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Pensamiento.

“(...) el hombre transforma la naturaleza a medida que se desarrolla, a medida que
crece su técnica; el hombre revoluciona la naturaleza, mas la naturaleza tiene sus
leyes, y la naturaleza no se puede revolucionar impunemente. Y es necesario
considerar esas leyes como un conjunto, es necesario e imprescindible y vital no
olvidar ninguna de esas leyes”.
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Resumen.

La siguiente investigacion tuvo como objetivo evaluar la respuesta fisiologica y
bioquimica en plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura, obtenidas de semillas
escarificadas con nitrogeno liquido, las cuales se recolectaron en la finca La Esperanza
ubicada en el municipio Ciro Redondo, provincia Ciego de Avila, Cuba. Las semillas
fueron introducidas en nitrégeno liquido durante 30 minutos como método de
escarificacion y luego se determiné el porcentaje de germinacion, crecimiento, masa
seca y masa fresca de las plantulas, proteinas, clorofila ay b, fenoles ligados a la pared
celular y solubles, y malondialdehidos y otros aldehidos. Como principal resultado se
obtuvo que la inmersién en nitrégeno liquido permiti6 los mejores porcentajes de
germinacion con un 91 %, resultando ser el tratamiento donde se alcanzé mayor
crecimiento, masa fresca y seca. Los mejores contenidos de proteina total se
encontraron en las hojas y tallos del tratamiento con nitrdgeno liquido a los 14 y 28 dias
de germinadas las plantulas, las clorofilas a y b del tratamiento testigo mostraron mayor
valor que las del tratamiento con nitrégeno liquido en las raices a los 28 dias con
diferencia estadisticas entre ambos tratamientos, los fenoles ligados a la pared celular
presentaron diferencia estadistica en las raices, tallos y hojas a los 14 dias, mientras
gue los fenoles solubles mostraron diferencia entre los tratamientos a los 28 dias en

raices y tallos.
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1. Introduccién.

Entre las especies de plantas forrajeras mas utilizadas se encuentran las leguminosas,
que se destacan no solo por su capacidad para mejorar la produccion animal, sino
también por el gran potencial que tienen para contribuir a la sostenibilidad de los
sistemas integrados de produccién agropecuaria. Poseen ademas la capacidad de fijar
el nitrégeno atmosférico mediante la fijacion simbidtica a través de bacterias llamadas

rhizobium (Oliveira y Manhaes, 2003).

Dentro de la familia Leguminoseae, el género Teramnus, posee varias especies, entre
las que se destaca Teramnus labialis(L.f.) Spreng(Machado y Olivera, 2008).T. labialis
se considera la planta forrajera mas prometedora de Cuba (Skerman et al., 1991), es
una especie originaria de América tropical y esta representada por varios ecotipos en
Cuba, Jamaica, Haiti, Barbados, Colombia, Paraguay, Brasil y Argentina (Menéndez,
1982).Es una leguminosa naturalizada en Cuba de la que se han separado dos

variedades.; Semilla Clara y Semilla Oscura.

Esta es una de las especies méas estudiadas en Cuba (Machado y Olivera, 2008)y se
ha utilizado con diversos fines, tales como cobertura en diferentes tipos de frutales
(Gutiérrez et al., 2002;Fontes, 2007; Acosta, 2014) , en sistemas integrados de
produccion agropecuaria en el sector ganadero (Chamorro et al., 1998; Oliveira y
Manhaes, 2003), es ademas, una leguminosa muy apetecida por el ganado bovino y

tiene un elevado contenido de proteina, que fluctia entre 16-20% (Fontes, 2008).

El extenso germoplasma de leguminosas existente en Cuba confirma el criterio de las
amplias posibilidades que presentan estas especies para crecer en los distintos suelos
cubanos, a pesar de lo anterior, la obtencion de material de propagacion de
leguminosas forrajeras resulta una practica poco desarrollada en las areas dedicadas a
la multiplicacion especializada de semillas en Cuba (Gomez et al., 2002).Lo anterior, es
debido, a que las leguminosas forrajeras, en su gran mayoria, producen semillas que
presentan dormancia por impermeabilidad de la cubierta al agua y al aire, lo que
dificulta en gran medida el establecimiento de las diferentes especies (Thompson et al.,
2003).



A pesar de las ventajas ecoldgicas que conlleva su presencia al limitar la
deshidratacion por las altas temperaturas, impedir dafios fisiolégicos al embrién y otras
estructuras, y mitigar los dafios mecéanicos causados por los animales y los patdogenos
(Bewley y Black, 1994),este mecanismo constituye un impedimento en los planes de
fomento agricola debido a la desigualdad en la germinacion y dificultad en la
propagacion. Esto evidencia la necesidad de realizar tratamientos a las semillas para

incrementar su porcentaje de germinacion (Laflin, 1995).

Investigadores y productores han desarrollado una serie de técnicas para hacer
permeables las semillas con dormancia fisica, incluyendo, escarificacion mecanica,
acido sulfarico, enzimas, solventes organicos, altas presiones atmosféricas, agua
caliente, almacenamiento en seco y bajas temperaturas. (Baskin and Baskin, 2014).La
dormancia fisica, en varias especies se ha roto por congelacion a temperaturas muy
bajas, Trifolium repens y Lotus corniculatus (Eynard, 1958),Medicago sativa (Acharya
et al., 1999).En este sentido, Acosta et al., (2012)lograron obtener altos porcentajes de
germinacion en semillas ortodoxas después de ser sometidas a un proceso de

inmersioén en nitrégeno liquido.

Son muchos los pardmetros involucrados cuando se utiliza la inmersién en nitrdgeno
liquido de material vegetal y dentro de estos, las semillas. El contenido de humedad de
las semillas, tamafio, anatomia y velocidad de enfriamiento (cooling) y recalentamiento
(rewarming) son algunos elementos a tener en consideracién (Engelmann y Takagi,
2000). Las semillas de mayor tamafio poseen una composicién quimica rica en lipidos
y velocidades de enfriamiento/recalentamiento inadecuadas, lo que puede afectar a la
viabilidad de las semillas. Las semillas con mayor contenido en lipidos, parecen ser

méas susceptibles a Ila inmersion en nitrégeno liquido (Vertucci, 1989.



Una vez tratadas las semillas, es importante conocer, en semillas y plantas, elementos
como, el contenido de azucares, las proteinas los componentes de la membrana vy el
contenido hidrico de las semillas. Evaluar estos parametros pueden ser indicadores
efectivos para conocer la influencia del estrés causado por las bajas temperaturas en el

desarrollo futuro de las nuevas plantas.

Problema: Se desconoce la respuesta fisioldgica de plantas de T. labialis, cultivar

Semilla Oscura, obtenidas a partir de semillas escarificadas con nitrégeno liquido.

Hipotesis: El conocimiento de la respuesta fisiologica de plantulas de T. labialis,
cultivar Semilla Oscura, permitira demostrar la viabilidad del uso de este método de

escarificacion.

Objetivo General: Evaluar la respuesta morfo-fisiolégica en plantulas de T. labialis,
cultivar Semilla Oscura obtenidas a partir de semillas escarificadas con nitrdgeno
liquido.

Objetivos Especificos:

1. Evaluar la germinacion y el crecimiento inicial en plantulas de T. labialis

obtenidas de semillas escarificadas con nitrégeno liquido.

2. Evaluar la respuesta fisiolégica y bioquimica en plantulas de T. labialis, cultivar

Semilla Oscura obtenidas de semillas escarificadas con nitrégeno liquido.



2. Revisién bibliografica

2.1 Generalidades de la Familia Leguminoseae.

La familia de las leguminosas (Leguminoseae) es una de las mas numerosas dentro de
las plantas que presentan flores. Esta taxonomia lo conforman 700géneros y
aproximadamente 20 000 especies y es una de las tres mas amplias de las
angiospermas (Doyle, 2013). Entre sus componentes especificos se pueden encontrar
desde las formas arbOreas y arbustivas de constitucion lefiosa, hasta las formas
herbaceas suculentas, dentro de estas ultimas, desde las que poseen la particularidad
de conformar cubiertas mas o menos densas sobre el suelo hasta las que tienen la
posibilidad de trepar y asociarse fuertemente con la vegetacion circundante (Machado,
2004).

