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SINTESIS

La pérdida de recursos genéticos adquiere cada dia mayor importancia para la conservacion
en los bancos de germoplasma, donde el deterioro de las condiciones fisioldgicas de las
semillas almacenadas es un problema que aun esta por solucionar. La crioconservacion, es
un método donde se logra detener los procesos metabolicos y los mecanismos fisioldgicos
responsables del envejecimiento de estas. En esta investigacion se utiliza como modelo
semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y se realiza un analisis de mecanismos
fisiologicos y bioquimicos que afectan a las semillas ortodoxas una vez que son sometidas
a la crioconservacion, considerando las respuestas que en ellas se producen. No se
observaron cambios visibles en las semillas de frijol, después de la descongelacién; sin
embargo, a nivel bioquimico si ocurrieron variaciones significativas en los indicadores
relacionados con el proceso de germinacion. Fue en las raices donde mas se reflejo la
variabilidad de los indicadores fisiologicos y bioquimicos por el efecto de la
crioconservacion de las semillas; aunque, no se produjeron modificaciones morfo-
agronomicas en el crecimiento y desarrollo de las plantas, ni alteraciones apreciables en la
regién del ADN evaluado. Después de seis meses de conservacion la viabilidad de las
semillas que se almacenaron a 4°C fue significativamente menor que las crioconservadas y
los 15 genotipos seleccionados para el ensayo respondieron bien a la crioconservacion, en
todos los casos se observd una germinacion superior al 90%. Los resultados de la tesis
permiten incrementar el nivel de confianza en esta técnica biotecnoldgica y se sientan las
bases que permiten que el desarrollo de la crioconservacion adquiera cada vez mas

confianza para usarse como técnica complementaria por los curadores de germoplasma.
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1. INTRODUCCION

Entre las semillas ortodoxas, las de leguminosas tienen un papel importante en la
agricultura. Estas realizan su principal contribucion a la dieta de hombres y animales pues
los niveles de proteinas en las semillas superan tres veces la de los cereales (Gepts et al.,
2005). El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa de grano de mayor importancia
destinada al consumo humano en climas templados y tropicales. A nivel mundial, ocupa el
tercer lugar en produccion, con 23 millones de toneladas en el afio 2011, superada
solamente por la soya y el mani (FAOSTAT, 2012).

Para preservar los recursos fitogenéticos de muchos cultivos con semillas ortodoxas, se
utiliza los bancos de germoplasma, cuyo objetivo fundamental es mantener accesiones de
alta viabilidad durante periodos prolongados (Rao et al., 2006). En ellos se proporciona la
materia prima para el mejoramiento de los cultivos y cumplen una funcién vital en el
desarrollo sostenible de la agricultura.

Las semillas ortodoxas se almacenan a temperaturas entre -18°C y -20°C por largos
periodos (Rao et al., 2006), aunque la conservacion convencional normalmente incluye el
almacenamiento a temperaturas comprendidas entre 5°C y -20°C. Tales condiciones
reducen la actividad metabolica y los procesos relacionados con la pérdida de la viabilidad
y el vigor. Sin embargo, aun en las mejores condiciones de almacenamiento, las semillas
sufren un deterioro progresivo o envejecimiento (Cardoso et al., 2000) que esta relacionado
con la acumulacion de metabolitos toxicos, la mezcla mecénica, el cruzamiento de los
materiales y presiones de seleccion en poblaciones silvestres o variedades.

El deterioro de las semillas (Mc Donald, 1999) se produce por la pérdida de la integridad de

la membrana celular y de organulos intracelulares, especificamente lo concerniente a la
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alteracion/degradacion de los componentes lipidicos de las mismas y donde se afecta la
actividad enzimatica y ocurren perturbaciones metabdlicas (respiracion celular y el
incremento de compuestos volatiles). Aunque, los mecanismos exactos que conducen a la
pérdida de la viabilidad de las semillas no estan completamente elucidados, la
susceptibilidad a envejecer varia dentro de las familias y las especies (Walters et al. 2005;
Niedzielski et al. 2009; Nagel y Borner 2010).

Para evitar la desaparicion de recursos fitogenéticos, son necesarias politicas de
conservacion cada vez mas eficaces en las que la incorporacion de técnicas derivadas del
desarrollo de la biotecnologia pueden cumplir un papel esencial (Benson, 2008; Berjak et
al., 2011). Por ello, desde la década del 80 del siglo pasado, se utiliza la crioconservacion
como técnica complementaria dentro de los bancos de germoplasmas que garantizan la
conservacion de las especies (Benson, 2008).

Roberts (1973) clasifica las semillas como ortodoxas y recalcitrantes, y para ello se basa en
su respuesta fisiologica, el contenido de humedad y su comportamiento en almacén. Las
semillas ortodoxas o tolerantes a la desecacion son capaces de mantener su viabilidad tras
ser desecadas a menos de 5-10% de contenido en humedad.

La crioconservacion vegetal es una disciplina cientifica relativamente nueva que surge a
partir de que Sakai (1960) demuestra que ciertas yemas latentes pueden resistir la inmersion
directa en nitrégeno liquido (NL), y es en 1968 cuando se publica el primer informe sobre
crioconservacién de material vegetal in vitro (Quatrano, 1968). Con este método, sin
embargo, las semillas se almacenan a temperaturas inferiores a -130°C (Walters et al.,
2004), habitualmente mediante su inmersion en nitrogeno liquido (-196°C) con la

capacidad de mantener su viabilidad por largos periodos.
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En estas condiciones el metabolismo se detiene (Stanwood, 1985) y con ello, los procesos
de deterioro responsables de la pérdida de viabilidad de las semillas y se asegura su
conservacion. A temperaturas criogénicas, la fluidez de las partes acuosas y no acuosas de
las semillas se reducen (Walters et al., 2004), lo que contribuye a su lento deterioro.

La crioconservacion de semillas ortodoxas constituye una alternativa a los bancos de
semillas convencionales (Engelmann 2000, 2004, 2010; Salinas-Flores et al., 2008; Forni et
al., 2010; Berjak et al., 2011; Engelmann y Rao, 2012), principalmente para muestras de
las que no se dispone gran cantidad de semilla y de las que no es factible realizar nuevas
recolecciones (Stanwood, 1985; Kulus y Zalewska, 2013). También se emplea para la
conservacion de muestras representativas de una coleccion entera, 1o que permite una
evaluacion mas eficiente de la diversidad genética y sirve para la identificacion y
reposicion de accesiones de alto valor economico (Staub, 2002), donde se incluye la
maxima variacion genética de una coleccidn entera con un minimo de repeticiones (van
Hintum et al., 2000).

En especies de leguminosas se informa del uso de la crioconservacion por varios
investigadores. En todos los casos, la investigacion se centra en la evaluacion de
parametros, entre los que se encuentra el contenido de humedad de las semillas, tamafio,
anatomia, las velocidades de enfriamiento (cooling) y recalentamiento (rewarming)
(Stanwood y Bass, 1981; Vertucci, 1989; Engelmann, 2000), y a determinacion la
viabilidad (Cardoso et al., 2000).

La técnica de crioconservacion se utiliza ampliamente en especies con semilla recalcitrante
(Berjak y Pammenter, 2008; Berjak et al., 2011), donde se ha estudiado el comportamiento

fisioldgico y la estabilidad genética de plantas procedentes de ese material despues de la
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crioconservacion; sin embargo, existen pocas referencias relacionada con la caracterizacion
desde el punto de vista bioquimico, fisiolégico y molecular del efecto de la
crioconservacién en semillas ortodoxas, tanto en la germinacién como en la capacidad para
producir plantas.

Problema cientifico:

La pérdida de recursos genéticos adquiere cada dia mayor importancia para la conservacion
en los bancos de germoplasma. Sin embargo, en este contexto y desde el punto de vista
agronomico, el deterioro de las condiciones fisiologicas de las semillas almacenadas en los
bancos de germoplasma es un problema que aun esta por solucionar. Por ello, el efecto de
la crioconservacion en la viabilidad de semillas ortodoxas crioconservadas, asi como el
crecimiento y desarrollo de plantas procedentes de estas, debe ser probado antes de usar
esta técnica como forma de conservacién a largo plazo.

A partir de la hipdtesis: “La crioconservacion de semillas de frijol permite conservar
genotipos seleccionados con poco riesgo de variaciones morfo-agronémicas y genéticas,
como contribucion a los programas de mejoramiento”, el presente trabajo experimental
abordo como objetivo general:

Demostrar que la crioconservacion de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) constituye
una técnica complementaria que garantiza la conservacién de semillas ortodoxas a largo
plazo sin variaciones morfo-agronémicas ni genéticas.

Obijetivos especificos:

2. Determinar el efecto de la crioconservacion en la fisiologia y en indicadores

bioquimicos de las semillas de frijol durante la germinacion y el crecimiento temprano.
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3. Determinar el efecto de la crioconservacion en la estabilidad fenotipica y genotipica de
plantas de frijol.
4. Determinar el efecto de la crioconservacién de semillas de frijol en el tiempo de
almacenamiento y en diferentes genotipos.
NOVEDAD CIENTIFICA: Para el desarrollo de esta investigacion se utiliza como
modelo semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.), se realiza un estudio de los mecanismos
fisioldgicos y bioquimicos que afectan a las semillas ortodoxas una vez que son sometidas
a la crioconservacion y se analizan las respuestas que se producen en ellas. Los resultados
de la tesis hacen un aporte al conocimiento de los procesos metabolicos que pueden afectar
a la semilla una vez aplicada la crioconservacion y se hace uso de técnicas de avanzada
como los marcadores moleculares para validar la estabilidad genética de las plantas
procedentes de semillas crioconservadas, 1o que incrementa el nivel de confianza en esta
técnica biotecnoldgica. Con estos resultados se sienta las bases para que el desarrollo de la
crioconservacion adquiera cada vez mas confianza para usarse como técnica
complementaria por los curadores de germoplasma.
VALOR PRACTICO: Los estudios realizados demuestran que, la crioconservacion se
puede aplicar para la conservacion a largo plazo de semillas de frijol, y de esta forma,
preservar genotipos seleccionados de una especie basica en la seguridad alimentaria, que

puedan estar disponibles para su uso en programas de mejoramiento genético futuros.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Generalidades del cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.)

2.1.1. Taxonomiay origen

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) pertenece al reino Plantae, division
Magnoliophyta, orden Fabales, familia Fabaceae y constituye uno de los cultivos mas
antiguos de los que se tiene conocimiento (Kaplan, 1965). En el género Phaseolus sensu
stricto (Delgado-Salinas, 1985) se han identificado 52 especies diferentes y su namero
cromosomico es 2n = 2x = 22 (Singh et al., 1996). Estudios sobre el origen de las especies
de plantas cultivadas indican la existencia de dos grupos genéticos: el Mesoamericano y el
Andino (Delgado- Salinas et al., 2006; Blair et al., 2007; Singh y Schwartz, 2010).

Estos dos grupos genéticos tienen varios centros de domesticacion. Los cultivares del grupo
genético Mesoamericano predominan en las regiones de México, América Central y Brasil
(Blair et al., 2007) y se encuentran divididos en tres razas: la Mesoamericana (M), que
agrupa el frijol cultivado de México y Centro América y se caracteriza por ser cultivares de
semillas relativamente pequefias y adaptadas a zonas bajas y climas calientes; la raza
Durango (D), compuesta fundamentalmente, por genotipos cultivables de semillas de
tamafios medianos y adaptados a las zonas secas de México; y, por altimo, la raza Jalisco
(J), que se puede encontrar en las regiones mas humedas de México y esta compuesta en su
mayor parte por cultivares con semillas de tamafio mediano (Beebe et al., 2001).

El grupo genético Andino esta subdividido también en tres razas (Blair et al., 2007; Blair
2010). Una de estas razas es la Nueva Granada (N), cuyo origen se encuentra al norte de los
Andes; y es la mas cultivada del grupo. La raza Peru (P) por su parte, agrupa los frijoles
adaptados, fundamentalmente, a ambientes de zonas altas por encima de 2000 msnm. Asi

mismo, la raza Chile (C) es tipica de la zona de Chile y sus cultivares se caracterizan por el

6
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tamafno mediano de su semilla comercial y su forma redondeada u ovalada, con colores
claros (Beebe et al., 2001; Rodifio et al., 2001).

El frijol cultivado en el Caribe incluye representantes de los dos centros de origen.
Probablemente, los primeros frijoles introducidos en Cuba fueron cultivares de semillas
grandes, traidos por los Tainos, tribus Arawak, desde los Andes, pasando por las Antillas
Mayores. Los de semillas pequefias podrian haber llegado desde México, de las costas del
Caribe de Colombia, Venezuela y Brasil (Blair et al., 2007). Una segunda via de
introduccién pudo haber ocurrido desde América Central, siguiendo la ruta desde Yucatan a
Cubay a la Espariola (Blair et al., 2007).

2.1.2. Breve resefia historica sobre el origen del frijol. Su presencia en Cuba

El género Phaseolus fue originalmente descrito por varios autores, pero su validez fue
confirmada por Bertham (1840), quien lo colocdé en la tribu Phaseolae, subtribu
Euphaseolae, y se considera como carécter basico para ser reconocido la quilla espiralada.
Afos mas tarde se elabora una revision de las especies del género basada en la revision
genética de Bertham y establece cinco secciones. Actualmente se acepta que Phaseolus se
origind en el continente americano, donde se extiende principalmente en las regiones
intertropicales en latitudes intermedias.

En Cuba, su origen estd ligado a la fundacion, en abril de 1904, de la Estacion
Experimental Agronémica de Santiago de las Vegas, actual Instituto de Investigaciones
Fundamentales de la Agricultura Tropical Alejandro de Humboldt (INIFAT) del Ministerio
de la Agricultura. En un estudio mas acabado sobre el género Phaseolus en Cuba,
Castifieiras (1992) define que de las 13 especies informadas para el pais, solo tres
pertenecen a este género y estan representadas en la flora cubana: P. vulgaris L., P. lunatus

L.y P. coccineus L.
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Desde 1978, Cuba se integr6 al Programa Regional para Centroamérica y el Caribe
(PROFRIJOL) que agrupa a once paises. Ademas del apoyo cientifico del Centro
Internacional de la Agricultura Tropical (CIAT) y otras instituciones cientificas, existe un
programa de mejoramiento genético del frijol y el pais dispone de un potencial cientifico
que puede contribuir a hacer mas eficiente el trabajo de mejoramiento genético del cultivo.
Estas son, sin lugar a dudas, fortalezas del Programa Nacional de Frijol Comun (PNFC).

2.1.3. Caracteristicas botanicas y etapas de desarrollo de la planta de frijol

El frijol es una planta dicotiledénea con un sistema radical superficial. Aunque
generalmente se distingue la raiz primaria, el sistema radical tiende a ser fasciculado,
fibroso en algunos casos, pero con una amplia variacion incluso dentro de una misma
variedad. Phaseolus vulgaris L. presenta nddulos distribuidos en las raices laterales de la
parte superior y media del sistema radical y la composicién y el tamafio dependen de las
caracteristicas del suelo.

El tallo estd formado por la sucesion de nudos y entrenudos, y se origina del meristemo
apical del embrion de la semilla. Desde la germinacion, y en las primeras etapas de
desarrollo de la planta, este meristemo tiene fuerte dominancia apical y en su proceso de
desarrollo genera nudos.

La disposicion del meristemo terminal es el principal elemento para distinguir el habito de
crecimiento de las plantas de frijol. Las que tienen habito de crecimiento de Tipo | poseen
pocos nudos, terminan en inflorescencia, permanecen erectas, tienden a ser de semillas
grandes, precoces, con periodo de floracion corto, de bajo potencial de rendimiento (aunque
se puede compensar con mayor densidad de plantas), de madurez uniforme, tallo fuerte y
grueso, la altura de vainas es relativamente alta y tienen vainas largas. Las de Tipo Il, por
su parte, se mantienen erectas, presentan una pequefia guia en el tallo principal y las ramas
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no producen guias, son de mayor potencial de rendimiento y mayor nimero de nudos (11 a
14) que las del Tipo I, tienden a ser de vainas y semillas chicas, y de ciclo bioldgico
intermedio a tardio.

Las hojas del frijol son de dos tipos, simples y compuestas, insertadas en los nudos del tallo
y las ramas. Las hojas primarias son simples, aparecen en el segundo nudo del tallo, se
forman en la semilla durante la embriogénesis y caen antes de que la planta esté
completamente desarrollada. Las hojas compuestas trifoliadas son las hojas tipicas del frijol
y tienen tres foliolos, un peciolo y un raquis. En la insercion de las hojas trifoliadas hay un
par de estipulas de forma triangular que siempre son visibles.

Las inflorescencias pueden ser terminales o axilares. Desde el punto de vista botanico, se
consideran cimosas, es decir, un racimo principal compuesto de racimos secundarios, los
cuales se originan de un complejo de tres yemas (triada floral) que se encuentra en las
axilas formadas por las bracteas primarias y el raquis. La flor del frijol es una tipica flor
papilionacea.

El fruto es una hoja carpelar con dos valvas, las cuales provienen del ovario comprimido.
Puesto que el fruto es una vaina, esta especie se clasifica como Leguminosa. Las legumbres
pueden ser de diversos colores, uniformes o con rayas, dependiendo de la variedad.

La semilla no posee albumen, por tanto, las reservas nutritivas se concentran en los
cotiledones. Asi mismo, puede tener varias formas y colores, lo cual caracteriza, a las
diferentes variedades. Basados en la morfologia y en los cambios fisioldgicos que suceden
durante el desarrollo de la planta, el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT)
establece una escala para diferenciar las etapas de desarrollo de este cultivo. Esta escala

permite referir las observaciones y practicas de manejo, o etapas de desarrollo fisiologico.
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El ciclo bioldgico de la planta de frijol se divide en dos fases sucesivas: la fase vegetativa y
la fase reproductiva (CIAT, 1981). La fase vegetativa se inicia cuando se le brinda a la
semilla las condiciones para iniciar la germinacién, y termina cuando aparecen los primeros
botones florales o los primeros racimos. En esta fase se desarrolla la estructura vegetativa
necesaria para iniciar la actividad reproductiva de la planta.

