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Resumen

En la Universidad Nacional de Colombia y en los cuartos de crioconservacion del Instituto Humboldt del
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) (Palmira, Colombia) en un disefio completamente
al azar, con cuatro repeticiones, se evaluaron los efectos de tres contenidos de humedad (10%, 8% y 6
%), el congelamiento ultrarrapido a través de inmersion en nitrégeno liquido (NL) y dos condiciones de
almacenamiento en la germinaciéon de las semillas de Cratylia argentea (Desvaux) O. Kuntze cultivar
Veranera. Los resultados mostraron la alta calidad fisiologica inicial de las semillas de esta leguminosa
forrajera y la ausencia de latencia fisica o fisiolégica, aunque la germinacién se reduce drasticamente
en condiciones no controladas de almacenamiento. La germinacion disminuy6 significativamente
cuando el contenido de humedad se redujo a 6%, indicando el posible comportamiento recalcitrante, o
sea semillas que pierden su viabilidad por deshidratacion producida por el medio donde se encuentren,
sea éste de almacenamiento o natural (Vieira et al., 1994). Para la crioconservacién por inmersion en
nitrégeno liquido durante un mes, el contenido adecuado de humedad fue de 8%, aunque no se detectaron
diferencias en la germinacion cuando las semillas en los tres niveles de humedad se crioconservaron
durante una hora en nitrégeno liquido.

Palabras clave: Cratylia argentea, leguminosae, leguminosas forrajeras, semillas, almacenamiento de
semillas, calidad fisiolégica, crioconservaciéon, germinacion

Abstract

On the cryoconservation cool rooms of the Nacional University of Colombia, Palmira, and the International
Center for Tropical Agriculture (CIAT), the effects on germination of Cratylia argentea seeds (cv.
Veranera ) of three moisture levels (10, 8 and 6%), the liquid N (LN) cryoperservation and two storage
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conditions were evaluated. The results showed high initial physiological quality of seeds and lack of
any type of physical or physiological dormancy which drastically reduce germination on non controlled

storage conditions.

Germination decreased drastically when moisture content was reduced to 6%

which mean the possible non ortodoxus behavior of the Cratylia seeds. For seed cryoperservation
by LN inmersion during one month, the adecuate moisture content is 8%. Non differences on seed
germination respect to the three moisture levels were observed when cryoperservation period had one

hour of duration on liquid nitrogen.

Key words: Cratylia argentea, legume, seeds, physiological quality, cryoperservation, germination.

Introduccién

Cratylia argentea (Desv.) Kuntze es una le-
guminosa arbustiva forrajera nativa de la
Amazonia y la parte central de Brasil, Peru
y Bolivia, incorporada a los programas de
evaluacion forrajera del trépico latinoameri-
cano. Es un arbusto que alcanza entre 1.5
y 3 m de altura. Se adapta bien a diferen-
tes tipos de suelos, siempre que estos sean
bien drenados. Crece en sitios localizados
desde el nivel del mar hasta 1200 m.s.n.m.
con precipitaciones entre 1000 a 4000 mm.
Una caracteristica importante de esta espe-
cie es su alta retencion foliar y la capacidad
de rebrote durante la época seca, debido al
desarrollo de raices vigorosas que alcanzan
entre 1.30 a 1.80 m y favorecen la tolerancia
de la planta a la sequia, aun en condiciones
de suelos pobres y acidos (Peters et al., 2003;
Pizarro et al., 1995).

Aunque la produccion de semilla es alta,
de buena calidad y sin marcada latencia fi-
sica (dureza) o fisiolégica, se han detectado
problemas de conservacion ya que bajo ciertas
condiciones de almacenamiento presenta pér-
didas drasticas en calidad fisiologica (viabili-
dad, vigor, germinaciéon) (Lascano, 1998).