Esta familia presenta una distribucibn cosmopolita, incluyendo las zonas aridas, las
montafiosas, las sabanas, las tierras bajas e incluso en ecosistemas acuaticos.
Muestra de lo expresado es que Caesalpinioideae prolifera principalmente en las
sabanas tropicales, en los bosques de Africa, Sudamérica y Asia. Mimosoideae abunda
en regiones tropicales y subtropicales semiaridas de Africa, Norteamérica, Sudamérica,
y Australia y particularmente son numerosas en el hemisferio sur; mientras que

Faboideae esté distribuida en todo el mundo (Binder, 1997).

2.2.Principales caracteristicas de la especie T.labialis, cultivar Semilla Oscura.

La variedad menor (cultivar Semilla Oscura), como se le describe, presenta
caracteristicas como son: entrenudos de las ramas hasta 9 cm, foliolo central hasta 4 x
2,1 cm, con pelos muy pequefios aplicados en el haz y el envés, legumbres con
algunos pelos aplicados, de 3,5-4 cm de longitud por 3 mm de ancho mucrén de 2 mm.
Tiene de 6-9 semillas por legumbre de 2 mm y coloracion pardo-oscura o negra. Inicia
la produccién de semillas primero que la variedad mayor y en mayo-junio las produce
vanas al faltarle los nutrientes (Yepes, 1974).Es una variedad perenne, estolonifera, de

tallos finos, que puede enraizar en los entrenudos. Estipulas de 3 mm flores blancas



diminutas en racimos axilares, con 2-3por nudo. Caliz de 4 mm peloso con 5 puntas

iguales.

Taxonomia
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Tribu Phaseoleae
Género Teramnus
Especie Teramnus labialis
Nombre cientifico | Teramnus labialis (L.f.) Spreng
Cultivar Semilla Oscura

T. labialis es una leguminosa de semilla pequefia, cuyo establecimiento se dificulta por
poseer plantulas pequefias (Yepes et al., 1971). Sin embargo su establecimiento se
realizd entre 6-8 meses en diferentes suelos, donde se empled una densidad de 6 kg
de semilla/ha distribuidas en lineas distanciadas a 50 cm entre si y profundidad de 3-5
cm (Menéndez, 1982). Este establecimiento satisfactorio puede atribuirse a su
habilidad para asociarse a diferentes plantas (Menéndez, 1982) y también a que nodula
naturalmente, ya que esta pertenece a las leguminosas del grupo Cowpea (Norris,
1967) y la aparicion de la nodulacion tiene una alta relacion con el desarrollo posterior a
la germinacion y su establecimiento (Sistachs y Frias, 1979). Para leguminosas de este
tipo, Norris (1967) plantea que no es necesaria la inoculacion, aunque es preferible y
que tampoco requiere la peletizacién de las semillas, a no ser para la proteccion del

Rhizobium.
2.3La semilla
La semilla es el principal érgano reproductivo de la gran mayoria de las plantas

superiores. Esta desempefia una funcion fundamental en la renovacion, persistencia y

dispersion de las poblaciones de plantas, regeneracion de los bosques y sucesion



ecologica (Rao et al., 2007). Es una unidad reproductiva compleja, caracteristica de las
plantas vasculares, que se forma a partir del évulo vegetal, generalmente después de
la fertilizacion (Bewley et al., 2013). La propagacion por semillas es el método principal
por el cual las plantas se reproducen en la naturaleza y uno de los métodos de
propagacion mas eficaces y ampliamente utilizados para los cultivos. La semilla en si,
sin embargo, es el producto final de un proceso de crecimiento y desarrollo dentro de la

planta madre.

2.3.1Tipos de semillas.

Existen diferentes clasificaciones de las semillas, segun la duracion potencial de su
viabilidad. De acuerdo con el laboratorio de semillas de la Universidad de Reading,
Reino Unido, las semillas se clasifican en tres categorias: ortodoxas, recalcitrantes e

intermedias.

Semillas ortodoxas

Las semillas se clasifican como ortodoxas o tolerantes a la desecacion cuando son
capaces de mantener su viabilidad cuando son desecadas hasta contenidos de
humedad por debajo del 10% sin sufrir dafios, (Chin y Roberts, 1980).Sus longevidades
aumentan cuando disminuye el contenido de humedad y con la temperatura durante el

almacenamiento, en una forma cuantificable y predecible.

Semillas recalcitrantes

Por el contrario, las semillas recalcitrantes o sensibles a la desecacién pierden
viabilidad cuando se desecan por debajo de un limite critico, habitualmente entre 12-30
% de contenido en humedad (Chin y Roberts, 1980).Estas semillas no pueden resistir
los efectos de la sequedad o temperaturas menores de 10° C; por tanto, no pueden ser
conservadas por largos periodos al contrario de las semillas ortodoxas por que pueden

perder su viabilidad.

Semillas intermedias



Existe una tercera categoria en la que las semillas tienen caracteristicas de
almacenamiento intermedias entre las ortodoxas y las recalcitrantes. Las semillas
intermedias pueden ser desecadas a contenidos de humedad similares a los de las
semillas ortodoxas. Sin embargo, las semillas, una vez desecadas, se dafian al
someterlas a bajas temperaturas y su viabilidad desciende rpidamente durante el

almacenamiento (Ellis et al., 1990).

2.4 Germinacion

La germinacion se define como un conjunto de procesos que se inician con la captacion
de agua por la semilla y finalizan con la elongacién de los ejes embrionarios y la
penetracion de la radicula por las estructuras que rodean al embrion (Bewley,
1997).Segun Besnier, (1965)la aparicion de la radicula a través de las cubiertas
seminales es el primer indicio visible de la germinacion. Segun Bewley y Black,
(1994)el clasico curso trifasico de la imbibicion de las semillas refleja la rapida
absorcion inicial del agua por estas cuando estan secas (fase 1). Posteriormente es
seguido por un periodo de elongacion asociado a la actividad enzimética y al
incremento de las tasas de respiracion y asimilacion, lo cual se manifiesta en la
utilizacién del alimento almacenado y su transportacion a las zonas en crecimiento
(fase 2). Finalmente ocurren sucesivas divisiones celulares que traen como

consecuencia la aparicion de la radicula y la plumula (fase 3).

Puesto que el embrion debe crecer para que ocurra la emergencia, se requiere
turgencia y extension de la pared celular para la realizacion exitosa de la germinacion.
En muchas semillas los embriones estan rodeados por tejidos que deben ser
penetrados por la radicula (Besnier, 1965).Una vez que la semilla se embebio
totalmente, la longitud de la fase 2 de la germinacion se relaciona, probablemente, con
la generacién adicional de turgencia del embridn y su paso a través de la pared celular,
o con el debilitamiento de los tejidos que se encuentran juntos a este (Welbaum et al.,
1998).

En la germinacién epigea se hace visible un tallito alargado y luego ocurre el rapido
alargamiento del hipocotilo, que trae como consecuencia la emergencia de los

cotiledones y la plumula (Welbaum et al., 1998).Una vez emergidos los cotiledones, se
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comienza a alargar la plimula que hasta ese momento se desarrolld poco; de este

alargamiento surge el futuro tallo.

2.4.1 Fases del proceso de germinacion

Fase de Hidratacion

La absorcion de agua es el primer paso de la germinacion, sin el cual el proceso no
puede darse. Durante esta fase se produce una intensa absorcion de agua por parte de
los distintos tejidos que forman la semilla. Dicho incremento va acompafado de un

aumento proporcional en la actividad respiratoria (Camacho, 1994).

Fase de germinacion

Representa el verdadero proceso de la germinacion. En ella se producen las
transformaciones metabdlicas, necesarias para el correcto desarrollo de la plantula. En
esta fase la absorcion de agua se reduce considerablemente, llegando incluso a

detenerse (Camacho, 1994).

Fase de crecimiento

Es la ultima fase de la germinacién y se asocia con la emergencia de la radicula
(cambio morfolégico visible). Esta fase se caracteriza por que la absorcion de agua

vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria (Camacho, 1994).

2.5 Emergencia de las plantulas

La emergencia de plantulas es el evento fenoldgico que mas influye en el éxito de una
plantacién; esta representa el momento en el cual una plantula se hace independiente
de las reservas seminales no renovables, originalmente producidas por sus
progenitores, y cuando comienza el autotrofismo fotosintético (Nonogaki, 2006).EI
tiempo de emergencia muchas veces determina si una planta compite exitosamente
con sus vecinos, si es consumida por los herbivoros, infestada por las enfermedades y
si florece, se reproduce y madura al final de su etapa de crecimiento (Forcella et al.,
2000).
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En condiciones de campo, la emergencia de plantulas esta determinada por multiples y
complejas interacciones entre las condiciones ambientales, el suelo y las
caracteristicas intrinsecas de la semilla y de la plantula (Wang, 2005).Johnston et al.,
(1997) y Nonogaki, (2006) seiialaron que todas las semillas poseen sensores que
detectan los cambios ambientales y asi aseguran la germinacion en condiciones
favorables. Es por ello que Harper, (1977) aseverd que las condiciones ambientales
gue rodean directamente la semilla determinan la germinacion y, por consecuencia, el

éxito de la emergencia de plantulas y el establecimiento.

