Cultivos Tropicales, 2016, vol. 37, no. especial, pp. 99-105

ISSN impreso: 0258-5936

ISSN digital: 1819-4087
DOI: 10.13140/RG.2.1.2831.8320
http://dx.doi.org/10.13140/RG.2.1.2831.8320

INCA

Ministerio de Educacién Superior. Cuba
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
https://ediciones.inca.edu.cu

EFECTO DE LA MADUREZ EN LA CRIOCONSERVACION
DE SEMILLAS DE Nicotiana tabacum L.
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of the Nicotiana tabacum L. seeds
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ABSTRACT. The main objective of this investigation was
to determine the effect of the ripening in the cryopreservation
of the Nicotiana tabacum L seeds. cv Sancti Spiritus 96
(S8S-96). This study was done between the years 2012
and 2014, at the Tobacco experimental station located in
Cabaiguan, Sancti Spiritus. SS-96 seeds were harvest at the
14,21, 28, 35,42, 49 and 56 days after the anthesis (DAA),
determining the fresh and dry mass to over 1000 seeds, the
humidity percentage (fresh mass) and germinating power
(GP), as well as evaluate the tolerance of it to desiccation.
At the same time, seeds collected every day, were conserved
in 5 °C or liquid nitrogen, and within 30 days, its GP was
evaluated and put under accelerated aging and electrolyte
leakage tests. During the research it was determined that
the physiological ripeness of SS-96 seeds is reached at
29,6 DAA, with a 30,6 % of water and a dry mass of 1000
seeds of 81,2 mg of weight. 35 DAA were established as
the optimum momentum for the harvest. The anticipation
of the recollection process will end up in a diminishing
the desiccation tolerance levels due to the lack of ripeness
of seeds; meanwhile a late recollection ends up in lack of
potency due to a larger exposure to the environment.
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RESUMEN. La presente investigacion tuvo como objetivo
determinar el efecto de la madurez en la crioconservacion
de semillas de Nicotiana tabacum L. cv Sancti Spiritus 96
(SS-96). El estudio se realizé en la Estacion experimental
del tabaco de Cabaiguan, Sancti Spiritus, perteneciente al
Instituto de Investigaciones del Tabaco, entre los afios 2012
y 2014. Las semillas de SS-96 se colectaron a los 14, 21,
28, 35, 42,49 y 56 dias después de la antesis (DDA) y se
les determiné masa fresca y masa seca de 1000 semillas,
porcentaje de humedad (base masa fresca) y potencia
germinativa (PG), ademas de evaluar su tolerancia a la
desecacion. Al mismo tiempo, semillas de cada dia de colecta
se conservaron a 5 °C o en nitrogeno liquido y, transcurridos
30 dias, les fue evaluada su PG y se sometieron a las pruebas
de envejecimiento acelerado y pérdida de electrélitos.
Durante el desarrollo de la investigacion se determiné que
la madurez fisiologica de las semillas de SS-96 se alcanza
a los 29,6 DDA, con un contenido de agua de 30,6 % y
masa seca de 1000 semillas de 81,2 mg. Se establecio
35 DDA como el momento idoneo para la colecta de semillas
en este cultivar. Una colecta antes de esta fecha provoca
una disminucion en la tolerancia a la desecacion producto
de la inmadurez de las semillas; una recoleccion posterior
conlleva a la pérdida de vigor debido a la mayor exposicion
de las semillas a las condiciones ambientales.
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INTRODUCCION

La coleccion de Nicotiana, presente en el banco
de germoplasma del Instituto de Investigaciones
del Tabaco de Cuba, progresa constantemente con
nuevas variedades y especies (1). Conservar a largo
plazo la variabilidad genética del género es de vital
importancia con el fin de introducir genes de valor en
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las variedades comerciales (2) y reconstruir o reforzar
las poblaciones in situ”.