2.2. Desarrollo y maduracion de la semilla

En el curso de la evolucién de las plantas, la semilla aparece como resultado de la
reproduccion sexual (Rodriguez-Gacio et al., 2009) para asegurar la supervivencia y
perpetuacion de la planta madre. Se forma por medio de la embriogénesis cigética, en un
proceso complejo regulado por hormonas y un programa amplio de desarrollo.

La biologia de la semillas se divide en tres fases importantes: embriogénesis, dormancia y
germinacién (Rodriguez-Gacio et al., 2009). La embriogénesis, incluye la morfogénesis y
maduracion de la semilla, etapa durante la cual el cigoto sufre una extension y
diferenciacion celular, acompafiado del desarrollo del endospermo, quien suministra
reservas para el crecimiento del embrion y se mantienen o se reabsorben durante la
maduracion de las semillas (Finkelstein et al., 2008). Por otro lado, en la maduracion cesa
el ciclo celular, disminuye el contenido de humedad, se sintetizan productos de reservas, se
acumula &cido absicico y se establece la dormancia primaria (Hilhorst, 1995; Hilhorst y.
Toorop, 1997; Kermode, 2005).

La dormancia es un mecanismo de adaptacion que asegura la supervivencia de las plantas,
se desarrolla durante el ultimo periodo de la embriogénesis y retarda la germinacién
durante largos periodos cuando las condiciones no son favorables (Matilla y Matilla-
Vazquez, 2008). Su ruptura incluye cambios fisiologicos y moleculares que afectan la
respuesta de la germinacion.
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Pues, el proceso de germinacion incorpora eventos que comienzan con la toma de agua por
la semilla y termina con la elongacion del apice embrionario (Bewley, 1997), en un proceso
trifasico donde la entrada de agua provoca perturbaciones estructurales particularmente en
la membrana, con una pérdida inmediata de solutos y metabolitos de bajo peso molecular.
En esta fase ocurre una transicion de los fosfolipidos de la membrana, de la fase de gel que
se produce durante la maduracion, a un estado normal de liquido cristalino (Matilla, 2008).
En un periodo corto de rehidratacion, las membranas retornan a su configuracion estable, al
tiempo que se corta la pérdida de solutos. Estudios realizados por Sandoval et al. (1995)
demuestran que durante la imbibicién de semillas de algodon, la cantidad de N-acetil-
fosfatidiletanolamina, un fosofolipido con propiedades estabilizadores de la membrana,
incrementa. Ello demuestra que tales moléculas estan involucradas en el mantenimiento de
su integridad.

Durante la imbibicion, las semillas secas reanudan rapidamente su actividad metabolica,
por lo que el contenido de humedad es fundamental en el proceso de germinacion. De esta
manera, semillas inmaduras de muchas leguminosas y de otras dicotiledéneas no son
capaces de germinar cuando son separadas de la planta con altos contenidos de humedad;
no obstante, pueden hacerlo después de ser secadas (Dasgupta et al., 1982; Kermode et al.,
1986). Las semillas de Phaseolus vulgaris, solo son capaces de germinar después que han
adquirido la tolerancia a la desecacion y alcanzan un maximo de masa seca.

Uno de los primeros cambios que ocurre cuando se reanuda la actividad metabdlica es la
reactivacion de la respiracién y el comienzo de la sintesis de proteinas (Weitbrecht et al.,
2011) que, ademas del agua, constituyen la fraccion celular mas importante. Algunas

proteinas tienen propiedades cataliticas y actian como enzimas; otras, funcionan como
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elementos estructurales; y otras mas, transportan, hacia o desde el interior de las células,
sefiales especificas (Matilla, 2008).

Todos los componentes (excepto los polisomas que son necesarios para la sintesis de
proteinas) estan presentes en las semillas secas viables. Junto con la entrada de agua,
desaparecen los ribosomas libres porque se integran en el complejo ternario de la sintesis
proteica, lo que significa que la sintesis inicial de proteinas se produce sobre los ribosomas
almacenados de las semillas secas (Bewley, 1997).

La emergencia radicular marca el fin de la germinacion y el comienzo del crecimiento de la
plantula (Bewley, 1997), este proceso es una consecuencia de la elongacién y no de la
mitosis, y es que se lleva a cabo porque los tejidos que envuelven la semilla sufren un
proceso de ablandamiento, provocado por el desmantelamiento de la estructura de la pared
celular (Matilla, 2008).

Los avances en el estudio de la biologia de las semillas ortodoxas, su fisiologia y su
comportamiento en almacenamiento, conducen al desarrollo de técnicas para manejar
adecuadamente las mismas y su preparacion para el almacén.

2.2.1. Viabilidad y deterioro de la semilla, aspectos biolédgicos relacionados con la
preservacion de los recursos genéticos

La viabilidad es la medida de cuantas semillas de un lote estan vivas y pueden llegar a
convertirse en plantas capaces de reproducirse en condiciones de campo adecuadas (Rao et
al., 2006). Es muy importante que las semillas almacenadas en un banco de germoplasma
puedan producir plantas cuando se las siembre en el campo. Por tanto, las semillas deben
tener una viabilidad alta al inicio del almacenamiento y mantenerla durante el tiempo que

permanezcan en él.
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Las semillas con una viabilidad inicial alta sobrevivirdn también méas tiempo en
condiciones de almacén. No obstante, la viabilidad de las semillas se reduce lentamente al
comienzo y luego rapidamente a medida que la semilla envejece (Rao et al., 2006). Es
importante saber cuando ocurre esta reduccion para tomar acciones conducentes a regenerar
la accesion, pues el deterioro excesivo conducira a la pérdida del material. Tal informaciéon
se debe determinar antes de almacenarlas en el banco de germoplasma y a intervalos
regulares durante el almacenamiento.

Las pruebas de viabilidad pueden tomar de unos cuantos dias a varias Ssemanas,
dependiendo de la especie. De ser posible, los resultados de las pruebas de viabilidad deben
estar listos antes de que las semillas se lleven a almacenamiento en el banco de
germoplasma, de manera que las semillas de calidad deficiente se puedan identificar y
regenerar.

Existen diferentes métodos para determinar la viabilidad de las semillas; el méas exacto y
confiable es la prueba de germinacion. También existen pruebas bioquimicas, que tienen la
ventaja de ser mas rapidas, pero no son tan exactas como la prueba de germinacion y
requieren habilidades especiales para realizarlas e interpretarlas (Rao et al., 2006). Segun
estos autores, no se recomienda el uso generalizado de estas pruebas para determinar la
viabilidad de las semillas en un banco de germoplasma.

La longevidad de las semillas, por su parte, esta determinada por interacciones de humedad,
temperatura y factores celulares desconocidos que influyen en las reacciones de deterioro
(Walters et al., 2005). Las semillas almacenadas no muestran sefiales de deterioro en un
inicio, pero eventualmente alcanzan un estado donde la viabilidad se pierde rapidamente
(Walters et al., 2004) y esta en dependencia de la susceptibilidad que tenga la semilla para

el deterioro. Para analizar la cinética y los mecanismos asociados al deterioro de semillas
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Walters et al. (2005) utiliza la ecuacion cinética de Avrami (1941), que se basa en las
propiedades visco-elastica y donde se relacionan pardmetros como el porcentaje de
germinacién, el tiempo y la temperatura de almacenamiento.

La variabilidad de la longevidad entre accesiones de una misma especie estd condicionada a
factores genéticos relacionados con eventos de maduracion y a las condiciones ambientales
durante el crecimiento y después de la cosecha. Existen evidencias que muestran que la
degradacién es mucho menor cuando las células son almacenadas a temperaturas
criogénicas que a temperaturas de refrigeracion (Walters et al., 2004).

2.3. Conservacion de los recursos fitogeneéticos con énfasis en la crioconservacion

La conservacion de los recursos fitogenéticos se categoriza en dos grandes grupos: in situ y
ex situ. El primero consiste en la conservacion de las especies en su medio natural, lo cual
reviste gran importancia, pues permite la progresién de procesos de evolucion (Benson,
2008). El segundo grupo maneja la preservacion fuera de su habitat natural, lo que incluye
jardines botanicos, zoologicos, acuarios y bancos de germoplasma.

Los bancos de germoplasma son depositos de recursos fitogenéticos que proporcionan la
materia prima para el mejoramiento de los cultivos (Rao, 2004; Rao et al., 2006). Estos
recursos cumplen una funcién importante en el desarrollo sostenible de la agricultura, en
tanto ayudan a aumentar la produccién de alimentos.

Las semillas que se almacenan en los bancos de germoplasma son un recurso vital e
irreemplazable, una herencia que se debe conservar para proveer opciones a la agricultura
en el futuro (Berjak et al., 2011). Seguir los procedimientos adecuados en el manejo de las
semillas en un banco de germoplasma garantiza que las semillas almacenadas sean de
calidad y conserven la méxima longevidad; el objetivo de un banco de germoplasma es
mantener accesiones de viabilidad alta durante periodos prolongados.

14



Tesis en Opcién al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Revision Bibliograifica

La pérdida de material genético que esta ocurriendo a nivel global y de la cual no esta
exento el cultivo del frijol, hace imprescindible su conservacion en bancos de germoplasma
ex situ. Esta es, ciertamente, una forma muy efectiva para la preservacion de recursos
fitogenéticos (Linington y Pritchard, 2001).

El desarrollo de la biotecnologia, por su parte, conduce a la produccion de una nueva
categoria de germoplasma que incluye clones obtenidos de genotipos élites, lineas de
celulas con atributos especiales y material genéticamente transformado (Engelmann, 1992).
Estos germoplasmas son frecuentemente de un alto valor y de muy dificil procedimiento, el
desarrollo de técnicas eficientes para garantizar su conservacion es de suma importancia. A
la luz de los problemas presentes en diferentes especies vegetales, se realizan esfuerzos
para mejorar la calidad y la seguridad de la conservacion que ofrecen los bancos de
germoplasma y jardines botanicos (Engelmann, 2010), también para comprender y salvar
especies de semillas y hacer que su conservacion sea un método mas sencillo.

Un método que se emplea para la conservacion de recursos fitogenéticos es la
crioconservacién (Reed et al., 2001; Benson, 2008; Reed, 2008a, b; Berjak et al., 2011),
donde se almacenan células viables, tejidos, 6rganos y organismos a temperaturas ultra
bajas, usualmente en nitrégeno liquido a un minimo de temperatura de -196°C. Este método
de conservacion también se aplica para almacenar diferentes semillas, dentro de las que se
incluyen las ortodoxas.

A nivel global, es considerable el interés de diversos investigadores en el uso de las
tecnologias de congelacion y ultra congelacion para la conservacion del germoplasma
(Berjak et al., 2011), las mismas se aplican en un amplio rango de especies de algas y

plantas (Reed, 2008). Day et al. (1999) consideran la importancia de la conservacién in
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vitro de micro-algas, incluyendo el uso de la crioconservacion, un topico mas adelante
explorado por Benson (2004, 2008).

De manera similar, el uso de la crioconservacion y las tecnologias reproductivas para la
conservacion de la diversidad genética de animales fue discutida por Hiemstra et al. (2006),
sin embargo, el procedimiento para plantas lo profundizd Reed et al. (2004). Panis y
Lambardi (2006) informaron sobre la evolucidn de tecnologias para material vegetal, donde
se incluyen suspensiones celulares y cultivo de callos de especies herbaceas, polen, brotes
meristematicos, especies forestales, semillas y embriones. También, Keller et al. (2008)
aseguran que la crioconservacién ofrece las mejores condiciones para mantener el material
vegetal por largos periodos, principalmente para especies de propagacion vegetativa.

El acceso a tecnologias de avanzada es considerado un aspecto prioritario para fortalecer el
desarrollo de la ciencia en Cuba. En este sentido, las investigaciones dirigidas a la
conservacion de los recursos fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura reciben
especial atencién y se benefician de apoyos mediante proyectos internacionales vy
nacionales de cooperacion técnica, los cuales fomentan la formacién de recursos humanos y
la creacion de infraestructuras tecnologicas en diferentes instituciones del pais (Fundora et
al., 2007).

En el area de actividades dedicadas a la conservacion ex situ se ha trabajado por mas de 10
afios en diversos bancos de germoplasma asociados al Sistema Nacional de Recursos
Fitogenéticos. Hasta el presente, la forma de almacenamiento mas utilizada sigue siendo el
resguardo en colecciones de campo y una pequefia cantidad de muestras es mantenida a
largo plazo en bancos de semillas o in vitro a corto y mediano plazo mediante la reduccion

de crecimiento (Latournerie et al., 2009).
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Por esta razon, uno de los objetivos estratégicos actuales se refiere al establecimiento y uso
de las técnicas de crioconservacion como alternativa adicional a las colecciones de plantas
enteras, pues se evitaria que el material se encuentre sometido a numerosos riesgos de
caracter biotico y abioético agudizados en los Gltimos afios por el cambio climatico en el
planeta. Ademas, se trabaja en el ajuste de protocolos criogénicos sencillos que puedan ser
aplicados satisfactoriamente a diferentes especies y que estén al alcance de la mayoria de
los laboratorios del pais que disponen de bancos de germoplasma (Fundora et al., 2007).

En Cuba, los estudios sobre crioconservacion en plantas se inician por un grupo de
investigadores pertenecientes al entonces Laboratorio de Criobiologia y Liofilizacion del
Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC) de La Habana (Martinez-Montero
et al., 2013). Asi mismo, y puede sefialarse que se han definido metodologias para
crioconservar varias formas cultivables in vitro de especies de importancia econémica,
alimentaria y biotecnoldgica como cafia de azlcar, platanos y bananos, ajo y papaya,
aunque, cada metodologia tiene sus peculiaridades en dependencia del centro de
investigacion donde se ha desarrollado.

Sin embargo, el deterioro de las condiciones fisioldgicas de las semillas almacenadas en los
bancos de germoplasma es un problema que ain esta por solucionar. Es por ello que, los
avances tecnoldgicos en la crioconservacion de plantas revelan un posible método para el
almacenamiento de semillas a largo plazo.

En una revision a la literatura especializada desde 1986 hasta 2010, Berjak et al. (2011)
encontraron numerosos trabajos que detallan el procedimiento de crioconservacion para
embriones cigoticos y apices de especies que poseen semillas no ortodoxas. Muchos de los
sistemas que se emplean en la crioconservacion (suspensiones celulares, callos, meristemas

y embriones) contienen alto contenido hidrico intracelular, por lo que son extremadamente
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sensibles a dafios por congelacion (Engelmann, 2010). Esto hace necesario la
deshidratacion de las células para protegerse de dafios causados por la cristalizacion del
agua intracelular al convertirse en hielo (Mazur, 1984), lo que no ocurre en el caso de la
crioconservacion de semillas ortodoxas.

Las técnicas de crioconservacion que se emplean y los mecanismos fisicos en los que se
basan son diferentes (Withers y Engelmann, 1998). Las clasicas, incluyen la deshidratacion
por congelacion inducida; mientras que las nuevas se basan en la vitrificacion, que se
define como la transmision de agua directamente de la fase liquida a la fase amorfa o de
cristal (vitrea), y evita la formaciéon de cristales de hielo (Fahy et al., 1984).

La crioconservacion clasica encierra un congelamiento lento denominado temperatura de
pre congelacion, seguida de una rapida inmersion en nitrogeno liquido. Con la reduccion de
la temperatura durante la congelacion lenta, las células y el medio externo se sobre enfrian,
a lo que sigue la formacion de hielo en el medio (Mazur, 1984). En este caso, la membrana
actGa como una barrera que impide que el hielo que se forma en la capa exterior viaje al
interior de la célula, y que la célula se mantenga stper fria pero no congelada. Mientras las
células y su presion de vapor exceden a su compartimento externo congelado, éstas
compensan la pérdida de agua al hielo externo, lograndose de esta forma la deshidratacion
de las mismas.

Estas técnicas son generalmente operaciones complejas y caras (Kartha y Engelmann,
1994) que se aplican a suspensiones celulares, callos y a apices de especies tolerantes al frio
(Reed y Uchendu, 2008).

La deshidratacion es un procedimiento simple que consiste en la deshidratacion de las

muestras y su rapida congelacion en nitrogeno liquido. Esta técnica se emplea

18



Tesis en Opcién al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Revision Bibliogrifica

principalmente en embriones zigoticos y apices embrionarios (Engelmann, 1997 a, b). En el
caso de las semillas, primero se desecan y después se introducen en nitrogeno liquido.”

2.3.1. Empleo de la crioconservacion para la preservacion de semillas ortodoxas

Las semillas ortodoxas, son semillas que contienen 5% o menos de humedad (valores con
una HR en equilibrio de 10-15% a 20°C) y se pueden almacenar a bajas temperaturas por
largos periodos de tiempo (Roberts, 1973); las semillas, como las del frijol, estan
consideradas semillas ortodoxas a la hora de proceder a su forma de conservacion. Toleran
la desecacion, lo que hace que se puedan conservar a muy bajas temperaturas y las hacen
tolerantes a la exposicion en nitrégeno liquido (Standwood y Bass, 1981; Stanwood, 1985).
Estudios realizados por Walters et al. (2004) en semillas de lechuga (Lactuca sativa L.)
evidencia, que la escala de tiempo para los cambios biol6gicos a temperaturas criogénicas
provee informacién en la eficiencia de los tratamientos de preservacion y mecanismos de
actividad bioldgica a temperaturas extremadamente bajas. Estos autores predicen escalas de
tiempo en el orden de cientos 0 miles de afios de conservacion bajo estas temperaturas; en
estas semillas el dafio por formacion de hielo es considerado improbable.

Otros investigadores (Walters et al., 2005), basandose en la ecuacion de viabilidad,
plantean que los estimados de longevidad de las semillas a -18°C son aproximadamente de
46-70 afos, lo que representa 74 afios menos que a las temperaturas criogénicas, esto
permite que se pueda mantener en nitrogeno liquido una sub-muestra de cualquier accesion
de las que sistematicamente se almacenan en condiciones clasicas en los bancos de
germoplasma.

A estas temperaturas el material se puede almacenar sin alteracion o modificacion por
largos periodos. Asi mismo, se realiza en volumenes pequefios protegidos de
contaminacion y requiere muy poco mantenimiento (Engelmann, 2004). Con la
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crioconservacion se puede preservar el ADN, tejidos y germoplasma, porque tedricamente
las temperaturas extremadamente bajas frenan la actividad del material bioldgico (Walters
et al., 2004).

