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Pérdida de tolerancia a la desecacion durante la
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Resumen

Las semillas ortodoxas cerca de la madurez adquieren
tolerancia a la desecacion; sin embargo, durante el proceso
de imbibicion-germinacion ésta se pierde. El tiempo en
que ocurre entre especies, incluso entre lotes de la misma
especie es variable. Se determin6 el momento en que ocurre
la pérdida de tolerancia a la desecacion en semillas de maiz
durante la imbibicion-germinacion, ademas se observo el
comportamiento y relacion de cuerpos lipidos con la pérdida
detolerancia. Semillasdemaizdelalinea231 fueronimbibidas
en agua y con diferentes concentraciones de polietilenglicol
8 000. La cinética de imbibicion se cuantifico en periodos de
ochohorashastalas40hylapérdidadetoleranciaadesecacion
se estimo con pruebas de germinacion estandar, conductividad
eléctrica y envejecimiento acelerado. Ejes embrionarios
fueron procesados y observados en el microscopio electronico
de transmision. La pérdida de tolerancia a la desecacion se
present6 alas 32 hdeimbibicionacontenidosdeaguade300 g
H,0kg'y 520 gH,0Okg' ensemillay embriénrespectivamente.
En este momento la conductividad aumenta de 7.26 a 15.63
puSm'g"! mientras la germinacion y viabilidad se redujeron
27y 84% respectivamente. El movimiento de los cuerpos
lipidos durante la imbibicion-germinacion se presenta entre
las 24 hy 32 h, provocando alteraciones a lamembrana con
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Abstract

Orthodox seeds near maturity acquire desiccation tolerance,
however during this imbibition-germination is lost. The
time that occurs between species even between batches of
the same species is variable. When the loss of desiccation
tolerance in maize seeds during imbibition, germination
occurs is determined, and also the behavior of lipid bodies
relative to the loss of tolerance was observed. Maize
seeds of line 231 were imbibed in water and with various
concentrations of polyethylene glycol 8 000. The imbibition
kinetics was quantified in periods of eight hours to 40 hours
and the loss of tolerance to desiccation is estimated by testing
standard germination, conductivity electrical and accelerated
aging. Embryonic axes were processed and observed in the
transmission electron microscope. The loss of desiccation
tolerance was presented at 32 h of imbibition water contents
of 300 g H,O kg' and 520 g H,O kg' seed and embryo
respectively. Atthis time the conductivity increases from 7.26
to 15.63 guSm'g"! while the germination viability decreased
27 and 84% respectively. The movement of lipid bodies
during imbibition-germination occurs between 24 h and 32
h, causing changes to the membrane with dried, so therole of
these, besides being a source of energy during germination,
provide membrane protection during desiccation.
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los secados, por lo que el papel que juegan éstos, ademas
de ser fuente de energia durante la germinacion, proveen de
proteccion a las membranas durante la desecacion.

Palabras clave: contenido de agua, lipidos, membranas
celulares.

Introduccion

Las semillas ortodoxas durante el desarrollo, cerca de la
madurez, presentan la capacidad de reducir el contenido de
aguadelostejidos sinafectarlaviabilidad. A ésta caracteristica
se le conoce como tolerancia a la desecacion. Se considera
que ésta es una cualidad que confiere proteccion a los tejidos
que pueden sufrir dafios durante la deshidratacion (Vertucciy
Farrant, 1995). Bewley (1995)ladefine comolacapacidad de
las semillas para germinar después de un secadorapido. Puede
reducirel contenido deaguahasta 50 gH,O kg yalmacenarlas
por periodos mayores a un afio sin tener descensos en el
porcentaje de germinacion (Egli y TeKrony, 1997).

Durante laadquisicion delatolerancialas células embrionarias
presentan cambios en estructura, moleculares y bioquimicos,
por ejemplo la movilizacion de cuerpos lipidicos a la
periferia de la pared celular, presencia de proteinas LEA’s,
conformacién del ADN, reacciondel citoesqueleto y presencia
de sistemas antioxidantes (Vertucciy Farrant, 1995; Cordova-
Tellez y Burris, 2002; Buitink et al., 2000).

Durante el proceso de imbibicion-germinacion se pierde la
tolerancia a la desecacion (Oliver et al., 2000; Hoekstra et
al.,2001; Bing et al.,2012). Las sustancias de reservas, como
almidon y lipidos, son transformadas enzimaticamente para
formar compuestos solubles que sonmovilizados al embriony
propiciar el crecimiento de la plantula (Egli y TeKrony, 1997).
Elperiodo en que ocurre la pérdida de tolerancia va desde que
inicia la imbibicion y hasta el momento de la protusion radical
(Leprince et al.,2000; Buitink et al., 2003; Faria et al.,2005) y
esta intimamente ligada con la concentracion de agua presente
en los tejidos de la semilla (Vertucci y Ross, 1990; Walters et
al.,2002; Reny Tao, 2003). Sin embargo, el tiempo en que ésta
se presenta es variable entre especies. Senaratna y McKersie
(1983) encontraron que semillas de soya [Glycine max (L.)
Merr cv.Maple Arrow | imbibidas por 6 h seguian manteniendo
la tolerancia a secados severos, pero después de 36 horas la
perdieron, mientras que en semillas de chicharo (Pisum sativum
L.cv. Alaska) ésta fue entre 18 y 24 h (Kostery Leopold 1988).
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Introduction

Orthodox seeds during development near maturity have the
ability to reduce water content of the tissues without affecting
viability. In this feature is called desiccation tolerance. It is
considered that this is a quality which confers protection
to tissues may suffer damage during dehydration (Vertucci
and Farrant, 1995). Bewley (1995) defines it as the ability
of seeds to germinate after rapid drying. You can reduce
the water content to 50 g H,O kg and stored for periods
longer than one year without decreases in the percentage of
germination (TeKrony and Egli, 1997).

Duringacquisition oftolerance embryonic cells show changes
in structure, molecular and biochemical, for example the
mobilization of lipid bodies in the periphery of the cell wall,
the presence of LEAs proteins, DNA conformation, reaction
of the cytoskeleton and the presence of antioxidant systems
(Vertucciand Farrant, 1995; Buitink ez al., 2000; Burris, 2002).