En varios estudios (Hong y Ellis, 1992b;
Ellis et al., 1995; Vertucci et al., 1994, Cro-
marty et al.,, 1982; Delouche, 1971) se ha
demostrado que las semillas ortodoxas —o sea
aquellas que no reducen su viabilidad con
la deshidratacion—- tienden a conservar por
mas tiempo la calidad fisiologica (longevidad,
viabilidad, germinacion) si se almacenan a
baja temperatura y baja humedad relativa;
en contraste, las semillas recalcitrantes —o
sea semillas que pierden su viabilidad por
deshidratacion producida por el medio donde
se encuentren, sea éste de almacenamiento o
natural- pierden rapidamente su capacidad
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de germinacién al exponerse a condiciones
de baja humedad (Kermode y Finch-Savage,
2002). Aunque las técnicas de secado son
suficientemente conocidas, se han realizado
algunas investigaciones utilizando silica-gel
en el secado de semillas para conservacion
de germoplasma. Zhany Tao (1989) lograron
tratar semillas sin afectar su viabilidad con
un secado lento, utilizando relaciones bajas
de silica-gel:semillas. Arce et al. (2007) en-
contraron resultados positivos con semillas
crioconservadas de Sapindus saponaria.
Cuando el secado es rapido o brusco se
compromete la viabilidad de las semillas,
especialmente cuando éstas no han alcan-
zado el nivel de humedad y madurez en el
que puedan soportar descensos bruscos de
humedad.

Uno de los aspectos mas importantes en
la conservacion de semillas de especies forra-
jeras es el almacenamiento, y su duracién
dependera del contenido de humedad, grado
de latencia, tratamientos de escarificacion,
envase y comercializacion, entre otros (Fer-
guson, 1994). El congelamiento ultrarrapido
a través de inmersion en nitréogeno liquido es
uno de los medios disponibles para la conser-
vacion en el largo plazo de recursos genéticos,
especialmente de especies que tienen semi-
llas de comportamiento recalcitrante.

La tecnologia de crioconservacion per-
mite conservar células, tejidos u o6rganos
vegetales durante un tiempo indefinido, sin
que exista riesgo de pérdida de viabilidad. El
material vegetal se conserva a temperaturas
muy bajas (entre -150 °C y -196 °C) por lo
que se usa como refrigerante NL o su fase de
vapor. A estas temperaturas el metabolismo
celular se detiene por completo, impidiendo
procesos que producirian danos irreparables
en el material. La técnica ha sido evaluada
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en mas de 70 especies y en muchos casos,
aunque se ha probado la resistencia de sus-
pensiones celulares, callos, protoplastos,
meristemos y embriones a la congelacion en
nitrégeno liquido, no necesariamente signi-
fica, que la técnica sea efectivamente usada
con éxito para el almacenamiento de especies
vegetales en general (Engelmann, 2000; Villa
et al.,, 2007). Cardoso et al. (2000) al estu-
diar el efecto de la crioconservacion sobre
la germinacién de semillas de diez especies
de leguminosas forrajeras no encontraron
efectos negativos sobre su viabilidad, lo que
demuestra que esta técnica es un método
adecuado para la conservacion de las semillas
de estas especies.

El presente estudio se realizé con el obje-
tivo de evaluar la respuesta fisiologica de las
semillas de Cratylia argentea (Desv.) O. Kun-
tze cultivar Veranera a la crioconservacion y
a varias condiciones de almacenamiento.

Materiales y métodos

Localizacion

Los ensayos se realizaron en los Laboratorios
de Fisiologia Vegetal de la Universidad Nacio-
nal de Colombia, sede Palmira, y en los cuar-
tos de crioconservacion del Instituto Humbol-
dt en el Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), ubicados en el municipio de
Palmira (3° 31’ norte y 76° 81’ oeste, a 980
m.s.n.m., 1100 mm de precipitacion, hume-
dad relativa de 78% y temperatura promedia
anual de 24.5 °C), Valle del Cauca, Colombia.
La semilla se obtuvo de lotes cosechados en
abril de 2004, en el CIAT por el Proyecto de
Forrajes Mejorados para Propositos Multiples
para el Mundo en Desarrollo. Para los ensa-
yos las muestras de semilla fueron separadas
por tamanos en fracciones grandes, medianas
y pequenas, utilizando un soplador General.
El contenido de humedad se determino segiin
la recomendacién ISTA (2005) y se calculd
mediante la formula siguiente:

(M- M)

H(%) =2
M, - ;)

*100
donde,

M;= peso del recipiente con tapa (g), My=
peso del recipiente con tapa + contenido

de la semilla (5 £ 0.2 g) antes del secado en
horno eléctrico 130 °C por 8 h, M3 = peso del
recipiente con tapa + contenido después del
secado (g). Las mediciones se realizaron con
tres repeticiones.

