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Estudios fisiolégicos y bioguimicos relacionados con la conservacion de
germoplasma vegetal de Phaseolus vulgaris L, Glycine max L y Zea mays L en
Nitrégeno liquido.

Katherine Melissa Arguedas Murillo

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo estudiar el efecto del almacenamiento de
semillas de frijol, soya y maiz en Nitrogeno liquido, mediante 7 pruebas bioquimicas y
fisiol6gicas. Después del almacenamiento en LN durante diferentes periodos de tiempo (0O,
7, 14, 21, 28 dias), las semillas fueron recuperadas del LN, 30 % se destinaron para
pruebas fisiolégicas y 70% se compararon bioguimicamente. Se analizd la germinacion,
pérdida de electrolitos, niveles de clorofila (a, b, total), compuestos fendlicos (libres, ligados
a la pared celular, total), malondialdehido, otros aldehidos, proteinas totales, actividad
peroxidasa y actividad especifica de peroxidasas. La viabilidad de las semillas no fue
alterada por la crioconservacion. A nivel bioquimico se encontraron variaciones
estadisticamente significativas, para frijol en pérdida de electrolitos, en los niveles de
pigmentos de clorofila, compuestos fendlicos, proteinas totales; en soya en pérdida de
electrolitos, en los niveles de pigmentos de clorofila, malondialdehidos, compuestos
fendlicos y actividad peroxidasa; para maiz en los niveles de pigmentos de clorofila,
fenoles libres y actividad peroxidasa. En conclusion se ha demostrado que la inmersion en
LN de semillas de frijol, soya y maiz presentaron cambios bioquimicos a los 7, 14, 21y 28
dias después de su recuperacion del Nitrégeno Liquido. Se recomienda continuar estos

estudios para entender los cambios bioquimicos observados.
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Introduccion

INTRODUCCION

En la biotecnologia vegetal, la técnica de conservacion de material vegetal en
Nitrégeno Liquido (LN) ha sido ampliamente estudiada, y los esfuerzos se han dirigido
a optimizar y comprender mejor los protocolos desarrollados, buscando la mayor
eficiencia en la crioconservacion. De esta forma se asegura la disponibilidad de
variabilidad genética de las especies y la preservacion de la biodiversidad vegetal
(Rivero et al., 2009). Sin embargo, no se conoce con detalle el efecto del LN en los

procesos bioquimicos del germoplasma.

Inicialmente, el crio almacenamiento de semillas en LN fue desarrollado para la
conservacion de los recursos genéticos de las especies de importancia agricola.
Permite el almacenamiento de germoplasma de largo y corto plazo a bajo costo. Se
cree que el LN reduce los indices metabdlicos a tal nivel que todos los procesos
bioguimicos se reducen de manera significativa y deterioro biolégico practicamente se
detiene (Walters et al., 2010).

Las semillas de Phaseolus vulgaris L, Glicine max L y el grano de Zea mays se
clasifican como ortodoxas. Demostraron en su comportamiento de almacenamiento ser
tolerantes a la exposicion al LN. Segin Engelmann, 2004 la crioconservacion es la
Unica técnica actualmente disponible que asegura la conservacion a largo plazo del
germoplasma vegetal. A esta temperatura (-196 °C), las divisiones celulares y los
procesos metabodlicos se encuentran detenidos, por lo que el material vegetal puede
ser almacenado sin alteracion por un periodo de tiempo tedricamente ilimitado
(Gonzélez-Arnao & Engelmann, 2006). Actualmente se responde a la creencia
ideologia de que los recursos fitogenéticos crioconservados pueden mantener su
viabilidad infinitamente (Benson, 2008). Sin embargo, se busca obtener evidencias que
soporten esta afirmacion o por el contrario, que durante el periodo de exposicion en LN

si existen cambios significativos en los procesos bioquimicos.

En el centro de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avila en Cuba, se desarroll6

un proyecto de investigacion sobre el efecto del LN en procesos bioquimicos vy
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fisiologicos de semillas de P. vulgaris y Z. mays. Actualmente hay publicaciones
limitadas sobre la comprension de los efectos bioquimicos producidos por la exposicion
al LN y de los cambios fisiologicos que se producen después del almacenamiento LN
de estas semillas. Se tiene la hipo6tesis que la crioconservacion no detiene totalmente
los procesos bioquimicos de las semillas (Cejas et al., 2012).

Se recomienda estudiar, mediante indicadores bioquimicos y fisiologicos el efecto del
Nitrégeno Liquido en la disminucién de los procesos bioquimicos, evaluar el porcentaje
de germinacion, la pérdida de electrolitos, el contenido de Clorofila, mediciones del
contenido de MDA y otros aldehidos, la concentracion de fenoles, proteinas totales y la
actividad de peroxidasas para determinar la detencion de procesos bioquimicos de las

semillas de Phaseolus vulgaris L. Zea mays L. y Glycine max L.

De los antecedentes descritos y a partir de la hipotesis: “Existe actividad bioquimica
durante la crioconservacion de Phaseolus vulgaris L, Glycine max L y Zea mays L”, el
presente proyecto estudio el efecto del almacenamiento en LN a corto plazo, en el
germoplasma de las semillas mencionadas. Después del almacenamiento en nitrdgeno
liguido durante diferentes periodos de tiempo (0, 7, 14, 21, 28 dias), las semillas fueron
descongeladas y se procedié a evaluar los indicadores mencionados, ya que estan
relacionadas con una amplia gama de importantes vias bioquimicas y fisiologicas tales

como, las de respuesta al estrés.

Por lo tanto, en el presente trabajo se tratdé de confirmar la presencia de actividad
metabdlica durante la crioconservacion en semillas de Phaseolus vulgaris L. Zea mays
L. y Glycine max L. Se efectuaron pruebas fisiologicas como el porcentaje de
germinacién y el porcentaje de pérdida de electrolitos de las semillas post
crioconservacion. Ademas, se calculd y determiné el efecto post crioconservacion en

los indicadores bioquimicos: clorofila, aldehidos, niveles de fenoles y actividad proteica.
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REVISION DE LITERATURA

Los cereales y las leguminosas constituye gran parte de la dieta humana y animal, en
Latinoamérica el consumo de maiz y frijoles son culturalmente preferidos, la soya ha
abierto su mercado de consumo poco a poco, consecuentemente ninguno de estos

cultivos deja de ser menos importante.

Segun la FAO (2012) se estima que en Costa Rica se cultivan anualmente 21600
hectareas de frijol, 7600 hectareas de maiz. En Cuba 125000 hectareas de frijol y

145000 hectéareas de maiz y en ambos paises la soya se importa.

