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SINTESIS

La especieCoffea arabicapreferida por su calidad en la bebida constituyé586 de la
produccién mundial. Con el objetivo de aumentgratentaje de supervivencia y calidad de
las plantas de cafeto se realizan diferentes @studictualmente se conoce que la aplicacion
de los campos electromagnéticos de frecuenciaemeattamente bajas (1-10 kHz de
frecuencia del espectro electromagnético), tienecte$ positivos en algunos procesos
vegetales tales como: la germinacion, desarrollbrdtes, procesos fotosintéticos, entre otros.
La presente investigacion se realizé con el olpetle determinar los efectos de un campo
electromagnético de 60 Hz en el cultivo de embsotigoticos deC. arabical. cv. Catuai
amarillo, a través de variables morfoldgicas; fécas, bioquimicas y moleculares; asi como
determinar el efecto a largo plazo sobre variabtesfo-fisiologicas de las plantulas
obtenidas Inicialmente se establecieran vitro los embriones cigoticos y se determiné la
influencia de la induccién y el tiempo de exposicdel campo electromagnético en las fases
de germinacion, crecimiento y aclimatizacion. Sepmbd la estimulacion del crecimiento
de las plantas tratadas con 2 mT de induccidon ¥ itmewutos de exposicion y la mejora
estructural de las hojas de las plantulas. Se éaubrla fotosintesis en las etapas de
crecimiento y aclimatizacion. En esta tltima saugbtademas la expresion génica diferencial
del gen RBCS1. La actividad especifica de las emzisuperdxido dismutasa, catalasa y
ascorbato peroxidasa disminuy6 en las plantula€.darabicacv. Catuai amarillo en las
etapas de crecimiento y aclimatizacién. La aplimacile un campo electromagnético de
60 Hz, 2 mT de induccion durante tres minutos deosicion, provocaron cambios
significativos en la morfologia y fisiologia de lalantas que perduraron durante cuatro meses,

lo que mejoro los procesos fotosintéticos y ladzalide las plantulas obtenidas.
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1. INTRODUCCION

El cafeto Coffeaspp. es una de las plantas mas difundida en el onude cultiva en diez
millones de hectareas, expandidas en las regioogisdles y subtropicales. Existen mas de 80
paises productores de café distribuidos en Améhitrica, Asia, Oceania y Europa (Mishra y
Slater, 2012). Hasta abril de 2013, la produccidbal de café verde estuvo por encima de 144
646 millones de sacos con valores que excedie®i$ 82,7 billones en el mercado mundial

(ICO, 2013).

La especieCoffea arabicaes preferida por su calidad en la bebida, caligtitas aromaticas, y
su bajo contenido de cafeina, por lo que constialy@s% de la produccion mundial. Brasil y
Vietnam son los paises mas productores (Arega,;2adHra y Slater, 2012). En Cuba es un
importante producto exportable, cuya calidad senece internacionalmente. El uso que se le da
en licorerias, confiterias, helados y fuente deenmtorganica en la produccion agricola, lo
convierte en una fuente para el desarrollo ecormmisocial del pais. El café es ademas, una
bebida de consumo habitual por la poblacion, atteddel 81% lo utiliza en forma de infusion

(Martinez-Gonzéleet al.,2007).

En el cafeto se utilizan varios métodos de micrpagacion con diversos fines de investigacion
en el area de la genética, la fisiologia, la biotca y la fitopatologia. Entre estos métodos se
incluyen el cultivo de embriones cigoticos, anteyagrotoplastos (Sondhal y Lauritis, 1992;
Arcila et al, 2001). El cultivo de embriones cigoticos es &@fecen el rescate de material de

propagacion de semillas de baja viabilidad (Li&91; Kessel, 2008).

Con el objetivo de aumentar el porcentaje de suygeia y calidad de las plantas de cafeto se
realizan diferentes estudios. Actualmente se congoe la aplicacion de los campos

electromagnéticos de frecuencias extremadamengs I§8j10 kHz de frecuencia del espectro

1
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electromagnético), tiene efectos positivos en algumprocesos vegetales tales como: la
germinacion, el desarrollo de brotes, la producgida masa promedio de los frutos (Rochalska

y Orzeszko-Rywka, 2005; De Souztaal.,2006; Nimmi y Madhpy2009; Cakmalet al.,2010).

De igual forma, Stanget al.,(2002) observaron efectos favorables en la biesiside proteinas,
la division celular, la actividad fotoquimica, k&sas de respiracion, la actividad enzimatica y el
contenido de acidos nucléicos. Este método podifestituir una via para incrementar el

crecimiento y calidad de las plantulas obtenidastro.

Aunque se producen cambios fisicos, bioquimicosiglbgicos en las estructuras celulares, la
energia que se transporta por estos campos es equieifie para romper uniones quimicas o
moleculares, porque se originan corrientes elédrimuy bajas que no provocan dafio celular
(Pietruszewskiet al, 2007). En varios estudios se han evaluado laeinfia de diferentes
tiempos de exposicion e inducciones magnéticazeselbmetabolismo vegetal, y se obtuvieron
resultados positivos (Podley, 2005; Florezet al., 2007; Vashisth y Nagarajan, 2008). Sin
embargo, con excepcion del llamado ““efecto magmétn la fotosintesis™ donde se demostré la
interaccion de los campos magnéticos con el papmkes intermediarios que participan en el
proceso de transferencia electrénica, existe pafarmacion sobre la influencia de este
fendmeno fisico en la expresion de genes que sduicran en los procesos fotosintéticos (Paul

et al.,2006).

Algunos autores plantean que las reacciones faéigias que se desarrollan en los cloroplastos
son extremadamente sensibles a cambios que secprodn el vegetal (Fernandetzal., 2008).
Estos pueden ser detectados a través de sefalelstemsporte fotosintético de electrones,
cambios en el estado redox de los cloroplastosnalacion de especies reactivas del oxigeno y

sefales que regulan la expresion de genes quesaraa la fotosintesis (Fernandsal.,2008;
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Barajas-Lopezt al.,2012). Este proceso desempefia un papel esen@atyauar los cambios
en el ambiente de crecimiento de las plantas, soclos que se producen bajo los efectos de un

campo electromagnético de frecuencia extremadarbejde
Problema cientifico:

De los efectos de un campo electromagnético dedreia extremadamente baja (60 Hz) en el
desarrollo de embriones cigoticos de cafeto exisseasas evidencias experimentales que avalen

su influencia en los procesos fisioldgicos relaaws con el crecimiento de las plantas.

De los antecedentes descritos y a partir de latésmd ~La aplicacion de un campo
electromagnético de 60 Hz influye positivamente vamiables fisiolégicas, bioquimicas y
moleculares durante la germinacion de embrionedticas y el crecimiento de plantulas de

Coffea arabica..””; el presente trabajo experimental abordé colnjetivo general:

Evaluar el efecto de un campo electromagnéticoddelfdurante la regeneracion de plantulas
de cafeto a partir de embriones cigoticos, asi cemadnfluencia en indicadores fisiologicos,

bioguimicos y moleculares.
Objetivos especificos:

1. Determinar el efecto de diferentes induccioneseypios de exposicion de un campo
electromagnético de 60 Hz en el cultivo de embsarigéticos deCoffea arabical. cv.

Catuai amarillo, a través de variables morfologicasatomicas.

2. Determinar la influencia de un campo electromagoétie 60 Hz en el proceso de
fotosintesis, a través variables fisiologicas y enolares; y la actividad de enzimas

(superéxido dismutasa, catalasa y ascorbato persxjdrelacionadas con el estrés
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abiotico, en las fases de germinacion, crecimiémtgtro y aclimatizacion de plantulas

deCoffea arabicd.. cv. Catuai amatrillo.

3. Determinar el efecto a largo plazo de un campotrelemagnético de 60 Hz sobre
variables morfologicas y fisiolégicas en plantulds Coffea arabical. cv. Catuai

amatrillo.

NOVEDAD CIENTIFICA

El desarrollo de esta investigacion contribuye ahorimiento del funcionamiento de los

sistemas vegetales bajo la influencia de un carlgmremagnético de 60 Hz, y los cambios que
se producen en procesos bioquimicos y moleculalesionados con la fotosintesis. En el
cultivo a partir de embriones cigoticos @effea arabicacv. Catuai amarillo bajo el efecto de un

campo electromagnético de 60 Hz, se obtienen p&miton caracteristicas morfologicas y
fisiologicas superiores a las logradas sin estegaiimiento. Por primera vez, se determina el
efecto a largo plazo de un campo electromagnégc60dHz de 2 mT de induccion y 3 minutos
de exposicion en plantulas de cafeto del cultivatu@i amarillo, asi como la expresion génica

diferencial del gen RBCS1 bajo la accion de estepoa

VALOR PRACTICO:

Esta investigacion permite con el uso de un cangiremagnético de 60 Hz, la obtencion de
plantulas de cafeto de mayor calidad a partir deriemes cigéticos. Posibilitara a partir de los
resultados del modelo experimental estudiado, leamion de este método a otros sistemas
productivos como la embriogénesis somatica y Ipamacion a través de micro-esquejes de
cafeto, tecnologias encaminadas a micropropagasrialas de café élites de forma acelerada y

en cantidades suficientes para completar las ée¢ataleras.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1- Generalidades del cafeto y caracteristicas @offea arabical.
El cafeto es un arbusto siempre verde originaricEtlepia y es sin dudas hoy, uno de los
vegetales mas conocidos en el mundo. Para el AedBja y las zonas cercanas permanecieron
como las Unicas fuentes de abastecimiento hast@ dé&ndo los holandeses introdujeron la

especieCoffea arabicaen Ceilan y casi 40 afios después en Java ((¥89).1

Desde el punto de vista taxondémico, el café aralfigoffea arabical.; syn.: C. vulgaris
Moench,C. laurijolia Salisb.), del que actualmente se conocen unasBies, se ubica en el
Reino Plantae, Division Magneolophyta, Clase Ma{psda, Orden Rubiales, Familia

Rubiaceae (Fernandetral.,1988).

Los estudios anatdmicos muestran que la plant@m@$ojas opuestas, ovaladas, acuminadas
de peciolo corto, bordes ondulados y superficiealer verde intenso y lustroso; ligeramente
abarquilladas, de longitud entre 10 - 15 cm deolargntre 6 - 10 cm de ancho (Arcéaal,

2007).

El tallo es casi recto, cilindrico y lefioso, racafilo, de 3 - 8 m de altura y con frecuencia
multicaule. Posee ramas opuestas, largas, flexilnieg delgadas, de aspecto semirrecto cuando
son jovenes. En la etapa adulta, las ramas se @asaly se presentan ligeramente caidas con
respecto al tallo. (Arega, 2006). En este arbuwstailz es de tipo pivotante, robusta y en general
corta (0,30 - 0,50 m). En suelos profundos puedanalr hasta 1 m de longitud. De la raiz
principal emergen raices secundarias que se huedesentido vertical y horizontal, en
dependencia de la profundidad y permeabilidad delos Estas raices secundarias poseen
funcion hidrica y se introducen en el suelo hasta,5a partir de las cuales se desarrollan

ramificaciones terciarias (Arciket al, 2007; Diazt al, 2013).
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La planta de cafeto presenta floldancas de perfume ajazminado, agrupadas por umpeld

corto en la region axilar del par de hojas, comgtihdo verticilos de 8 - 15 flores. La corola se
compone de cinco pétalos adheridos, generalmengelangos que el caliz. Tiene de 4 - 7
estambres. El estigma es bifurcado y el ovariommfsd, globular y bicarpelar. El ovario da una
fruta esférica, carnosa, de matiz rojo si esta megdwnstituida por un exocarpio coloreado, un
mesocarpio carnoso y blanco amarillento, generakn@igoso y de sabor dulce y dos semillas

unidas por sus caras planas (Fernandez, 1988).

La semilla es de color gris amarillento o gris.&8strmada por un albumen coérneo, de superficie
lisa cuya cara estd hendida siguiendo el eje mpgorun surco mas o menos rectilineo. El
embrion es corto y esta situado en la base, comenena radicula y dos cotiledones cortiforme.
Cada grano estéa protegido por dos envolturasji@epa es el endocarpio, la cual es delgada y de
textura esclerosa; la segunda es el perispermanengrana muy fina (pelicula plateada, mas o

menos adherida al grano) (Fernandez, 1988; Aetid.,2007).

Desde el punto de vista agronémico, para el cullislocafeto se requieren temperaturas diarias
de 18 — 22°C con maximas de hasta 30°C; necesgmaide 1 200 - 2 200 mm de lluvia

anualmente y un pH de 5 - 6 en el suelo (Martineaz@lezet al.,2007).

El café, se obtiene como bebida a partir de lazeecegrano maduro, que luego de un proceso
tecnologico de torrefaccion, los granos tostado®lydos pasan por un proceso de ebullicion. Es
una de las bebidas mas importantes en el mundajzevsélo con el té, la cocoa y el mate.
Presenta como componente activo la cafeina. Adgrosse lipidos, azucares, aminoacidos,
vitamina B y minerales entre los que se encuengatasio, magnesio, calcio, sodio y hierro

(Trindadeet al.,2009). Sus semillas contienen hasta el 2,5% ddoades que poseen cualidades
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ténicas y su accién consiste en producir la exidtadel sistema nervioso central, con aumento

de la actividad cardiaca y la capacidad laboratafif@ayo, 2006).

Por la importancia econdémica en Cuba, el cultivbcdéé se desarrollé tradicionalmente en el
macizo montafioso de la Sierra Maestra y Sagua-Bipaeoa, en la regién Oriental. En las
montafias del Escambray, en la region Central yipar Rlel Rio, en la region Occidental.
Actualmente por las nuevas estrategias del dekawcaletalero, su cultivo se extiende a otras
provincias del pais, como Holguin, Las Tunas, Caregg Ciego de Avila, Villa Clara,
Cienfuegos, Santi-Spiritus, y Artemisa, lo que haseesario impulsar la produccidon de posturas

de alta calidad.

La especigCoffea arabicaes la mas cultivada en nuestro pais, entre los- 38D m sobre el

nivel del mar. Se desarrollan fundamentalmenteviagedades Bourbon, Caturra (amarillo y
rojo), Typica, Villalobos y Catuai (amarillo y rgjdDe esta ultima el cultivar Catuai amarillo, se
considera de gran importancia por presentar paitg b que facilita las labores de recoleccion.
Posee ademas alta productividad y por su plastidiéiaotipica, se cultiva también como café

especial (Diaet al, 2013).

El cafeto es tetraploide (2n=44), autocompatibled@amo) y puede reproducirse fielmente por
semillas. Por estas razones, los principios de sjoramiento se basan en la autogamia que
llevaron a la creacion de cultivares relativamdmienogéneos (Caturra y Mundo novo). Sin
embargo, como es recalcitrante y posee una bagtigetan estrecha, expone a estos cultivares
al peligro de diferentes plagas como la roya, tacéry factores abiéticos como el estrés hidrico,
salino, incremento de la temperatura, entre othosga, 2006; Marracciret al.,2011). Por ello

es necesario el uso de métodos que permitan elacdi esta especie durante todo el afio y el

mejoramiento de la calidad de las plantas obterddagolerancia al ataque de plagas.
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2.2- El cultivo de embriones cigéticos aplicados al cafe

El cultivo in vitro es una herramienta importante para la preservat@bigermoplasma. Estos
métodos permiten mantener el germoplasma en espeatoicidos, transportarlo facilmente y
garantizar un alto grado de limpieza desde el pdatuista fitosanitario (Gonzalet al.,2007).

El caso especifico del cultivo de embriones cigéties efectivo en el rescate de embriones
abortivos que se derivan a partir de la hibridadnderespecifica o intergenérica y en el rescate
de material de propagacion con semillas de bajailddad. Asi como también para acortar la
latencia de semillas, que en algunos casos se aebkibidores del desarrollo del embrion

presentes en el endospermo o en la cubierta detaiflas (Litz, 1991).

El cultivo de embriones consiste en aislar los éonles obtenidos a partir de un proceso natural
de fecundacion, separandolos de la semilla y svanlen un medio de cultivo estéril que
contenga los nutrientes esenciales que les pegeitainar. El embrion, se cultiva facilmente
bajo condiciones asépticas y se mantiene genétitanestable (Marquest al., 2001). En un
sentido estricto, el material no se multiplica élomente, aunque si se multiplica el germoplasma
que de otra manera se perderia, de aqui que dgéguestincluir esta estrategia en la

multiplicacion de ejemplares valiosos (Kessel, 2008

Para la extraccion del embrion, sélo se necesitdetanfeccion de la superficie externa de la
semilla, por el hecho de que el embridn se alojmeagion estéril de la misma. De este modo,
el indice de contaminacidn vitro es mucho mas bajo en relacion con las demas &cdie

cultivo (Marque<t al.,2001).

Numerosos trabajos sugieren que el éxito en elvoutle embriones de cafeto se asocia a
diversos factores, como el tamafio del explanteizlda temperatura, el pH y la composicion del

medio de cultivo (Sondhal y Lauritis, 1992). El needle cultivo que se utiliza para la
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propagacion de embriones, se adapta para cadaegmaue se utiliza frecuentemente es el de

Murashige-Skoog (1962) (George, 1993).

En el caso especifico del cafeto, el cultivo dedésj representa una herramienta util para la
propagacion del material vegetal, ya que las sasndle café tienen la desventaja de perder su
viabilidad con el tiempo. El medio de cultivo masizado para esta especie es el de Murashige-
Skoog (1962), con la adicion en el medio de cultieoL-cisteina y caseina hidrolizada, que

evita la oxidacion del tejido por la presenciae®oles (De la Cruet al, 1992).

De la Cruzet al., (1992) propusieron una nueva técnica para la et@racde embriones

cigbticos de cafeto que facilita el proceso de omoopagacion. La misma se basa en una
primera desinfeccion de las semillas con formaldiehal 1,6% y posteriormente éstas se
mantienen en agitacion en solucion de acido baaic6%, lo que garantiza la desinfeccidon

superficial de las semillas.

Martinezet al.,(1999a), establecieron una metodologia para laomiopagacion de cafetos que

incluyo el cultivo de embriones cigéticos, la emlgénesis somatica y el cultivo de estacas o
multiplicacién asexual por microestacas. Tambiémaestudiado la influencia de metabolitos
bacterianos en el desarrollo de embriones y enretifes etapas del proceso de

micropropagacion de cafeto (Gonzaggal, 2011).

Diversos estudios muestran el uso de la técnicauli;ko de embriones de cafeto en diferentes
procesos biotecnoldgicos. Se utilizd6 para evallaefecto de analogos de brasinoesteroides
(Isaac, 2002) y el efecto de reguladores osmoéti@mnzalezet al., 2007). Los primeros
haploides de cafeto fueron obtenidos por la viculavo de embriones e@. canephoray
aunque estas plantas mostraron una fertilidad r@aug un bajo vigor, sirvieron para la

construccién del primer mapeo genético en cafér@tgry Camayo, 2008).



Tesis en opcion al grado de Doctor en Ciencias égais Revision Bibliogréafica

También se logro criopreservar eficientemente (@tidgeno liquido) embriones cigoticos Ge
arabicay C. canephoraCastilla (2012) obtuvo una metodologia para laconservacion d€.
libérica, C. arabica cv. Catimor a partir de embriones cigéticos. Ptno dado, con la
encapsulacion en una solucion de 6% de alginatodi® de embriones cigoéticos Ge arabica,
se produjeron semillas artificiales, con una supencia y regeneracion entre 20 - 30%

(Muniswamy y Sreenath, 2000).

De igual forma, con la aplicacion del cultivo debeiones es posible recuperar méas del 75% de
la capacidad de germinacion de semillas conseryamtasas de un afo y obtener ejemplares de

alta calidadGonzalezt al.,2007).

Es importante sefalar que el éxito de la obtend@plantulas a partir de embriones cigoticos
depende en gran medida del proceso de aclimatizaBigrante esta fase, se debe tener en
cuenta diferentes factores entre los que se enmameel sustrato, el pH, la humedad relativa, la

temperatura y el requerimiento de luz (Estrada-1.2681).

En el caso de la humedad relativa, que durantal@&/a@in vitro es muy alta, se requiere de un
cambio gradual descendente durante la adaptacioel gmbre control de la transpiracion que
poseen las plantas obtenidasvitro, de lo contrario éstas se marchitan y pueden npanir
estrés. Las plantulas vitro, en general se desarrollan a temperaturas ent@0f@sy 27°C. En

el caso especifico del cafeto entre los 29-30°C,|p@ue es importante manejar estos rangos
durante la adaptacion de las plantas. Temperatoéasbajas, mas altas y/o fluctuaciones muy
drasticas pueden dar como resultado un crecimimotp irregular de las mismas (Gonzakiz

al., 2007).

Una vez trasplantadas, las plantulas obtenidagtro muestran mayor desarrollo y mejores

porcentajes de supervivencia, si al inicio de ldnatizacion se mantienen intensidades

10
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luminicas bajas y un fotoperiodo similar al deldediorio durante todo el periodo de cultivo. La
mezcla de sustrato a utilizar en el trasplanteiyaflen el porcentaje de supervivencia y en el

posterior desarrollo de las plantas (Estrada-latred, 2001).

En el caso del cafeto, los sustratos que se utibpa suelos areno - arcillosos, con buen drenaje
y aireacion, para que las raices puedan desas®lkficientemente. El contenido de materia
organica debe ser aproximadamente de 3% y el prhopmtebe estar entre 5,5y 6,5 (Fernandez,
1988). Gonzéalezt al (2006) utilizaron durante la fase de aclimatiaacde plantulas del
cultivar Robusta suelo ferralitico rojo y materiganica en una relacion 3:1 (v:v) y se lograron
una supervivencia superior al 75%. Con respect@gb, inicialmente se realiza varias veces al
dia con el fin de mantener a las plantas en unartéde alta humedad relativa, similar a la que

se exponen cuando se cultivan en condiciamggro (Gonzéalezt al.,2007).