Secado de semillas

Las semillas fueron secadas utilizando
la relacion silica-gel:semilla de 2:1. Para la
construccion de la curva de secado se estable-
cieron los niveles de humedad 10%, 8% y 6%
y para determinar el contenido de humedad
se utilizé la formula de Hong y Ellis (1996):

Pi(100-Hi) = Pf(100-Hf)

a partir de la cual se obtiene la humedad
final:

Pi(100 Hi)
Pf

donde, Hi= contenido de humedad (%) inicial
de la semilla, determinado por el método gra-
vimétrico; Hf = contenido humedad (%) deter-
minado; pi = peso inicial y pf= peso final de
las semillas. Las mediciones fueron realizadas
cada media hora durante 6 horas evitando, en
lo posible, que las semillas ganaran humedad
del ambiente. Las curvas de secado se rea-
lizaron con base en el peso perdido cuando
se colocaron en silica-gel. Las muestras de
semillas de C. argentea, con contenidos de
humedad de 10%, 8% y 6% se empacaron al
vacio en bolsas de aluminio herméticamente
selladas y se sometieron directamente a NL,
sin crioprotectores. Se evalué el efecto en la
germinacion de dos periodos de exposicion a
NL: 1 mes; y una hora. Muestras adicionales
de semillas fueron almacenadas a temperatura
ambiente en las condiciones de Palmira (humedad
relativa entre el 50% y 70% y temperatura, pro-
medio, de 24 °C) y en condiciones refrigeradas a
10 °C en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira.

Hf =100 -

Pruebas de germinacion

Las semillas crioconservadas fueron des-
congeladas a temperatura ambiente durante
12 h, descartando aquellas que presentaron
signos evidentes de dafno. Las pruebas de
germinaciéon fueron realizadas en cuatro
repeticiones con 25 semillas cada una y en
condiciones ambientales del Laboratorio de
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Fisiologia Vegetal. Como sustrato de germina-
cion se utilizo arena, la cual se pasoé a través
de una zaranda para eliminar elementos
extranos, lavada con agua, desinfectada
con hipoclorito de sodio al 5% durante 12
h, secada y esterilizada en horno a 105 °C
durante 6 h. Dependiendo de la humedad de
la arena en los recipientes de siembra, se aplico
riego con agua destilada. En las evaluaciones
se incluyeron conteos de plantulas normales,
anormales y semillas muertas (ISTA, 2005).

Prueba de viabilidad de semillas

Esta prueba es utilizada para determinar la
germinacion potencial y el vigor de las semi-
llas, evaluando la tincién del embrién y los
cotiledones de la semilla cuando se sumergen
en una solucion al 0.5% de cloruro trifenil te-
trazolio. En este estudio, la prueba se realizo
en dos repeticiones de 25 semillas cada una,
las cuales fueron lavadas con agua y secadas
con papel absorbente antes de determinar
el niumero de semillas viables y no-viables,
utilizando los protocolos de interpretacion
para semillas de soya (Delouche et al., 1971).
Los resultados fueron analizados mediante
S.A.S (Statistical Analysis System). Version
8.2 de 2002.

Resultados y discusion

Caracteristicas de las semillas

El peso unitario de las semillas vario entre 32
y 43 g/100 semillas, reflejando el efecto de las
condiciones climaticas variantes durante la
floracion y formacion de semillas de C. argen-

% Humedad

tea que para esta especie se puede extender
hasta 3 meses (Peters et al, 2003). Las semi-
llas comenzaron a germinar 3 dias después
de la siembra (d.d.s.), no obstante, la mayor
germinacion ocurrié entre los 7 y 21 d.d.s..
La viabilidad y la germinacién inicial fueron
altas (97% y 95%, respectivamente) (Cuadro
1), indicando la alta calidad fisiologica de las
semillas y la ausencia de latencias fisica y/o
fisiologica.

Cuadro 1. Caracterizacion inicial de semillas de Cratylia

argentea cv. Veranera.