A nivel mundial existen varios centros donde se conservan, en colecciones crioconservadas,
semillas de especies en riesgo de erosion genética. La conservacion de material vegetal, y
en particular las semillas con el empleo del NL, puede conducir a la realizacién de
investigaciones destinadas a estudios biofisicos, bioquimicos, morfo-agronémicos y de
estabilidad genética y molecular para estudiar su efecto sobre el genoma y la estabilidad
genética de las plantas (Harding, 2004).

2.4. Estudios del germoplasma posterior a la crioconservacion. Empleo de las
técnicas de analisis para esclarecer las respuestas del germoplasma
crioconservado

Las técnicas de crioconservacion existen para mas de 100 especies vegetales. EI empleo de
NL para la conservacion a largo plazo expone el tejido a estrés fisico, quimico y
fisiolégico, lo que puede causar dafios por las temperaturas ultra bajas (Harding, 2004).
Aungue los efectos sobre el genoma es poco conocido, se plantea que, en plantas
regeneradas de material procedente del cultivo in vitro y posteriormente crioconservadas,
cualquier acumulacion de ADN polimorfico esta inducido como resultado de un proceso
completo de cultivo-crioconservacion-regeneracion y no de la crioconservacion per se
(Harding y Benson, 2001).

El analisis de la integridad genética de las plantas procedentes de materiales
crioconservados, se realiza mediante diferentes técnicas, a nivel fenotipico, histoldgico,
citologico, bioquimico y molecular; y existen diferentes técnicas de analisis (Harding,

2004). Por consiguiente, en los altimos afios los cientificos que se dedican al estudio de las
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diferentes técnicas de crioconservacion sustentan sus resultados con el empleo de las
técnicas de analisis.

Comprender como y por qué el germoplasma sobrevive o no en condiciones congeladas, se
utiliza para comprender el proceso de crioconservacion de plantas (Benson, 2008). Las
yemas dormantes y los tejidos naturalmente aclimatados al frio, por ejemplo, sufren
cambios estacionales en su metabolismo. Esta es una estrategia que se explota en la
crioconservacion (Sakai, 2004; Towill y Ellis, 2008).

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

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

al., 2007).
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En estudios realizados por Dhanaraj et al. (2007) para comprender los procesos
relacionados con la tolerancia a la congelacion se categorizan tres grupos de genes: los
genes relacionados asociados con la tolerancia al estrés, los genes que codifican enzimas
de la via glicolitica y del ciclo de las pentosa-fosfato y los genes asociados con la sintesis
de proteinas.

Otros estudios relacionados con los radicales libres y sus intermediarios, brindan una
aproximacion para monitorar el estrés por temperaturas bajas (Benson y Bremner, 2004). El
estrés oxidativo puede producirse en plantas y algas crioconservadas (Fleck et al., 1999,
2000, 2003), lo que indica que las especies reactivas del oxigeno y los radicales libres
modulan la tolerancia de los componentes relacionados con protocolos de crioconservacion
de plantas (Benson, 2008).

Por su parte, las técnicas que se basan en el analisis molecular brindan una medida de la
estabilidad genética (Harding, 2010), pues solamente una pequefia fraccion del genoma se
puede analizar por cualquiera de los métodos de analisis; particularmente, si estos estudios
se emplean para dilucidar las conexiones entre procesos genéticos, epigenéticos y de estrés
oxidativo que se producen como respuestas en el proceso de crioconservacion de especies
recalcitrantes.

Los marcadores moleculares son un potencial para detectar la diversidad genética y ayudan
a mantener los recursos geneticos (Virk et al., 2000; Song et al., 2003), revelan diferencias
entre genotipos a nivel de ADN, brindan una herramienta mas directa, segura y eficiente
para la caracterizacion, conservacion y mantenimiento de los bancos de germoplasma.

Un marcador de ADN, basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y que se
utiliza para el analisis de la estabilidad genética de plantas procedente de material

crioconservado, es los marcadores de microsatélites (Harding et al., 2001; Urbanova et al.,
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2006; Castillo et al., 2010). Estos se valen de la abundante existencia en el genoma de
Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSRs), que son regiones del genoma en las
gue una pequefia secuencia (de una a seis pares de bases) se repite un cierto numero de
veces, Y que constituyen la base de los marcadores de SSR (Hardy et al., 2003).

Cada locus de microsatélite puede tener alelos que difieren en el nUmero de veces que
repiten estas secuencias cortas, lo que determina que difieran en su tamafio y se traduce en
bandas diferentes cuando la regién del ADN gendmico que contiene estas secuencias
repetidas son amplificados por el método de PCR y separados en un gel de poliacrilamida.
Los marcadores de microsatélites son codominantes, lo que permite diferenciar bandas de
individuos homocigotos y heterocigotos. Ademas, tienen un alto nivel de polimorfismo
(mayor que el de los RFLPs o los RAPDs) y son abundantes en los genomas de los
organismos eucariotas. Por otro lado, estos marcadores presentan ventajas técnicas como
una alta repetitividad, usan cantidades minimas de ADN, las condiciones de amplificacién
y de reaccién son especie-especificos y la variacion en el largo de los productos
amplificados mediante PCR es funcion del nimero de unidades repetidas.

Como desventaja cabe sefialar que el desarrollo de los cebadores requiere de tiempo,
laboriosidad y altos costos, lo que sin embargo se compensa con el costo relativamente
bajo, y la simplicidad y rapidez del uso de estos marcadores una vez que se dispone de los
cebadores.

No obstante, para un analisis completo en la evaluacion de los germoplasmas lo
recomendable es emplear los marcadores morfo-agronémicos de conjunto con los
moleculares, lo que permite complementar la informacion e incrementar el poder de

resolucion del andlisis de la diversidad genética.
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Los indicadores que se analizan en la tesis estdn relacionados con vias bioquimicas,
fisioldgicas y moleculares en la respuesta de los vegetales al estrés. Tales estudios brindan
una imagen de los posibles efectos que ejerce la crioconservacion en etapas tempranas de la
germinacién, el crecimiento y desarrollo de plantas de frijol. Respecto a la crioconservacion
de semillas ortodoxas, y especialmente en plantas de frijol, hasta el momento no se tiene

conocimiento de que datos similares hayan sido publicados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.0. Generalidades

Los experimentos que se describen en este capitulo se desarrollaron en el Laboratorio de
Mejoramiento Genético y en areas de adaptacion de plantas del Centro de Bioplantas de la
Universidad “Maximo Gomez Béaez” de Ciego de Avila. Se usaron semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) de la variedad Milagro Villarefio (Cfr. 8§.3.4, donde se usaron
también otros genotipos), registrada en el listado oficial de variedades 2013 del Ministerio
de la Agricultura de Cuba. La seleccion responde al potencial productivo alto y a que esta
es una de las variedades recuperadas a través de un programa de mejoramiento
participativo, que integré el Proyecto de Innovacion Agropecuaria Local (PIAL) en el afio
2008, con la participacion de campesinos y productores de la provincia.

Las semillas tenian 12% de humedad (ISTA, 2005) y 97% de germinacion. Se encontraban
almacenadas en frascos de cristal (250 mL) herméticamente cerrados en un refrigerador
comercial marca “Haier” con una temperatura de 4°C sin intercambio de aire y en un
ambiente oscuro desde que fueron cosechadas y secadas (4 meses antes).

Las semillas del tratamiento control continuaron en las condiciones de almacenamiento
antes descrito y las del tratamiento de crioconservacion se colocaron en crioviales (5 mL de
volumen, 12 semillas por criovial) y se sumergieron en NL durante dos semanas (Styles et
al., 1982). La recuperacion de las semillas del NL se realizd con cuidado de no sacudir o
derramar la semilla, con el empleo de guantes y pinzas. Se destaparon los crioviales y las
semillas se colocaron sobre bandejas por espacio de 20 minutos hasta alcanzar la
temperatura ambiente (25-27°C) (Stanwood y Bass, 1981). Asi mismo, las semillas del

tratamiento control se pusieron en bandejas hasta que alcanzaron la temperatura ambiente
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antes del montaje de los experimentos. EI nimero de semillas por tratamientos se describen
en los experimentos de forma individual.

Para el tratamiento estadistico de los datos se empled el Statistical Package for Social
Sciences version 12 (Pérez, 2005). En todos los casos se usaron disefios completamente
aleatorizados y se tuvo en cuenta el principio de diferencia Unica. Las tablas y figuras en el
acapite de Resultados y Discusién incluyen la informacion de las pruebas estadisticas que
se realizaron en cada caso. Se efectuaron pruebas paramétricas (t-Student, ANOVA bi-
factorial, p<0,05) después de chequear el ajuste de los datos a la distribucion normal
(Kolmogorov-Smirnov, p<0,05) y la homogeneidad de varianzas (Levene, p<0,05).

3.1. Determinacion del efecto de la crioconservacion en indicadores fisiologicos y
bioquimicos en etapas tempranas de la germinacion de semillas de frijol var.
Milagro Villarefio

3.1.1. Clasificacion del Coeficiente de Variacion General (CVG)

El experimento se realizé en el laboratorio a temperatura ambiente (25-27°C), con el
objetivo de determinar el efecto de la crioconservacion en indicadores fisiologicos y
bioquimicos en etapas tempranas de la germinacion y el crecimiento de plantas.

El experimento conté con dos tratamientos: semillas no crioconservadas (tratamiento
control) y semillas crioconservadas (dos semanas en NL), tres repeticiones de 10 semillas
por tratamientos, en un disefio completamente aleatorizado. Se establecieron tres momentos
experimentales:

1) Inmediatamente después de la descongelacion de las semillas. En este momento las
determinaciones se realizaron a las semillas de ambos tratamientos después de haber

alcanzado la temperatura ambiente.
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2) 7 dias después de la descongelacion de las semillas. Las semillas se pusieron a germinar
en placas de Petri (100 mm de diametro) con 15 mL de agua destilada y en la oscuridad
durante siete dias (25-27°C). Los indicadores fisiol6gicos y bioquimicos se determinaron en
raices, cotiledones, tallos y hojas.

3) 14 dias después de la descongelacion. Las semillas se pusieron directamente a germinar
en macetas (75 mm de didmetro) con 130g de zeolita con un fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/oscuridad) bajo tubos de luz fluorescente con un FFF de 50pmol m™?s™ (a temperatura
de 25-27°C). Los indicadores fisiologicos y bioquimicos se determinaron en raices, tallos y
hojas de las plantas procedentes de ambos tratamientos.

Al terminar cada momento experimental se determind la germinacion de las semillas (%)
(excepto para el momento 1), la masa fresca (g) y masa seca (g) de semillas, cotiledones,
raices, tallos y hojas, de forma independiente. Cada determinacién bioguimica partio de tres
muestras independientes, pesadas en una balanza analitica Sartorius BL 1500 (0,1 g) e
inmediatamente maceradas en NL. Las técnicas y procedimientos se describen a
continuacion:

Contenido de proteinas: La extraccion se realizo con dos volumenes de tampon Tris-HCI
(0,01 mol-L, pH 7,0) por gramo de muestra que se macerd previamente en NL. La
cuantificacion de proteinas solubles se siguid segun el protocolo descrito por Bradford
(1976). Se utilizd6 0,1 mL del extracto, del que se prepararon diluciones seriadas y se
hicieron reaccionar en cada caso con 1,0 mL de reactivo de Bradford. Se midio la
absorbancia a 595 nm en espectofotometro UV-Vis (LKB-Pharmacia-Ultrospec IlI), se
sustrajo la absorbancia no especifica del reactivo de Bradford con el tampon sin extracto
(blanco) y el contenido de proteinas se expresé en mg-g™* de masa seca, referidos a una

curva patron de Albumina de Suero Bovino (SIGMA).
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Contenido de malondialdehido y otros aldehidos: Se utiliz6 el procedimiento descrito por
Heath y Packer (1968). El material vegetal se macerd previamente en NL, se mezclé con
1,4AmL de agua destilada y se agitd brevemente. Se adicionaron 1,5 mL de &cido
tiobarbitdrico 0,5% (m:v; en acido tricloroacético 20% (v:v)) y las muestras se incubaron
en un bafio termostatado a 100°C durante 25 minutos. Luego se colocaron en bafio de hielo
durante cinco minutos y se centrifugaron a 800xg durante 15 minutos. Se midio la
absorbancia del sobrenadante a 455, 532 y 600 nm en el espectofotometro UV visible. La
absorbancia no especifica del producto de la reaccion (600 nm) se sustrajo de la
absorbancia maxima a 532 nm para las mediciones de malondialdehido y de 455 nm para
otros aldehidos.

Para calcular la concentracion de malondialdehido se utilizd el coeficiente de extincion
molar 155 mmol-L*-cm™ y para otros aldehidos 45,7 mmol-L™*-cm™ (promedio de los
coeficientes de extincion del propanal, butanal, hexanal, y propanal-dimetilacetal) a 532
nm. Los resultados se expresaron en pmol-g™ de masa seca.

Contenido de fenoles (ligados a la pared celular, soluble y total): El contenido de fenoles
se determind por el método de Gurr et al. (1992). Al material vegetal que previamente se
macero en NL se le adiciond 500 pL de metanol. EI homogenato se agitd con vortex y se
centrifugd a 17 400xg, durante 15 minutos. El precipitado se someti6 a dos ciclos
adicionales de extraccion con metanol, con 250 pL cada uno hasta completar 1,0 mL de
extracto. El sobrenadante se colectd siempre y se consideré como la fraccion de fenoles
solubles.

El precipitado se incubé con 250 pL de hidréxido de sodio 2 mol-L™ durante 16 horas a
70°C. Se adicionaron 250 pL de 4cido clorhidrico (2 mol-L™) después de la incubacién. Las

muestras se centrifugaron a 17 400xg, durante 15 minutos. El precipitado se descartd y el

28



Tesis en Opcién al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Materiales y Métodos

sobrenadante se colect6 y se considerd la fraccion enriquecida en fenoles ligados a las
paredes celulares.

Para cuantificar los niveles de fenoles solubles y ligados a las paredes celulares, 20 uL de
cada uno de los sobrenadantes se mezclaron con 980 uL de agua destilada. Se adicionaron
100 pL de reactivo fenolico de Folin-Ciocalteau y las muestras se incubaron a temperatura
ambiente (26°C) durante cinco minutos. Se adicion6 600 uL. de bicarbonato de sodio
(saturado con hidréxido de sodio 0,1 mol-L™). A los 60 minutos, se determiné la
absorbancia a 725 nm en espectrofotometro UV visible. La concentracion de fenoles se
expresd en mg-g” de masa seca, referidos a una curva patrén de acido clorogénico
(6=0,00441 pg'mL-cm™) (SIGMA).

Contenido de clorofilas (Porra, 2002): Se adicionaron 0,5 mL de acetona 80% (v:v), las
muestras se centrifugaron a 17 400xg a 4°C durante 15 minutos. Se colecto el sobrenadante
y se midié la absorbancia a 647 nm y 664 nm. Las concentraciones de clorofilas se
calcularon segun las formulas:

Cl a=12.25AbSes4 nm — 2.55AbS647 nm Cl b= 22.31Absg47 nm — 4.91ADbSes4 nm

Cl a+b=17.76 AbSe47 nm + 7.34AbSe64 nm

Los resultados se expresan en ug-g'1 masa seca.

Se realizd la prueba t-Student para la comparacion de las medias de cada indicador
evaluado y para determinar los indicadores mas variables producto de la crioconservacion
de las semillas, se calculd el coeficiente de variabilidad (CVG) segun la férmula:
(Desviacion estandar/media)*100 (Gomez-Pando et al., 2008; Pérez et al., 2012). La
desviacion estandar se considerd a partir de los valores promedios de los dos tratamientos
(semillas crioconservadas y no crioconservadas), por lo que se tomé la diferencia

estandarizada entre los caracteres y se dividid entre la media de los tratamientos. El
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resultado de este indicador representa la variabilidad entre tratamientos estandarizada a
partir de la media del experimento.

El CVG, se agrupd en tres clases: para los valores menores a 36%, los efectos de la
crioconservacion se consideraron “bajos”, los valores entre 36 — 72% como “medios” y los
valores mayores de 72% como “elevados”. Las clases se formaron restando el valor
méximo (VM) al valor minimo (vm) dividido por tres ((VM-vm).3™).

3.1.2. Analisis del efecto de la crioconservacion en indicadores fisiologicos y
bioquimicos después de la descongelacion de semillas de frijol var. Milagro
Villarefio

Con el objetivo de analizar el efecto de la crioconservacion en indicadores fisiologicos y
bioguimicos después de la descongelacion de las semillas se tuvo en cuenta el valor del
CVG y se realizo un andlisis detallado en aquellos indicadores cuyos valores corresponden
a las clases de “medios” y “elevados” para analizar las respuestas de las semillas en el
proceso de germinacion.

3.2. Determinacion del efecto de la crioconservacion de semillas de frijol var.
Milagro Villarefio en el crecimiento y desarrollo de dos generaciones de plantas
cultivadas en canteros

Con la finalidad de determinar el efecto de la crioconservacion de semillas de frijol en el
crecimiento y desarrollo de plantas en canteros, se escogieron semillas de frijol de la
variedad Milagro Villarefio (30/tratamiento), procedentes de las condiciones de
almacenamiento descrito en el 83.0 (semillas del tratamiento control y semillas
crioconservadas), y se sembraron en canteros del area experimental del Centro de
Bioplantas de la Universidad “Méximo Gémez Béaez” de Ciego de Avila en un disefio de

bloque al azar con tres repeticiones.
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Los canteros tenian 1 m de ancho x 20 m de largo x 0,5 m de alto (fig. 1), compuestos por
suelo Ferralitico rojo compactado eutrico sobre caliza dura (Hernandez et al., 1999),
cachaza (1:1, viv) y 0,1 m de gravilla de fondo para facilitar el drenaje. La distancia de
siembra fue de 0,70 m x 0,10 m y se emple6 un sistema de riego microjet que realiza un

suplemento de agua a las plantas de cinco minutos cada ocho horas.
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Fig. 1. Esquema de siembra de las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) var. Milagro
Villarefio en los canteros. (1 m de ancho x 20 m de largo x 0,5 m de alto) compuesto
de suelo Ferralitico rojo compactado eltrico con suplemento de materia organica
(2:1, viv) y 0,1 m de gravilla para facilitar el drenaje. Los puntos simbolizan la
disposicion de los tratamientos (0,70 m x 0,10 m) y la linea discontinua en el centro
el sistema de riego microjet, el cual realiza un riego a las plantas de cinco minutos
cada ocho horas. Las plantas fueron cultivadas a pleno sol con un FFF de
458 pmol-m2.s-1,
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Las semillas se sembraron el 7 de diciembre de 2011 y 14 dias después se determing el
porcentaje de emergencia de las plantas. EI experimento se repitié en igual época de
siembra en la campafa del afo siguiente (12 de diciembre de 2012), con semillas
procedentes de las plantas de ambos tratamientos. Los datos que se presentan son los mas
representativos de ambas campafias.

