroscépico de la semilla cambié en
funcién de la temperatura y humedad relativa del almacén, como lo sefialaron
Copeland y McDonald (2001). De acuerdo con la FAO (1991), cuando la semilla tiene
un contenido de humedad del 10 al 12%, ésta puede desarrollar algunos hongos
internos, y cuando tiene de 18 a 20% puede calentarse (debido a una tasa rapida de
respiracion y liberacion de energia). En este experimento la respiracién fue baja debido
a que después de 4 o mas meses de almacenada en el tratamiento cinco, la semilla ya
estaba muerta y no respiraba.

La baja germinacién registrada a 23.8 °C y 81.4% HR, se atribuye a las
alteraciones en las membranas, ya que en estas condiciones hubo mayor pérdida de
solutos puesto que la solucion de imbibicion presentd mayor conductividad eléctrica;
dicha conductividad mide de forma indirecta la integridad de las membranas. En los
demas ambientes no se observd una tendencia clara en la conductividad eléctrica,
pues entre ellos no hubo diferencias significativas. Esto podria indicar que la prueba es
un buen parametro para medir el grado de deterioro de la semilla, ya que cuando las
semillas son puestas a embeber ocurre lixiviacion de solutos hacia el medio liquido, de

modo que habria mayor deterioro de las membranas cuanto mas solutos lixivien. De
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Souza et al. (2003) reportaron que las membranas celulares son las primeras
estructuras en exhibir las alteraciones degenerativas que caracterizan al deterioro de
semillas, y pueden acarrear la lixiviacion de azucares, aminoacidos, electrolitos y otras
sustancias solubles en agua. También Parrish y Leopold (1978) afirmaron que el
incremento de solutos en el agua de imbibicion al extenderse el tiempo de

almacenamiento, puede ser resultado de una membrana mas permeable.

Cuadro 2. Ambientes de almacenamiento (temperatura y humedad relativa) evaluados en semillas de tomate
de cascara.

T HR \ G Vrad Vpa R CE CH

18.2+5 41.2+10 8144 a 6983 a 2039 a 630 a 16.13 a 3201 b 570 bc

53+04 81429 7967 a 6628 a 1926 a 580 a 1503 a 3448 b 737 b

23.8+03 24.1+038 7800 a 6583 a 19.04 a 591 a 15615 a 3680 b 269 c

53+04 241+£0.38 7756 a 6494 a 1942 a 581 a 1493 a 3742 b 385 ¢

23.8+03 81.4+29 46.00 b 2928 b 988 b 229 b 6.63 b 9714 a 1517 a

Medias con letras iguales entre hileras no son estadisticamente diferentes (DMS, 0.05).

T=temperatura (°C); HR=humedad relativa (%); V=viabilidad (%); G=germinacion(%); Vrad=velocidad de
emergencia de radicula (radiculas.dl'a'1); Vpa=velocidad de parte aérea (pléntulas.dia'1); R=respiracion
(nmol CO, g'1 s’ ); CE=conductividad eléctrica (us cm'1g'1); CH=contenido de humedad de la semilla (%).

Los resultados también permiten inferir que con silica gel y cuartos frios se
puede lograr las mejores condiciones de almacenamiento; esto seria suficiente para
conservar la calidad fisiologica de las semillas de tomate de cascara.

En cuanto al estado de desarrollo de la semilla (Cuadro 3), se observé que las
semillas inmaduras de 45 d ya poseen capacidad de germinar, aunque 10% menos que

la semilla madura; ademas, esta semilla inmadura también posee menor vigor que las
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semillas maduras de 55 o 65 DPP. Esto coincide parcialmente con lo sefalado por
Martinez et al. (2004) quienes indicaron que el mayor porcentaje de germinacion en
semillas de tomate de cascara se alcanza a los 63 DPP. Un comportamiento similar fue
observado por Modi y White (2004) en semillas de tomate Cherry, cuya germinacion
evolucion6 de 5, 38, 68 a 72%, a los 14, 28, 42 y 56 DPP, respectivamente. Por tanto,
s6lo hasta después de los 45 d la semilla puede ser extraida del fruto para lograr alta

germinabilidad (>74%).

Cuadro 3. Efecto del estado de desarrollo (45, 55 y 65 DPP) de la semilla de tomate de cascara.

\% G Vrad Vpa R CE CH
65 DPP 7743 a 61.83 a 17.02 ab 5.27 ab 14.03 ab 4430 a 6.96 a
55 DPP 74.33 a 63.23 a 19.95 a 5.79 a 14.35 a 4510 a 6.96 a
45 DPP 65.83 b 52.63 b 15.82 b 461 b 12.34 b 53.31 a 6.96 a

Medias con letras iguales entre hileras no son estadisticamente diferentes (DMS, 0.05).

DPP=dias post-polinizacion; V=viabilidad (%); G=germinacion(%); Vrad=velocidad de emergencia de
radicula (radiculas.dia'1); Vpa=velocidad de parte aérea (pléntulas.dia'1); R=respiracion
(nmol CO, g'1 s'1); CE=conductividad eléctrica (uscm’1g'1); CH=contenido de humedad de la semilla (%).

La germinacién y la viabilidad fueron iguales en las cosechas a los 55 y 65 DDP,
edades en las que tampoco hubo diferencias significativas en conductividad eléctrica y
contenido de humedad de la semilla. Sin embargo, debe considerarse que el contenido
de humedad aqui reportado no es el del momento de cosecha sino después de secar el
ambiente.

En cuanto al efecto del tiempo de almacenamiento (Cuadro 4), se observé que el

almacenamiento de 4 y 8 meses redujo la germinabilidad en 33 y 22% vy la viabilidad en
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16 y 21%; también duplicé la conductividad eléctrica y elevo en 2 a 2.5% el contenido
de humedad de la semilla. Al duplicar el almacenamiento de 4 a 8 meses se abatio la
germinacion, la viabilidad, la velocidad de emergencia de radicula y respiracion, sin
afectar la velocidad de la parte aérea.