Dentro de los factores abioticos que intervienen directamente en el proceso germinativo
se encuentran la luz, la temperatura y el agua, que a su vez tienen marcada
connotacion en la induccion de la dormancia, ya sea primaria o secundaria (Hilhorst y
Bradford, 2000; Bradford, 2005; Bradford et al., 2006).

2.6 Definicién y clasificacion de la dormancia en semillas

El término “semilla dormante” se refiere al estado en el cual las semillas intactas no
germinan cuando se les brindan las condiciones que normalmente favorecen al proceso
germinativo (Cohn, 2006) y estas pueden ser: humedad adecuada (agua), régimen
apropiado de temperaturas, una atmaosfera normal (oxigeno) y, en algunos casos, la luz
(Hilhorst y Toorop, 1997).

La dormancia es una caracteristica dependiente de la especie y el genotipo. Los
factores ambientales pueden tener efectos significativos en la expresion fenotipica de la
germinacion y se conoce que estos interactian con el genotipo (Foley y Fennimore,
1998;Geneve, 2003,Dias, 2005).Segun Li y Foley, (1997)y Baskin y Baskin, (2005),la
presencia de dormancia en las semillas actia como modulador de la regeneracion de
las especies vegetales, ademas de convertirse durante la evolucion de las plantas en
una estrategia para evitar la germinacién en las condiciones donde es probable que la
supervivencia de la plantula sea baja. Por su parte, Matilla (2003) define dos principales
tipos de dormancia: exdégena (dormancia fisica, mecanica y quimica) y endogena

(dormancia morfologica y fisiologica).



2.6.1 Ladormancia fisicay sus métodos de ruptura en semillas de leguminosas.

La dormancia fisica es causada por una densa capa de células empalizadas,
impregnadas con sustancias repelentes al agua, las cuales inhiben la imbibicion
(Baskin y Baskin, 1998)y ofrecen alta resistencia fisica para el crecimiento del embrion
(Allen y Meyer, 1998; Alves et al., 2004).Esto ocurre en aproximadamente 15 familias
de plantas superiores que incluyen a Leguminoseae (Morrison et al., 1998; Baskin et
al., 2000;Turner et al.,, 2005)y, de acuerdo con Kigel, (1995) y Baskin y Baskin
(1998),es la forma méas comun de dormancia en &rboles y arbustos de regiones

tropicales.

Este tipo de dormancia y su eliminacién o atenuacién en condiciones naturales ha sido
poco explicada, especialmente en regiones tropicales (Baskin y Baskin, 1998; Morrison
et al., 1998; Foley, 2001; Baskin et al., 2006), si se compara con semillas que poseen
dormancia fisiolégica, como las de regiones mediterraneas y templadas, donde estan
relativamente bien estudiados los mecanismos subyacentes de la dormancia (Handley
y Davy, 2005).

La escarificacion es una técnica elemental para romper la dormancia de las semillas
duras (Van Klinken et al., 2006) de leguminosas arbéreas. Las cortezas seminales
duras constituyen el medio para proteger las semillas contra ataques fangicos vy
también de insectos, en condiciones de altas temperaturas y humedad (Leadem,
1997).El corte o la eliminaciébn de una pequefia porcion de la corteza en el extremo
opuesto al embrion, con un instrumento filoso, puede ser eficaz cuando se realiza con
cuidado, puesto que la semilla manipulada manualmente permite realizar el corte
individual de acuerdo con el espesor de la cubierta seminal (Navarro, et al;2000.El uso
de este método es frecuente, ya que virtualmente todas las semillas se pueden
convertir en permeables y el riesgo sobre este tratamiento (dafio) es pequefio, dado
que se evita manipular en las cercanias de la region radicular (Poulsen vy
Stubsggard,2000).

Aungue se han probado varios liquidos como un medio para romper la dormancia por

cubierta dura, solo dos han sido ampliamente adaptados: el agua y el acido (Navarro,
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2002). El acido utilizado para los pre-tratamientos es el sulftrico (H 2 SO 4), que causa
algun tipo de combustién humeda en la corteza seminal y es igualmente efectivo en
leguminosas y en no leguminosas. Sin embargo, el método no es aplicable a las
semillas que facilmente se convierten en permeables, debido a que el acido penetra y
dafia el embrién. La duracion de este pre tratamiento debe tener como objetivo el
alcance de un balance en el cual la corteza de la semilla (o pericarpio) sea
suficientemente rota para permitir la imbibicion, pero sin que el H 2 SO 4 alcance al
embridn (Teketay, 1996).

El agua caliente elimina la dormancia fisica en Leguminoseae mediante el incremento
de la presion, lo cual causa la ruptura de la capa macroesclereidal, o a través de la
alteracion del tapon estrofiolar (Dell, 1980). EI método es mas efectivo cuando las
semillas se sumergen en agua caliente, o0 sea, no calentadas junto al agua, y cuando la
inmersion es rapida, ya que evita los dafios por calor en el embrion (Kannan et al.,
1996).

En ocasiones, el remojo en agua a temperatura ambiente incrementa la velocidad de
germinacion en semillas sin dormancia o con ligeros valores de esta; también se utiliza
conjuntamente con un tratamiento mas fuerte (CATIE, 2000). En ambos casos el efecto
es la imbibicion mas rapida a partir del agua que rodea la semilla, si se compara con la
que se puede lograr en una placa de Petri con un sustrato humedecido (prueba
estandar de germinacion) (Schmidt, 2000).

2.7. Propiedades del nitrégeno liquido y la crioseguridad.

El nitrégeno constituye el 80% del contenido gaseoso de la atmdsfera; es inodoro,
incoloro e insipido, por tanto no es perceptible por los sentidos humanos. Estando
enfriado hasta su punto de ebullicion (-196°C) el nitrégeno puede ser condensado para
formar nitrégeno liquido permaneciendo en este estado con tal que se mantenga a esta

temperatura o por debajo de ella (Pritchard, 1995).

Al calentar el nitrégeno este frecuentemente se libera en forma de un vapor blanco
contaminante que contiene agua congelada .Aun cuando el nitrégeno liquido no es

toxico, este tiene dos riesgos peligrosos para la vida: a) en la evaporacion, el nitrégeno
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desplaza el aire, creando una atmdsfera que no permite vivir por la asfixia; b) el severo
y extremo frio del nitrégeno liquido y sus vapores causan una congelacién seria y
guemaduras criogénicas. Es por ello que se hace necesario proveer informaciones
basicas de seguridad sobre los peligros potenciales de maniobrar el nitrégeno liquido y

los equipamientos criogénicos (Sakai, 1960).

2.7.1 Influencia del nitrégeno liquido en la germinaciéon de semillas de

leguminosas

Los resultados obtenidos en diferentes trabajos indican que el nitrégeno liquido puede
utilizarse con semillas de numerosas plantas cultivadas (Cardoso et al., 2000). El
contenido de humedad de las semillas, su composicién quimica y las velocidades de
enfriamiento y recalentamiento son los factores que, habitualmente, se consideran
determinantes del efecto de la crioconservacion sobre las semillas (Stanwood, 1985).
Las semillas de mayor tamafio, una composicion quimica rica en lipidos o velocidades
de enfriamiento-recalentamiento inadecuadas, pueden afectar la viabilidad de las
mismas. Las semillas con mayor contenido en lipidos parecen ser mas susceptibles a
la crioconservacién (Vertucci, 1989), aunque no estad clara la existencia de una
correlacion entre la sensibilidad de las semillas a la crioconservacion y su contenido en
lipidos (Iriondo et al., 1992).

Trabajos realizados destacan de positiva la respuesta germinativa que presentan
diferentes especies de leguminosas frente a la crioconservacién (Cardoso et al.,
2000).Estos autores plantean que antes de generalizar el uso de la crioconservacion en
semillas de leguminosas, debe evaluarse, en las diferentes especies y cultivares, el

efecto de posibles alteraciones anatomicas sobre la viabilidad y vigor de las semillas.

