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INTRODUCCION

Argentina es el octavo productor mundial de citricos con una produccion anual de 2.6
millones de ton [1], siendo su germoplasma un recurso estratégico para el pais. La correcta
conservacion de su material genético a largo plazo es de gran importancia ya que permite su
futura aplicacion en hibridos o actividades de mejoramiento genético de semillas. En el
contexto internacional Argentina es el mayor productor mundial de limones alcanzando
valores de 1.4 millones de toneladas y exporta 250 mil toneladas [1],consolidandose como
uno de los mayores productores y exportadores de limones [2]. Asimismo, ocupa el primer
lugar como exportador mundial de jugo de limoén [2]. Entre las variedades mas cultivadas de
Citrus limonesta la cv. Eurekay Genova[1].Con el fin de conservar el germoplasma vegetal
en cualquiera de sus formas reproductivas(semillas, esquejes, tubérculos, etc.) se han
establecido bancos de germoplasma cuya misién consiste en ubicar, recolectar, conservar y
caracterizar el germoplasma de las plantas cuyos atributos son consideradas de interés
prioritario para beneficio de la humanidad. Las semillas constituyen una forma reproductiva
del vegetal para conservar el germoplasma. El almacenamiento de semillas enbancos de
germoplasma las protege contra eventos catastréficos como los desastresnaturales, brotes
de una enfermedad o eventos bélicos. Algunas de las semillas citricas estan clasificadas
como intermedias (no-ortodoxas) y requieren de una etapa de desecaciéon previa a su
inmersién en nitrogeno liquido para lograr su correcta conservaciéon a largo plazo. La etapa
de desecacion es critica dado que afecta fuertemente los tejidos celulares, por ende es
importante conocer cudles son las condiciones operativas y humedades finales que
maximizan la viabilidad. Es fundamental optimizar protocolos de criopreservacion de
germoplasma que contribuyan a mantener la diversidad genética en bancos. Los objetivos
del presente trabajo de investigacién son: a) determinar la tolerancia a la desecacion de
semillas Citrus limon L. Burm cv. Eureka en un amplio rango de humedades relativas
mediante la evaluacion de su poder germinativo, obtener de la isoterma de porcion para el
rango %HR evaluado; b) clasificar la semilla de acuerdo a su sensibilidad acondiciones de
deshidratacion para su futura criopreservacion y analizar el rango 6ptimo de humedad que
maximiza su posterior germinabilidad; c) analizar mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) las transiciones de lipidos y agua presentes en la semilla; d)establecer el efecto de
diferentes velocidades de enfriamiento/calentamiento durante lacriopresevacion en nitrégeno
liquido en la viabilidad de la semilla C. limon cv. Eureka.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas se extrajeron manualmente de limones Citrus limon L. Burm cv. Eureka,
provistos por el INTA (EEA Concordia, Entre Rios). La adecuacion consistiéo en un lavado
con etanol (70 % v/v) durante 5 minutos, seguido de una inmersidon en una solucion de
hipoclorito de sodio (2 % p/v) durante 15 minutos. Se realizaron 3 lavados con agua
destilada y se secaron rapidamente con papel absorbente. La testa se retir6 previo a la
etapa de desecacion con el fin de favorecer el proceso de germinacion. El contenido de
humedad de las semillas (%H; g H,O 100 g'base humeda (b.h.)) se determiné mediante el
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secado en estufa a 105+2 °C hasta alcanzar un peso seco constante [3]. La actividad
acuosa se determiné en equipo Aqualab Series 4TEV, (DecagonDevices Inc., Pullman, WA,
USA), calibrado con una solucién de LiCl (a,= 0.113£0.002), NaCl (a,= 0.753+0.002) a 20
°C. La determinacion de contenido lipidico se realizé por el método de Soxhlet[3] en semillas
previamente molidas y secadas en estufa (105 °C), utilizando como solvente éter de petréleo
(pe: 40-60 °C).
Isoterma _de sorcidon: se determin6 por el método gravimétrico estatico a 20 °C [4]. Las
semillas expuestas a 8 condiciones de %HR [LiCl 11.3 %; CaCl, 29.5%; MgCl,; 33%;
Mg(NO3), 54.4%;NaNO,, 64%; NaCl 76%; KCI85 % y KNO; 95%] fueron pesadas cada 3
dias hasta alcanzar el equilibrio (diferencia entre 2 pesadas consecutivas <+0.003 g). En
estas condiciones el valor de a, puede considerarse igual a su correspondiente %HR/100
[5]. Cada punto de la isoterma se realizo por triplicado. El contenido de agua de las semillas
en el equilibrio (W) se expresé en g de H,O g base seca (b.s.). Los datos experimentales
fueron modelados usando la ecuacién de D'Arcy& Watt [6] con modificaciones [4]:
e kk'a,,

