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Malate dehydrogenase (MDH) activity in sunflower (Helianthus annuus L. cv.
Peredovik) seeds stored at 65 °C and 90 °C for 1, 3, 5, 7, and 14 days was evaluated.
This study was design to discern the usefulness of this viability test for deteriorated
seeds. Differences in the resistance to the heat storage were detected between treat­
ments as reflected by changes in the evolution of MDH activity. A decrease of MDH
activity in both soluble and mitochondrial fractions was observed, which was more
evident in seeds stored at high temperature. These differences are poorly correlated
to viability as determined by tetrazolium staining, and should be related to integrity
of cellular membranes as evidenced by differential MDH activity in soluble and mi­
tochondrial fractions.
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Las caracteristicas de las semillas son de-
pendientes de la integridad de las macro-
moleculas presentes en sus celulas y de su
organization compartimental, pero en las
semillas almacenadas en estado seco, la
degradacion de estructuras y elementos 
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funcionales se produce progresiva e irre-
versiblemente como resultado de diversas
reacciones o procesos, entre los que se en-
cuentran los que provocan cambios en
ciertas actividades enzimaticas (10,17,19).
La evaluacion de estos cambios como me-
todo para predecir y/o estimar la viabilidad
y vigor de semillas se ha utilizado con poca
frecuencia debido fundamentalmente a sus
propios condicionantes, mayor tiempo de
ejecucion, coste y especializacidn. La ma-
yorfa de las veces se han realizado deter- 
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niinaciones indirectas mediante el empleo
de distintos colorantes, como el cloruro de
trifeniltetrazolium (TTC), sobre todo, en
relacion con las posibles alteraciones que el
almacenamiento pueda ocasionar en las
mitocondrias (3, 11, 12). No obstante, la
evaluacion de los cambios enzimaticos,
como sistema indicador de la viabilidad y
vigor de semillas constituye uno de los
procedimientos mas exactos y rigurosos
para el analisis de la calidad y/o bondad de
semillas y proporciona, ademas, una ma­
yor informacion sobre las posibles cau-
sas del deterioro y/o envejecimiento de se­
millas. Considerando que este tipo de
ensayos bioqufmicos constituyen una
alternativa eficaz para una valoracion ri-
gurosa de la calidad y estado fisioldgico de
las semillas, en este trabajo se presenta la
evaluacion de la actividad malato deshidro-
genasa (E. C. 1.1.1.37) como sistema esti-
mador de la viabilidad y vigor de semillas
de girasol deterioradas por almacenamien­
to a altas temperaturas.

Material y Metodos

Semillas de girasol (Helianthus annuus
L. cv. Peredovik) de bajo peso (=s 70 g/
1000 semillas) fueron almacenadas durante
un periodo de 1, 3, 5, 7 y 14 dfas, a 65 °C
y 90 °C. El efecto de las condiciones de al­
macenamiento en la viabilidad y vigor de
las semillas se analizo por determinacion
directa de la actividad malato deshidroge-
nasa (MDH) y por determinacion indirecta
de la actividad MDH mediante ensayo de
coloracion con cloruro de 2, 3, 5 trifenil­
tetrazolium (TTC) y su relacion con la ca-
pacidad germinativa, de acuerdo con las
normas internacionales (12). •

La extraccidn de la enzima se realize por
homogeneizacion en frfo con tampon
fosfato (0,12 M, pH 7,2, 6 ml/g semilla) y
posterior centrifugacion diferencial para
obtener las fracciones mitocondrial y so­
luble. La reaccion enzimatica llevada a
cabo por la enzima es reversible, aunque 

esta fuertemente favorecida por la forma-
cion de L-malato a partir de oxalacetato.
La cantidad de acido oxalacetico que reac-
ciona por unidad de tiempo, medida por el
descenso de absorbancia a 339 nm por oxi-
dacion del NADH, es una medida de la ac­
tividad catalftica de la enzima (4).

Los dates obtenidos en los distintos en­
sayos fueron analizados estadisticamente
mediante analisis de varianza (ANOVA)
utilizando un modelo de diseno jerarquico.
Los porcentajes de germinacion fueron
previamente normalizados mediante la
transformacion angular de Bliss [y = arc­
sen (5c/l 00)1/2] y, siempre que fue necesaria
la comparacion de medias, la menor dife-
rencia significativa se calculo por el test
multiple de Duncan para el nivel de signi-
ficacion encontrado en el correspondiente
ANOVA.