2.8 Estudios del germoplasma posterior a la crioconservacion.

Las técnicas de crioconservacion existen para mas de 100 especies vegetales. El
empleo de nitrégeno liquido para la conservacion a largo plazo expone el tejido a estrés
fisico, quimico vy fisiologico, lo que puede causar dafios por las temperaturas ultra bajas

(Harding, 2004). Aunque los efectos sobre el genoma es poco conocido, se plantea



gue, en plantas regeneradas de material procedente del cultivo in vitro y posteriormente
crioconservadas, cualquier acumulacion de ADN polimérfico esta inducido como
resultado de un proceso completo de cultivo-crioconservacion-regeneracion y no de la

crioconservacion (Harding y Benson, 2001).

El andlisis de la integridad genética de las plantas procedentes de materiales
crioconservados, se realiza mediante diferentes técnicas, a nivel fenotipico, histolégico,
citolégico, bioquimico y molecular; y existen diferentes técnicas de analisis (Harding,
2004). Por consiguiente, en los ultimos afos los cientificos que se dedican al estudio de
las diferentes técnicas de crioconservacién sustentan sus resultados con el empleo de

las técnicas de analisis.

Comprender cémo y por qué el germoplasma sobrevive o no en condiciones
congeladas, se utiliza para comprender el proceso de crioconservacion de plantas
(Benson, 2008). Las yemas dormantes y los tejidos naturalmente aclimatados al frio,
por ejemplo, sufren cambios estacionales en su metabolismo. Esta es una estrategia

que se explota en la crioconservacion (Sakai, 2004; Towill y Ellis, 2008).

La simulacion de la aclimatacion a temperaturas frias y notablemente templadas, en
germoplasma de plantas tropicales también le confiere tolerancia al nitrégeno liquido
(Chang y Reed, 2000; Sakai, 2004). Entender los complejos mecanismos que permiten
la supervivencia a las temperaturas bajas en la naturaleza, pueden potencialmente
asistir al reconocimiento del estado criogénico. Con este fin, los avances en
bioinformatica y tecnologias moleculares (Morrison et al., 2006; Rubinet al., 2006;
Keurentjes et al., 2008) tienen un importante papel en las investigaciones que
conducen al empleo de las técnicas de andlisis en la respuesta del estrés (Thomashow,
1999, 2001; Xin, 2001; Sung et al., 2003; Kaplan et al., 2004; Gray y Heath, 2005;
Hannah et al., 2005; Renaut et al., 2005, 2006; Yang et al., 2005; Chinnusamy et al.,
2006; Van Buskirk y Thomashow, 2006).

Un ejemplo del empleo de estas investigaciones es la aplicacion de la protedmica al
estudio del almacenamiento de germoplasma de plantas recalcitrantes, particularmente
con respecto a la preservaciéon de meristemas de plantas de propagacion vegetativa
(Carpentier et al., 2005, 2006, 2007; Vertommen et al., 2007). Como resultado, esta
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tecnologia actualmente se emplea para examinar los efectos de la crioconservacion y
de tratamientos osmoéticos en diferentes tipos de germoplasmas (Criel et al., 2005;

Carpentier et al., 2006; Vertommen et al., 2007).

En estudios realizados por (Dhanaraj et al.,, 2007) para comprender los procesos
relacionados con la tolerancia a la congelacion se categorizan tres grupos de genes:
los genes relacionados asociados con la tolerancia al estrés, los genes que codifican
enzimas de la via glicolitica y del ciclo de las pentosa-fosfato y los genes asociados con
la sintesis de proteinas. Otros estudios relacionados con los radicales libres y sus
intermediarios, brindan una aproximacion para monitorear el estrés por temperaturas
bajas (Benson y Bremner, 2004). El estrés oxidativo puede producirse en plantas y
algas crioconservadas (Fleck et al., 1999, 2000, 2003), lo que indica que las especies
reactivas del oxigeno y los radicales libres modulan la tolerancia de los componentes
relacionados con protocolos de crioconservacion de plantas (Benson, 2008).

Los indicadores que se analizan en la tesis estan relacionados con vias bioquimicas,
fisiolégicas y moleculares en la respuesta de los vegetales al estrés. Tales estudios
brindan una imagen de los posibles efectos que ejerce la crioconservacion en etapas
tempranas de la germinacion, el crecimiento y desarrollo de plantulas de T. labialis,

cultivar Semilla Oscura.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Recoleccion y almacenamiento de las semillas.

En la presente investigacion se utilizaron semillas y material vegetal obtenido de
plantas de la especie, T. labialis, cultivar Semilla Oscura. Las semillas utilizadas fueron
recolectadas entre los meses de febrero - abril del afio 2017 en la Finca “La Esperanza
“del Municipio Ciro Redondo, provincia de Ciego de Avila, Cuba, donde se encontraba
un pequefio banco de germoplasma de esta especie de leguminosa forrajera y fue
recolectado y tratado segun lo establecido en el manual para el manejo de semillas en
bancos de germoplasma (Rao et al., 2007).Las semillas mostraron un contenido de
humedad (en base a la masa fresca) de 7.54%, en el momento de la cosecha y se
almacenaron durante un afio en un frasco de cristal color ambar a temperatura

ambiente en la oscuridad.

3.2 Evaluacién de la germinacion y el crecimiento inicial en plantulas.

3.2.1 Tratamiento de las semillas con nitrégeno liquido.

Para el tratamiento de inmersion en nitrogeno liquido, las semillas se colocaron en
crioviales y se introdujeron directamente en un tanque con nitrégeno liquido (velocidad
de enfriamiento: -200°C/min), donde permanecieron por un periodo de 30 minutos.
Transcurrido el periodo de tiempo previsto para la inmersion en nitrégeno liquido, los
crioviales se extrajeron del recipiente y se colocaron en una bandeja al aire libre hasta
que las semillas alcanzaron el equilibrio con la temperatura ambiente, segun lo
descrito por (Acosta et al.,, 2019). Todas las semillas fueron sembradas en bandejas

para obtener el material vegetal necesario para hacerle las determinaciones.

3.2.2 Germinacion de las semillas.

Se tomaron 100 semillas y se dividieron en 4 repeticiones de 25 semillas cada una y se
colocaron en placas Petri (9 cm de diametro), sobre un papel de filtro, previamente
humedecido con 5 ml de agua destilada (ISTA, 2010). Posteriormente, las placas Petri,
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se colocaron en una camara pre-germinativa de ambiente controlado (Modelo: R-DTOP
Series, China) y se mantuvieron a una temperatura de 30°C y con un fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas oscuridad por un periodo de 24 dias como recomienda (Martin,
2018). Se contabilizo el total de semillas germinadas, para cada tratamiento, a los 28

dias y se expresaron los resultados en porcentaje (%) (Skerman et al., 1991).

3.2.2Desarrollo de plantulas en bandejas

El experimento se realizO en el laboratorio de Fisiologia Vegetal ubicado en la
Universidad Maximo Gomez Béez en Ciego de Avila. Se tomaron 1300 semillas, para
cada tratamiento y se pusieron a germinar en 8 bandejas de polietileno de 60 cm de
largo y 30 cm de ancho, con 32 alvéolos de 7cm x 7cm y una profundidad de
9cm.Cuatro bandejas fueron utilizadas para el tratamiento con nitrégeno liquido y las
otra cuatro para el tratamiento testigo. Las bandejas se rellenaron con un sustrato a
base de suelo Ferralitico rojo tipico (50%) y materia organica (50%) procedente del
Centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila. Se sembraron 10 semillas
por cada alveolo a una profundidad de 2cm, para un total de 1200 semillas por
tratamiento, a partir de lo recomendado por Machado (2004).Las bandejas se colocaron
en una camara pregerminativa de ambiente controlado a una temperatura de 30°C y un

fotoperiodo del2h luz y 12h oscuridad con riego en dias alternos.

3.2.3 Determinaciones realizadas a las plantulas.

Se midié el tamafio de 10 plantulas, por cada tratamiento, a los 14 y 28 dias de
germinadas, midiendo con una regla graduada desde el extremo inferior (raiz) hasta el
extremo superior (yema terminal).Fue determinada la masa fresca y masa seca de las

10 plantas por cada tratamiento a los 14 y 28 dias.

