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Resumen

RESUMEN
Este trabajo tiene como objetivo determinar el efecto de la crioconservacion sobre el

fenotipo de dos especies del género Nicotiana; Nicotiana tabacum Linnaeus cultivar
Sancti Spiritus 96 (SS96) y Nicotiana megalosiphon Heurck & Mueller (NE43). Una
muestra de semillas de cada especie se introdujo en nitrégeno liquido (NL) y la otra en
una camara de refrigeracion a 5°C; en estas condiciones se conservaron por espacio de
un afno. Transcurrido este periodo, se sembraron en bandejas de poliestireno expandido
en condiciones de cultivo protegido y a los 45 dias se trasplantaron al campo. En la fase
de semillero las mediciones se realizaron a los 20, 30 y 40 dias después de sembradas
las semillas (DDS), mientras que en la fase de campo se realizaron cuando cada
especie alcanzo el 75% de floracion. Para ambas especies, las plantulas obtenidas a
partir de semillas crioconservadas sufrieron retardo en su crecimiento en los estadios
iniciales de su desarrollo, reflejado en los valores de los descriptores cuantitativos
calculados a los 20 y 30 DDS. Sin embargo, segun los valores calculados de la Tasa de
crecimiento relativa (TRC), tuvieron una intensidad de crecimiento similar a las
obtenidas a partir de semillas conservadas a 5 °C. Existe la tendencia a que las
diferencias mostradas dejen de ser significativas hacia finales de la fase de semillero y
desaparecen completamente en la fase de campo.

Palabras claves: Nicotiana, crioconservacion, descriptor, fenotipo

Abstract

This work aims to determine the effect of cryopreservation on the phenotype two species
of Nicotiana; Nicotiana tabacum Linnaeus cv Sancti Spiritus 96 (SS96) and Nicotiana
megalosiphon Heurck & Mueller (NE43). The seeds of both species were harvested
when the capsules became completely carmelitas, sieved and dried up to 8%. A sample
of each species was introduced into liquid nitrogen (LN) and the other in a cooling
chamber at 5°C; again and were stored for about a year. They after this period were
sown in polystyrene trays under protected cultivation or tunnels and 45 days were
transplanted to the field. In the seedling stage seven quantitative morphological
descriptors were determined at 20, 30 and 40 days after sowing seeds (DDS), while only
four qualitative descriptors were evaluated at 40DDS; at this stage three growth indices

were determined. In phase field measurements and observations were made as each



Resumen

species reached 75% bloom. Seedlings obtained from cryopreserved seeds for one year
suffered growth retardation in the initial stages of its development. However, there is a
tendency for these differences are not significant by the end of the seedling stage. In the
field phase, comparing morphologically NE43 and SS96 plants derived from
cryopreserved and stored seeds by the conventional method, no significant differences
were observed.

Keywords: Nicotiana, cryopreservation, descriptor, phenotype
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Introduccion

1. Introduccién

El aumento de la poblacién, la industrializacion y la extension de la frontera agricola
contribuyen a la pérdida de la diversidad genética. A ello se suman la adopcion de
germoplasmas élites y la modificacién y/o destruccién de los centros de variabilidad
genética. La pérdida de recursos fitogenéticos pone en evidencia la urgente necesidad
de conservarlos y usarlos de manera sostenible (Jaramillo y Baena, 2000 y Zhang et
al., 2008). Si las tendencias actuales continuan, y se pudieran tomar muchas acciones
que mitigarian este resultado, dos de cada tres especies de plantas desaparecerian de
la faz de la tierra a finales de este siglo (Guerrant et al., 2004)

En tal sentido, la coleccién de Nicotiana, presente en el banco de germoplasma del
Instituto de Investigaciones del Tabaco, progresa constantemente con nuevas
variedades y especies (Torrecilla, 2011). Conservar a largo plazo la variabilidad
genética del género es de vital importancia con el fin de introducir genes de valor en las
variedades comerciales (Siva Raju et al., 2008) o reconstruir o reforzar las poblaciones
in situ (Bacchetta et al., 2008).

Para la conservacion a largo plazo por los métodos convencionales las semillas se
someten a un secado y almacenamiento adecuado (del 5al 7 % H. R. y de — 18 a -25
°C). El almacenamiento a corto plazo se realiza en condiciones relativamente menos
estrictas: + 5 °C y un control de la humedad circundante de + 35 % segun Engels et al.
(2007)

Las condiciones de almacenamiento en el Instituto distan mucho de las normadas, las
semillas se preservan a 5 °C y humedad relativa superior al 60 %. Bajo tales
condiciones es imposible la conservacion a largo plazo. Ademas, no se cuenta con
proteccion eléctrica, por lo cual la viabilidad de la semilla esta sujeta a la estabilidad en
ese servicio.

Desde la década de los 80, a nivel mundial se han realizado varias investigaciones
utilizando la crioconservacion como alternativa a los métodos tradicionales de
almacenamiento de semillas (Stanwood, 1981: Gonzalez-Benito et al., 1998; Walters et
al, 2004). 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
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practicamente paralizadas (Pritchard, 1995); bajo estas condiciones, se postulan
longevidades extremadamente largas.

En estas circunstancias se evita la necesidad de llevar a cabo controles de viabilidad,
responsables de una disminucién significativa del numero de semillas almacenadas, y
disminuyen los riesgos de deterioro genético asociados a los procesos de
multiplicacién. Otras ventajas de las técnicas de crioconservacion son la ausencia de
controles de temperatura y humedad durante el almacenamiento, la inexistencia de
dafios por parasitos y patégenos y, en teoria, una viabilidad indefinida (Iriondo, 2001).
Los bancos de crioconservacion de semillas ortodoxas constituyen una alternativa a los
bancos de semillas convencionales. Si se adiciona a las anteriores ventajas el hecho de
que cada una de ellas propone una reduccion de los costos (Pardey et al., 2001) y un
aumento considerable de la seguridad de las semillas, la crioconservacion se coloca en
una posicion muy ventajosa si la comparamos con otros métodos de conservacion
(Iriondo, 2001).

Recientemente, basado en experimentos de almacenamiento llevados durante 10 afios
y usando la ecuacion de viabilidad, Walters et al. (2004) pronosticaron una viabilidad de
3,400 afos para semillas de lechuga conservadas a -196 °C. Usando la misma
ecuacion de viabilidad, estos autores predijeron que la longevidad de las semillas de
lechuga guardadas a -18 °C seria s6lo aproximadamente de 46 a 70 afios, es decir, 74
veces menos que a temperaturas criogénicas. Por consiguiente, la criopreservacion
puede ser de gran utilidad para el almacenamiento de las colecciones bases y
duplicado en los bancos de germoplasmas de semillas, sin dejar de lado las
condiciones clasicas de almacenamiento, utiles para el almacenamiento a corto plazo
(coleccion activa) (Pritchard et al., 2009; Engelmann y Ramanatha Rao, 2012)

No obstante, la influencia de numerosos factores debe ser evaluada antes de utilizar la
crioconservacion como estrategia segura para almacenar semillas del género Nicotiana.
(Walters et al, 2004). Se ha informado recientemente el efecto de la crioconservacion en
semillas de Phaseolus vulgaris L. (Cejas et al.,, 2012) y de especies silvestres de
Solanum lycopersicum Mill (Zevallos et al., 2013) sobre parametros bioquimicos, sobre
todo en hojas y raices, sin embargo estas alteraciones bioquimicas no se han

expresado en las evaluaciones morfologicas realizadas.
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Problema cientifico
¢ Qué efecto tiene la crioconservacion sobre el fenotipo de plantas de dos especies del

género Nicotiana?.

Objetivo
Determinar el efecto de la crioconservacion sobre el fenotipo de plantas de dos

especies del género Nicotiana.

Hipotesis

Si se realiza una comparacion morfolégica entre plantas de dos especies del género
Nicotiana obtenidas a partir de semillas crioconservadas y conservadas por el método
convencional entonces se puede determinar el efecto de la crioconservacion sobre el

fenotipo estas plantas.
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2. Revision Bibliografica

2.1. Origen e importancia del cultivo del tabaco
La mayoria de las investigaciones confirman que esta planta es oriunda de América del
Sur (Bolivia-Peru-Ecuador) aunque a la llegada de Colon a Cuba en 1492 se obtuvo la
informacion del “sorprendente hallazgo, de los tizones encendidos, de la costumbre
del uso del tabaco”, siendo esta la primera referencia histérica. Ha sido una planta de
existencia milenaria, se cosechaba y utilizaba mucho antes de la llegada de los
espafoles a las tierras de América, fue ampliamente aceptado por ellos, quiénes
pudieron observar desde su llegada el amplio uso que de esta planta hacian los
aborigenes de este lado del mundo (Manso, 2007).
Otros investigadores afirman que llegé a Cuba probablemente traido por los tainos en
las ultimas migraciones que estos grupos étnicos hicieron desde las costas de
Venezuela. Los europeos tuvieron contacto por primera vez con esta planta en las
Bahamas y en Cuba, y se percataron del valor que los habitantes de estas tierras
daban a los productos de la planta. Con el tiempo, el uso del tabaco se fue
expandiendo como un habito de esparcimiento por las mas diversas regiones del
mundo y, aunque muchas de las formas de usarlo han quedado olvidadas en el tiempo,
el simple hecho de fumar es un legado que queda de los mas antiguos pobladores de
nuestras tierras (Torrecilla, 2011).
La especie Nicotiana tabacum L. ocupa un lugar importante entre las plantas que se
cultivan comercialmente con relacion a otras plantas en la agricultura. Es una de las
rarisimas cosechas que llegan al mercado mundial totalmente en forma de hojas; por
sus propiedades, es objeto de constantes ataques encaminados a moderar o
interrumpir su uso, pese a lo cual, su consumo se ha incrementado (Mari y Hondal,
1984).
El tabaco es la planta comercial no comestible que mayores extensiones de tierra
ocupa a nivel mundial. Concentrando la mayor produccién, segun estadisticas de la
FAO (2009), en paises como China con (3 210 000 T), Estados Unidos (688 000 T),
India (563 000 T), Zimbabwe (215 000 T) e Italia (104 000 T).
En Cuba, el tabaco ocupa un lugar primordial y es uno de los renglones que mas

divisas aporta al pais. Es una de las plantas que primero se cultivd en nuestra isla y del

4
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cual existe una gran tradicion acumulada en cuanto al cultivo, en sus diferentes
modalidades (FAO, 2009).