Desde la década de los 80 del pasado siglo, a
nivel mundial se han realizado varias investigaciones
en la crioconservacion como alternativa a los
meétodos tradicionales de almacenamiento de
semillas (3, 4). Las técnicas de crioconservacion
utilizan normalmente nitrégeno liquido (-196 °C)
debido a su costo relativamente bajo. El objetivo es
alcanzar temperaturas inferiores a—130 °C para lograr
condiciones de baja energia cinética molecular y una
difusion extremadamente lenta, de tal forma que las
reacciones quimicas se encuentren practicamente
paralizadas (5); bajo estas condiciones, se postulan
longevidades extremadamente largas (3).

Basados en experimentos de almacenamiento
llevados durante 10 afios y a partir de la ecuacion de
viabilidad, Walters et al (3). pronosticaron una viabilidad
de 3,400 anos para semillas de lechuga conservadas
a -196 °C. Por consiguiente, la crioconservacion
puede ser de gran utilidad en la conservacion de
las colecciones bases y duplicado en los bancos
de germoplasmas de semillas, sin dejar de lado las
condiciones clasicas, utiles para el almacenamiento
a corto plazo (coleccion activa) (5).

Se ha demostrado desde los afios 60 del pasado
siglo que la diversidad genética puede ser preservada
en los bancos de germoplasma. En el nuevo siglo la
el proceso de conservacion (6). La madurez con que
se colectan y conservan las semillas se identifica como
determinante en su longevidad (7, 8, 9). El objetivo de
la investigacion estuvo dirigido a determinar el efecto
de la madurez en la germinacion y el vigor de semillas
crioconservadas de Nicotiana tabacum L.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en la Estacion Experimental
del Tabaco de Cabaiguan, perteneciente al Instituto
de Investigaciones del Tabaco de Cuba, durante
las camparias tabacaleras 2012-2013 y 2013-2014.
Para la realizacién de la investigacion se seleccioné
la accesion Nicotiana tabacum Linnaeus cultivar
Sancti Spiritus 96 (SS-96). Este cultivar presenta
alto potencial productivo (2 906 kg ha™), magnifica
calidad (444 kg ha, en clases superiores) y excelente
combustibilidad (>20 s). Es uno de los cultivares mas
plantados en la region central y oriental del pais (10).

Las semillas de SS-96 se sembraron en bandejas
de polietileno expandido con sustrato organico con
composicion segun investigacines anteriores (11),
basadas en la tecnologia de produccion de posturas

A Bacchetta, G.; Bueno, A.; Fenu, G.; Jiménez-Alfaro, B.; Mattana, E.;
Piotto, B. y Virevaire, M. Conservacion ex situ de plantas silvestres. edit.
Principado de Asturias, La Caixa, 2008, 375 p.

en bandejas flotantes descrita por Garcia y Andino
(12). El trasplante de las posturas al campo se realizd
alos 45 dias. La distancia de plantacién fue de 30 cm
entre plantas y 180 cm entre hileras, y la fertilizacion,
riego y cuidados fitosanitarios se realizaron segun lo
establecido por el instructivo técnico del cultivo (13).
La colecta se realiz6 a intervalos de siete dias, a los
14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias después de la antesis
(DDA). Para cada dia de colecta se determiné masa
fresca y masa seca de 1000 semillas.

Los ensayos de humedad se realizaron empleando
el método de secado al horno a temperatura baja
constante (14), a una temperatura de 103 °C durante 4 h
con tres repeticiones de 0,5 g de semillas cada una.
El contenido de humedad se expresé en porcentaje
de masa fresca.

En los ensayos de germinacion se realizaron
cuatro repeticiones de 100 semillas cada una.
Las semillas se colocaron en placas Petri de 9 cm
de diametro sobre dos discos de papel de filtro
humedecidos con 5 mL de agua destilada. La incubacién
se realiz6 a 27+2 °C con un fotoperiodo de 12 h y una
intensidad de 350 uymol m? s'. En todos los ensayos
la emergencia de la radicula fue el criterio para
considerar que la germinacion de la semilla habia
tenido lugar. La potencia germinativa (PG) se determiné
a los 14 dias después de embebidas las semillas, al
contar el niumero de semillas germinadas durante ese
intervalo de tiempo entre el total de semillas (14).