El frijol pertenece a la familia de las Fabaceas, formando parte del patron alimentario;
es la principal fuente de proteina, hierro y fibra en la dieta de los costarricenses. Es un
alimento muy apreciado principalmente su grano entero (MAG, 2007); de alli la

importancia de preservar la integridad de la semilla.

La soya también pertenece a la familia de las Fabaceas, es una gran fuente de

proteina, la leche y el aceite son algunos de sus derivados (MAG, sf).

El maiz pertenece a la familia de las Poaceas, Zea mays es la Unica especie cultivada
de las Maydeas. El maiz tiene usos multiples y variados. Es el Unico cereal que puede
ser usado como alimento en distintas etapas del desarrollo de la planta. Entre sus

derivados se encuentra la harina, el aceite y bebidas alcohdlicas (MAG, 2007).

En las Ultimas décadas la conservacion de los recursos fitogenéticos ha adquirido
relevancia, para asegurar disponibilidad de variabilidad genética de especies de
importancia socioeconémica actual y potencial, en calidad y cantidad adecuadas
(Rivero et al., 2009).

Existe una gran diversidad de métodos para conservar material biolégico, entre los
cuales la conservacion a ultra-bajas temperaturas (crioconcervacion) presenta grandes
ventajas sobre las colecciones tradicionales en campo y las colecciones in vitro. Las
colecciones de campo son propensas a plagas, enfermedades y condiciones climaticas

adversas. Por otro lado, el mantenimiento de colecciones in vitro establecidas requieren
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de grandes espacios y mano de obra calificada (Rivero et al., 2009). La
crioconcervacion requiere un minimo mantenimiento, un espacio reducido y no existen

riesgos de inestabilidad genética Gonzalez-Arnao & Engelmann, 2006).

Con respecto a la comprension de los efectos bioquimicos de la exposicion LN y de los
cambios fisiolégicos que ocurren después de un almacenamiento de semillas LN
existen pocos estudios (Uragami et al., 1993; Lakhanpaul et al., 1996; Harding 2004;
Engelmann y Ramanatha 2012; Zevallos et al., 2013a; Zevallos et al., 2013b).

Zevallos et al., (2013b), exploré el efecto de la crioconcervacion en tomate silvestre
(Solanum lycopersicum Mill.) En periodos de tiempo de 0 a 28 dias estudi6 el
porcentaje de germinacion y los niveles de compuestos fendlicos en hoja, tallo y raiz.
Con respecto a la germinacién se obtuvo un 60% sin cambios fenotipicos observados
en las plantulas. En general, se percibié una disminucién significativa de compuestos
fendlicos con respecto al control en las muestras de raices y tallo; sin embargo para el

muestreo de 28 dias en LN se noté un aumento.

Cejas et al., (2012) publico los efectos del almacenamiento a corto plazo en LN en las
primeras etapas de la germinacién de Phaseolus vulgaris (0, 7 y 14 dias). Estudio los
porcentajes de germinacion, los niveles de pigmentos de clorofila (a, b, total),
malondialdehido, otros aldehidos, fenoles (ligados a la pared celular, libres y total) y
total de proteinas. No se observaron cambios fenotipicos en plantulas. A nivel
bioquimico si se registraron variaciones. Entre ellos un aumento significativo de los
niveles de otros aldehidos, malondialdehido en los brotes en el dia 7; y una reduccion

significativa en los contenidos fendlicos en las raices en el dia 7.
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OBJETIVOS: GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo General

Estudiar el efecto del almacenamiento de semillas de Phaseolus vulgaris L. Zea mays
L. y Glycine max L. en nitrogeno liquido mediante 7 pruebas bioguimicas y fisioloégicas

postcrioconservacion.

Objetivos especificos

- Confirmar la presencia de actividad metabdlica durante la crioconservacion en

semillas de Phaseolus vulgaris L. Zea mays L. y Glycine max L.

- Evaluar pruebas fisiolégicas como el porcentaje de germinacion y el porcentaje
de pérdida de electrolitos de semillas de Phaseolus vulgaris L. Zea mays L. y

Glycine max L.

- Calcular y determinar el efecto de postcrioconservacion en los indicadores

bioquimicos: clorofila, aldehidos, niveles de fenoles y actividad proteica.
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MATERIALES Y METODOS

Procedimientos generales.

Las investigaciones se realizaron en el Centro de Bioplantas de la Universidad de
Ciego de Avila, Cuba. Como material vegetal se utilizaron semillas de Phaseolus
vulgaris L. (cv. Milagro villaclarefio) procedentes de Villa Clara; Glycine max L (INFAT
V-9) y Zea mays (Tuzon) procedentes de Ciego de Avila, Cuba. Las semillas se
mantuvieron almacenadas desde su recoleccibn hasta uso experimental en
contenedores herméticos en la oscuridad a 4°C. Para los ensayos se utilizaron semillas
con 12% de contenido de humedad, las que colocaron en crio-viales de 5 ml, un
promedio de 15 semillas por vial sin criopersevantes y fueron sumergidas en LN
durante 7, 14, 21 y 28 dias.

Las semillas control (-LN) fueron germinadas y analizadas directamente. El
descongelamiento de las semillas se realiz6 a temperatura ambiente (27+1°C y 85%
HR) durante 20 min. Se separaron 30 semillas de cada tratamiento para evaluar la
germinacion y la pérdida de electrolitos las semillas restantes fueron trituradas un
molino eléctrico hasta obtener harina (tamiz de 1,5 mm) para realizar las pruebas

bioquimicas correspondientes.

Para el andlisis estadistico se emple¢ el utilitario SPSS, version 17.0 para Windows. Se
usaron pruebas paramétricas (ANOVA, Tukey p>0,05). También se calcularon los
coeficientes de variacion global (OVGs). El disefio experimental que se utilizé se
describe en cada experimento. Las figuras en el acapite de Resultados incluyen la

informacion de las pruebas estadisticas que se realizaron en cada caso.

Germinacion

Para evaluar la germinacion de las semillas se realizaron 3 réplicas con 5 semillas por

tratamiento. Se colocaron las semillas sobre papel filtro en una placa Petri (&: 100 mm)
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con 15 ml de agua destilada durante 5 dias en oscuridad a una temperatura 27+1°C y

85% HR. Se calculo el porcentaje de germinacion por réplica.

Pérdida de electrolitos

El porcentaje de pérdida de electrolitos se determind segun el método de Martinez-
Montero et al., (2002). Se realizaron 3 réplicas con 5 semillas por tratamiento,
colocadas en un tubo de ensayo con 20 ml de agua destilada. Se midio la
conductividad inicial del agua, a las 24 horas, luego se hirvieron las semillas durante
una hora en bafio maria, posteriormente se midid la conductividad del agua a
temperatura ambiente. Se calcul6 el porcentaje de pérdida de electrolitos con la

formula del anexo 1.