During imbibition, germination, desiccation tolerance
(Hoekstra et al., 2001; Oliver et al., 2000; Bing et al., 2012)
is lost. Reserve substances such as starch and lipids, are
enzymatically transformed to form soluble compounds are
mobilized to promote the embryo and seedling growth (Egli
and TeKrony, 1997). The period in which the loss of tolerance
ranges frominitiating imbibition until time of radical protrusion
occurs (Leprince et al., 2000; Buitink et al., 2003; Faria et al.,
2005) and is closely linked with the concentration of water
presentinthe seed tissues (Vertucciand Ross, 1990; Walters et
al.,2002; Ren and Tao 2003). However, the time in which this
occurs varies among species. Senaratnaand McKersie (1983)
found that soybean [ Glycine max (L.) Merr cv. Maple Arrow |
imbibidas for 6 h still maintaining tolerance to severe drying,
butafter 36 hours lost while in pea seeds (Pisum sativum L. cv.
Alaska)itwasbetween 18 and 24 h (Kosterand Leopold 1988).

As acquisition causes changes in cell structure, the loss of
tolerance, priorto drying, brings physical, physiological and
anatomical changes in the cells (Farias et al., 2005) resulting
in low viability and seed germination. Daws et al. (2008)
reported that the loss of tolerance might reduce up to 50%
germination of seed lots are in geographical airlines affected
by high relative humidity or rainy seasons. This study
determined the time when the loss of desiccation tolerance
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Aligual que la adquisicion provoca cambios en la estructura
celular, la pérdida de la tolerancia, previo a un secado, trae
alteraciones fisicas, fisiologicas y anatomicas en las células
(Farias et al., 2005) ocasionando baja viabilidad y poder
germinativo de las semillas. Daws et al. (2008) reportan que la
pérdidadetoleranciapuede mermarhasta 50%, la germinacion
de lotes de semillas se encuentran en aéreas geograficas
afectadas poraltashumedades relativas o estaciones lluviosas.
El presente trabajo determiné el momento en que ocurre la
pérdida de tolerancia a la desecacion en un lote de semillas de
maizduranteel proceso deimbibicion-germinaciony se observo
el comportamiento de cuerpos lipidicos asociados a la pared
celularysurelacion conlaperdidadetoleranciaaladesecacion.

Materiales y métodos

Se utilizé semilla de maiz de la linea de maiz 231
proporcionada por el Dr. Aquiles Carballo Carballo y fue
producidaen el ciclo primavera-verano de 2002 en el Campo
Experimental del Colegio de Postgraduados en Ciencias
Agricolas, Estado de México.

Cinética de imbibicién. Con la finalidad de observar
la cinética de imbibicion en la semilla se realizaron dos
experimentos, uno para controlar la tasa de imbibicion,
el grado de hidratacion final y determinar la contenido de
humedad en la que se presenta la pérdida de la tolerancia a la
desecacion y el segundo para evaluar el tiempo en horas en
el que se da este fendmeno y evaluar de forma indirecta las
implicaciones en lasmembranas celulares. Para el experimento
uno se utilizaron diferentes concentraciones de polietilenglicol
8000 (PG) SIGMA. Fueron colocadas 2 000 semillas por
tratamiento entre toallas de papel (24 x 23.5 cm) marca Marquis
Georgia-Pacific, las cuales se humedecieron previamente
con una solucion de PG a concentraciones de 0 (testigo, agua
destilada), 15, 20, 25 y 30 % p/v a 20 °C (Suisse, 1985). Las
toallas se enrollaron en forma de taco (50 semillas por taco) y
el conjunto de tratamientos se colocd a temperatura constante
de 20+ 1 °C. Durante el proceso de imbibicion se extrajeron al
azarmuestras de 400 semillas de cada concentracionalas, 16,
24,32 y 40 hy se enjuagaron con agua corriente. De éstas, se
usaron 100 semillas para determinar el contenido de humedad
(50 en semilla completay 50 del embridn), 100 para hacer
inmediatamente pruebas de germinacion estandar (sin secado)
y 200 para llevarlas de nuevo a secado en condiciones de
laboratorio (18 °Cy 75% dehumedad relativa) suspendiéndose
cuando la humedad en la semilla se redujo nuevamente a

in maize seed lot happens during imbibition-germination
and behavior of lipid bodies associated with the cell wall
and their relation to observed loss desiccation tolerance.

Materials and methods

Maize seed maize line 231 provided was produced in the
spring-summer season 2002 in the Experimental Field of the
Graduate College of Agricultural Sciences, State of Mexico
was used.

Imbibition kinetics. In order to observe the kinetics of
seed imbibition two experiments were conducted, one to
control the rate of imbibition, the final degree of hydration
and determining the moisture content in the loss of tolerance
occurs desiccation and the second to assess the time in hours
in which this phenomenon occurs and indirectly assess the
implications in cell membranes. For the experiment one
different concentrations of polyethylene glycol 8 000 (PG)
used SIGMA. Were placed 2 000 seeds per treatment between
paper towels (24 x 23.5 cm) mark Marquis Georgia-Pacific,
which is previously moistened with a solution of PG at
concentrations of 0 (control, distilled water), 15, 20, 25 and
30% w/v at 20 °C (Suisse, 1985). The towels were rolled taco
shaped (50 seeds pertaco) and the set of treatments was placed
ataconstant temperature of 20+ 1 °C. During seed imbibition
400 samples of each concentration at 8, 16, 24, 32 and 40 h
and rinsed with tap water were removed at random. Ofthese,
100 seeds were used to determine the moisture content (50 to
seed completay 50 embryo), 100 to immediately test standard
germination (without drying) and 200 to bring them back to
dryingatlaboratory conditions (18 °C and 75% RH) when the
moisture suspended in the seed is further reduced to levels of
100- 110 gH,0O kg!. These seeds were used for germination
and germination rate in response to the accelerated aging test.