Las tasas de respiracion decrecieron conforme se incrementd el tiempo de
almacenamiento (Cuadro 4). Dichas reducciones coinciden con los decrementos en
germinacion y vigor discutidos anteriormente, lo que sugiere que durante el deterioro
también se afectaron las mitocondrias y su funcion respiratoria, con las consecuentes
reducciones en la produccién de la energia necesaria para la elongacion del eje
embrionario, como lo sefalaron Ferguson et al. (1990). Woodstock et al. (1984)
midieron la respiracion de embriones de soya (Glycine max L) con alto y bajo vigor
después de 4 y 24 h de imbibicién, y encontraron menores tasas respiratorias en
embriones de bajo vigor en ambos periodos de imbibicion, lo que también asociaron

con reducciones en la cantidad y eficiencia de las mitocondrias.

Cuadro 4. Efecto del tiempo de almacenamiento (0, 4 y 8 meses) de la semilla de tomate de cascara.

\% G Vrad Vpa R CE CH

Omeses 85.33 a 7783 a 2390 a 624 a 1763 a 2660 b 542 b

4 meses 6880 b 4433 ¢ 1776 b 276 b 1261 b 5772 a 790 a

8 meses 6347 ¢ 5653 b 1112 ¢ 668 a 1049 c 5840 a 754 a

Medias con letras iguales entre hileras no son estadisticamente diferentes (DMS, 0.05).

V=viabilidad (%); G=germinacién(%); Vrad=velocidad de emergencia de radicula (radl'culas.dfa'1);
Vpa=velocidad de parte aérea (pléntulas.dia'1); R=respiracion (nmol CO, g'1 s” ); CE=conductividad
eléctrica (uscm'1g'1); CH=contenido de humedad de la semilla (%).
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En cuanto a las interacciones de las diferentes variables evaluadas (Cuadros

A1.1 al 6 del anexo), se observo que éstas presentan poca importancia debido a que su

porcentaje es bajo (columna 4), a excepcion de la interaccidén entre ambientes y tiempo

de almacenamiento.

La combinacién de 23.8 °C, 81.4% HR y 8 meses de almacenamiento redujo la

capacidad germinativa, viabilidad, respiracion, velocidad de parte aérea y velocidad de

emergencia de radicula de las semillas de tomate de cascara, efecto que se asocid

con una mayor conductividad eléctrica (Cuadro 5).

Cuadro 5. Interaccion entre ambientes y tiempo de almacenamiento

T HR TIEMPO \ G Vrad Vpa R CE CH
18.2+5 412+10 8meses 74.00 A 64 A 1518 AB 7.22 A 1452 A 415 B 11.46 A
18.2+5 412+10 4meses 7416 A 57.33 A 20.89 A 3.89 BC 1343 A 4359 B 6.81 A
18.2+5 412+10 Omeses 8366 A 7733 A 21.77 A 7.02 AB 1752 A 2892 B 576 A
53+04 241+08 8meses 7200 AB 61.00 A 1465 AB 645 AB 1429 A 4514 B 513 A
53+04 241+08 4meses 7733 A 6016 A 21.79 A 416 ABC 13.65 A 3772 B 515 A
53+04 241+08 Omeses 8533 A 79.00 A 21.87 A 716 A 17.90 A 266 B 447 A
53+04 814+29 8meses 7533 A 66.00 A 1562 AB 6.70 AB 1498 A 40.51 B 497 A
53+04 814+29 4meses 8000 A 5683 A 21.22 A 3.89 BC 1290 A 3402 B 6.60 A
53+04 814+29 Omeses 8266 A 7566 A 2145 A 6.59 AB 17.14 A 30.31 B 6.50 A
238+03 241+08 8meses 7466 A 64.00 A 1431 AB 7.19 A 1452 A 4143 B 468 A
238+03 241+08 4meses 7566 A 56.16 A 20.82 A 3.91 BC 1341 A 40.04 B 441 A
238+03 241+08 Omeses 7500 A 6500 A 19.43 A 528 AB 1472 A 4535 B 334 A
238+03 81429 8meses 2233 C 6.00 B 363 C 037 D 194 B 12654 A 112 A
238+03 814+29 4meses 5100 B 23.16 B 884 BC 1.85 CD 525 B 10456 A 1458 A
238+03 81429 Omeses 8483 A 7683 A 2243 A 6.64 AB 174 A 2729 B 923 A

Medias con letras iguales entre hileras no son estadisticamente diferentes (DMS, 0.05).

T=temperatura (°C); HR=humedad relativa (%); V=viabilidad (%); G=germinacion(%); Vrad=velocidad de
emergencia de radicula (radl'culas.dl'a'1); Vpa=velocidad de parte aérea (pléntulas.dia'1); R=respiracion
(nmol CO, g'1 s’ ); CE=conductividad eléctrica (uscm'1g'1); CH=contenido de humedad de la semilla (%).
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2.4. Conclusiones

Entre los ambientes de almacenamiento evaluados soélo hubo deterioro
significativo cuando se combindé la temperatura de 23.8 °C con una alta humedad
relativa de 81.4%. Este comportamiento provocé disminucion en viabilidad, germinacion
y respiracion de la semilla, mientras que la conductividad eléctrica de la solucion de
imbibicion aumenté. El comportamiento anterior se debe a que las elevadas
temperatura y humedad relativa incrementaron en tres veces el contenido de humedad
de la semilla, de 5.7 a 15.2%. Estos cambios se atribuyen a cambios en el
metabolismo, la disminucion en la respiracion podria resultar en insuficiencia de
sustratos respiratorios para la germinacion. Por ello se considera que un signo
temprano de envejecimiento de la semilla es la disminucién significativa de su tasa
respiratoria y el deterioro de las membranas.

El almacenamiento de las semillas por 4 y 8 meses redujo la germinabilidad en
33 y 22% vy la viabilidad en 16 y 21%; también duplicé la conductividad eléctrica y
elevd en 2 a 2.5% el contenido de humedad de la semilla.