Algunos autores plantean que el trasplante al @jyyaede hacerse cuando las raices son visibles
y estan entre los 0,5 y 1,0 cm de longitud. Su peancia en esta etapa puede ser de seis a ocho

semanas, segun la respuesta particular de laspl@bca y Mogrinski, 1991).

Martinez (1999a) logré la optimizacion de sistemagegeneracion de plantas con las técnicas
de cultivoin vitro aplicadas en café. Estos sistemas de regenerami@titayeron una acciéon
importante para la micropropagacion de genotippgrsores que se obtuvieron en programas de
mejoramiento convencionales y para la aplicacioprdeedimientos de transformacion genética.
Sin embargo, es aun una interrogante, el crecimiento de las plantulas de cafeto durante los
primeros meses, por las condiciones de estréseakguwen sometidas las mismas durante las
diferentes fases del cultivo. Por lo que se haaesaio estudiar este aspecto para, con un

manejo adecuado de las plantulas, lograr el éritel enomento de su insercion al campo.

11



Tesis en opcion al grado de Doctor en Ciencias égais Revision Bibliogréafica

2.3-La fotosintesis en el desarrollo de plantas adtidasin vitro.
La fotosintesis ocurre sélo en las partes verdeveatgetal. Es el proceso mediante el cual el
anhidrido carbodnico (C£del aire se transforma en materia organica, esencia de la energia
luminosa. El producto final principal de la fotagisis lo constituyen los azulcares
hexacarbonados o hexosas, cuyas moléculas pueslemez combinarse para formar derivados

de mayor complejidad como el almiddn (Taiz y Zei@&06).

Para cualquier especie vegetal, las plantas cddisreen medio de cultivo semisélido son
producidas en un ambiente aséptico, que se cdracter una baja intensidad luminosa (flujo
de fotones fotosintéticos), elevada humedad relatiscumulacion de etileno en la atmosfera del
frasco. Estas plantas carecen de @@ mas de la mitad del periodo de luz y la fotesis neta

es baja, debido a que la concentracion de €0os frascos decrece drasticamente después de 1
0 2 horas del fotoperiodo, en condiciones foto4aaticas (Zobayedckt al.,2001; Pospisilovét

al., 2007).

Respecto a la influencia de los niveles de ilumirad=ahlet al.(1994), estudiaron el efecto de
distintos niveles de irradiacion en el crecimiegtda fotosintesis de plantas jovenes @e
arabica Sobre la base de sus resultados concluyeronl qadeto se clasifica como una especie
facultativa de sombra con atributos de aclimataeai®ol. Por lo que el manejo de la iluminacién
es un factor muy importante a tener en cuenta teirah cultivo in vitro y la fase de
aclimatizacion de plantulas de cafeto. Mosquer@%l8etermind la fotosintesis neta de plantas
jovenes de Catuai, Caturra y de las progenies UsB8Y UFV-1359 de Catimor. Los maximos
fotosintéticos se obtuvieron cuando la temperdtlrar estuvo entre los 28 y 30°C, y cuando la
temperatura foliar fue superior a 30°C alcanzanakieh33°C, la fotosintesis neta fue minima,
obteniéndose valores negativos de intercambio de CO

12
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Particularmente el proceso de fotosintesis implica liberacion -o absorcidn- de gas, lo que
produce cambios de presion dentro del volumenimgido. Este efecto de variacion de presion
se conoce como efecto barico y ocurre en hojassvera frecuencias de modulacion bajas
(decenas de Hertz), cuando hay una fase gaseoaeeatly con la célula fotosintetizante y se

debe principalmente a la produccién de oxigenod@waet al.,2008).

Los efectos fototérmicos forman una clase muy ggrd fendbmenos fisicos en los cuales la
energia luminosa, al ser absorbida por un matesgatransforma en calor, por un proceso de
desexcitacion no radiativo (Cardoret al., 2008). El disefio basico de un experimento
fototérmico consiste en una fuente de radiacibrodogz luminoso se hace incidir sobre la
muestra en estudio, que genera en su interior espuesta térmica, la cual, al ser detectada es
transformada en una sefial eléctrica. Esta postegite se amplifica y se captura para llevar a
cabo un posterior analisis de la informacion oldanVarios estudios permitieron concluir que
la sefial fotoacustica refleja la ocurrencia desoefectos ademas de los térmicos, relacionados
con el contenido de humedad asociado al metabol{€amposet al, 2008; Cardonat al.,

2008).

Aviara et al., (2008) evaluaron por técnicas fotoacusticas lasdifdad térmica en semillas de
Pisum sativum, Glicine max, Lycopersicum sculenguobservaron que esta actividad aumento
con el incremento de los contenidos de humedadcqguokevo a un incremento de la actividad
enziméatica. El uso de la técnica fotoacustica patadiar las plantas, permite observar el efecto
térmico comun en los solidos, ademas de un efedicoaal como consecuencia de las
reacciones quimicas, parte de la energia es almdaepara participar en reacciones
fotosintéticas (Cardonet al., 2008). Estos resultados denotan por su novediacplartancia de

estudiar estos procesos.

13
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2.3.1 El aparato fotosintético y la fotoregulaciéon

Varias etapas de la fotosintesis tales como lareidsode luz, las reacciones fotoquimicas, el
transporte de electrones y la sintesis de adetrifsisfato (ATP), tienen lugar en las membranas
tilacoidales. Consecuentemente, las caracteridieastas membranas del cloroplasto, asi como
su composicion, influyen de manera fundamental ledesarrollo de la fotosintesi{§aiz y

Zeiger, 2006).

Entre las proteinas que se localizan en las merabralacoidales se destacan los complejos
proteicos que participan en el transporte eleatmifotosintético (fotosistema I, fotosistema Il,
citocromob6fy ATP sintasa) asi como proteinas perisféricasdfieoteinas). Cada fotosistema
posee un centro de reaccion y un complejo antet@ (éimo se encarga de absorber y transferir
la energia de excitacién procedente de la luz &do8, 2006). El fotosistema | (FS I) se localiza
casi exclusivamente en las membranas estromales aantro de reaccion (CR) tiene un par
especial de clorofila a (&) que absorbe hacia 700 nm, y el fotosistema Il (¢ localiza
mayoritariamente en las lamelas granales, cuyo i@k tun par especial de @lque absorbe

hacia 670 nm (Taiz y Zeiger, 2006).

El FS 1l en dependencia de su funcionalidad se godeddir en distintas subunidades: la antena
extrinseca LHC Il (Centro Recolector de Luz Il)s lantenas internas, CR y las proteinas
extrinsecas asociadas al FS Il que estabilizaistelnsa de la fotolisis del agua (Nield y Barber,
2006; Taiz y Zeiger , 2006).

La antena LHC Il une aproximadamente la mitad dddeofila presente en los cloroplastos, y es
el mayor colector de luz de la naturaleza. Tierevas un papel importante en el ensamblaje del
FS Il y en el apilamiento de las membranas tilaaesl que regula también la distribucién de la

energia de excitacion entre el FS 1y el FS Il @8d990). La LHC 1l es una familia de proteinas

14
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de gran homologia, con una masa molecular entgeZZokDa que difieren en sus potenciales de
fosforilacion (Peter y Thornber, 1991). Su locatiba en el FS Il es diferente: las de menor
masa molecular~25 kDa) se encuentran en la periferia del FS lentnas que las de mayor
masa molecular~27 kDa) se encuentran fuertemente unidas a la diwieiatral del FS Il (Nield

y Barber, 2006).

En su forma desfosforilada la proteina LHC Il iataiona especificamente en el FS Il (estado 2
de transferencia de energia). La feofitina transfedectrones a los aceptores plastoquinonas A 'y
B (Qa Yy Qs), y el complejo de citocromiu6ftransfiere electrones a la plastocianina, una pirate

soluble, la cual interacciona con el FS | (estadte transferencia de energia) transfiriendo la
energia de excitacion. Mediante las transicionesstiedo de energia, se evita el dafio oxidativo
que se induce por exceso de absorcion de energiadsa en el FS Il. Este fenbmeno se conoce
con el nombre de transiciones de estgdmnstituye probablemente el primer mecanismo de

foto-aclimatizacion de las plantas (Taiz y Zei@006, Azcon- Bieto y Talon, 2008).

Por lo anteriormente descrito, se plantea quedasciones fotosintéticas que se desarrollan en
los cloroplastos son extremadamente sensiblesrésegstos por lo tanto, desempefian un papel
esencial como sensores de los cambios en el amldentrecimiento de las plantas, a través de
sefiales que se relacionan con el transporte foétisim de electrones, cambios en el estado
redox de los cloroplastos, la acumulacion de espeeiactivas del oxigeno y sefales que regulan

la expresion de genes asociados a la fotosintesiegndezet al.,2008).

Azcon-Bieto y Talén (2008) plantearon que conrldé evitar o minimizar la fotoinhibicion, las
plantas desarrollan varias estrategias. Estasssnlen cambios en la distribucion de la antena

del FS Il entre los dos fotosistemas (transiciodesestado), en la disipacién del exceso de

15
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energia captado en forma de calor y, principalmemtéa reparacion del FS 1l reemplazando sus

proteinas dafiadas.

Algunos autores comprobaron que una radiacion exgsroduce una saturacion luminica que
altera el funcionamiento de los fotosistemas trartagores de la energia que se requiere para la

fotosintesis en plantas adultas de café (Marraetiai. 2011).

Durante el desarrollo de la fotosintesis en lastptase establece una relacion importante entre
la expresion de los genes que codifican el complejoLHC 1l y los genes de la subunidad
menor S que codifican la ribulosa bifosfato cartasa (RBCS) (Sullivan y Gray, 1999). En las
plantas C3 que se caracterizan por solo la cadm&it del CQ a traves del ciclo de Calvin, la
enzima fundamental que regula la fotosintesis es Rl#isco (ribulosa-1,5-bifosfato
carboxylasa/oxygenasa, EC 4.1.1.39), responsabla @imcion del CQ y la foto-respiracion

(Felleret al.,2008).

Esta enzima se localiza en el estroma del cloraplasonstituye entre el 30 - 60% del total de
las proteinas solubles en las plantas. La Rubis@demas, un gran reservorio de nitrégeno en
las hojas de las plantas que se moviliza rapidameajo condiciones de estrés y durante la
senescencia (Felleat al.,2008). En las plantas superiores, la Rubisco estipuesta por una
subunidad mayor (RBCL) y una subunidad menor (RBC&jlificadas por un gen unico del
cloroplasto RBCL y la pequefia familia multigénic8@S respectivamente (Gutteridge y
Gatenby,1995). A nivel molecular, se comprob6 que el défiédrico suprime la expresion de
muchos genes fotosintéticos, incluso los genes R@&Scodifican para la subunidad menor de

la Rubisco (Rizhsket al.,2003; Hayano-Kanashiret al.,2009).

Si la inactivacion de la Rubisco contribuye a taitacion no estomatica de la fotosintesis bajo

estrés (Lawloet al.,2002; Reddyet al.,2004), existen resultados que demuestran una réducc
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de los niveles de Rubisco en plantas de arroz edidones de estrés salino (Paetyal.,2002;

Ali y Komatsu, 2006). De hecho, el potencial dadtividad de la esta enzima se determina por
la cantidad de proteina, la cual a su vez se detarpor la velocidad relativa de sintesis y
degradacion de esta propia enzima. En este semtins procesos se regulan por la expresion
génica, la estabilidad de &cido ribonucleico memsaj(RNAmM), sintesis de polipéptidos,
modificacion pos-transcripcional, ensamblaje dedaBunidades dentro de la actividad de la
Rubisco y varios factores que actiuan sobre la dagran de la proteina (Parey al.,2008). En

las plantas superiores, los genes RBCS son mujasa®iunos con otros, y solo se diferencian
en pocos aminoacidos que codifican la proteina RB@8 lo que es posible que estas

diferencias puedan variar la actividad y regulacéra Rubisco (Rizhskst al.,2004).

La fotoregulacion de la expresion génica se enfecalos genes nucleares que codifican
mensajes para las proteinas de los cloroplastoslopgue se debe prestar especial atencion
durante el estudio de diferentes factores ambehigle a este nivel molecular pudieran afectar

la actividad fotosintética durante el crecimientdegarrollo de cualquier especie vegetal.
2.4- Campo electromagneético aplicados a sistemas vegesl

Desde principios de la década de los 80 comenzargublicarse trabajos cientificos que
demuestran que los sistemas vivos (células y sgars) son sensibles a campos magnéticos
(Polk y Postow, 2006). Sin embargo, frente a lacapion de estos tratamientos existen
respuestas que repercuten negativamente y otraprquecan un efecto benéfico. Sobre los
mismos, Nilsen y Orcutt (1996) sefialaron que alguiastores pueden inducir ambos efectos

simultdneamente.

Algunos autores definen el estrés consoalquier factor ambiental biotico o abidtico que

reduce la tasa de algun proceso fisiolégico (p@ngplo, crecimiento o fotosintesis) por debajo
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de la tasa maxima que podria alcanzgfamberset al., 1998). Segun esta definicién, la
mayoria de las plantas se someten a algun tipstiéseya que es improbable la ausencia de
algun factor limitante.

Estos mismos autores definen tres escalas temp@alia respuesta de las plantas al estrés:

* Respuesta al estrés: es el efecto inmediato, esrgae caracter perjudicial. Se produce
en una escala de segundos a dias;

« Aclimatacién: es el ajuste morfolégico y fisiolégiaealizado por la planta (como
individuo) para compensar el mal funcionamientdadmisma luego de la exposicion al
estrés. Ocurre en una escala de dias a semanas;

» Adaptaciéon: es la respuesta evolutiva que resulta cdmbios genéticos en las
poblaciones, conduciendo a una compensacion mgitald fisioldégica. Ocurre en una
escala temporal mucho mayor que la aclimatacidnergémente involucra a muchas

generaciones.

Es importante destacar que aunque el estrés yefgmiestas que se vinculan con el mismo
puedan estar presentes, no siempre esto impliegidgencia de dafio, ain cuando la planta esté
sujeta a periodos largos o incluso a estrés cantiBxisten varias clasificaciones de los factores
de estrés. En general, estos se clasifican erogisiguimicos y bioticos, los dos primeros

agrupados bajo el término de ‘estreses abidtid@shbussi (2000) definidé que entre los factores

fisicos se consideran el estrés por déficit o exdesagua, altas-bajas temperaturas y radiacion
ultravioleta (UV). Sin embargo se deben considErmicampos electromagnéticos de frecuencia
extremadamente baja como otro tipo de estrés abiatique se someten los vegetales. Por tanto

merece especial atencion su estudio, si se tiemei@mta el desarrollo tecnoldgico que existe en
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la actualidad y el efecto que ejercen sobre elimiento y desarrollo de los vegetales (Keta

al., 2002; Del Rekt al, 2005; Polk y Postow, 2006).

Actualmente se conoce que la aplicacion de los oamglectromagnéticos de frecuencias
extremadamente bajas, tiene efectos positivos sedmies procesos biolégicos y por tanto
influyen en las caracteristicas de las plantasstatemo: la germinacién de la semilla, el
desarrollo de los brotes, la longitud de la plalatamasa fresca, la produccion de fruto por planta
y la masa promedio del fruto (Aladjadjiyan, 2008itken, 2003; Rochalska y Orzeszko-Rywka,
2005; De Souzat al.,2006; Nimmi y Madhw2009; Cakmalet al., 2010). Los efectos de los
campos electromagnéticos de baja frecuencia ereeintento vegetal pueden ser diferentes y
dependen de las frecuencias electromagnéticagyriaas de ondas, las intensidades del campo
electromagnético o la especie bioldgica en cuestam ejemplo, varios estudios exploran la
influencia en las plantas de la exposicion a campagnéticos sinusoidales de 50 - 60 Hz:
Actinidia deliciosa(kiwi) (Dattilo et al, 2005), semillas dBhaseoulus lunatuk. (frijol) (Hsin-
Hsiung y Show-Ran2008); diferentes tiempos de exposicion: semifla®?isum sativurrl.
(chicharo) (Podkny et al, 2005) y diferentes inducciones magnéticasticum aestivumL.
(trigo) (Carbonellet al, 2000),Zea mays(maiz) (Florezet al., 2007), Cicer arietinumL.
(garbanzo) (Vashisth y Nagarajan, 2008), con vemess en el crecimiento de la planta,
pigmentos clorofilicos y la actividad de las enzngaie se asocian a la eliminacion de especies

reactivas del oxigeno.

Estas caracteristicas fisicas del campo electrogétiagn(frecuencia, tipo de onda e intensidad
del campo), son las que determinan los mecanismosi@os de accion bioldgica y mediante la
variacion de éstas, se puede regular la efectivilidald accion de los campos electromagnéticos.

Estos acttan sobre las reacciones bioquimicas ésrdemun par de electrones desapareados, que
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tienen lugar en mecanismos moleculares diferenegsdistintos componentes celulares (A¢ak

al., 2007).

Segun Polk y Postow (2006) se explicé la accion aehpo electromagnético sobre los
organismos mediante dos mecanismos fundamentalpamero relacionado con el desarrollo
de procesos fisico - quimicos que se asocian catdarcion e interaccion de la energia del
campo con los tejidos, y el segundo con la inflieer® los campos electromagnéticos en el
equilibrio y velocidad de las reacciones que selycen en los procesos bioquimicos. Sin
embargo, hasta la fecha, para los tejidos vegetsles mecanismos no estan definidos, aunque
se ha logrado describir los efectos biologicos seeproducen y se agrupan de la siguiente

forma:
a) Modificacion de la permeabilidad de las membagalel flujo iGnico a través de las mismas.

Algunos autores plantearon un mecanismo que sedragh efecto Hall, mediante el cual los
campos electromagnéticos estaticos y pulsanteedeeincia extremadamente baja (50 - 60 Hz),
pueden modificar el flujo catibnico a través de laembranas biologicas y alterar el
metabolismo celular. Este se basa en la premism@el flujo i6nico transmembrana, se regula
por cambios dependientes del voltaje en la confoiinade los canales de proteinas y que los
procesos que alteran el flujo i6nico provocan pndis cambios en el metabolismo de la célula

que se afecta (Reir al, 2001; Galland y Pazur, 2005; Paaiget al.,2005).

Galland y Pazur (2005) observaron una fuerte infiige del tiempo de exposicidbn a campos
electromagnéticos de baja frecuencia en la movdlelactroforética y el contenido de adenosin
trifosfato (ATP). Los cambios que se observaroeleontenido de este nucléotido en las células

expuestas se consideraron como resultado de naddites en los procesos glicoliticos que
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pueden reflejar a su vez, la alteracién en la @etds de un amplio rango de enzimas. Estos

cambios se asocian al mantenimiento estructurld deembrana.

Existen numerosas hipotesis para explicar, desgperdgb de vista fisico los cambios celulares
por la exposicién de los organismos biol6gicos sadampos electromagnéticos. Sin embargo,
una de ellas considera la resonancia de un ciclogrda resonancia paramagnética, lo que
supone, que el principal efecto de los campos rel@eignéticos se debe probablemente a las

alteraciones de las membranas asociadas al flujordealcio (Gallan y Pazur, 2005).
b) Efectos en los procesos enzimaticos y de acogaon

La mayoria de las metaloenzimas que participaragmeacciones redox tienen un ién metélico
paramagnético tales como:?FeNi?* o C&* en el centro de actividad catalitica, por lo cae |
enzimas que participan en las reacciones redoxedbag transferencia de electrones son los

blancos de accion de los campos electromagnétak ¢ Postow, 2006).

Uno de los principales efectos moleculares de &mspos electromagnéticos es su influencia en
espines nucleares de moléculas paramagnéticash{&aledet al.,2007). Este mecanismo juega
un importante papel cuando en el curso de unaigaet producto quimico se rompe y dos
moléculas con electrones no apareados forman und@aradicales. Es entonces que, en
dependencia de la orientacion de su espin, puexrdle a cabo la recombinacién de radicales o

difusion y formacion de radicales libres (Li y Ca2@01; Kulaet al.,2002).

El par de radicales libres se afectaria por unrvate de tiempo continuo y prolongado de
exposicion a los campos electromagnéticos (Zmys &ral.,2000). Por lo que un cambio en el
centro catalitico puede afectar la capacidad derdambiar electrones, lo cual a su vez
modificara las reacciones dependientes y los ptodumales de las mismas (Zmys'loayal.,

2000; Kulaet al.,2002).
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Un posible vinculo entre campos electromagnéticessyefectos sobre los organismos vivos es
el hecho de que algunas hipoétesis sefialan queitnerps son mayores de los 100 mT provocan
estrés oxidativo, es decir, aumento de la actividladoncentracion y la duracion de los radicales
libres (Kulaet al.,2002). Una molécula aislada de un solo electrémgarear puede adoptar dos

orientaciones (estado de singlete y estado destigiglel par radical) en relacion con un campo
electromagnético externo. La interconversion dé&hdss singlete a triplete, se produce por la
interaccion entre el spin del electron y el camigateomagnético externo, que se conoce como

interaccion Zeeman (Timmel y Henbest, 2004).

Otros autores (Eichwald y Walleczeck, 1996), usanormodelo experimental para estudiar los
efectos de los campos electromagnéticos sobrectant@nacion del par radical en la cinética
enzimatica, y segun estudios realizados por Grisemml1995, establecieron que a bajas
densidades de flujo magnético, la produccion delete disminuye por la reduccion de la
interaccion. También mostraron que la ocurrencidodeefectos significativos de los campos
electromagnéticos depende de la relacion espedécks constantes de velocidad quimica y
sefalan que el efecto del campo electromagnétideteemina por la relacion entre el tiempo de

vida del par radical y la tasa del intersistemaato sensible al campo electromagnético.

Los efectos positivos de los campos electromagretambién se observaron en la biosintesis de
proteinas, produccion celular, actividad fotoquaniasas de respiracion, actividad enzimatica y

contenido de 4cidos nucléicos (Staegeal.,2002; Sahebjameit al.,2007).