Clorofila

La concentracién de clorofila a, b y total se determiné segun el método de Porras
(1991). Se realizaron 3 réplicas de cada tratamiento, se tomaron 100 mg de harina de
cada especie, posteriormente se adicionaron 0,5 mL de acetona al 80% (v:v). Las
muestras se centrifugaron 15 minutos a 12 000 rpm. Se colect6 el sobrenadante y se
evalu6 la absorbancia a 647 nm y 664 nm en un espectrofotometro UV visible
Phamacia LKB-Ultrospec lll. El célculo de la concentracién de clorofilas se muestra en

el Anexo 2.

Malonaldehido y otros aldehidos

La concentracion de malondialdehido (MDA) y otros aldehidos se determind por el
procedimiento descrito por Heath y Packer (1968). Se realizaron 3 réplicas de cada
tratamiento se tomaron 100 mg de harina de cada especie, posteriormente se
mezclaron con 1,4 mL de agua destilada, y se agitaron brevemente. Se adicionaron 1,5
mL de acido tiobarbitarico 0,5% (m/v); en &cido tricloroacético 20% (v/v), y las muestras

se incubaron en un bafio termostatado a 100°C durante 25 minutos. Luego se
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colocaron en bafio de hielo por cinco minutos y se centrifugaron 15 minutos a 12 000
rom. Se midi6 la absorbancia del sobrenadante a 455, 532 y 600 nm en un
espectofotometro UV visible Phamacia LKB-Ultrospec Ill. El calculo del contenido de

MDA y otros aldehidos se muestra en el Anexo 3.

Fenoles ligados a la pared celular, libres y totales

La concentracion de Fenoles ligados a la pared celular, libres y totales se determino por
el procedimiento descrito por Gurr et al., (1992). Se realizaron 3 réplicas de cada
tratamiento, se tomaron 100 mg de harina de cada especie posteriormente se adicion6
0,5 mL de metanol se agitd brevemente y se centrifugé durante 5 minutos a 12 000
rom. Se recolectdé el sobrenadante para la determinacién de fenoles libres. Se
resuspendio el pellet en 0,25 mL de metanol, se centrifugé 5 minutos a 12 000 rpm, se
recolecto el sobrenadante y se repitié este paso. Nuevamente se resuspendié el pellet
en 0,25 mL de 2 M NaOH y se incub6 en una estufa a 70°C durante 16 horas.
Posteriormente se afiadido 0,25 mL de HCL a 2 M pH 7 y se centrifugé durante 5
minutos a 120 000 rpm. Este sobrenadante se utilizdé para determinar el contenido de
fenoles ligados a la pared celular. Se procedi6 a utilizar el método de Folin para
determinar los fenoles libres y ligados a la pared celular. Se realizaron 3 repeticiones,
en cada eppendorf de afadié 0,95 mL de agua destilada y 0,05 mL de los
sobrenadantes, 0,1 mL de reactivo de Folin y se agit6. Después de 5 minutos de
agreg6 0,6 mL de Na,CO3 saturado en NaOH 1 M y se agit6. Se reposo una hora y se
midié la absorbancia a 725 nm en un espectofotbmetro UV visible Phamacia LKB-
Ultrospec lll. El calculo del contenido de fenoles ligado, libres y totales se muestra en

el Anexo 4.

Proteinas totales

Los extractos proteicos se prepararon como establece el procedimiento de Jacobs et
al., (1999). Se realizaron 3 réplicas de cada tratamiento, se tomaron 1000 mg de harina

de cada especie, posteriormente se adiciond una solucién amortiguadora Tris-HCI 0,35
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mol-L?, pH 8,0, (50% de polivinilpirrolidona (PVP), 20 mmol-L* de 4&cido
etilendiaminotetracético (EDTA) y 15mmol-L? de cisteina) 1:6 (m/v). La
homogeneizacion se realiz6 en homogeneizador Ultra-turrax T25. EI homogenizado se
centrifugé durante 20 minutos (Centrifuga Beckman, Modelo J2-21) a 12 000 rpm a
4°C. Se colecto el sobrenadante.

La concentracion de proteinas totales se determin6 por el procedimiento descrito por
Bradford (1976). Se tomo6 0,1 mL del extracto proteico y 1000 mL de reactivo de
Bradford, se agitd brevemente. Luego de 5 minutos se midio la absorbancia a 595 nm
en espectofotometro UV visible (Phamacia LKB-Ultrospec Ill) y el contenido de
proteinas se expresaron en mg-g* de masa fresca, referidos a una curva patrén de

albimina de suero bovino (Anexo 5).

Actividad peroxidasas y actividad especifica de peroxidasas

La actividad guayacol peroxidasa se determiné segun el método de Pascual et al.,
(1983). La mezcla de reaccion contenia: 100 L de extracto proteinas, 650 uL de
solucién amortiguadora Tris-HCI (0,01 mol-L™, pH 7), 150 pL de guayacol (100 mmol-L’
) y 100 pL de peréxido de hidrégeno. Se evalué la absorbancia a 470 nm cada 15
segundos durante 60 segundos. El promedio de la variacion de la absorbancia en la
seccion lineal de la curva se tomO en consideracion para estimar la actividad
peroxidasa. En cada determinacion se tuvo en cuenta la reaccién espontanea en el
tiempo para los sustratos guayacol y peréxido de hidrégeno. El calculo de la actividad

enziméatica se muestra en el Anexo 6.



Resultados

RESULTADOS

En el Cuadro 1 se muestran los efectos de inmersion de las semillas Phaseolus
vulgaris en Nitrogeno Liquido durante periodos de 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Los
indicadores con la misma letra no son estadisticamente diferentes durante los 5
periodos de exposicion a LN. Los siguientes indicadores de semillas de frijol que no son
estadisticamente diferentes son: porcentaje de germinacion en 5 dias (Figura 1); la
actividad de la peroxidasa (Figura 12) y la actividad especifica de la peroxidasa (Figura

13). Los restantes 10 indicadores son estadisticamente diferentes (Figura 2 a la 11).

En el Cuadro 2 se muestran los efectos de inmersién de las semillas Glycine max en
Nitrogeno Liquido durante periodos de 0O, 7, 14, 21 y 28 dias. Los indicadores con la
misma letra no son estadisticamente diferentes durante los 5 periodos de exposicion a
LN. Los siguientes indicadores de semillas de soya que no son estadisticamente
diferentes son: porcentaje de germinacién en 5 dias (Figura 1); el contenido de otros
aldehidos (Figura 7); el contenido total de proteinas (Figura 11) y la actividad especifica
de la peroxidasa (Figura 13). Los restantes 9 indicadores son estadisticamente

diferentes (Figuralala6;8ala 10y 12).