3.3 Evaluacién de larespuesta fisiolégica y bioquimica en plantulas.

3.3.1 Determinaciones realizadas a las plantulas
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Se tomaron 600 plantas, para cada tratamiento, a los 14 dias y 600 plantas, para cada
tratamiento, a los 28 dias. Se dividieron las plantas en tres partes, hojas, tallos y raices
y se realizaron las siguientes determinaciones en el Laboratorio de Ingenieria

Metabolica de Bioplantas:

» Contenido de proteinas totales.
El contenido de proteinas totales se determind utilizando el método de Kjeldahl
(AOAC, 1990).

Digestion.

Se coloc6 una muestra de 1 gramo en un tubo digestor junto con 10 g de catalizador, el
cual consistié en una mezcla al 7% de SO4Cu:SO4K2. Seguidamente, se afiadieron 25
mL de H2SO4 concentrado y se procedio al calentamiento. Una vez que la solucion se
hubo aclarado, se prosiguio el calentamiento por otros 30 min, con lo cual se asegurd
la completa oxidacion de la materia organica. Se retir6 y se dej6 enfriar. Luego se
agregaron 100 mL de agua.

Destilacion.

Se prepard una solucién de H3BOs al 4% a la que se afiadié una solucion indicadora.
Esta Ultima se prepar6 con 0,02 g de rojo de metilo y 0,04 g de verde de bromocresol
disueltos en 19 mL de alcohol y 1 mL de agua destilada. La proporcion de solucion
indicadora fue de 5 mL por litro de H3BOsal 4%. Se colocaron 50 mL de esta solucion
acida preparada en un Erlenmeyer de 250 mL el que se situ6 a la salida del
condensador para recoger el amonio destilado. Se afiadi6 NaOH al 30% a la muestra
digerida para liberar el amonio, hasta que la solucién tomé una coloracién azul intensa.
Esta coloracion se debe a la formacion de un complejo entre iones amonio y cobre e

indica que la cantidad de NaOH fue suficiente para neutralizar el exceso de H2SOa.

La destilacion se llevo a cabo hasta recoger aproximadamente 250 mL de liquido en el
Erlenmeyer colector. A fin de determinar el amonio absorbido por el HzBOs se tituld el
destilado con HCI 0,1 N.

Valoracion.
El destilado se valora con soluciéon de H2SO4 0,2 N, hasta logar el viraje de indicador

Mortimer al color inicial rojo.
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Calculos.

Proteina total% = (V muestra- V blanco) x N acido x 0.014 x F X100/g muestra
Siendo:

V muestra = ml de acido gastados en la valoracion de la muestra

V blanco = ml de &cidos gastados en la valoracion del blanco.

0.014 =peso del meq del nitrdgeno, en g.

F = es el factor de conversién de nitrdgeno a proteinas (6,25).

g muestra= peso en g de la muestra.

» Contenido de clorofilas ay b (Porra, (2002):

Se adicionaron 0,5 mL de acetona 80% (v: v), las muestras se centrifugaron a 17
400xg a 4°C durante 15 minutos. Se colecto el sobrenadante y se midi6 la absorbancia
a 647 nm y 664 nm. Las concentraciones de clorofilas se calcularon segun las

formulas:

Clorofilaa = 12.25 * Abs664nm — 2.55 * Abs647nm
Clorofilab = 22.31 « Abs647nm — 4.91 x Abs664nm
Clorofilaa+b =17.76 * Abs647nm + 7.34 * Abs664nm

Los resultados se expresan en ug/g* masa seca.

» Contenido de fenoles (ligados a la pared celular y soluble):

El contenido de fenoles se determind por el método de (Gurr et al; 1992). Al material
vegetal que previamente se macer0o en nitrégeno liquido se le adicion6 500 pL de
metanol. El homogenato se agitdé con vortex y se centrifugd a 17 400xg, durante 15
minutos. El precipitado se sometié a dos ciclos adicionales de extracciéon con metanol,
con 250 uL cada uno hasta completar 1,0 mL de extracto. El sobrenadante se colecté

siempre y se consideré como la fraccion de fenoles solubles.
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El precipitado se incubd con 250 pL de hidroxido de sodio 2 mol-L-1 durante 16 horas a
70°C. Se adicionaron 250 puL de &cido clorhidrico (2 mol-L-1) después de la incubacion.
Las muestras se centrifugaron a 17 400xg, durante 15 minutos. El precipitado se
descarto y el sobrenadante se colectd y se consideré la fraccidon enriquecida en fenoles

ligados a las paredes celulares.

Para cuantificar los niveles de fenoles solubles y ligados a las paredes celulares, 20 uL
de cada uno de los sobrenadantes se mezclaron con 980 uL de agua destilada. Se
adicionaron 100 pyL de reactivo fendlico de Folin-Ciocalteau y las muestras se
incubaron a temperatura ambiente (26°C) durante cinco minutos. Se adicioné 600 uL
de bicarbonato de sodio (saturado con hidréoxido de sodio 0,1 mol-L-1). A los 60
minutos, se determind la absorbancia a 725 nm en espectrofotometro UV visible. La
concentracion de fenoles se expres6 en mg-g-1 de masa seca, referidos a una curva

patron de acido clorogénico (€=0,00441 pg-mL-cm-1).

» Contenido de malondialdehido y otros aldehidos:

Se utilizé el procedimiento descrito por (Heath y Packer ,1968). El material vegetal se
macerd previamente en nitrégeno liquido, se mezclé con 1,4 mL de agua destilada y se
agitd brevemente. Se adicionaron 1,5 mL de &cido tiobarbittrico 0,5% (m: v; en acido
tricloroacético 20% (v:v)) y las muestras se incubaron en un bafio termostatado a
100°C durante 25 minutos. Luego se colocaron en bafio de hielo durante cinco minutos
y se centrifugaron a 800xg durante 15 minutos. Se midié6 la absorbancia del
sobrenadante a 455, 532 y 600 nm en el espectofotébmetro UV visible. La absorbancia
no especifica del producto de la reaccion (600 nm) se sustrajo de la absorbancia
maxima a 532 nm para las mediciones de malondialdehido y de 455 nm para otros

aldehidos.

Para calcular la concentracion de malondialdehido se utilizé el coeficiente de extincion
molar 155 mmol-L-1-cm-1 y para otros aldehidos 45,7 mmol-L-1-cm-1 (promedio de los
coeficientes de extincion del propanal, butanal, hexanal, y propanal-dimetilacetal) a 532

nm. Los resultados se expresaron en pymol-g-1 de masa seca.
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3.4 Procesamiento Estadistico.

Para los experimentos de germinacion se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorizado, donde se establecieron cuatro repeticiones para cada tratamiento, en el
caso de las mediciones a las plantas se tomaron diez plantas por tratamiento y en el
caso de las determinaciones para conocer la respuesta fisiolégica se tomaron
aleatoriamente tres muestras por tratamiento. En el procesamiento estadistico de los
datos se empled el utilitario Statistical Packagefor Social Sciences(SPSS para
Windows, version 23.0, Copyright SPSS Inc., 1989-1997). Se realizaron pruebas

paramétricas (t-stiudent), para una significacion del 5 %.
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4. Resultados y discusion.

4.1Evaluacion de la germinacion y el crecimiento inicial en plantulas.

4.1.1 Germinacién de las semillas.

Las semillas de las leguminosas se caracterizan por presentar, como principal
mecanismo de dormancia, la impermeabilidad de sus cubiertas al agua y a los gases
(Baskin and Baskin, 2014). Las cubiertas duras impiden la entrada de agua al embrion,
por lo que es necesario realizar tratamientos de escarificacion con el objetivo de
permitir la entrada de agua y oxigeno al interior de las semillas. Uno de los tratamiento
que se pueden realizar para romper esta dormancia es el uso de las bajas
temperaturas (nitrégeno liquido, -196°C), aunque posterior al tratamiento de las
semillas es importante estudiar el desarrollo de las nuevas plantas obtenidas (Baskin
and Baskin, 2014)

En la Gréfical se muestran los resultados obtenidos en el proceso de germinacion de
semillas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura. Se puede observar que la mejor
respuesta germinativa corresponde al tratamiento de inmersion en nitrdgeno liquido con
un 91 % de semillas germinadas, encontrandose diferencias significativas respecto al
tratamiento testigo (35 %). Los resultados obtenidos se deben a los cambios que se
producen en la testa durante el proceso de congelacion-descongelacion, que derivan
en el reblandecimiento de la misma y proporcionan un aumento en la entrada de agua

al interior de la semilla, lo que permite que dé inicio el proceso de germinacion.