2.2. Importancia de las especies silvestres del género Nicotiana.
Lo favorable del género Nicotiana para las investigaciones no escapé a la atencién de
los hibridadores pre Mendeleianos. Kolreuter, fue el primero en realizar
sistematicamente la hibridacion en plantas, tuvo éxito al obtener un cruce entre N.
rustica y N. paniculada, descrito en 1761, 100 anos antes de que los resultados de
Mendel fueran publicados (Stubbe, 1965 y Olby, 1966).
Las investigaciones en tabaco en la segunda mitad del siglo XX estuvieron en una
mejor posicion que cualquier otra planta de cultivo para tomar provecho de los nuevos
avances que venian sucediendo (Sheen, 1977). Esto no solo fue debido a que las
células y tejidos del tabaco son relativamente faciles de cultivar, si no que las técnicas
por si mismas se han desarrollado hasta un grado considerable usando especies del
geénero Nicotiana (Clarkson, 2005 y Dadejova et al., 2007).
Entre las especies se destacan por su importancia comercial N. rustica y N. tabacum,
siendo esta ultima a las que pertenecen todas las variedades cultivadas en Cuba y la
gran mayoria en otras partes del mundo (Espino, 2009). Debido al alto grado de
relacion genética entre las variedades cultivadas de tabaco existen preocupaciones
sobre el grado de variabilidad genética que permanece dentro de los grupos de
germoplasma elites en los cuales se basan las nuevas mejoras en el rendimiento,
resistencia a enfermedades, y la calidad de este cultivo de importancia econémica
(Murphy et al. 1987).
Los cruzamientos interespecificos han sido utilizados fundamentalmente como una via
para transferir genes de resistencia a las variedades comerciales (Pérez et al., 2008).
Por lo tanto, la importancia de identificar en las especies consideradas como silvestres
aquellas que puedan constituir fuentes de resistencia a las principales plagas que
afectan el cultivo se incrementa (Siva Raju et al., 2009 y Valdés et al., 2010).
En la literatura se ha descrito la presencia de genes de resistencia al moho azul
Peronospora hyosciamy f.sp tabacina Adam en las especies Nicotiana debneyi Domim,

Nicotiana megalosiphon Heurck y Mueller, Nicotina goodspeedii Wheeler, Nicotiana
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rustica Linneaus, Nicotiana excelsior Black y Nicotiana velutina Wheeler. De ahi que se
haya incorporado en las variedades comerciales genes de algunas de las fuentes
mencionadas, las que pueden manifestar diferente tipo de herencia y comportamiento
frente al patdégeno (Delon et al., 1999).

En Cuba la fuente de resistencia al moho azul mas utilizada es la proveniente de N.
debneyi, que tiene el inconveniente de expresarse después de varias semanas del
trasplante y alcanzar el maximo grado de expresion en la etapa de floracion. Por esta
razon, pueden ocurrir pérdidas por el ataque de este patdégeno en la etapa de semillero
y primeras semanas de trasplantadas las posturas, si no se toman las medidas
necesarias (Espino, 2009). Es asi, que en la actualidad se desarrollan proyectos
dirigidos a introducir genes de resistencia al moho azul, mediante cruzamientos
interespecificos con N. megalosiphon, la cual tiene la ventaja de expresar la resistencia
desde la etapa de semillero (Pérez et al., 2008).

Asi mismo, se trabaja como principales fuentes de genes de resistencia a la pata prieta,
enfermedad causada por el hongo Phytophthora parasitica var. nicotianae Breda de
Haan, las que aportan las especies Nicotiana plumbaginifolia Viviani, de herencia
monogénica dominante y que solo confiere resistencia a la raza 0 (Apple, 1962) y
Nicotiana longiflora Cabanilles que confiere resistencia tanto a la raza 0 como a la 1
(Chacén et al., 2009). La fuente principal de resistencia al Virus del mosaico del tabaco
proviene de la especie Nicotiana glutinosa Linneaus, de herencia monogénica
dominante (Scholthof, 2004).

Varias especies de Nicotiana poseen genes de resistencia a plagas que aun no existen
en Cuba o son menos frecuentes, por ejemplo, se puede encontrar fuente de resistencia
en las especies N. longiflora y N. megalosiphon al fuego salvaje, enfermedad causada
por Pseudomonas syringae pv tabaci (Wolf y Foster) Stevens, mientras que al mildiu
polvoriento provocado por el hongo Erysiphe cichoracearum D.C., se informan como
fuentes de resistencia las especies N. glutinosa y N. debneyi. Esta ultima también se ha
empleado como fuente de resistencia a la pudricion negra de la raiz causada por el
hongo Chalara elegans Nag Raj and Kendrick (Valdés, 2010).

En los ultimos afos se ha incrementado el interés en la variabilidad genética que existe

en Nicotiana. El uso de especies del género para la "agricultura molecular" marca un
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avance en este campo emergente el cual brinda una forma mas econdémica, de crear
vacunas y medicamentos biotecnoldgicos complejos, que los sistemas de produccién
tradicionales; su utilidad comercial requerira variabilidad genética para facilitar una
extraccion y produccion eficiente (Fischer et al., 2004 y Horn et al., 2004).

Cuba registro recientemente el primer anticuerpo monoclonal recombinante obtenido a
partir de hojas de plantas del género Nicotiana. Ya se produce a escala industrial la
molécula CB-Hep.1, para la produccion de la vacuna contra la Hepatis B, enfermedad
que provoca la muerte de casi un millon de personas al afio en el mundo (Pujol y
Valdés, 2006).

2.3.Recursos fitogenéticos

Los recursos fitogenéticos son la suma de todas las combinaciones de genes
resultantes de la evolucion de una especie vegetal. Comprenden desde especies
silvestres con potencial agricola hasta genes clonados. El término implica que el
material tiene o puede tener valor econdmico o utilitario, actual o futuro y para ello el
hombre debe conocerlos, manejarlos, mantenerlos y utilizarlos racionalmente. La gran
riqueza de diversidad genética actualmente disponible encierra potencialidades
inmensas, sin embargo, los recursos genéticos no son renovables, son vulnerables; se
pueden erosionar y hasta desaparecer (Hidalgo, 1991; Engelmann, 2011).

La percepcion de la erosidon genética como un problema a escala planetaria no tuvo
lugar hasta bien entrado el siglo XX. Las sefales de alarma comenzaron a tomarse en
serio a mediados de los afos sesenta, al descubrirse que el alto ritmo de
desplazamiento de variedades primitivas cultivadas por la introduccion de nuevos
cultivares estaba llevando a un rapido estrechamiento de la base genética de las
especies cultivadas. La toma de conciencia de esta situacion determind la puesta en
marcha de medidas para la conservacion de los recursos fitogenéticos (Khoury et al.,
2010).

La reduccion de la diversidad trajo, por un lado, menor capacidad de resistencia y
adaptacion a cambios climaticos y plagas (Gepts, 2006); por el otro, una reduccién de

las posibilidades de mejora de la productividad a través de mezclas de genes. Ante esta
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situacién, la conservacion de la biodiversidad es estratégica para satisfacer las
demandas crecientes de la poblacién mundial (FAO, 2009).

2.4.Modalidades de la conservaciéon

2.41. Conservacion in situ

Por conservacion in situ se entiende la conservacion de ecosistemas y sus habitats
naturales, asi como el mantenimiento y recuperacion de poblaciones en sus medios
naturales. En el caso de especies cultivadas o domesticadas, la conservacion in situ se
realiza en los habitats donde esas especies cultivadas han desarrollado sus
propiedades distintivas (Sevilla y Holle, 2004 y Lobo y Medina, 2009).
Al igual que los genes de un organismo se asocian entre ellos a través de multiples
interacciones, los individuos de una especie o de diferentes especies interaccionan
dentro de un ecosistema (Allendorf et al., 2013). Por ello, cuando se acomete la
conservacion con el maximo nivel de informacién —el ecosistema—, no solo se
conservan cada uno de sus componentes, sino también todas sus relaciones
reciprocas. Consecuentemente, se considera que la forma mas logica y el método mas
economico de conservar una entidad biolégica es dentro del ecosistema del que forma
parte. ldealmente, por tanto, la conservacion de los ecosistemas en su habitat natural, o
conservacion in situ, constituye la manera mas apropiada de enfocar la problematica de
conservacion (Gémez-Campo, 1985; Bacchetta et al., 2008; Nodari y Tomas, 2011).
A menudo, las actividades de conservacion in situ se encuentran con problemas de
aplicacion derivados de la necesidad de establecer marcos legales de proteccion de las
areas y habitats pertinentes, de conflictos de interés con otras actividades humanas, y
de falta de una asignacion continuada y a largo plazo de recursos econdmicos a las
instituciones encargadas de las tareas de conservacion. A esto cabe anadir, en
numerosas ocasiones, la falta de una informacién basica sobre la biologia de las
especies a conservar. Este tipo de limitaciones conlleva la necesidad de desarrollar
métodos de conservacion ex situ, o conservacion fuera del habitat natural, que sirvan
para complementar las acciones tomadas en los habitats naturales (Bacchetta et al.,
2008; Lobo y Medina, 2009).
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2.4.2. Conservacion ex situ

Los programas de conservacion ex situ complementan la conservacion in situ
almacenando a largo plazo germoplasma representativo de las poblaciones,
permitiendo un mejor conocimiento de las caracteristicas anatomicas, fisiologicas y
bioquimicas del material almacenado, y proporcionando propagulos para su utilizacion
en programas de mejora genética de especies cultivadas (Iriondo, 2001; Lobo y Medina,
2009).