Como resultado de la exposicion al campo electrodiagp de baja frecuencia se describen
alteraciones bioquimicas, efectos que parecen eegrgibles, pero no existe un patron

caracteristico de respuesta bien definido. Tamm&caonoce si estos cambios son resultados
directos o indirectos de la exposicion a estas icates (Sahebjamadt al., 2007). Por tales
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razones, se hace necesario profundizar en los msewas y efectos que se producen a nivel
bioquimico y molecular en los sistemas vegetalgs lbaaccion de un campo electromagnético

de frecuencia extremandamente baja.
2.4.1 Campos electromagnéticos en el cultivo o vit

La aplicacion de campos electromagnéticos en mamtatro fue descrita por Lucchessigt al.
(1992), en plantas derunus cerasifer&hrh. provenientes de la etapa de multiplicaaiovitro.
Estas plantulas se colocaron en frascos de vidrie elos bobinas que generaban un campo
electromagnético y encontraron que las plantasimentaron significativamente el porcentaje
de enraizamiento, el nUmero de brotes y raices;ce0 de la altura total en comparacién con

las que no recibieron el tratamiento electromagoéti

Ruzic et al. (1992) observaron que campos electromagnéticodedépueden estimular el
crecimiento deCastanea sativaMill cultivada in vitro. Estos autores colocaron para su
crecimiento yemas de castafio en medio de cultiMeeHEL975) modificado, con 0,1 mg de
6-BAP y sometieron las yemas a un campo electroéteggnhomogéneo sinusoidal de 50 Hz e
intensidades de 1,2 mT; 3,2 mT y 5,9 mT, una h@daddurante seis dias a la semana por 28
semanas. Estos autores observaron que las yemaslagase estimularon y crecieron
significativamente. Es probable que los campos trele@gnéticos estén acoplados
sinérgicamente con las alteraciones del metaboligmddgeno y/o con el transporte de
fitohormonas, por tanto el campo pudiera afectacrecimiento de yemas en una manera

variable en el tiempo.

A partir de los estudios antes mencionados, se mboue existe un “efecto de ventana’, que
influye en la capacidad del campo electromagngtéza estimular el crecimiento y proliferacion

de los cultivos vegetales vitro.
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De igual forma, Ferrer (2000) determin6é el efecte chmpos electromagnéticos en la
multiplicacién de apices meristematicos de caf€uoffea arabical) cv. Caturra rojo. El efecto
del campo electromagnético provocd un aumento ecoeliciente de multiplicacion de las
plantasin vitro al existir un incremento en el numero de prop&uylade brotes. Fungt al.
(2002) realizaron experimentos con campos electrogtags de ondas sinusoidal y trapezoidal
en embriones cigoticos d& arabical. cv. Caturra rojo y demostraron la accion dedasipos
electromagnéticos para ambas ondas en la micropmofie de embriones y se comprobé el
efecto estimulante especificamente en la absodgdninerales y el incremento del contenido de

pigmentos fotosintéticos.

En la actualidad, las posibles bases biologicabsiefectos de los campos electromagnéticos
para el caso de las plantas, que provoca resulfamtvos desde el punto de vista fisiologico y

que en ocasiones induce 0 no estrés oxidativolas, els una interrogante sobre el metabolismo
vegetal. De ahi la necesidad, de dar continuiddifeeentes estudios que contribuyan a explicar
los efectos que producen los campos electromagsétie frecuencias extremadamente baja en
las plantas en sentido general, y en particuladaeexpresion génica diferencial de genes

asociados al estrés abiotico, en plantulas decafletenidasn vitro bajo la accion de este

fenédmeno fisico.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.0-Procedimientos generales
Los experimentos se desarrollaron en el LaboratdeoBiotecnologia Vegetal del Centro
Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA), deUniversidad de Oriente, Cuba; en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro de gmtas, Universidad de Ciego de Avila,
Cuba; y en el Laboratorio de Fisiologia Molecularthiversidad Federal de Lavras, Brasil.
Para la realizacion de los experimentos se utdizaemillas de la espedioffea arabical. cv.
Catuai amarillo en buen estado fitosanitario, lasles se certificaron por el departamento de
semillas de la Delegacién Provincial de la Agrictdten Santiago de Cuba.
Los tratamientos electromagnéticos se realizaronutomagnetizador BioNaK-03, estimulador
electromagnético que se utiliza para cultivosvitro (Dominguezet al., 1999, Patente No.
22602/1999). Este dispositivo consiste en dos lasbite 56 cm de diametro con 363 vueltas de
alambre de cobre de 1,1 mm. Las bobinas se coloocadicalmente y se conectaron a un
voltaje de 110 volts, lo que generd un campo eawdgnético en el interior de las bobinas. La
intensidad del campo magnético fue horizontal weiaque cambid de los extremos al centro.
El dispositivo funcion6 bajo las siguientes conaligs: onda trapezoidal, conexion de bobinas
en paralelo y frecuencia de 60 Hz. La inducciorctebenagnética fue medida en Teslas (T) a
22°C, con un gaussimetro digital de marca Magngsies, modelo FH 54. Los resultados
obtenidos de la caracterizacion del equipo se agafn con el Software Matlab R2007
(Anexo 1) El grupo control se sometié solamente al camponggmético que se midié y fue de
61 puT. Las muestras se colocaron en un recipieetéctrico (tubos de ensayos) dentro del
magnetizador en los puntos que correspondieronsainducciones magnéticas para cada

tratamiento, segun la caracterizacion que se tealiz
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El disefio experimental que se utilizod se descnbeagla experimento. Las tablas y figuras en el
acapite de Resultados y Discusion incluyen la mémién de las pruebas estadisticas que se
realizaron en cada caso. Para el tratamiento sstaxlse empleo el utilitario Statgraphics Plus
5.1 para Windows. Se usaron pruebas paramétridd® A, t-Student, Tukey, $£0,05) después
de chequear el ajuste de los datos a la distribuzadmal (Kolmogorov-Smirnov,40,05) y la
homogeneidad de varianzas (Leven€),p5).

3.1Efecto de un campo electromagnético de 60 Hz aedifes niveles de induccion y tiempo de
exposicion en la germinacion de embriones cigétadm€offea arabica cv. Catuai amarillo.

Con el objetivo de determinar el efecto de difezenhiveles de induccion y tiempos de
exposicion de un campo electromagnético de 60 kaepamente se procedio a la desinfeccion
superficial de las semillas con solucién de forrehido (1,6%) durante 30 min. Luego se
realizaron tres lavados con agua estéril en laneathé flujo laminar. Posteriormente, se inicio la
imbibicion de las semillas en solucion de acidoidmdK0,5%) en zaranda marca MARCONI
(120 rpm.) durante 72 horas. Al finalizar este @ao, con ayuda de pinzas se separaron las
semillas por su eje central rectilineo; seguidamenh una espatula fina se extrajo el embrién y
se coloco en el medio de cultivo.

La siembra de los embriones se realiz6 en camafjdelaminar horizontal. El instrumental
que se utilizé se esterilizé previamente en auiecl@CEM Modelo ASH-269) a 1,2 kg-¢m
121°C durante 15 min. Para la inoculacion de losremes en el medio de cultivo el
instrumental se sumergi6 en etanol 90% (v:v) yiaad6 con mechero de gas licuado.

El desarrollo de la fase de germinacién de los embs cigoticos se realizé en medio de cultivo
que contenia sales MS (Murashige-Skoog, 1962)uel ¢ le adicioné 30 g'Lde sacarosa,

6 g-L* de agar (Agar nutriente UNI-CHEN| 25 mg-[* de L-cisteina, 0,5 mg-Lde caseina
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hidrolizada y se ajusté el pH a 5,6 previo a lamstacion por vapor en autoclave (ICEM
Modelo ASh-269) a 121°C y 1,2 kg-émSe utilizaron tubos de ensayos de 25x150 mm, que
contenian 10 mL de medio de cultivo cada uno. $&éaun embrion por tubo de ensayo para
un total de 500 embriones por tratamiento, corbgtivo de garantizar la consecutividad de los

experimentos.

Los embriones se mantuvieron durante seis semai@asulz blanca fluorescente, con un flujo de
fotones fotosintéticos de 54 pmol’st (segin la tabla de conversién descrita por George
(1993)), con el empleo de lAmpafayligth durante 24 horas, temperatura 26@& £ humedad
relativa del 70 + 5%. A los siete dias de estabienito de los embriones de cafeto en medio de
cultivo se realiz6 una exposicion a un campo ebathagnético de frecuencia de 60 Hz,

(Tabla 1). Los tratamientos se evaluaron al fiallas seis semanas.

Tabla 1. Tratamientos establecidos para la aplicacién deaompo electromagnético de 60 Hz.

Tratamientos Induccion magnética x Tiempo exposicion
Contro 0
2 2 mT x 3 mir
3 2mT x 9 mir
4 4 mT X 3 mir
5 4 mTx9 mir
6 6 mT x 3 mir
7 6 mT x 9 mir

Para la evaluacion del efecto del campo electrogtagnde 60 Hz en los embriones para cada

tratamiento se cre0 para tales efectos, una esealango: 1- no responde; 2- germinacion
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incompleta (crecimiento de la radicula o de lasas@otiledonares); 3- germinacion completa
(crecimiento de radicula y hojas cotiledonares).

Las variables que se evaluaron fueron la longieichgbocotilo (cm), la longitud de la radicula
(cm) y el nimero de pares de hojas en las plantolagierminacion completa. Se realizaron tres
repeticiones y se evaluaron 20 embriones por tiataos. Estos datos fueron procesados con un
Andlisis de Varianza de Clasificacion Doble con taestigo de referencia y un Test de

Comparacion Multiple de Media para datos paraner(d@ukey).

3.1.1- Caracterizacion de embriones cigoéticos deetcasometidos a la accion de un campo
electromagnético por microscopia fotoacustica yeespscopia infrarrojo.

Para la realizacion de estos ensayos se tomarprulieriones maduros extraidos de semillas de
cafeto C. arabicacv Catuai amarillo), que recibieron el mejor trakanto del acapite 3.1 y un
grupo control. Estos se desinfectaron como se ih&sen el acapite anterior.

Los estudios de microscopia fotoacustica se reahizen una celda fotoacustica cerrada y como
sensor un microfono de electrito, montados en @& Xy motorizada, con una resolucién
espacial de 70 p y controlada automaticamente iponiaroprocesador. La fuente de excitacion
consistio en una fibra laser de diodo a una lodgite onda de 650 nm, con una frecuencia de
1 Hz acoplado a un amplificaddock-in SR830 (ALK), segun la metodologia descrita por
Dominguez - Pacheocet al. (2010). Se utiliz6 un objetivo de microscopio pareidir el rayo
laser en la superficie del embridn. La sefal d=elda fotoacustica se registré como una funcién
de la posicion del embrién, con el fin de obtenea imagen que se procesé por el software
LabView.

Se realiz0 la caracterizacion de los componente®slembriones de€. arabicacv Catuai

amarillo bajo el efecto de un campo electromagoétie 60 Hz mediante espectroscopia
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infrarroja (IR). Se utiliz6 un equipo con transf@ua de Fourier (Bruker Vector 33). La
capacidad de medida del instrumento esta compramditte 500 - 4 000 nm, con un intervalo de
medida de 5 nm. Una muestra de 0,1 mg de embrsmé&guro con igual cantidad de bromuro
de potasio. La mezcla se comprimié en una prendaodeel mecanica para formar la pastilla
traslucida a la que se le determinaron los espeatom la técnica de Reflectividad Total
Atenuada en el rango de 400 - 4 000".cLos resultados se analizaron con el software GBNI
para Windows 09.

3.2- Efecto de niveles de induccion y tiempo de expisiai un campo electromagnético de
60 Hz durante el crecimiento in vitro y aclimatizatde plantulas de cafeto.

Con el proposito de evaluar el efecto de un cameotremagnético de 60 Hz en variables
morfolégicas, anatdmicas, fisioldgicas, bioquimigasnoleculares en el crecimiento de las
plantulas de cafetim vitro. Se utilizaron plantulas provenientes de los emlesagerminados del
experimento 3.1 con 0,5 cm de longitud y desarmdliopar de hojas cotiledonares.

A los siete dias del cultivo en medio de crecinberias plantulas se sometieron a los
tratamientos de los que procedian segun los desenit la tabla 1 del acépite 3.1.

Para el desarrollo del esta fase, se emple6 elongiedcultivo MS, con idénticas caracteristicas al
de la etapa de germinacion. Se le adicion6 0,5 dmdcido 3-indolacético (AlA), 5 umol de
6-bencilaminopurina (6-BAP), 0,05 umol de acido-@@orofenoxiacético (2,4-D) y se ajusto el
pH a 5,8. Las plantulas se mantuvieron durante gelneanas, a una temperatura de 24 + 1°C,
humedad relativa de 70 + 1% y bajo luz blanca #soente con fotoperiodo de 16 horas y
54 pmol-rits™ de flujo de fotones fotosintéticos con el empledaimpara®ayligth.

Se utilizaron 20 tubos de ensayos para cada variesiiablecida con tres repeticiones. Al

finalizar las ocho semanas, se evalué la longieldtallo (cm), la longitud de la raiz principal

29



Tesis en opcion al grado de Doctor en Ciencias égais Materiales y Métodos

(cm) y el numero de pares de hojas. Se realizoisefid Completamente Aleatorizado con una
ANOVA de Clasificacion Doble, con un testigo deereincia y un Test de Comparacion
Multiple de Medias (Tukey).

Para iniciar la fase de aclimatizacion se establenigrupo control de plantas que no recibieron
tratamiento electromagnético y un grupo que recibidinduccion y el tiempo del mejor
tratamiento del acapite 3.2 (fase de crecimiento@lenomento inicial de la aclimatizacion. Las
plantulas tratadas recibieron el tratamiento edb@etignético por tercera ocasion.

Se usaron plantulas que promediaron 4 cm de lahgidos pares de hojas, provenientes de las
mejores condiciones de la fase de crecimienta;uates se extrajeron de los tubos de ensayos y
se lavaron con abundante agua para eliminarlegéionde cultivo y agar de las raicillas. Luego
se trasladaron al area de adaptacion y fuerongulasten bandejas de poliuretano de 70 pocillos
(4,5x4,5x 3,5 cm cada uno).

Las condiciones ambientales de la casa de adaptdo&on controladas. Se mantuvo la
humedad relativa entre 60 - 80% y la temperatutee 2V - 31°C. La iluminacion se reguld
empleando un zaran negro que permitié el paso @& 8e la luz natural (420 pmol s,
medidos a las 12.00 horas), fotoperiodo de luz guridad correspondientes a los ciclos
naturales del dia y la noche. Se utilizé un sustratnpuesto por una mezcla de suelo y materia
organica (4,3% de humus de lombriz), en una pra@orde 3:1 (v:v), con las siguientes
caracteristicas: 49,00 mg'Lde BOs; 55,20 mg-I' de KO: 12,09 mg-I' de MgO;
conductividad eléctrica de 3 mS-émpH de 6,4. Se realiz6 ademés un analisis neduicn al
sustrato en el Centro Provincial de Sanidad Veggtalo se detectd la presencia de este

patégeno.
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El riego, que garantizé la humedad relativa anteeawnada, se realizdé con una frecuencia de
tres veces al dia con el empleo un sistema Micrageeo durante 3 min las dos primeras
semanas. Al finalizar este periodo se rego dianrenpero dos veces al dia. El agua de riego
presenté una dureza célcica de 66 rify-tlureza magnésica de 28 mg: ldureza total de
94 mg-L* conductividad eléctrica de 0,25 mS:tm pH 7,5. En esta fase se evaluaron el
porcentaje de supervivencia, la longitud del t&dlm), la longitud de la raiz (cm) y el nimero de
pares de hojas. Se emplearon 20 plantulas pomtietéo y tres repeticiones con un Disefio
Completamente Aleatorizado y t- Student para laparacion de las medias.

3.2.1- Caracterizacion de la anatomia foliar derilflas de cafeto obtenidas bajo la accion de
un campo electromagnético de 60 Hz.

El estudio anatémico de las hojas de plantulasafieta que se obtuvieron bajo el efecto del
tratamiento magnético, se realiz6 a través de momia electrénica de barrido segun
metodologia de Alves (2012). Se tomaron muestrbsedgindo par de hojas de 10 plantulas, del
control y del mejor tratamiento del acapite 3.2fdgoara la fase de crecimiento como en la fase
de aclimatizacion.

Las hojas se fijaron durante 24 horas a 20°C emc&wi Karnovskymodificada que contenia
2,5% de glutaraldehido; 2% de formaldehido; 0,05 Iiode cacolidato de sodio pH 7,2 y
0,0001 mol-I* de CaC). Las muestras fijadas en esta solucién se corteoonbisturi en
nitrégeno liquido y se colocaron en tuligpendorf Se les adiciond una solucién fijadora de
0,1 % de tetradxido de osmio por una hora a tertyrarambiente. Posteriormente, se procedio
al lavado de las muestras con soluciones de camacéri creciente de acetona (25, 50, 75, 90 y
100%), con diez minutos en cada una de las solesidan la solucion de 100%, la muestra se

coloco tres veces por igual espacio de tiempo.
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Las muestras en acetona (100%), se sometieron alcseam punto critico para lo cual se
colocaron en una camara cerrada hermeéticamenteigerada entre 5 -°&€. Posteriormente se
procedio a la entrada de @@la muestra quedd sumergida durante 10 min. Lsegextrajo el
CO, y esta operacion se repitié de 5 - 6 veces hastdagmuestra no presento restos de acetona.
Al finalizar, las muestras se colocaron en port&sivas de aluminio para realizar el bafio de oro
y seguidamente se realizaron las imagenes de roapis electrénica de barrido a través del
microscopio electronico LEO Evo 40.

Una vez obtenidas las imagenes, en cortes longaledi de la superficie inferior o abaxial se
caracterizo la densidad estomatica, el area estanael area de la apertura estomatica, para un
total de 20 mediciones por tratamientos. Se emglgyograma UTHSCSA Imagen Tool para
Windows version 3.00.

3.2.2- Determinacion de la fotosintesis neta, transpiracip concentracion de pigmentos
fotosintéticos de las plantulas de cafeto obtenlulge la accion de un campo electromagnético
de 60 Hz.

Las evaluaciones de la fotosintesis ngtad] CO,-mi*s?) y la transpiracién (mmol #0- nmi?s?)

se realizaron al finalizar las fases de crecimignazlimatizacion a las plantulas que provienen
del mejor tratamiento del acapite 3.2.

Se escogieron hojas completamente expandidas dalpls provenientes de cada uno de los
tratamientos, las que se colocaron en la cubetaieqgrunto de saturacién de 600 pmafsthde
flujo de fotones fotosintéticos. Las tasas maxine fdtosintesis (umol GO m?s?) vy
transpiracion (mmol bD-m?s?) se determinaron con el equipo Pen Centra 200 gubeta

universal PLC-6 del equipo portatil CIRAS-2 (Eurpp® systems, UK).
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En cada medicién se cubrié todo el area de la auf®6 crf). Las condiciones del equipo
fueron: 375 pmol-mdide concentracién de didxido de carbono y 80% hurtheehaire dentro

de la cAmara bajo luz controlada a 400 pmésmLas mediciones se realizaron a las seis horas
después que se inicio el fotoperiodo.

Las variables se determinaron en cinco plantasd@mrepeticiones cada una, para un total de
50 valores para cada tratamiento.

Con los valores obtenidos de fotosintesis netanspiracion se determino el uso eficiente del

agua en la fotosintesis (WUE (Azcon-Bieto y Talon, 2008) a través de la foranul

absorcion neta co, (Umol m~2s~1)

WUE,=

tasa trasnpiratoria H,O(mm m~2s~1)

El disefio utilizado fue Completamente Aleatoriza@e. realiz6 un t-Student que permitid
comparar las medias par a par. En todos los casempled paquete estadistico Statgraphics
Plus 5.1 para Windows.

Para la determinacion de la concentracion de la®fdas a y las clorofilasb, en las fases de
crecimiento y aclimatizacion, 25 mg de masa frescabtuvieron del segundo par de hojas en
ambos tratamientos. El extracto se obtuvo con eldesetanol al 70%. Para el célculo de las
concentraciones de las clorofilasy b, se siguié la metodologia modificada Meyer-
Berthenrath’s(Ursacheet al, 2009). La absorbancia de los extractos se midi63anm y 645
nm en espectrofotometro UV-Vis (Perkin EImer, mioginbda 25).

_12,3H663)-0,86E(645)

chla= 1000 dw (2)

chl b = 19,3 E(645)—3,6E(663) v (3)
1000 dw

Donde:

- chla/b, contenido de clorofilay b (mg- g* de masa fresca);
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- E (I), longitud de onda; d, tamafio de la celdar(y;

- v, volumen del extracto en 70% de etanol (mL)masa fresca del tejido (g)

Se emplearon 20 plantulas por tratamiento, con tegeticiones. Se siguid un Disefio
Completamente Aleatorizado y un t-Student parataparacion de las medias par a par.
3.2.3-Determinacion del efecto del campo electramtigo sobre las proteinas de membranas
de cloroplastos aislados en hojas de plantulas di#ea arabica cv. Catuai amarillo.

Para la obtencion de los cloroplastos y las vessctilacoidales del FS 11, se sigui6 el protocolo
establecido por Peter y Thornber (1991). Se utdizalO0 mg del segundo par hojas de las
plantulas de cafeto obtenidas de los mejores tratdos en las fases de crecimiento y
aclimatizacion.

Las hojas se homogeneizaron en 150 mL de soluciguel contenia 50 mM de tampdn KOH-
tripsina, pH 7,8; 300 mmol-t de sorbitol; 25 mmol-£ de NaCl y 5 mmol-&t de MgC}.
Seguidamente, la suspension se filtré con gasapyosedié a su centrifugacién durante 15 min
a 3 000 x g a 4°C (CentrifugerausMEGAFUGE 16R).