En tal sentido, Acosta et al., (2019) al realizar una microscopia por barrido electrénico
en semillas de T. labialis, demostraron que el nitrégeno liquido ocasiona grietas en la
testa de las semillas y concluyen, que, por medio de estas, el agua entra al interior de
las semillas lo que favorece el proceso de germinacion. Estos criterios concuerdan con
los resultados obtenidos por Garcia, (2012) al investigar diferentes tiempos de
inmersion en nitrégeno liquido de semillas de T. labialis, y percibir un aumento en los
porcentajes de germinacion. Para Cejas et al. (2012), la inmersion en nitrogeno liquido

de semillas ortodoxas y el consiguiente proceso de congelacion-descongelacion
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garantizan una mejor respuesta germinativa, esta autora obtuvo resultados

satisfactorios en trabajos realizados con semillas de Phaseolus vulgaris L.
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Grafica 1.Germinacién total de semillas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura, a los 28 dias. Medias con
letras desiguales, significan diferencias estadisticas entre los tratamientos. (t -estiudent; p<0.05).
E.E.=2.49.

4.1.2 Tamafo de las plantulas, masa fresca y masa seca.

El tamafio, masa fresca y masa seca de las plantulas de T. labialis, cultivar Semilla
Oscura, muestra un aumento con el paso del tiempo (tablal) observandose que las
plantulas provenientes de las semillas escarificadas con nitrégeno liquido difieren
estadisticamente del tratamiento testigo para cada uno de los parametros evaluados.
Se puede apreciar un aumento significativo del crecimiento en la Ultima evaluacion
realizada a los 28 dias, con respecto a los 14 dias (figura 1). Este comportamiento de
manera particular se debe a que las plantulas de este tratamiento emergieron con
mayor rapidez.

Con respecto a los contenidos de materia fresca y materia seca, estos se encuentran
relacionados con el tamafio de las plantas, por ende a mayor tamafio mayor contenido
de masa fresca y seca en las plantulas. A los 14 dias, los resultados en cuanto al
contenido de materia fresca y materia seca alcanzados fueron mayores en el
tratamiento con nitrogeno liquido con valores de 0.32g y 0.065g respectivamente,
mostrando diferencias significativas respecto al tratamiento testigo. En tanto, a los 28
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dias de germinadas las plantulas alcanzaron contenidos de materia fresca y seca de
0.90g y 0.23g en el tratamiento con nitrégeno liquido con diferencias estadisticas

respecto al tratamiento testigo.

Tabla 1.Tamafio, masa fresca y seca de plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura a los 14 y 28
dias de germinadas.

14 dias 28 dias
Tratamiento | Tamafio M. Fresca M. Seca Tamafio | M. Fresca | M. Seca
(cm) (@) (@) (cm) )] (¢))
Testigo 1.33 0.12567 0.02718 4.1 0.43763 0.11564
N. liquido 3.58 0.32998 0.06586 8.07 0.90531 0.23367
S'g. * * * * * *
E.E. 0.12 0.01 0.002 0.46 0.03 0.01

(*) significa diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma columna, (t-stiudent, p<0.05,

n=10).

Plantas de semillas Plantas de semillas Plantas de semillas Plantas de semillas
escarificadas (14d) sin escarificar (14d) escarificadas (28) sin escarificar (28)

Figura 1.Crecimiento inicial en plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura, a los14 y 28 dias de
germinadas.

En las evaluaciones realizadas se puede observar el tamafio pequefio de las plantulas
obtenidas y las dificultades que presenta esta especie para su crecimiento en la

20



primera fase de su desarrollo. EI comportamiento del crecimiento de las plantulas
emergidas del tratamiento con nitrégeno liquido, demuestra la capacidad de
establecerse con mayor rapidez debido al comportamiento precoz en cuanto a la
emergencia, lo que garantiza que comience rapidamente los procesos de fotosintesis y
la absorcién de nutrientes del suelo(Carvalho y Nakagawa, 2000). En los resultados
obtenidos se muestra mayor crecimiento y desarrollo en plantulas provenientes de
semillas escarificadas con nitrégeno liquido, lo que coincide con Sanabria et al., (2004),
quienes obtuvieron un crecimiento mas acelerado en semillas de Cratyliaargentea y
Cassiamoschata después de someterlas a un proceso de escarificacion, lo que
garantizdé que las semillas germinaran rapidamente y alcanzaran una mayor altura con
respecto a un tratamiento testigo.

4.2Evaluacién de la respuesta fisioldégica y bioquimica en plantulas.
4.2.1 Contenido de proteinas.
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Grafica 2.Contenido de proteina total en raiz, tallo y hojas de plantulas de T. labialis, cultivar Semilla
Oscura a los 14 dias de germinadas. Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas
entre los tratamientos de un mismo 6rgano de la plantula. (t -stiudent; p<0.05). E.E.=1.65, E.E.=2.21,
E.E.=2.84.

El contenido de proteinas total en las raices, tallos y hojas de plantulas de T. labialis,
cultivar Semilla Oscura a los 14 dias de germinadas se muestra en la figura 2. En la
misma se puede observar que en la raiz se aprecia diferencia significativa entre ambos

tratamientos, mostrandose en el tratamiento testigo mas contenido de proteina total
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gue el tratamiento con nitrégeno liquido. Por otro lado los tallos obtuvieron mayores
valores en el tratamiento con nitrégeno liquido, al igual que las hojas, con diferencias

significativas entre ambos tratamientos en las hojas.

El contenido de proteina total en raiz, tallo y hojas de plantulas obtenidas a partir de
semillas escarificadas con nitrdgeno liquido en la especie T. labialis, cultivar Semilla
Oscura, a los 28 dias de germinadas, se muestran en la grafica 3. Para la raiz no
existieron diferencias estadisticas entre los tratamientos evaluados, aunque el mayor
contenido de proteinas se obtiene para el tratamiento testigo con un 21%. En el caso
del tallo (32%) y las hojas (32%), del tratamiento con nitrégeno liquido se alcanzaron
mayores valores respecto al tratamiento testigo obteniéndose diferencia significativa
en las hojas. Los mayores contenidos de proteina total se evidenciaron en los tallos y

hojas, mientras que en la raiz estos contenidos fueron inferiores, tanto a los 14, como a

los 28 dias.
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Gréfica 3.Contenido de proteina total en raiz, tallo y hojas de plantulas de T. labialis, cultivar Semilla
Oscura a los 28 dias de germinadas. Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas

entre los tratamientos de un mismo érgano de la plantula. (t -stiudent; p<0.05). E.E.=1.14, E.E.=2.06,
E.E.=2.13.

Diferentes estudios bioquimicos y genéticos suponen la inclusion de la fosforilacion
reversible de proteinas en la regulacion de la respuesta de las plantas al estrés, frente
a varios estimulos ambientales (Rock et al., 2010).Tanto el estrés biético como el
abibtico (bajas temperaturas) pueden promover la sintesis de algunas proteinas e

inhibir otras; sin embargo, autores como Ericson y Alfinito (1984), Palma (2002) y Forni
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et al.,(2010) plantean que existe una tendencia general a la disminuciéon de las mismas.
En el experimento que se analiza, el efecto de la crioconservacion de las semillas tuvo
respuestas variables en el contenido de proteinas de los diferentes Organos y
momentos experimentales, lo que esta en correspondencia con lo que plantean Forni et
al., (2010), estas moléculas pueden sintetizarse o inhibirse como respuesta a sefales

externas que se dan a nivel de ARNm.

Existe informacion sobre cambios en niveles de algunas proteinas especificas producto
del estrés por bajas temperaturas. Forni et al., (2010), detectan variaciones
significativas en la expresion de proteinas e identifican seis proteinas relacionadas con
la respuesta al estrés o involucradas en el ciclo celular durante la crioconservaciéon de
brotes de manzana procedentes del cultivo de tejidos. Estos autores relacionan el
contenido de proteinas con la criotolerancia a través de cambios que se producen en el

metabolismo y en la expresion de proteinas durante este proceso.

Martinez-Montero et al., (2002) encontraron altos niveles en el contenido de proteinas
en la fraccion microsomal de callos de cafia de azUcar crioconservados durante los tres
primeros dias después de la descongelacién, y lo relacionan con la induccién de
diferentes genes que se expresan durante la exposicion a las bajas temperaturas y la
deshidratacion de diferentes especies de plantas. La induccién de estos genes participa
en numerosos procesos de proteccion de la membrana celular contra el estrés
(Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Shinozaki et al., 2003), a través de la
produccion de proteinas importantes. También Svensson et al., (2002) encuentran
proteinas que responden a las bajas temperaturas, las cuales estan dentro del grupo
de las dehidrinas asociadas al sistema de endomembranas del citoplasma.