Los métodos de conservacion ex situ implican la recoleccion de muestras
representativas de la variabilidad genética de una especie y su mantenimiento fuera de
las condiciones naturales en las que la especie ha evolucionado. Las ventajas que
proporcionan estos métodos son: control directo sobre el material, facil accesibilidad y
disponibilidad (lriondo, 2001).

Una vez realizada la recoleccion del material a conservar, la conservacion ex situ de
especies amenazadas consta de dos elementos esenciales: el almacenamiento o
preservacion del germoplasma y el desarrollo de métodos que posibiliten su
propagacion (Engelmann, 2011). No obstante, también deben tenerse presentes otros
elementos relevantes tales como la documentacion y la caracterizacion del
germoplasma almacenado (Rao et al., 2007). En ocasiones, la reducida disponibilidad
del material vegetal es un factor que acompafna a las actividades de conservacion,
sobre todo en el caso de especies silvestres, conservadas en lugares distantes de los
habitats naturales, de manera que la capacidad de ensayar protocolos y llevar a cabo
experimentos con replicacion se encuentra a menudo muy limitada (Bacchetta et al.,
2008)

2.5.Bancos de germoplasmas
Los bancos de germoplasma surgen como una respuesta a la necesidad de conservar
el patrimonio genético vegetal y, por tanto, la variabilidad genética de cada especie, lo
que constituye el fundamento esencial de los programas de mejoramiento en plantas, al
poder proporcionar un conjunto de genotipos para los programas de seleccion y
cruzamiento (Frankham et al., 2003; Hidalgo, 2003).

La constatacion en la década de los sesenta de que el mundo estaba sufriendo una
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importante crisis de diversidad genética en sus cultivos a consecuencia de la sustitucion
de las variedades tradicionales por cultivares modernos, puso de manifiesto la
necesidad de tomar medidas decididas para la conservacién de la biodiversidad vegetal
y constituyé el catalizador para el establecimiento de los primeros bancos de
germoplasma (Bacchetta et al., 2008).

De manera sintética, el germoplasma puede ser definido como cualquier material capaz
de transmitir los caracteres hereditarios de una generacién a otra. Se puede afirmar que
el germoplasma representa la base fisica de la transmisién genética, o bien la suma de
los genes y de los factores citoplasmaticos que rigen la herencia (Bacchetta et al.,
2008).

Al hablar de germoplasma vegetal, puede aludirse a distintas estructuras vegetales
(esporas, tejidos o partes de plantas), incluyendo sus células y compuestos con
informacién genética (ADN, ARN, etc.) y, de especial modo, las semillas. Estas
constituyen la estructura mas representativa y evolucionada de las plantas superiores
para su perpetuacion, siendo ademas el agente de dispersidon mas frecuente, eficaz y
con mayor capacidad de regenerar una planta vascular completa a largo plazo (Rao et
al., 2007; Lobo y Medina, 2009).

2.5.1. Bancos de semillas

El almacenamiento del material a conservar en forma de semillas constituye uno de los
procedimientos de conservacion ex situ mas validos y extendidos en la actualidad. Se
ha podido comprobar que el almacenamiento de semillas a largo plazo constituye una
operacion relativamente simple y econdmica en términos de tecnologia,
infraestructuras, personal y gastos de mantenimiento (Lobo y Medina, 2009).

Las semillas constituyen el método mas eficaz y econdmico para la conservacion ex situ
de especies vegetales. Por un lado, son unidades adaptadas a la dispersién en el
tiempo y, por tanto, capaces en la mayoria de los casos de permanecer viables, de
forma natural, durante largos periodos de tiempo (van Treuren et al., 2013). Por otro
lado, su pequefio tamafio, unido a la posibilidad de que cada una de ellas posea una
constitucion genética diferente, asegura la conservacion de una gran diversidad

genética en un espacio reducido (Iriondo y Pérez, 1999; Rao et al., 2007).
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La conservacion de semillas posee mayores requerimientos técnicos que las
colecciones de plantas. Sin embargo, estas ultimas resultan caras en términos de mano
de obra y espacio, y s6lo permiten el mantenimiento de un numero reducido de
individuos por especie. Las colecciones de plantas resultan vulnerables frente a
desastres naturales como incendios, tornados, plagas y enfermedades (Hunter, 2011).
En muchas ocasiones la conservacion de semillas puede constituir la Unica opcion
disponible cuando los ultimos ejemplares de una especie estan a punto de desaparecer
(Iriondo, 2001). Por ello, entre todos los métodos de conservacion, los bancos de
semillas son los mas utilizados al ser simultaneamente practicos y econdmicos (Rao et
al., 2007: Hunter, 2011)

2.6. Principios de conservacion de semillas.

El principio basico para la conservaciéon de semillas es la limitacion de los cambios
quimicos que son originados por el metabolismo o los procesos de envejecimiento. Se
sabe desde hace tiempo que unas condiciones de baja temperatura y bajo contenido en
humedad prolongan la longevidad de las semillas. De acuerdo a las reglas de
Harrington (Justice y Bass, 1978), 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 enla
temperatura y por cada reduccion de un 1 % en el contenido de humedad. De acuerdo
con este modelo, las semillas conservadas a muy bajas temperaturas y con muy bajos
contenidos de humedad deberian mantenerse viables durante milenios. Sin embargo,
Vertucci y Roos (1990) y Ellis et al. (1990) han mostrado que existen limites a los
efectos beneficiosos de la desecacidn sobre la longevidad y que estos limites dependen
de la composicién quimica de la semilla.

También se ha comprobado que, en contra de lo establecido por las reglas de
Harrington, los efectos de la temperatura y el contenido de humedad no son
independientes (Vertucci y Roos, 1993). De todas formas, el uso apropiado de estos
dos factores proporciona una via aceptable para la conservacién a largo plazo de

muestras de semillas en bancos de germoplasma.
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2.7.Crioconservacion de semillas ortodoxas
Desde la década de los 80, a nivel mundial se han realizado varias investigaciones
utilizando la crioconservacion como alternativa a los métodos tradicionales de
almacenamiento de semillas. Los resultados obtenidos en diferentes trabajos indican
que la crioconservacion puede ser utilizada en semillas de numerosas plantas
cultivadas (Stanwood, 1981: Gonzalez-Benito et al., 1998; Walters et al, 2004).
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; bajo estas condiciones, se postulan longevidades
extremadamente largas (Pritchard, 1995).
En estas circunstancias disminuyen los controles de viabilidad, responsables de una
disminucion significativa del numero de semillas almacenadas, y disminuyen los riesgos
de deterioro genético asociados a los procesos de multiplicacion. Otras ventajas de las
técnicas de crioconservacion son la ausencia de controles de temperatura y humedad
durante el almacenamiento, la inexistencia de dafios por parasitos y patogenos y, en
teoria, una viabilidad indefinida (Iriondo, 2001).
Los bancos de crioconservacion de semillas ortodoxas constituyen una alternativa a los
bancos de semillas convencionales. Si se adiciona a las anteriores ventajas el hecho de
que cada una de ellas propone una reducciéon de los costos (Pardey et al., 2001) y un
aumento considerable de la seguridad de las semillas (Walters et al., 2004), la
crioconservacion se coloca en una posicion muy ventajosa si la comparamos con otros
métodos de conservacion.
A pesar de las ventajas antes citadas existen pocas referencias sobre la
crioconservacion de semillas del género Nicotiana. Touchell y Dixon (1994) solo
pudieron regenerar plantas de Nicotiana occidentalis Wheeler a partir de la germinacion
de embriones aislados in vitro, al obtener bajos niveles de supervivencia empleando los
métodos convensionales. Por otro lado, Walters et al (2004) obtuvieron mas de un 85%
de germinacion en cuatro variedades de N. tabacum después de 14 anos de exposicion

a NL, aunque no reportan las condiciones con las que fue crioconservado el material.

12
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Por otro lado, estudios resientes muestran que después de un periodo de
almacenamiento, donde no se muestran sintomas en la disminucion de la calidad de las
semillas, ocurre una rapida declinacion de la viabilidad del material crioconservado. La
duracion de este periodo asintomatico esta relacionada, mas alla de las propiedades
intrinsecas de las semillas de cada especie, con el manejo recibido antes de ser
crioconservadas (Walters et al, 2004 y Walters et al., 2010).