En el Cuadro 3 se expresan los efectos de inmersion de las semillas Zea mays en
Nitrogeno Liquido durante periodos de 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Los indicadores con la
misma letra no son estadisticamente diferentes durante los 5 periodos de exposicion a
LN. Los siguientes indicadores de semillas de maiz que no son estadisticamente
diferentes son: porcentaje de germinacion en 5 dias (Figura 1); el porcentaje de pérdida
de electrolitos (Figura 2); el contenido de MDA (Figura 6); el contenido de otros
aldehidos (Figura 7); el contenido total de fenoles (Figura 8); el contenido de fenoles
ligados a la pared celular (Figura 10); el contenido total de proteinas (Figura 11) y la
actividad especifica de la peroxidasa (Figura 13). Los restantes 5 indicadores son
estadisticamente diferentes (Figura3 ala 5,9y 12).

En el cuadro 4 se muestran los valores de Coeficiente de variacién global (CVG) para
cada especie y el CVG total. Donde la clasificacion de CVG es la siguiente: Desde 3.44

a 38.73% se cataloga como “bajo”, desde 38.73 a 74.01% se cataloga como "medio” y
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desde 74.01 a 109.30% se cataloga como “alto”. Para frijol el indicador con menor
variacion (CVG de 3.44%) es el contenido total de Proteinas y el mayor (CVG de
82.45%) es porcentaje de pérdida de electrolitos. En soya el indicador mas bajo (CVG
de 3.53%) es el contenido total de proteinas y el mas alto (CVG de 74.59%) la
concentracion de clorofila b. En maiz el indicador mas bajo (CVG de 4.20%) es el
contenido total de fenoles y la concentracién de clorofila b mostraron una variacion
media (CVG de 61.27%). Finalmente el CVG de las 3 especies, el porcentaje de
germinacién mostré la variacion mas bajo (CVG de 8.83%) y la actividad especifica
peroxidasa mostro la mayor variacion (CVG de 109.3%).

Cuadro 1: Efecto de inmersion de las semillas Phaseolus vulgaris L. en Nitrdgeno
Liquido durante diferentes periodos de tiempo. Los indicadores fueron medidos

inmediatamente post crioconservacion.

Exposicion a nitrégeno liquido (dias)

0 7 14 21 28
Porcentaje de Germinacion en 5 dias 93.33 93.33 93.33 86.67 86.67
a a a a a
Porcentaje de pérdida de electrolitos ~ 0.49 2.99 25.68 26.78 29.15
b b a a a
Concentracion total de clorofila (ug g™ masa 10.51 11.26 21.02 7.36 5.01
fresca) b b a b b
Concentracion clorofila a (ug g™* masa fresca) ~ 5.81 7.14 10.16 3.90 3.31
ab ab a b b
Concentracion clorofila b (ug g™ masa fresca) ~ 4.70 4.13 10.87 3.46 1.69
b b a b b
Contenido de Malondialdehido (uM g™ masa 185.73 190.96 136.69 169.74 119.26
fresca) a a a a a
Contenido de otros aldehidos (UM g™" masa fresca) 5.40 5.05 3.97 5.14 4.15
a a a a a
Contenido de fenoles totales (ug g " masa fresca)  7570.02 7643.32 7818.65 8209.60 9561.87
b b b b a
Contenido de fenoles libres (ug g™ masa fresca) ~ 326.71 347.75 332.54 614.90 88.38
b b b a c
Contenido de fenoles ligados a la pared (ug g™ 7243.31 7295.57 7486.11 7594.70 9473.48
masa fresca) ~ b b b b a
Contenido de proteinas totales (mg g~ masa 29.45 29.34 28.74 31.07 30.89
fresca) " ab ab b a a
Actividad peroxidasa (U mg™ masa fresca) ~ 52.91 68.47 81.35 74.21 67.91
a a a a a
Actividad especifica de peroxidasa (U mg™* masa 1.80 2.32 2.83 2.39 2.20
fresca) a a a a a

* resultados con la misma letra no son estadisticamente diferente (ANOVA, Tukey, p>0.05)
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Cuadro 2: Efecto de inmersion de las semillas Glycine max L. en Nitrégeno Liquido

durante diferentes periodos de tiempo. Los indicadores fueron medidos inmediatamente

post crioconservacion.

Exposicion a nitrégeno liquido (dias)

0 7 14 21 28
Porcentaje de Germinacion en 5 dias 93.33 93.33 80.00 93.33 73.33
a a a a a
Porcentaje de pérdida de electrolitos ~ 0.65 2.63 2.36 3.63 4.37
b ab ab a a
Concentracion total de clorofila (ug g™ masa 7.29 7.72 10.89 3.68 20.49
fresca) bc bc b c a
Concentracion clorofila a (ug g™* masa fresca) ~ 1.60 5.85 4.08 1.58 8.04
c ab bc c a
Concentracion clorofila b (ug g™ masa fresca) - 5.69 1.87 6.81 2.10 12.45
b c b c a
Contenido de Malondialdehido (uM g™ masa 58.22 169.88 103.36 102.27 136.01
fresca) ~ c a bc bc ab
Contenido de otros aldehidos (UM g™ masa fresca) 3.95 3.67 3.89 3.63 3.93
a a a a a
Contenido de fenoles totales (ug g masa fresca) =~ 9982.84 10870.40 11798.41 13283.78 11916.74
b b ab a ab
Contenido de fenoles libres (ug g™ masa fresca) ~ 793.52 813.97 608.98 940.32 534.11
b b c a c
Contenido de fenoles ligados a la pared (ug g~ 9189.32 10056.43 11189.43 12343.46  11382.64
masa fresca) ’ c bc ab a ab
Contenido de protefnas totales (mg g~ masa 37.65 37.31 34.46 37.26 36.34
fresca) a a a a a
Actividad peroxidasa (U mg™ masa fresca) ~ 7.63 7.35 3.58 5.03 3.46
a ab ab ab b
Actividad especifica de peroxidasa (U mg™* masa 0.20 0.20 0.10 0.14 0.09
fresca) a a a a a

* resultados con la misma letra no son estadisticamente diferente (ANOVA, Tukey, p>0.05)
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Cuadro 3: Efecto de inmersion de las semillas Zea mays L. en Nitrégeno Liquido

durante diferentes periodos de tiempo. Los indicadores fueron medidos inmediatamente

post crioconservacion.