3.2.1. Determinacion del efecto de la crioconservacion de semillas de frijol en
indicadores bioquimicos en raices y tallos de plantas cultivadas en canteros

Considerando el principio de diferencia Unica, 32 dias después de la emergencia, cuando las
plantas estaban en fase R5 o prefloracion (CIAT, 1981), se tomaron al azar muestras de
raices y tallos de las plantas procedentes de ambos tratamientos (siempre teniendo en
cuenta el efecto de borde, el nimero aparece en el pie de las figuras en Resultado y
Discusion) y se determinaron los indicadores bioquimicos con mayor variabilidad del
experimento anterior: contenido de fenoles (ligados a la pared, solubles y total) en raices,
contenido de malondialdehido y otros aldehidos y contenido de proteinas en tallos. El
procedimiento de las técnicas de andlisis son las que se describieron en el 83.1. Este
experimento se realizd con el objetivo de determinar si esos indicadores se mantenian con
variabilidad en etapas posteriores a la germinacion (crecimiento y desarrollo de las plantas).
Se utilizd la prueba t-Student para la comparacion de las medias de cada indicador
evaluado.

3.2.2. Determinacion del efecto de la crioconservacion de semillas de frijol en
indicadores morfo-agrondémicos de plantas cultivadas en canteros

Para determinar el efecto de la crioconservacion de las semillas de frijol en los caracteres
morfo-agrondmicos, se tomaron al azar tres repeticiones de diez plantas en cada tratamiento

(siempre teniendo en cuenta el efecto de borde) y se evaluaron de acuerdo con las
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instrucciones del descriptor de variedades de frijol comdn elaborado por el Centro de
Investigaciones de Agricultura Tropical (CIAT) (Mufioz et al., 1993): Altura de las plantas
(cm), en el momento de la cosecha, con una regla graduada tomando como referencia la
distancia entre el nudo cotiledonal y la Gltima hoja trifoliada; Nimero de nudos por plantas
a partir del nudo cotiledonal. EI nimero de vainas por plantas se calcul6 por conteo directo
en el tallo principal.
Para determinar el nimero de granos por vainas se tomaron todas las vainas de las diez
plantas y se cont0 la cantidad de granos en cada una. La masa de 100 semillas (g) se
determind con el empleo de una balanza analitica Sartorius BL 1500. Cada determinacion
se repitio tres veces y se realizo la prueba t-Student para la comparacién de las medias.
3.2.3. Caracterizacion molecular de las plantas con el empleo de microsatélites
(SSR)
La estabilidad genética de las plantas se evalud en la segunda generacion de las plantas
procedentes de semillas no crioconservadas y crioconservadas. Se seleccionaron cinco
semillas (10/tratamientos) al azar de cada tratamiento y se pusieron a germinar en
condiciones in vitro para la extraccion y andlisis del ADN. La extraccion del ADN se llevo
a cabo con el empleo del kit Qiagen Plant DNeasy Kit, acorde las instrucciones de sus
productores (Qiagen, Valencia, CA, USA). El analisis de secuencia simple repetida (SSR)
se realizd segun Yu et al. (2000).
Se usaron seis combinaciones de cebadores (Foroni et al., 2005), todos génicos y
registrados en la base internacional de datos del banco genético que identifica la secuencia
de SSR presentes en la secuencia de ADN del frijol (Yu et al., 1999) los que corresponden
al modelo de sustitucion IAM (Infinite-Allele Model; Slatkin, 1995). Por ultimo, se tuvo en
cuenta la calidad, la cobertura del genoma y el contenido de informacidon locus especifico

(tabla 1).
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Tabla 1. Relacion de los marcadores moleculares (SSR, microsatélites) que se usaron para el analisis de la estabilidad genética de
la segunda generacién de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) var. Milagro Villarefio.

Cebador Grupo de Tipo de Tamaiio Nucleo o Secuencia del cebador sentido
ligamiento  marcador esperado Secuencia del (direccion 5°—3")
(pares de motivo repetido
base)
PH9B2 B2 Geénico 147 (CCT)y CCAACCACATTCTTCCCTACGTC
PH2B2 B2 Geénico 74 (GCCACC)s CGTTAGATCCCGCCCAATACT
PH3B4 B4 Geénico 163 (GAAT)s AAGGATGGGTTCCGTGCTTG
PH5B5 B5 Geénico 161, 171 (AT)s CCGTTGCCTGTATTTTCCCCAT
PH6B9 B9 Geénico 192 (AT)12 AGTTAAATTATACGAGGTTAGCCTAAATC

PH10B11 B11 Génico 157 (CTu CAATCCTCTCTCTCTCATTTCCAATC
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a cabo en un volumen de 20 pL que
contenia 1x de tampodn de reaccion, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 25 pM del
cebador sentido marcado con FAM, 15 pM del cebador antisentido, 1 unidad de Taq
polimerasa, y 30 ng de ADN genémico (Thibivilliers et al., 2009). Los parametros de la
PCR se ajustaron segun Sicard et al. (2005).

Los productos de la reaccion se separaron en un ABI PRISM® 3130 DNA Analyzer, y la
calibracion por tamafio se llevé a cabo con el marcador de peso molecular GenScan™ 500
ROX™ Size Standard. Una vez obtenidos los datos, se determinaron los tamafios de los
alelos con el empleo del software PeakScannerv. 1.2 (Applied Biosystems, Foster City,
California).

3.3. Determinacién del efecto de la crioconservacion y el tiempo de almacenamiento
en la viabilidad de las semillas de frijol var. Milagro Villarefio

En el experimento se analizaron dos factores: 1) forma de almacenamiento de las semillas:
semillas almacenadas a 4°C (control) y semillas crioconservadas y 2) tiempo de
almacenamiento: 0, 6, 12, 18 y 24 meses. Las condiciones experimentales de seleccion,
almacenamiento y recuperacion de las semillas son las descritas en el § 3.0. Las semillas se
pusieron a germinar en placas de Petri (100 mm de didmetro) con 15 mL de agua destilada
y en la oscuridad por espacio de siete dias. Se realizaron tres repeticiones de 15
semillas/tratamiento, lo que determiné el porcentaje de germinacién de las semillas. Se
realizd un analisis de varianza ANOVA bi-factorial para la comparacion de medias. La
variable germinacion fue previamente transformada segin la férmula y =2arcosen

((y/100)*).
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3.4. Determinacion del efecto de la crioconservacion en la germinacion de
diferentes genotipos de frijol

El efecto de la crioconservacion se determind en el porcentaje de germinacion de diferentes
genotipos de frijol. Se dispusieron de semillas procedentes de 15 variedades comerciales y
pre-comerciales (tabla 2) con marcadas diferencias fenotipicas, procedentes de los bancos
de germoplasma o colecciones de trabajo de dos instituciones cubanas que han realizado
colectas del cultivo de frijol comin con el objetivo de conservar las variedades
tradicionales y promover su utilizacion, el Instituto de Investigaciones Fundamentales en
Agricultura Tropical y el Instituto Nacional de Ciencias Agropecuarias, con fecha de
cosecha enero de 2013 y contenido de humedad de 12-15% (ISTA, 2005). Las condiciones
experimentales fueron descritas en el capitulo de generalidades.

El tiempo de conservacion de todas las semillas en crioconservacion fue de dos semanas
(Styles et al., 1982). La germinacién (%) se determind después de siete dias de
descongeladas las semillas en placas de Petri (10/tratamientos) con tres repeticiones por
tratamientos. Se utilizé la prueba t-Student para la comparacion de las medias.

3.5. Analisis del efecto economico de la crioconservacion de semillas de frijol

Para determinar el efecto econémico se tuvieron en cuenta los costos relevantes (Polimeni,
2002) o costos que difieren entre varias alternativas posibles, fueron valorados solo
aquellos gastos que tienen comportamientos diferentes en dos variantes de conservacion (la
conservacion tradicional en camaras frigorificas y la crioconservacion). Para calcular el
costo se tuvo en cuenta la clasificacion de los gatos por su forma de inclusion (directos e
indirectos) y se consideraron solo los elementos directos, pues los indirectos de la
produccidn se consideran irrelevantes. Por no ser el costo una categoria abstracta, debe ser

ajustada a un tiempo, y en la presente investigacion se calculo para un afo.
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Tabla 2. Relacidn de genotipos que se usaron en el experimento.

Color de la Habito de Procedencia Fecha de
Nombre semilla crecimiento cosecha
Milagro Villareio  Negro Tipo I1b INCA Enero 2013
Triunfo 70 Negro Tipo I1b INCA Enero 2013
ICA Pijao Negro Tipo 1l INCA Enero 2013
San Francisco 219  Rojo Tipo llb INIFAT Enero 2013
Hatuey 24 Negro Tipo Il INCA Enero 2013
P2240 Negro b Tipo |l INCA Enero 2013
Chévere Crema Tipo 1 INIFAT Enero 2013
Bat 304 Negro Tipo 1l INCA Enero 2013
P186 Rojo Tipo I1b INCA Enero 2013
Velazco Largo Rojo largo Tipo | INIFAT Enero 2013
Rosa Rojo mediano  Tipo | INIFAT Enero 2013
Lewa Blanco Tipo Il INIFAT Enero 2013
Bonita 11 Blanco Tipo Il INCA Enero 2013
Bat 832 Negro Tipo 1l INCA Enero 2013
Bolita 42 Negro Tipo Il INCA Enero 2013
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion del efecto de la crioconservacion en indicadores fisioldgicos y
bioquimicos después de la descongelacion de semillas de frijol var. Milagro
Villarefio

4.1.1. Clasificacion del Coeficiente de Variacion General (CVG)

Después de la descongelacion, no se observaron cambios visibles en las semillas de frijol.
Sin embargo, a nivel bioquimico si ocurrieron variaciones significativas en los indicadores
relacionados con el proceso de germinacion de las semillas y el posterior desarrollo de las
plantas. A través del calculo del coeficiente de variacion general se pudo comprobar como
se manifesto la variabilidad de la crioconservacion en semillas, cotiledones, raices, tallos y
hojas en los tres momentos experimentales, y cuéles fueron los que mas se expresaron
durante el proceso de germinacion y desarrollo de las plantas, la tabla 3 muestra aquellos
indicadores donde el efecto de la crioconservacion se considero elevado.

Tabla 3. Valores del Coeficiente de Variacion General de los indicadores fisioldgicos y
bioquimicos evaluados en etapas tempranas de la germinacion de semillas de
frijol crioconservadas clasificados como “elevados”.

Organo  Tiempo (dias) Indicador CVG (%)
Tallos 14 Contenido de proteinas (mg-g™ masa seca) 106
Tallos 7 Contenido de otros aldehidos (umol-g™ masa seca) 89
Raices 7 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 81
Raices 7 Contenido de fenoles totales (mg-g™* masa seca) 80
Raices 7 Contenido de fenoles solubles (mg-g™* masa seca) 79

Coeficiente de variacién general (CVG)= (Desviacion estandar /Media)*100. Para calcular este coeficiente se
empled los valores medios de los tratamientos (semillas crioconservadas y control).

En ocho de los indicadores que se determinaron, el efecto de la crioconservacion fue medio

(tabla 4), segun la clasificacion del coeficiente de variacion general. A excepcion de los
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cotiledones, el efecto medio de la crioconservacion se manifesto en todos los otros 6rganos

y en los tres momentos experimentales.

Tabla 4. Valores del Coeficiente de Variacion General de los indicadores fisioldgicos y
bioguimicos evaluados en etapas tempranas de la germinaciéon de semillas de
frijol crioconservadas clasificados como “medios”.

Organo Tiempo (dias) Indicador CVG (%)
Raices 7 Contenido de proteinas (mg-g* masa seca) 72
Raices 14 Contenido de proteinas (mg-g* masa seca) 67
Raices 14 Contenido de otros aldehidos (umol-g™* masa seca) 65
Hojas 7 Contenido de clorofila b (ug-g"masa seca) 55
Tallos 14 Contenido de otros aldehidos (umol-g* masa seca) 49
Semillas 0 Contenido de clorofila b (ug-g™ masa seca) 47
Semillas 0 Contenido de clorofila a+b (ug-g™ masa seca) 43
Semillas 0 Contenido de clorofila a (ug-g™* masa seca) 36

Coeficiente de variacion general (CVG)= (Desviacion estandar /Media)*100. Para calcular este coeficiente se
empled los valores medios de los tratamientos (semillas crioconservadas y control).

Después de realizar el calculo del coeficiente de variacion general, en el resto de los

indicadores que se evaluaron en el experimento, el efecto se considerd bajo (tabla 5).

Tabla 5. Valores del Coeficiente de Variacion General de los indicadores fisioldgicos y
bioquimicos evaluados en etapas tempranas de la germinacién de semillas de
frijol crioconservadas clasificados como “bajos”.

Organo Tiempo (dias) Indicador CVG (%)
Hojas 7 Contenido de clorofilas a+b (ug-g™ masa seca) 30
Raices 14 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 28
Cotiledones 7 Contenido de otros aldehidos (umol-g* masa seca) 27
Raices 14 Contenido de fenoles totales (mg-g™* masa seca) 27
Raices 14 Masa fresca (g) 26
Raices 14 Contenido de fenoles solubles (mg-g™* masa seca) 25
Semillas 0 Contenido de fenoles solubles (mg-g™ masa seca) 25
Tallos 7 Contenido de fenoles solubles (mg-g™* masa seca) 22
Cotiledones 7 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 22
Cotiledones 7 Contenido de fenoles totales (mg-g* masa seca) 21

Coeficiente de variacion general (CVG)= (Desviacion estandar /Media)*100. Para calcular este coeficiente se
empled los valores medios de los tratamientos (semillas crioconservadas y control).
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Tabla 5. Valores del Coeficiente de Variacion General de los indicadores fisiologicos y
bioguimicos evaluados en etapas tempranas de la germinacién de semillas de
frijol crioconservadas clasificados como “bajos” (Continuacion).

Organo Tiempo (dias) Indicador CVG (%)
Raices 7 Contenido de otros aldehidos (umol-g™ masa seca) 20
Hojas 14 Contenido de fenoles solubles (mg-g™ masa seca) 20
Hojas 7 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 18
Hojas 14 Masa fresca (Q) 17
Tallos 7 Contenido de proteinas (mg-g* masa seca) 16
Cotiledones 7 Contenido de fenoles solubles (mg-g™ masa seca) 16
Tallos 14 Contenido de malondialdehido (umol-g™ masa seca) 15
Hojas 7 Contenido de fenoles totales (mg-g™* masa seca) 12
Hojas 14 Contenido de fenoles totales (mg-g™* masa seca) 12
Raices 7 Masa fresca (Q) 11
Tallos 7 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 10
Tallos 14 Contenido de clorofilas a+b (ug-g* masa seca) 9
Raices 7 Contenido de malondialdehido (umol-g™ masa seca) 9
Hojas 14 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 9
Hojas 7 Contenido de proteinas (mg-g* masa seca) 9
Tallos 7 Contenido de fenoles totales (mg-g™ masa seca) 8
Tallos 14 Contenido de clorofilas a (ug-g™ masa seca) 7
Semillas 0 Contenido de otros aldehidos (umol-g* masa seca) 7
Hojas 7 Contenido de fenoles solubles (mg-g™ masa seca) 7
Semillas 0 Contenido de proteinas (mg-g* masa seca) 6
Hojas 7 Contenido de otros aldehidos (umol-g* masa seca) 6
Tallos 7 Masa fresca (Q) 6
Hojas 14 Contenido de otros aldehidos (umol-g™* masa seca) 6
Tallos 7 Contenido de clorofilas b (ug-g* masa seca) 6
Hojas 7 Contenido de clorofilas a (ug-g™ masa seca) 6
Hojas 7 Masa fresca (g) 6
Hojas 7 Contenido de malondialdehido (umol-g™* masa seca) 5
Semillas 0 Contenido de malondialdehido (umol-g™ masa seca) 5
Tallos 14 Masa fresca (g) 5
Raices 7 Contenido de clorofila b (ug:-g™ masa seca) 5
Hojas 14 Contenido de malondialdehido (umol-g* masa seca) 5
Raices 14 Contenido de clorofila b (ug g™ masa seca) 5
Tallos 7 Contenido de clorofila a+b (ug g™ masa seca) 4

Coeficiente de variacién general (CVG)= (Desviacion estandar /Media)*100. Para calcular este

coeficiente se emple6 los valores medios de los tratamientos (semillas crioconservadas y control).
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Tabla 5. Valores del Coeficiente de Variacion General de los indicadores fisiologicos y
bioguimicos evaluados en etapas tempranas de la germinacién de semillas de
frijol crioconservadas clasificados como “bajos” (Continuacion).