Resultados

La actividad MDH presente en la frac-
cion soluble procedente de semillas alma­
cenadas a 65 °C y 90 °C durante periodos
comprendidos entre 1 y 14 dfas se muestra
en la figura 1. La actividad MDH varfa de
distinta manera segun el tiempo de trata-
miento. En las semillas almacenadas a
65 °C disminuye gradualmente a medida
que se prolonga el periodo de almacena­
miento, mientras que en las semillas so-
metidas a 90 °C el descenso es mas acusado
y evidente durante los primeros dfas de al­
macenamiento. El analisis de la varianza
denota diferencias estadisticamente signi-
ficativas para la MDH soluble en ambos
tratamientos; la aplicacion del test multiple
de Duncan revela que las semillas almace­
nadas durante 3 y 5 dfas a 65 °C presentan
una actividad MDH semejante (P 2s 0,05)
y que el almacenamiento durante 5, 7 y 14
dfas a altas temperaturas (90 °C) tiene un
efecto similar en las semillas de girasol, ya
que no se detectan diferencias estadfstica-
mente significativas (P 2s 0,001) entre las
semillas sometidas a este tipo de tratamien- 
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to. Un resultado semejante se observa en la
actividad MDH en la fraccion mitocon-
drial (figura 1), aunque conviene resaltar
que si bien se aprecia una disminucion, esta
muestra una evolucion diferente a la des-
crita para la fraccion soluble (fig. 1). En las
semillas tratadas a 65 °C, el descenso de la
actividad MDH mitocondrial es menos
pronunciado y sostenido, siendo mas acu-
sado a medida que se prolonga el tiempo
de almacenamiento, aunque la separacion
de medias por el test multiple de Duncan
no refleja diferencias entre las semillas al-
macenadas durante 1, 3 y 5 dias.

Los resultados obteniaos en los ensayos

Fig. 1. Evaluation de la viabilidad de semillas de
girasol (Helianthus annuus L. cv. Peredovik) al-
macenadas a 65 °C (°) y 90 °C (•) mediante la de­
termination de la actividad malato deshidrogenasa
(MDH) presente en las fractiones soluble (—) y mi­

tocondrial (---- ).
Cada punto representa cl valor medio de 4 ensayos
independientes, cada uno con 5 repeticiones. Los
errores estandar no exceden del tamano del sim-

bolo.

Fig. 2. Viabilidad de semillas de girasol (Heliant­
hus annuus L. cv. Peredovik) almacenadas a 65 °C
(•) y 90 °C (°) determinada por la prueba cuali-
tativa del tetrazolium (TTC), expresada comopor-
centaje de semillas total y parcialmente coloreadas
(---- ) y ensayo de germination expresado como

porcentaje de plantulas normales (—).
Cada punto representa el valor medio de 5 y 4 re­
peticiones, cada una con 20 y 25 semillas, respec-

tivamente.

de germinacion y prueba cualitativa del
TTC se presentan en la figura 2. La viabi­
lidad de las semillas disminuye con el tiem­
po de almacenamiento, siendo nula en las
semillas tratadas a 90 °C a partir de las 24
h del inicio del almacenamiento. No hay
correspondencia entre estos ensayos, la
cual viene dada por el alto porcentaje de se­
millas parcialmente coloreadas, lo que se
traduce en una sobreestimacion de la ca-
pacidad germinativa, tanto mayor cuanto
mayor es el deterioro.

Discusion

El estudio estadistico de los resultados
indica que la disminucion de la actividad
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MDH cs mas acusadaen las semillas de gi-
rasol almacenadas a 90 °C, lo que refleja la
severidad del tratamiento; que el almace-
namiento a 65 y 90 °C afecta mas a la ac-
tividad MDH en la fraccion soluble; y que
las semillas muestran una cierta tolerancia
al almacenamiento a 65 °C, que se mani-
fiesta por la disminucion sostenida y no
significativa de la actividad MDH mito-
condrial. La mitocondria es un organulo de
doble membrana, lo que podria explicar
que se eviten, de alguna manera, las posi-
bles alteraciones enzimaticas, en compa-
racion con el deterioro que se produce en
la fraccion soluble, de naturaleza mayori-
tariamente citosolica. Se han observado va-
riaciones semejantes de las alteraciones en
enzimas marcadores de glioxisomas y mi-
tocondrias en semillas de pino deterioradas
por tratamiento termico (7), que se mos-
traban diferentes en relacion con el tiempo
de tratamiento, afectandose mas rapida
y drasticamente la actividad isocitrato-
liasa presente en glioxisomas, organulo de
membrana sencilia, en relacion con la ac­
tividad de enzimas marcadoras mitocon-
driales como la citocromo-c-oxidasa. Estas
variaciones estarfan en consonancia con los
cambios que se observan en semillas de­
terioradas y entre los que se citan las alte­
raciones de actividades enzimaticas y pro-
piedades de las membranas (8,9,14,15,20,
21), incluyendo la perdida de la actividad
MDH en las semillas expuestas a altas tem-
peraturas (50 °C) detectada en los lixivia-
dos procedentes de estas y, por tanto, de
origen citosolico, y exudada al medio de in­
cubation por las alteraciones a nivel de
membrana (10).