Para evitar los dafios de imbibicion, previo a los
ensayos de germinacion, las semillas con mas de
35 DDA se humidificaron dispersandolas de manera
uniforme en placas Petri sin tapa. Seguidamente, se
introdujeron en una desecadora de vidrio con H,O en
su interior, evitando el contacto directo de las semillas
con el agua. Las semillas se incubaron bajo estas
condiciones hasta alcanzar un contenido de humedad
superior al 14 %.

Con el propdsito de ilustrar el papel de la sintesis
de determinados metabolitos en la tolerancia a la
desecacion de semillas de SS-96 se evalud para
cada dia de colecta los valores de PG medidos solo
después de deshidratar las semillas hasta valores de
10,0; 7,5; 5,0 y 2,5 % de humedad. La deshidratacién
se realiz6 mediante la exposicidn al agente desecante
silicagel autoindicador, en desecadoras de vidrio
cerradas herméticamente a temperatura ambiente,
en proporcion 1:3 (masa de semillas: masa silicagel
autoindicador). El tiempo de exposicion al agente
desecante estuvo determinado por la intensidad de
la desecacion requerida.

Para determinar el efecto del momento de
colecta en la germinacion y el vigor de las semillas
crioconservadas de SS-96 muestras de semillas
colectadas a los diferentes DDA se dividieron en dos
porciones de igual masa. Una porcién se introdujo
directamente en una camara de refrigeracién a 5 °C
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(no crioconservadas) y la otra en tanques con nitrégeno
liquido (crioconservadas). Transcurridos 30 dias los crioviales
se retiraron y se dejo que la temperatura estuviera en
equilibrio con la temperatura ambiente. A cada muestra
se les determind su PG y se sometieron a las pruebas de
envejecimiento acelerado (EA) y escape de electrolitos (EE).

Para la realizacién de las pruebas de EAy EE las
semillas fueron previamente acondicionadas. Segun
el porcentaje de humedad, las semillas se secaron
o hidrataron hasta alcanzar un 14 % de humedad.
La prueba de EA se realizé segun la metodologia
descrita por Pérez-Rodriguez®. El ensayo se realizd
hasta disminuir la germinacién a un valor inferior al
50 % de la PG inicial. Entonces, para cada intervalo se
calculd el tiempo transcurrido para que cada muestra
alcanzara el 50 % de la germinacion inicial (T;) (15).
La prueba de EE se realiz6 con algunas modificaciones
(16). Para cada muestra se colocaron cuatro repeticiones
con 0,15 g de semillas cada una en 35 ml de agua
desionizada a 30+0,5 °C. Los lixiviados se recogieron
después de 24 h de imbibicion y la conductividad se
midié con un medidor de conductividad.

En el procesamiento estadistico de los datos se
utilizo el Statistical Package for Social Sciences (17).
Se comprobd el ajuste a la distribucién normal de los
datos de cada tratamiento (Kolmogorov-Smirnov) y la
homogeneidad de las varianzas (Levene). Se realizd
un Andlisis de Varianza (ANOVA) para determinar
las posibles diferencias significativas entre las
medias y para discriminar entre estas se utilizo el
procedimiento de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey. En algunos casos fue necesaria la
transformacion de los datos para lograr los supuestos
de las pruebas paramétricas realizadas. Cada tabla y
figura de la seccion Resultados y Discusion describe
el tratamiento estadistico especifico ejecutado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la fase inicial de desarrollo de las semillas
de SS-96 la humedad desciende rapidamente (Figura 1),
desde 61 % a los 14 DDA hasta valores inferiores al
11 % a los 35 DDA; aunque entre los 28 DDAy 35 DDA
este descenso se hace mas acentuado. La masa
seca de 1000 semillas (MS-1000) aumenta de forma
aproximadamente lineal. Sin embargo, a partir de los
35 DDA tanto la MS-1000 como la humedad tienden
a permanecer constantes; comportamiento que se
mantiene hasta los 56 DDA. Las semillas alcanzan su
madurez fisiolégica (MF) a los 30 DDA, determinada
segun procedimiento descrito por Sanhew y Ellis
(18), con humedad de 28 % y MS-1000 de 81 mg (Figura 1).
A partir de ese momento la masa seca tiende a
permanecer practicamente constante hasta los 56 DDA.