En cuanto al estado de desarrollo de la semilla, las semillas inmaduras de 45 d
ya poseen capacidad de germinar, aunque 10% menos que la semilla madura. La
germinacion y la viabilidad fueron iguales en las cosechas a los 55 y 65 DDP, edades
en las que tampoco hubo diferencias significativas en conductividad eléctrica y

contenido de humedad de la semilla.
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CAPITULO 3. INDICADORES MORFOLOGICOS Y FISIOLOGICOS DEL

DETERIORO DE SEMILLAS DE TOMATE DE CASCARA

Resumen

En México, el tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot) ocupa el quinto lugar entre
las especies horticolas, la investigacion en esta especie es escasa, en especial la
relacionada con el deterioro de la semilla. Por tanto, se estudié el efecto del deterioro
por envejecimiento natural en semillas de tomate de cascara var CHF1-Chapingo,
almacenadas 1, 2, 3 y 5 afios a 182 £+ 5 °C y 41.2 + 10% de humedad relativa.
Después de 5 afios, la viabilidad decrecié de 84.5 a 50.8%, la velocidad de emergencia
de la radicula de 79 a 34.3 radiculas d, la velocidad de emergencia en arena de 29.1
a 15.3 plantulas d™' y la conductividad eléctrica subié de 31 a 80 us cm™. Ademas, el
peso de mil semillas bajé de 1360 a 1140 mg a los 5 afios y el peso de 20 plantulas
después de 10 d de sembradas disminuyé de 1306 a 876 mg. Las pérdidas en
germinacién de la semilla aumentaron linealmente al aumentar el tiempo de
almacenamiento, con una tasa de reduccion de 8.7% anual. La semilla de tomate de
cascara solo se puede conservar en esas condiciones por 3 afios con un vigor medio y

65.8% de germinacion, y soélo por un aio con un alto vigor y 80% germinabilidad.

Palabras clave: Physalis ixocarpa, deterioro de semillas, germinacion, respiracion,

vigor, membranas celulares



75

3.1. Introduccién

Durante el almacenamiento se presentan mecanismos que deterioran la semilla,
que disminuyen el porcentaje de germinacién, la velocidad de crecimiento de la plantula
y la tolerancia a condiciones adversas (Bradford, 2004). Otros sintomas de la semilla
deteriorada incluyen: crecimiento anormal, dafios en estructuras principales de las
plantulas, pérdida de compuestos solubles debido a excesiva permeabilidad de la
membrana, reduccion de la actividad enzimatica, dafio oxidativo al ADN y a las
proteinas y produccion de sustancias toxicas como acidos grasos libres
(Basavarajappa et al., 1991). La generacion de radicales libres y la peroxidacion de
lipidos dafia la integridad fisica de las membranas que, a su vez, causa pérdida de
compartimentacion celular y la expulsion de solutos (Bradford, 2004).

El deterioro de la semilla esta asociado con cambios en su metabolismo; por
ejemplo, la disminucién de carbohidratos que ocurre con la edad de la semilla podria
resultar en insuficiencia de sustratos respiratorios para la germinacién o en la
incapacidad para usarlos; asi, un signo del deterioro de la semilla es una disminucion
significativa de su tasa respiratoria (Bernal y Leopold, 1992; Cruz-Pérez et al., 2003).
La relacidn entre la actividad respiratoria de una semilla durante las primeras horas de
germinacién y su estado de deterioro es dificil de establecer, pero dicha relacion se
aprecia mas claramente después de la emergencia de la radicula (Cruz-Pérez et al.,
2003).

México es centro de origen de las especies del género Physalis, las cuales
forman parte de sus platillos desde épocas precolombinas, sobre todo en forma de

salsas y ensaladas. La superficie cosechada de tomate de cascara (Physalis ixocarpa
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Brot) ha aumentado desde 1932, adquirié importancia en la década de los setenta y
desde los ochenta se exporta en fresco o industrializado a los EE. UU. (Pérez y
Granados, 2001). En México, el tomate de cascara ocupa el quinto lugar entre las
especies horticolas, con una superficie sembrada en 2003 de 48,639 ha distribuidas en
26 Estados, con un rendimiento medio de 12.362 t ha™' (SAGARPA, 2003).

La investigacion en esta especie es escasa, en especial la relacionada con los
aspectos que determinan la calidad de la semilla y su deterioro; empiricamente se
calcula que por cada afo de almacenamiento la semilla pierde hasta 20% de su
germinacion. Este aspecto es importante en los programas de mejoramiento genético y
de conservacion de germoplasma. El conocimiento detallado de las caracteristicas
morfoldgicas vy fisiolégicas de la semilla de esta especie podria ayudar a identificar los
factores involucrados en su deterioro. Por ello, el objetivo de este trabajo fue cuantificar
el efecto del envejecimiento de la semilla de tomate de cascara almacenada en
condiciones naturales sobre sus caracteristicas de germinacion, vigor, disponibilidad de

reservas, respiracion, integridad y permeabilidad de membranas.

3.2. Materiales y métodos

En el estudio se usé semilla de tomate de cascara de la variedad CHF1-
Chapingo, producida durante el temporal en primavera-verano de los afios 2000, 2002,
2003 y 2004 (equivalentes a 5, 3, 2 y 1 afos de almacenamiento) en el Campo
Experimental de la Universidad Autbnoma Chapingo, en Texcoco, Edo. de México, a
2250 m de altitud. EI manejo del cultivo fue el mismo en cada afo de produccion;

transplante a campo abierto en la primera semana de abril, a una densidad de
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poblacién de 30 000 plantas ha™ y cosecha de semilla en la segunda semana de junio.
La semilla cosechada se sec6é al ambiente durante dos semanas, se limpié en una
mesa de gravedad (Seedburo Inc., EE. UU.) y se almacendé en botes de aluminio
abiertos en una bodega sin control de clima (18.2 + 5 °C; 41.2 £+ 10% humedad
relativa).
Experimentos y variables medidas

Los andlisis de calidad fisica, fisiolégica, cinética de imbibicion, respiracion, y
permeabilidad de las membranas de semillas se hicieron en mayo y junio de 2005 en
los laboratorios de Andlisis de Semillas, Fisiotecnia y Microscopia Electronica del
Colegio de Postgraduados, en Montecillo, Edo. de México. Los tratamientos fueron las
cuatro edades de la semilla tomada de lotes mediante muestreos independientes, se
utilizaron 100 semillas por parcela que se distribuyeron en un disefio experimental

completamente al azar con cuatro repeticiones.