In 2000 a second experiment seeds were imbibed in towels
moistened with distilled water, sampling intervals were
every 8 h to 40 h of imbibition. At each sampling seeds
withradicle hydrated (swollen) were recorded, with radicle
of 1 and 3 mm in length, of which 50 seeds of each state
were taken for observation in the transmission electron
microscope (TEM). At each sampling time the moisture
content (150 seeds) were determined as described below and
200 seed drying were carried out 24 hours at 35 °C and 40%
RH for later evaluation of loss of desiccation tolerance by
standard germination, viability and electrical conductivity.
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nivelesentre 100- 110 gH,0Okg!. Estas semillas se emplearon
para evaluar germinacion y germinacion en respuesta a la
prueba de envejecimiento acelerado.

En un segundo experimento se imbibieron 2 000 semillas
en toallas humedecidas con agua destilada, los intervalos
de muestreo fueron cada 8 h hasta las 40 h de imbibicion.
En cada muestreo se contabilizaron semillas con radicula
hidratada (hinchada), conradiculade 1 y 3 mm de longitud,
de las cuales se tomaron 50 semillas de cada estado para
realizar observaciones en el microscopio electronico de
transmision (TEM). En cada intervalos de muestreo se
determino el contenido de humedad (150 semillas) como
se describe posteriormente y se llevaron 200 semillas a
secado por 24 h a 35 °C y 40% HR para posteriormente
evaluarlapérdidadetoleranciaaladesecacion pormediode
germinacion estandar, viabilidad y conductividad eléctrica.

Contenido dehumedad: sedeterminé medianteelmétododela
estufadeacuerdo con “International Seed Testing Association”
(ISTA, 1996) a 103 °C por 72 h en dos repeticiones de 25 para
semillas completas y embriones para cada tratamiento, las
muestras fueron pesadas enunabalanza analitica y el contenido
dehumedadse calcul6 conlaecuacion CH=[(PI-PF)/PI]x1000
(Moreno, 1996); donde CH=contenido de humedad; PI=peso
inicial antes del secado; PF=peso final después del secado. Los
resultados se reportan en g H,O kg''.

Pérdida de tolerancia a la desecacion: en el experimento
uno se evaluo mediante la prueba de germinacion estandar
(antes y después del secado) y la prueba de envejecimiento
acelerado, realizadainicamente después del secado. Laprueba
de germinacion se realizé de acuerdo con las normas de la
ISTA (1996), excepto que el tamafio de la muestra consistio
de cuatro repeticiones de 25 semillas, entre papel (Marquis
Georgia-Pacific) enrollado (taco), el conjunto se coloco enuna
camara germinadoraa25=1°C. Lapruebade envejecimiento
aceleradoserealizd enunacamara germinadoraa45°Cpor72h
deacuerdo conlametodologia propuesta por Delouche (1996),
excepto que se utilizaron 4 repeticiones de 25 semillas.

En el experimento dos se realizo la prueba de germinacion
estandar, como se describié con anterioridad excepto que
fue sdlo en semillas después de secado, ademas de realizar
la prueba de tetrazolio para evaluar la viabilidad utilizando
la metodologia de acuerdo con Moreno (1996), excepto
que se emplearon 4 repeticiones de 25 semillas por cada
tiempo de imbibicion y la prueba de conductividad eléctrica
para determinar de manera indirecta el dafio en membranas

Maria Alma Rangel-Fajardo ef al.

Moisture content: determined by the oven method
according to “International Seed Testing Association”
(ISTA, 1996) at 103 °C for 72 h in two replicates of 25 for
whole seeds and embryos for each treatment, samples were
weighed on an analytical balance and the moisture content
was calculated from the equation CH= [(PF PI)/pi] x1000
(Moreno, 1996); where CH= moisture content; PI= initial
weight before drying; PF= final weight after drying. The
results are reported in g H,O kg™

Loss of desiccation tolerance: in one experiment was
assessed by standard germination test (before and after
drying) and the accelerated aging test, carried out only after
drying. The germination test was conducted according to
the rules of ISTA (1996), except that the size of the sample
consisted of four replications of 25 seeds, between paper
(Marquis Georgia-Pacific) wound (heel), the assembly was
placedina germination chamberat25=+ 1 °C. The accelerated
aging test was performed in a germination chamber at 45
°C for 72 h according to the proposal by Delouche (1996)
method except that 4 replicates of 25 seeds were used.

In experiment two standard germination test was performed
as described above except that it was only in seeds after
drying, in addition to the tetrazolium test to assess viability
using the method according to Brown (1996), except that 4
replicates of 25 seeds were used for each soaking time and the
electrical conductivity test to determine indirectly damage
cellmembranes, although it consisted of three repetitions of
25 seeds for each soaking time (0, 8, 16 , 24, 32 and 40 h),
each replicate was placed in 250 mL beakers containing 75
ml of deionized water and set aside on a germination room
at 22 £ 1 °C for 24 h, after which time they proceeded to
measure by electrical conductivity meter mark OAKTON
WD-356070 -00 micro-siemnes (u Scm™).

Behavior of lipid bodies: using a razor blade, the embryonic
axis of 5 seeds per each imbibition times (which had different
levels of hydration) In addition to removing the embryonic
axis with the following seeds were removed (1) dry seed (O h
imbibition); (2) imbibidas-germinated in the presence of fully
hydrated seeds radicle (swollen), seeds with 1 and 3 mm of
root; and (3)-germinated seed imbibida after drying following
1 and 3 mm. Were processed according to the methodology
used with the following modifications: the first fixation is
done with a solution consisting of 3% glutaraldehyde/1 mM
CaCl,,a0.05M phosphate bufferatpH 7.2; the dwell time was
24 hat4 °C and was double staining using 4% uranyl acetate
and Reynolds dye (Bozzola et al., 1999).
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celulares, ésta consistio en pesar 3 repeticiones de 25 semillas
porcadatiempo deimbibicion (0,8, 16,24,32y40h),se colocd
cadarepeticion en vasos de 250 ml conteniendo 75 ml de agua
desionizada y se reservaron en un cuarto de germinacion
a22 + 1 °C por 24 h, después de este tiempo se procedio a
medir la conductividad eléctrica mediante un medidor marca
OAKTON WD-356070" en micro-siemnes (4«Scm).