W, K+Ea“'+1—kaw (Ec. 1)
donde, K’ describe los sitios de sorcion fuertemente unidos y expresada en g H,O g'1b.s. [4];
C es el numero y fuerza de los sitios enlazados débilmente, k™ es el niumero de sitios de
sorciénmultimolecular y k corresponde a la actividad de agua del agua multimolecular[6]. Los
parametros del modelo fueron estimados mediante el analisis de regresion no lineal con el
software Origin Pro v 8.0 (OriginLab Corp., Northampton, MA USA). La bondad del ajuste se

n
o4E = 1':'02 I“‘rc - 1"‘I""rr.u:I
determiné mediante el porcentaje de error medio relativo (: N i=1 W, ) donde
W, y W, representan los valores de W, (g H.O g'b.s.) experimentales y predichos,
respectivamente y N corresponde al niumero de observaciones. El potencial quimico de agua
_ N W= RTIn

(W) esta vinculado con la actividad acuosa V. siendo: R=8.314 J mol.K", T= 293
Ky V,=18.07 107 L.
Tolerancia a la desecacion:Un total de 50 semillas por cada tratamiento (8 condiciones de
equilibrio 11.3-95 HR%)se almacenaron en a 20 °C y en oscuridad durante 25 dias. Para la
clasificaciéon de las semillas C. limon cv. Eureka se secaron hasta 10-12 %H (b.h.),
evaluando su viabilidad mediante el método de germinacion en arena [13]. Otro set de
experimentos con un total de 120 semillas fueron secadas en condiciones de no equilibrio en
silica gel hasta alcanzar 5 %H en base humeda (a,= 0.0901) y la viabilidad se determino
mediante los ensayos de germinacion en arena y de tetrazolio.

Ensayos de viabilidad:a) Germinacioén en arena: se determiné el porcentaje de germinacion
%G = (# Semillasgerminadas

; )110“

en arena ( # Semillassembradas ) en semillas control (sin tratamiento) y
desecadas entre 0.11<a,<0.95. Se sembraron 30 semillas/tratamiento en arena humeda
previamente acondicionada siguiendo un patron equidistante. Se almacenaron a 25 °C y en
oscuridad realizando riegos periodicos. Se tom6 como criterio de germinacion el brote del
embridn (>2 mm). b) Prueba de Tetrazolio: Se determiné la viabilidad de las semillas control
y desecadas hasta un 5 %H (b.h.) (30 semillas/tratamiento). Las semillas previamente
hidratadas por 2 h a 25 °C, se dividieron longitudinalmente a través de la secciéon media del
eje embrionario, una de las mitades se dispuso en una solucion 0.5 % (p/v) de tetrazolio
(Cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio) a pH= 7 y se incubaron a 25 °C por 24 h en oscuridad [7].
La solucién de tetrazolio se descartd yas semillas se lavaron con agua estéril. Las muestras
fueron evaluadas individualmente en un estereoscopio Leica MZ 10F con camara digital
DFC490 (LeicaMicroscopySystemsLtd, Germany) y magnificacién de1.25x.

Transiciones térmicas mediante calorimetria diferencial de Barrido: Se analizaron las
transiciones térmicas durante el calentamiento de la fraccion de cotiledén de las semillas
con diferentes %HR y del extracto lipidico usando un DSC-Q100 controlado por el médulo
TA-5000 (TA Instruments; EE.UU.). La velocidad de enfriamiento fue 30 °C min™' hasta
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alcanzar -150 °C con isoterma de 10 min; la velocidad de calentamiento fue de 10 °C min™
para calentar de -150 a 50 °C. Se utilizé el software TA Universal Analysis 2000 (EE.UU.),
para determinar la entalpia de la transicion de fase (AH; Jg'b.s.) y la temperatura de fusion.