Caracteristicas fisicas de las semillas
El porcentaje de humedad de la semilla se calculdé con la formula de Bewley y
Black (1994). Las semillas se deshidrataron 72 h a 72 °C en una estufa (Thelco 31480,
EE. UU.) y después se determiné el peso de la biomasa seca.
Para obtener el peso de mil semillas (P1000S), se aplicé el procedimiento
estandar propuesto por la ISTA (2004), se usaron ocho repeticiones, de 100 semillas,
las cuales se pesaron en una balanza Ohaus (Pine Brook, China), con precision de

0.001 g.
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Calidad fisiolégica de semillas

Para la prueba de germinacion, las semillas se depositaron en cajas petri con
papel filtro humedecido y se colocaron en una germinadora SD8900 (Seedburo Inc.,
EE. UU.) a 25 £ 1 °C en oscuridad, por 8 dias (d), segun las normas de la ISTA (2004).
Se midi6 la velocidad de emergencia de radicula (VErad) con la férmula de Maguire
(1962) que consiste en contabilizar cada 24 h el numero de radiculas emergidas.
También se midieron, al final de la prueba, los porcentajes de germinacién (G) y
viabilidad (Vi) que considera el numero de plantulas normales y plantulas anormales.

Para evaluar el vigor de la semilla de los lotes, se utilizé la prueba de velocidad
de emergencia en arena. Las semillas se sembraron en un semillero con arena
esterilizada a 1 cm de profundidad a humedad a saturacion. Cada 24 h se registraron
las plantulas emergidas, y la velocidad de emergencia de plantulas (VEA) se calculd
con la férmula de Maguire (1962). Al final de la prueba (10 d después de la siembra) se
evalud el porcentaje de emergencia (PE). Se secaron 20 plantas tomadas al azar por
repeticion en una estufa modelo 31480 (Thelco, EE. UU.) y se pesaron sus biomasas

secas (PS, en mg).

Cinética de imbibicidon y respiracion
Para evaluar la cinética de imbibicion (Cl) se colocaron al azar las 100 semillas
en cajas petri cada 24 h durante 7 d y en cada muestreo se peso la biomasa fresca y
seca para calcular el contenido de humedad. Los resultados se graficaron para obtener

la curva de cinética de imbibicion durante la germinacion.
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Antes de secar las semillas, se midi6é la actividad respiratoria de la semilla
(nmol CO, g"' s™") en cada repeticion con un aparato de fotosintesis CI-301PS (CID

Inc., Canada) y se calcul6 el promedio de la tasa de respiracion por tratamiento.

Permeabilidad de las membranas

El efecto de los anos de almacenamiento en la permeabilidad de las membranas
celulares se determind en la solucion de imbibicion de las semillas mediante:
conductividad eléctrica (CE) y potencial osmético. La CE (uscm™ g™) se midié en las
semillas que se pesaron y colocaron en 60 mL de agua desionizada a 25 °C durante 24
h, con un aparato de conductividad Modelo 72729 (Oakton, Singapur).

El potencial osmaético se midié en cuatro repeticiones de 200 semillas tomadas al
azar en 2 mL de agua desionizada a 24 °C por 24 h, con un osmometro calibrado de
presién de vapor modelo 5500 (Wescor Inc., EE. UU.). Los resultados se convirtieron

en MPa segun la formula de Van't Hoff (1887, citado por Salisbury y Ross, 1994).

Analisis estadistico de los datos
En todas las variables se obtuvieron promedios y desviaciones estandar por
tratamiento en Microsoft Excel 2003. De tales promedios se obtuvieron curvas

polinomiales mediante el programa Model Maker.

Estudio histolégico de las membranas
Para observar las membranas en el microscopio electronico, se imbibieron 20

semillas al azar por tratamiento en agua por 24 h. Se fijaron muestras de tejido en una
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solucién de glutaraldehido a 25% y amortiguador fosfato 0.1 M, a pH de 7.1; el tiempo
de fijacion fue 30 min a 4 °C. Las resinas se prepararon con didxido de vinilciclohexano,
ether diglicidil de polipropileneglicol, anhidro succinico nonenil y dimetilaminoetanol.
Para los cortes (60 a 90 nm espesor) se us6 un ultramicrétomo Reichert (Mod 570,
Austria) con navaja de diamante; la tincion se hizo con acetato de uranilo y citrato de
plomo y las preparaciones se observaron en un microscopio electrénico de transmision
Carl Zeiss (EM9, Alemania) y las imagenes se imprimieron en pelicula Kodak 4489

electron 7 x 7 cm (EE. UU.).

3.3. Resultados y discusion
Efecto del deterioro en la germinacion y vigor de la semilla

El contenido de humedad no varié entre edades de la semilla, lo cual significa
que todas estuvieron en equilibrio con el ambiente; su valor promedio fue 5.2% que se
considera bajo y que no interviene en el proceso de la evolucion de las otras variables
medidas. En cambio, todas las variables de germinacion y vigor disminuyeron
linealmente durante los afios de almacenamiento, como lo evidencian tasas constantes
de deterioro, excepto en el peso seco de la plantula (Figura 1). Todos los modelos
lineales presentaron un alto grado de ajuste (R?> 0.97), o sea que fueron confiables
para prediccion en las condiciones experimentales; ademas, son inéditos en esta
especie.