Se colect6 el precipitado y se resuspendié en 8lensolucién 2 que contenia 40 m mmdide
tampén KOH-tripsina pH 7,8; 500 mmol*Lde sorbitol y 50 mM de NaCl y se centrifugd
nuevamente durante 15 min a 3 500 x g a 4°C. Essdo obtenido se resuspendi6é en 1 mL de
solucién 3 compuesta por 20 mmof-He tampén KOH-tripsina, pH 7,8; 250 mmot-lde
sorbitol; 25 mmol-I* de NaCl y 5 mmol-t de MgC} y nuevamente se colecté el precipitado
gue contenia los cloroplastos aislados.

Para obtener las membranas tilacoidales, al ptadipise le afiadi6é 0,2% de digitionina (m:v) y
se coloco en agitaciéon en zaranda (MARCONI MA 1#TY; durante 30 min en la oscuridad a

4°C. Posteriormente, se centrifugé a 10 000 x camter 30 min, seguido de una segunda
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centrifugacion de 50 000 x g durante 50 min. Seatdl el sobrenadante y se centrifugd a
129 000 g durante 60 min. Se colectd suavemereeeipitado que se resuspendié en 1 mL de
solucion 1y se almacend a -80 °C.

A los extractos obtenidos se les determind la autnaeién de proteinas totales por el método de
Bradford (1976). Se midi6é la absorbancia a 595 nmespectofotometro UV-Vis (LKB-
Pharmacia) y el contenido de proteinas se expresme)’MF, referidos a una curva patrén de
albumina de suero bovino. Se realizaron tres déteciones en cada caso. Se utilizaron
20 plantulas por tratamiento, con tres repeticiorfés siguid un Disefio Completamente
Aleatorizado y t- Student para la comparacion devladias par a par.

La electroforesis para determinar la masa molarespa de las proteinas presentes en el
precipitado se desarroll6 en condiciones desnaarde en geles de poliacrilamida (12,5%) con
duodecil sulfato de sodio (SDS) de acuerdo al neétledLaemmli (1970). Se aplicaron 10 pg de
patrones de masa molar conocida y 10 pg de lasipast obtenidas de los cloroplastos. Para la
determinacién de los masas molares se empleé coancador Proteinas BenchMatk de

15 proteinas de masa molar desde 10 - 200 kDasequle se que se destacan las de 20 kDa y
50 kDa.

Los patrones y las muestras se disolvieron en mpda que contenia Tris (0,0625 mofL
SDS (2%, m:v) —mercaptoetanol (5%, v:v), glicerol (10%, v:v) yolmofenol azul (0,006%,
m:v), se ajusté el pH a 6,8 con HCI (1 mohLLuego se desnaturalizaron con calor (por
ebullicion) durante 3 min. Las electroforesis ssatillaron en un equipo verticdjni-Protean

[ll Dual Slab Cell(BIO-RAD). Se utilizé un voltaje eléctrico de 40lvdurante el paso de las
proteinas por el gel concentrador. Luego se inanéina 120 volt, cuatro horas a 4°C en la

oscuridad, y se mantuvo constante durante la @pat el gel separador. Posteriormente, los
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geles se tifieron con solucién del colorante azuCdemasie BlugG—250 (0,2 g-mt) y se
lavaron con una solucion de 25% de metanol y 7,8%aitlo acético.

3.2.4- Efecto de un campo electromagnético sabexpresion del gen RBCS1 en plantulas de
Coffea arabicacv. Catuai amarillo.

El segundo par de hojas, en las primeras horaa dwiiana (6:00 a.m-8:00 a.m), se cortaron e
inmediatamente se conservaron a -80 °C antes dgtlaccion. Las mismas se colocaron en
morteros y se maceraron con nitrégeno liquido. Parextraccion del ARN con el método
Concert'™ Plant RNA-Reagent (Invitroger)00 mg de la muestra se colocarorEgpendorfy

se le adicion6 600 pL de reacti@mncertARN vegetal, y se homogeneizé eortex Luego se
incubd durante 10 min a temperatura ambiente yepgosinente se clarificé por centrifugacion
durante 7 min a 23 889 x g a 4°C. Se colectarond0@el sobrenadante y se adicion6 0,1 mL
de NaCl y 0,3 mL de cloroformo. Se mezclé la mw@estn vortex durante un minuto.
Posteriormente se centrifugd a 23 889 g a 4°C derd min para separar las fases, y
nuevamente se obtuvo el sobrenadante y se repgré@dimiento antes descrito.

Se colectaron 450 pL del sobrenadante y se lecadic#00 pL de alcohol isopropilico. Se
mezclo envortexy se coloco a -20°C durante una hora. Al finalieste periodo la muestra se
centrifugd nuevamente a 23 889 x g a 4°C durantemBh Se decantd el sobrenadante
cuidadosamente para no perder el precipitado,eabkgue adicioné 600 pL de etanol (75%).
Luego se centrifugd a 23 889 x g durante 5 min rap&atura ambiente. Se decanté el
sobrenadante y se colocaron los tuBppendorfa secar a temperatura ambiente para eliminar el
residuo del etanol en las muestras. Una vez calckste proceso se adicionaron 20 puL de agua

libre de ARNasa para disolver el ARN y se procei@ cuantificacion de este por medio del
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espectrofotdmetrdNanoDrop ™ 1000 Los ARN se almacenaron a -80°C, para su posterior
andlisis electroforético a 110 volt durante 30 min.

En todos los casos la corrida electroforética samellé con 2 pL de la muestra, con un ajuste
de concentracién a 700 ng-filal que se le adicionaron 6 pL de agua libre délaga y 2 pL

de azul de bromoleno como colorante, para 10 ptoth en cada pocillo del gel de agarosa al
1%. Para la preparacion del gel se utilizaron Ojé @garosa y se le adicionaron 70 mL de TAE
1x (Tris-acido acético-EDTA) y 2 pL deelRed

Con el objetivo de eliminar cualquier contaminago@m ADN previo a la obtencion del ADNCc,
las muestras de ARN se trataron de acuerdo alquiat®NA Free (Invitrogen). & prepard un
tampon mix (2,5 pL de 10x tampon ADNasa y 0,5 pLNeBa 1). Se tomaron 22 puL de mezcla
de ARN mas agua, al que se le adicion6 3 pL dedampx; se golped el tubo suavemente para
lograr la mezcla y se incubd durante 30 min a 3#€Cbafo de Maria. Posteriormente, se
adicionaron 2,5 pL de inactivacion de ADNasa y sezei®d suavemente. Se incubd a
temperatura ambiente durante 2 min. Al finalizae ggeriodo las muestras se centrifugaron a
10 000 x g durante 2 min, y se transfirieron 18delLsobrenadante a tubos nuevos. El resultado
del ARN tratado se verificd en iguales condicioadas empleadas en la determinacion anterior.
Para la obtencion del ADNc se utilizé el kitihg Capacity DNAc (Invitrogen)que contenia
10 x RT tampén, 100 mmolL25 x dNTP Mix; 10 x RTRandom primersMultiScribe ™
Transcriptasa Reversa y agua libre de nucleasai&@®eron 10 pL de muestra de ARN tratado a
10 pL de solucionmaster mixy se colocaron en el termocicladokultigen Labenet
Internationa) con la siguiente secuencia: 25°C, 10 min; 3770 thin; 85°C, 5 min y 4°C por

tiempo ilimitado.
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-Determinacion de la expresion del gen RBCSlenpodreal (RT-PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), sarrdd6 con el kitGoTag Hot Start
Polymerase (Invitrogen)jue consisti6 en: 5 x tamp6Green 25 mmol-L* de MgCh;
10 umol-L* de DNTPs; 10 pL de cebadbr 10 pL de cebaddR; 9,7 pL de agua; 0,3 pGo
Tagy 1 pL ADNc. El par de cebadores utilizados par®CR fueron el 18244 (Tabla 2), para
amplificar las secuencias de ADNc del gen RBCS ldatplas deCoffea arabicacv. Catuai
amarillo. El termociclador Multigene Labenet InteARNtionalse ajusté a las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial 95°C, 2 mgeguido de 38 ciclos de 95°C, 30 s,
temperatura de alineamiento de 55°C durante 32§ por 3 min; y la extension se realizo a
72°C durante 10 min. La calidad de cada aplicatiénverificada por corridas electroforéticas
en gel de agarosa de 1%, como se describio amende y se utilizd en la corrida
electroforética un voltaje de 110 volt durante 3i.nSe verifico la PCR y se cuantificd la
expresion génica. Las cadenas simples de ADNclggeddn (1:5 - 1:625) y se comprobaron
con los cebadores T18244 (Tabla 2) para la detanidn de la curva patrén, eficiencia de los
cebadores y mejor dilucién de las muestras.

Tabla 2. Cebadores utilizados para los experimentos de PCR.

Gen Nombre del primer  Secuencia (pb)
RBCS-ADN 18244-F 5 GAGAATGGCATCCTCAATGATCTC 3 660
18244-R 5"CAGCCCCAGTTCTCAATTTTATTG 3’ 648
RBCS-T T18244-F 5' CTAGCATGGTTGCACCCTTCA 3’ 77
T18244-R 5" AGTAATGTCGACGGACTTCTTGGA 3 77
UBIQUITINA UBQR-F 5"GAGAATGGCATCCTCAATGATCTC 3 104
UBQR-R 5" GGCAGGACCTTGGCTGACTAT A 3 104

La cuantificacion relativagPCR se desarrollé con 2,5 pL de ADNc diluid8YBr Greef
gPCRmix (Qiagen) 12,59.L; cebadorF 2,5uL; cebadorR 1,5uL y 5,5 uL de HO miliQ en el
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termocicladorRotor-Gene Q Real-Time PCR (Qiagebd. reaccidén se incub6 durante 2 min a
50°C, seguido de un tiempo de inactivacion de 5an@%°C, con 40 ciclos de amplificacion de
3sa95°Cy 10 s a 60°C de alineamiento y elodgacespectivamente.

Para la determinacion de la eficiencia de cadadwmben cada dilucion de la muestra se realizé
por triplicado. Se consider¢ el dato de la fluoeesta capturada durante la fase exponencial de
amplificacion de cada reaccion siguiendo la ecureié 10-1/a —1, dondg es la eficiencia del
cebador ya, es la pendiente de la regresion. Sélo se comrsmevalidas aquellas parejas de
cebadores cuya eficiencia estuvo comprendida 80trel 00 segin Ramakessal. (2003).

La especificidad del PCR se comprob6 mediantedlizeeion de una curva de desnaturalizacion
una vez finalizada la reaccidooufva de meelting Los datos se analizaron por el programa
Rotor-Gene Series Pure Detection Softw@fersion 2.0.2), para determinar los valores d#bc
umbral Ct) correspondientes a las medias de las tres réplitl&zadas en cada dilucién.

Para realizar el célculo de la expresion del gadaanuestra fue primeramente normalizada con
el gen de referencia Ubiquitina (Tabla 2) (Marracet al.,2011), por la ecuacion:

ACt = Ct del gen objetivo — Ct del gen de referencia

Posteriormente, la ecuacion de la cuantificacidativa fue obtenida por la féormulaACt, a
partir de los valores de la ecuacion anterior. hiogles de expresion génica fueron analizados
por medio del programotor-Gene Series Pure Detection Softw@fersion 2.0.2).

3.2.5- Determinacion de la actividad enzimatica asociadaestrés de plantulas de Coffea
arabica cv. Catuai amarillo en las fases de creeimd in vitro y aclimatizacién bajo la accién
de un campo electromagnético de 60 Hz.

El segundo par de hojas de las plantas del mejtantiento del acapite 3.2 y del control en las

fases de crecimiento y aclimatizacion se utilizapama la realizaciobn de estos ensayos. Las
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muestras se homogeneizaron en mortero con nitraggumdo, segun el protocolo de Shwanz y
Polle (2001). Se maceraron 200 mg del tejido végete adicionaron 1 500 pL de buffer de
extraccion que contenia 100 mmot-Lde KHPO (pH 7,8), 5 mmol-L' de &cido ascorbico y
50% de polivinil-polipirrolidona insoluble. Postermente se centrifugaron a 13 000 x g durante
10 min a 4°C y el sobrenadante se almaceno a -§@@,determinar la actividad de la catalasa
(CAT, EC. 1.11.1% la L- ascorbato peroxidasARX, EC 1.11.1.11y la superdxido dismutasa
(SOD, EC 1.15.1.1).

La actividad de la superéxido dismutasa se detérsagun el protocolo de Dhinds4 al.
(1981). Para iniciar la reaccion se adiciond aubOdel extracto de la muestra 1 500 de
tampén que contenia G0nol-L™* de riboflavina; 14 mmol-L de L-metionina; 75 pmolt.de
nitro-bluetetrazolium (NBT); 0,1 umol-I' de &cido etilenodiamintetracético (EDTA);
50 mmol-L* tampén fosfato (pH 7,8) a completar 2 mL cogOHPara el desarrollo de la
reaccion los tubos de ensayos se incubaron a 10-mifg de flujo de fotones fotosintéticos
durante 7 min y seguidamente se colocaron en laridsc para detener la reaccion. Las lecturas
se obtuvieron a 560 nm y para cada variante sézaeah tres réplicas cada una con tres
repeticiones. La actividad SOD especifica se caladmo la relacion entre la actividad
enzimatica SOD y la concentracion de proteinasniddepara cada tratamiento. Se expreso en
umol-mg" de proteina. Se realizaron tres determinacionesxitacto.

La actividad de la catalasa se determin6 segunetiomt al. (1998), iniciAndose la reaccién con
100 L del extracto al que se le afiadié 1 900de 100 mmol-[* de tampén fosfato (pH 7,0) y
12,5 mmol-[* de HO,. Se realizaron las lecturas a 240 nm. La activified determinada
monitoreando la degradacion deb}@4 cada un minuto durante 180 min. La actividad CAT

especifica se calculé como la relacion entre lavidetd enzimatica CAT y la concentracion de
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proteinas obtenida para cada tratamiento. Se @xpregmol-mg de proteina. Se realizaron tres
determinaciones por extracto.

Los ensayos de la actividad de la ascorbato peasaide realizaron de acuerdo con el método de
Nakano y Asada (1981). A 1QQ. de extracto se le afiadié 1 500 de reaccion que contenia
100 mmol-L* de buffer fosfato (pH 7,0); 0,1 mmol*Lde HO, y 0,1 mmol-[* de &cido
ascorbico. Las mediciones se realizaron a 290 nmagdemperatura de 30°C. La actividad APX
especifica se calcul6 como la relacidén entre lavided enzimatica APX y la concentracion de
proteinas obtenida para cada tratamiento. Se éxpregmol-m{g de proteina. Se realizaron tres
determinaciones por extracto.

Las proteinas totales se determinaron por el méedBradford (1976) como se describié en el
acapite 3.2.3 y todas las mediciones se realizariizando espectrofotometro UV-Vis
(Beckman DV640B). El contenido de proteinas se esgen pg-GvF, referidos a una curva
patron de albumina de suero bovino. Se realizassndeterminaciones en cada caso.

Se siguio un Disefio Completamente Aleatorizado,wot-Student para la comparacion de las
medias. Se realizaron en 10 plantulas con tregdicepees por tratamientos.

3.3Efecto a largo plazo de la exposicion a un campoteomagnético de baja frecuencia en el
crecimiento y desarrollo de plantulas @effea arabicacv. Catuai amarillo

El siguiente experimento tuvo como objetivo detaamiel efecto del campo electromagnético
sobre variables morfoldgicas, fisiologicas y biogehas en las plantulas de cafeto provenientes
de los mejores tratamientos de las fases de gesidimacrecimiento y aclimatizacion, después
de cuatro meses de crecimiento.

Para ello, se escogieron un grupo de plantas doptodro grupo que recibid el tratamiento

electromagnético en el momento inicial de la adiima@&ion, como se describié en el acapite 3.2.
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Luego de transcurrir seis semanas en esta fat@spéantaron a macetas plasticas de (11 x 10 x
8 cm) que contenian un sustrato con idénticas teafsiicas al utilizado en la fase de
aclimatizacion. Permanecieron en estas condiciduesite 16 semanas.

Durante este periodo, con el uso de un sistemaid®jgt aéreo se rego dos veces al dia durante
3 min y las condiciones ambientales se mantuviédénticas a las descritas en la fase de
aclimatizacion.

Al concluir las 16 semanas, se determinaron laitodglel tallo, longitud de la raiz, nimero de
pares de hojas, concentracion de pigmentos fo&igios, fotosintesis neta, transpiracion y
actividad especifica de enzimas asociadas al es#g8n los protocolos anteriormente descritos.
Se evaluaron 20 plantas por grupo experimental ties repeticiones. Se empled un Disefio

Completamente Aleatorizado y t-Student para la @agon de las medias.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Efecto de un campo electromagnético de 60 Hieaeatlites niveles de induccion y tiempo de
exposicion en la germinacion de embriones cigétam€offea arabica cv. Catuai amarillo.
Los resultados obtenidos al evaluar diferenteslesvee induccidn y tiempos de exposicion a un
campo electromagnético de frecuencia extremadanisée (60 Hz) de embriones de cafeto

durante la fase de germinacidrvitro, se muestran en la tabla 3

Tabla 3 Influencia de la induccién electromagnética y tiemgde exposicibn de un campo
electromagnético de frecuencia extremadamente(6@jaiz) durante la germinacidm vitro de
embriones cigoticos deoffea arabica. cv. Catuai amarillo.

Tratamiento Germinacion Germinacion No Responde
L, . Completa Incompleta
Induccion Tiempo de (crecimiento de radicula y hoj  (crecimiento de la radicula o de
electromagnética exposicion cotiledonares) las hojas cotiledonares)

0 0 5 be 132 o
2mT 3 min 14° 6° o™
2mT 9 min 13° 7° o™
4mT 3 min 8" 12° 0"
4mT 9 min 7° 10° 3"
6mT 3 min 8" 11° 1™
6 mT 9 min 1° 16° 3™

EE 3,9 3,2 25

Medias con letras diferentes representan diferensignificativas; n.s: diferencias no significaBvéANOVA
bifactorial; Tukey; g 0,05; n=20)

En el analisis bifactorial (induccién electromageety tiempo de exposicion) hubo interaccién
entre los factores. Los resultados mostraron qusteex diferencias significativas para la
germinacion completa de los embriones entre losriemds tratados y el control. EI material
vegetal que presentd mayores indices de germinaoidnpleta, es decir embriones que
desarrollaron la radicula y las hojas cotiledonaesbtuvieron para los que fueron tratados con
una induccion electromagnética de 2 mT, indepeeivente del tiempo de exposicion, con

diferencias significativas con respecto a los detraétamientos y el control, por lo que en este
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caso, el factor tiempo de exposicion no establéldiérencias entre los tratamientos y si la
variable induccion electromagnética.

Se observaron ademas, los menores valores paraatmiento 6 mT de induccion
electromagnética y 9 min de exposicion con resafiadferiores con respecto al control y los
demas tratamientos. En el caso de los embrionesgeaminacion incompleta los mayores
resultados se obtuvieron para este mismo tratamisint diferencias significativas con respecto
al control, pero si con respecto a los demas trataos. Para los embriones que no respondieron
no hubo diferencias significativas.

Este resultado pudiera estar relacionado con @rderado efecto ventana, descrito por algunos
autores (Ubedat al., 1983). Este fendmeno se basa en el hecho de gaedptrminados
tratamientos electromagnéticos con una misma indoaectromagnética y diferentes tiempos
de exposicién, la energia del sistema en cues8ola enisma y por tanto el efecto bioldgico
resultante no difiere entre los tratamientos. Epoitante tener en cuenta, ademas, que si el
tiempo de exposicion al campo electromagnético agomo igual que el tiempo de relajacion
del sistema, entonces se observaran efectos lmokdiferentes (Polk y Postow, 2006). Es por
ello que este estudio para una induccion de 2 mo@ljepa considerarse que los tiempos de
exposicion utilizados son inferiores al tiempo elajacion del sistema biolégico y por lo tanto el
resultado para la misma induccon electromagnétiadifgrentes tiempos de exposicion es
similar.

Otro aspecto a tener en cuenta al analizar lodtades alcanzados es el mecanismo biofisico
descrito por Liboff (1985). Este autor establecdrélacion que existe entre la induccidn
electromagnética y el incremento de la movilidad loe iones a través de la membrana,

especificamente el idn calcio.
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El calcio (C&") acttia como segundo mensajero en el funcionamientdgiinas hormonas y en
respuestas medio-ambientales. Esta implicado ademées fosforilacion de algunas proteinas,
de manera que el €apuede desempefiar un papel importante en la aidregulacién de
algunas enzimas. Su union reversible a la calmoauldi permite ejercer una importante funcion
como modulador enzimético y desempefar un papelafuental en la emisién de sefales
celulares (Azcon-Bieto y Talon, 2008). A través edas relaciones, se pudiera justificar los
efectos del tratamiento electromagnético sobre elspuesta fisiologica observada en los
embriones.

Algunos autores observaron que durante la exposiaicampos electromagnéticos de baja
frecuencia los canales y poros de las membranakeed permanecen abiertos por mas tiempo y
se produce un incremento en la absorcion de ntggeimcrementandose de esta forma el
metabolismo celular (Yanet al.,2004; Dattiloet al.,2005; Del Rekt al.,2006; Hsin-Hsiungpt

al., 2008). De esta forma, la germinacion completa gyaraduce en los embriones y el nivel de
induccion electromagnética al que se someten lssos se relacionan con el incremento de la
permeabilidad de la membrana a los nutrientes ptesesn el medio de cultivo en el que se
encuentran los embriones en el momento de la gaoidim.