Por otra parte, conviene senalar que es-
tos resultados contribuyen a reforzar la
idea de que la production de TTC, basada
en la actividad deshidrogenasa que utiliza
NADP como coenzima, no es un proce-
dimiento riguroso y Liable para determinar
la viabilidad de semillas deterioradas o en-
vejecidas (1). Estas pueden presentar una
menor viabilidad sin una perdida evidente 

de la actividad deshidrogenasica, lo que
producirfa una sobreestimacion de la via­
bilidad (fig. 2), observada tambien en otras
semillas (2,13,18), y explicana el alto por-
centaje de semillas heterogeneamente co-
loreadas, como se pone de manifiesto en
este caso por la baja correlacion existente
entre la capacidad germinativa y la activi­
dad MDH detectada en la fraccion soluble
(r = 0,6125) y mitocondrial (r = 0,1129),
lo cual seria contrario a las relaciones entre
la actividad deshidrogenasa total, calculada
a partir de la reduction del TTC, y la via­
bilidad de semillas sefialadas por otros au-
tores (3, 11). La variable selectividad del
ensayo del TTC podria atribuirse a que los
danos producidos a nivel de membrana
contribuirfan a una mayor penetration del
compuesto en los tejidos y a un mayor mo-
vimiento del trifenilformazan producido a
traves de las semillas deterioradas (6, 22).
No obstante, debe tenerse en cuenta que si
bien la disminucion de la actividad MDH
no es necesariamente la unica causa posible
para la perdida de viabilidad, como se ha
indicado para las semillas de Solarium ni­
grum (10) y algodon (16), el descenso de la
actividad deshidrogenasa total, junto con
las alteraciones ocasionadas a otras protef-
nas esenciales y los cambios en la actividad
glutation reductasa (5), implicada en los
procesos de envejecimiento, pueda consi­
der arse parcialmente la causa de la perdida
de la capacidad germinativa observada en
semilla envejecidas y/o deterioradas.

Finalmente cabe senalar que, aunque la
determination de enzimas puede permitir
una acertada explication sobre una de las
causas del envejecimiento y posterior
muerte de las semillas, los problemas de-
rivados de su realization y coste limitan su
utilidad como ensayo rutinario para pre-
decir la capacidad germinativa de un lote
de semillas, sobre todo, cuando el nume-
ro de muestras es elevado. No obstante,
este tipo de ensayos debido a su precision
y fiabilidad pueden ser utilizados en la
evaluation de la calidad de semillas, espe- 
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cialmente en casos dudosos que pudieran
dar lugar a divergencias entre productores
y analistas oficiales.

Res u men

Se evalua la actividad malato deshidrogena-
sa (MDH) en semillas de girasol (Melianthus
annuus L. cv. Peredovik) almacenadas a 65 y
90 °C durante 1, 3, 5, 7 y 14 dias, para conocer
la utilidad de este test de viabilidad para semillas
deterioradas. Se detectan diferencias en la resis-
tencia al almacenamiento a altas temperaturas
entre los distintos tratamientos como reflejan
los cambios en la evolucion de la actividad
MDH. Se observa un descenso de la activi­
dad MDH en las fracciones soluble y mitocon-
drial. Estas diferencias no estan correlacionadas
con la viabilidad de las semillas, determinada
mediante el ensayo cualitativo del trifeniltetra-
zolium, lo cual podrfa estar relacionado con la
integridad de las membranas celulares como re­
fl eja la diferente actividad MDH en las fraccio­
nes soluble y mitocondrial.

Palabras clave: Malato deshidrogenasa, Deterioro,
Girasol, Semillas.
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