Estos resultados concuerdan con Delouche (2002) quien sefialé que la semilla
de cualquier especie presenta su mas alto nivel de vigor y potencial germinativo al

alcanzar la madurez fisiolégica, a partir de la cual se inicia un proceso continuo e
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irreversible de deterioro hasta perder su capacidad germinativa. Asi, el deterioro de una
semilla se podria entender como una serie de cambios con tiempo, que afecta

funciones vitales y su desempeno, hasta causar su muerte (Bradford, 2004).
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Figura 1. Efecto de la edad de la semilla en variables de germinacion (A-C) y de vigor (D-F) del tomate
de céscara. El almacenamiento de la semilla se hizo durante 1, 2, 3 y 5 afios, a 18.2 °C y 41.2% de
humedad relativa. G=germinacion, Vi=viabilidad, PE=porcentaje de emergencia en arena,
VErad=velocidad de emergencia de radicula, VEA=Velocidad de emergencia en arena, PS=peso seco de
20 plantulas. Las barras indican error estandar (n = 4).
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La germinacion que se inicié con un valor estimado de 89% a la cosecha tuvo
una tasa de pérdida de 8.7% por ano en las condiciones experimentales (Figura 1A'y
Cuadro 1), esto significa que en dos afios, las semillas de tomate de cascara reducen
su germinabilidad en cerca de 30%, lo que probablemente significaria baja emergencia
en campo.

Para el mismo lote de semillas se calculé6 un valor de viabilidad inicial a la
cosecha de 93.5% y una tasa anual de pérdida de 8.3% (Figura 1B y Cuadro 1). De
esta manera, alrededor de 5% de las semillas vivas no germinan en una plantula
normal en las condiciones de una prueba estandar de germinacién. Asi, la tasa de

pérdida de viabilidad fue ligeramente menor que la de germinacion.

Cuadro 1. Tasa anual de reduccion y valor estimado al momento de cosecha de las variables de calidad
fisioldgica de semilla de tomate de cascara.

Variable Tasa anual de Valor calculado al
reduccion (%) momento de cosecha
Germinacién (%) 8.7 89.2
Viabilidad (%) 8.3 93.5
Emergencia de plantula en arena (%) 6.9 72.4
Velocidad de emergencia en arena (plantulas d'1) 3.4 31.9
Velocidad de emergencia de radicula (radiculas d'1) 11.1 88.7

En la evaluacién de la germinacion en arena para medir el porcentaje de
emergencia (PE), se estimd un valor inicial a la cosecha de 72.4% (Cuadro 1). Es decir,
la germinabilidad en este sustrato fue 17% inferior a la germinacion estandar; pero la
tasa de pérdida anual en emergencia fue 6.9%, menor que las tasas de pérdida en
germinacion y viabilidad (Cuadro 1). Las diferencias entre germinacién y emergencia
son provocadas porque las condiciones de la prueba de germinaciéon son mas estables
(25 £ 1 °C) que las del semillero donde se hizo la prueba de vigor (21.4 £ 10.4 °C).

Ademas, en arena la plantula debe vencer la resistencia del sustrato, ya que en el
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semillero se sembrd a una profundidad de 1 cm vy las plantulas tuvieron que crecer mas
para poder ser registrados como emergidas (Bradford, 2004). Finalmente, el
envejecimiento también causé pérdidas en el peso seco de plantulas derivadas de la
semilla (Figura 1F) pero no lineales como en los casos anteriores, sino que hubo un
mayor deterioro entre el segundo y tercer afio de almacenamiento que en los demas
anos.

Contenido de reservas de la semilla

El peso de 1000 semillas (P1000S) de tomate de cascara disminuyé
exponencialmente (Figura 2); asi, la mayor reduccién ocurrié en los primeros dos anos.
Segun el modelo matematico, al momento de la cosecha el P1000S debi6 ser 1846.3
mg, lo cual significa que en dos afios perdié 35% de sus reservas; tal reduccion debio
causar la disminucion de 20% en el peso seco de la plantula, entre el segundo y tercer
afno de edad, como se mostr6 en la Figura 1F.

Segun Copeland y McDonald (2001), una causa de la pérdida de germinacion en
lotes almacenados durante varios anos, es el consumo de reservas de la semilla.
Asimismo, Basavarajappa et al. (1991) obtuvieron que durante el envejecimiento
natural de la semilla de maiz se reduce el contenido total de reservas, como
carbohidratos y proteinas, y esta es una causa importante de que el crecimiento y
desarrollo de la nueva plantula sean afectados al avanzar el proceso de deterioro de la
semilla. Sin embargo, Cruz-Pérez et al. (2003) detectaron en semillas de maiz que al
no haber cambios significativos en el peso seco del endospermo, las reducciones de

reservas no siempre ocurren.



84

_1400.0

y =-11.66x° + 125x° - 443.3x + 1690
R2 = 0.893

—

o

a

o

<)
1

1300.0
1250.0

000 semillas (mg

— 1200.0

1150.0

Peso de

1100.0

Edad de la semilla (afios)

Figura 2. Peso de 1000 semillas de tomate de cascara almacenadas durante 1,2, 3y 5 afios a 18.2°Cy
41.2% de humedad relativa. Las barras indican error estandar (n = 4).

Otra variable relacionada con el vigor de la semilla es la respiracion, la cual es
controlada por la cantidad de sustratos respirables como los glucidos (Lambers et al.,
1991). En tomate de cascara se observd que las semillas secas (antes de ser
embebidas) de todos los tratamientos presentaron una tasa promedio de 1.1 nmol CO,
g's™, sin diferencias estadisticas entre afios de almacenamiento (datos no mostrados),
mientras que el promedio de la respiracion de las semillas a los 6 d de iniciada la
imbibicion fue 11.1 nmol CO, g' s’ (Figura 3), debido a la reactivacion del
metabolismo. Entonces, durante el almacenamiento las semillas estaban respirando a
tasas equivalentes al 10% respecto a la respiracion alcanzada al sexto dia de iniciada
la imbibicion.