Exposicién a nitrégeno liquido (dias)

0 7 14 21 28
Porcentaje de Germinacion en 5 dias 100.00 80.00 93.33 100.00 80.00
a a a a a
Porcentaje de pérdida de electrolitos ~ 14.96 20.70 13.96 21.49 23.44
a a a a a
Concentracion total de clorofila (ug g™ masa 6.71 11.13 5.27 4.13 14.26
fresca) ) bc ab bc c a
Concentracion clorofila a (ug g™ masa fresca) 2.50 5.74 1.94 1.66 3.73
ab a ab b ab
Concentracion clorofila b (ug g* masa fresca) ~ 421 5.39 3.33 2.47 10.53
c ab c c a
Contenido de Malonaldehido (UM g™ masa fresca) 12.61 8.71 15.20 11.67 16.87
a a a a a
Contenido de otros aldehidos (UM g™* masa fresca) 1.52 0.87 1.70 1.48 1.50
a a a a a
Contenido de fenoles totales (ug g masa fresca) 6387.94 6059.76 6753.91 6202.77  6495.46
a a a a a
Contenido de fenoles libres (ug g™* masa fresca) * 522.46 501.37 615.92 862.46 268.90
b b b a c
Contenido de fenoles ligados a la pared (ug g’ 5865.48 5558.40 6137.99 5340.31 6226.56
masa fresca) a a a a a
Contenido de proteinas totales (mg g™ masa 11.89 11.22 10.28 11.85 15.91
fresca) ~ a a a a a
Actividad peroxidasa (U mg™ masa fresca) ~ 9.67 6.67 7.78 10.65 13.37
ab b ab ab a
Actividad especifica de peroxidasa (U mg™" masa 0.87 0.63 0.77 0.90 0.85
fresca) a a a a a

* resultados con la misma letra no son estadisticamente diferente (ANOVA, Tukey, p>0.05)
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Cuadro 4: Coeficiente de Variacion Global (CVG) en el efecto de inmersion de las
semillas Phaseolus vulgaris L; Glycine max L.y Zea mays L en Nitrogeno Liquido

durante diferentes periodos de tiempo.

CVG (%)*  CVG (%)*  CVG (%)*  CVG(%)**

Phaseolus  Glycine max Zea mays L Total

vulgaris L L.
Porcentaje de Germinacion en 5 dias 4.03 10.88 11.15 8.83
Porcentaje de pérdida de electrolitos * 82.45 51.73 22.19 84.22
Concentracion total de clorofila (ug g™ masa fresca)” 55.51 63.83 51.33 54.99
Concentracion clorofila a (ug g™* masa fresca) ~ 45.33 65.93 53.57 58.17
Concentracién clorofila b (ug g™ masa fresca) ~ 70.15 74.59 61.27 64.66
Contenido de Malondialdehido (uM g™ masa fresca) ~ 19.50 36.63 24.34 72.61
Contenido de otros aldehidos (UM g™ masa fresca) ~ 13.44 4.06 22.41 45.22
Contenido de fenoles totales (ug g~ masa fresca) ~ 10.07 10.69 4.20 27.24
Contenido de fenoles libres (ug g™ masa fresca) ~ 54.53 22.26 38.70 44.53
Contenido de fenoles ligados a la pared (ug g~* masa 11.97 11.32 6.46 28.11
fresca)
Contenido de proteinas totales (mg g™ masa fresca) ~ 3.44 3.53 17.65 40.92
Actividad peroxidasa (U mg™ masa fresca) ~ 15.20 36.97 27.10 109.30
:Actividad especifica de peroxidasa (U mg™ masa fresca) 16.18 34.80 13.63 88.33

* Coeficiente de variacion global = (Desviacion standard/media) x 100. Para calcular este coeficiente los 5 tiempos
de exposicion en nitrégeno liquido fueron considerados. Entre mayor la diferencia entre los tiempos de comparacion,
mas alto es el coeficiente de variacién global.

** Coeficiente de variaciéon global = (Desviacién standard/media) x 100. Para calcular este coeficiente los 15 tiempos
de exposicion en nitrégeno liquido fueron considerados. Entre mayor la diferencia entre los 15 tiempos de
comparacion, mas alto es el coeficiente de variacion global.

Clasificacién de CVG: Desde 3.44 a 38.73% se cataloga como "bajo”, desde 38.73 a 74.01% se cataloga como
"medio” y desde 74.01 a 109.30% se cataloga como “alto™.

Germinacion

Con respecto al porcentaje de germinacion de las tres especies estudiadas, los valores
oscilaron entre 80% y 100% al quinto dia después del descongelamiento (Figura 1,
Cuadro 1, 2 y 3), no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de germinacion después de los diferentes periodos de almacenamiento en LN.
El Coeficiente de Variacion Global Total (CVG total) fue de 8.83 % (Cuadro 4).
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Figura 1. Porcentaje de germinacion al quinto dia post crioconservacion de frijol, soya y
maiz alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.

Pérdida de electrolitos

En el porcentaje de pérdida de electrolitos de semilla de frijol y soya si existe
diferencias estadisticamente significativas y en las semillas de maiz no existiendo
diferencias estadisticamente significativas después de los diferentes periodos de
almacenamiento en LN (Figura 2).

Phaseolus vulgaris y Glycine max mostraron una tendencia creciente a mayor tiempo
de inmersion en LN mayor pérdida de electrolitos; para un 29.15 % en frijol y 4.37% en
soya al dia 28 (Cuadro 1y 2). Zea mays proyecta oscilaciones entre 14.96 % al dia O;
13.96 % al dia 14 y 23.44 % al dia 28 (Cuadro 3). El Coeficiente de Variacion Global
Total fue de 84.22 % (Cuadro 4).
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Figura 2. Porcentaje de pérdida de electrolitos de frijol, soyay maiz alos 0, 7, 14, 21y

28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.

Clorofila

Con respecto a la concentracion de clorofila total, a y b; en los tres casos para las 3
especies estudiadas se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

diferentes periodos de almacenamiento en LN (Cuadro 1, 2,y 3, Figura 3, 4y 5).

En Frijol las concentraciones clorofila total, a y b; tienen una tendencia oscilante entre
1.69 pg/ g y 21.02 pg/ g de masa fresca: altas concentraciones a 14 dias y bajas

concentraciones a 28 dias de inmersion en LN.
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En soya las concentraciones clorofila total, a y b; mostraron concentraciones a 21 dias
son menores que la las concentraciones control, sin embargo altas concentraciones a

28 dias. Oscilan entre 1.58 ug/ g y 20.49 pg/ g de masa fresca.