Comportamiento de cuerpos lipidicos: con ayuda de
navaja de un filo, se extrajeron los ejes embrionarios de
5 semillas por cada uno de los tiempos de imbibicion (los
cuales presentaban diferentes niveles de hidratacion) ademas
extraer los ejes embrionarios a semillas con las siguientes
caracteristicas (1) semilla seca (0 h de imbibicion); (2)
semillas imbibidas- germinadas, con lapresenciaderadicula
completamente hidratada (hinchada), semillas con 1 y 3
mm de raiz; y (3) semilla imbibida- germinada después de
secado conraiz de 1 y 3 mm. Se procesaron de acuerdo a la
metodologia empleada por Cordova-Tellezy Burris (2002)
con las siguientes modificaciones: la primer fijacion se hizo
con una solucion compuesta por 3% de Glutaraldehido/1
mM CaCl,, un amortiguador de fosfatos a 0.05M pH de
7.2; el tiempo de fijacion fue de 24 h a 4 °C y la tincion fue
doble utilizando 4% de acetato de uranilo y el colorante de
Reynolds (Bozzola et al., 1999).

Los ejes embrionarios fueron seccionados en forma
transversal a la altura del meristemo radical, a excepcion
de las muestras de ejes con longitud de 1 y 3 mm los cuales
fueron seccionados también por encima del meristemo, en
laparte media entre el nudo cotiledonary el meristemo. Para
realizar los cortes se empled un ultramicrétomo Reichert
modelo 570 con navaja de diamante, obteniendo cortes
de 60 a 90 nm. Estos se observaron en un microscopio
electronico de transmision Carl Zeiss EM9 y las imagenes
obtenidas fueron capturadas en pelicula Kodak electrén
4489 6.5x 9 cm.

Analisis estadistico. El analisis estadistico se realizd
independiente para el experimento uno y dos. El uno
fue analizado en un disefio completamente al azar con
arreglo factorial consistente en dos factores: concentracion
de polietilenglicol y tiempo de imbibicién con cinco
niveles cada factor y el dos fue analizado en un disefio
completamente al azar. Se realiz6 analisis de varianza y
comparacion de medias comparacion de medias Tukey
con o= 0.05, empleando el programa Statistical Analysis
System® (SAS) version 9.11.

The embryonic axes were sectioned transversely at the level
ofthe root meristem, except samples axes length of 1 and 3
mm which were sectioned also above the meristem, in the
middle between the cotyledonary and meristem. To make
the cuts an ultra-microtome Reichert model 570 was used
with diamond knife, getting cut from 60 to 90 nm. These
were observed by transmission electron microscope and
Carl Zeiss EM9 imagery were captured on Kodak electron
4489 6.5x 9 cm.

Statistical analysis. The statistical analysis was performed
independently for experiment one and two. Each was
analyzed in a completely randomized design in factorial
arrangement consisting of two factors: polyethylene glycol
concentration and soaking time with five levels each and
two-factor was analyzed in a completely randomized
design. Analysis of variance and mean comparison Tukey
mean comparison with o= 0.05 were performed using the
Statistical Analysis System® (SAS) software version 9.11.

Results and discussion

Control of hydration. Imbibition kinetics maize seeds
shown in Figure 1a, three phases of imbibition (fast, slow
and other fast) for 48 h test lasted detected. The first phase
ofrapid imbibition occurred during the first 8 h, the highest
rate of imbibition corresponded to the control (21 g H,O
kg' h') compared with 18.1, 18.7, 16.3 and 15.5 g H,O
kg h'' registered treatments of 15, 20, 25 and 30% w/v PG
respectively registering differences in both the concentration
and the soaking time (p<0.05) (Table 1). The slow phase of
imbibition occurred 8-32 h. The highest rate was 2.8 g H,O
kg!h! for the witness, the record low was 1.3 gH,O kg ' h'!
for 30% w/v of PG.

Atthe end of'this phase (32 h) the moisture content was 306 g
H,O kg! for witness treatment followed 15% w/v PG (282 g
H,O kg') while the rest treatments did not exceed 268 g H,O
kg'. Thethird phase (32-48 h), againrapid imbibition occurred
only inthe control with arate of4 gH,Okg'h'and 4.7 gH,0
kg'h! for 15% w/v of PG. Inboth cases, the moisture content
was more than 350 gH,O kg h!, which represents more than
3 times the initial moisture, while treatments of 20, 25 and
30% w/vPGremained within of slow absorption phase, with
low humidity to 300 g H,O kg! h'! without achieve radicle
emission during soaking treatments.
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Resultados y discusion

Control de hidratacién. La cinética de imbibicion en las
semillas de maiz se observaen la Figura 1a, se detectaron tres
fases deimbibicion (rapida, lentay otrarapida) durante las 48
h que durd la prueba. La primera fase de rapida imbibicion
ocurri6 durante las primeras 8 h, la mayor tasa de imbibicion
correspondio al testigo (21 g H,O kg' h'') en comparacion
con 18.1, 18.7, 16.3 y 15.5 g H,0 kg'h! registrado en los
tratamientos de 15,20,25y 30% p/v de PG, respectivamente
registrando diferencias tanto en la concentraciéon como en
el tiempo de imbibicion (p< 0.05) (Cuadro 1). La fase de
imbibicion lenta ocurrié de 8 a 32 h. La tasa mas alta fue de
2.8 g H,0 kg'h! para el testigo, la de menor registro fue de
1.3 gH,0 kg'h' para 30% p/v de PG.

Al final de esta fase (32 h) el contenido de humedad era de
306 gH,O kg parael testigo seguido del tratamiento de 15%
p/vPG (282 gH,O kg!') mientras que el resto de tratamientos
no superaba los 268 g H,O kg'. La tercera fase (32 a 48 h),
nuevamente de rapida imbibicion, ocurrié unicamente en el
testigo conunatasade4 gH,0kg'h'ycon4.7gH,0kg'h'
paral 5% p/vde PG. Enambos casos, el contenido de humedad
fue superiora350gH,0kg!, lo querepresentamasde 3 veces
la humedad inicial, mientras que los tratamientos de 20, 25 y
30% p/v de PG se mantuvieron dentro de la fase de absorcion
lenta, con humedades inferiores a 300 g H,O kg™ y sin lograr
laemision deradiculadurante los tratamientos de imbibicion.