Ademas, el almacenamiento redujo la tasa respiratoria de semillas medida en el
dia 6 de iniciada la imbibicién, con una tendencia de sigmoidal inversa (Figura 3), ya

que en el afio 5 la tasa respiratoria fue sélo 46% de la tasa mostrada en semillas de 1 o

2 anos; esta cinética respiratoria también muestra que desciende después de los 2
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afnos de edad de la semilla, lo cual sugiere que la tasa respiratoria se afecté cuando las
reservas de la semilla se redujeron en 35%, es decir, cuando cada semilla pes6 menos
de 1.25 mg (Figura 2), considerando el peso de la semilla como un indicador de su

contenido de reservas.
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Figura 3. Cinética respiratoria de semillas de tomate de cascara almacenadas durante 1, 2, 3 y 5 afios a
18.2 °C y 41.2 % de humedad relativa, al sexto dia del inicio de imbibicidon. Las barras indican error
estandar (n = 3).

La respiracién de la semilla provee energia requerida para la germinacién (De
Viseer et al., 1990; Stewart et al., 1990) y su intensidad depende de la funcionalidad de
las mitocondrias (Morohashi et al., 1981; Bewley y Black, 1994); por ello, las semillas
vigorosas requieren mayor aporte energético que las no vigorosas (Ram y Wiesner,
1988). Puesto que en el presente estudio la respiracién no se midié directamente en
mitocondrias aisladas, no se puede saber si la disminucion en la respiracion por
envejecimiento de la semilla podria deberse a anomalias en el aprovechamiento de las
reservas usadas como sustratos, a la disponibilidad de éstas o al estado fisico y

fisiolégico de las mitocondrias. Ferguson et al. (1990) también observaron que el

deterioro de la semilla de soya (Glycine max L) redujo la tasa respiratoria y la velocidad
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de emergencia de radicula, respuestas que se asociaron con la disminucién del vigor
de la semilla.
Ademas se encontré que conforme la semilla del tomate de cascara envejecia, la

radicula tardaba mas en emerger, en particular al envejecer de 3 a 5 anos (Figura 4).
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Figura 4. Cinéticas de aparicion de radiculas de semillas de tomate de cascara con 1, 2, 3y 5 afios de
almacenamiento a 18.2 °C y 41.2% de humedad relativa almacén, durante 8 d. Las barras indican error
estandar (n = 4).

Permeabilidad de membranas y cinética de imbibicién

La conductividad eléctrica (CE) de la solucion de imbibicion aumentd linealmente
con la edad de las semillas a una tasa de 12.55 uscm™'g™'afio” (Figura 5A), a la vez
que el potencial osmético (PO) de dicha solucion decrecia a una tasa de 0.43 MPa
afio™. La pérdida de vigor se ha asociado con una permeabilidad creciente de las
membranas celulares, y los lotes de semillas que muestran una alta germinacién en
laboratorio pero liberan grandes cantidades de electrolitos son considerados de bajo
vigor en condiciones de estrés; por ello la CE se ha aceptado como indicador del vigor

en semillas de algunas especies. En pepino (Cucumis sativa L.), por ejemplo, la



87

pérdida de viabilidad de semillas envejecidas a 38 °C y 100% humedad relativa, estuvo
asociada con el aumento de la CE y la peroxidacion de lipidos de la membrana (Smith
y Berjak, 1995). Tanto el aumento en CE como la reduccion en PO se consideran
evidencias de un incremento en la permeabilidad de las membranas celulares de la
semilla, y ello representaria pérdida de integridad fisioldgica o fisica de las mismas.
Segun Bewley y Black (1994), la falta de integridad de las membranas en semillas se
debe a una disminucién de fosfolipidos, carbohidratos y proteinas, asi como a la
reduccion en la actividad de la peroxidasa, durante el secado que ocurre en la

maduracion.
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Figura 5. Conductividad eléctrica y potencial osmaético de la solucidén de imbibicion durante 24 h de
semillas de tomate de céscara con 1, 2, 3y 5 afos de almacenamiento a 18.2 °C y 41.2% de humedad
relativa. Las barras indican error estandar (n = 4).

La cinética de imbibicidn no mostré diferencias significativas (p< 0.05) entre las
edades de la semilla de tomate de cascara (Figura 6), lo que denota que no hubo
diferencias de hidratacion entre las semillas viejas y nuevas. En contraste, Cruz et al.
(1995) observaron una relacion directa entre la cinética de imbibicidén y el deterioro en

semilla de maiz (Zea mays L). Segun Gatica et al. (1995) y Cruz et al. (1995), la



88

absorcion de agua presenta una cinética trifasica en las semillas de diferentes
especies. En tomate de cascara soélo se encontraron dos fases: la primera de las 0 a
las 24 h y se llega a un maximo de absorcion; la segunda inicié a las 24 h y el
contenido de humedad de la semilla tendié a mantenerse constante. Es posible que la
primera fase de absorcion de agua no se haya detectado en este experimento ya que el
intervalo de mediciones fue 24 h, y la primera fase ocurre de 8 a las 12 h. Antes de
imbibicién (0 h), todas las semillas tenian un bajo contenido de agua (5%). La
reparacion de membranas celulares y del ADN vy la sintesis de proteinas que usan los
ARNmM ocurren durante las primeras 8 a 12 h y, segun Bewley (1997), la sintesis de
mitocondrias y proteinas ocurre después de las 12 h, mientras que la movilizacion de
reservas de la semilla, el alargamiento y division celular se dan después de 50 h de

iniciada la imbibicion.
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Figura 6. Cinética de imbibicién en semillas de tomate de cascara con 1, 2, 3 y 5 anos en almacén,
durante 6 dias de imbibicion. Las barras indican error estandar (n = 4).