Organo Tiempo (dias) Indicador CVG (%)
Tallos 14 Contenido de fenoles totales (mg-g™ masa seca) 4
Tallos 14 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 3
Tallos 7 Contenido de clorofila a (ug-g™ masa seca) 3
Semillas 0 Contenido de fenoles ligados a la pared (mg-g™ masa seca) 3
Cotiledones 7 Contenido de clorofila a (ug-g™ masa seca) 2
Cotiledones 7 Contenido de proteinas (mg-g* masa seca) 2
Cotiledones 7 Contenido de malondialdehido (umol-g™ masa seca) 2
Cotiledones 7 Contenido de clorofila a+b (ug g™ masa seca) 1
7 Germinacion 1
Raices 14 Contenido de clorofila a (ug-g™ masa seca) 1
Raices 14 Contenido de contenido de clorofila a+b (ug-g™* masa seca) 1
Raices 7 Contenido de clorofila a (ug-g™ masa seca) 1
Hojas 14 Contenido de clorofila a (ug-g™ masa seca) 1
Hojas 14 Contenido de clorofila a+b (ug g™ masa seca) 0,3
Raices 14 Contenido de malondialdehido (umol-g™ masa seca) 0,3
Cotiledones 7 Contenido de clorofila b (ug-g™ masa seca) 0,2
Hojas 14 Contenido de clorofila a+b (ug g™ masa seca) 0,1
Semillas 0 Masa fresca (g) 0

Coeficiente de variacion general (CVG)= (Desviacion estandar /Media)*100. Para calcular este coeficiente se
empled los valores medios de los tratamientos (semillas crioconservadas y control).

Conforme a la clasificacion del coeficiente de variacion general, la mayor variabilidad del
efecto de la crioconservacion de las semillas se observo en el contenido de proteinas del
tallo de las plantas, 14 dias después de la descongelacion de las semillas, con valores que
disminuyeron de 3,32 a 0,47 mg-g" de masa seca (t-test, p<0,05; CVG=106%), en el
incremento significativo del contenido de otros aldehidos en los tallos de las plantas
procedentes de semillas crioconservadas, 7 dias posteriores a la descongelacion, con
valores que incrementaron de 93,66 a 419,90 pmol-g* de masa seca (t-test, p<0,05;

CVG=89%) y en la reduccion significativa del contenido de fenoles.
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Los fenoles ligados disminuyeron de 7,07 a 1,93 mg-g™ de masa seca, los solubles de 7,41 a
2,10 mg-g* de masa seca, y el contenido de fenoles total de 14,48 a 4,04 mg-g” de masa
seca (t- test, p<0,05).

4.1.2. Andlisis del efecto de la crioconservacién en indicadores fisioldgicos y
bioquimicos después de la descongelacion de semillas de frijol var. Milagro
Villarefio

Después de la descongelacion de las semillas, el 98% de las crioconservadas se convirtieron
en plantas (t-test, p<0,05), sin diferencias estadisticas con respecto a las semillas del
tratamiento control (97%), la determinacion del contenido de proteinas de estas semillas no
difirio estadisticamente con las semillas crioconservadas inmediatamente después de la
crioconservacion (t-test, p<0,05), y tampoco se presentaron diferencias significativas en los
cotiledones de ambos tratamientos, 7 dias después de la descongelacion.

Sin embargo, si se observo una disminucion en raices (fig. 2) y un aumento significativo en
tallos (fig. 3) de las plantas procedentes de semillas crioconservadas en ese momento

experimental.
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Fig. 2. Contenido de proteinas en raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias despues de
la descongelacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx=error estandar de la media.
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Fig. 3. Contenido de proteinas en tallos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de
la descongelacién. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx= error estandar de la media.

Durante determinados estados de desarrollo los vegetales sintetizan diferentes sustancias.
De esta manera, en el proceso de maduracion, las semillas ortodoxas acumulan cantidades
masivas de proteinas que se consideran protectoras frente a varios tipos de estrés.

Las proteinas, son unos de los metabolitos primordiales para la absorcién del agua en las
semillas (Bazin et al., 2011). En las de leguminosas, las proteinas de reservas forman mas
del 20% de su contenido. Del mismo modo, en cultivos como el girasol representan cerca
del 25% de la masa seca. En ambos casos actlan en la disminucion de la dormancia y en la
respuesta a condiciones ambientales.

Diferentes estudios bioquimicos y genéticos suponen la inclusién de la fosforilacion
reversible de proteinas en la regulacion de la respuesta de las plantas al estrés, frente a
varios estimulos ambientales (Rock et al., 2010). En condiciones naturales, muchas plantas
adquieren tolerancia a la congelacion a continuacion de su exposicion a temperaturas por

debajo de 10°C. Este es un proceso llamado aclimatacion (Tadeo y Gomez-Cadenas, 2008).
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Numerosos cambios fisiologicos y moleculares ocurren durante tal proceso, principalmente
la proteccion de las células al dafio irreversible producto a fuerzas mecanicas generadas por
los cristales de hielo, la deshidratacion celular y el incremento de la concentracién de
solutos intracelulares (Rock et al., 2010). Estudios recientes sobre los mecanismos
moleculares de respuesta al estrés por bajas temperaturas, se realizaron en Arabidopsis,
porgue tienen una capacidad limitada para la aclimatacion al frio.

Contrario a lo que ocurri6 a los 7 dias, en las plantas procedentes de semillas
crioconservadas, 14 dias después de la descongelacion, se determindé un contenido mayor
de proteinas en raices (fig. 4), una disminucién significativa en tallos (fig. 5) y un aumento
en el contenido de proteinas en las hojas de las plantas procedentes de semillas

crioconservadas (fig. 6).
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Fig. 4. Contenido de proteinas en raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de
la descongelacién. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx= error estandar de la media.
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Fig. 5. Contenido de proteinas en tallos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias despues de
la descongelacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx= error estandar de la media.
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Fig. 6. Contenido de proteinas en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de
la descongelacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx=error estandar de la media.

Bajo la recepcion y transmision de sefiales del estrés se altera un nimero de genes,
principalmente los relacionados con la adaptacion de las plantas al estrés. Existen muchos
genes inducidos por estrés abiotico (Seki et al., 2002, 2007). La mayoria de esos genes

estan clasificados en dos grupos: uno que funciona en la proteccion de la célula frente al
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estrés, tales como las proteinas LEA (que también se encuentran vinculados a la tolerancia a
la desecacion en semillas y son degradados inmediatamente durante la imbibicion); y otro
grupo que funciona en la transduccién de vias de sefiales, tales como enzimas generadas
por mensajeros secundarios, fosforilacion, remodelamiento de la cromatina y factores de
transcripcion.

Todos los componentes necesarios para la reanudacion de la sintesis de proteinas después
de la imbibicion estan presentes en el interior de los embriones de las semillas, aunque los
polisomas estén ausentes (Bewley, 1997). En cuanto ocurre la rehidratacion de las semillas,
para lograr la germinacion, se produce una disminucion del namero de ribosomas simples
gue actiian como reparadores en un complejo polisomal de sintesis proteica.

La sintesis inicial de las proteinas depende entonces de los ribosomas existentes, pero los
nuevos ribosomas son producidos y usados poco tiempo después que comienza el ensamble
de los polisomas. Los ARNm formados con anterioridad estdn también presentes en el
embrion de las semillas secas (Bewley, 1997). Algunos de ellos son residuos asociados al
proceso de desarrollo previo de la semilla y pueden ser usados durante los primeros estados
de la germinacion.

Tanto el estrés bidtico como el abidtico (bajas temperaturas) pueden promover la sintesis de
algunas proteinas e inhibir otras; sin embargo, autores como Ericson y Alfinito (1984),
Palma (2002) y Forni et al. (2010) plantean que existe una tendencia general a la
disminucion de las mismas. En el experimento que se analiza, el efecto de la
crioconservacién de las semillas tuvo respuestas variables en el contenido de proteinas de
los diferentes 6rganos y momentos experimentales, 1o que esta en correspondencia con lo
que plantean Forni et al. (2010). Estas moléculas pueden sintetizarse o inhibirse como

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

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

Sin embargo, Hamid et al. (2010) observan una disminucién en el contenido de proteinas
en Phaseolus vulgaris L. producto del estrés por metales pesados. Costa 'y Spitz (1997) y
Mohan y Hosetti (1997), por su parte informan sobre la disminucién en el contenido de
proteinas en otros cultivos producto del estrés abidtico.

Una gran variedad de condiciones adversas incrementa la protedlisis intracelular (Tadeo y
Gomez-Cadenas, 2008). Este efecto estd dado, en parte, por el incremento de la actividad

de un gupo particular de enzimas proteasas, que se sintetizan en el citoplasma como
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preproteinas que contienen un péptido de transito y les permite permanecer en diferentes
compartimentos celulares: vacuolas, cloroplastos 0 mitocondrias. Todo ello, coincide con
Palma et al. (2002), quienes plantearon que la disminucién en el contenido de proteinas
puede ser el resultado de un incremento de la actividad de proteasas que se incrementa en
condiciones de estrés. Las proteasas participan en la activacion de proteinas relacionadas
con la adaptacion al estrés, asi como la degradacion de proteinas desnaturalizadas, ellas
proporcionan aminoacidos libres para la sintesis de nuevas proteinas durante el proceso de
crecimiento y desarrollo de las plantas.

Las sefiales que inducen los eventos diferentes, asociados a condiciones de estrés bidtico o
abidtico, condicionan el proceso de crecimiento y desarrollo futruro de los vegetales. La
temperatura, por ejemplo, determina la velocidad de las reacciones quimicas catalizadas
enzimaticamente, modifica la estructura y la actividad de las macromoléculas, y determina
el estado fisico del agua. En las plantas que crecen en condiciones ambientales, el estrés,
tanto por calor como por frio, provoca la pérdida de semi-permeabilidad, pues modifica la
micro-viscosidad o fluidez de las membranas.

No se observaron diferencias estadisticas en el contenido de malondialdehido y otros
aldehidos en las semillas (t-test, p<0,05), pero se presentd un aumento significativo en el
contenido de otros aldehidos en los cotiledones (fig. 7), las raices (fig. 8) y tallos (fig. 9) de
las plantas procedentes de semillas crioconservadas 7 dias despues de la descongelacion.
También se determind un incremento en el contenido de otros aldehidos en las raices
(fig. 10) de las plantas procedentes de semillas crioconservadas 14 dias después de la
descongelacion. A diferencia de estos resultados, en tallos (fig. 11), 14 dias después de la
descongelacion, se observé un aumento en el contenido de otros aldehidos acompafiado de

un aumento en el contenido de malondialdehido.

48



Tesis en Opcién al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Resultados y Discusion

ESx=3,49 A B
X = 3,49 (n.s) ESx=7,77

400 A 200 -
o
g 8
S S
S —~ 300 - Y= i
E § % "§ 300
T < @
S8 2 o a
€ E 200 - E2 200 -
52 35 b
oo o =
=] S g
£ 2 100 - S35 100 -
IS 15
o o
(&) O

0 0
Semillas no Semillas Semillas no Semillas
crioconservadas crioconservadas crioconservadas crioconservadas

Fig. 7. A: Contenido de malondialdehido y B: Contenido de otros aldehidos en cotiledones
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de la descongelacidn. Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.
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Fig. 8. A: Contenido de malondialdehido y B: Contenido de otros aldehidos en raices de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de la descongelacion. Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.
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Fig. 10. A: Contenido de malondialdehido y B: Contenido de otros aldehidos en raices de

frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de la descongelacion. Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.

50



Tesis en Opcién al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Resultados y Discusion

350 ESx=269 (ns) A 350 - Esx = 16,95 B

300 - 300 -

250 7 250 -

200 - 200 -

150 - 150 +

100 - 100 -

(umol-g-! masa seca)

Q0

50 - b
0

Semillas no Semillas Semillas no Semillas
crioconservadas crioconservadas crioconservadas crioconservadas

50 A

Contenido de malondialdehido
(umol-g-t masa seca)
Contenido de otros aldehidos

F

Fig. 11. A: Contenido de malondialdehido y B: Contenido de otros aldehidos en tallos de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de la descongelacion. Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.

Cuando se introducen las semillas en NL, se someten a un estrés por temperaturas bajas y
como consecuencia, se producen sefiales a nivel celular que conducen a una reduccion en el
crecimiento o en el metabolismo (Greaves, 1996) como resultado directo de la exposicion
del umbral a las temperaturas bajas para la actividad bioquimica y fisiologica o el
desarrollo morfoldgico.

Muchos autores han resumido los efectos metabdlicos de las temperaturas bajas en plantas
que crecen principalmente en condiciones ambientales (Layne, 1992; Palonen y Buszard,
1997; Revilla et al., 2005), lo cual ocurre de forma analoga a lo que sucede en el material
que se somete a la crioconservacion. La capacidad de germinar de las semillas se relaciona
entre otras, con la pérdida de la integridad de la membrana. Por tal razén, la acumulacion y
peroxidacion lipidica de la membrana se consideran las principales causantes del deterioro
de las semillas (Corbineau et al., 2000, 2002; Merritt et al., 2003; Bailly, 2004).

En las plantas, tanto el malondialdehido como los otros aldehidos estan relacionados con

procesos de estrés bidtico (Companioni et al., 2005) y abiédtico (Yabor et al., 2006, 2008,
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2009; Pérez et al., 2012). EI malondialdehido se genera por la ruptura de los &cidos grasos
poliinsaturados y se utiliza para determinar el grado de peroxidacion lipidica en las
membranas. Es un metabolito primario de respuesta al estrés en las plantas (Dumet y
Benson, 2000), por lo que se considera un marcador del dafio oxidativo. EI aumento de su
contenido indica la induccion exitosa del estrés oxidativo. De esta manera, la peroxidacion
lipidica también implica la formacion y propagacion de radicales lipidicos, pérdida de
oxigeno y la eventual destruccion de las membranas, lo que genera una variedad de
productos que incluye cetonas, alcoholes, éteres y aldehidos.

El dafio por congelacion induce la produccion de radicales libres (Benson, 2008) que atacan
la fraccion lipidica de las membranas; resultando en la formacién de Especies Reactivas del
Oxigeno (EROs) que estan involucradas en varios aspectos de la fisiologia de la semilla
(Bailly, 2004; Berjak et al., 2011; Weitbrecht et al., 2011; Leymarie, 2012) y en otros
procesos morfogenéticos. Cuando los acidos grasos poliinsaturados son peroxidados en la
biomembrana, una gran diversidad de aldehidos se forman y algunos de ellos son altamente
reactivos.

En el experimento que se analiza contrario a lo esperado, el incremento en el contenido de
otros aldehidos, no estuvo aparejado al incremento en el contenido de malondialdehido en
las primeras etapas de crecimiento y desarrollo de las plantas; sin embargo Martinez-
Montero et al. (2002) si encontraron diferencias en el contenido de malondialdehido unido
al de otros aldehidos en la fraccion microsomal de callos crioconservados de cafia de azUcar
cuando los compararon con callos no crioconservadas, durante los tres primeros dias
posteriores a la exposicion al NL.

Numerosos factores abioticos inducen la formacion de EROs (Weitbrecht et al., 2011)

desde que comienza en las semillas el proceso de maduracion hasta su transformacion en
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plantas, lo que produce en las células y tejidos una condicidn pre-estresante, que sirve
como premisa para originar respuestas fisioldgicas rapidas durante las diferentes fases del

desarrollo de las mismas.

Aun cuando en el experimento no se produjeron variaciones significativas en el contenido
de malondialdehido, el estrés provocado por la crioconservacion generd un aumento en el
contenido de otros aldehidos, que se reflej6 posteriormente en la germinacion,
acontecimiento altamente dependiente de procesos de distension, sintesis y reparacion de

membranas celulares resultado de la entrada de agua en la semilla (Weitbrecht et al., 2011).

Contrario a producir un efecto negativo, la crioconservacion resulté favorable para las
semillas de frijol, pues probablemente logro activar mecanismos asociados a la produccién
de un sistema antioxidante, el cual es esencial en la proteccion a las membranas de la
peroxidacion lipidica y en los procesos de longevidad y germinacion de las semillas. Pues,
como plantea Menon et al. (2014), el estrés por crioconservacion incrementa el contenido
de compuestos que son necesarios para la estabilizacion de la membrana como un

mecanismo de tolerancia a la congelacion.

Inmediatamente después de la descongelacion (fig. 12), se observo un incremento en el
contenido de fenoles solubles y totales en las semillas que se almacenaron a 4°C (control)
respecto a las crioconservadas. En los cotiledones (fig. 13) de las plantas procedentes del
tratamiento control, se observo también un aumento significativo en el contenido de todos
los fenoles (ligados a la pared, solubles y total). Sin embargo, el mayor efecto de la accion
del NL en este indicador se observd en las raices de las plantas procedentes de semillas
crioconservadas 7 dias después de la descongelaciéon (fig. 14; CVG= 80%), con una

disminucion significativa en el contenido de fenoles (ligados a la pared, solubles y total).
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Cuando se realizo la determinacion del contenido de fenoles en tallos, solo se observo un
contenido mayor de los solubles (fig.15) en las plantas procedentes de semillas
crioconservadas, mientras que en las hojas fue significativo el aumento del contenido de

fenoles ligados a la pared celular (fig. 16).

Después de la descongelacion de las semillas (14 dias), en raices de las plantas procedentes
de la crioconservacion (fig. 17), disminuyé significativamente el contenido de fenoles
(ligados a la pared, solubles y total), mientras que en tallos (fig. 18) y en las hojas (fig. 19)

solo se observaron diferencias significativas en el contenido de fenoles solubles.
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Fig. 12. Contenido de fenoles en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) inmediatamente
después de la descongelacion. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles;
C: fenoles totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx= error estandar de la media.
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Fig. 13. Contenido de fenoles en cotiledones de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias
después de la descongelaciéon. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles
solubles; C: fenoles totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente

(t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.

El frijol es un alimento funcional, contiene moléculas bioactivas como los polifenoles y los
taninos que muestran capacidad antioxidantes (Parr y Bolwell, 2000; Duefias et al., 2005;
Oomah et al., 2005). Estos compuestos se almacenan fundamentalmente en el tegumento de
las semillas por una razon principal, su actividad anti-fungica y anti-microbiana, lo que le
ofrece una mayor proteccion al ataque de insectos y patdgenos; ademas prevén
efectivamente la oxidacion, y también acttan como factores protectores del dafio oxidativo

en humanos (Pszczola, 1998).
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Polifenoles como los flavonoides, se encuentran presentes en casi todas las familias de
plantas, principalmente en la epidermis de hojas, en tallos, raices, flores, semillas y frutos.
Por su condicion de polifenoles, los flavonoides actian como antioxidantes protegiendo a
las plantas contra la radiacion UV. Por otro lado, presentan un rol fundamental en la
defensa de las plantas frente a depredadores y en el desarrollo, el crecimiento de otra planta
vecina y frente a estreses ambientales. También se encuentran involucrados en la simbiosis

vegetal (por induccion de la nodulacion de bacterias fijadoras del nitrogeno).
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Fig. 14. Contenido de fenoles en raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7dias después de la
descongelacion. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6).
ESx= error estandar de la media.
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Fig. 15. Contenido de fenoles en tallos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de la
descongelacion. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6).
ESx= error estandar de la media.