Las tres fases de imbibicién observadas ya han sido
reportadas por Roberts y Ellis (1989) y Clifford (1995)
en leguminosas. Estos autores sefialan que en la primera
fase ocurre la imbibicion o rehidratacion de los tejidos de
la semilla; en la segunda fase se presenta la activacion de
la germinacion en sentido estricto, caracterizandose por
un equilibrio en los potenciales hidricos de la semilla y la
activacion de los procesos metabolicos que desencadenan
la emergencia de la radicula.

La tercera fase, Bewley y Black (1994) sefialan que se
caracteriza por un aumento en la demanda de agua como
consecuencia del crecimiento de las estructuras del embrion
debido principalmente al aumento en tamafio de las células.
En la primera fase, que corresponde a un proceso fisico de
absorcion de agua de un potencial hidrico mayor al que
presenta la semilla (Egli y TeKrony, 1997), lareduccion en
lavelocidad deimbibicion en los tratamientos de PG se debid
principalmente a que el PG modifica el potencial osmoticoa
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Figura 1. Cinética de imbibicion en semillas de maiz con
diferentes concentraciones de polietilenglicol 8000.
a) semillas completas; y b) ejes embrionarios.
Figure 1 Kinetics of maize seed imbibition with various
concentrations of polyethylene glycol 8000 a) whole

seeds; b) embryo axes.

Cuadro 1. Cinética de imbibicion de semillas y ejes
embrionarios de maiz.
Table 1. Kinetics imbibition of seeds and embryonic axes

of maize.
Factores Contenido de agua (g'H,Okg™!)
Concentracion PG (% p/v) Semilla Eje embrionario
0 296.39a 45998 a
15 266.94 ab 350.08 b
20 258.43 be 323.22b
25 229.75¢cd 323.22b
30 215.37d 250.8 ¢
DMS 31.52 34.42
Tiempo de imbibicion (h)
8 213.39¢ 247.62d
16 233.81 be 294.67 ¢
24 252420 320.09 ¢
32 263.58b 391.39b
40 303.67 a 45354 a
DMS 31.52 34.42

Las medias con diferentes letras difieren significativamente (p< 0.05).

The three phases of imbibition observed and have been
reported by Ellis and Roberts (1989) and Clifford (1995)
in legumes. These authors point out that in the first phase



Pérdida de tolerancia a la desecacion durante la imbibicion-germinacion en semillas de maiz 839

nivelesinferiores al del agualibre (Bewley y Black, 1994). Los
tratamientos de PG superiores a 15% p/v PG se mantuvieron
enla fase de absorcion lentaconniveles de humedad inferiores
a 300 g H,O kg en la semilla y no lograron la emision de
radicula, tal como ocurri6 en el testigo y 15% p/v PG entre
las 32 y 40 h que en promedio alcanzaron 306.15y 282.36 g
H,Okg ! respectivamente, Hunter y Erickson (1952), sefialan
que la concentracion minima de humedad para que ocurra la
emision de la radicula en maiz es de 305 g H,O kg

En la Figura 1b se visualiza la hidratacion de los ejes
embrionarios de las semillas de maiz. Aligual que en semilla,
los factores con sus niveles probados mostraron diferencias
significativas (p< 0.05) (Cuadro 1). Durante las primeras
8 h se presentd una fase rapida de imbibicion, con tasas de
26 g H,O kg'h'! para el testigo y de sélo 12 gH,O kg'h’!
parael tratamiento de mayor concentracion de PG (30% p/v
PG). No obstante, entre 8 y 40 h no se aprecian de manera
contundente las dos fases de imbibicion registradas en la
semilla completa. En el testigo es notorio un incremento
linealaunatasade 11 gH,Okg'h!, alcanzando una humedad
de 644 ¢ H,0O kg'alas40h.

Enlostratamientosde 15,20y 25% p/v PG se apreciauna fase
lentade imbibicionde 8 a24 hcontasasde4 gH,Okgh'lpara
cada tratamiento, seguida (24 a40 h) de un ligero incremento
decontasasde 7,5y 4 g H,O kg'h!, respectivamente. En el
tratamiento de 30% p/v PG la fase lenta se prolonga hasta las
32hconunatasade2 gH,0kg'h!, seguido porunincremento
de 6 g H,0O kg''h! durante las 8 h finales.

La emision radical se presento a las 32 h para el testigo
y para el tratamiento de 15% p/v con humedades del
eje embrionario de 526 g H,O kg'y 417 g H,0 kg,
respectivamente. A la fecha, no se encontraron reportes
que indiquen los niveles criticos de humedad del embrion
a la que ocurre la germinacion y que ademas expliquen la
diferencia en la velocidad de absorcion entre los diferentes
tejidos de la semilla. Sin embargo, Bradford (1990) indica
que es necesario que existan potenciales hidricos en los
tejidos que permitan a las radiculas romper la barrera que
impone el endospermo.

Eneste sentido, se puede decir que lacantidad de agua critica
en el tejido embrionario para que ocurra la germinacion en
maiz es superior a417.24 (valor para la concentracion 15%
p/v PG alas 32 h) 400 g H,O kg''. Las semillas imbibidas
en las soluciones de PG de 20, 25 y 30 % p/v PG a las 40
h sélo alcanzaron contenidos de agua de 398,370y 340 g

imbibition or rehydration of the tissues of the seed occurs;
in the second stage germination activation occurs in a strict
sense, characterized by an equilibrium in the water potentials
of the seed and the activation of metabolic processes that
trigger the emergence of the radicle.