Medicion Unidad Valor
Peso unidad

semillas grandes g/100 semillas 43
semillas medianas g/100 semillas 35
semillas pequenas g/100 semillas 32
Humedad % 11 (10.9-11.2)
Germinacion % 95
Viabilidad en Tetrazolio % 97

Curvas de secado

Las semillas colocadas en silica-gel presen-
taron pérdida acelerada de humedad, dismi-
nuyendo de 10.9% hasta 6.2% en 120 min.
Seguidamente se presento una fase de tiempo
igual para pasar de 6.2% a 4% y permanecer
aproximadamente constante (Figura 1). La
tasa de pérdida de agua se relaciona con el
grosor de las cubiertas de la semilla (Chacén
y Bustamante, 2001) y las semillas recalci-

0 30 60 90 120 150

T T T T T T

180 210 240 270 300 330 360

Tiempo (minutos)

Figura 1. Contenido de humedad a través del tiempo de semillas de Cratylia argentea

cv. Veranera.
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trantes con cubiertas rotas se desecan mas
rapidamente y en un porcentaje mas alto
(Mwang’Ingo et al., 2004).

Germinacion de semillas sin
crioconservacion

En los tres niveles de humedad las semillas
empezaron a germinar 5 d.d.s. Siete d.d.s.
la germinacion fue 69% en semillas con el
10% de contenido de humedad, en semillas
con 8% y 6% de humedad las germinaciones
fueron 18% y 30%, respectivamente. Veinte
d.d.s. se observo una reducciéon importante
de la germinacion en los niveles bajos de con-
tenido de humedad, indicando un probable
comportamiento no ortodoxo de las semillas
de esta especie. Aunque regularmente las
semillas recalcitrantes pierden rapidamente
su capacidad de germinacién al exponerse
a condiciones de baja humedad (Kermode y
Finch-Savage, 2002), al final de la prueba (28
dias) se obtuvieron germinaciones de 95%,
86% y 76% para los contenidos de humedad
de 10%, 8% y 6%, respectivamente. En el
Cuadro 2 se presentan los resultados de ger-
minacion obtenidos en diferentes contenidos
de humedad.

Cuadro 2. Germinacién de semillas de Cratylia argentea
con diferentes contenidos de humedad y dias
después de la siembra.

Contenido de humedad (%)

Dias después

de la siembra 10 8 6
Germinacion (%)*
5 9 12 5
6 15 15 10
7 69 18 30
8 73 60 50
9 76 65 58
10 76 72 69
15 86 85 72
18 90 86 76
20 95 a* 86 b 76 ¢
a. Plantulas normales

* p<0.05
Pruebas de crioconservacion

Crioconservaciéon en NL durante un mes.
Después de un mes en NL, el mayor porcentaje
de germinacion se observo con semillas que
contenian 8% de humedad, las cuales pre-
sentaron 12% de germinacién 5 d.d.s. y 86%,
10 d.d.s. (Cuadro 3). Al final de la prueba se
registraron 5% de plantulas anormales y el

9% de semillas muertas. Las semillas con el
6% de humedad presentaron la germinacién
mas baja (73%) 21 d.d.s., siendo el trata-
miento en que se presentaron los mayores
porcentajes de plantulas anormales (15%) y
de semillas muertas (27%). Las semillas con
10% de humedad comenzaron a germinar S5
d.d.s., alcanzando 79% de germinacién 21
d.d.s.. De este porcentaje 71% correspondie-
ron a plantulas normales, ademas, se registro
21% de semillas muertas. Como se deduce
de estos resultados, las semillas crioconser-
vadas con el 6% de humedad presentaron la
mas alta proporcion de plantulas anormales
y semillas muertas.

Si se considera que en el tratamiento de
secado (sin crioconservacién) se obtuvieron
germinaciones de 95%, 86% y 76% para los
contenidos de humedad de 10%, 8% y 6%,
respectivamente, y se asume que, estos valo-
res son los maximos potenciales germinativos
que se podrian obtener en las semillas sus-
pendidas en NL, la germinacién total relativa
(GTR), calculada como la relacion entre el
total de plantulas obtenidas en la prueba de

Cuadro 3. Dinamica de la germinacion de semillas de Cratylia
argentea con diferentes contenidos de humedad
después del almacenamiento en nitrégeno liquido
durante un mes.