Sin embargo, Hamid et al.,(2010) observan una disminucion en el contenido de
proteinas en Phaseolus vulgaris L. producto del estrés por metales pesados. Costa y

Spitz , (1997) y Mohan y Hosetti , (1997), por su parte informan sobre la disminucién en

el contenido de proteinas en otros cultivos producto del estrés abidtico.

4.2.2 Contenido de Clorofilaay b.
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La raiz de plantulas de la especie T. labialis, cultivar Semilla Oscura, con 14 dias de
germinadas se muestra en la grafica 5, observandose el contenidos de clorofila a y b.
Se obtuvo como resultados que el tratamiento testigo mostré6 mayor contenido de
clorofila a, (7,5ug/g de materia seca) que el tratamiento con nitrégeno liquido (5ug/g de
materia seca) encontrandose diferencias significativas entre ambos. Mientras que en los
resultados del contenido de clorofila b no se obtuvo diferencias estadisticas de un
tratamiento respecto al, pero en el tratamiento testigo fueron mayores los contenidos de
clorofila b (8ug/g de materia seca).
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Gréfica 4. Contenidos de clorofila a y b en la raiz de plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura a los
14 dias de germinadas. Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas entre los
tratamientos de un mismo elemento evaluado. (t -stiudent; p<0.05). E.E.=0.43, E.E.=0.63.

La gréfica 5muestra el contenido de clorofila a y b en tallos de plantulas de la especie
T. labialis, cultivar Semilla Oscura obtenidas de semillas escarificadas con nitrégeno
liquido y un tratamiento testigo a los 14 dias de germinadas. En cuanto al contenido de
clorofila a no se muestran diferencias estadisticas entre los dos tratamiento, lo mismo

ocurre para la clorofila b siendo los valores de ambos tratamientos estadisticamente
iguales.
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Grafica 5. Contenidos de clorofila a y b en tallos de plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura a los
14 dias de germinadas. Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas entre los
tratamientos de un mismo elemento evaluado. (t -stiudent, p<0.05). E.E.=5.63, E.E.=2.25.
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Grafica 6. Contenidos de clorofila a y b en hojas de plantulas de la especie T .labialis, Cultivar Semilla
Oscura a los 14 dias de germinadas. Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas
entre los tratamientos de un mismo elemento evaluado. (t- stiudent, p<0.05).E.E.=10.31, E.E.=4.11.

El contenido clorofila a y b en hojas de plantulas de la especie T. labialis, se observan
en la gréfica 6.Las hojas del tratamiento testigo a los 14 dias de germinadas muestran
un contenido de clorofila a (300ug/g de materia seca), sin presentar diferencia
significativa respecto al tratamiento con nitrégeno liquido, (291ug/g de materia seca).

Con respecto al contenido de clorofila b fue mayor para el tratamiento testigo (152ug/g

25



de materia seca) sin diferencias estadisticas con respecto al tratamiento testigo
(147pg/g de materia seca).

Los resultados de la grafica 7 muestran el contenido de clorofila a y b en raices de
plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura a los 28 dias de germinadas, se puede
observar que el contenido de clorofila a y b fue mayor para el tratamiento testigo con
respecto al tratamiento con nitrégeno liquido, encontrandose diferencias estadisticas
entre ambos tratamientos. Ademas los contenidos de clorofilas, tanto a, como b, son

bajos lo que se corresponde con el érgano de la planta evaluado.
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Figura 7. Contenido de clorofila a y b en raices de plantulas de T. labialis, cultivar Semillas Oscuras a los
28 dias de germinadas. Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas entre los
tratamientos de un mismo elemento evaluado. (t- stiudent, p<0.05).E.E.=0.43, E.E.=0.32.

En cuanto al contenido de clorofila a y b en tallos de plantulas de T. labialis, del cultivar
Semilla Oscura a los 28 dias de germinadas (Grafica 8), los mayores valoresen ambas
determinaciones se obtienen en el tratamiento con nitrégeno liquido, con 58 y 39 pg/g
de materia seca respectivamente para clorofila a y b. A pesar de lo anterior no se

muestra diferencia significativa entre ambos tratamientos evaluados.
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Grafica 8.Contenido de clorofila a y b en tallos de plantulas de T. labialis del cultivar Semilla Oscura.
Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas entre los tratamientos de un mismo
elemento evaluado. (t— stiudent, p<0.05).E.E.=5.81, E.E.=2.63.

En la grafica 9 se muestra el contenido de clorofila a y b en hojas de plantulas de T.
labialis, a los 28 dias de germinadas. Se puede observar que en la determinacion del
contenido de clorofila a el tratamiento con nitrégeno liquido obtuvo méas contenido de

clorofila, mientras que el contenido de clorofila b fue mayor para el tratamiento testigo

sin mostrar diferencia significativa respecto al tratamiento con nitrégeno liquido.
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Grafica 9.Contenido de clorofila a y b en hojas de plantulas de T, labialis del cultivar Semilla Oscuras.
Medias con letras desiguales, significan diferencias estadisticas entre los tratamientos de un mismo
elemento evaluado. (t- stiudent, p<0.05, n=3).E.E.=18.14, E.E.=11.12.
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Las clorofilas son un componente clave de la fotosintesis y se requieren para la
absorcién de la luz. No obstante, producto de sus propiedades para absorber luz, las
clorofilas pueden convertirse en potenciales fototoxinas celulares y resultan ser
moléculas dafiinas. Esto se pone de manifiesto en situaciones donde el aparato
fotosintético de las plantas se sobrexcita, por ejemplo, bajo condiciones de alta
intensidad de luz (Hortensteiner y Krautler, 2011). Producto del potencial de toxicidad,
el metabolismo de las clorofilas es fuertemente regulado durante el desarrollo de las
plantas. Esto hace que la bioquimica y la regulacion de la biosintesis de las clorofilas

son intensamente estudiadas (Hortensteiner y Krautler, 2011).

Durante la germinacion, la ruptura de las clorofilas puede ser un prerrequisito de
desentoxificacion de pigmentos potencialmente fototéxicos en el interior de las
vacuolas con el fin de permitir la movilizacion del nitrégeno ligado a las proteinas de las
clorofilas (Hortensteiner, 2006), un proceso que pudo no ocurrir en las hojas de plantas
procedentes de semillas escarificadas con nitrégeno liquido. El estrés producido por las
bajas temperaturas durante la crioconservacion de las semillas quizas pudo provocar
seflales que se expresaran en un incremento en los niveles de clorofilas de las
semillas; sin embargo, el porcentaje de germinacion y la buena calidad de las plantas
gue se obtuvieron en ambos tratamientos, demuestran que los niveles en el contenido

de las clorofilas no fueron suficientes para causar toxicidad.

Esto resulta contrario a los resultados de Al-Sobhi et al., (2006), que evaluaron el
efecto del estrés salino en el contenido de clorofilas de hojas de algoddén de seda
(Calotropis procera, Aiton) y observaron efectos de la salinidad en el contenido de
clorofilas y en la calidad de las plantas, especialmente cuando los niveles eran de 160 y
320 mMNacCl. Tal razén indica la necesidad de otros estudios para poder lograr una

mayor comprension de este hecho.

4.2.3 Contenido de fenoles (ligados ala pared celular y soluble)

En la tabla 2 se muestra el contenido de fenoles ligados a la pared celular en plantulas
de la especie T. labialis, cultivar Semilla Oscura, obtenidas de semillas escarificadas

con nitrégeno liquido y el tratamiento testigo a los 14 y 28 dias de germinadas. Los
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contenidos de fenoles ligados a la pared celular a los 14 dias de germinacién fueron
mayores, en todos los 6rganos evaluados, para el tratamiento con nitrégeno liquido,
encontrandose diferencias significativas con respecto al tratamiento testigo. En tanto,
para las evaluaciones realizadas a los 28 dias, no se encontraron diferencias
estadisticas entre ambos tratamientos. Estos resultados demuestran que las plantas
durante su desarrollo tienen la capacidad de recuperarse de los dafos sufridos por el
estrés, en este caso por las bajas temperaturas. Resultados similares a estos fueron
alcanzados por Cejas, (2014) cuando evaluo el contenido de fenoles en plantas de frijol

obtenidas de semillas crioconservadas.