En el cultivo de frijol se ha identificado y aislado un nimero grande de flavonoides (Kucera
et al., 2003; Dinelli et al., 2006), los cuales son responsables del color de las semillas. De
igual manera, en otras leguminosas como la soya se ha identificado una fluctuacion en el
namero de compuestos fendlicos que, segln autores como Tsukamoto et al. (1995), estan
en relacion con las condiciones ambientales en las que se desarrolle el cultivo. Estos
investigadores demuestran que el contenido de isoflavonas incrementa en las semillas de
soya cuando su desarrollo ocurre a temperaturas moderadas; sin embargo, no ha sido

propuesta una hipotesis Unica que justifique este fendmeno en frijol (Dinelli et al., 2006).
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Fig. 16. Contenido de fenoles en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de la
descongelacion. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6).
ESx= error estandar de la media.

Compuestos como los isoflavonoides y las fitoalexinas estan relacionados con procesos de
defensa de las plantas cuando estan expuestas a estrés biotico. La fitoalexinas en particular,
estan involucradas en mecanismos de sintesis de resistencia adquirida (Kuc, 1995). Hoy
dia, existe una opiniéon comun y es que, también en condiciones de estrés abiotico, actdan
como elicitores, induciendo mecanismos de defensas en las plantas. Estudios moleculares
demuestran que la transcripcidn de enzimas en la sintesis de estos compuestos es espacial y
temporalmente coordinada (Dinelli et al., 2006) y que las enzimas de transcripcion son

inducidas aun cuando las interacciones sean 0 no compatibles.
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Fig. 17. Contenido de fenoles en raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de
la descongelacién. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6).
ESx= error estandar de la media.

No se tiene referencias sobre la influencia de la crioconservacion en el contenido de
fenoles, sin embargo, Dinelli et al. (2006) encuentran una gran variabilidad en el contenido
de fenoles totales en cultivos de frijol, ellos sugieren que puede ser producto del genotipo
y/o las condiciones ambientales en que se desarrolle el cultivo. De igual manera exhortan la
realizacién de otras investigaciones para tener una comprensién exhaustiva de los

mecanismos que influyen en la expresion de los compuestos fendlicos. Estas
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investigaciones también pudieran servir para comprender la fluctuacion en el contenido de

estos compuestos producto de la crioconservacion, como ocurrid en el experimento que se

analiza.
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Fig. 18. Contenido de fenoles en tallos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de
la descongelacién. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6).

ESx= error estandar de la media.
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Fig. 19. Contenido de fenoles en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de
la descongelacién. A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6).
ESx= error estandar de la media.

Inmediatamente después de la descongelacion, las semillas del tratamiento control
disminuyeron significativamente el contenido de clorofilas (a, b, a+b; fig. 20) con respecto
a las semillas crioconservadas. El efecto del NL en las semillas se reflejo en una
disminucion del contenido de clorofilas en las raices, 7 dias después de la descongelacién

(fig. 21), y en un aumento de este indicador en las hojas de las mismas plantas (fig. 22).
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Fig. 20. Contenido de clorofilas en semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
inmediatamente después de la descongelacion. A: clorofila a; B: clorofila b; C:
clorofila a+b. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx= error estandar de la media.

El desarrollo de las semillas incluye tres estados, entre los que se encuentran la
morfogénesis, crecimiento y deposicién de los elementos de reservas, y por ultimo, la
maduracion y secado (Matilla, 2008). Este desarrollo esta regulado por una compleja red de
sefiales enddgenas que responden a cambios ambientales (Preston et al., 2009; Nonogaki et
al., 2010), donde el resultado es un organismo viable y autbnomo capaz de germinar

cuando las condiciones internas y externas le son favorables.
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Junto con la maduracién y secado, las semillas pasan por un estado de dormancia. La
transicion del estado de dormancia a la germinacion es un punto critico, principalmente
para el inicio del crecimiento vegetativo (lglesias-Fernandez et al., 2011), y es similar en
muchas especies vegetales (Linkies et al., 2010). Las semillas pueden permanecer en estado
de dormancia durante el almacenamiento; sin embargo, al mismo tiempo, en el interior de
las semillas interactian mecanismos fisiologicos que pueden desencadenar el proceso de

germinacion en cuanto las condiciones sean favorables (Bazin et al., 2011).
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Fig. 21. Contenido de clorofilas en raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después
de la descongelacion. A: clorofila a; B: clorofila b; C: clorofila a+b. Medias con letras

desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.
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Fig. 22. Contenido de clorofilas en hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de
la descongelacion. A: clorofila a; B: clorofila b; C: clorofila a+b. Medias con letras

desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx= error estandar de la media.

Cuando las semillas se introducen en NL, la realizacién de los procesos fisioldgicos y
bioquimicos es menor (Stanwood, 1985); pero en las semillas que se almacenan a 4°C, la
actividad metabolica continta. Esto trae consigo que en tales semillas siga ocurriendo una
serie de procesos capaces de disminuir el estado de dormancia (Mc Donald, 1999), lo que
podria ser una causa de la disminucion en el contenido de clorofilas de las semillas del

tratamiento control con respecto a las semillas crioconservadas.
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Segun Iglesias-Fernandez y Matilla (2009), estos eventos son producto de una variedad de
estimulos quimicos y ambientales que ocurren a través de una cadena comun de sefiales de

transduccion que coordinan diversos receptores celulares.

La cantidad de clorofilas en la cubierta de las semillas disminuye durante la maduracion o
secado. El desarrollo de la envoltura de las semillas es uno de los estados mas criticos
durante el proceso de formacién de este 6rgano (Jalink et al., 1998a,b); no obstante,
cualquier estrés ambiental adverso que ocurra en esta etapa trae consigo la acumulacion de

este pigmento y puede influir en su posterior calidad.

Las clorofilas, se rompen durante la ultima etapa de maduracion de las semillas; sin
embargo, los niveles de clorofila pueden afectarse no solo por condiciones ambientales,
sino también por el genotipo (Ward et al., 1995). Estos autores plantean que en la
germinacién se dan procesos secuenciados y sincronizados en un esquema tan organizado
que los procesos catabdlicos y anabolicos son simultaneos; No obstante, los mecanismos
exactos que pueden estar relacionados con la pérdida de la capacidad germinativa

(viabilidad) de las semillas aun no estan dilucidadas.

Sanhewe y Ellis (1996a,b), en estudios sobre el desarrollo y maduracion de semillas de
Phaseolus vulgaris L. y su capacidad para germinar, observan que, cuando estas semillas
son cosechadas al final de la fase de maduracion (momento en el cual disminuyen los
contenidos de clorofilas), tienen un alto porcentaje de germinacion normal y muestran
mejor capacidad de almacenaje con respecto a las semillas que fueron cosechadas con bajo
nivel de madurez. Jalink et al. (1998b), en semillas de Brassica oleracea L. con bajos
contenidos de maduracion, encuentran un mayor porcentaje de germinacion y una

produccion normal de plantas.
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Onyilagha et al. (2011) analizaron la influencia del contenido de clorofilas en el vigor de
semillas de Brassica napus L. y concluyeron que la cantidad de clorofilas puede no tener
un efecto significativo en la germinacion de estas semillas, especialmente cuando se
siembran bajo condiciones ambientales poco estresantes, aunque semillas con altos
contenidos de clorofilas son mas propensas al deterioro cuando las condiciones ambientales
son adversas. Los altos contenidos de clorofilas pueden afectar el vigor y el desarrollo
futuro de las semillas y las plantas en el campo, y la porosidad de la testa de las semillas es

directamente proporcional al alto contenido de clorofilas que presenten las mismas.

Las clorofilas resultan clave para determinar el estado fisiologico de las semillas (Sanhewe
y Ellis, 1996a,b). En el experimento que se analiza la cantidad de clorofilas en las semillas
crioconservadas fue significativamente superior que en las del tratamiento control; sin
embargo, esto no fue impedimento para que tuvieran un buen porcentaje de germinacion.
Ello indica que estas semillas habian alcanzado antes de su conservacion en NL un nivel de

madurez tal que les permitio obtener una buena germinacién y producir plantas con calidad.

Las clorofilas son también un componente clave de la fotosintesis y se requieren para la
absorcion de la luz. No obstante, producto de sus propiedades para absorber luz, las
clorofilas pueden convertirse en potenciales fototoxinas celulares y resultan ser moléculas
dafinas. Esto se pone de manifiesto en situaciones donde el aparato fotosintético de las
plantas se sobrexcita, por ejemplo, bajo condiciones de alta intensidad de luz (Hortensteiner

y Krautler, 2011).

Producto del potencial de toxicidad, el metabolismo de las clorofilas es fuertemente
regulado durante el desarrollo de las plantas. Esto hace que la bioquimica y la regulacion de

la biosintesis de las clorofilas son intensamente estudiadas (Hortensteiner y Krautler, 2011).

66



Tesis en Opcién al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Resultados y Discusion

Durante la germinacion, la ruptura de las clorofilas puede ser un prerrequisito de
detoxificacion de pigmentos potencialmente fototoxicos en el interior de las vacuolas con el
fin de permitir la movilizacion del nitrégeno ligado a las proteinas de las clorofilas
(Hortensteiner, 2006), un proceso que pudo no ocurrir en las hojas de plantas procedentes

de semillas crioconservadas.

El estrés producido por las bajas temperaturas durante la crioconservacion de las semillas
quizéds pudo provocar sefiales que se expresaran en un incremento en los niveles de
clorofilas de las semillas; sin embargo, el porcentaje de germinacion y la buena calidad de
las plantas que se obtuvieron en ambos tratamientos, demuestran que los niveles en el

contenido de las clorofilas no fueron suficientes para causar toxicidad.

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

la necesidad de otros estudios para poder lograr una mayor comprension de este hecho.

En el experimento que se analiza, solamente se observo un incremento en la masa fresca de
raices 7 dias después de la descongelacion de las semillas, y en las hojas, 14 dias de la
descongelacion en las plantas procedentes de semillas crioconservadas (figs 23 y 24). En
cuanto a la masa fresca en otras partes de las plantas procedentes de semillas
criocoservadas, no se observaron diferencias estadisticas con respescto a las procedentes
del tratamiento control. A pesar de la variabilidad que se observd en algunos de los

indicadores fisioldgicos y bioquimicos que se determinaron en el experimento.
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Fig. 23. Masa fresca de raices de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 7 dias después de la
descongelacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx=error estandar de la media.
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Fig. 24. Masa fresca de hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 14 dias después de la
descongelacion. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,

n=6). ESx= error estandar de la media.

La tabla 6 muestra el resultado de los indicadores en los cuales no se encontraron

diferencias significativas entre los tratamientos (t-test, p<0,05).
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Tabla 6. Valores de las medias de indicadores evaluados en semillas y 6rganos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) provenientes de
semillas no crioconservadas y crioconservadas en los diferentes momentos de experimentacion para los que no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (t-test, p<0,05, n=6).

Indicador Semillas Cotiledones Raices Tallos Hojas Significacion
7 dias 14 dias 7 dias 14 dias 7 dias 14 dias

Contenido de proteinas 61,2+1,07 82,95+0,82 113,6+3,09 NS

(mg-g™ de masa seca)

Contenido de malondialdehido 401,5+5,48 293,0745,81 141,54+3,72 NS

(umol-g™* masa seca)

Contenido de otros aldehidos 4,91+13,40 292,5+4,08 380+22,02 NS
(umol-g™* masa seca)

Contenido de fenoles ligados a la

pared celular (mg-g™ masa seca)

Contenido de fenoles solubles

(mg-g™* masa seca)

Contenido de fenoles totales

(mg- g masa seca)

Contenido de clorofilas a 100,02+0,45 1,9+0,05 31,33+0,29  73,49+1,28 269,44+0,63 NS
(ng-g™ masa seca)
Contenido de clorofilas b 50,67+0,45 1,36+0,11 17,96+0,17  42,06+1,31 449,17+0,78 NS
(ng-g™* masa seca)
Contenido de clorofilas a+ b 150,7+0,87 3,26+0,16 49,29+0,44 115,56+2,52 718+1,06 NS

(ng-g™ masa seca)
Masa fresca (g) 0,3+0,01 0,6+0,01 0,47+0,02 0,92+0,05 0,85+0,04 0,26+0,01 NS
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El estrés por temperaturas extremas tiene diferentes efectos: reduccion de la tasa de
crecimiento, inhibicion de la fotosintesis y la respiracion, activacion de la senescencia y la
abscision, puesto que la mayoria de las situaciones de estrés influyen en el crecimiento
vegetativo de la parte aérea de la planta cuando se presenta en condiciones ambientales.
Cada cultivo posee un umbral Optimo de temperatura, los cultivos tropicales vy
subtropicales, como el frijol, pueden ser seriamente dafiados por las bajas temperaturas
(Thomashow, 1998). Cuando se producen temperaturas inferiores a las 6ptimas durante la
fase de desarrollo, disminuye la productividad y la estabilidad en los rendimientos (Stamp,

1984, 1987).

La primera etapa en la aclimataciéon al estrés ambiental es la percepcion del estrés y
transduccion de las sefiales (Yanesaki et al., 2010). Los organismos y células individuales
estan equipados con sensores y traductores de sefiales que perciben y traducen sefiales
resultado de cambios en el ambiente; sobre todo los sensores y las sefiales de traduccion

aparecen de forma especifica en diferentes tipos de estrés ambiental.

La sefial de estrés sigue un camino complejo hasta que se manifiestan las respuestas en las
plantas. Esto implica la puesta en marcha de una secuencia de acciones complejas. Las
respuestas, las adaptaciones y las acomodaciones al estrés tienen distinto significado
fisiolégico (Tadeo y Gomez-Cadenas, 2008). La respuesta posee un significado amplio que
incluye los de adaptacion y acomodacion y no es mas que cualquier alteracion estructural o
funcional que se produce en las plantas como consecuencia de un estrés. Sin embago,
adaptacion y acomodamiento tienen un significado mas restringido, pues hacen referencia a

modificaciones heredables y, por tanto, incluidas en la informacion genética.
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La activacién de los mecanismos defensivos en las plantas o de respuestas conducen a la
acomodacion del metabolismo celular a las nuevas condiciones (Tadeo y Gdmez-Cadenas,
2008), a la activacion de los procesos de reparacion de la maquinaria celular dafiada y a la
expresion de las adaptaciones morfoldgicas adecuadas. Martinez-Montero et al. (2002), no
encontraron diferencias en el crecimiento y desarrollo de plantas de cafia de azUcar
procedentes de callos crioconservados cuando lo compararon con plantas procedentes de la

propagacién convencional en estados avanzados del desarrollo de las plantas.

En general, las respuestas y adaptaciones especificas a un determinado factor ambiental
constituyen un pequefio porcentaje frente al gran nimero de respuestas comunes. Asi, casi
todas las condiciones de estrés modifican el patron de crecimiento de la planta, estimulan la
senescencia y la abscision de los 6rganos deteriorados, y alteran el funcionamiento de las

rutas mas eficaces de produccion de energia metabolica (Tadeo y Gdmez-Cadenas, 2008).

Estas observaciones sugieren que los estimulos deben activar rutas de transmision de la
sefial, idénticas, similares o convergentes hacia un mismo abanico de respuestas defensivas.
Existe poca informacion de como se pueden recuperar los 6rganos de las plantas del estrés
por temperaturas ultra bajas, fundamentalmente, cuando se produce en las semillas antes de
germinar; sin embargo, pudiera pensarse en un proceso de adaptacion o acamodamiento,

por lo que el componente genético puede influir fuertemente en la respuesta.

En la tabla 7, se muestra un resumen de la influencia del NL en cada 6rgano y en los tres
momentos experimentales. El indicador que mas varid por accion del NL fueron los
fenoles, su efecto se reflejo en todos los dérganos (semillas, cotiledones, raices, tallos y
hojas) y en los tres momentos experimentales. Las raices fueron el organo que més se
afectd por accion del NL con 65% de variacion en los indicadores (13/20), a la vez que las

hojas fueron las menos afectadas (35% de los indicadores, 7/20).
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Tabla 7. Resumen del efecto de la crioconservacion de semillas de Phaseolus vulgaris L en estadios tempranos de la germinacion.
Clasificacion basada en t-test. (t-test, p<0,05). SNC: Semillas No Crioconservadas.

INDICADORES

ORGANO exMo_mentos No modificados con respecto al Incremento con respecto al Disminucion con respecto al Indlquores o
perimentales - . ; modificados (%)
tratamiento control (SNC) tratamiento control (SNC) tratamiento control (SNC)

Semillas 0 5 indicadores: 3 indicadores: 2 indicadores
Masa fresca y contenido de fenoles Contenidos de clorofilas (a, b,  Contenido de compuestos 50% (5/10)
ligados a la pared, proteinas, a+b). fendlicos (solubles y totales).
malondialdehido y otros aldehidos.

Cotiledones 7 6 indicadores: 1 indicador: 3 indicadores: 40% (4/10)
Masa fresca y contenido de Contenido de otros aldehidos.  Contenido de compuestos
clorofilas (a, b, a+b), fendlicos (solubles, ligados a la
malondialdehido y proteinas. pared y totales).

Raices 7 3 indicadores: 2 indicadores: 5 indicadores: 60%b (12/20)
Contenido de clorofilasay b, y Masa fresca y contenido de Contenido de clorofilas (a+h),
malondialdehido otros aldehidos. fenoles (solubles, ligados a la

pared y totales) y proteinas.
14 5 indicadores: 2 indicadores: 3 indicadores:
Masa fresca, contenido de Contenido de otros aldehidosy  Contenido de fenoles (solubles,
pigmentos de clorofila a, b, a+b), y contenido de proteinas. ligados a la pared y totales)
malondialdehido.

Tallos 7 6 indicadores: 4 indicadores: 40% (8/20)
Masa fresca y contenido de Contenido de fenoles solubles,
clorofilas (a, b, a+b), fenoles proteinas, malondialdehido y
(ligados a la pared, totales). otros aldehidos.