The third phase, Bewley and Black (1994) state that is
characterized by an increase in water demand due to the
growth of the embryo structures mainly due to increased cell
size. Inthe first phase, which corresponds to a physical process
of absorption of water of a water potential greater than that
presented the seed (Egli and TeKrony, 1997), the reductionin
the imbibition rate of PG treatment was primarily due to PG
amending the osmotic potential below the free water (Bewley
and Black, 1994) levels. PG treatments above 15% w/v PG
remained at the stage of slow absorption with moisture levels
below 300 g H,0kg ! seed and failed toradicle emission, such
as in the control and 15% w/v PG between 32 and 40 h on
average reached 306.15 and 282.36 g H,0O kg respectively,
Hunter and Erickson (1952) indicate thata low concentration
of moisture to occur issuing maize radicle is 305 g H,O kg

InFigure 1b the hydration of the embryonic axes from seeds
of maize is shown. Like seed, factors with their levels tested
showed significant differences (p< 0.05) (Table 1). During
the first 8 h imbibition rapid phase was presented, with
rates of 26 g H,O kg 'h™! for the control and only 12 g H,O
kg 'h! for the treatment of higher concentration of PG (30%
w/v PG). However, between 8 and 40 h are not appreciated
overwhelmingly the two phases of imbibition registered full
seed. In the control it is known a linear increase at a rate of
11 gH,0kg'h', reaching ahumidity of 644 g H,Okg'40h™".

In treatments of 15, 20 and 25% w/v PG slow imbibition
phase 8-24 hrates seen with4 g H,O kgh- for each treatment,
followed (24-40 h) a slight increase in rates of 7, 5 and 4 g
H,O kg'h!, respectively. In the treatment of 30% w/v PG
the slow phase lasts until 32 h at a rate of 2 g H,0O kg'h"!,
followed by anincrease of 6 gH,0O kg 'h' during the final 8 h.

The radical emission appeared at 32 h for the control and
treatment of 15% w/v with the embryonic axis moisture of
526 gH,Okg'and417 gH,0 kg, respectively. To date, no
reports indicating the critical moisture levels which occurs
embryo germination and further explain the difference in the
absorption rate between the different tissues of the seed was
found. However, Bradford (1990) indicates that there need
to be water potentials in tissues that allow rootlets break the
barrier imposed by the endosperm.
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H,O kg' respectivamente, no se registraron emisiones de
radicula esto coincide con lo reportado por Georghiou et
al.(1983) quienes observaron reduccion en la formacion de
vacuolas y rompimiento de estructuras de almacenamiento
dereservas en las células de semillas de lechuga imbibidas en
soluciones osméticas que evitaron los potenciales hidricos
para la emision de radicula.

Pérdida de tolerancia a desecacion. El efecto de la
concentracion de polietilen glicol (PG) y tiempos de
imbibicion sobre la germinacion puede observarse en el
Cuadro 2. La germinacion de las semillas evaluadas no
se vio afectada por las concentraciones de PG (p> 0.05)
manteniendo porcentajes de germinacion superiores a 93%.
Por otro lado, el tiempo de imbibicion presento diferencias
(p<0.05) registrando lamenor germinacionalas40h (91.2%)
en semillas hiimedas. Mientras que cuando las semillas
eran secadas después del tratamiento con PG se registraron
diferencias (p< 0.05) resultando las concentraciones de 25
y 30% p/v PG las que arrojaron los mejores porcentajes de
germinacion (93.2 y 94.6% respectivamente).
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In this sense, one can say that the critical amount of water
in the embryonic tissue for germination of maize occurs
exceeds 417.24 (value for the concentration 15% w/v PG
at 32 h) 400 g H,O kg'h!. Seeds in PG solutions of 20, 25
and 30% w/v PG at40 hreached a water content 0f 398,370
and 340 g H,O kg 'respectively, no emissions were recorded
radicle this coincides with those reported by Georghiou et
al. (1983) who observed reduction in vacuole formation
and breakdown of storage structures reservations of cells
of lettuce seeds in osmotic solutions that prevented water
potential for the issuance of radicle.

Loss of desiccation tolerance. Effect of the concentration
of polyethylene glycol (PG) and soaking time on the
germination can be seen in Table 2. Germination of seeds
tested was not affected by the concentrations of PG (p>
0.05) maintaining higher germination percentages at 93%.
On the other hand, presented the soaking time differences
(»<0.05) recorded the lowest germination at40 h (91.2%)
in wet seeds. While when seeds were dried after treatment
with PG differences (p< 0.05) were recorded resulting

Cuadro 2. Germinacion y respuesta a envejecimiento acelerado de semillas de maiz, antes y después de secado, sometidas
a diferentes concentraciones de polietilen glicol 8 000 y tiempos de imbibicion.
Table 2. Germination and accelerated aging response of maize seeds before and after drying, subjected to varying
concentrations of polyethylene glycol 8 000 and imbibition times.

Factores Germinacion (%)
Concentracion PG (%) p/v Humedas Secas Envejecimiento
0 974a 76.4c 38.5ab
15 97.8a 90.6 ab 27.4bc
20 97.6a 85.2b 42.6a
25 932a 932a 232c¢
30 94.6a 94.6a 152¢
DMS 4.83 6.88 12.7
Tiempo de imbibicion (h)
8 97.2a 95.4a 522a
16 95.6 ab 922a 51.7a
24 98.4a 91.2a 28.4b
32 97.8a 91.8a l4c
40 91.2b 69.4b 0.6d
DMS 4.83 6.88 12.7

Las medias con diferentes letras difieren significativamente (p<0.05).

Por otro lado, el tiempo de imbibicion en semillas secadas
solo registro diferencia volvid a registrar diferencias (p<
0.05) para el tiempo de 40 h con una germinacion 69.4%.
Estos resultados indican la sensibilidad de las semillas
a desecacion durante de la imbibicion (Dasgupta et al.,
1982; Koster y Leopold, 1988; Leprince et al., 1995)
resultando mas afectadas las semillas con mayor tiempo

concentrations of 25 and 30% w/v PG which produced
the best germination percentages (93.2 and 94.6%
respectively).

Furthermore, the soaking time in dried seeds single record
difference again recorded differences (p< 0.05) for the
40 h time with 69.4% germination. These results indicate
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de imbibicion. Esto fue indudable cuando las semillas del
testigo se secaron después de imbibicion y la germinacion
se redujo considerablemente después de las 32 h. Mientras
que la imbibicion con PG creo proteccion a las estructuras
celulares después de secado (Georghiou et al., 1983).