Tabla 2.Contenido de fenoles ligados a la pared celular de raiz, tallos y hojas de plantulas de T .labialis,
cultivar Semilla Oscura a los 14 y 28 dias de germinadas.

Fenoles ligados a la pared celular (mg/g masa fresca)
Raiz 14d  Tallo 14d Hojas 14d Raiz 28d Tallo 28d  Hojas 28d

Testigo 29,18 27,76 38,06 11,95 16,02 31,59
N. liquido 39,44 34,09 43,14 12,09 15,91 29,72
Slg * * *

E.E. 1.58 1.74 2.35 1.49 1.32 2.24

(*) significa diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma columna, (t-stiudent, p<0.05, n=3).

El contenido de fenoles solubles en plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura,
obtenidas de semillas escarificadas con nitrogeno liquido y el tratamiento testigo a los
14 y 28 dias de germinadas se muestra en la tabla 3. Como muestran los resultados, a
los 14 dias de germinadas las plantas, las hojas del tratamiento con nitrégeno liquido
fue donde mas se encontraron contenidos de fenoles solubles (41,90 mg/g masa
fresca). Este mismo comportamiento se registrd en las hojas del tratamiento testigo a
los 28 dias. Solo se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos

evaluados, en las raices y tallos a los 28 dias.

Segun Kuskoski et al., (2005) los fenoles, muestran una gran capacidad para captar
radicales libres causantes del estrés oxidativo. Asi mismo funciona como mecanismo
beneficioso en la prevencion de dafios celulares. A pesar de lo anterior, se tienen

pocas referencias sobre la influencia de la crioconservacion en el contenido de fenoles,
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sin embargo, Dinelli et al. (2006) encuentran una gran variabilidad en el contenido de
fenoles totales en cultivos de frijol, ellos sugieren que puede ser producto del genotipo

y/o las condiciones ambientales en que se desarrolle el cultivo.

Tabla 3.Contenido de fenoles solubles en raiz, tallos y hojas de plantulas de T. labialis,cultivar Semilla
Oscura a los 14 y 28 dias de germinadas.

Fenoles solubles (mg/g masa fresca)
Raiz 14d  Tallo 14d Hojas 14d Raiz28d Tallo 28d Hojas 28d

Testigo 35,42 33,69 40,81 6,34 9,99 26,45
N. Liquido 38,36 32,43 41,90 8,17 12,33 25,06
Sig. * *

E.E. 3.21 2.65 3.41 0.54 0.75 1.69

*)

significa diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma columna, (t-stiudent, p<0.05, n=3).

Los altos contenidos de fenoles ligados a la pared celular, en las plantas procedentes
de semillas tratadas con nitrégeno liquido con respecto al tratamiento testigo, en las
evaluaciones realizadas a los catorce dias demuestran que las plantas en esta fase se
encontraban bajo un fuerte poder oxidativo. Contrario a lo anterior, a los 28 dias, las
plantulas se habian recuperado por completo, gracias a la accion antioxidante de los
fenoles y a su capacidad para reparar los dafos celulares. Contrario a lo ocurrido en
esta investigacion, en las semillas de frijol y soya, Arguedas, (2016) encontré una
tendencia a aumentar; similar a lo hallado por Zevallos et al., (2013) en hojas de
Solanum lycopersicum provenientes de semillas germinadas después de la

crioconservacion.

4.2.4 Contenido de malondialdehido y otros aldehidos.

En las plantas, tanto el malondialdehido como los otros aldehidos estan relacionados
con procesos de estrés bidtico (Companioni et al., 2005) y abidtico (Yabor et al., 2006,
2008, Pérez et al., 2012). El malondialdehido se genera por la ruptura de los acidos
grasos poliinsaturados y se utiliza para determinar el grado de peroxidacion lipidica en
las membranas. Es un metabolito primario de respuesta al estrés en las plantas (Dumet
y Benson, 2000), por lo que se considera un marcador del dafio oxidativo. EI aumento

de su contenido indica la induccién exitosa del estrés oxidativo. De esta manera, la
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peroxidacion lipidica también implica la formacién y propagacion de radicales lipidicos,
pérdida de oxigeno y la eventual destruccion de las membranas, lo que genera una

variedad de productos que incluye cetonas, alcoholes, éteres y aldehidos.

En la tabla 4 se muestra el contenido de malondialdehidos en plantulas de T. labialis
cultivar Semilla Oscura a los 14 y 28 dias después de germinadas, de estas plantulas,
unas provienen de semillas tratadas con nitrégeno liquido y las otras son testigo. Se
puede observar que las plantulas con 14 dias de germinadas mostraron mayor valor de
materia seca en todos los 6rganos evaluados, pero solo se encontraron diferencias
significativas en la raiz y las hojas. En las plantulas con 28 de germinadas también hay
diferencia significativa en las hojas donde el tratamiento testigo mostré6 un mayor
contenido de malondialdehidos que el tratamiento con nitrogeno liquido. En los demas
organos evaluados a los 28 dias, no se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos.

Tabla 4.Contenido de Malondialdehidos en plantulas de la especie T. labialis, cultivar Semilla Oscura, a
los 14 y 28 dias después de germinadas.

Malondialdehidos (ug/g de materia seca)
Raiz (14d) Tallo (14d) Hojas (14d) Raiz (28d) Tallo (28d) Hojas (28d)

Testigo 25.8 49.33 52.03 10.24 20.97 41.74
N. liquido 30.27 50.66 57.69 11.93 23.55 30.11
Sig. * * *

E.E. 1.55 2.63 3.20 0.81 1.23 2.30

(*) significa diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma columna, (t-stiudent, p<0.05, n=3).

El contenido de otros aldehidos en plantulas de T. labialis, cultivar Semilla Oscura,
tratadas con nitrégeno liquido a los 14 y28 dias de germinadas, se muestran en la tabla
5.Se puede observar que a los 14 dias de germinadas la raiz tuvo un contenido de
otros aldehidos de 34,2 ug/g de materia seca para el tratamiento con nitrégeno liquido
el cual no presentd diferencia estadisticas con respecto al tratamiento testigo. Las
diferencias estadisticas se registraron para los siguientes 6rganos, tallos a los 14 dias y

raiz a los 28 dias.
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En el experimento que se analiza se pudo observar, que el decrecimiento en el
contenido de malondialdehido, estuvo aparejado al decrecimiento en el contenido de
otros aldehidos en las primeras etapas de crecimiento y desarrollo de las plantas; lo
que coincide con Martinez-Montero et al.,(2002), quienes observaron esta misma
tendencia en la fraccibn microsomal de callos crioconservados de cafia de azlcar
cuando los compararon con callos no crioconservados, durante los tres primeros dias
posteriores a la exposicion al nitrogeno liquido. Los resultados obtenidos estan dados
por lo planteado por Menon et al., (2014), quienes explican que el estrés por
crioconservacion incrementa el contenido de compuestos que son necesarios para la
estabilizacion de la membrana como un mecanismo de tolerancia el inicio de la fase de

crecimiento de las plantas.

Tabla 5.Contenido de otros aldehidos en plantulas de la especie T. labialis, cultivar Semilla Oscura a los
14 y 28 dias después de germinadas.

Otros aldehidos (ug/g de materia seca)
Raiz (14d) Tallo (14d) Hojas (14d) Raiz (28d) Tallo (28d) Hojas (28d)

Testigo 32,15 25,85 29,54 2,99 6,50 14,97
N. liquido 34,2 21,62 32,94 4,21 7,94 15,16
Sig. * *

E.E. 2.14 1.73 1.96 0.18 0.46 0.96

(*) significa diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma columna, (t-stiudent, p<0.05, n=3).
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5. Conclusiones.

» Con la inmersion de semillas de T. labialis, en nitrégeno liquido se logro

porcentajes de germinacion (91%) superior al tratamiento testigo (35%).

» EI crecimiento, masa fresca y masa seca de plantulas de T. labialis, fueron

mayores para el tratamiento con nitrégeno liquido.

» De acuerdo con estos resultados se producen algunos cambios en la actividad
metabdlica en plantas de T. labialis, obtenidas de semillas escarificadas con
nitrogeno liquido, pero esto no afecta el desarrollo fenolégico de las plantulas

hasta los 28 dias.
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Recomendaciones

Continuar el estudio del efecto de la crioconservacion en relacidon con otros

indicadores bioquimicos relacionados con el estrés oxidativo.

Tener en cuenta los resultados como referencia para interpretar la respuesta

fisiolégica en la aplicacion de la crioconservacion de otras semillas ortodoxas.
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