Criopreservacion de semillas desecadas usando diferentes velocidades de
enfriamiento/calentamiento:Se analizé el efecto de las velocidades de enfriamiento y
calentamiento durante el proceso de crio preservacion sobre la viabilidad, para las semillas
control y previamente desecadas entre 0.11<a,<0.85 aplicando dos protocolos diferentes:
Protocolo convencional (P1): Se colocaron 10 semillas por criovial de polipropileno de 5 mLy
se sumergieron directamente en nitrogeno liquido (NL; T= -196 °C) durante 30 dias.
Protocolo ultrarrapido (P2):las semillas se recubrieron con una delgada capa de aluminio (20
pMm) y se colocaron en crioviales de 5 mL (10 semillas/criovial) con perforaciones en la base
y en la superficie lateral inferior hasta la mitad de su altura. Los crioviales fueron sumergidos
en NL por 30 dias. En este protocolo las semillas cubiertas con aluminio se enfrian mas
rapidamente por contacto directo con el fluido criogénico (NL)[8]. Durante el levantamiento
de la canula el exceso de NL es drenado. Después de esta etapa y con el fin de restaurar el
material vegetal criopreservado, los crioviales fueron calentados en un bafo termostatico a
3712 °C durante 5 min [8]. Las semillas re-acondicionadas fueron sembradas segun el
ensayo de germinacion en arena para evaluar la viabilidad. Se determinaron las velocidades
de enfriamiento y calentamiento de ambos protocolos mediante el registro de las historias
térmicas usando una termocupla tipo T (Cobre-Constantan) ubicada en el centro de la
semilla y conectada a un dispositivo de adquisicion (TESTO, Alemania).

Analisis _estadistico:La germinacion de semillas sigue una distribucion binomial de
probabilidad discreta y un comportamiento dicotbmico con solo 2 posibles
resultados, “germina”y “no germina’. Los valores obtenidos de germinacion fueron tabulados
y organizados en tablas de contingencia de 2x2 (gl=1)y el andlisis estadistico realizo
mediante la prueba de Chi-cuadrado (x°) aplicable tanto a variables discretas como
continuas y calcula cuanto se desvian los datos observados (O) de los esperados (E)

, (0 —E)?
(- 225)
seguido del analisis con multiples comparaciones de a pares (0=
0.05). Se utilizo el software SYSTAT Inc., USA, 2007. Se utilizo la correccion de Yates para
el andlisis de tablas de contingencia de 2x2 cuando el numero de datos es < 5 [9].

RESULTADOS Y DISCUSION

Las semilla de C. limon cv. Eureka presentaron un 44.67+4.33 %H (b.h.), un a,, de 0.961 y
un 22.21 % (b.h.) (40.14 % b.s.) de contenido lipidico total (LC).La forma de la isoterma se
corresponde a una funcion hiperbdlica (Figura 1) que ha sido asociada a semillas con
comportamiento no-ortodoxo[4]. EI modelo de D'Arcy& Watt [4] se ajustd satisfactoriamente
a los datos experimentales de la isoterma. Diferentes tipos de enlace de agua estan
representados en la ecuacion; el primer término describe la absorciéon de agua en sitios con
uniones fuertes; el valor obtenido fue K'= 0.0806 en g H,O g'b.s. y se encuentra por debajo
del limite del nivel de hidratacion 1 (a,= 0.11; W= -293.93 MPa).
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b8 Parametros de regresion del modele de DAy &Waty
parametros estadisticos (B2 %E, %OP) pars |z isoterma de
sorcion 3 20 °C para semillss de Gifrus limon L. Burm cv. Eureka.
8 T =
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% del modelo Valores estadisticos Valores
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2
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o Datusexp-erimentales y REEFE'EiEH‘I - D'.Arm,r & Watt *Diezviacion estandar == indican entre parentesis.
Figura 1. Isoterma de sorcion de las semillas Citrus limon L. Burm cv. Eureka a 20 °C. Datos
experimentales (o) y valores predichos medianfe €l modelo de D'Arcy& Watt ( ).
Tolerancia de las semillas a la deshidratacion:Las semillas desecadas entre
0.11<a,<0.85 presentaron alta viabilidad (%G>80);los valores inferiores al 80 %G indican
una pérdida significativa de viabilidad[10]. Para a,<0.33 (W<=-149.43 MPa) la viabilidad
disminuyé significativamente (p<0.05) respecto del control. No se observaron diferencias
significativas en el %G entre semillas desecadas a a,,20.54 y el control, por lo tanto, el grado
de desecacion no afectd negativamente la viabilidad por encima de dicho valor. Estos
resultados concuerdan con el limite de desecacion recomendado para semillas intermedias
de a,>0.1 que corresponde al Nivel de hidratacién 2 (-300 <¥<-15 MPa; 0.10 <a,<0.89) en
el que el agua se encuentra formando interacciones hidrofilicas [11].Las semillas con un 5
%H (b.h.) (ay= 0.0901)presentaron una pérdida significativa (p<0.05) de viabilidad (66.7 %G)
debido a que estarian en el Nivel de hidratacion 1(¥<-300 MPa; a,<0.1 MPa) en el cual el
agua esta presente asociada con moléculas cargadas o id6nicas. Para la clasificacion
mediante la prueba de tetrazolio se tuvo en cuenta al patrén de color y la intensidad.La
desecacion al 5 %H (b.h.) (a,=0.0901) produjo una disminucion significativa en la viabilidad
(63.3 %) que puede atribuirse al dafio de los tejidos durante esta etapa.