14 6 indicadores: 3 indicadores: 1 indicador:
Masa fresca y contenido de Contenido de Contenido de proteinas.
clorofilas ( a, b, a+b), fenoles ( malondialdehido, otros
ligados a la pared y totales) aldehidos y fenoles solubles.

Hojas 7 6 indicadores: 4 indicadores: 35% (7/20)
Masa fresca y contenido de Contenido de clorofilas a, b,
malondialdehido, otros aldehidos, a+b) y fenoles ligados a la
fenoles (solubles y totales) y pared.
proteinas.

14 7 indicadores: 2 indicadores: 1 indicador:

Contenido de fenoles (ligados a la
pared, totales), pigmentos de
clorofila (a, b, total),
malondialdehido y otros aldehidos.

Masa fresca y contenido de
proteinas.

Contenido de fenoles solubles.
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Al realizar un balance de los resultados en los tres momentos experimentales se observo
que, el 50% de los indicadores (5/10) se modificaron por la accion del NL en las semillas
inmediatamente después de la descongelacion; el 48% (19/40), 7 dias después de la
descongelacion de las semillas; y el 43% (13/30) se modificé 14 dias después de la
descongelacion de las mismas.

A medida que transcurrio el proceso de germinacion se produjo una tendencia a disminuir
el efecto de la crioconservacion, lo que estuvo aparejado con el desarrollo de las plantas,
pues al final del proceso solamente siete indicadores incrementaron su contenido en las
plantas procedentes de semillas crioconservadas, seis disminuyeron con respecto al control
y otros 17 indicadores permanecieron inalterables por accién de la crioconservacion de las
semillas.

Estos resultados fueron contrarios a los esperados. Siempre se pensd que las semillas,
especialmente los cotiledones (por ser grandes estructuras con células diferenciadas) fueran
los 6rganos mas draméaticamente afectados por la inmersion en NL, pero no las raices; en el
proceso de germinacion, la semilla absorbe agua y en este drgano especialmente ocurren
procesos de division celular y una serie de reacciones bioquimicas que liberan los
nutrientes de los cotiledones (Weitbrecht et al., 2011).

Sin embargo, como las raices son estructuras relativamente grandes, tienen un mayor
volumen de células en la corteza y la médula, y generalmente poseen mayores vacuolas y
células meristematicas, pudiera pensarse que el dafio esta relativamente extendido en tales
tejidos y que se relaciona con la variabilidad en los indicadores bioguimicos que se

presentaron en esta investigacion.
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En el proceso de crecimiento y desarrollo de las plantas su capacidad de resistencia al estrés
suele aumentar (Tadeo y Gomez-Cadenas, 2008), los 6rganos subterraneos (raices, bulbos y
rizomas) son mas sensibles a los cambios de temperatura que las parte aéreas (tallos y
hojas), lo que, probablemente pudiera también estar asociado con los resultados que se
obtuvieronen en este experimento.
Los drganos reproductivos, por su parte son muy sensibles; sin embargo, las semillas
pueden soportar temperaturas extremas. En plantas que crecen al aire libre, el efecto del
estrés por frio se agudiza en condiciones de baja humedad relativa (Tadeo y Gémez-
Cadenas, 2008), pues las temperaturas bajas reducen la capacidad de las raices para
absorber agua y bloquean la funcién de los estomas.
Tomando en consideracion los resultados del experimento y la variabilidad que se observo
en los indicadores bioquimicos determinados en el proceso de germinacion, se escogen
aquellos donde el CVG se estimo de elevados para evaluarse en el crecimiento de las
plantas.

4.2. Determinacion del efecto de la crioconservacién de semillas de frijol var.

Milagro Villareiio en el crecimiento y desarrollo de dos generaciones de plantas
cultivadas en canteros

4.2.1 Determinacion del efecto de la crioconservacion de semillas de frijol en
indicadores bioquimicos en raices y tallos en plantas cultivadas en canteros

El contenido de fenoles (ligados, solubles y total; fig. 25) en las raices fue superior
estadisticamente en las plantas procedentes de semillas crioconservadas. No se encontraron
diferencias estadisticas en el contenido de otros aldehidos en tallos, como se observa en la
figura 26; sin embargo, el contenido de proteinas disminuyd con respecto al tratamiento

control (fig. 27).
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Fig. 25. Contenido de fenoles en raices de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 32 dias
después de la siembra A: fenoles ligados a la pared; B: fenoles solubles; C: fenoles
totales. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=6). ESx=

error estandar de la media.

Una de las propiedades adaptativas mas importantes de los vegetales es la capacidad que

presentan las semillas de retener su viabilidad durante periodos largos de tiempo

(dormancia morfoldgica), lo que le permite sobrevivir en condiciones adversas. Existen dos

formas bajo las cuales las semillas manifiestan esta propiedad adaptativa, una de ellas es la

incapacidad de germinar cuando las condiciones no son favorables. En el pericarpo de la

semilla se encuentran inhibidores de naturaleza fendlica como el acido salicilico, acido p-

hidroxibenzoico y el acido cindmico.

75



Tesis en Opcion al Grado Cientifico de Doctor en Ciencias Resultados y Discusion

ESx=2,6(ns) A ESx = 17,95 (n.s) B
420 » 420 4

S i)
S 350 - EF 0 -
S = © »
83 33
T & 280 - 5 s 280 A
53 8 E
g£ 8%

o 210 - S 210
3 o = €

—_ =
(=S o=
8 £ 140 S 140 -
c =
g~ ©
c
8 70 A 70

0 [ 0
Semillas no Semillas Semillas no Semillas
crioconservadas crioconservadas crioconservadas crioconservadas

Fig. 26. A: Contenido de malondialdehido y B: Contenido de otros aldehidos en tallos de
frijol (Phaseolus vulgaris L.) 32 dias despues de la siembra (t-test, p <0,05, n=6).
ESx= error estandar de la media.
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Fig. 27. Contenido de proteinas en tallos de frijol (Phaseolus vulgaris L.) 32 dias después
de la siembra. Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05,
n=6). ESx= error estdndar de la media.

Estudios realizados para encontrar las bases metabolicas de la dormancia y la eliminacion
de la misma conducen a pensar que la ruta oxidativa implicada en romper la dormancia de

las semillas es la ruta de las pentosas-fosfato, via alternativa en la degradacion de los
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carbohidratos, pero que sirve de sintesis de los compuestos fendlicos. Muchos de ellos

surgen de la ruta del &cido shiquimico y de sus reacciones.

Faivre-Rampant et al. (2000), en estudios realizados en plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum L.), obtienen mutantes que contenian niveles altos de auxinas protectoras
denominadas acido clorogénico (que es un dihidroxifenol), asi como de fenoles solubles y
totales. Estos autores sefialan que existen muchas cumarinas (fenoles) que tienen efectos no
bien conocidos en varios procesos bioquimicos y fisiolégicos, con un comportamiento
inestable, pues en ocasiones bajos niveles se comportan como estimuladores y niveles altos

como inhibitorios.

Las proteinas en el frijol, junto con el agua, constituyen la fraccidn celular mas importante.
Algunas proteinas tienen propiedades cataliticas y actlan como enzimas; otras funcionan
como elementos estructurales; y otras mas transportan, hacia o desde el interior de las
células, sefales especificas (en el caso de los receptores o sustancias especificas y en el
caso de las proteinas transportadoras). Son las proteinas, quizas las biomoléculas mas

versatiles de las que componen este cultivo.

Las proteinas disminuyeron por accion del NL en tallos de las plantas procedentes de
semillas crioconservadas en los canteros, similar a lo que ocurri6 en la germinacién 14 dias
después de la descongelacion de las semillas. Este resultado resulta 10gico si se tiene en
cuenta que las proteinas se degradan constantemente en todas las células para impedir la
acumulacion de proteinas anormales o no requeridas y para facilitar el reciclado de

aminoacidos.
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En las dicotiledoneas, la degradacion de las proteinas de reserva se ha estudiado
intensamente en plantas de Phaseolus vulgaris (Barcel6 et al., 1992). En este cultivo, el
maximo de actividad proteolitica se produce a los cinco dias de la germinacion,

coincidentemente con el maximo de acumulacién de aminoacidos libres.

El estrés abiotico esta considerado como uno de los mas tratados en la agricultura. Estudios
realizados por mejoradores y bidlogos moleculares han documentado claramente que la
respuesta de las plantas hacia este tipo de estrés tiene una naturaleza multigénica. Las

plantas poseen un mecanismo delicado que les sirve para competir con estas situaciones.

La disponibilidad de la secuencia del genoma y las técnicas para analizar la regulacion a
nivel de transcripcion y proteica han revolucionado el camino de la biologia del estrés.
Estas investigaciones han dado un acierto en como las sefiales extracelulares son percibidas

y transmitidas a través de sefiales en cascadas de transduccion en una planta dada.

La crioconservacion impone una serie de condiciones de estrés en el material vegetal que
podrian inducir modificaciones en los cultivos crioconservados y en las nuevas plantas
regeneradas (Engelmann, 2010). Por consiguiente, antes de utilizar esa técnica de forma
rutinaria para la conservacion a largo plazo de los recursos fitogenéticos, es necesario

verificar que no se altere la estabilidad genética del material crioconservado.

La obtencion de estos resultados conlleva a la evaluacion de caracteres morfo-agronémicos
en las plantas con el objetivo de determinar el efecto de la crioconservacion de las semillas

de frijol en otras etapas de su desarrollo.
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4.2.2. Determinacion del efecto de la crioconservacion de semillas de frijol en
indicadores morfo-agronémicos en plantas cultivadas en canteros

No se encontraron diferencias en los indicadores morfo-agronémicos entre las plantas

procedentes de semillas crioconservadas y el tratamiento control (tabla 8).

Tabla 8. Caracteres morfo-agronémicos de las plantas de frijol var. Milagro Villarefio.
(SNC: Semillas no crioconservadas; SC: Semillas crioconservadas).

Plantas Plantas Error
Indicadores procedentes de procedentes estandar de  Significacién
SNC de SC la media
Emergencia (%) 75,00 77,50 0,04 n.s
Altura de la planta (cm.) 71,75 74,35 0,41 n.s
Numero de nudos/planta 12,85 13,05 0,41 n.s
Numero de vainas/planta 25,20 25,75 1,91 n.s
Numero de granos/planta 99,25 106,50 9,18 n.s
Numero de granos/vaina 3,91 4,06 0,13 n.s
Masa de 100 semillas (g) 25,98 26,47 2,72 n.s

t-test, p<0,05, n=10; n.s: diferencia no significativa

La medicion de los caracteres cualitativos y cuantitativos de alta heredabilidad, permite
determinar el grado de similitud entre las accesiones por medio de su apariencia

morfologica o fenotipica y el nivel de variabilidad en una coleccién.

La caracterizacion de la variabilidad genética de los recursos fitogenéticos esta considerada
entre las lineas de investigacion estratégicas a nivel mundial por ser un factor de peso
decisivo en la solucion de los problemas actuales y futuros relacionados con la
productividad de los cultivos comerciales, la adaptacién a los cambios climaticos y el

desarrollo de nuevas alternativas en la obtencion de variedades (Cornide, 2002).
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Resulta de utilidad caracterizar la diversidad genética de los sistemas de produccion de
frijol para determinar caracteres en los que deben enfatizar los diferentes programas de
mejoramiento. Existen alternativas para estimar esta diversidad genética en cultivos como
el frijol. Tradicionalmente se emplean marcadores morfologicos tales como el habito de
crecimiento, caracteristicas de los granos, resistencia a plagas y enfermedades (Singh et al.,
2001). Estos marcadores, sin embargo, se afectan por el ambiente y el estado de desarrollo

de la planta, tornando menos eficientes sus caracterizaciones (Tatineni et al., 1996).

Aunque hasta el presente la validacion genética de plantas procedentes de material
crioconservado se basa fundamentalmente en estudios de variaciones fenotipicas en
muestras recuperadas de la crioconservacion y procedentes de material de cultivo in vitro,
son pocos los informes que reflejan la existencia de modificaciones en las caracteristicas
fenotipicas productos de la crioconservacion. No obstante, se conoce que el estado del
germoplasma, antes de almacenarse en NL, tiene implicaciones importantes para su
estabilidad y viabilidad futuras (Benson, 2008), sobre todo cuando se tiene en cuenta que
el material que se almacena por largos periodos de tiempo incluye su propia estabilidad

fisica y bioquimica (Reed, 2001).

En plantas de papa (Solanum tuberosum L.) procedentes de material crioconservado,
Harding y Benson (1997) y Harding et al. (2009) realizaron estudios que incluyen
caracteristicas de las plantas, entre las que se encuentran: la altura, el tamafio de la hoja y
la capacidad de tuberizacion; indicadores que utilizaron en la realizacion de analisis
biométricos para evaluar la variacion de estos caracteres, indicativos de cambios resultantes

de la interaccion total del genoma y de cambios temporales en la expresion de genes.
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Contrario a los resultados de este experimento donde no se produjeron diferencias entre las
plantas de ambos tratamientos en ninguna de las dos generaciones, Martinez-Montero et al.
(2002), quienes compararon plantas de cafia de azUcar originadas de callos embriogénicos
crioconservados y plantas provenientes de la propagacion convencional, informan
diferencias entre los tratamientos. Los tallos producidos por el material cultivado in vitro
tuvieron un menor didmetro y un menor tamafio comparado con los producidos de brotes de
propagacion convencional. Sin embargo, estos autores destacan que estas diferencias son

transitorias, pues desaparecen transcurridos 12 meses de crecimiento en el campo.

Producto a las limitaciones que tienen los marcadores morfoldgicos y bioquimicos, se
realizan trabajos que emplean los marcadores moleculares para caracterizar la diversidad
del germoplasma (Franklin et al., 2009). Estos son un potencial para detectar la diversidad
genética y ayudan a mantener los recursos fitogenéticos (Virk et al., 2000; Song et al.,
2003), revelan diferencias entre genotipos a nivel de ADN, brindan una herramienta mas
directa, segura y eficiente para la caracterizacion, conservacion y mantenimiento de los

bancos de germoplasma.

En la actualidad, se emplean marcadores como los microsatélites (Igrejas et al., 2009;
Goncalves-Vidigal y Bechimol, 2011) para la caracterizacion de plantas de frijol, y para
validar la estabilidad genética de plantas de muchos otros cultivos procedentes de material
crioconservados.

4.2.3. Caracterizacion molecular de las plantas con el empleo de microsatélites
(SSR)

Cinco de las seis combinaciones de cebadores detectaron un alelo por individuo y fueron

consecuentemente considerados homocigoticos en los loci analizados (tabla 9).
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Tabla 9. Pares de bases detectados por SSR con empleo de cebadores y obtenidos en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris L.)
procedentes de semillas no crioconservadas y crioconservadas.

8

Cebador Grupo de Tipo de Tamario esperado  Nucleo o Secuencia Semillas no Semillas
ligamiento marcador (pares de base) del motivo repetido crioconservadas  crioconservadas
PHIB2 B2 Génico 147 (CCT), 147-147 147-147
PH2B2 B2 Génico 74 (GCCACC)s 74-74 74-74
PH3B4 B4 Génico 163 (GAAT)s 172-172 172-172
161-161 161-161
PHSB5"  B5 Génico 161,171 (AT)s 171-171 171-171
PH6B9 B9 Génico 192 (AT)12 198-198 198-198
PH10B11 BIl1 Génico 157 (CTu 158-158 158-158

* Estado de heterocigosi del marcador.
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En contraste, la combinaciéon PH5B5 reveld dos alelos en el correspondiente locus,
indicando el alto estado de heterocigocis del marcador. No obstante, se pudo observar que
ninguno de los marcadores mostrd0 cambios entre las semillas derivadas de plantas

provenientes de semillas crioconservadas y el control en la regién del ADN evaluado.

El andlisis de las plantas procedentes de materiales crioconservados se lleva a cabo a nivel
fenotipico, citologico, bioquimico y molecular. Miller et al. (2007), quienes emplearon
técnicas de AFLP en algas (Chlorella vulgaris) para comparar muestras que permanecieron
en crioconservacion por 30 afios con muestras que se mantenian en diferentes subcultivos,
informan un ejemplo de ello. Estos autores no encuentran diferencias entre las procedentes

del cultivo in vitro y las crioconservadas.

Los resultados mostraron que, el estrés que pudo producir la crioconservacion en las
semillas de frijol no fue suficiente para provocar cambios, al menos a nivel de la region del
ADN objeto de estudio. Resultados similares informan Harding y Benson (2001), Urbanova
et al. (2006) y Castillo et al. (2010) quienes utilizan los microsatélites para el analisis de la
estabilidad genética de plantas procedentes de la crioconservacion. También Sanchez et al.

(2008) plantean que la conservacion en NL no afecta la estabilidad genética.

Tampoco se encontraron diferencias en los caracteres estudiados producto de la
crioconservacién en otros estudios donde se comparan el desarrollo vegetativo y floral en
plantas de campo originadas de material crioconservado en especies como Musa sp. (Cote
et al., 2000), Solanum tuberosum (Mix-Wagner et al., 2003) y en palma de aceite (Konan

et al., 2007).

Sin embargo, la ultima confirmacion de la estabilidad genética de un material
crioconservado puede ser la reintroduccion en el ambiente y la produccion de plantas
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completas y fértiles. Esto implica que solamente muestras de alta calidad deban
almacenarse en NL, lo cual requiere rigurosos procedimientos operacionales (Berjak et al.,
2011). El estado del germoplasma, antes ser sometido a las temperaturas ultra bajas, tiene
importantes implicaciones para su estabilidad y viabilidad (Benson, 2008), dentro de lo que

se incluyen la estabilidad fisica y bioquimica del sistema (Reed, 2001).