Las condiciones de cultivo, cosecha y poscosecha, asi como la humedad y la
temperatura de almacenamiento son factores fundamentales que el operador debe
tomar en consideracion en el manejo de semillas en un banco de germoplasma (Buitink
et al.,, 2000 y Walters et al., 2010). Se ha postulado que las interacciones entre estos
factores contribuyen a la amplia variacién de longevidad observada dentro y entre lotes
de semillas y especies (Walters 1998 y 2004 y Buitink y Leprince, 2004). Por lo tanto, la
influencia de estos factores debe ser evaluada antes de utilizar la crioconservacion
como estrategia segura para almacenar semillas del género Nicotiana (Bailly et al.,
2008 y Walters et al., 2010).

2.8.Descriptores
Un descriptor es una caracteristica o atributo cuya expresion es facil de medir, registrar
o evaluar y que hace referencia a la forma, estructura o comportamiento de una
accesion. Los descriptores son aplicados en la caracterizacion y evaluacién de las
accesiones debido a que ayudan a su diferenciacion y a expresar el atributo de manera
precisa y uniforme, lo que simplifica la clasificacidn, el almacenamiento, la recuperacion

y el uso de los datos (Jaramillo y Baena, 2000).

2.6.1. Tipos de descriptores
Deacuerdo a la informaciéon que proporcionan los descriptores se clasifican en (Franco
e Hidalgo, 2003):
¢ De pasaporte. Proporcionan la informacion basica que se utiliza para el manejo
general de la accesion, incluyendo el registro en el banco de germoplasma vy
cualquier otra informacion de identificacion, y describen los parametros que se

deben observar cuando se hace la recoleccién original.
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De manejo. Proporcionan las bases para el manejo de las accesiones en el
banco de germoplasma y ayudan durante su multiplicacion y regeneracién; por
ej., fechas de multiplicacién, cantidades de semillas disponibles, porcentajes de
viabilidad.

Del sitio y el medio ambiente. Describen los parametros especificos del sitio y
del ambiente y ayudan en la interpretacion de resultados cuando se realizan
pruebas de caracterizacion y evaluacién. Se incluyen, también, en esta categoria
los descriptores del sitio de recoleccién del germoplasma; por ej., coordenadas
geograficas, caracteristicas de clima y suelos.

De caracterizacion. Permiten la discriminacién relativamente facil entre
fenotipos. Generalmente son caracteres altamente heredables que pueden ser
facilmente detectados a simple vista y se expresan igualmente en todos los
ambientes. Ademas, pueden incluir un numero limitado de caracteres adicionales
considerados como deseables por consenso de los usuarios de un cultivo en
particular; por ej., colores y formas de tallos, hojas, flores, semillas y frutos.

De evaluacion. La expresion de la mayoria de los descriptores de esta categoria
depende del medio ambiente y, en consecuencia, se requieren métodos
experimentales especiales para su evaluacion. La evaluacion puede también
involucrar métodos complejos de caracterizacion molecular o bioquimica. En este
tipo de descriptores se incluyen caracteres como rendimiento, productividad
agrondmica, susceptibilidad a estrés y caracteres bioquimicos y citologicos, los

cuales generalmente son de mayor interés en el mejoramiento de cultivos.

2.6.2. Descriptores morfolégicos

Toda la variabilidad de una especie se almacena en el genoma, es decir, entre los
miembros de la poblaciéon que conforman la especie, y puede o no expresarse en
caracteristicas que permitan ser identificadas. Por tanto, desde el punto de vista de su
expresion, la variabilidad contenida en el genoma de una especie puede ser agrupada
en dos grandes clases: (1) la que se expresa en caracteristicas visibles y que

conforman el fenotipo, y (2) la que no se expresa en caracteristicas visibles y que en

14
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general se refiere a los procesos o productos internos de la planta (Franco e Hidalgo,

2003).

En relacién con el fenotipo, los caracteres que lo conforman corresponden en su gran

mayoria a la descripcion morfolégica de la planta y su arquitectura. Estos caracteres se

denominan descriptores morfolégicos y segun Franco e Hidalgo (2003) se pueden

agrupar de la forma siguiente:

Botanicos-taxondmicos: Corresponden a los caracteres morfoldégicos que
describen e identifican la especie y son comunes a todos los individuos de esa
especie. En su gran mayoria estos caracteres tienen una alta heredabilidad y
presentan poca variabilidad, aunque en las especies cultivadas con frecuencia se
pueden encontrar unos pocos que muestran diferentes grados de variabilidad,
especialmente en aquellos de interés particular para el hombre como son el tipo
y la forma de la hoja, la forma del fruto y la descripcion de la flor.
Morfoagronémicos: Corresponden a los caracteres morfoldégicos que son
relevantes en la utilizacion de las especies cultivadas. Pueden ser de tipo
cualitativo o cuantitativo, e incluyen algunos de los caracteres botanicos-
taxonémicos mas otros que no necesariamente identifican la especie, pero que
son importantes desde el punto de vista de necesidades agronomicas, de
mejoramiento genético, y de mercadeo y consumo. A manera de ejemplos de
estos caracteres se puede mencionar la forma de las hojas; pigmentaciones en
raiz, tallo, hojas y flores; color, forma y brillo en semillas; tamano, forma y color
de frutos; arquitectura de planta expresada en habito de crecimiento y tipos de
ramificacion.

Evaluativos: Esta porcion de la variabilidad solo se expresa como respuesta a
estimulos ambientales bidticos (plagas y enfermedades) o abidticos (estrés por
temperatura, agua, nutrientes). En general, la respuesta se expresa en

caracteristicas de tipo cualitativo.

Los descriptores morfologicos constituyen una herramienta util en la caracterizacion del

germoplasma vegetal (Anjum, 2011). Los estudios realizados hasta la fecha para

discernir entre fenotipos de plantas obtenidas a partir de semillas crioconservadas y no

crioconservadas se centran en la determinacion y analisis de parametros bioquimicos y
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moleculares y no abordaban con profundidad la caracterizacion morfolégica (Benson,
2008; Engelmann, 2011). Sin embargo, no dejan de reconocer la importancia de este
tipo de caracterizacion, incluso sus ventajas (Cejas et al., 2013).

Existen varios estudios en el cultivo in vitro donde se informan afectaciones en el
material después de la crioconservacion (Fukai et al., 1994; Medina et al., 2007;
Benson, 2008; Engelmann, 2011). Sin embargo, existe poca informacion relacionada
con es tema en la crioconservacion de semillas (Cejas et al.,, 2012; Zevallos et al.,
2013). No obstante, en el marco de una metodologia para la crioconservacion a largo
plazo del género Nicotiana se hace necesario verificar que la estabilidad genética del
material no ha sido alterada antes de usar la crioconservacion como técnica para la

conservacion a largo plazo (Engelmann, 2011)
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3. Materiales y Métodos

3.1.Ubicacion de los experimentos y especies seleccionadas
La investigacion se realizd en la Estacion Experimental del Tabaco de Cabaiguan,
Sancti Spiritus, perteneciente al Instituto de Investigaciones del Tabaco de Cuba en la
campafa tabacalera 2013-2014. Para la realizacion del estudio se seleccionaron las
especies Nicotiana tabacum Linnaeus cultivar Sancti Spiritus 96 (SS96), de amplia
aceptacion entre campesinos y empresas de la regién central del pais y Nicotiana
megalosiphon  Heurck & Mueller (NE43) utilizada en diferentes programas de
mejoramiento atendiendo a su resistencia al moho azul (Peronospora hyosciamy f.sp
tabacina Adam) y a la Pata prieta, enfermedad causada por el hongo Phytophthora

parasitica var. Nicotianae (Pérez et al., 2008).

3.2.Recoleccion y acondicionamiento de la semilla
Las semillas fueron de ambas especies fueron recolectadas cuando las capsulas se
tornaron completamente carmelitas (aproximadamente 35 dias después de la antesis
para SS96 y 18 dias después de la antesis para NE43). Posteriormente, se trasladaron
al laboratorio donde se secaron a temperatura ambiente y a humedad relativa (HR) 50
% por un periodo de siete dias. Pasado este tiempo las semillas se separaron de sus
capsulas, se tamizaron y se introdujeron en desecadoras de vidrio cerradas
herméticamente a temperatura ambiente, con silicagel autoindicador en proporcion 1:3
(masa de semillas: masa silicagel autoindicador) como agente desecante hasta un 7 %
de humedad (base masa fresca). El silicagel autoindicador fue renovado cada vez que
su color comenzaba a cambiar de azul intenso a azul palido o rosado, como prueba de

que su poder de hidratacion se habia agotado (Engels et al., 2007).

3.3.Determinacion del contenido de humedad de las semillas
Los ensayos de humedad se realizaron a 103 °C durante 4 h utilizando 3 repeticiones
de 0.5 g cada una y el contenido de humedad se expres6 en porcentaje de masa fresca
(ISTA, 2005).

3.4.Conservacion

Muestras de semillas de cada accesidon se colocaron en crioviales de 1.5 mL de
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capacidad. Una muestra se introdujo directamente en una camara de refrigeracion a 5

°C y HR superior al 60 % y la otra en tanques con nitrégeno liquido (NL) (velocidad de

enfriamiento: 200 °C/min). Pasado un afo, los crioviales se retiraron y se dejé que la

temperatura de las semillas estuviera en equilibrio con la temperatura ambiente (25°C -

27 °C).