Las observaciones histolégicas realizadas al microscopio electronico no

evidenciaron diferencias anatémicas significativas de las membranas entre los
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diferentes tratamientos (Figura 7), pues en semillas nuevas (Figura 7a) y viejas (Figura
7b) se detectaron poros en la membrana celular discontinua en frecuencias similares.
Lo anterior contrasta con lo sefialado por Robert y Sherlie (1985) quienes afirmaron
que en semillas de soya existe una ruptura de membranas ocasionada por el
envejecimiento de las semillas. En tomate de cascara, la integridad fisica de las
membranas y paredes celulares en la semilla no sufri6 cambios observables conforme
el periodo de almacenamiento se incrementé hasta 5 afios. Es decir, el deterioro de la
semilla de tomate de cascara no se debid al dafo fisico de membranas de la semilla,
pero si a su mayor permeabilidad a los solutos debida posiblemente a la peroxidacion
de los lipidos de las membranas, observada en semillas de especies como maiz,

cebollay berenjena (McDonald, 2000).

Figura 7a. Un afio de edad Figura 7b. Cinco afios de edad

Figura 7. Observaciones al microscopio electrénico de transmision de cortes de tejidos seminales de
semilla de tomate de cascara almacenadas durante uno y cinco afios a 18.2 £ 5 °C de temperatura y
412 t+ 10% de humedad relativa. No existieron diferencias significativas entre los afos de
almacenamiento estudiados. Algunas peculiaridades se encuentran sefialadas: MbD=membrana celular
discontinua, Hg=hongos saprdfitos, PC=pared celular.
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3.4. Conclusiones

Las condiciones en las cuales la semilla de tomate de cascara fue almacenada a
18.2 + 5 °C de temperatura y 41.2 + 10% humedad relativa causaron deterioro y
reducciones en la germinacién (8.7% anual), viabilidad (8.3% anual) y emergencia de
plantula en arena (6.9% anual). Dichas reducciones se pueden explicar por la
disminucién de las reservas, la disminucion de la energia disponible para los procesos
de crecimiento y dafos en las membranas celulares. En el caso de la disminucion de
reservas, la variable peso de mil semillas perdié 35% de su valor en los primeros dos
afnos y la respiracion sélo fue afectada hasta el 3er afio de almacenamiento.

En cuanto a los dafos ocasionados en la membrana por el deterioro, se
encontré que la conductividad eléctrica de la solucién de imbibicién aument6 en 12.5 us
cm™” g afio” y el potencial osmético disminuyé en 0.43 Mpa afio™; sin embargo, no
hubo diferencias entre edades de la semilla en la cinética de imbibiciéon y en la
integridad fisica de estas membranas, por lo tanto, es evidente que el deterioro de las
semillas de tomate de cascara provoca cambios en la composicion quimica de las

membranas que permiten escapar solutos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES
1. Conclusiones

La presente investigacion aporta conocimiento sobre varios aspectos
relacionados con el desarrollo y deterioro.

Durante el desarrollo de la semilla, el contenido de carbohidratos solubles
aumentd de 33 a 118 ug g™ peso fresco, y el contenido de sacarosa en la semilla se
incremento de 13 a 25 ug g™.

En el metabolismo de la sacarosa, la enzima invertasa acida tuvo niveles altos
de actividad en etapas tempranas del desarrollo de la semilla, y luego fue
disminuyendo continuamente para llegar a su minima actividad a los 55 DPP. En
cambio, la enzima sacarosa sintasa resulté indetectable en los primeros 15 DPP, para
después incrementar y alcanzar su maxima actividad a los 35 DPP, y luego declinar
teniendo niveles muy bajos después de 45 DPP.

Estos resultados evidencian que ambas enzimas sacarosa sintasa e invertasa
acida, estan presentes y activas en la semilla de tomate de cascara, que sirven para
metabolizar la sacarosa que se usa en el crecimiento y acumulacion de carbohidratos
en la semilla, procesos que determinan la germinacion y vigor de la semilla.

Entre los ambientes de almacenamiento evaluados soélo hubo deterioro
significativo cuando se combindé la temperatura de 23.8 °C con una alta humedad
relativa de 81.4%. Este comportamiento provocé disminucion en viabilidad, germinacion
y respiracion de la semilla, mientras que la conductividad eléctrica de la solucion de
imbibicion aumenté. El comportamiento anterior se debe a que las elevadas

temperatura y humedad relativa incrementaron en tres veces el contenido de humedad
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de la semilla, de 5.7 a 15.2%. Estos cambios se atribuyen a cambios en el
metabolismo, la disminucion en la respiracion podria resultar en insuficiencia de
sustratos respiratorios para la germinacion. Por ello se considera que un signo
temprano de envejecimiento de la semilla es la disminucién significativa de su tasa
respiratoria y el deterioro de las membranas.

Las condiciones en las cuales la semilla de tomate de cascara fue almacenada a
18.2 + 5 °C de temperatura y 41.2 + 10% humedad relativa causaron deterioro y
reducciones en la germinacién (8.7% anual), viabilidad (8.3% anual) y emergencia de
plantula en arena (6.9% anual). Dichas reducciones se pueden explicar por la
disminucién de las reservas, la disminucion de la energia disponible para los procesos
de crecimiento y dafos en las membranas celulares. En el caso de la disminucion de
reservas, la variable peso de mil semillas perdié 35% de su valor en los primeros dos
afnos y la respiracion sélo fue afectada hasta el tercer afio de almacenamiento.

En cuanto a los dafos ocasionados en la membrana por el deterioro, se
encontré que la conductividad eléctrica de la solucién de imbibicién aumenté en 12.5 us
cm™” g* afio” y el potencial osmético disminuyé en 0.43 Mpa afio™; sin embargo, no
hubo diferencias entre edades de la semilla en la cinética de imbibicion y en la
integridad fisica de estas membranas, por lo tanto, es evidente que el deterioro de las
semillas de tomate de cascara provoca cambios en la composicion quimica de las

membranas que permiten escapar solutos.
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2. Recomendaciones

En general esta informacion sugiere el planteamiento de nuevas lineas de
investigacion enfocadas a la busqueda de informacién sobre el desarrollo y deterioro de
las semillas de tomate de cascara, ya que este cultivo representa un patrimonio cultural
y natural para nuestro pais.