Por tal motivo y producto de la naturaleza variable y de la extension del genoma, los
microsatélites ofrecen un avance en el analisis de la variacion genética a nivel molecular
(Kalia et al., 2011). Estas técnicas se emplean para medir los efectos de la seleccion natural
(Rodrigues y Santos, 2006), develar la diversidad genética (Diaz y Blair, 2006; Asfaw et
al., 2009; Blair et al., 2009; Vieira et al., 2009; Guan et al., 2010; Campos et al., 2011),
medir estructuras de poblaciones (Ribeiro et al., 2010; Albertini et al., 2011), y en mapas
de integridad genética, fisica y fisioldgica (McClean et al., 2010; Garcia et al., 2011).
También se usan como marcador asistente de seleccion (Benchimol et al., 2005; Chen et
al., 2011; Kalia et al., 2011), en el andlisis de la diversidad del genoma en especies, y para
evaluar relaciones entre individuos en colecciones nucleos de cultivos como el frijol

(Goncalves-Vidigal y Bechimol, 2011).

Los resultados que se presentan en este experimento confirman que, la crioconservacion de
semillas de frijol no produce cambios en el crecimiento y desarrollo de la plantas, aunque
experimentos con un numero mayor de plantas se requieren para descartar posibles
mutantes. Las técnicas de conservacion ex situ son componentes fundamentales de un
programa de conservacion global que contemplan esencialmente las operaciones de
almacenamiento y propagacion de germoplasma. Sin embargo, el estado de dormancia

presente en muchas semillas de especies reduce significativamente su eficacia.
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4.3. Determinacion del efecto de la crioconservacion y el tiempo de almacenamiento
en la viabilidad de las semillas de frijol var. Milagro Villarefo

Las semillas seleccionadas para el estudio tenian un porcentaje de germinacion cercano al
100%, sin diferencias estadisticas entre los tratamientos (fig. 28). Transcurridos los
primeros seis meses de iniciado el experimento, se observo una ligera disminucién en el
porcentaje de germinacion de ambos tratamientos, pero no se observaron diferencias
estadisticas entre ellos. Solo después de los 12 meses de conservacion se observaron
diferencias estadisticas en el porcentaje de germinacion entre los tratamientos, las que se

mantuvieron hasta el final de la evaluacion.
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Fig. 28. Germinacion de semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.). Medias con letras
desiguales difieren estadisticamente (ANOVA bi-factorial, p <0,05, n=15). ESx= error
estandar de la media. Solamente para el procesamiento estadistico los datos se
transformaron segun la féormula: y’ = 2arcosen(sqr(y/100)).

El principio bésico para la conservacion de semillas es la limitacién de los cambios
quimicos que son originados por el metabolismo o los procesos de envejecimiento; sin

embargo, se sabe que las condiciones de baja temperatura y bajo contenido en humedad
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prolongan la longevidad de las semillas (Iriondo, 2001). De acuerdo a las reglas de
Harrington, existe una relacion exponencial entre la longevidad de las semillas, la
temperatura y el contenido de humedad de almacenamiento, de manera que la longevidad
de una semilla se duplica por cada reduccion de 5°C en la temperatura y por cada reduccion

de un 1% en el contenido de humedad.

Conforme con este modelo, las semillas conservadas a temperaturas muy bajas y con
contenidos de humedad muy bajos deberian mantenerse viables durante milenios. Sin
embargo, Vertucci y Roos (1990) y Ellis et al. (1990a,b), muestran que existen limites a los
efectos beneficiosos de la desecacién sobre la longevidad y que estos limites dependen de
la composicion quimica de la semilla. Por tal razon, los efectos de la temperatura y el
contenido de humedad no son independientes (Vertucci y Roos, 1993). No obstante, el uso
apropiado de estos dos factores proporcionan una via aceptable para la conservacion a largo

plazo de muestras de semillas en bancos de germoplasma (Iriondo, 2001).

Independientemente de las condiciones de almacenamiento que se utilicen, la viabilidad de
las muestras debe ser controlada periodicamente (lriondo, 2001). Si el porcentaje de
germinacion es inferior al 85% del valor inicial en las muestras almacenadas en colecciones
a largo plazo, y al 65% del valor inicial en colecciones activas, se recomienda su
regeneracion mediante nuevas recolecciones o por multiplicaciéon a partir de las semillas

viables.

Las semillas ortodoxas eventualmente pierden la viabilidad durante el almacenamiento
(Mira et al., 2010). El resultado de este experimento pudiera relacionarse con la cinética y

los mecanismos de deterioro de semillas, similar a lo que informan Walters (1998) y
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Walters et al. (2005). Las semillas que se encuentran en almacenamiento siguen un patron
sigmoidal de deterioro en la cual la viabilidad permanece por un periodo relativamente
constante, seguido de una abrupta disminucion y finalmente un periodo lento donde muchas

de ellas se mantienen viables.

Predecir la duracion de la fase inicial es muy importante para la regeneracion de accesiones
en los bancos de germoplasmas (Walters, 1998; Walters et al., 2004). Sin embargo, los
mecanismos exactos que conllevan a la pérdida de la viabilidad de las semillas no estan
completamente elucidados y la susceptibilidad de la semilla a envejecer varia dentro de las
familias y las especies (Walters et al., 2005; Niedzielski et al., 2009; Nagel y Borner,

2010).

La duracion de la fase inicial del deterioro de la semilla, depende de la humedad y
temperatura durante el almacenamiento, de factores celulares desconocidos (Walters et al.,
2005), de la calidad de la semilla, antecedentes genéticos y condiciones ambientales en que
se desarrollaron las mismas (Ellis y Roberts, 1980; Walters et al., 2004). Sin embargo, esta

es una fase asintomatica dificil de medir (Mira et al., 2010).

La cinética sigmoidal de deterioro de la semilla es indicativa de reacciones autocataliticas o
cooperadas (Walters, 1998; Walters y Koster, 2007). Este tipo de reacciones es antecedente
de materiales viscosos en las semillas secas (Walters y Koster, 2007); la transicion del
estado del agua, por su parte, un factor que regula la naturaleza y cinética de las reacciones

en las semillas secas (Walters et al., 2005).

Las reacciones que ocurren en el interior de las semillas son las mismas que las implicadas

en la degradacion quimica: oxidacién o peroxidacidn que ocurre en ausencia o presencia de
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enzimas cataliticas (Walters, 1998; McDonald, 1999; Bailly, 2004; Job et al., 2005;
Kranner et al., 2006). También la oxidacion de macromoléculas puede provocar el escape

de compuestos volatiles (Mira et al., 2010).

Aunque se observé una disminucién en el porcentaje de germinacion de las semillas
crioconservadas despues de seis meses de almacenamiento, estas conservaron un porcentaje
de germinacion cercano al 90% hasta el final del tiempo de evaluacion, lo que demuestra
que, aun cuando los procesos de deterioro en las semillas ocurren irremediablemente, la
crioconservacion hace més lento el proceso. Day et al. (1997, 1998), informaron resultados
similares al analizar la viabilidad de algas crioconservadas por mas de 20 afios y observar

que la crioconservacion produce una mayor conservacion de la viabilidad.

Walters et al. (2004, 2005) realizaron uno de los estudios mas significativos de longevidad
en germoplasmas crioconservados. Estos autores informan sobre cambios medibles en la
germinacién de semillas secas en NL por mas de 10 afios. Demostraron que existe
variabilidad en el deterioro entre las especies y en accesiones dentro de una misma especie.
Ellos afirman que la longevidad de las semillas puede superar tiempos mayores a los 500
afios; aunque, también concluyen que el almacenamiento a temperaturas criogénicas no es
suficiente para parar el deterioro, principalmente si el estado inicial de envejecimiento

ocurre a temperaturas mayores de almacenamiento antes de ser colocadas en NL.

El estudio de los mecanismos de envejecimiento de las semillas y la determinacion de
indicadores de calidad pueden salvar enormes cantidades de tiempo, esfuerzo y materiales
en los bancos de germoplasma (Stanwood, 1985), preservando de esta forma la

biodiversidad genética.
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Ademas de los antecedentes antes descritos, la respuesta en la germinacion de las semillas
esta relacionada, entre otros factores, con la forma y el color de la testa, la cual tiene una
funcién protectora, ayuda a la dispersion, en el control de la germinacién y constituye una
barrera contra el dafio fisico y la luz ultra violeta. Algunas especies muestran dormancia
impuesta por la testa, producto que es impermeable al agua o el oxigeno. Estas propiedades

de la testa estan relacionadas con su composicién (Baskin et al., 1998).

Numerosos autores han analizado la influencia que existe entre el color, la temperatura y el
contenido de humedad de la semilla con la dormancia y la pérdida de la viabilidad (Puga-
Hermida et al.,2003; Mira et al., 2005; 2011), asi como las condiciones de
almacenamiento. Sin embargo, se tienen pocas referencias de la relacion entre el color de la
semilla y la crioconservacion, por lo que resulta de interés analizar como responden
diferentes genotipos de frijol a la crioconservacion.

4.4. Determinacion del efecto de la crioconservacién en la germinacion de
diferentes genotipos de frijol

El resultado del experimento corrobor6é que la crioconservacion no afect6 la viabilidad,
pues no se produjeron variaciones en el procentaje de germinacion de las semillas en
ninguno de los 15 genotipos objetos del analisis (fig. 29). En todos los casos se presentaron
valores superiores al 90%, y no se observo diferencias significativas con aquellas del

tratamiento control (semillas no crioconservadas).

La heterogeneidad de las semillas, definida como la produccion de diferentes tipos de
semillas por un individuo, aparece en muchas especies de angiospermas (Matilla et al.,
2005). La heterogeneidad morfoldgica estd dada en el tamafo, forma y color (Baskin y

Baskin, 1998), y puede afectar las propiedades fisiologicas de las semillas, la dormancia
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(Duran y Retamal, 1989), la germinacion (Puga-Hermida et al., 2003) y la longevidad

(Diederichsen y Jones-Flory, 2005).
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Fig. 29. Germinacion de semillas de diferentes genotipos de frijol (Phaseolus vulgaris L.).
Medias con letras desiguales difieren estadisticamente (t-test, p <0,05, n=15). ESx= error
estandar de la media.

La respuesta germinativa de las semillas también esta relacionada con la forma, el tamafio o
el color de la testa en muchas especies (Mira et al., 2011). Ademas, la testa de la semilla
tiene una funcion de proteccion, ayuda a la dispersion y en el control de la germinacion, y
constituye una barrera contra el dafio fisico y de los rayos ultra violetas (Bewley y Black,
1985). Las caracteristicas fisico-quimicas de la testa de las semillas también estan
relacionadas con su proteccion frente a condiciones de estrés ambiental durante el tiempo

de almacén (Debeaujon et al., 2000).
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No obstante, existen criterios diversos en cuanto a la relacion del color de la testa de las
semillas y su capacidad para germinar. Estudios de viabilidad realizados en semillas de
Spergularia diandra (Guss) de diferentes colores (negro, marron y amarillo) muestran
diferentes niveles de dormancia (Gutterman, 1994a,b). En contraste, Doucet y Cavers
(1997), realizaron estudios que relacionan el color de la testa de las semillas de cardo
(Cirsium vulgare L.) con su capacidad germinativa y encontraron que, a pesar de las
variaciones en el color de las semillas, la proporcion de semillas dormantes no parece estar

asociada con este factor.

Nasar-abbas et al. (2009) sefialaron que las condiciones de almacén influyen grandemente
en la estabilidad del color de algunas semillas de leguminosas como las de Vicia faba.
Estos autores refieren que en este cultivo las semillas se oscurecen rapidamente y
disminuye el contenido de fenoles cuando se almacenan en condiciones de altas

temperaturas, humedad e intensidad luminica.

En otras leguminosas, sin embargo, la temperatura, la humedad relativa, el contenido de
humedad de las semillas, y la luz son los principales factores que afectan la estabilidad del
color durante el periodo de almacén. Temperaturas superiores a 24°C y humedad relativa
por encima de 80% aceleran el oscurecimiento de semillas de frijol comin (Reyes Moreno
et al., 2000), mientras que bajas temperaturas y humedad relativa del 30% retienen el color

original de las semillas.

La imbibicion de las semillas estd también relacionada con la permeabilidad y el color
(Huang et al., 1983; Powell et al., 1986; Powell 1989; Arnold et al., 1992; Puga-Hermida et

al., 2003) vy, por tanto, influyen en la capacidad germinativa de las mismas. Estudios
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realizados en semillas de Sorghum halepense L. por Benech-Arnold et al. (1992),
demuestran que esta especie produce semillas no pigmentadas y con menos dormancia
cuando se desarrollan en condiciones de secano. Por su parte, Khan et al. (1997) encuentran
una disminucion de la imbibicion y la germinacion en semillas oscuras de Panicum
miliaceum L., las cuales correlacionan con las de mayor vigor. Por Gltimo, Powel (1989)
informa sobre la disminucion en el vigor de semillas no coloreadas de Phaseolus cuando

las compara con semillas coloreadas.

Concluido el experimento, los resultados indican que los 15 genotipos que se seleccionaron
para el analisis respondieron bien a la crioconservacion, independientemente del color de la
semilla. Esto puede ser un punto de partida para la aplicacion de la crioconservacion en los
bancos de germoplasma de frijol, donde existe una amplia variedad de genotipos con

diferencias marcadas en el color y el tamafio de las semillas.

No obstante los resultados obtenidos hasta aqui y aun cuando se ha demostrado la
efectividad biologica del método de crioconservacion de las semillas de frijol, se hace
necesario realizar un andlisis del efecto econdmico antes de recomendar el empleo de la
misma en los bancos de germoplasma que resguarda una amplia diversidad del cultivo.

4.5. Analisis del efecto econdémico de la crioconservacion de semillas de frijol

En la tabla 10 aparece el andlisis del efecto econdmico que resulta de aplicar la
crioconservacion a semillas de frijol. El resultado fue del 68%, calculado como sigue:

(16,63-5,50= $11,13/16,63 *100).
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Tabla 10. Analisis del efecto econémico de la crioconservacion de semillas de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) var. Milagro Villarefio.

Costo de la crioconservacion en un afio

Elementos Parcial Importe
Materiales directos $ 55,00
NL $ 25,00
Reposicion de N (5 L.mes™) 30,00
Salario directos y otros 7 088,67
Costo directo total $7 143,67
Costo de la tecnologia tradicional (en frigorifico) en un afio
Elementos Parcial Importe
Energia $ 360,00
Salario directos y otros 21 264,00
Costo directo total $21 624,00
Efecto econémico para una produccién de 1300 semillas conservadas anualmente
Elementos Crioconservacion Tradicional
Costo directo total $7 143,67 $21 624,00
Costo unitario $ 550 $ 16,63
Efecto econdmico 68,0%

Se considera efecto econdmico anual de una innovacion, invencion o racionalizacion, el
ahorro total de todos los recursos de la produccion (humano, material y financiero) o el
incremento de las ganancias, que es aportado a la economia nacional, como resultado de la
introduccién de las mismas y su manifestacion finalmente en el incremento de la renta

nacional (Jaramillo et al., 2001).

El efecto econdmico es un indicador que se mide mediante el incremento de los beneficios
o utilidades o por el ahorro, y puede ser considerado el margen de seguridad de la nueva
tecnologia. Mientras mayor resulta este, sera indicativo de menor riesgo. El costo es la
expresion monetaria de los gastos incurridos para producir un bien 0 un servicio
(Horngreen, 2007) y es un indicador de resultado que generaliza la eficiencia con que se

desempefia cualquier organizacion o estructura.
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La crioconservacion constituye una tecnologia avanzada para la conservacion de semillas.
Para medir su eficiencia es necesario no solo valorar los desembolsos que la misma genera,
sino que resulta adecuada su comparacion con las técnicas tradicionales de conservacion.
También pueden ser considerados otros indicadores de caracter no financiero que justifican
la viabilidad de la propuesta y que agregan valor a los productos resultantes de la
tecnologia propuesta, tales como minimo deterioro y facil manipulacion, ocupa poco
espacio y es de facil movilidad, se reducen las causas de variabilidad genética, no tiene que
ser sometida a test de germinacion sistematicos, y no genera afectaciones que permitan el

deterioro progresivo de las semillas.

Por otro lado, no se considera prudente evaluar la inversion por el caracter operativo de la
misma, es decir, no requiere construccion, y el montaje se realiza en un periodo corto, no
genera flujos de efectivo, y los desembolsos para la compra del tanque y de una nevera de

proporciones similares no tienen diferencias de relevancia.

Resultados similares a los que se obtuvieron en este trabajo son informados por Dulloo et
al. (2009) quienes demuestran la efectividad de la crioconservacion como método de

conservacion a largo plazo como alternativa o complemento en los bancos de germoplasma.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que las semillas de frijol pueden ser
utilizadas como modelo para caracterizar los efectos de la crioconservacion en procesos de
germinacién, crecimiento y desarrollo de plantas de semillas ortodoxas, y garantiza que la
conservacién aun cuando produce variabilidad en algunos indicadores bioquimicos
relacionados con el estrés, éstas no son suficientes para producir variaciones morfo-
agronomicas ni genéticas en las plantas. Ademas de tener un alto efecto econémico, lo que

lo hace factible para su empleo como técnica de conservacion a largo plazo.
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5. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La crioconservacion de las semillas de frijol produce variabilidad en los indicadores
bioquimicos, pero no influye en el porcentaje de germinacion.

Fueron en las raices donde se manifestd el mayor efecto producto de la
crioconservacion de las semillas.

A pesar de las variaciones en los indicadores bioquimicos en etapas tempranas de la
germinacién, no se produjeron variaciones morfo-agronémicos en las plantas ni
alteraciones apreciables en la region del ADN evaluado.

La viabilidad de las semillas que se almacenaron a 4°C fue significativamente
menor que las crioconservadas después de transcurrido los primeros seis meses del
experimento.

Todos los genotipos seleccionados respondieron bien a la crioconservacién, con una
germinacion superior al 90% y sin diferencias a las semillas no crioconservadas.

El analisis de factibilidad econémica de la aplicacion de la crioconservacion de
semillas de frijol determind un efecto econdmico del 68%, lo que lo hace factible

para su empleo como técnica de conservacion a largo plazo.
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1)

2)

3)

RECOMENDACIONES

Continuar el estudio del efecto de la crioconservacion en relacion con otros indicadores
bioquimicos como los relacionados con el estrés oxidativo.

Tener en cuenta los resultados como referencia para interpretar la respuesta fisioldgica
en la aplicacion de la crioconservacion de otras semillas ortodoxas.

Incorporar los resultados obtenidos en futuras investigaciones relacionadas con la

conservacion del frijol.
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