3.5.Ensayos de germinacion

Para evitar los dafios por imbibicion, las semillas secas se humidificaron en una

desecadora de vidrio con H,O en su interior, evitando el contacto directo de las semillas
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Figura 1. Diseno experimental en
fase de semillero.

con el agua. Bajo estas condiciones se incubaron
durante el tiempo necesario para alcanzar un
contenido de humedad superior al 10 %.

Los ensayos de germinacién se realizaron
utilizando cuatro repeticiones de 100 semillas cada
una. Las semillas se colocaron en placas Petri
sobre dos discos de papel de filtro previamente
humedecidos con agua destilada. La incubacion se
realizé durante 14 dias a temperatura ambiente
con un fotoperiodo de 12 h. A los siete dias se
determind la Energia Germinativa (EG) y a los 14
dias la Potencia Germinativa (PG). En todos los
ensayos la emergencia de la radicula fue el criterio
para considerar que la germinacion de la semilla

habia tenido lugar (Engels et al., 2007).

3.6. Tratamiento en semillero
Las semillas de cada accesiéon, tanto las
crioconservadas como las conservadas a 5 °C, se
sembraron en bandejas de poliestireno expandido,
con 264 alvéolos que contenian sustrato organico

con la siguiente composicion: 70% (V/V) de
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cachaza, 15% (V/V) de cascara de arroz y 15% (V/V) de zeolita (Hernandez et al.,
2004), basado en la tecnologia de bandejas flotantes segun Garcia y Andino (2002).
Las bandejas se colocaron en condiciones de cultivo protegido o tuneles, siguiendo un

disefio completamente aleatorio con cuatro réplicas (Figura 1).

3.7.Trasplante y cultivo
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Figura 2: Disefio experimental para la fase de campo. Cuatro réplicas para
cada tratamiento distribuidas al azar. Cada parcela esta constituida por 15
plantas utiles. En rojo aparecen los bordes o marginales, 1) SS96 Crio, 2)
SS96 No crio, 3) NE43 Crio, 4) NE43 No crio

Pasados 45 dias, las plantas de cada accesion se trasplantaron al campo sobre suelo

pardo sialitico carbonatado (Hernandez et al., 1999), con cuatro réplicas distribuidas al
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azar para cada tratamiento (Figura 2). La distancia de plantacion fue de 30 cm entre
plantas y 180 cm entre hileras y la fertilizacion, riego y cuidados fitosanitarios se realizé

segun lo establecido por el instructivo técnico del cultivo descrito por MINAG (1988).

3.8. Descriptores morfolégicos

En la fase de semillero las mediciones y observaciones se realizaron a los 20, 30 y 40
dias después de sembradas las semillas (DDS), para lo cual se seleccionaron por cada
dia de evaluacién 10 plantas al azar por cada réplica, obviando en la seleccion las
plantas sembradas en el borde de cada bandeja (marginales) (Figura 1). En la fase de
campo las mediciones y observaciones se realizaron cuando cada especie alcanzaba el
75 % de floracion, siguiendo la metodologia de Torrecilla et al. (2012).

En la fase de semillero los descriptores morfoldgicos cuantitativos (Tabla 1) se
determinaron para cada dia de evaluacion segun la metodologia descrita por Torrecilla
et al. (2012), mientras que los descriptores morfolégicos cualitativos (Tabla 2) solo se
determinaron para los 40 DDS, siguiendo, de igual forma, la metodologia descrita por

este autor.

Tabla 1: Descriptores morfolégicos cuantitativos determinados en la fase de semillero

. Siglas . Instrumento s
No Descriptor descriptor Uu/m de medicion Precisiéon
1 Diametro del tallo DT mm pie de rey 1£0.01 mm
2  Altura de la planta AP mm  regla graduada £0.1mm
3  No hojas NH u por conteo --
4 Largo de la hoja LH mm regla graduada +0.1mm
mayor
5 Ancho de la hoja AH mm regla graduada £0.1mm
mayor
6 Masa fresca planta MF g balap;a +0.1mg
analitica
balanza
7  Masa seca planta MS 9 Snalitica +0.1mg

*U/M: Unidad de medida
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Tabla 2: Descriptores morfolégicos cualitativos determinados en la fase de semillero

No

Descriptor

Siglas
descriptor

Estados del descriptor

1

Color de la hoja

CH
verde

verde oscuro

verde claro
verde amairrillo

amarillo

Forma de la base de la hoja

FBH sesil

peciolada

Superficie de la hoja

SH

poco onduladas

medianamente onduladas
onduladas
muy onduladas

lisa

Color del tallo

CT
verde

verde oscuro

verde claro
verde amairillo

En la fase de campo se seleccionaron por cada dia de evaluacién 10 plantas al azar por

cada réplica, obviando en la seleccion las plantas sembradas en el borde de cada

parcela (marginales) (Figura 2). Tanto los descriptores morfologicos cualitativos (Tabla

3) como los cuantitativos (Tabla 4) se determinaron segun la metodologia descrita por
Torrecilla et al. (2012),

Tabla 3: Descriptores morfolégicos cualitativos determinados en la fase de campo

No Descriptor d Slgl_as Estados del descriptor Siglas est_ados del
escriptor descriptor
1 Color de la flor CF rojo oscuro RO
rojo R
rosado RB
blanco B
morado M
verde amairillo VA
2 Forma dela FC seccionada S
corola medianamente seccionada MS
no seccionada NS

21



Materiales y Métodos

3 Forma del tubo de FTC bien manifiesto BM
la corola poco manifiesto PM
no manifiesto NM
4 Relacion EE estigma corto C
estambre-estigma normal N
estigma largo L
5 Color de la hoja CH verde oscuro VO
verde \%
verde claro VC
verde amarillo VA
amarillo A
6 Forma de la base FBH sésiles S
de la hoja pecioladas P
7 Superficie de la SH poco onduladas PO
hoja medianamente onduladas MO
onduladas O
muy onduladas MMO
lisa L
8 Habito de la planta HP cilindrica CL
conica C
elipsoidal E
oval O
conica inversa Cl

Tabla 4: Descriptores morfoldgicos cuantitativos determinados en la fase de campo

Siglas

Instrumento de

. Descriptor U/M* . ., Precision
descriptor medicion

1 LF Longitud de la flor cm regla graduada +0.01cm
2 AF Ancho de la flor cm regla graduada 10.01cm
3 DPF Dias para florecer dias por conteo --
4 DT Diametro del tallo cm pie de rey +0.001 cm
5 LH Longitud de la hoja cm regla graduada +0.01cm
6 AH Ancho de la hoja cm regla graduada +0.01cm
7 MFH Masa fresca de la hoja g balanza analitica +0.0001g
8 MSH Masa seca de la hoja g balanza analitica +0.0001g
9 LC Longitud de la capsula cm pie de rey +0.001 cm
10 AC Ancho de la capsula cm pie de rey +0.001 cm
11 MFC Masa fresca de la capsula g balanza analitica +0.0001g
12 MSC Masa seca de la capsula g balanza analitica +0.0001g
13 DP Diametro de la planta cm regla graduada +0.01cm
14 AP Altura de la planta con cm regla graduada 10.01cm

inflorescencia

*U/M: Unidad de medida

22



Materiales y Métodos

3.9. indices de crecimiento
El célculo de los indices crecimiento se realizé a partir de la dindamica del crecimiento

entre los 20 y 40 dias posteriores a la siembra.

3.9.1. Incremento de biomasa (AM)

AM = My — My, Expresadaeng

Donde:
Mao: masa seca de la planta tomada a los 40 DDS expresada en g.

Myo: masa seca de la planta tomada a los 20 DDS expresada en g.

3.9.2. Tasa absoluta de crecimiento (TAC)

TAC = Mo =Mz Expresada en g-dias™
Tao—Tao
Donde:
Mao: masa seca de la planta tomada a los 40 DDS expresada en g.
Mao: masa seca de la planta tomada a los 20 DDS expresada en g.
Ta0-Too: intervalo de tiempo transcurrido entre la medicion inicial, 20 DDS, y la final, 40

DDS

3.9.3. Tasa relativa de crecimiento (TRC)
Expresa cantidad de masa seca producida por unidad de masa seca presente por
unidad de tiempo.

2+(Mgy—M
TRC = (Mso 20) Expresada en g-g'-dia”

(Mao + Mgg) * (Tao — T2o)

Donde:
Mao: masa seca de la planta tomada a los 40 DDS expresada en g.