B Pérez, R. J. L. Crioconservacion de semillas de Nicotiana tabacum cv
Sancti Spiritus 96. [Tesis de Maestria], Universidad de Ciego de Avila
Maximo Gomez Baez, Ciego de Avila, Cuba, 2014, 70 p.
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Figura 1. Cambios en la masa seca de 1000 semillas
(MS-1000) y en el porcentaje de humedad
de semillas de SS-96 colectadas a los 14,
21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias después de la
antesis (DDA)

35 42 49 56

Las variables cuantitativas referidas se correlacionan
con el estado de desarrollo de semillas ortodoxas
dicotiledoneas en otras especies (19). Existe relacion
entre la ganancia de masa seca, la humedad y la PG con
el estado o etapa de desarrollo de la semilla®. Por lo tanto,
es posible relacionar con cierta aproximacion el desarrollo
morfolégico de semillas de SS-96, con los valores
obtenidos de estas variables, analizadas en conjunto.

En el estado inicial de desarrollo (hasta los 14 DDA),
existe un aumento progresivo de la masa seca, producto
de la formacién del embrién. No obstante, las semillas no
poseen las reservas necesarias para germinar (20), razon
por la cual la PG de las semillas de SS-96 frescas, las no
crioconservadas y las crioconservadas, fue cero (Figura 2).

Al avanzar el estudio, la PG de las semillas frescas se
incrementa significativamente hacialos 21 DDA. Resultado
similar muestran las semillas no crioconservadas, aunque en
este caso la germinacion alcanza valores significativamente
superiores solo a partir de los 28 DDA (Figura 2).

Sin embargo, la semilla crioconservada presenta un
comportamiento diferente en la primera parte del estudio
al compararla con los demas tratamientos analizados
(Figura 2). Mientras que para las semillas frescas y las no
crioconservadas se incrementa rapidamente la PG a
partir de los 14 DDA, la germinacién de las crioconservadas
apenasalcanza un 10,5 % a los 28 DDAYy solo toma valores
semejantes a los restantes tratamientos a partir de los
35 DDA.

€ Zhu, H. The Effect of Drying on Desiccation Tolerance and Late
Embryogenesis Abundant Protein Gene Expression in Immature Seeds
of Phalaenopsis amabilis [en linea]. [Master These], Grand Valley State
University, Michigan, USA, 2014, 714 p., [Consultado: 1 de febrero de
2016], Disponible en: <http://scholarworks.gvsu.edu/theses/714>.
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Figura 2. Potencia germinativa de semillas de SS-96
colectadas alos 14, 21, 28, 35,42, 49 y 56 dias
después de la antesis (DDA)

Las semillas inmaduras carecen de metabolitos
indispensables en su longevidad durante la
conservacion (Ej: proteinas LEA ) (21, 22), acidos
ribonucleicos mensajeros (ARN_), requeridos para
la sintesis de proteinas durante el proceso de
germinacién y azucares (9)). La baja concentracion
de estos metabolitos en estadios tempranos de
desarrollo de las semillas de SS-96 pudiera ser el
origen del descenso en la PG durante los 30 dias de
almacenamiento de la semilla no crioconservada al
compararla con la semilla fresca, ambas colectadas
alos 21 DDA.