Este comportamiento permite corroborar que loste$edel campo magnético sobre los iones
presentes en los medios bioldgicos inciden entlgidad de los mismos (Garcia y Arza, 2001).
Durante el proceso de germinacion, que se inicidgptoma de agua por las semillas y culmina
cuando emerge la radicula, se producen alteraciengsorales en la permeabilidad diferencial
de las membranas, con pérdidas pasivas de diferem@mbolitos de baja masa molar (azUcares,
acidos organicos, iones, aminoacidos y péptidospue indica la transformacion de los

componentes fosfolipidicos de la membrana cel8ar.produce incremento de la sintesis de

45



Tesis en opcion al grado de Doctor en Ciencias égais Resultados y Discusion

ATP, de la actividad respiratoria y de un amplinga de enzimas. Se aumenta la sintesis de
ADN vy con ello la sintesis proteica, asi como ultea @ctividad mitética (Azcdn- Bieto y Taldn,
2008).

Como se mencion6é con anterioridad, los campos releegnéticos de frecuencia
extremadamente baja, influyen en los procesos degabilidad de las membranas y sobre la
cinética de la actividad enzimatica a nivel celulaambién pueden incidir en una mayor
degradacion de sustancias organicas y en el aundenta tasa de respiracion (Rochalska y
Orzeszko-Rywka, 2005), lo cual repercute en efteiegerminacion de los embriones como
sucedio en el tratamiento de 2 mT.

Las membranas plasmaticas no poseen estructurasaalds para actuar en la percepcion de
sefiales que se producen por el campo electromegnaétidiferencia de lo que sucede con el
campo eléctrico, lo cual se ejemplifica con la pnesa de los llamados canales voltaje-
dependientes. El comportamiento se atribuye ar@gigrades anisotrépicas de los fosfolipidos
que conforman a la membrana. En un campo electmoétiag, los fosfolipidos se reorientan, lo
que provoca la deformacion de los canales y de festaa se modifica su conductividad
(Galland y Pazur, 2005), lo que presumiblementearaten los embriones con germinacion
completa.

Durante el desarrollo del embrion, una reducciéodeniveles de nitrégeno celular conlleva a
una disminucién de los niveles de proteinas y dém s observa una disminucion en el
crecimiento del embrién (Teicheet al.,2003). Probablemente los resultados que se obtuvie
para las inducciones 4 mT y 6 mT, se relacionenlaanodificacion en la conductividad de las

membranas y la reduccion de la disponibilidad deentes.
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Resultados del incremento del porcentaje de genidingpara valores pequefios de tiempo de
exposicion, también se obtuvieron por Dziwulska-eluet al. (2009) y Sujak y Dziwulska-
Hunek (2010) en semillas de amaranfon@ranthus cruentu&.), con el uso de un campo
electromagnético de 50 Hz a 30 mT durante 30 sexpudd exposicion.

Los resultados del crecimiento de las plantulas bbgfecto del tratamiento electromagnético de

60 Hz durante la etapa de germinadioritro, se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Influencia de la induccion electromagnética y e@mpo de exposicion de un campo
electromagnético de frecuencia extremadamente(6@jaiz) en la longitud del tallo, longitud de
la raiz y nimero de pares de hojas de plantulaSoffea arabicacv. Catuai amarillo durante la
fase de germinacidan vitro.

Tratamiento Longitud del Longitud de la No. Pares de hojas
Induccion Tiempo de hipocotilo (cm) radicula (cm) cotiledona_wes
electromagnétic  exposicion (promedio)

0 0 047" 0,24° 0,33°
2mT 3 min 157° 1,27° 1,73°
2mT 9 min 152° 0,87° 1,43°
4mT 3 min 0,58" 0,32° 0,40°
4mT 9 min 057° 0,26° 0,40°
6mT 3 min 057° 0,16° 0,40°

6 mT 9 min 044° 0,15° 0,20°
EE 047 0,38 0,58

Medias con letras diferentes representan diferersigmificativas (ANOVA bifactorial; Tukey;$0,05; n=20)

En el andlisis bifactorial para estos resultadosolsgervd interaccion entre los factores en
estudio. Se destaca que no se observaron difesersogmificativas entre los tiempos de
exposicion para una misma induccion electromagaéltios mayores resultados de longitud del
hipocétilo y radicula y nimero de pares de hojdBectonares se obtuvieron para el tratamiento
de 2 mT de induccién y tres minutos de exposiaion, diferencias significativas con respecto a
los demas tratamientos y el control. Para las icidnes de 4 mT y 6 mT no se obtuvieron
diferencias significativas con respecto al controhinguna de las variables que se evaluaron.

Al respecto es de destacar que la direccion dexparesion celular estd regulada por la
orientacion de microfibrillas de la celulosa en pasedes celulares. Este cambio a su vez esta
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controlado por la orientacion de los microtubulosticales (Esau, 1995) y se plantea que un
campo electromagnético variable en el tiempo indcambios en la orientacion celular y
arquitectura de los tejidos (Binhi y Savin, 200®l) parecer el campo electromagnético para 2
mT de induccion, tres minutos de exposicion proreuds orientacion transversa de los
microtubulos y por tanto se acelera la elongaciélular y con ello el crecimiento de las
plantulas en esta etapa de germinacion.

La embriogénesis inicia el crecimiento y el dedarrdel vegetal y establece la organizacién de
los meristemos que dan lugar a los 6rganos endasas adultas. Los meristemos entran en una
etapa continua de division celular, con patronge@ficos de expansion celular (Taiz y Zeiger,
2006).

Diferentes estudios demuestran el efecto que ejelceampo electromagnético en el
metabolismo de células meristeméticas, fundamestdbnsu efecto en la fase G1 del ciclo
celular; cambios en las reacciones metabdlicatensés de sefializacion celular, ciclo celular,
sintesis y transcripcion de proteinas provocanrafites respuestas biologicas en el sistema
vegetal (Pauket al, 2006). De esta forma, un campo electromagnéte®0 Hz, 2 mT de
induccion y tres minutos de exposicion probablemesdtia en la actividad meristematica
radicular y caulinar de los embriones en fase dmigacion lo que provoca el crecimiento de
los mismos, como se observo en los resultados.

De igual forma, el incremento del nimero de pareshdjas cotiledonares esta asociado al
crecimiento como resultado de las modificacionegatigicas que se produce en los érganos.
En las hojas cotiledonares se acumulan una sermustancias de reserva (proteinas, lipidos,
carbohidratos) que deberan ser movilizadas hastérlganos de crecimiento activo a través de

las rutas correspondientes, con una hidrélisis iprele las mismas, que se acompafia

48



Tesis en opcion al grado de Doctor en Ciencias égais Resultados y Discusion

fundamentalmente con una elevacién de los nivede€d" (Azcon-Bieto y Talén, 2008). El
campo electromagnético aplicado en los embrionigy@ en la movilidad de estos iones y
acelera la movilizacion de las sustancias de rasgpor tanto se produce un mayor crecimiento
en las plantulas.

Podlgny et al.(2005) y Pietruszewski (2007) informaron que losmpas magnéticos estaticos y
pulsantes de baja frecuencia (50-60 Hz) e induesiale hasta 100 mT pueden modificar el flujo
cationico a través de las membranas biologicaseyaalel metabolismo celular. De esta forma,
se desencadenan varios procesos fisiologicos ¢geevienen de forma positiva en la planta, por
lo que su crecimiento se ve favorecido por la gfiia de un campo electromagnético, lo que
coincide con los resultados obtenidos.

Este resultado coincide ademas, con los mostramtoBymget al. (2002) al estudiar el efecto de
un campo electromagnético en el establecimientotro de embriones cigoticos d& arabica

L. cv. Caturra rojo que obtuvieron la mayor estiacidn en el crecimiento de los embriones para
los tratamientos con un nivel de induccion de 2yn8Tmin de exposicion.

Similares resultados, que se relacionan con tiempeguefios de exposicion al campo
electromagnético fueron los que lograron Casatal. (1995) al estudiar el efecto del campo
electromagnético en el crecimiento de plantas despn vitro. Estos autores obtuvierosl
mayor coeficiente de multiplicacién para la inddéecide 13 mT y tiempos de exposicion de
cinco y diez minutos.

No existe un modelo para establecer la relacionmdpéntre la induccion electromagnética y el
tiempo de exposicidon. La respuesta varia en deperalde la especie en cuestion. Por ejemplo,
Martinezet al. (1999a) observaron que el tratamiento crénicoadesemillas (tratamiento con

imanes durante tiempos de exposicion relativamgratedes) a 150 mT, proporcionaron efectos
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estimulantes significativos en el vigor de las piéas provenientes de semillas @geyza sativa

L. Phirkeet al. (1996) encontraron que resulta necesario aplicareampo de exposicion de 25
minutos, para estimular la respuesta fisiologicasemillas deGlicine max(soya) tratadas a
100 mT. Amayaet al. (1996), requirieron valores de 250 mT en tratanoerdronicos, para
lograr efectos estimulantes de 3% en la germinagid8% en la longitud de las plantulas de
lenteja (ens culinari$;, mientras que para el tomate. (sculenturp se obtuvo un 8 y 5%,
respectivamente. Aladjadjiyan y Ylieva (2003) obseon que el incremento de la germinacion
en el cultivo deNicotiana tabacumvaria de forma lineal a un valor de 150 mT dwdons
primeros 30 minutos de exposicion.

Los campos electromagnéticos de 60 Hz de frecugace2 mT de induccion durante 3 min de
exposicion ejercen un efecto estimulante en el ggocde germinacién y garantizan el
crecimiento de los 6rganos que daran lugar a larduplantula, como se observd en los
resultados obtenidos en el presente estud®. emabicacv. Catuai amarillo.

4.1.1 Caracterizacion de embriones @effea arabica cv Catuai sometidos a la accion de un
campo electromagnético por microscopia fotoacustieapectroscopia infrarrojo.

Los resultados de la caracterizacion de embriongeticos sometidos a un campo
electromagnéticos de frecuencia extremadamenteabaje induccion de 2 mT durante 3 min y
embriones que no recibieron el tratamiento elecigmético, por medio de microscopia

fotoacustica se observan en la figura 1.

La escala de colores obtenida de la imagen fottaausdicé que en los embriones que
recibieron el tratamiento electromagnético se pmdua incremento del contenido de humedad

entre el 50 - 75 % en la toda region cotiledonar.eSta misma variable en los embriones
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control, se observaron solo pequefas areas coid,6#03le contenido de humedad en la region

radicular, y de 25% en la region cotiledonar.

b)

35

cotiledones’

hipocétilo

¥

Figura 1. Imagen de microscopia fotoacustica de embriongdticos deCoffea arabical.cv Catuai
amarillo (a) con tratamiento electromagnético dedencia extremadamente baja (60 Hz),
2 mT de induccién, tres minutos de exposicion. @nbriones sin tratamiento
electromagnéticoLa escala de colores muestra del negro al rojoineremento del contenido de
humedad en las semillas (%)(negro representa Oecwehd de humedad, rojo representa 100 % de
contenido de humedad). EjeyyX: dimension de la celda fotoacustica

Los resultados alcanzados, pudieran estar relaidsneon la influencia que ejercié el campo

electromagnético de frecuencia extremadamente &ajaa induccion de 2 mT durante 3 min de

exposicion, sobre el incremento en la permeabilidadas membranas en los embriones de

cafeto tratados con respecto al control. Este imer¢o en la permeabilidad de las membranas,

provoca una mayor entrada de agua y con ello im@lstcion del proceso de germinacion.

Como se plante6 con anterioridad los campos eleeigoéticos, influyen sobre la permeabilidad

de las membranas y ademas en la cinética de ladactide un amplio rango de enzimas (Reina

et al, 2001).

Durante la fase de imbibicién (cuando la semillbo sgbsorbe agua y no hay multiplicacion

celular) probablemente el campo electromagnéticoeata la absorcion de agua por el embrion,

lo que probablemente acelera su metabolismo Fimaéna hidratacion de las semillas provoca
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la hidrélisis de algunas fitohormas, iniciandosadaion hormonal que conduce a la germinacion
y que concluye con la emergencia de la radiculagymida basicamente por la elongacion
celular y una alta actividad mitética (Azcon-Bigtdalon, 2008).

Por otro lado, en la fase de crecimiento del embeid el cotiledon se sintetizan y se depositan
las proteinas, almidén y lipidos que luego sezatifpor los embriones durante su crecimiento,
aunque en los cotiledones de dicotiledoéneas naabandantes (Taiz y Zeiger, 2006). En este
estudio los resultados mostraron un aumento deten@o de humedad asociado con el
incremento del metabolismo en los cotiledones detobriones tratados.

En las células del embrién se considera la exigtate una baja actividad del transporte activo
de sustancias (incluyendo los iones), a travésadedmbrana, por lo que existe un equilibrio
entre las fuerzas que provocan el flujo de poriesldie carga (iones o biomoléculas cargadas),
hacia y desde la célula (Sveinsddir al., 2009). Este equilibrio se basa en la igualdad del
gradiente de concentracion y el gradiente provogemtoel campo eléctrico de la biomembrana
(Coro, 1996). La presencia de un campo electrontegnéxterno modifica las concentraciones
de particulas cargadas dentro y fuera de las sglalaconducir iones desde uno hacia otro lado
de las membranas utilizando la fuerza de Lorentzdi@ y Arza, 2001).

Existen ademas, investigaciones sobre el efectolode campos electromagnéticos con
significativo incremento en la germinacion de lamilas y en la actividad de la formacion de
las proteinas (Paet al.,2006), que se corroboran con los resultados anfasestos.

Los resultados mostrados en la imagen fotoaciddambriones de cafeto, pueden relacionarse
con los resultados obtenidos del andlisis realizamfcespectroscopia infrarroja (IR) en la figura

2, que sin ser concluyentes, permitieron identifinarementos de algunos componentes en las
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muestras tratadas con un campo electromagnétic®@0ddz en comparacion con las que no

fueron sometidas al tratamiento electromagnético.
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Figura 2. Espectro Infrarrojo de embriones cigéticos@laffea arabical. cv Catuai amarillo bajo un
campo electromagnético de 60 Hz, 2 mT de induccites minutos de exposicién y
embriones que no reciben el tratamiento electrogtagnEl eje X muestra la longitud de onda
(nm) y en el eje Y la derivada primera de la absodia.

En la figura 2 se observa la interpretacién de roupicos sensibles, que varian para los
embriones tratados con respecto al control. Dighass corresponden a NQL 500 nm); enlace
doble conjugado C=C (1 600 nm) y aldehidos (2 8aQ n

En los resultados alcanzados en las muestras gibgeren el tratamiento de 2 mT de induccion
electromagnética y tiempo de exposicion tres m#upsobablemente se relacione con mayor
actividad metabdlica asociada a la formacion de pumstos estructurales. Una vez que se
conoce que para la activacidon de los procesos dmirggcion los doble enlaces carbono-
carbono, forman parte del anillo purinico de basgegenadas que participa en la biosintesis de
los nucledtidos, que son precursores directos B & ARN (Taiz y Zeiger, 2006).

Ademaés, la presencia del pico nitrito también pudiestar relacionada con que este iOn es

reducido por la nitrito reductasa a ibn amoniojvelnde plastidios. Finalmente la forma amida
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se incorpora a la glutamina, hasta convertirse tews aminoacidos que dan lugar también a
proteinas y acidos nucléicos (Taiz y Zeiger, 2006).

Los embriones vegetales son morfolégicamente sspeo molecularmente complejos. En los
mismos se encuentran alrededor de 20 000 moléddadRN. Este numero es similar al
encontrado en 6érganos mas complejos como hojagsrdiores y anteras; donde los ARN son
especificos de un estadio determinado y constituyea modesta fraccion del total,
representando, sin embargo, a un gran numero @s @Bicca y Cardone, 2004). La informacion
brindada por los espectros de la figura 2, pernatatsiderar la presencia de estas reacciones del
metabolismo nucleotidico en los embriones de caté@dedos, en correspondencia con la
conocida la influencia que ejerce el campo elecagmatico sobre biosistemas y bioestruturas,
con una moderada alteracion en las tasas de piiodwte ADN, ARN, y transcriptos de ARNm,
ARNt y ARNr (Volpe, 2003).

Racuciu et al. (2007), en semillas d&€ea maystratadas con campos electromagnéticos de
frecuencia extremadamente baja (50 Hz) e inducsi@mére 1-10 mT, demostraron un efecto
estimulante en los niveles de acidos nucléicos. aatres encontraron que estos efectos
ocurrieron por reacciones de regeneracion en losepps metabodlicos de las plantas contra
posibles calentamientos del tejido vegetal producidor la energia de los campos
electromagnéticos. Dicha energia absorbida por-partéculas magnéticas internalizadas en el
tejido vegetal.

De esta forma se demuestra el efecto positivo deckimpos electromagnéticos de baja
frecuencia para una induccion de 2 mT durante ririesitos de exposicion en el proceso de
germinacion de embriones cigéticos de cafeto, adocton el aumento de la permeabilidad de

las membranas.
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4.2. Efecto de niveles de induccion y tiempo de egfiwsia un campo electromagnético de
60 Hz durante el crecimiento in vitro y aclimatizacde plantulas de cafeto.

En la tabla 5 se observan los valores de longigldadlo, longitud de la raiz y nimero de pares
de hojas de las plantulas @effea arabicacv. Catuai amarillo, en la fase de crecimieantuitro.

Tabla 5. Influencia de la induccién electromagnética y alnipo de exposicion de un campo
electromagnético de frecuencia extremadamente(6@j&lz) en la longitud del tallo, longitud
de laraiz y numero de pares de hojas de plardel@sffea arabicacv. Catuai amarillo durante
la fase de crecimienia vitro.

Tratamiento Longitud del tallo Longitud de laraiz No. Pares de hojas
Induccion Tiempo de (cm) (cm) (promedio)
magnética exposicion

0 0 2,43° 2,64° 2,4°¢
2mT 3 mir 4,56° 4,50° 4,47°
2mT 9 mir 4,24° 4,12° 4,0¢°
4mT 3 min 3,42° 3,15° 3,21°
4mT 9 mir 3,21° 2,61° 2,87°
6mT 3 mir 3,38° 2,6¢° 2,75°
6 mT 9 min 2,50° 263° 2,05°¢

EE 1,2 0,53 0,85

Medias con letras diferentes representan difersrsigmificativas (ANOVA bifactorial; Tukey;$0,05; n=20)

En el analisis bifactorial (induccion y tiempo depesicion) para estos resultados se obtuvo
interaccion entre los factores. Sin embargo, natiexon diferencias significativas entre los
tiempos de exposicion para una misma induccionemecpara la induccion de 6 mT. Los
mayores resultados se obtuvieron en los tratangentm la mas baja induccion (2 mT),
independientemente del tiempo de exposicion, cteraticias significativas con respecto a los
demas tratamientos, como se muestran en la tabla 5.

En la fase de crecimiento, el tratamiento de mémuccion electromagnética y menor tiempo
de exposicion presenté la mayor longitud promeeidallo, de la raiz principal y del nimero de
pares de hojas, con diferencias significativasrespecto a los demas tratamientos.

Los resultados obtenidos sugieren que el meristgamtical incrementd su actividad
meristematica bajo la accion de un campo electroétagp. Ademas aceleré el proceso de
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division celular que probablemente produjo unaatién de la permeabilidad de las membranas
celulares, con un incremento de la turgencia celalgue facilita los mecanismos de transporte
de nutrientes del medio de cultivo hacia la plama. esta forma contribuye a un mayor

crecimiento de las raices y de la plantula en demeneral.

Es conocido que los iones participan directamentia alivision celular y en el crecimiento de
las plantas. El calcio, considerado un mensajetradelular controla el transporte de célula a
célula, abriendo o cerrando los plasmodesmos, gs dtmes como el potasio y el cloro que
participan en la regulacion de la bomba sodio-potasnivel de membrana citoplasmética
(Pimentel, 1998). Se plantea que la aplicacion nlecampo electromagnético de frecuencia
extremadamente baja puede incrementar la movildldones especificos cerca de lugares
receptores y/o a través de los canales ionicoasienembranas celulares, sobre todo de iones
calcio o agregados formados por racimos de ionesl eitoplasma (Karnaukhov, 1994). Este
aumento de la entrada de los iones del medio die@al interior de la célula, por la accién del
campo electromagnético de 2 mT de induccién, pravoar tanto mayor crecimiento de las
plantulas como se muestra en los resultados.

Experimentos realizados por Barnes (1996) perrotiecomprobar que en el caso del
crecimiento de las raices de cebadar(leum vulgard..) se producen micro corrientes por iones
H* que producen cambios sensitivos en la absorciéotrds iones como: NaK*, C&" y CI,

que influyen en el crecimiento de las raices ysest&ro corrientes se incrementan bajo la
accion de los campos electromagnéticos. Lucchesial. (1992) observaron mayor crecimiento
en el apice radical para plantas Beunus cerasiferacultivadasin vitro y estimuladas con
campos electromagnéticos pulsantes. Nagathba. (1995)indicaron un aumento en la longitud

de los brotes y raices, por la aplicacién de unpcamagnético oscilante de 1 - 4 mT en plantas
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de Brassicaspp. De igual forma, Fungt al. (2002) observaron un efecto estimulante en el
crecimiento acelerado de raices y con ello unaca@dn del tiempo en la regeneracion, al tratar
con un campo electromagnético embriones cigotieosadeto Coffea ardbical.) cv. Caturra
rojo.

Por otro lado, se evidencié que las plantas, alragadas con campos electromagnéticos, logran
acelerar su crecimiento (Rajende& al., 2005; Yaycily y Alikamanoglu, 2005; Vashisth y
Nagarajan, 2008); por tanto es de esperarse caeekse el crecimiento de las hojas y el tamafio

de las mismas.

Los resultados mostraron un incremento en el ndrdergares de hojas en las plantas que
recibieron un tratamiento electromagnético de 2 mdlependientemente del tiempo de

exposicion, probablemente asociado a la mayor eldsode nutrientes a través de la raiz.

En estudios realizados por Ferrer (2000), sobrefegdto del campo magnético de frecuencias
entre 20 - 60 Hz e induccién de 2 mT en la micrppgacion del cafeto, obtuvo para el cultivar
Caturra rojo entre 2,5 - 3,3 pares de hojas ertgganvitro después de ocho semanas de cultivo.
En los resultados de esta experimentacion lasydé#ntle cafeto alcanzaron mas de cuatro pares
de hojas.