Myo: masa seca de la planta tomada a los 20 DDS expresada en g.
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Ta0-Too: intervalo de tiempo transcurrido entre la medicion inicial, 20 DDS, vy la final, 40
DDS

3.10. Tratamiento estadistico
En el procesamiento estadistico de los datos se utilizd el Statistical Pactage for Social
Sciences (version 11.5 para Windows, SPSS Inc.). Se comprob6 el ajuste a la
distribucion normal de los datos (prueba de Komolgorov Smirnov) y la homogeneidad de
las varianzas (prueba de Levene). Para la comparacion morfolégica en los diferentes
estados se empled una Prueba t (p<0.05). Con el objetivo de lograr los supuestos de las
pruebas paramétricas realizadas las variables cuantitativas discretas fueron
transformadas segun y'= sqr(y). Cada tabla y figura de la secciéon Resultados y

Discusion describe el tratamiento estadistico especifico ejecutado.
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4. Resultados y discusion

4.1.Efecto de la crioconservacion sobre el desarrollo en fase de semillero de
plantulas de dos especies del genero Nicotiana obtenidas a partir de
semillas crioconservadas y conservas por el método convencional
4.1.1. Descriptores cualitativos determinados a los 40DDS
Los descriptores cualitativos tienen aceptable heredabilidad, no son muy afectados por
los cambios del medio ambiente y su medicion resulta relativamente facil. Al evaluar los
diferentes estados de los descriptores determinados a los 40 DDS no se observaron
diferencias al comparar el resultado proveniente de las plantulas obtenidas a partir de
semilas crioconservadas por espacio de un afio (Crio) y las conservadas a 5 °C por
igual periodo (No crio) (Tabla 5). Los diferentes estados de los descriptores cualitativos
determinados coinciden completamente con los referidos por otros autores para estas

especies (Torrecilla, 2013)

Tabla 5: Descriptores morfologicos cualitativos determinados a los 40 DDS para cada
uno de los tratamientos evaluados

Forma Color Forma de

Tratamiento del de la Ondulacm_nes la base Color
- . de la hoja . del tallo
apice hoja de la hoja

$S96 Crio POCO  Verde Pocoondulada  Sesil  Verde
agudo claro
S$S96 No Crio Poco Verde Poco ondulada Sésil Verde
agudo claro
NE43 Crio Muy Verde  Medianamente Peciolada Verde
agudo Claro ondulada claro
NE43 No Crio Muy Verde Medianamente Peciolada Verde
agudo Claro ondulada claro

4.1.2. Analisis de estadisticos simples de las variables cuantitativas
calculas a los 40DDS

El analisis de estadisticos simples permite estimar y describir el comportamiento de los

diferentes tratamientos en relacion con cada descriptor cuantitativo determinado. Estos

analisis proporcionan una idea general de la variabilidad del germoplasma y permiten

inmediatamente detectar datos no esperados y errores de medicion en el ingreso de

datos, entre otros.
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Tabla 6: Estadistico simples calculados a los descriptores determinados a los 40 DDS. A: SS96;
B: NE43.

A
Estadisticos Diametro  Atura Large  Ancho  Masa Masa
Talo Flarta Hoja Hom Fresca Seca

Promedo 267 111.14 12113 5523 26181 0.13052
Desvacion Estandar 02725 244780 20432 92049 09534 0.0480
Coeficiente de Variacidon  1019%  2202% 1687% 1685% 3680% 37.55%
Mini o 200 20 &5 .00 23200 08520 0.0419
MEsd o 3.15 168,90 16200 7800 48188 02957
Sesgo Estandarizado -131628 064082 0136328 01523 18440 1.8484

Curtosis Estandarizada  -111161  -014632 0.0385 0073 08337 10373

B
s e T g o en T
Media 2.52 14313 13079 4334 24844 01537
Desviacion Estandar 0.2903 27400 115897 S$5301 06602  O0.0E6
Codiciente de Variacion Q. 54% 1|20% 28.20% 1288% 2B58% 27T2%
Mni o 195 g1.00 11500 =1.00 02506 00573
N Mo 200 19700 17000 £6.00 40008 02802
Sesgo Bdtandarizado -0 6402 07984 0392 02061 02211 0. 4747
Cutcosis Eetandarizada 03642 07020 02097 08990 04084 00921

Las Tablas 6A y 6B muestran siete de los estadisticos simples mas comunes en el
analisis estadistico de recursos fitogenéticos (Franco e Hidalgo, 2003), calculados para
cada accesion evaluada en el estudio, independiente de la técnica de conservacion.
Con dichos estadisticos se obtiene informacion util que permite inferir varios resultados
e interrogantes claves. De especial interés resultan en este caso el Coeficiente de
Variacién (CV), el Sesgo Estandarizado y la Curtosis Estandarizada.

El CV es una medida relativa de variacion que define mas intrinsecamente la magnitud
de la variabilidad de los parametros estudiados debido a que es independiente de las
unidades de medida. Facilita la comparacion de la variabilidad de una misma
caracteristica en dos grupos o de parametros medidos sobre un mismo grupo (Johnson
y Bhattacharyya, 2010).

El mayor CV para ambas especies lo presentan los datos de MF y MS, lo cual se refleja
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en las diferencias apreciables entre los valores maximo y minimo de estos descriptores

y en su Deviacion Estandar. Otro descriptor de amplia variacion dentro del estudio en

ambas especies es Altura de la Planta, el cual al estar directamente relacionado con MF

y MS podria ser la fuente principal de variabilidad de estos ultimos.

Tabla 7: Matriz de correlacion simple entre seis de las variables cuantitativas determinadas a
los 40 DDS. A: SS96; B: NE43. En letra cursiva aparece el coeficiente de correlacion y en rojo el
nivel de significacion (Analisis multivariado p=0.05)

A
DT AP LH AH MF MS
DT
AP 0.3804
0.0005
LH 0.5148 0.6830
0.0000 0.0000
AH 0.4834 0.6703 0.8779
0.0000 0.0000 0.0000
MF 0.5397 0.7592 0.9003 0.8626
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
MS 0.5235 0.7593 0.8922 0.8604 0.9953
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DT AP LH AH MF MS
B
DT AP LH AH MF MS
DT
AP 0.3747
0.0006
LH 0.2503 0.4397
0.0251 0.0000
AH 0.1505 0.3042 0.5903
0.1827 0.0061 0.0000
MF 0.4354 0.6244 0.5514 0.6624
0.0001 0.0000 0.0000 0.0000
MS 0.4220 0.5920 0.5329 0.6124 0.9564
0.0001 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DT AP LH AH MF MS

Las Tablas 7A y 7B presentan los coeficientes de correlacion como una matriz para

ambas especies, independiente de la técnica de conservacion. Los coeficientes de

correlacion miden la fuerza de la relacion lineal entre dos columnas en una escala de —1
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a +1. Entre mayor sea el valor absoluto de la correlacion, mas fuerte es la relacién lineal
entre las dos variables (Johnson y Bhattacharyya, 2010). Al tomar valores inferiores a
0.05 todos los descriptores determinados en el estudio muestran correlaciones
altamente significativas y al ser los coeficientes de correlacidn mayores que cero, todas
las correlaciones son positivas, como era de esperar segun los descriptores
determinados.

Para la SS96 la correlacion entre LH y AH con MF y MS es extremadamente fuerte (>
0.85) (Tabla 7A). Tal resultado sugiere que la hoja, de las estructuras evaluadas, es la
que mas aporta a la MF y por consiguiente a la MS de SS96. Sin embargo, es otro el
comportamiento de la NE43, la correlacion entre la AP y la MF y MS es superior al resto
(>0.59) lo cual sugiere que la altura de la planta es el descriptor con mayor influencia
sobre la MF y MS. Asi, las plantulas de SS96 tuvieron un desarrollo foliar superior, de
acuerdo con su altura, que las plantulas de NE43. Este es un aspecto, mas alla de su

fenotipo, que distingue a ambas en especies en su desarrollo en semillero.

4.1.3. Comparacion morfologica durante el desarrollo en fase de semillero

Durante el desarrollo de las plantulas de ambas especies en la fase de semillero se
observo en los estadios iniciales diferencias significativas en todos los descriptores
evaluados, tanto para la SS96 como para NE43, al comparar las plantulas Crio con las
No crio (Tabla 8A y 8B). Es indudable que a los 20DDS las plantas No crio tuvieron un
mayor desarrollo que las Crio, en ambas especies. Este resultado es coincidente con el
obtenido en Ensayos de germinacion en nuestro laboratorio (datos no publicados)
donde las semillas Crio mostraron una pérdida de vigor al crioconservarse por espacio
de un afo.
Las diferencias entre las plantulas No crio y las Crio se mantiene hacia los 30DDS solo
para el descriptor MS en el caso de SS96 y para los descriptores MF y MS en el caso
de NE43; a los 40DDs solo se muestran diferencias significativas en la especie NE43 en
el descriptor MS. Por lo tanto, existe una tendencia a desaparecer las diferencias en los
descriptores evaluados hacia finales de la fase de semillero.

Tabla 8: Efecto de la técnica de conservacion sobre el desarrollo de plantulas de A:
SS96 y B: NE43
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A
Descriptores . 2 . . 30 . . " .

Crio Hocrio OCV'| Crio Hoaw OCV'| Crio HNo crio OCV
Ftallo 0.20b 088z 602| 2Fa 25 246| 271a 26a 04

Atura planta| 3.10b O12a B74 | 4R57a #5589 277 |110B%4 114 057
Mo hojas 5.05b 531a 549 | 6553 66 188 | 680a 6G68a 1.4

]Fr:;?; MR | soesh 2ap3s 447 | 83252 9478 279 |12248s 11978 2.10

mmﬁ 14660 1660a 308 | 4403 N6 201 | 5653= 5513 0.8

:’:::E“ 00024 0.1326a 465 |1.1304a 122182 221 |2P025 26338 140
F*',’,'fl.:fﬁ 000206 00020a 453 |00466b 005Ga 220 042823 0.120 284
B
o 20 30 10
ESCrIores

o Crio MHNocrio OCV| Crio Hocnmo OCY| Crho Wocno OCY
Atalo 0630 070 143 | 1862 163a 205 | 252 Z252a 047

Atumplanta| 783 10283 581 | A% 65688 065 |143.13a 14:31% 204
No hojas 68b G668a O000| 8252 B838a 097 €58 673 100

tﬂ;?;“”ﬁ M3B 383\a 660 [1177% 12043 1.01 130582 14000 02
e MOR 142 1603 645 e BB 142 | RS 41 008

Fﬁ:"ﬁm 009166 0.1301a 973 [12410b 14800a 670 (247953 2403 169

:‘:?_:aﬂﬁ 000170 00028a 353 |OO545b 00710 671 |0141 016860 183

* Coeficiente de variacién total ("Overall coefficient of variation™) = (Desviacion estandar/Promedio)* 100.
Para calcular este coeficiente, se comparan los valores de las dos condiciones y se resta al mayor valor
el menor.