Asimismo, la causa principal de la menor PG de
las semillas crioconservadas pudiera estar relacionada
con el alto porcentaje de humedad todavia presente
en ellas al alcanzar los 28 DDA. Los cristales de hielo,
formados principalmente durante el descongelamiento
después de la exposicion al NL (9), por su conformacion
espacial, causan danos en las membranas celulares.
Ademas, al ocurrir el desplazamiento del agua para
la formacion de hielo extracelular, la concentracion
intracelular de soluto se eleva paulatinamente y pone
en peligro el funcionamiento a nivel celular (7, 23).

Las semillas de SS-96 poco después de alcanzar
la madurez fisiologica (30 DDA), sufren una acelerada
pérdida de agua. En esta etapa la conexién vascular
con la planta madre disminuye (24), con lo cual el
porcentaje de humedad en la semilla desciende
rapidamente hasta alcanzar el equilibrio con la
humedad del ambiente (Figura 1). Esta tolerancia a
la desecacioén se correlaciona en otras especies con
la presencia de proteinas LEA (21, 22) y de azUcares

(9, 16). Las LEA, son un grupo de proteinas altamente
hidrofilicas que se acumulan en semillas durante los
estados finales de la formacién del embrion (9, 25,
26) y que junto a azucares como la rafinosa y trealosa
juegan un papel importante en la formacion intracelular
del estado vitreo y en la proteccion de las membranas
celulares (9, 21, 22).

El estado vitreo posee caracteristicas similares
a las de un solido, como son la disminucion del
movimiento molecular, pero con las propiedades
de un liquido (9). Debido a que la viscosidad del
citoplasma al vitrificar es extremadamente alta, se
evita la fusién entre sistemas de membranas y cambios
conformacionales en las proteinas. Ademas, se reduce
considerablemente la velocidad de las reacciones de
envejecimiento y la formacion de cristales de hielo
(23, 25). Esta es la causa fundamental por la cual la
PG alcanza valores significativamente superiores para
todos los tratamientos a partir de los 35 DDA.

Por otro lado, al ser desecada la semilla
colectada a los 21 DDA hasta un 10 % de humedad
disminuye significativamente su PG, la cual desciende
abruptamente al continuar el secado hasta valores de
7,5 y 5 % y se hace nula al ser desecada de forma
extrema a 2,5 % (Figura 3). Sin embargo, para la
semilla colectada a los 28 DDA el descenso de la
PG solo se hace significativa al desecar hasta un 5 %
y para la colectada a los 35 DDA no hubo diferencias
significativas en su PG, incluso a valores de humedad
de 2,5 %. Resultados similares a los 35 DDA se
obtienen al desecar mediante el mismo procedimiento
ilustrado en la Figura 3 a las semillas colectadas a los
42,49y 56 DDA.
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Figura 3. Potencia germinativa de semillas frescas
de SS96 colectadas a los 21, 28 y 35 dias
después de la antesis (DDA) y desecadas
hasta 10,0, 7,5, 5,0 y 2,5 % de humedad
(base masa fresca)
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Este resultado esta en estrecha relacion con los
valores de MS-1000 y humedad mostrados en la Figura 1.
Varios de los compuestos sintetizados en la semilla
durante esta etapa (entre los 30 DDA y 35 DDA para
semillas de SS-96), ademas de su correspondencia
con la adquisicion de la tolerancia a la desecacion,
se vinculan con una mayor longevidad de las semillas
durante su almacenamiento (15, 20). Asi, considerando
los tratamientos evaluados, no es posible una colecta
adecuada de la semilla antes de los 35 DDA, sin tomar
una semilla inmadura, que durante el almacenamiento
a largo plazo pierda de forma temprana su viabilidad.