Larespuestaa germinacion en la prueba de envejecimiento
acelerado arrojo diferencias (p< 0.05) para ambos factores
evaluados (Cuadro 2). La concentracion de 20% p/v PG
registro la mayor germinaciéon mientras que 30% p/v PG
fue la mas afectada, esto puede deberse a una reaccion
toxica del PG en la semilla durante la germinacion como
lo reportan varios autores (Murillo-Amador et al., 2002;
Kaya et al., 2006; Ibrahim y Kazim, 2008). Mientras que
la germinacion en respuesta al tiempo de imbibicion para
el envejecimiento acelerado se observaron diferencias (p<
0.05) notandose mas afectados los tiempo de 24, 32 y 40
h de imbibicion lo que coincide con la fase dos y tres en
la cinética de imbibicion (Figura 1) y en éstas es donde
se presenta la germinacion en sentido estricto (Roberts y
Ellis, 1989; Clifford, 1995) por lo que las semillas ya eran
sensibles a la desecacion (Leprince ef al., 2000; Buitink et
al.,2003; Faria et al., 2005).

De acuerdo con estos resultados se puede determinar que
la pérdida de la tolerancia a la desecacion se presento poco
despuésdelas 32 hconcontenidos dehumedadde 371 gH,0O
kg!y 644 g H,0O kg! para la semilla completa y el embrion
en el tratamiento testigo respectivamente.

Por otro lado, los tratamientos de imbibicidén con PG, en
semillas himedas y secas, mantuvieron la germinacion por
arriba de 70% sugiriendo la proteccion a las estructuras
celulares al modificar los potenciales osmoticos de la semilla
y retrasar procesos propios de la germinacion (Georghiou
etal., 1983).

En la prueba de envejecimiento acelerado se observaron
diferencias (p<0.05) entodos los tratamientos; cabe resaltar,
que laconcentracion de 20% p/v PG tuvo lamejor respuesta
de germinacion, mientras que el tiempo de imbibicion
después de las 16 h registré un baja en la germinacion de
aproximadamente 45%. Se puede inferir que la perdida de
toleranciase presentd enun lapso detiempo entrelas 24y 32 h
deimbibiciony esta fuertemente ligado alas concentraciones
de humedad (Vertucciy Farrant, 1995; Walters et al.,2002);
sin embargo, para la perdida de tolerancia se involucran
otros factores como los son la permeabilidad de las cubiertas
(Binget al., 2012).

the sensitivity of seeds to desiccation during imbibition
(Dasguptaetal., 1982; Kosterand Leopold, 1988; Leprince
etal., 1995) most affected resulting in greater seed soaking
time. This was undoubtedly the witness when the seeds were
dried after soaking and germination was greatly reduced after
32 h. While PG created imbibition with protection of cell
structures after drying (Georghiou et al., 1983).

The germination response to the accelerated aging test
threw differences (p< 0.05) for both factors evaluated
(Table 2). The concentration of 20% w/v PG showed the
highest germination while 30% w/v PG was the most
affected this can be due to a toxic reaction of PG in the seed
during germination as several authors (Murillo-Amador
etal.,2002; Kaya et al., 2006; Ibrahim and Kazim, 2008).
While the germination time in response to the accelerated
aging imbibition differences (p< 0.05) were observed more
affected noticing time 024, 32 and 40 h of imbibition which
coincides with the phase two and three in the imbibition
kinetics (Figure 1) and where they are strictly germination
(Roberts and Ellis, 1989; Clifford, 1995) is presented. So
the seeds were already sensitive to drying (Leprince et al.,
2000; Buitink et al., 2003; Faria et al., 2005).

According to these results it can be determined that the loss of
desiccation tolerance came shortly after 32 h with amoisture
content of 371 g H,0O kg and 644 g H,0O kg for the whole
seed and the embryo in the control treatment respectively.

Furthermore, the soaking treatment with PG, wet and
dry seed germination maintained above 70% suggesting
protection cellular structures to modify the osmotic potential
of the seed and delay germination processes themselves
(Georghiou et al., 1983).

In the accelerated aging test differences (p< 0.05) in
all treatments were observed; worth noting that the
concentration of 20% w/v PG had the best germination
response, while soaking time after 16 h showed a low
germination of about 45%. It can be inferred that the loss
of tolerance was presented at a time between 24 and 32 h
of imbibition and is strongly linked to the concentrations of
moisture (Vertucciand Farrant, 1995; Walters et al., 2002.).
However, the loss of tolerance to other factors such as the
permeability is involved covers (Bing et al., 2012).

InFigure 2 itcan be seen germination viability and electrical
conductivity of the seeds with distilled water imbibidas for
different times and dried after imbibition.
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En la Figura 2 puede apreciarse la germinacion, viabilidad
y conductividad eléctrica de las semillas imbibidas con
agua destilada por diferentes tiempos y secadas después de
imbibicion.

Dentro de todos los tiempos de imbibicion se observaron
diferencias (p< 0.05) en todas las pruebas. La germinacion
registro una fuerte reduccion de 88 puntos porcentuales,
esta disminucion se hizo mas evidente a partir de las 32 h
de imbibicion. En el caso de la viabilidad el descenso mas
drastico fue después de las 24 h registrando valores de 14
y 0% para las 32 y 40 h respectivamente mientras que la
conductividad eléctrica se incrementd para este mismo
periodo registrando valores de 127. 97 y 234 uScm'. Con
¢éstos resultados se sugiere que el secado después de la
imbibicion genero dafio dentro de las membranas celulares.
Este se registr6 de forma gradual conforme fue avanzando
el proceso de germinacion (Leprince ef al., 2000; Buitink
etal.,2002; Faria et al., 2005).

Cuerposlipidos vs pérdida de tolerancia ala desecacion.
Los cuerpos lipidos (CL) en células meristematicas antes
de la imbibicion se observaron alineados y cerca de la
pared celular (Figura 3a) esto coincide con lo observado
por Cérdova-Tellez y Burris (2002). Durante el inicio de
la imbibicion-germinacion se observan los CL migrando
al interior del citoplasma (Figura 3b) aproximadamente
a las 32 h de imbibicion. La principal razén de la
movilizacion de éstos CL dentro del citoplasma, es para
el desdoblamiento y ser utilizados como elementos de
reserva, los cuales son necesarios durante el proceso de
germinacion que en este periodo de tiempo (32 h) ya se
estabapresentando (Roberts y Ellis, 1989; Clifford, 1995;
Egli y TeKrony, 1997).