Las hojas son 6rganos de vital importancia parplEastas. El desarrollo del nimero de pares de
hojas es determinante en las plantulas obtemidaso para pasar de la fagevitro a la fase de
aclimatizacion, pues en ellas ocurren los procdso®tosintesis y transpiracion (Pospisileta

al., 2007).

Se describe en la literatura que el cultivar Catraarillo, es de porte bajo y uno de lo mas

productivos. Se utiliza tanto para la produccionior@al, como café especial cuando se cultiva por
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encima de los 400 m sobre el nivel del mar. Segtwsecriterios, para la produccion de posturas en
los cafés especiales, el primer par de hojas sezdca los 130 dias del cultivo (Dietzal., 2013).

Los resultados obtenidos mostraron que para @ntiahto de 2 mT de induccion, tres minutos de
exposicion, a los 3 meses (90 dias), se alcansaméjores resultados para la fase de crecimianto
vitro. Se lograron plantulas con un promedio de 4,4&spde hojas, lo que constituye un elemento

significativo en la calidad de las plantas y ebvale esta investigacion.

En la tabla 6 se observan los valores de porcedéageipervivencia, longitud del tallo, longitudlde
raiz y numero de pares de hojas en plantuladarabica cv Catuai amarillo en la fase de
aclimatizacion.

Tabla 6. Influencia de un campo electromagnético de fredaeagtremadamente baja (60 Hz) en la

longitud del tallo, longitud de la raiz y nimeropgiges de hojas de plantulasGleffea arabica
cv. Catuai amarillo después de ocho semanas deatidacion.

Tratamientos Porcentaje de Longitud  Longitud de NUmero de
Induccion Tiempo de  supervivencia del tallo laraiz(cm) pares de hojas
magnética exposicion (%) (cm) (promedio)

0 0 88" 3,74° 6,49° 4,85°

2mT 3 mir 96° 5,47° 8,22° 6,72°
EE 5,04 2,07 1,8€ 1,8E

Medias con letras diferentes representan difersrgignificativas. Comparacion de medias (t- Studpat0,05;
n=20)

Luego de ocho semanas de adaptacion con el efeata dampo electromagnético de 2 mT de
induccion y 3 min de exposicion, se obtuvieron xedopromedios de 6,72 pares de hojas,

incremento en a longitud del tallo, la raiz y potege de supervivencia.

En el caso especifico de los individuos evaluadoseleproceso de aclimatizacion, no se
existieron plantulas fuera de tipo. Es decir nopsesentaron hojas etioladas y raiz principal

torcida, segun los criterios establecidos por Areilal. (2001).
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En el andlisis del porcentaje de supervivenciaageplantulas que recibieron el tratamiento
electromagnético (2 mT, 3 min), se obtuvo diferasd@ignificativas con respecto al control. Se
observo un incremento de la calidad de las plastuédadas que se reflejo fundamentalmente en

el crecimiento de la zona radical y el nUmero depde hojas.

En el proceso de aclimatizacion se produce un aarsignificativo en el desarrollo morfo-
anatomico de las plantulas, si se tiene en cuarggumpvienen de condiciones controladas en el
laboratorio (alta humedad relativa e iluminaciénjgperan adaptarse a las nuevas condiciones
del lugar donde continuaran su ciclo de vida (Polgpi et al., 2007), por lo que el porcentaje
de supervivencia en el momento de la transicioal @momentadn vitro - ex vitrojuega un papel

fundamental.

En los resultados obtenidos, el tratamiento elewgnético, ademas de incrementar el
porcentaje de supervivencia, también incrementorigitud del tallo y la raiz, lo que indico el
efecto promotor de este efecto fisico en el cremitoi de las plantulas de cafeto que logradas

partir de embriones cigéticos.

Los efectos promotores de los campos electromagseétsobre la elongacion del tejido
vegetativo se observd en muchas especies y seeplgur varios autores (Rochalska y
Orzeszko-Rywka, 2005; De Souzt al.,, 2006; Cakmaket al., 2010), que inducen el

alargamiento celular.

El resultado que se obtuvo en el incremento delemdrde pares de hojas pudiera relacionarse
con un aumento significativo en el indice mitotien la zona caulinar, donde ademas se

desarrollan los primordios foliares. Diferentesudgis demuestran el efecto que ejerce el campo
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electromagnético en el ciclo celular de célulasistematicas, acelerando la division celular

(Paulet al, 2006), como se menciond anteriormente.

Los resultados coinciden ademas, con los de otubsres que sefialan que los campos
electromagnéticos en diferentes especies vegetaaen un efecto positivo en la velocidad de
regeneracion, la masa fresca de los brotes, elnoideepares de hojas, la longitud del tallo y de
la raiz en comparacion con plantas que no recibdetralamiento magnético (Yaycili y
Alikamanoglu, 2007; Alikamanoglu y Send, 2011).

Se debe sefalar que el crecimiento rizogénico juegpapel fundamental en las plantas de
cafeto para garantizar la aclimatizacion de égtass se incrementa la absorcidn de nutrientes a
través del mejoramiento del desarrollo radical y pemueve mediante este 6rgano la
disponibilidad de estos y con ello crecimiento aelanta. En estudios de Arcigd al. (2001)
con el uso de tratamientos electromagnéticos, sg@bod que existe una tasa mejorada de
absorcion de minerales y de agua, lo que justiitafavorable empleo de un campo
electromagnético de 2 mT durante tres minutos patianular el crecimiento vegetal en este

estudio.

Lucchesiniet al. (1992) y Rajendraet al. (2005) observaron ademas del incremento de la
division celular y el crecimiento radical de pldagiobtenidas a partir de semillas\deia faba
expuestas a 100 uT de campo electromagnético. D&l imanera, Racuciet al. (2006)
informaron que la altura de plantas de mZga(may4..) experimentd un comportamiento lineal
respecto a la induccién magnética en un intervalb@300 mT. Asi mismo Alikamanogét al.
(2007) mostraron el aumento en el nimero de haggdahtulas d€aulownia tomentosBaill,

sometidas a tratamiento crénico a 2,9 - 4,8 mTrdaraproximadamente un mes.
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Todo lo anterior corrobora los resultados obtenidasa el caso d€. arabica cv.Catuali
amarillo, donde se estimuldé el crecimiento de ua& mivotante en sentido vertical; se
incremento la longitud del tallo y el nUmero degsade hojas, cuando se aplicé el tratamiento
electromagnético (2 mT, 3 minutos de exposiciénpease de aclimatizacion.

4.2.1- Caracterizacion de la anatomia foliar derglflas de cafeto obtenidas bajo la accion de
un campo electromagnético de 60 Hz.

Los valores del indice estomético, el area y latape estomaticas de las plantulas tratadas y
control, en las fases de crecimieirtvitro y aclimatizacion, se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Influencia de un campo electromagnético de fredaeagtremadamente baja (60 Hz) en el
indice estomatico, area estomatica y area de luspestomatica de plantulas @effea arabica
cv. Catuai amarillo después de 8 semanas de aidangin.

Fase de cultivi Tratamiento indice Area Area de la
estomatico  estomatica apertura
Induccion Tiempp_gle estomatica
exposicion
Crecimientain vitro 0 0 2,1° 1,68 0,1&"
2mT 3 mir 3,E° 1,50™¢ 0,11"¢
EE 0,z 0,17 0,0:
Aclimatizacior 0 0 13,60° 3,05° 1,3¢°
2mT 3 min 18,5¢° 6,70° 1,11°
EE 2,34 2,0¢ 0,9¢

Medias con letras diferentes representan diferersigmificativas; n.s: diferencias no significaiv@omparacion de
medias (test Studentg®,05; n=20).

Como se observa, en la fase de crecimientatro, sélo se presentaron diferencias significativas
en las plantulas tratadas con respecto al contach gl indice estomatico. En la fase de
aclimatizacion, para las variables indice estorn@icarea estomatica, los mayores valores se
obtuvieron para las plantulas tratadas con diféasnsignificativas con respecto al control,
mientras que en el caso del area de la apertucanétta los valores fueron menores con

diferencias significativas con respecto al control.
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Segun Esau (1995), el nUmero de estomas variadesablemente de una especie a otra y por
unidad de area incluso en la misma especie, degragalide la localizacion de la hoja y de las
condiciones ambientales. Los resultados obteniddaseplantulas tratadas se relacionan con lo
anteriormente descrito.

Estos resultados corroboran el papel de los caraj@asromagnéticos en el funcionamiento y
desarrollo estructural de los diferentes 6rganodadplanta. Aunque la formacion de estas
estructuras estd predeterminada genéticamente ,(E$8@5) al actuar los campos
electromagnéticos sobre el metabolismo de las ip@axey acidos nucléicos, pudiera ocurrir un
aumento en la formacion estructural en las planéadas con respecto al control.

Los estomas, son estructuras epidérmicas foligpes,tienen su origen a partir del cambium
primario del tejido epidérmico. Presentan ostioloélulas oclusivas con una alta funcionalidad
incluso en el periodo de senescencia de la hojaafe&terizan fundamentalmente por presentar
la pared celular, hacia el interior del ostiolo,ymangrosada y hacia la parte mas externa mas
elastica que le permite al estoma en dependendaptesion de turgencia celular abrir o cerrar.
Estas paredes se encuentran formadas por celgloksa¢aridos formados por unidades de D-
glucosa). Las microfibrillas se disponen en senkishgitudinal, en forma de que la pared hacia
el interior es menos elastica y se encuentra mgosada que la pared externa. El ostiolo esta
ocluido por ceras que contribuyen a aumentar lateggia difusiva. No poseen conexién con el
resto de las células epidérmicas a través de Bmmudesmos y en las células guardianes se
pueden observar cloroplastos, lo que permite dakarsu propio metabolismo (Azcon-Bieto y
Tal6n, 2008).

Probablemente el nimero de estomas por célulagrepiths se incrementd por el efecto del

campo electromagnético (2 mT, 3 min) en la perntiglaoi de la membrana, que provoca un
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aumento del intercambio i6nico, con una mayor eatrde nutrientes a la célula y con ello el
crecimiento foliar, como se menciond anteriormente.

También, al estudiar el area de la apertura estomdte obtuvieron diferencias significativas
entre los tratamientos, donde los valores mas hzgos esta variable se alcanzaron para las
plantulas tratadas en la fase de aclimatizacidbnapertura, cierre y cambio del tamafio del
estoma estd ocasionado por cambios en la formasdedlulas guardianes, de modo que un
incremento en la turgencia de estas células provpea el estomas se abra y ante una
disminucion se cierre, ya que el proceso de apenjucierre estd regulado por la actividad
metabdlica en las células guardianes

A pesar de existir para las plantulas tratadas alomnimero de estomas, se obtuvieron los
valores mas bajos de apertura estomética, que @stdo dado segun Galland y Pazur, (2005)
porque los campos electromagnéticos interactlarecpfasmalema. Esto ocurre de manera tal
qgue muestran efectos a corto plazo sobre el patetheimembrana en reposo y la acidificacion
del medio, teniendo en cuenta que la bomba de q@stdel plasmalema entrega la fuerza
motora por el fuerte flujo de iones que requieradartura estomética. La pérdida de agua por la
planta en forma de vapor que se produce en el goate transpiracion a traves de los estomas se
reduce por las razones antes expuestas. Ademéaxrgpdavorecer una mejor adaptacion de las
plantas de cafeto con la aplicacion del campo eectgnético durante la aclimatizacién y se
corrobora una vez mas la accion positiva de esigcefisico, que se atribuye a que los mismos
influyen sobre la estabilidad de la membrana.

En los cortes longitudinales y transversales queeakzaron en las hojas de cafeto, durante las
fases de crecimienta vitro y aclimatizacion, se corrobor6 el mejor desarrath@tomico en las

plantulas tratadas con respecto al control.
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Al comparar la anatomia de las hojas de Coffea arabica cv. Catuai entre las plantas que recibieron
el tratamiento electromagnético y el control durante la fase de crecimiento in vitro, se observo el
parénquima mas compactado con abundante granulos de almidén o amiloplastos (Po) y tubos
xilematicos (X) con paredes mas gruesas (Fig. 3A y 3B), lo que evidencia el papel beneficioso de

los campos electromagnéticos en el desarrollo estructural de la planta.

Figura 3. Imagenes de Microscopia Electronica de Barrido de hojas de Coffea arabica cv. Catuai amarillo
en fase de crecimiento in vitro. A la izquierda: A, C (control) y a la derecha: B, D (tratadas con un
campo electromagnético de 60 Hz, 2 mT de induccion y tres minutos de exposicion). S-estoma, X-
vasos del xilema, Po-amiloplastos.

En el caso de los estomas (S) (Fig. 3C y 3D) se observo un encrestamiento en las células oclusivas
de los mismos. Este resultado probablemente esta relacionado con aumento en el espesor de la capa
de la cuticula en las plantas tratadas con respecto al control, asociado ademas a la elevacion del

metabolismo antes mencionado.
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Los cambios anatdmicos observados en las plantasegiben el tratamiento electromagnético
pudieron favorecer los procesos fotosintéticosya g incrementd la apariciéon de amiloplastos
en el tejido parenquimatoso. Pierik (1990) inforqu@e una planta generadavitro, tiene una
cuticula escasamente desarrollada debido a lhatedad relativa dentro del envase de cultivo.
Ademas hay mayor transpiracion y las hojas sorsiiotéticamente poco activas. Sin embargo,
los resultados obtenidos en las plantas de catetaeribieron el tratamiento electromagnético
mostraron abundantes amiloplastos en la regiopatéhquima. Este manejo resulto favorable y
pudiera constituir un valioso aspecto a considendos programas de propagacion acelerada del

cafeto.

En la figura 4 se muestran los resultados de lag@mes de microscopia electrénica de barrido
de hojas deCoffea arabicacv. Catuai amarillo de plantulas obtenidasvitro luego de ocho
semanas en fase de aclimatizacion.

En el caso de las hojas de plantulas de cafetcassm de aclimatizacion, no se observaron
diferencias con respecto al control en el desard®l tejido parenquimatoso, pero es apreciable
el aumento en el grosor de los vasos xilematicims @A y 4B). En el grupo tratado con campo
electromagnético también se observd un engrosam@ntas paredes internas de los estomas,
con respecto al control (Fig. 4 C y D).

Estos resultados sugieren que los menores valbtesidos en el rea de la apertura estomatica
(Tabla 7), se relacionen ademas con el incremeigcsg produce en el grosor de las paredes de

los estomas.
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Figura 4. Imagenes de Microscopia Electronica de Barrido de hojas de Coffea arabica cv. Catuai amarillo
en fase de aclimatizacion. A laizquierda: A, C (control) y a la derecha: B, D (tratada con un campo
electromagnético de 60 Hz, 2 mT de induccién y tres minutos de exposicion). Sestoma, X-vasos del
xilema, Po-amiloplastos.

El desarrollo de los vasos xilematicos que se produjo en las plantulas que recibieron el tratamiento
electromagnético también se asocia a un incremento general del metabolismo que pudiera provocar

mayor la lignificacion de estos vasos.

En sentido general en el estudio de microscopia de barrido que se realizo a las hojas de las plantulas
de los dos grupos experimentales, en ambas fases no hubo deformaciones estructurales. Las células
epidérmicas resultaron ser poligonales alargadas, predominantemente hexagonales; y los estomas se
presentaron aislados pero anatdmicamente normales.

En este estudio, el desarrollo favorable de las plantulas de cafeto que recibieron el tratamiento
electromagnético durante la fase de aclimatizacion, se traduce en que existe un mayor niimero de
estomas por superficie foliar con menor area de la apertura estomatica. De esta forma
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desempefiaran un papel méas activo en la regulaeiGntdrcambio gaseoso y del estado hidrico
de las plantas, con un mejor aprovechamiento ded ggestardn mejores condiciones para pasar
a la etapa de vivero.

4.2.2- Determinacion de la fotosintesis neta, transpiracip concentracion de pigmentos
fotosintéticos de las plantulas de cafeto obteniage la accion de un campo electromagnético
de 60 Hz.

Los valores obtenidos de fotosintesis neta de ylEstdeC. arabicacv. Catuai amarillo en las
fase de crecimientdn vitro y aclimatizacién,de las plantulas tratadas con un campo
electromagnético de induccion 2 mT y tres minu®&xposicion y el grupo contrptesentaron

diferencias significativas, como se observa eiglaré 5.
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Figura 5. Efecto de un campo electromagnético de frecuezxdi@madamente baja (60 Hz), 2 mT de
induccién y tres minutos de exposicion sobre la tds fotosintesis neta en plantutas
arabica cv. Catuai amarillo. a) fase de crecimiento vitro; b) fase de aclimatizacion.
Comparacion de medias (t-Student,(05; n=50).

Al evaluar la tasa de fotosintesis neta para lassfale crecimientin vitro (Figura 5a) y

aclimatizacion (Figura 5b), los valores de fotossig neta fueron superiores (85,4% y 117,9%
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respectivamente) en las plantas que recibieroratdniento electromagnético con diferencias

significativas respecto al control.

El incremento de la actividad fotosintética en pdéntulas tratadas en ambas fases pudiera
asociarse al desarrollo de los fotosistemas qutcipan en la absorcion de la luz y a la
interaccion con el campo electromagnético. Prolbadte este por su componente eléctrico,
produce un cambio conformacional en el grupo hiemoe hemo™, cofactor de unién de las
proteinas del FS Il, que se ubica en los citocroyrexs altera la transferencia de electrones desde
las plastoquinonas hacia el complejo citocromoo psidiera asociarse con un incremento de la
transferencia electrénica y con ella una elevaaénlos niveles de fotosintesis neta en las

plantulas tratadas.

Los iones paramétricos que se entrelazan a lazipast bajo la accion de un campo
electromagnético pueden tener cambios rotaciomglegproducen un cambio en las proteinas en
las que se encuentran enlazados (Polk y Postov) 2@Xon que justifica los resultados antes
expuestos. El cambio conformacional en las prosedteh FS Il conlleva a una mayor absorcion
de energia y/o incremento de la transferencia e&rehes de un centro captador de energia a

otro, aumentando asi los niveles de fotosintes&s ne

Las fuerzas aplicadas por un campo eléctrico peruma velocidad mayor para particulas
cargadas positiva y negativamente (Barnes, 199%Jurs plantean Nossat al. (1993), los
campos magnéticos alternos (50 Hz) influyen enctavidad redox de la citocromo oxidasa,
una vez que se conoce que los citocromos, son asziiansportadoras de electrones que tienen
ferroporfirina como grupo prostético. Estas molésulaceptan y liberan alternativamente

electrones, que pasan a otro citocromo en una aadenreacciones quimicas la llamada
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transferencia de electrones, que funciona conddi@n de energia, a través de los mecanismos
de las cromoproteinas LHC Il (Collados, 2006). D¢aeforma las plantas que reciben el
tratamiento electromagnético logran compensar lesles de concentracion de gbtener
maximos fotosintéticos y con ello un incrementdaditosintesis neta.

En este sentido, algunos autores plantearon quansferencia de energia de excitacion que se
produce del FS Il al FS | constituye probablemeshterimer mecanismo de fotoaclimatizacion
de las plantas, evitando el dafio oxidativo indugubo el exceso de absorcidn de energia
luminosa del FS | (Hong y Xu, 1999; Collados, 20@)n estas caracteristicas las plantulas que
recibieron el tratamiento electromagnético pudieadaptarse mas facilmente a las condiciones
de campo.

La fotosintesis neta en plantulas@earabustacultivadasin vitro en condiciones mixotroficas,
se incrementd con el aumento de la concentracid@@ey la intensidad luminosa (Nguye

al., 1999). La elevada capacidad fotosintética demastpad los resultados de esta investigacion

coincide con los mayores niveles de fotosintediestedio antes mencionado.

El cafeto considerado facultativo de sombra poseefatosintesis neta baja (Arcéaal, 2001).

Sin embargo, en varios estudios se encontro quadas de fotosintesis neta varian en el rango
de 0,44 - 5,54 pmol COM?s* (Nutman, 1937; Nunest al, 1968; Sondhal, 1976; Yamaguchi y
Friend, 1979; Friend, 1984; Isaat al., 2010). Plantas adultas registraron tasas supsraege
fotosintesis neta (11,gmol CO,-m?s! a 25°C) para tres genotipos de cafeto (Mosquera-

Sanchezt al,2005).

Los resultados obtenidos corroboran la capacidadiftética de las plantulas Ge arabicacv.
Catuai amarillo, una vez que los valores que al@doz estan en el rango de los que se plantean

por diferentes autores.
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De igual forma, logstudios de transpiran revelaron que para todas las etapas, en las @&
gue recibieron el tratamienelectranagnético se produjo una disminuc de la transpiracion

con respecto al contratomo se muestra en la figur:
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Figura 6. Efecto de un campelectromagnético de frecuencia extremadamente(60 Hz), 2 mT de
induccién y tres minutos de exposicion sobre lagpaacion en plantulaC. arabicacv.
Catuaiamarillc. a) fase de crecimienia vitro; b) fase de aclimatizaci. Comparacion de
medias (tStudent; < 0,05; n=50).

Estos resultados pudieran estar relacionaon el cierre estomatico que se obs en las fases

de crecimientan vitro y aclimatizacion. El cierre estomatjcsirve como una barrera efect

para evitar la pérdida de agy las protege de la desecacidmig y Zeiger, 20C; Azcon-Bieto y

Tal6n, 2008;).

Las plantas deben obtener , para mantener la fotosintesisaytravés de los estomas lleva

cabo el intercambio mas importante d,O y CQO,. De esta forma la apertuestomética juega

un papel cru@l no solo en la transpiracisino también en el proceso de fotosin.
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Los cambios en la resistencia estoméatica son impi@$ en la regulacion de la pérdida de agua
por la planta y para el control de la tasa de @l&orbido, necesario para la fijacion sostenida de
CO, durante la fotosintesis. El uso eficiente del agual estado hidrico del tejido vegetal
potencialmente incrementan el crecimiento y el irarehto bioldgico de las plantas. Este
aumento en el uso eficiente del agua es resultadaptovechamiento de las concentraciones de
CO; en el proceso de fotosintesis y resulta en ocesioras importante que la elevacion de los
niveles de fotosintesis neta (Azcon-Bieto y Tal0()8).