Dias después

de la siembra

Contenido de humedad (%)

10 8 6
Germinacién (%)
5 5 12 7
6 6 28 15
7 7 56 22
8 9 70 35
9 9 75 45
10 22 86 52
12 38 86 70
18 79b 86 a 73 ¢
21 79 86 73
Resumen
Germinacion total (%) 79 86 73
Plantulas normales (%) 71 81 58
Plantulas anormales(%) 8 5 15
Semillas muertas (%) 21 9 27
Germinacion total sin 95 a* 86 b 76 c
crioconservacion
Germinacion total 83.1 100 96
relativa (GTR) con
crioconservacion
Germinacion normal 4.7 94.1 76.3

relativa (GNR) con
crioconservacion

* p<0.05
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germinacion de las semillas crioconservadas
y el maximo potencial de germinacion, la GTR
de las semillas crioconservadas seria de 83%,
100% y 96%, y la germinacién normal relati-
va (GNR), calculada como la relacion entre las
plantulas normales obtenidas en la prueba de
germinacion de las semillas crioconservadas
y el maximo potencial germinativo, seria de
75%,94% y 76%, respectivamente, en los tres
niveles de humedad evaluados. Estos resul-
tados indican que el contenido de humedad
adecuado para crioconservar semillas de C.
argentea es 8 %. Las semillas danadas por
efecto del tratamiento de crioconservacion
en NL no presentaron diferencias estadisti-
camente significativas y variaron entre 2%
y 4% en los niveles de humedad evaluados.
Para preservar semillas de germoplasma de
Arachis pintoi (Leguminosae), el nivel de hu-
medad de las semillas para inmersion en NL
es del 4% (Rey y Mroginski, 2009)
Crioconservacion en NL durante 1 hora.
Las semillas con 10% de humedad presen-
taron la mayor germinacion total (88%),
mientras las semillas con 6% representaron
la germinacioén total mas baja (75%). La GTR
de las semillas expuestas una hora en NL fue
de 93%, 94% y 99%, respectivamente, para
los contenidos de humedad 10%, 8%y 6% (P >
0.05), indicando claramente que la exposicion
de las semillas durante 1 h en NL no afecto
la germinacién en los niveles de humedad
evaluados. Resultados en trabajos realizados
para evaluar el efecto de la crioconservacion
en semillas de varias especies de leguminosas
sugieren el enorme potencial de la criocon-
servacion para la conservacion de semillas de
estas especies (Cardoso et al, 2000).
Almacenamiento. Un mes después de alma-
cenamiento en condiciones de cuarto frioo (H
R: 55% y T:18°C), las semillas con 10%, 8%y
6% de humedad redujeron, respectivamente,
su germinacion en 20%, 6% y 14%. Las se-
millas almacenadas en las condiciones am-
bientales perdieron drasticamente la germi-
nacién (40%, 34% y 34%) para los contenidos
de humedad 10%, 8%y 6 %, respectivamente
(Cuadro 4), indicando, claramente, la sensi-
bilidad de las semillas de esta especie a las
condiciones de almacenamiento.
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Cuadro 4. Germinacion inicial y 1 mes después de la siembra
de semillas de Cratylia argentea en condiciones de
almacenamiento y humedad diferentes.

Condicién Contenido
de humedad (% )
10 8 6
Germinacion (%)
Germinacion inicial 95 86 76

Almacenamiento (1 mes):

en cuarto frio 76 81 65
(H R: 55%, T:18°C)
Reduccion 19 5 11
en ambiente de Palmira 55 52 42
Reduccion 40 34 34
Conclusiones

De los resultados de este estudio es posible

concluir lo siguiente:

¢ Las semillas de Cratylia argentea (Desvaux)
O. Kuntze presentan alta calidad fisiol6-
gica inicial y ausencia de latencia fisica o
fisiolégica, pero reducen su germinacion
drasticamente en condiciones no contro-
ladas de almacenamiento.

¢ Las semillas pierden agua rapidamente,
reduciendo el contenido de humedad de
11% a 6%, en las primeras 4 h de almace-
namiento.

e Las semillas presentan una reduccion
importante de la germinaciéon en los nive-
les bajos de contenido de humedad (<8%)
indicando un probable comportamiento no
ortodoxo de las semillas de esta especie.

* Los mejores resultados se encontraron cuan-
do las semillas con 8 % de humedad fueron
crioconservadas en NL durante 1 mes.
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