A pesar de lo antes expuesto, no es posible
seleccionar el mejor momento de colecta posterior a los
35 DDA tomando como base los resultados de MS-1000,
humedad, PG y tolerancia a la desecacion (Figuras 1,2y 3).
Se utilizaron indicadores de vigor como discriminantes al
predecir la influencia de las condiciones de conservacion
en la longevidad de las semillas (16, 18). En el presente
estudio el vigor fue evaluado mediante las pruebas EE
y EA (16, 18).

Las pruebas de envejecimiento acelerado pueden
brindar, en intervalos cortos de tiempo, informacion
valiosa sobre las condiciones de conservacién mas
adecuadas para lograr mayor longevidad en las semillas
de una especie dada (27). En la Figura 4 se observa un
minimo en la conductividad de los lixiviados y un aumento
del tiempo para alcanzar el 50 % de la germinacion
inicial (T,,) de semillas de SS-96 hacia los 35 DDA. Los
35 DDA constituyen la primera medicién realizada en el
estudio a las semillas de SS-96 después de adquirir estas
la MF. Ademas, al alcanzar este estado de desarrollo
la humedad de las semillas se reduce hasta valores
inferiores al 11 %. Ambos hechos estan en concordancia
con una mayor integridad de las membranas celulares
y, por lo tanto, con el vigor mostrado (23).

Igualmente, es de destacar el aumento en el EE
y en la sensibilidad de las semillas a la prueba de
EA posterior a los 35 DDA, tanto las crioconservadas
como las no crioconservadas. Este comportamiento
sugiere una pérdida de vigor si las semillas no son
colectadas inmediatamente después de la acelerada
pérdida en el contenido de agua, posterior a la MF. Este
comportamiento pudiera ser consecuencia del efecto de
una mayor exposicion de las semillas a las condiciones
ambientales (elevada temperatura y humedad), las que
pudieran acelerar las reacciones de envejecimiento (16).

De forma general, las semillas de SS-96 no
crioconservadas tuvieron un mayor vigor que las
crioconservadas. Sin duda, el elevado contenido de
humedad presente en las semillas, muy por encima de
lo normado (entre 5y 7 %) (14), provoca un aumento
en el EE y en la sensibilidad de las semillas a la prueba
de EA (24). Se hace necesario comprobar en futuras
investigaciones el efecto del porcentaje de humedad en
la longevidad de las semillas crioconservadas, como un
factor determinante (7, 16, 28).
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por igual periodo y sometidas a la prueba de envejecimiento

acelerado

Medias con letras desiguales tienen diferencias estadisticamente

significativas

ANOVA bifactorial, p<0,05, n = 4

Figura 4. Conductividad de lixiviados (A) y tiempo
para decrecer al 50 % la potencia
germinativa inicial (T50) (B) de semillas
de SS-96 colectadas a los 14, 21, 28, 35,
42, 49 y 56 después de la antesis (DDA)

No se tiene conocimiento en la literatura
consultada de un estudio de la influencia de la madurez
en la crioconservacion de semillas. Tampoco se encontraron
evidencias de una investigacion semejante, al menos
dirigida a la semilla fresca, en el género Nicotiana. Sin
embargo, comportamiento similar al mostrado por las
semillas frescas de SS-96 durante su desarrollo se reportd
en semillas de frijol (16, 18), arabidopsis (29) y tomate (30).
En todos los casos existe coincidencia que el momento
donde la humedad de la semilla alcanza el equiilibrio con la
humedad ambiental, posterior ala MF y la pérdida acelerada
en el contenido de agua (en la vecindad de los 35 DDA en
este estudio), es el mejor momento para colecta.

CONCLUSIONES

¢ La colecta de semillas de SS-96 antes de los 35 DDA
provoca una disminucién en su tolerancia a la
desecacién y, como consecuencia, un descenso en
la longevidad durante la crioconservacion.

4 Unarecoleccion posterior alos 35 DDA incide de forma
negativa en el vigor de la semilla crioconservada,
debido a la mayor exposicidén a las condiciones
ambientales.
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