Merece destacar que la mayor actividad fotosirgételacionada con la disminucion de la
transpiracion producida en las plantulas de cafatadas durante el crecimienitovitro, resulta
favorable para la transicion a la fase de acliraatén.

En la tabla 8, se muestran los resultados del fiserde del agua de la fotosintesis, en las
plantas tratadas con un campo electromagnético Gdéd6 y el control, en las fases de
crecimientan vitro y aclimatizacion.

Tabla 8. Influencia de un campo electromagnético de freciaeextremadamente baja (60 Hz) en el uso
eficiente del agua de la fotosintesis en plantd&Soffea arabicacv. Catuai amarillo en las
fases de crecimienia vitro y aclimatizacion.

Fase de Crecimientan vitro Fase de Aclimatizacion

Valores Control 2mT x3min Control 2mT x 3 min
Fotosintesis neta [unm CO,-ms”] 5,54 1027 5,63 1227
TranspiracionmmolH,0 m?s™] 0,341 0,131 0,28¢ 0,201
Uso eficiente del agua la 16,29 7839 1948 6104

fotosintesis

Los resultados muestran que en las plantas queieem el tratamiento electromagnético, hay
una mayor asimilacion de GQpor molécula de agua, para ambas fases en coripadn las

plantulas control. La eficiencia en el uso del agsauna medida de la eficacia de los estomas
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para maximizar la fwsintesis, reducien al mismo tiempo la pérdida de a¢ De esta forma,
las plantulas que recibieron eltamiento electromagnético logra maximizar el crecimiento
teniendo en cuenta la cantidad de agua dispo

En el caso de la fase de aclimatiion, estos valores sanenores debido a que en esta fas
humedad relativa es menor en comparacion con laegiste en el interior del frasco, en
plantas que creceim vitro. Azcon-Bieto y Talén, (2008%efialan que una disminucion de
humedad rel@va elevara la tinspiracién sin un incremento simultaneo de la fotesi:, lo cual
conduce a una disminucion en la eficiencia traaspiia

De igual forma, para el desarrollo de la fotosistess importante la presencialos pigmentos
fotosintéticosgue incrementan su concentracion con la acciotralaimiento electromagneétic

como se obseaven la figura.
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Figura 7: Influenciade los campos electromagnéticos de frecuencianeattamente baja (60 Hz) 2 r
de induccion ytres minutos de exposicion solae la concentracion de pigmentos clorofili
de plantulasC. arabice cv. Catuai amarillo. a) fase derecimientoin vitro; b) fase de
Aclimatizacion.Comparacion de medias (t-Student;05; n=20
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Las mayores concentraciones de clorofdasb se obtuvieron para las plantulas que recibieron

el tratamiento electromagnético en las dos fasesiltigo que se analizaron.

Las clorofilas, son moléculas croméforas sensilijes, se unen a las proteinas fotosintéticas y
forman un complejo pigmento-proteina. Habitualmesgeasocian de forma no covalente a los
polipéptidos constitutivos de las antenas de ltssfstemas. Se caracterizan por un anillo tipo
porfirina con un cation metalico de magnesio ligadl@anillo, con enlaces conjugados que le

confieren la capacidad de absorber la luz visiBiE¢n-Bieto y Talon, 2008).

El incremento en la concentracién de pigmentosofilaos en las plantulas que recibieron el
efecto del campo electromagnético de 2 mT de indocdurante tres minutos de exposicion,
pudiera relacionarse con la influencia que tieneaghmiento sobre el ibn metélico del complejo
proteina clorofila. Este incremento produce un aumee la eficiencia fotosintética en el caso
de las plantas que recibieron el tratamiento elew@gnético en las fases de crecimiantuitro

y aclimatizacidbn como se mencioné anteriormente.

Ferrer (2000) en estudios sobre el efecto del campo electromiagnén la multiplicaciénn
vitro de cafeto, obtuvo resultados similares donde laacentraciones de pigmentos
fotosintéticos fueron superiores al control en bogtes tratados magnéticamerigaacet al.
(2007) encontraron que el tratamiento prolongadarde nueve minutos a una induccion de 2
mT en plantulas de cafeto (cv. Isla 5-15) provaodrémentos en el contenido de clorofila

desde 6,27 - 8,8i7g- L™ y en el contenido de clorofilade 2,37 - 4,21g- L.

Los resultados son similares ademas, con los irddos por Ursachet al. (2009), quienes
lograron incrementos en la relacion de la conceidtnade clorofilasa y b en plantulas de maiz

sometidas a la accion de un campo electromagrdgiémT de induccidn electromagnética.
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Por otro &do, la relacion de clorofilea/b se conoce como un indicador indirecto de la aciy
energética de los sistemas colectores de luz (L}, que eda primera etapa de la conversion de
la energia solar en emgga quimic. (Azcon-Bieto y Talon, 2008).

Losresultados relacionadcon la relacion clorofila &8/semuestran en la figura
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Figura 8. Influenciade un campo electromagnético decuencia extremadamente be60 Hz) 2 mT de
induccién durante tres minutos de exposicién sila relacién de clorofilaa/b en plantulas
Coffea arabici cv. Catuai amarilo. a) fase de Crecimiemitro; b) fase de Aclimatizacion.
Comparacion de medii(t-Student; g 0,05; n=20).

Los resultados muestran mayor variacde la relaciéon clorofila/b en las plantulas de cafeto
gue recibierorel tratamiento electromagnético durante la fasacdimatizacion, mientras que

la fase desrecimiento no se obtieron diferencias significativas.

Es importanteener en cuenta la relac que se establece entre estos resultados y lose
obtuvieronde fotosintesis neta. el caso de las plantas en fase de aclimatizacion as
valores de relacion clorofila/b, al igual que la fotosintesis neta, fueron supesi@n las plante
tratadas (2 mT, 3 mirjon respecto al control. Las planis en fase dcrecimientoin vitro no
mostraron diferencias significativ lo que sugiere una sensibilidad electromagn de la

eficiencia fotosintética en dependencia del deBarfisiologico de las plants
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Estos resultados son similares a los de Raaiail (2006) e Isaaet al.,(2011) que observaron
una ligera variacion en la relaciéon de pigmentawofilicos de hojas d&ea maysa una
induccion de 50 mT de campo magnético de frecuesxtilmadamente baja en comparacion
con plantas control.

En sentido general, los resultados mostraron cupléntulas d€. arabicacv. Catuai amarillo
que se obtieneim vitro y en fase de aclimatizacion, poseen una capadadasintética que se
eleva bajo la accion de un campo electromagnétec®@ Hz, que garantiza ademas un uso

eficiente del agua en las plantas, en ambas fases gllo logran incrementar su crecimiento.

4.2.3-Determinacion del efecto del campo electramdtigo sobre las proteinas de membranas
de cloroplastos aislados en hojas de plantula€d#ea arabicacv. Catuai amarillo.
En la tabla 9 se muestran los resultados relacamaon la concentracion de proteinas de

cloroplastos aislados de hojas de cafeto en lagedifes fases del cultivo estudiadas.

Tabla 9. Influencia de un campo electromagnético de fredaeagtremadamente baja (60 Hz) en la
concentracion de proteinas de cloroplastos aislddd®jas de plantulas @offea arabicacv.
Catuai amarillo.

Tratamientos Concentracion de proteinas de cloroplastc
aislados (ug-gMF)
Induccion Tiempo de Crecimientcin vitro Aclimatizacior
exposicion
0 0 3502, 3153,
2mT 3 mir 4283,¢* 6372,¢
EE 1714 17861

Medias con letras diferentes representan diferergignificativas; n.s: diferencias no significasv&omparacion
de medias (t- Studentg®,05; n=20).

En el caso de la fase de crecimiemovitro no se observd un incremento de las proteinas del
complejo de cloroplastos en las plantulas de cafgte recibieron el tratamiento
electromagnético con respecto al control. Mientras, en la fase de aclimatizacion se obtuvo

diferencias significativas entre los tratamientos.
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Este resultado pudiera relacionarse con los efegositivos que tienen los campos
electromagnéticos en el incremento de la sintesiprdteinas (Sahebjamet al,, 2007) y que
consecuentemente trae aparejado el incrementcsanveles de fotosintesis neta en los analisis

previamente realizados.

Algunos autores plantearon que las caracteristiedas membranas del cloroplasto, asi como su
composicion, influyen de manera fundamental ereshdollo de la fotosintesisa vez que se
conoce que en las membranas de los cloroplastogbisan los complejos proteicos que

participan en el transporte de electrones (Colla@086; Taiz y Zeiger, 2006).

Las membranas tilacoidales son bicapas lipidicasleeir poseen una cabeza polar y una cola
hidrofébica, compuestos fundamentalmente por gaiaaos, sulfolipidos y fosfolipidos. Estos
ultimos que representan entre 7 - 10%, el mas itapt entre ellos el fosfatidil glicerol, tiene
carga negativa que parece ser necesaria para dddllf@me trimeros (Azcoén-Bieto y Taldn,
2008). Los campos electromagnéticos, participagiaa reorientacion de esta carga negativa

incrementandose de esta forma los procesos foitisivg.

Para corroborar los resultados obtenidos de laerdracion del complejo proteinas cloroplastos,
se realizé una electroforesis de las proteinagptes en estos organelos que se aislaron en cada
una de las fases del cultivo estudiadas, tanto lparglantulas que recibieron el tratamiento
electromagnético como para el control.

La figura 9 muestra la imagen correspondiente galrde poliacrilamida de las fracciones de

proteinas presentes en los cloroplastos aisladbsjde de cafeto.
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50 kDa—p
<— 27 kDa

20 kDa—p-

Figura 9. Electroforesis desnaturalizante en geles de piéatda (SDS-PAGE) de las proteinas de
membranas de tilacoides en plantulasCdéfea arabicacv. Catuai amarillo obtenidas bajo la
accion de un campo electromagnético de frecuentiareadamente baja (60 Hz), 2 mT de
induccién y tres minutos de exposicion. A. patrémthsa molar conocida; B. Crecimieirto
vitro control; C. Crecimientan vitro tratadas; D. Aclimatizacion control; E. Aclimattzén
tratadas.

En el gel, las fracciones proteicas se agruparoruren banda comprendida so6lo entre los
22 - 27 kDa. Este comportamiento electroforéticocasacteristico para las proteinas del

complejo LHC 1I, lo que corroboro la presencia deeecomplejo proteico tanto en las plantas
tratadas como en el control.

Como se plante6 con anterioridad, la cromoprotééhd&HC 1l juega un papel fundamental en la

transferencia de energia de excitacion del FS I1IF8l I. Ademas, esta proteina une

aproximadamente la mitad de la clorofila presents cloroplastos y tiene un papel importante
en el apilamiento de las membranas tilacoidaleglaado la distribucion de la energia de

excitacion entre los fotosistemas | y Il (Bassi9@P Se conoce que varias etapas de la
fotosintesis como la absorcion de la luz, las lieaes fotoquimicas, el transporte de electrones

y la sintesis de ATP, tienen lugar en estas merabrétong y Xu, 1999).
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De esta forma, en las plantulas que recibieromaghrniento electromagnético el mejoramiento
de las propiedades de las membranas tilacoidatesmefiarian un papel muy importante en el
proceso de recuperacion de la actividad fotoso#éti

Los citrocromos y las enzimas transportadoras @etrehes relacionadas con ellos, son
determinantes en el trasporte de electrones adrde los mecanismos de las cromoproteinas
LHC Il (Collados, 2006). También se ha encontrade la actividad citocromo-1 ekrabidopsis
thaliana se modificO por la accion de un campo magnéticterer, lo cual presupone la
participacion de los mismos en la respuesta dpltagas, ante la accion de este tipo de agente
fisico (Solov’'yov y Schulten2009).

La aplicacion del campo electromagnético de baeukencia probablemente actta sobre el grupo
prostético de los citocromos, por su contenidoidedy y de esta forma pudiera incrementar el
flujo de fotones fotosintéticos. A su vez increngelat concentracion de las proteinas del LHC I
lo que favorece la actividad fotosintética en l@nfulas de cafeto.

Los resultados obtenidos de forma general, conceéimento de los niveles de fotosintesis neta
en las plantulas tratadas en las fases de credoniervitro y aclimatizacion, revela que un
campo electromagnético de 60 Hz, nivel de inducidnT durante tres minutos de exposicion,
produce un efecto positivo sobre la transfereneialdctrones que participan en los fotosistemas
en las plantas de cafeto. Este comportamiento joatoel incremento que se obtuvo en la
concentracion de los pigmentos fotosintéticos,asnproteinas de los cloroplastos vy la relacién
de la capacidad fotosintética con la regulaciorri¢tegd demuestra el valor del tratamiento

electromagnético para elevar la calidad de lastyli@n obtenidas.
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4.2.4- Efecto de un campo electromagnético sabexpresion del gen RBCS1 en plantulas de
Coffea arabicacv. Catuai amarillo.

El efecto del campo electromagnético de 60 Hz damT2de induccién y tres minutos de
exposicion se analizé también en la expresion dal de la subunidad menor de la ribulosa
1,5- bifosfato carboxilasa (RBCS1) en hojas detplas de cafeto en las etapas de crecimiento

in vitro y aclimatizacién (Figura 10).

PCR genRBCS1

fHH\ﬂ —

- - e w

Figura 10. Electroforesis de ADNc amplificado por PCR paradintificacion del gen de la subunidad
menor del gen de la ribulosa 1,5-bifosfato carlamel (RBCS1) en plantulas @effea arabica
cv. Catuai amarillo bajo el efecto de un campotedatagnético de frecuencia extremadamente
baja (60 Hz). A. Crecimientim vitro Control; B. Crecimientn vitro 2 mT de induccion y tres
minutos de exposicién; C. Aclimatizacion control; Aclimatizacion 2 mT de induccion y tres
minutos de exposicién, M. marcador (ADN, 100 pb).
La electroforesis muestra las bandas de los fratpegrara 668 pb que se corresponde con
fragmentos de ADNc del gen RBCS1 en las dos fagéscwtivo que se analizaron. Los
transcriptos RBCS1 fueron altamente detectadoso tam las plantas que recibieron el
tratamiento electromagnético como en el controleefase de aclimatizacion en comparacion

con los escasamente detectados en la fase de ienet@rm vitro. Este resultado probablemente

debido al desarrollo foliar que alcanzan las hdgas plantulas en la fase de aclimatizacion, si
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se considera el desarrollo fotosintético en esta &n las plantulas de cafeto en correspondencia
con los analisis del comportamiento de este profigietogico anteriormente descrito.

La expresion del gen RBCS1 fue ademas estudiadeuamttificacion en tiempo real, utilizando

el gen UBQ, como gen interno de referencia. Losglde la cuantificacion relativa se muestran
en la tabla 10.

Tabla 10.Resultados de la cuantificacion relativa (RQ) mrgen RBCS1 en plantas @effea arabica
cv. Catuai amarillo bajo la accién de un campotedetagnético de 60 Hz, 2 mT de induccién
durante tres minutos de exposicién en las difescfatges del cultivo.

Fases del cultivo RQ (T) RQ (C) RQ(T)/RQ(C)
Crecimientcin vitro 5,67+0,1. 5,52+0,1¢ 1,0z
Aclimatizaciol 1,84+0,0° 1,00+00¢ 1,8¢

RQ (T) (RQ Plantulas reciben 2 mTx3"); RQ(C) (R@rRlilas control).

Al analizar los resultados de la cuantificaciératigh, en ninguna de las fases se observo la
sobre expresion del gen RBCS1. Sin embargo, enplastulas de cafeto en fase de
aclimatizacién se obtuvo 1,83 grados de expresitativa diferencial de en este gen plantas
tratadas con respecto al control.

Estos datos indican que el campo electromagnéticmaa frecuencia de 60 Hz, 2 mT de
induccidn, tres minutos de exposicién, aunque nul@a a una sobre - expresion del gen,
tampoco resulta un factor estresante para lasyidéntya que el metabolismo de las proteina
relacionada con la fotosintesis, la Rubisco, nafseto.

Estos resultados corroboran ademas, los obtenatasigs variables fotosintéticas anteriormente
estudiadas, que se incrementaron en las plantatasias con respecto al control.

Existen pocos trabajos que relacionan la acciorcaelpo electromagnético de 60 Hz sobre la
expresion génica en sistemas vegetales, sin embango se ha mencionado con anterioridad, se
observo la influencia que ejerce el campo electgméco sobre la alteracion en las tasas de

produccion de ARN, y transcriptos de ARNm, ARNt RNr (Volpe, 2003). Este incremento en
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la produccién de transcriptos, se asocia con eémento por la permeabilidad de la membrana
de compuestos minerales como nitrdgeno y sulfugas, son constituyentes de compuestos
carbonados, como aminoacidos, proteinas, amidaesatucléicos, nucleoétidos, entre otros.

Se ha descrito ademas, la influencia que ejercenctmpos electromagnéticos sobre los
nucledtidos independientes incrementando la prodoae éstos (Libofét al.,2003; Galland y
Pazur, 2005).

Las posibles modificaciones en el genoma del nateivlogico, producida por la accion de los
campos electromagnéticos, no estan profundamertali@das. Los valores de induccion
magnética que generalmente se registran se enanesirel intervalo de 100 - 250 mT. Estos
valores son inferiores a los de campos alternogpgeaden implicar cambios genotipicos, que se
encuentran entre los 400 mT y 3 T (Suzeikal., 2001). Algunos estudios en plantas modelos
como laArabidopsis thalianademostraron que los campos magnéticos de hakta® afectan

la expresion del gen GUS, asociado a la producdgdeterminadas enzimas bajo condiciones
de estrés fisiologico (hipoxia, bajas temperatarasmbios geo-gravitatorios) (Yowtak, 2000).
Otros autores (Pautt al., 2006), evaluaron la influencia de un campo magoéde alta
frecuencia (15 T - 30 T) en la expresion génic®dthalianay observaron que de 8 000 genes
estudiados, 114 fueron diferencialmente 2,5 grastise-expresados en comparacion con el
control.

Algunos estudios muestran la expresion de los geB&3S en respuesta a la luz y en diferentes
tipos de tejidos. Ademas describen que los trgmesia partir de genes individuales se
acumulan diferenciadamente y que éstos son reallpdsitivamente en respuesta de la luz

(Gilmartinet al.,1990).
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En contraste, existen evidencias, que bajo contisiale estrés muy severos o estrés aplicados
durante un periodo de tiempo prolongado, disminiageniveles de expresion génica de los
homdlogos RBCS y con ello la cantidad de Rubiscar(itciniet al.,2007).

En plantas superiores, se comprobo la disminucérod transcriptos de RBCS en plantas
sometidas a estrés hidrico y consecuentementellgaién de la proteina Rubisco en las hojas
(Chen, 2007; Hayano-Kanashebal.,2009; Marriaccinet al.,2011).

Los cloroplastos producen mudltiples sefales enrafifes momentos de su desarrollo y en
respuesta a los cambios en el ambiente, que oaguegtyores cambios en la expresion génica a
nivel nuclear. De este modo, aunque los cloroptadependen del nucleo para su desarrollo y
funcion, estos ejercen un control significativo reolel funcionamiento de la célula (Strand,
2004).

Numerosos estudios muestran que los transcripto€RBe acumulan diferencialmente en
respuesta a la intensidad luminosa o el desamelltejido. Esto plantea la posibilidad de que las
subunidades RBCS pueden regular la estructuragydime la Rubisco (Spreitzer, 2003).

Por lo antes descrito, el empleo de un campo eleetgnético de frecuencia extremadamente
baja a niveles de induccion 2 mT, durante tres togde exposicion, a pesar de ser un estrés
abidtico al que se sometieron las plantulas deta@afegula positivamente la expresion génica
del gen RBCS. No obstante se debera determinacidencia de este fendmeno fisico sobre la
proteina Rubisco, como enzima reguladora del poofmesintético en plantas C3.

4.2.5 Determinacion de la actividad enzimética asociadaeatrés de plantulas de Coffea
arabica cv. Catuai amarillo en las fases de creeimd in vitro y aclimatizacién bajo la accién

de un campo electromagnético de 60 Hz.
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Los resultados del efecto del campo electromagnéimbre laactividad de las enzimas
relacionadas con elstrésen las fases de crecimientovitro y aclimetizacion de las plantulas

de cafeto se muestran la figura 1.
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Figura 11. Actividad especifica de la superédxido dismutasaOBQa), d@plisa (CAT) (b) y ascorbato
peroxidasdAPX) (c) de plantulas dCoffea arabicacv. Catuaamarillc obtenidas bajo la accién
de un campo electromagnético de frecuencia extramadte 1ente h&ja)(® mT de induccié
tres minutos de expoion y plantulas controlComparacion de medias-Student; g 0,05;
n=10).
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Como se aprecia en la fase de crecimiento los cangtectromagnéticos no afectaron la
actividad de la SOD, una vez que las plantulaadest no mostraron diferencias significativas en
comparacion con las plantas control. Sin embangoleefase de aclimatizacion, la actividad de
la SOD disminuye en las plantulas de cafeto quibeacel tratamiento electromagnético con
diferencias significativas en comparacion con lastas control, (Figura 11a).

En el caso de la actividad especifica de la catathsminuyé en las plantulas expuestas al
tratamiento de 2 mT de induccién electromagnéticgeamte tres minutos con diferencias
significativas en comparacion con las plantas cbein ambas fases (Figura 11b).

De igual forma, la actividad de la APX mostré diiecias significativas en las fases de cultivo
analizadas, obteniéndose los menores valores dédadt enzimatica en las plantulas que
recibieron el tratamiento electromagnético en caarpén con el control (Figura 11c).