En cuanto al deterioro sera necesario estudiar aspectos relacionados con la
estructura lipidica de las membranas para poder explicar la salida de solutos en la
semilla imbibida, ya que las observaciones histolégicas no muestran un deterioro fisico
de dichas membranas.

Sobre el desarrollo de la semilla sera necesario estudiar en otras variedades y
ambientes de produccion tanto el desarrollo de la semilla misma como el de sus
caracteristicas de calidad fisioldgica. Sobre todo porque existen reportes recientes que
contradicen los resultados aqui obtenidos, en cuanto a que la semilla comienza a
germinar después de los 35 dias después de polinizacion.

Igualmente estudiar sobre las relaciones fuente-demanda (fruto y semilla) la
distribucion de carbono asimilado por la planta y su eficiencia productiva; lo anterior
sera un complemento de los resultados obtenidos en este trabajo sobre la actividad de

sacarosa sintasa e invertasa.
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ANEXOS
A1. Analisis de varianza correspondiente al capitulo 2. Deterioro artificial de
semillas de tomate de cascara.

Cuadro A1.1. Analisis de varianza de viabilidad en semillas de tomate de cascara.

Fuentes de | Grados de Suma de % de SC Cuadrados Valor de F Pr>F

Variacion Libertad cuadrados (SC) medios
E 2 4328.40 5 2164.20 40.27 0.0001
A 4 32019.02 37 8004.75 148.94 0.0001
T 2 15598.93 18 7799.46 145.12 0.0001
E*A 8 3323.37 4 415.42 7.73 0.0001
E*T 4 831.46 1 207.86 3.87 0.0053
AT 8 19693.51 23 2461.68 45.80 0.0001
E*A*T 16 2476.08 3 154.75 2.88 0.0005
Total 179 86076.80 100

E = Edades de la semilla (45, 55 y 65 Dias después de polinizacion); A= Ambientes de almacenamiento
(23.8°C y 81.4% HR; 23.8 °C y 24.1%HR; 5.3 °C y 81.4%HR; 5.3 °C y 24.1%HR y 18.2 °C y 41.2%HR);

T= Tiempo de almacenamiento (0, 4 y 8 meses).

Cuadro A1.2. Andlisis de varianza de germinacion en semillas de tomate de cascara.

Fuentes de | Grados de Suma de % de SC Cuadrados Valor de F Pr>F

Variacion Libertad cuadrados (SC) medios
E 2 3979.20 3 1989.60 31.01 0.0001
A 4 40877.86 36 10219.46 159.30 0.0001
T 2 34899.60 30 17449.80 272.01 0.0001
E*A 8 1866.13 2 233.26 3.64 0.0007
E*T 4 531.20 0 132.80 2.07 0.0883
AT 8 22179.73 19 2772.46 43.22 0.0001
E*A*T 16 1775.46 2 110.96 1.73 0.0484
Total 179 115002.20 100
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Cuadro A1.3. Analisis de varianza de velocidad de radicula en semillas de tomate de

cascara.
Fuentes de | Grados de Suma de % de SC Cuadrados Valor de F Pr>F
Variacion Libertad cuadrados (SC) medios
E 2 541.90 5 270.95 61.17 0.0001
A 4 2715.30 24 678.82 153.25 0.0001
T 2 4901.06 43 2450.53 553.21 0.0001
E*A 8 30.95 0 3.86 0.87 0.5406
E*T 4 984.43 9 246.10 55.56 0.0001
AT 8 1531.82 13 191.47 43.23 0.0001
E*A*T 16 74.52 1 4.65 1.05 0.4080
Total 179 11384.50 100

Cuadro A1.4. Analisis de varianza de velocidad de parte aérea en semillas de tomate

de cascara.
Fuentes de | Grados de Suma de % de SC Cuadrados Valor de F Pr>F
Variacion Libertad cuadrados (SC) medios
E 2 42.35 3 21.17 22.38 0.0001
A 4 394.06 25 98.51 104.11 0.0001
T 2 553.37 35 276.68 292.40 0.0001
E*A 8 13.51 1 1.68 1.78 0.0854
E*T 4 97.67 6 24.41 25.81 0.0001
AT 8 321.40 20 40.17 42.46 0.0001
E*A*T 16 14.53 1 0.90 0.96 0.5041
Total 179 1574.07 100
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Cuadro A1.5. Analisis de varianza de respiracion en semillas de tomate de cascara.

Fuentes de | Grados de Suma de % de SC Cuadrados Valor de F Pr>F

Variacion Libertad cuadrados (SC) medios
E 2 141.16 2 70.58 22.23 0.0001
A 4 2200.69 38 550.17 173.25 0.0001
T 2 1617.87 28 808.93 254.73 0.0001
E*A 8 73.61 1 9.20 2.90 0.0052
E*T 4 30.09 1 7.52 2.37 0.0558
AT 8 1160.94 20 145.11 45.70 0.0001
E*A*T 16 80.19 1 5.01 1.58 0.0831
Total 179 5761.84 100

Cuadro A1.6. Analisis de varianza de conductividad eléctrica en semillas de tomate de

cascara.
Fuentes de | Grados de Suma de % de SC Cuadrados Valor de F Pr>F
Variacion Libertad cuadrados (SC) medios
E 2 2986.94 1 1493.47 14.63 0.0001
A 4 111236.86 48 27809.21 272.40 0.0001
T 2 39593.81 17 19796.90 193.92 0.0001
E*A 8 2004.45 1 250.55 245 0.0165
E*T 4 850.38 0 212.59 2.08 0.0866
AT 8 56572.76 24 7071.59 69.27 0.0001
E*A*T 16 2155.96 1 134.74 1.32 0.1942
Total 179 231332.54 100