Las células meristematicas de semillas que atn no
presentaban protusion radical (Figura 3c) a este tiempo
(32 h) y que fueron secadas después de la imbibicion aun
presentaban algunos CL distribuidos dentro del citoplasmay
cercadelamembranaplasmatica, lacual comenzabaa verse
con alteraciones. En células meristematicas, de raiz con 1
mm de longitud después de secado, los CL disminuyeron en
cantidad alrededor de lapared celulary las alteraciones en la
membrana son apreciables (Figura 3d). Mientras células de
muestras con raiz de 3 mm después de secado (Figura3 ey
f) las membrana plasmatica esta completamente alterada y
no se puede apreciar ningtin 6rganelo dentro del citoplasma,
la célula esta colapsada.
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Figura 2. Germinacion, viabilidad y conductividad eléctrica
de semillas imbibidas por diferentes tiempos y
sometidas a secado.

Figure 2. Germination, viability and seed imbibidas electrical

conductivity for different times and subjected to

drying.

Within all imbibition times differences (p<0.05) in all tests
were observed. Germination record a sharp decline of 88
percentage points, this decline became more evident from 32
h ofimbibition. For viability was the most dramatic decrease
after 24 hrecording values of 14 and 0% for the 32 and 40 h
respectively while electrical conductivity increased for the
same period of recording values 127. 97 and 234 pu Scm™.
With these results itis suggested that the gender drying after
imbibition damage within cell membranes. This occurred
gradually progressed as the germination process (Leprince
et al., 2000; Buitink et al., 2002; Faria et al., 2005).

Loss vs lipid bodies desiccation tolerance. Lipids luteum
(CL) in meristematic cells before imbibition were observed
aligned and close to the cell wall (Figure 3a) that coincides
with that observed by Cordova-Tellez and Burris (2002).
During start-germination imbibition CL observed migrating
into the cytoplasm (Figure 3b) at approximately 32 h of
imbibition. The main reason for the mobilization of these CL
within the cytoplasm, and the split is to be used as reserve
elements, which are necessary for the germination process in
this period of time (32 h) and was being presented (Roberts
and Ellis, 1989; Clifford, 1995; TeKrony Egli, 1997).

Meristematic seed not yet presented radical protrusion
(Figure 3c)at this time (32 h) and were dried after imbibition
still had some CL distributed within the cytoplasm and
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Figura 3. Foto-micrografia (4 800x) del microscopio electronico de transmisién mostrando los cuerpos lipidos durante el proceso de
imbibicién-germinacién en células meristematicas deraiz. a) 0 h deimbibicién; b) 32 h de imbibicion; ¢) 24 h de imbibicién
ysecado; d) células meristematicas deraizde 1 mm delongitud después de someterse asecado; ey f) células meristematicas
de raiz de 3 mm de longitud después de someterse a secado. N=nicleo; CL=cuerpos lipidos; P=pared celular.

Figure 3. Photomicrograph (4 800 x) of the transmission electron microscope showing the lipid bodies during imbibition,
germination in root meristem cells. a) 0 h of imbibition; b) 32 h imbibition; c) 24 h of soaking and drying; d) root
meristem cells of 1 mm in length after being subjected to drying; e and f) root meristem cells of 3 mm in length after
undergoing drying. N=nucleus; CL=lipid bodies; P= cell wall.

El proceso de germinacion inicia con la imbibicion, sin
embargo, existe un periodo de tiempo donde el proceso
solo es fisico y se puede presentar en todas las semillas
aun muertas (Bewley y Black, 1994). Existe un punto
donde la cantidad de agua presente en las células promueve
procesos irreversibles de la germinacion, como es la
movilizacion de reservas (Leprince ef al., 2000; Buitink
et al., 2002; Faria et al., 2005). Muchas reservas como
el caso de los CL ademas de suministrar energia para
llevar a cabo la germinacion proporcionan proteccion ala
membrana citoplasmatica durante la desecacion (Leprice
etal.,2000). Losresultados de las imagenes coinciden con
lo obtenido en las pruebas de germinacion, viabilidad y
envejecimiento, en todos los casos las disminuciones en la
respuesta a germinacion se presentaron después de las 24
hy elincremento de solutos en la prueba de conductividad
fue en respuesta a las alteraciones observadas en las
membranas plasmaticas.

around the plasma membrane, which was beginning to be
with alterations. In meristematic cells, root length with 1
mm after drying, the CL decreased amount around the cell
wall and membrane alterations are significant (Figure 3d).
While root cells samples 3 mm after drying (Figure 3 e, f)
the plasma membrane is completely altered and can not see
any organelle within the cytoplasm, the cell is collapsed.

The germination process begins with imbibition; however,
there is a time period where the process is only physical and
can occur at all even dead seeds (Bewley and Black, 1994).
There is a point where the amount of water present in the
cell promotes germination irreversible processes, such as the
mobilization reserves (Leprince et al., 2000; Buitink et al.,
2002; Faria et al., 2005). Many reserves as the case of the
CLaddition to supplying power to carry out the germination
provide protection to the cytoplasmic membrane during
drying (Leprice et al.,2000). The imaging results agree with
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Conclusiones

La pérdida de tolerancia a la desecacion en semillas de
maiz se presento a las 32 h de imbibicion cuando se tenian
contenidos de agua superiores a 300 g H,O kg'y 520
g H,O kg' en semilla y embridn respectivamente. Las
semillas de maiz toleran desecacion hasta antes de 24 h de
imbibicion o con contenidos de humedad inferiores a 300
g H,O kg'. El movimiento de los cuerpos lipidos durante
la imbibicion-germinacion se presenta durante las 24 h 'y
32 h de imbibicion. Después de la movilizacion de éstos
de la membrana al citoplasma, las células son sensibles a
la desecacion, por lo que el papel que juegan, ademas de
ser fuente de energia durante la germinacion, proveen de
proteccion a las membranas durante la desecacion.
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