En el caso de la superoxido dismutasa los resdtaldtenidos probablemente estén relacionados
con la influencia que ejerce el campo electromagmétobre los radicales superéxido. Estos
contienen un electron no apareado, con propiedpdesnagnéticas que los hacen altamente
reactivos y poseen un tiempo de vida corto pore, grobablemente se afecta por un intervalo
de tiempo continuo y prolongado de exposicion ahpa electromagnético (Zmys’lorst al.,
2000; Sahebjamekt al., 2007; Mannerling et al., 2010). Presumiblemente un campo
electromagnético de 2 mT de induccion, tres mind®sxposicion en las plantulas de cafeto
conlleva a una eliminacién de los radicales supdody la enzima disminuyé su actividad
especifica por disminuir su accion catalitica pdpdja concentracion de sustrato disponible.

Por otro lado, en el FS II, el oxigeno de la atmi@sen estado tripletdd,) es excitado al estado
singlete {0,) por el centro de reaccién de las clorofi#680. Se plantea que el campo

electromagnético influye en la conversién del estatplete a singlete. Por tanto, un campo
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electromagnético de 60 Hz, a una induccién de yraii tiempo de exposicion de tres minutos,
en las plantulas de cafeto, disminuye el rendiriel® radical superéxido, que se obtiene en el
fotosistema Il. De esta manera, la actividad detesmas también disminuye en las plantulas de
cafeto que reciben el tratamiento electromagnéticta etapa de aclimatizacion.

Algunos autores plantean que inducciones entrd lo$0 mT, provocan una alteracion en los
niveles de energia Zeeman (energia de inter cdowmeds! par radical de singlete-triplete) de los
radicales libres, lo que a su vez ocasionan un caerbla velocidad o distribucion del producto
final del par radical (De Certains, 1992; Griss@895; Cintolesiet al., 2003; Solov'yov y
Schulten, 2009). Estos autores asumen que estos campos Icagnpueden afectar las
reacciones quimicas por cambios en la localizadénhespin del electron y de esta forma
ocasionar efectos positivos 0 negativos a nivebmdar y biolégico.

La evolucién del spin del par radical depende deto electromagnético. En particular se sabe
que el rendimiento de los productos tripletes disiye para densidades magnéticas en el rango
de los 10 — 50 mT y se incrementa nuevamente @doaeg por encima de los 200 mT (Cintolesi
et al.,2003; Timmel y Henbes?004; Solov’'yov y Schulter2009).

Aunque se plantea que las reacciones luminosasrsfuente importante de especies reactiva
del oxigeno en las células del mesofilo (Asada, 6200a baja generacion de estas
(presumiblemente £ en plantulas tratadas con campo electromagngticantiza su posterior
desarrollo; los campos electromagnéticos de bajel mueden modular la interconversion del
estado singlete al estado triplete de los radicalpsréxido, inhibiendo la tasa de produccion de
éstos. Ambos estados se encuentran en el centroege@hismo del par radical (Cintolest al.,

2003; Timmel y Henbes004; Solov'yov y Schulter2009).
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Otra interpretacion de los resultados se enfoclm®rion de que la respuesta de la actividad de
la SOD frente a la accién de los campos electroétagps varia positiva 0 negativamente en
dependencia de la especie vegetal, el tejido ytaaibn de la exposicion (Shabrangi y Majd,
2009). La influencia de los campos magnéticos stbractividad enzimatica de peroxidasas,
catalasa y superoxido dismutasas (Batciaglal., 2002 Ruzié y Jerman, 2002; Rochalska y
Grabowska, 2007; Sahebjanedl al, 2007) también varian en dependencia de la indacgi
tiempo de exposicion empleados. Ademas Mgadleal., (2001) al estudiar los efectos de los
campos electromagnéticos en la oscilacion de leci@a peroxidasa-oxidasa, observaron que
existe una interrelacion no lineal, entre los casngdectromagnéticos y la concentracion
enzimatica de la superdxido dismutasa. Asi sefigestiel comportamiento de la actividad
especifica de la SOD en plantulas de cafeto cwaCatnarillo mostrado en la figura 11a.
Conocido que dentro de las células la SOD constitayprimera linea de defensa contra las
especies reactivas del oxigeno su accion catafjgoara perédxido (#D.), que es convertido en
agua y oxigeno por la catalasa. La destoxificadélnperoxido celular a traves del ciclo Asada-
Halliwell es un paso importante en la defensa eolais especies reactivas del oxigeno. La APX
cataliza la reaccion del acido ascorbico con ebyido de hidrégeno con mayor afinidad que la
catalasa (Taiz y Zeiger, 2006).

Los resultados de la actividad especifica de la @PX, probablemente se relacionen con la
disminucion de la accion catalitica de la SOD w etla la produccién de peréxido. Con la
reduccidén de este sustrato, la accion de catalasscgrbato peroxidasa también reducen su
accion catalitica y con ello actividad especifica especial en las plantas tratadas

electromagnéticamente.
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Es necesario sefialar ademas que, los resultadesidd® de incremento de la actividad de la
catalasa y la ascorbato peroxidasa en las plaotasot durante la fase de aclimatizaciéon se
pueden relacionar con el hecho de que las plantideante el proceso de transicion de las
condicionedn vitro a lasex vitro se someten a un estrés intenso, debido a los cargbe se
producen en las condiciones ambientales como Ig lazhumedad relativa (Kozat al., 2001,
Aragonet al, 2012, 2013).

Por tal motivo, en las plantas se produce un eati&gico que frecuentemente se manifiesta a
través de la deshidratacion y la foto-oxidaciontoEgenera cambios en la cadena de
transferencia de electrones asi como en el sistedw, 0 que conlleva a un incremento de la
actividad enzimatica, con el objetivo de eliminas lespecies reactivas al oxigeno que se
originan (Grataet al.,2005).

En resumen, los resultados muestran que en latujaardeC. arabicacv Catuai amarillo, la
aplicacion de los campos electromagnéticos a whecaion de 2 mT, producen una disminucién
de la actividad de las enzimas SOD, CAT y APX gadigipan como barrera de los radicales
superoxido, lo que indica que esta induccion pravaca mejor capacidad anti-estresante que
favorece el metabolismo de las plantulas de cafetambas etapas, como se evidencio en los
experimentos anteriores.

4.3 Efecto a largo plazo de la exposicién a un campgatedbmagnético de baja frecuencia en el
crecimiento y desarrollo de plantulas @effea arabicacv. Catuai amarillo

Las variables morfologicas de plantas de café déraumeses de edad después de tratadas con
un campo electromagnético de 60 Hz, 2 mT de indacdurante tres minutos en el momento de

la aclimatizacién, se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Variables morfolégicas de plantulas de cafeto deroumeses de edad, crecidas desput
recibir tratamiento electromagnético de frecuemiremidamente baja (60 H22 mT de
induccion durante tres minutos de exposicion coags con el controComparacion de
medias (tStudent; < 0,05; n=20).

El andlisis estadistico mostr6 la media de los valores de longitud de las raidektallo y el
namero de pares de hojas, diferencias significatsatre las plantas obtenidasatro meses
después del tratamiento electromagnético en comiparaon las plantas que no recibieror
tratamiento.

La utilizacion de un campo electromagnético de lfri@euenci, de 60 Hz, 2 mT de induccic

durante tres minutos de exposic antes de ldase de aclimatizacion, establewun efecto a
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largo plazo en las plantas en su posterior creatmieLos resultados evidencian que las
modificaciones fisiolégicas que se produjeron engi@ntulas durante las primeras etapas y que
provocaron un efecto positivo en su crecimienteyalecen a lo largo de su ciclo de vida.

No existen publicaciones hasta la fecha, de lauacan a largo plazo de los efectos de los
campos electromagnéticos de 60 Hz de frecuendacaidn de 2 mT y tiempo de exposicion de
tres minutos en el crecimiento de plantulas detcaf&in embargo, varios autores estudiaron el
efecto de los campos electromagnéticos en el cieaionde plantulas a partir de semillas
tratadas con estos (Carbonetlal., 2000; Martinezt al., 2002; Florezt al, 2007; Vashisth y
Nagarajan, 2008; Isaat al.,2011). Cuando observaron una estimulacién delraorento en el
tallo, la raiz y nimeros de pares de hojas en l@stydas obtenidas a partir de las semillas
tratadas lo consideran la prevalencia del efectludtor electromagnético. Pero solo en esta

investigacion se estudian estos efectos sobreyddntiespués de cuatro meses de crecimiento.

La incidencia de un tratamiento cronico sobre etioniento, pudiera estar dada por el intervalo
de inducciébn magnética que se emplee. Las plardasrgimente estdn sometidas a campos
magnéticos menores que 0,1 mT, por lo que variasiale 6rdenes mucho mayores pueden
incidir sobre algun tipo de cambios fisiologicoequrovoque modificaciones en el crecimiento
(Yaoet al.,2005). Este mismo analisis es valido en la intégoién de los resultados mostrados

en la investigacion.

Segun informaron Diagt al (2013), las posturas d& arabicapara su extraccion del vivero y
colocarlas en el campo, deben presentar de cisesgares de hojas, no deben tener afecciones
por plagas ni deficiencias nutricionales y no debestrar deformaciones. El tiempo desde la
siembra de las semillas hasta la extraccion d@daturas es de 11 meses. Con el empleo del

campo electromagnético en la obtencion de plantié&s arabicacv Catuai amarillo a partir de
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embriones cigoéticos, el periodo transcurrido norgpasa los 11 meses establecidos por el
método tradicional y se obtienen plantulas con pdim de 7,3 pares de hojas, libres de
patdgenos y buenas condiciones nutricionales.

Otro factor importante a tener en cuenta en laladlde las posturas de cafeto, es el crecimiento
de la zona radical, de manera que garantice langupecia a la hora de la plantacién, asi como
el desarrollo de la zona foliar. Las plantulasatlas con campo electromagnético de baja
frecuencia, después de cuatro meses de crecimigmstraron un promedio de 14,6 cm de
longitud de las raices, valores superiores y ctarahcia significativas respecto al control.

El sistema radical de los cafetos ademéas de smpelrte de la planta, actia como el principal
organo para la absorcion de nutrientes y aguardiass producen también diferentes sustancias
con actividad hormonal que son importantes parturtionamiento de los cafetos. En este
sentido, Arcilaet al. (2001, 2007) plantearon que en el caso del caéétrecimiento de raices
absorbentes responde también a efectos climatieb&da a las diferentes condiciones de
temperatura y humedad a lo largo del afio. Al miisrapo el manejo durante el crecimiento de
las plantulas y cuidados al trasplante, puedenmetar el éxito o el fracaso de una plantacion al
influenciar directamente en el desarrollo de lases

En el cafeto es importante el desarrollo de uristéma radical que se caracterice por una raiz
pivotante notoria y muchas raices laterales. Cuasthbraiz se atrofia puede formar un sistema
radical superficial con una raiz pivotante muy adqgistema radical plano). Este tipo de sistema
radical ofrece condiciones de anclaje muy pobresr{&hdezt al.,2012). Cualquier factor que
reduzca la profundidad de penetracién de la raipt@nte disminuye el volumen de raices

efectivas y aumenta la tendencia a la caida delstob Teniendo en cuenta los resultados
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obtenidos, la aplicacién de un campo electromagméhirante el desarrollo de plantulas de café,
permite atenuar este efecto con el desarrollo gyeaduce en la raiz pivotante.

Estos cambios morfolégicos observados en las pd#ntulos cuatro meses de edad, pudieran
relacionarse con cambios fisiolégicos que se prexdycgue son evaluados al medir los procesos
de fotosintesis neta, transpiracion y concentrag@pigmentos fotosintéticos (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de la fotosintesis neta, transpiraciéangentracion de pigmentos clorofilicos de
plantulas deCoffea arabicacv. Catuai amarillo de cuatro meses de crecimjgmw/enientes
de la fase de aclimatizacion.

Fotosintesis neta  Transpiracion Clorofila a  Clorofila b Carotenoides

(LmolCO,m?%s?) (mmolH,Om?s?!) (mg-g'MF) (mg-g'MF) (mg-g'MF)
Control 1,77 0,88% 0,0092"° 0,041° 4,13"°
*Tratadas 1,83 0,52° 0,0105"* 0,047° 3,65"°
EE 0,67 0,01 0,015 0,002 0,5

*(Reciben tratamiento magnético 2 mT durante 3 maisiule exposicion en el momento O de la aclimeitird. Medias con
letras diferentes representan diferencias sigtifias; n.s: diferencias no significativ&€omparacién de medias (t-
Student; g 0,05; n=20).

Los resultados mostraron que existieron diferengamificativas para los valores de
transpiracion y concentracion de clorofilacon valores superiores en las plantulas queegcib
el tratamiento electromagnético en el momento @elimatizacion. Para las demas variables, no
hubo diferencias significativas.

El hecho de que el contenido de clorotfilasea mayor con respecto a la cloroilapudiera
relacionarse con que las plantas de sombra, con® esso del cafeto, tienen una relacién
clorofila b /clorofila a, mas alta que las plantas de sol (Taiz y Zeiged6p Los resultados
obtenidos con respecto a la concentracion de pitaeastorofilicos reflejan ademas, el efecto
positivo de los campos electromagnéticos de bagauémcia sobre la concentracion de
pigmentos clorofilicos y un incremento en la maduisiologica. Cuando la planta alcanza la
maduracion, los niveles de clorofilas aumentan, woraumento de los niveles de Rubisco y la
actividad fotosintética (P&t al.,2011).
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Los niveles de fotosintesis neta aunque no mostrdiferencias significativas entre las plantas
tratadas con respecto al control, se observé uhece#n en estas plantulas en comparacion con
las plantulas de las fases del crecimiantwitro y la aclimatizacion. Este hecho pudiera estar
asociado probablemente con la reorganizacion dehapfotosintético y adecuacion progresiva
de la fotosintesis en las plantas, que normalmesntas plantulas de cafeto jévenes es muy baja.
Lépez Ruiz (2004) en plantas adultas de cafetajvobtalores de fotosintesis neta de 5 pmol
CO,m?s™. En los resultados obtenidos, en las plantulagriés, se alcanzaron valores de
1,835 pmol C@ nmi*s?, lo que indicd una baja tasa de fotosintesis neta.

De igual forma, la disminucion de los valores dmgpiracion que se obtuvo en las plantulas
tratadas con respecto al grupo control, se intggemo una mejor regulacién de la actividad
estomatica de estas plantulas.

Este aspecto también resalta la importancia delrdd® del aparato estomatico en las plantas
durante las fases de crecimiemovitro. Se demostré el desarrollo morfoldgico que alceoza
las plantas que recibieron el tratamiento electgyméco. Lo que permitié una mejor adaptacion
y mayor calidad de las plantas en la fase de atilia@on. Por tanto, en fase de plantulas,
después de cuatro meses de crecimiento, las plagu@s recibieron el tratamiento
electromagnético mantuvieron los niveles de traaspin inferiores al control. Esto sugiere un
uso eficiente del agua por las plantas, que seaudeagén un mayor crecimiento, como lo
demuestran los resultados obtenidos.

Por otro lado el comportamiento en la concentrad@éiarotenos en las plantas de cuatro meses
de edad y que reciben el tratamiento electromagmétdica de forma indirecta la eficiencia
fotosintética de las plantulas, relacionado conirgremento en la fotosintesis neta y

concentracion de pigmentos clorofilidmen comparacion con las plantulas control.
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Al realizar el analisis de la actividiespecifica de las enzim&©D ycatalasa se observo que la
primera no varié en ninguno de los tratamientos)\daase incremento la seguren las plantas
gue recibieron el tratamiento electromagnético emparacién con las plantas con con
diferencias significativasmientras que la actividad especifis®X fue menor con diferenciz

significativas con respecto al controligura 13).
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Figura 13. Actividad especifica ¢ la a) superéxio dismutasa (SOD); lcatalasa (CAT) y c) ascorbato
peroxidasdAPX); de plantulas d€offea arabicacv. Catuai de 4 meses de edad, obtenic
partir del cultivoin vitro bajo el efecto de un campo electromagnético deudmaia
extremadamente baja (60z) de 2 mT de induccién y tres minutos de eicion
comparadas con el contt Comparacion de medias$tudent; < 0,05; n=10).
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Como se explicé anteriormente segun los resultddoactividad especifica de estas enzimas
disminuyé bajo la accion de un campo electromagnegin embargo, después de cuatro meses
del crecimiento de las plantulas, éstas se enarerddaptadas a sus nuevas condiciones
ambientales. Por tanto, la aparicion de esta detiviespecifica de la SOD y CAT se relaciona
mas con procesos fisiolégicos que generan radicslgeroxido, como son los procesos
fotosintéticos, que a factores ambientales.

Los centros de reaccion de los FS | y FS Il enclosoplastos son los mayores centros de
generacion de especies reactivas al oxigeno yazsla foto-produccion de estas especies esta
principalmente afectada por factores fisiolégicdsada, 2006), y el radical superoxido no
desaparece porque no esta presente la accionmpbadectromagnético.

Este hecho justifica la similitud en la actividapecifica de la SOD en la figura 13a ya que los
niveles de fotosintesis en ambos tratamientos swoilases. Si bien no se generan mayor
cantidad de peroxido de hidrégeno sustrato detidasa, por esta razon, la actividad especifica
incrementada como se aprecia en la figura 13bystdiga por la foto-respiracion presentes en
las plantas C3.

Las enzimas CAT, actian especificamente en la fattzsintética del carbono 2 o foto-
respiracion. El ciclo fotosintético oxidativo dearbono (C2) actia como una operacion de
recolector, para recuperar el carbono perdido dedarfotosintesis por la reaccién oxigenasa de
la rubisco. El peréxido de hidrogeno liberado epearoxisoma es destruido por la accion de la
catalasa, mientras que el glixilato continla langeaninacion a glutamato y se produce el
aminoacido glicina (Taiz y Zeiger, 2006).

Por tanto, este proceso llamado foto respiraci@deyproteger al aparato fotosintético contra la

fotoinhibicién a través del mantenimiento activo ldecadena de transporte de electrones,
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limitando entonces la acumulacion de electronespg@es reactivas al oxigeno (Da Mattal.,
2002). La ruta del C2 esta dirigida fundamentalmeatla recuperacion de la Rubisco y
produccién de aminoacido glicina, de esta formdasnplantas que recibieron un tratamiento
electromagnético que provoco el incremento de suvidad metabdlica y asegurd su rapido y
sostenido crecimiento, logran regular este prodesmerma de la eficiencia fotosintética.

Por otro lado, el incremento de las concentracialeelshO, en las hojas por el incremento de la
actividad fotosintética, es importante para la ¢uildn de los genes de las APX. Por lo que la
disminucion de la concentracion de la actividadceeBjra de la enzima APX, en las plantas de
café de cuatro meses que fueron expuestas a urocaagnético de baja frecuencia, pudiera
relacionarse con este aspecto.

Se piensa que el peroxido de hidrogeno se difundefdcil como el agua a través de las
membranas biolégicas, entonces el peréxido de ¢éaid derivado de la actividad de los
cloroplastos podria funcionar como una sefal pladtiy actuar como una molécula
sefalizadora. Algunos autores sefialan que juegapesl importante en la respuesta sistémica de
las plantas expuestas a un exceso de iluminaciérelpacncremento que se produce en la
fotosintesis de estas plantas (Van Breusegéml, 2001; Pessarakli, 2002), razén que se
descarta en la interpretacion de estos resultados.

En sentido general se demuestra, que la aplicald@am campo electromagnético de frecuencia
extremadamente baja (60 Hz), de 2 mT de induccidimey minutos de exposicion en la
obtencién de plantulas d& arabicacv. Catuai amarillo que se obtuvieron a partied#riones
cigbticos, produce cambios significativos en la faologia y fisiologia de las plantas. Se

modifica el curso de algunos procesos fisiolégicbsoquimicos, que a largo plazo garantizaron
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un mejor crecimiento de las plantulas y la obtema@é posturas de mayor calidad que deberan

ser introducidas en el proceso productivo.
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5. CONCLUSIONES

1. La obtencién de plantulas deoffea arabicacv. Catuai amarillo a partir de embriones
cigoticos, con un campo electromagnético de 2 mTindeccién y tres minutos de
exposicion estimulo la germinacion y el crecimiedéolas plantas tratadas. Asi como la
mejora estructural de 6rganos que son de interés gdacrecimiento posterior de la
planta.

2. La aplicacion de un campo electromagnético favoreai fotosintesis, disminuyo la
transpiracion y aumenté el uso eficiente del agnalss fases de crecimiento y
aclimatizacion; en esta Ultima se regulé positivat@éa expresion génica diferencial del
gen RBCS1, favoreciendo la calidad de las plantas.

3. El campo electromagnético disminuyo la actividaoeeffica de las enzimas SOD, CAT,
APX, en las plantulas d€offea arabicacv. Catuai amarillo en las etapas de cultivo
estudiadas lo que evidenci6 una mejor capacidadesimesante que favorecio la
actividad metabdlica asociada a la calidad de iamas.

4. La mejor calidad de las plantas en las fases temaprale crecimientan vitro y
aclimatizacion por la aplicacion del campo electagmético prevalecié cuatro meses
después del crecimiento, logrando la obtencién astupas mas competentes para el

proceso productivo.

97



Tesis en opcion al grado de Doctor en Ciencias égais Recomendaciones

6. RECOMENDACIONES
1. Continuar la introduccion en la Estacion Centralrdestigaciones de Café y Cacao de
las plantulas de cafeto que se obtienen bajo l@race un campo electromagnético de
60 Hz de frecuencia, 2 mT de induccion y tres nusuie exposicion y evaluar los
cambios morfo-anatdmicos que se producen una Yablesidas en campo, teniendo en
cuenta el impacto en el proceso de floracién y peorn de frutos.
2. Evaluar los efectos del campo electromagnéticoesqiooteinas que participan en la

fotosintesis y otras proteinas de membranas.
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Puntos de medicidn
Anexo 1: Estimulador electromagnético local BioNaK- a) Vista de las plantulas en el
interior de las bobinas. b) Mapa de la distribnai®l campo electromagnético en el interior
del equipo.