** Medias con letras iguales no tienen diferencias estadisticamente significativas (Prueba t, p>0.05, n =
40). Solamente para el procesamiento estadistico, los datos de No hojas se transformaron segun
y'=SQRT(y)

Conclusiones similares se obtienen al evaluar los valores calculados de OCV
(Coeficiente de variacion total) para cada descriptor. Este estadistico brinda informacion
no solo de si dos juegos de datos tienen diferencias significativas, sino de la magnitud

de esta diferencia. Cejas et al. (2012), al analizar diferentes parametros bioquimicos,
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proponen una clasificacion en tres categorias para OCV. Basado en esta clasificacion
las diferencia mostradas en los descriptores morfolégicos determinados en los tres
momentos durante el desarrollo de las plantas en semillero (20, 30 y 40DDS) se
clasifica como baja. No obstante, de forma general, se aprecia una disminuciéon de OCV
hacia los 40 DDS, lo que también sugiere que las diferencias pronunciadas en los
valores de los descriptores en los estados iniciales entre las plantulas No crio y Crio

tienden a desaparecer hacia finales de la fase de semillero.

4.1.4. Comparacion de los indices de crecimiento entre los 20DDS y los
40DDS

El crecimiento es un cambio cuantitativo que incluye aumentos en la longitud, en la
masa seca Yy en la superficie. Estos incrementos pueden deberse a diferentes causas.
El incremento en la longitud, al igual que el incremento en la superficie, es
fundamentalmente producido por la accidon de las sustancias de crecimiento que en
ultima instancia se sintetizan mediante la fotosintesis y la respiracion. El incremento de
la masa seca depende del balance existente entre la fotosintesis y la respiracion
(Vazquez y Torres, 1995).

Tabla 9: Efecto de la técnica de conservacion sobre
los indices de crecimiento calculados entre los 20DD vy
los 40DDS, para las especies A: SS96 y B: NE43

A
Tratamiento AM TAC TRC
S$S96 Crio 0.1262a 0.0063a 0.0964a
S$S96 No crio 0.1300a 0.0065a 0.0952a
B
Tratamiento AM TAC TRC
NE43 Crio 0.1397b  0.0070b 0.0973 a

NE43 Nocrio 0.1633a 0.0082a 0.0967 a

Medias con letras iguales no tienen diferencias
estadisticamente significativas (Prueba t, p>0.05, n = 40)

*

La produccion de masa seca de la planta se puede expresar como el incremento de
masa (AM) entre dos intervalos de tiempo, como la produccién de masa seca por
unidad de tiempo (Tasa absoluta de crecimiento, TAC) y como la produccién por masa y

por tiempo (Tasa relativa de crecimiento, TRC), entre otras formas (Vazquez y Torres,
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1995). Las Tablas 8A y 8B muestran el valor de lo indices de crecimiento antes
mencionados calculados para los diferentes tratamientos evaluados en el estudio.

Para la especie NE43 (Tabla 8B), tanto AM como TAC muestran diferencias
significativas al comprar las plantulas No crio con las Crio. Estas diferencias proponen
un mayor incremento de masa y un mayor incremento de masa por unidad de tiempo
para las plantulas No crio.

Ambos indices, aunque valiosos, tienen como limitante que no expresan la intensidad
con que se produce el cambio en una forma correcta, pues en este caso sus valores
dependen de la masa seca con que contaban las plantas a los 20DDS. Sin embargo,
TRC si permite una comparacion efectiva en la intensidad de crecimiento entre plantas
que difieren en su masa. A pesar de las diferencias antes citadas para esta especie en
AM y TAC entre las plantas No crio y Crio, los valores de TRC (Tabla 8B) se muestran
estadisticamente semejantes. Tal resultado sugiere una intensidad de crecimiento
similar para ambos tratamientos entre los 20DDS y los 40DDS, en concordancia con la
tendencia de que al alcanzar los estadios finales de su desarrollo en semillero (40DDS)
las diferencias en el crecimiento de las plantulas tienden a desaparecer. Similar
razonamiento se puede aplicar a la especie SS96, a pesar de no existir diferencias
significativas entre los indices de crecimiento calculados (Tabla 8A)

Cejas et al., (2012) estudiaron los efectos de la crioconservacion sobre varios
parametros en la germinacion de Phaseolus vulgaris L. cv. Milagro Villaclarefio. No
observaron ningun cambio fenotipico al comparar las plantas originadas de semillas
crioconservadas por dos semanas con las conservadas por igual periodo a 4 °C. Sin
embargo, a nivel bioquimico observaron cambios como la disminucion del contenido de
proteinas y el aumento de la concentracion de malondialdehido en el tallo, este ultimo
fuerte indicador del estrés oxidativo (Feng et al., 2011; Tang, 2012). Ademas,
detectaron una reduccion de la concentracion de los compuestos fendlicos en las raices
e identificaron a este 6rgano como el mas afectado al comparar los diferentes
parametros bioquimicos.

Zevallos et al., (2013) observaron a los cinco dias de iniciado el ensayo un incremento
en la germinacion en semillas crioconservadas por dos semanas de la especie silvestre

Solanum lycopersicum Mill. Estas diferencias se hacen no significativas a los siete dias
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de haber iniciado el ensayo. No obstante, los autores no proponen una explicacion a tal
comportamiento. Ademas, los propios autores observaron efectos significativos en los
parametros bioquimicos debido a la exposicion al nitrégeno liquido en diferentes
organos de la planta, siendo mas acentuados en la raiz.

En nuestro laboratorio, se observé una disminucién del vigor de las semillas Crio al
compararlas con las No crio (datos no publicados). Los resultados obtenidos en el
presente estudio sugieren que las diferencias en el vigor mostradas durante el proceso
de germinacion pudieran ser la causa de las diferencias en los valores de los
descriptores morfélogicos a los 20DDS. Esta conclusion esta en concordancia con los
resultados de los indices de crecimiento, al no encontrase diferencias significativas en
la TRC, lo que supone una intensidad de crecimiento similar entre No crio y Crio de
ambas especies, independientemente de que a los 20DDS el desarrollo de las plantulas
de cada tratamiento fuera desigual.

En el caso particular del cultivo in vitro, el estrés producido por las temperaturas
criogénicas a los explantes crioconservados puede afectar a las plantas regeneradas
(Benson, 2008). Es asi, que se hace necesario verificar que la estabilidad genética del
material no ha sido alterada antes de usar la técnica para la conservacion a largo plazo
(Engelmann, 2011)

Existen muy pocos reportes de variacién fenotipica debido a crioconservacion de los
explantes durante el cultivo in vitro. Fukai et al. (1994) reportaron alteraciones
fenotipicas en la coloracion de flores de Crisantemo después de la regeneracion de 106
apices criococonservados. De igual forma, Medina et al. (2007) encontraron diferencias
en el rendimiento de frutos de fresa cuando estudiaron 50 plantas obtenidas de apices
crioconservados.

Para la crioconservacion de semillas, esta es la primera vez segun nuestro
conocimiento que se reportan diferencias fenodtipicas entre plantas obtenidas de
semillas crioconservadas y no crioconservadas. Los estudios realizados hasta la fecha
se centran en la determinacién y analisis de parametros bioquimicos y moleculares y no
abordaban con profundidad la caracterizacion morfoldégica, aunque no dejan de
reconocer la importancia de este tipo de caracterizacion, incluso sus ventajas (Cejas et

al., 2013). Otra de las causas de las diferencias fenotipicas observadas en este estudio,
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contradictorio con lo reportado en la literatura, mas alla de las propias de cada cultivo,
pudieran estar relacionadas con el tiempo de exposicion de las semillas al NL. Mientras
que en otros estudios los tiempos de exposicidon no sobrepasan las dos semanas, en el
nuestro fue de un afo, lo cual trae consigo un mayor deterioro de las semillas
conservadas bajo estas condiciones (Cejas et al., 2012; Cejas et al., 2013; Zevallos et
al., 2013).

4.2 Efecto de la crioconservacion sobre el desarrollo en fase de campo de
plantulas de dos especies del genero Nicotiana obtenidas a partir de
semillas crioconservadas y conservas por el método convencional

Al igual que en la fase de semillero, en la fase de campo, se realizé6 una comparacion
morfologica entre plantas de SS96 y NE43 obtenidas de semillas crioconservadas y
conservadas a 5 °C, en ambos casos por periodo de un afio. Para ello se determinaron
ocho descriptores cualitativos (Tabla 9) y 14 cuantitativos (Tabla 10), siguiendo la

metodologia descrita por Torrecilla et al. (2012)

Tabla 10: Descriptores morfolégicos cualitativos determinados en la fase de campo para cada
uno de los tratamientos evaluados.