En las semillas de maiz las concentraciones clorofila total, a y b fueron fluctuantes. La
concentracion de clorofila total y clorofila b fueron minimas al dia 21 y altas al dia 28.
En clorofila a las concentraciones fueron bajas al dia 21 y altas a 7 dias de inmersién
en LN. Oscilanentre 1.66 pg/ gy 14.26 ug/ g de masa fresca

Se mostraron en el Cuadro 4 el Coeficiente de Variacion Global Total de la
concentracion de clorofila tota, a 'y b; con 54.99 %, 58.17% y 64.66% respectivamente.
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Figura 3. Concentracion total de clorofila (ug/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a

los 0, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.
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Figura 4. Concentracion de clorofila a (ug/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a los 0,

7, 14, 21y 28 dias de inmersién en Nitrogeno liquido.
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Figura 5. Concentracion de clorofila b (ug/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a los 0,

7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.
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Malondialdehido y otros aldehidos

En los cuadros 1, 2 y 3 se muestran que el contenido de Malondialdehido (MDA) en
semillas de frijol y maiz, no se observaron diferencias estadisticamente significativas y
en las semillas de soya se observaron diferencias estadisticamente significativas
después de los diferentes periodos de almacenamiento en LN (Figura 6). El Coeficiente
de Variacion Global Total fue de 72.61 % (Cuadro 4).

El contenido de MDA en frijol fue mas alto el dia 7 con 190.96 pg/ g de masa fresca y
mas bajo el dia 28 con 119.26 ug/ g de masa fresca. En soya el contenido de MDA fue
mas alto el dia 7 con 136.01 pg/ g de masa fresca y el mas bajo el control con 58.22
Mg/ g de masa fresca. En maiz el contenido de MDA fue mas alto el dia 28 con 16.87

Mg/ g de masa fresca y el mas bajo el dia 7 con 8.71 ug/ g de masa fresca.

El contenido de otros aldehidos en las 3 especies (Cuadros 1,2, y 3) no observo
diferencia estadisticamente significativa (Figura 7). El Coeficiente de Variacién Global
Total fue de 45.22 % (Cuadro 4).

El contenido de otros aldehidos en Frijol fue mas alto el control con 5.40 pg/ g de masa
fresca y mas bajo el dia 14 con 3.97 ug/ g de masa fresca. En Soya el contenido de
otros aldehidos el mas alto fue el control 3.95 pg/ g de masa fresca y mas bajo fue el
dia 21 con 3.63 pg/ g de masa fresca. En maiz el contenido de otros aldehidos fue més
alto el dia 14 con 1.70 pg/ g de masa fresca y mas bajo el dia 7 con 0.87 ug/ g de masa

fresca.
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Figura 6. Concentracion MDA (ug/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a los 0, 7, 14,

21y 28 dias de inmersién en Nitroégeno liquido.
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Figura 7. Concentraciéon de otros aldehidos (pg/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a

los 0, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.
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Fenoles ligados a la pared celular, libres y totales

Respecto al contenido de fenoles totales, libres y ligados en las especies de frijol y
soya (Cuadro 1y 2) se observaron diferencias estadisticamente significativas; en las
figuras 8, 9y 10 se puede observar graficamente. En las semillas de maiz (Cuadro 3)
no existe diferencia estadisticamente significativa para el contenido de fenoles totales y
fenoles ligados; sin embargo en el contenido de fenoles libres si existe diferencia
estadisticamente significativa. Se muestra en el cuadro 4 el Coeficiente de Variacion
Global Total del contenido de fenoles totales, libres y ligados; con 27.24 %, 44.53% y

28.11% respectivamente.

En frijol el contenido fenoles totales y ligados tienen una tendencia creciente: desde
7243,31 pg/ g de masa fresca y 9561.87 ug/ g de masa fresca. El contenido de fenoles
libres oscilan entre 88.38 pug/ g y 614.90 pug/ g de masa fresca. En soya el contenido
fenoles totales, libres y ligados mostraron oscilaciones 534.11 ug/ g 11916.74 de masa
fresca. Y en maiz oscilan entre 268.90 pug/ gy 6753.91 ug/ g de masa fresca.
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Figura 8. Concentracion total de fenoles (ug/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a los

0, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrogeno liquido.

21



Resultados

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Contenido de fenoles libres (ug/g masa
fresca)

0|7 (18|21 28 0|7 14|21 |28 0|7 14|21 28

Frijol

Soya
Dias de inmersion en NL

Maiz

Figura 9. Concentracién fenoles libres (ug/g masa fresca) de frijol, soya y maiz a los

0, 7,14, 21 y 28 dias de inmersién en Nitrégeno liquido.
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Figura 10. Concentracion fenoles ligados a la pared celular (ug/g masa fresca) de

frijol, soyay maiz a los O, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.
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Proteinas totales

En cuanto al contenido de proteinas totales semillas de frijol se observé diferencias
estadisticamente significativas y para las semillas de soya y maiz no existiendo
diferencia estadisticamente significativa después de los diferentes periodos de
almacenamiento en LN (Cuadro 1, 2 y 3, Figura 11). EI Coeficiente de Variacion
Global Total fue de 40.92 % (Cuadro 4).

Las tres especies mostraron una tendencia estable durante el tiempo de inmersién en
LN. En Phaseolus vulgaris el contenido de proteinas totales se mantiene entre 28.74
pg/ g y 30.89 pg/g de masa fresca. En Glycine max el contenido de proteinas totales se
mantiene entre 34.46 pg/ g y 37. 65 pg/g de masa fresca. Para Zea mays el contenido

de proteinas totales se mantiene entre 10.28 ug/ g y 13.37 pg/g de masa fresca.
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Figura 11. Concentracion de proteinas totales (mg/g masa fresca) de frijol, soya y

maiz alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.
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Actividad peroxidasa y actividad especifica de peroxidasas

Con respecto la actividad peroxidasa en las 3 especies estudiadas, los valores oscilan
entre 3.46 ug/g de masa fresca y 81.35 ug/g de masa fresca (Cuadro 1, 2 y 3, Figura
12) no existiendo diferencias estadisticamente significativas para las semillas de frijol y
para las semillas de soya y maiz si se observd diferencias estadisticamente
significativas. El cuadro 4 se muestra el coeficiente de Variacion Global Total de 109.30
%.

La actividad especifica de peroxidasa para las 3 especies, los valores oscilaron entre
1.80 pg/g de masa fresca y 22.83 ug/g de masa fresca (Cuadro 1, 2 y 3, Figura 13) no
existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los valores de la actividad
especifica de peroxidasa después de los diferentes periodos de almacenamiento en
LN. El Coeficiente de Variacién Global Total fue de 88.33 % (Cuadro 4).
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Figura 12. Actividad peroxidasa (U/mg masa fresca) de frijol, soya y maiz a los 0, 7,
14, 21y 28 dias de inmersion en Nitrogeno liquido.
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Figura 13. Actividad especifica de peroxidasa (U/mg masa fresca) de frijol, soya y

maiz alos 0, 7, 14, 21 y 28 dias de inmersion en Nitrégeno liquido.
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Discusion de Resultados

DISCUSION DE RESULTADOS

La presente investigacion permitio identificar variaciones metabodlicas en Phaseolus
vulgaris L; Glycine max L.y Zea mays L en Nitrogeno Liquido en almacenamiento a

corto plazo.