Forma Forma
Color Forma del Color dela Ond. Habito
Tratamiento de la de la tubo E/IE* dela base dela dela
flor corola dela hoja dela hoja planta
corola hoja
S§$S96 Crio RB** MS PM N Y S MO E
S§$S96 No crio RB MS PM N Vv S MO E
NE43 Crio B S NM N VO S MO Cl
NE43 No crio B S NM N VO S MO Cl

* E/E: Relacion Estambre-Estigma

**RB: rosado; B: Blanco; MS: Medianamente seccionada; S: Seccionada; PM: Poco manifiesto; NM: No
manifiesto; N: Normal; V: Verde; VO: Verde oscuro; S: Sésil; MO: Medianamente ondulada; E: Elipsoidal;
ClI: Cénica inversa

Al igual que en la fase de semillero no se mostraron diferencias entre los descriptores
cualitativos evaluados. Resultado similar se obtuvo al determinar los descriptores

cuantitativos. Estos resultados estan en concordancia con los resultados alcanzados en
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la fase de semillero (ver 4.1), al mantenerse la tendencia de las diferencias encontradas
en los estados iniciales en semillero (20DDS) desaparecer en los estadios finales de

esa fase, al no mostrarse en la fase de planta adulta (campo).

Tabla 11: Descriptores morfologicos cuantitativos determinados en la fase de campo para cada
uno de los tratamientos evaluados.

Organo Descriptor §S96 Crio SSQ(_S No NE43 Crio NE4§ No
crio crio
Flor Longitud (cm) 6.57 a 6.54 a 8.90 a 8.89 a
Ancho (cm) 272 a 268 a 3.13 a 3.11a
DPF (dias)* 62.18 a 61.23 a 50.88 a 49.63 a
Hoja Largo (cm) 43.11 a 43.69 a 2247 a 2290 a
Ancho (cm) 24.38 a 2455 a 8.51a 9.04 a
Masa fresca (g) 103.14 a 106.23 a 8.67a 9.03a
Masa seca (g) 14.08 a 14.10 a 1.18 a 1.14 a
Tallo Diametro (cm) 1.91a 1.93 a 0.90 a 091a
Capsula Largo (cm) 212 a 2.06 a 1.15a 1.17 a
Ancho (cm) 140 a 143 a 0.52 a 0.53 a
Masa fresca (g) 3.72a 3.83a 0.52 a 0.50 a
Masa seca (g) 1.10a 112 a 0.20 a 0.19a
Planta  Diametro (cm) 75.82 a 76.30 a 59.74 a 59.87 a
Altura (cm) 129.68 a 130.70 a 102.38 a 101.82 a

* DPF: Dias para florecer
** Medias con letras iguales no tienen diferencias estadisticamente significativas (Prueba t, p>0.05, n =
40). Solamente para el procesamiento estadistico, los datos de DPF se transformaron segun y'=SQRT(y)

Como conclusién, las plantulas obtenidas de semillas crioconservadas por un afio
mostraron retardo en el crecimiento al compararlas con las conservadas a 5 °C por igual
perioda, aunque estas diferencias tienden a desaparecer hacia finales de la fase de
semillero y ya no son perceptibles en la fase de campo. No obstante, no se pueden
obviar las ventajas potenciales de la conservacion a temperaturas cercanas a los —196
°C (ISTA. 2005). Bajo estas condiciones y almacenando las semillas en condiciones
Optimas, se postulan longevidades extremadamente largas producto de una baja
energia cinética molecular y una difusiéon extremadamente lenta, de forma tal que las
reacciones quimicas, relacionadas con el envejecimiento y el deterioro de las semillas

(Mira et al., 2010), se encuentren practicamente paralizadas; (Pritchard, 1995).
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La mayoria de las células de las plantas tienen elevada cantidad de agua y son
sensibles al congelamiento. El contenido de agua es el factor que mas afecta la
viabilidad del germoplasma almacenado en NL (Kaviani, 2011). Por lo tanto, para utilizar
la crioconservaciéon como una herramienta que permita conservar el género Nicotiana a
largo plazo, en futuros estudios debe ser evaluado el efecto del porcentaje de humedad
en la longevidad de la semilla crioconservada.

En el contexto de la conservacion de recursos fitogenéticos y desde el punto de vista
agronomico el efecto de la crioconservacion sobre la viabilidad, vigor y estabilidad
genetica del material crioconservado debe ser comprobado, al elaborar una

metodologia o procedimiento para la crioconservacion del género Nicotiana

4.3.Valoracion econémica

Las condiciones de almacenamiento en el banco de germoplasma del Instituto de
Investigaciones del Tabaco distan mucho de las normadas (ISTA 2005), las semillas se
preservan a 5 °C y humedad relativa superior al 60 %. Tales condiciones de
almacenamiento provocan una disminucion en la longevidad de la semilla, por lo que
los curadores del banco han tomado esquemas de regeneracién de las semillas
acordes a las condiciones de almacenamiento.

Los bancos de crioconservacion de semillas ortodoxas constituyen una alternativa a los
bancos de semillas convencionales. Una longevidad mayor de la semilla provoca un
impacto directo en la reduccién de los costos de almacenamiento del banco de
germoplasma (Walters, 2003), sobre todo al ampliar los ciclos de regeneracioén, factor
que influye de forma determinante (Pardey et al., 2001).

En las Tablas 12, 13 y 14 se muestran los resultados que se podrian alcanzar de
implementarse la crioconservaciéon en el banco de germoplasma del Instituto de
Investigaciones del Tabaco. Para ello se tuvieron en cuenta los principales factores que
inciden en los costos de mantenimiento actualmente y los determinantes en la forma de
conservacion futura. El ciclo de regeneracién actual es de cinco afos y el previsto, a
partir de referencias en la literatura sobre longevidad de semillas crioconservadas del

geénero Nicotiana (Walters et al, 2004), seria de 20 afios.
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Tabla 12: Comparacion de los gastos por concepto de Materias Primas y Materiales del banco
de germoplasma y lo previsto para la crioconservacion.

En el banco Crioconservacion
(200 accesiones: 5500 (50 accesiones: 1750
plantas x ano) plantas x afno)
. Precio Importe Importe
Materiales UM MN CUC Cdad MN cuc Cdad MN cuc
Papel Pag. 0.33 3.62 3 0.99 10.86 2 0.66 7.24
Posturas millar 20.00 0.00 40 800.00 0.00 10 200.00 0.00
Fertilizantes Kg 038 0.00 204 77.52 0.00 60 22.80 0.00
Pesticidas Kg 820 0.00 2 16.40 0.00 1 8.20 0.00
Diesel L 0.00 099 312 0.00 308.88 80 0.00 79.20
Bolsas de tela u 344 048 1200 4128.00 576.00 300 1032.00 144.00
El,'gl:’igino L 075 000 O 0.00 0.00 120 90.00  0.00
Electricidad KW 021 0.00 1139 239.19 0.00 0 0.00 0.00
Papel de filtro cajas 45.30 0.00 16 724.80 0.00 4 181.20 0.00
Tarjetas u 0.20 0.00 2400 480.00 0.00 600 120.00 0.00
Cordel rollos 30.00 0.00 1 30.00 0.00 0 0.00 0.00
Hio de rollos 1800 000 1 1800 000 O 000 0.0
Total 6514.90 895.74 1654.86 230.44

Tabla 13: Comparacién de los gastos por concepto de salario y estimulaciéon del banco de
germoplasma y lo previsto para la crioconservacion.

Clasificacion En el banco Crioconservacion
ocupacional Cantidad MN CUC Cantidad MN cucC
Investigadores 3 14316.00 548.60 1 7320.00 280.51
Técnicos 4 10350.00 396.62 1 4500.00 172.44
Obreros agricolas 3 13680.00 524.23 1 4560.00 174.74
Total 10 38346.00 1469.45 3 16380.00 627.70

Tabla 14: Comparacion de los gastos totales del banco
de germoplasma del Instituto de Investigaciones del
Tabaco y lo previsto para la crioconservacion.

Técnica de Conservacion MN cucC
En el banco 44860.90 2365.19
Crioconservacion 18034.86 858.14

Ahorro al crioconservar 26826.04 1507.05
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La reduccion de gastos por los conceptos previstos, tanto en CUP como en CUC, para
un afo de funcionamiento del banco es apreciable (ver Tabla 14). Al implementar la
crioconservacion como método de conservacion, la regeneracién de las accesiones se
reduciria de 200 por afio hasta 50 por afo, con el consecuente ahorro de productos
quimicos y materiales. Ademas, al reducir el numero de plantas a sembrar en cada afo
disminuye considerablemente la mano de obra empleada (de 10 a 3) y por consiguiente,

el salario.
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5. Conclusiones

1.

Las plantulas obtenidas a partir de semillas crioconservadas por un afio sufrieron
retardo en su crecimiento en los estadios iniciales de su desarrollo (20 y 30
DDS). Sin embargo, existe una tendencia a que tales diferencias dejen de ser
significativas hacia finales de la fase de semillero (40 DDS).

No se apreciaron diferencias significativas en la fase de campo al comparar
morfolégicamente plantas de SS96 y NE43 obtenidas a partir de semillas

crioconservadas y conservas por el método convencional

38



Recomendaciones

Recomendaciones

Establecer procedimientos en la semillas de Nicotiana que permitan reducir la
afectacion por las bajas temperaturas propias de la crioconservacion y aumentar su
longevidad.

Estimar la integridad genética de semillas crioconservadas utilizando Marcadores

moleculares de ADN.
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