Las 7 pruebas (13 indicadores) fisioldgicos y bioquimicos determinaron las variaciones
metabdlicas postcrioconservacion. Las metodologias de germinacion y pérdida de
electrolitos se utilizaron como indicadores de la viabilidad de las semillas. Las restantes
metodologias permitieron identificar el deterioro por estrés oxidativo.

En crioconservacion el metabolismo es limitado por las ultra bajas temperaturas y es
probablemente que algunas vias metabodlicas se vean afectadas, ya que todas las

moléculas organicas son susceptibles a oxidaciones (Walters et al., 2010).

Las criotemperaturas son motivo del estrés oxidativo con secuelas perjudiciales para
diversos tejidos de plantas. Se da la sintesis y acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) resultando especies quimicas reactivas y altamente téxicas, como el
peréxido de hidrégeno (H.O,). Estas especies son aparentemente desencadenadas
durante la desecacion, refrigeracion y tratamientos criogénicos de tejidos vegetales
(Varghese, y Naithani 2008).

Segun Varghese, y Naithani (2008) los lipidos constituyentes de membrana son los
principales blancos para el ataque ROS y el dafio oxidativo es el principal factor en la
desestabilizacion de las membranas. La produccion de malondialdehido (MDA) se

utiliza frecuentemente como marcador de estrés oxidativo.

Durante el descongelamiento descrito se presencidé la ruptura de la testa y el
fraccionamiento de cotiledones de frijol constantemente. En soya se desprendio la testa

con menor reiteracion.

Las pruebas con mayor variacion entre tiempos de inmersiéon y entre cultivos fue de
electrolitos con Coeficiente de Variacidon Global Total (CVG) de 84.22%; actividad
peroxidasas con CVG Total 109.30% Yy actividad especifica de peroxidasas CVG Total
88.33 %.
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Germinacién

A lo largo de mudltiples estudios se ha demostrado que las semillas ortodoxas, tales
como maiz, frijol comdn y la soya, son dadas a resistir la exposicion LN (Iriondo, 2001).
Cuando se da un recalentamiento Optima de semillas, la germinaciobn no se ve

directamente afectada después de la criopreservacion (Cardoso et al., 2000).

Visualmente no se observaron cambios fenotipicos en las plantulas recuperadas de los
diferentes tratamientos de las 3 especies al quinto dia después del descongelamiento,.
Tras su inmersion en LN, no presentaron una menor viabilidad. El porcentaje de
germinacion de las semillas presentaron un Coeficiente de Variacion Global Total

“bajO”_

Pérdida de electrolitos

El aumento de la conductividad en varios cultivos se correlaciona con la disminucién
de la germinacion y del vigor de las especies. Tajbakhsh, (2000) menciona que la
mayor lixiviacién esta relacionada con el envejecimiento y el deterioro de las semillas.
Estas sustancias lixiviadas son principalmente potasio, fosfatos, azUcares vy
aminoacidos. Se menciona que la exudacion de azlcares y otros electrolitos son

resultado de dafio en la membrana.

En las semillas de frijol y soya, la fuga de electrolitos aumenta con el tiempo de
exposicién en LN. Con el cambio brusco de temperatura las membrana de las semillas
y testa pueden surgir algunas microfracturas (lriondo, 2001). Asimismo, la expansion
de nitrogeno durante el recalentamiento de semillas provoca dafios fisicos a las
semillas como las fracuras y rotura de la semilla (Cardoso et al., 2000). Naturalmente la
testa proporciona una barrera fisica y quimica para proteger la semilla para resistir los
ataques medioambientales (Arc et al., 2011). En las especies de leguminosas el efecto
de las fracturas y microfracturas varia (Cardoso et al., 2000). La permeabilidad dada

por la testa evita la fuga de solutos de la semilla (Arc et al., 2011). Maghitskiy y Plaza

27



Discusion de Resultados

(2007) menciona que la fuga de solutos esta directamente relacionada con el espesor y
estado de la testa. La fuga de electrolito estd dada por las microfracturas, producidos

en el proceso de recalentamiento de la semilla.

Clorofila

En las semillas de maiz, se observaron modificaciones importantes y estadisticamente
significativas en los niveles de pigmentos de clorofila. EI Coeficiente de Variacion
Global Total (CVG total) “mediano”. Como se muestran en las Figuras 3, 4y 5y en el
Cuadro 4 no se evidencian tendencias razonables observadas; pues se registraron
varios altibajos. El contenido de clorofila a disminuyé a los 21 y 28 dias. Los niveles de
clorofila total y clorofila b y aumenté a 14 dias y luego disminuyeron.

Malondialdehido y otros aldehidos

Se ha demostrado que la peroxidacion de lipidos participan en el envejecimiento de
semillas y no parece estar asociado con la pérdida de viabilidad (Mira et al., 2011). En
frijol, los niveles de MDA tienden a disminuir, el maiz se mantuvo con niveles similares
durante los 5 tiempos; ambos sin diferencia significativa y los niveles de soya

mostraron tendencias oscilatorias.

El contenido de MDA mostr6 diferencia significativa en soya, indicando la peroxidaciéon
lipidica; causa del envejecimiento de semillas de soya. Durante el envejecimiento, la
acumulacion de ROS vy la peroxidacion de lipidos generan cambios en las propiedades
estructurales y funcionales de los lipidos de membrana, que aumentan la permeabilidad
de la membrana (Mira et al., 2011). Otros aldehidos no se asocian directamente en el

envejecimiento de las semillas; no hay diferencia significativa (Mira et al., 2011).
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Fenoles ligados a la pared celular, libres y totales

Los cambios bruscos en las semillas perturban el equilibrio metabdlico de éstas, lo que
provocarda un aumento de ROS (Zhang et al., 2010). La acumulacién de ROS puede

inducir la pérdida de integridad de la membrana celular.

Segun Kuskoski et al., (2005) los fenoles, muestran una gran capacidad para captar
radicales libres causantes del estrés oxidativo. Asi mismo funciona como mecanismo
beneficioso en la prevencion de dafios celulares. Aungque existen algunos antioxidantes
en las semillas, se vuelven inactivos al deshidratar las semillas. (Zhang et al., 2010).
Estas lesiones oxidativas alteraron principalmente los niveles de fenoles libres en los 3
tipos de semillas; se mostraron variaciones significativas en los niveles de fenoles
libres. Durante los distintos periodos de tiempo se apreciaron oscilaciones en las

concentraciones de fenoles libres.

Los enlaces de lignina de los fenoles ligados a la pared celular fueron afectados
negativamente en las semillas de frijol y soya, con una tendencia a aumentar; similar a
lo hallado por Zevallos et al., (2013a) en hojas Solanum lycopersicum provenientes de
semillas germinadas después de la crioconservacion, con tendencia al aumento al dia
28. El maiz se mantuvo sin variacion significativa con niveles similares en los 5 tiempos
evaluados. Los fenoles totales de frijol y soya también mostraron variantes, con
tendencia a aumentar, comparable a lo estudiado por Zevallos et al., (2013b) en raices
y tallos de Solanum lycopersicum proveniente de semillas crioconservadas, con
tendencia al aumento al dia 28. El maiz mostré la menor concentracion de compuestos
fendlicos. Arc et al., (2011) menciona que el contenido de compuestos fendlicos es
caracteristico de testas. La testa en las semillas de frijol y soya sufrieron dafios

visibles, exponiendo los cotiledones.

Proteinas totales

Los cambios de temperatura dafian la membrana celular mediante microfracturas
(Iriondo, 2001). ROS puede dafar los componentes celulares, tales como lipidos,

proteinas, hasta puede dar lugar a la muerte celular. Aunque existen algunos
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antioxidantes en las semillas, se vuelven inactivos al deshidratar las semillas. (Zhang et
al., 2010). En las concentraciones de proteinas totales en frijol si existe diferencia
estadisticamente significativa, con tendencia al aumento. Estos resultados no
concuerdan con los estudiados por Cejas et al., (2012) en plantulas germinadas a partir
de semillas crioconservadas. En las semillas de soya y maiz no existe diferencia
estadisticamente significativa, los niveles se mantuvieron similares, por lo que la

ruptura de membranas celulares fue mayor en frijol.

Actividad peroxidasas y actividad especifica de peroxidasas

Actividad peroxidasas y actividad especifica de peroxidasas son afectadas por ROS
como resultado de los eventos oxidativos (Arc et al., 2000). En frijol estas actividades,
durante los 5 tiempos no mostraron variaciones relevantes, con una tendencia de
aumento; sin embargo, a partir del dia 21, decrecieron los niveles de actividad
peroxidasa y la actividad especifica de peroxidasa. En contraste con lo sucedido en el
estudio de Zevallos et al., (2013?%), donde los niveles de hojas peroxidasa y actividades
especificas aumentaron. En las semillas de soya la actividad peroxidasa mostré
variaciones significativas, con tendencia a disminuir, mientras que en el maiz, se
determind una tendencia al aumento. Sin embargo, en la actividad especifica de
peroxidasa no se observo diferencia estadisticamente significativa, mostrando valores

similares en los diferentes periodos de almacenamiento evaluados.
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CONCLUSIONES

- El estrés oxidativo se puede producir durante la inmersion en Nitrogeno Liquido
o durante el periodo de descongelacion y recuperacion, por lo que se deben
monitorear cuidadosamente las condiciones de la semilla, y las técnicas de
congelacion y descongelacién para evitar dafios en los materiales a recuperar
del almacenamiento.

- El contenido de humedad y el método de descogelamiento, son determinantes
para evitar dafios en las membranas celulares.

- La viabilidad de las semillas no fue afectada por el periodo de almacenamiento
en LN.

- De acuerdo con estos resultados podrian producirse algunos cambios en la
actividad metabdlica en semillas de frijol, soya y maiz durante el proceso de
crioconservacion, principalmente en el contenido de fenoles y la pérdida de

electrolitos.
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RECOMENDACIONES

Continuar con las evaluaciones y determinar el efecto de la crioconservacion después
de 7, 14, y 28 dias después del descongelamiento para poder inferir sobre la
estabilidad bioquimica de estos materiales y los mecanismos que podrian explicar los

cambios observados en el material de este estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Ecuacién de pérdida de electrolitos

Pérdida de electrolitos = (Conductividad inicial — Conductividad H20) X 100
% (Conductividad final — Conductividad H20)

Anexo 2. Calculo de concentracion de clorofilas

Clorofila a = 12,25 Absorbancia 664 nm — 2,55 Absorbancia 647 nm
Clorofila b = 20,31 Absorbancia 647 nm — 4,91 Absorbancia 664 nm
Clorofila total = 17,76 Absorbancia 647 nm + 7,34 Absorbancia 664 nm

En cada caso los resultados se expresaron en ug-g™* de masa fresca.

Anexo 3. Calculo de concentracion de MDA y otros aldehidos

La absorbancia no especifica del producto de la reaccion (600 nm) se sustrajo de la
absorbancia maxima a 532 nm para las mediciones del MDA, y de 455 nm para otros
aldehidos. Para el céalculo de la concentracion de MDA se utilizd6 un coeficiente de
extincién molar de 156 mmol™-L-cm™ y para los otros aldehidos de 45,7 mmol™*-L-cm™
(promedio de los coeficientes de extincion del propanal, butanal, hexanal, y propanal-

dimetilacetal) a 532 nm. Los resultados se expresaron en ymol-g™ de masa fresca.
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Anexo 4. Calculo del contenido de fenoles ligado a la pared, libres y totales.

Concentracion de la muestra = ((Abs 725 nm / E) * Factor de dilucion)

masa (g)

Fenoles solubles = (Promedio de Abs 725 nm / 0.0044 )*5

masa fresca

Fenoles ligados= (promedio de Abs 725 nm/0.0044)*5

masa fresca
Donde:
Factor de dilucion =5
E = valor obtenido, constante de las curvas de patron de NaOH = 0.0044

Fenoles totales = fenoles libres + fenoles ligados.

Los resultados se expresaron en pg-g™ de masa fresca.
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Anexo 5. Curva de patrén de Bradford
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Anexo 6. Célculo de actividad peroxidasas y actividad especifica de peroxidasas

La actividad enzimatica se calculé como el cociente de la variacion de la absorbancia
medida en el tiempo de ensayo con respecto a la variacion del tiempo, referidos al
coeficiente de extincién molar del guayacol (5570-10° pmol™-L-cm™). La actividad
enzimatica guayacol peroxidasa se expres6 como U-g* de masa fresca, donde una
unidad de actividad enzimatica corresponde a 1 ymol de sustrato transformado en
1 minuto. La actividad peroxidasa especifica se calcul6 como la relacion entre la
actividad enzimatica guayacol peroxidasa y la concentracion de proteinas obtenida

para cada tratamiento. Se expres6 en U-mg™ de proteinas.

39