Transiciones _térmicas:Las semillas
PR intermedias ricas en lipidos presentan

o Semillas 5 %H (b.h)

- ----- nwameswey - transiciones térmicas (fusion,
. e e e esee Cristalizacion y
E T e swwmacow polimorfismos)correspondientes  a  los
B e Ty (e oo m MBI triacilgliceroles. Las transiciones
2 T - sseamesing  térmicas de las semillas con diferentes
= T Stz %H y del extracto lipidico se muestran

en la Figura 2.Para el control (cotiledon)
se observa un pico endotérmico a T,,=-
1.07°C correspondiente a la fusiéon del
SRR o Y R e agua presente en la semilla que se

convirtié en hielo durante el enfriamiento
con NL; este pico disminuye a medida
que aumenta el grado de desecacion. El
termograma del extracto lipidico muestra
la presencia de varias transiciones
térmicas que también se aprecian y son notables en los termogramas de semillas con menor
%H. El valor de entalpia de la transicion de fusion de los lipidos (AHjp) fue 10.1+1.1 J g’
lipido (b.s.); esta transicion ocurre en un rango de temperatura cercano a T,, de agua (Figura
2). Las endotermas de fusién de los lipidos sugieren la presencia de triacilgliceroles, que
tienen transiciones a baja temperatura cercanas a la temperatura de fusién del agua. Dado
que la fusion de agua y lipidos se produce en el mismo rango de temperatura, hay una

exo
—p
'

-
o
o

Figura 2Termogramas de calentamiento de la
semilla Citrus limon L. Burm cv. Eureka
desecadas a 11 a 85% HR y el extracto

lipidico.
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superposicion de picos que dificultan la estimacion de los calores de fusién de componentes
individuales [12]. Se calculd la fraccién de agua no congelada Wcu(g H20 g'b.s.) de las
semillas a partir de la interseccion de dos regresiones lineales de AH medidas por DSC (J g
'b.s.) frente a su contenido de agua (g H20 g™ b.s.) [12].El valor obtenido fue 0.19 g H20 g
'b.s., ligeramente superior a los reportados para Citrus grandis y madurensis (W¢,= 0.14 y
0.12g H,0 g'b.s.)[12].

Criopreservacion de semillas: Curvas de enfriamiento y calentamiento: Las figuras 3.A
y B muestran esquematicamente los dispositivos de criopreservacion y las curvas de
enfriamiento/calentamiento para los protocolos P1 (convencional) yP2 (ultrarrapido). Se
determinaron las velocidades de enfriamiento/calentamiento para las semillas control (aw=
0.961) y desecadas (aw= 0.64), considerando la pendiente inicial en linea recta [13]. P2
exhibié velocidades de enfriamiento y calentamiento muy altas (~1000 °C min™); estas
velocidades son un 400 % mayores que el protocolo convencional P1 (~200 °C min™). Para
las semillas con aw= 0.64, las velocidades de enfriamiento fueron superiores a las
velocidades presentadas por las semillas control para P1 y P2. Las curvas de calentamiento
de las semillas de control para P1 y P2 (Figuras 3.A y B) muestran una zona de meseta que
corresponde a la fusién del hielo que es mas notable para P2. Este evento no fue detectado
a aw= 0.64.

A.Protocolo de cricpreservacion convencional B. Protocolo de criopreservacion uitrarrapido
- Termocupla tipo T Termocupla tipo T
(Cobre-Constantan) (Cobre-Constantan)
Criovial Semillas sin Criovial Semillas con
Convencional recubrimiento Perforado recubrimiento de aluminio
Curva de Curva de Curva de Curva de
enfriamiento calentamiento enfriamiento calentamiento
ot e = e o Wi - e
-y i _'_,___-F"f;_ ET ] -\\11 ; W =
= e =] i 5 F 3 e
B B 5 & Ul
M. ., % - 'll % - \ % i
E"" % ] im 1‘. o
- = \.\\ ] M = d h [ = |
" . ™ II- . L
— . ; e o
) 2 = ® g = B 3 F- = R = @ ® ® L
TRl (B} THOmEpeD [&) Tampr (8} Themp |8}
a, =0.961 a, =0.84 8, =0.581 a, =064

Figura 3.Esquema de los dispositivos y fotografias del termopar dentro de las semillas.
A.Protocolo de criopreservacion convencional (P1); B.Protocolo ultrarrapido (P2: semillas
recubiertas con papel de aluminio_y crioviales de polipropileno perforados). Las curvas de
enfriamiento/calentamiento se presentan para las semillas a,= 0.961(control, )y con a,=
064 ( ).

Sensibilidad a la exposicidon a nitréogeno liquido (LN) aplicando diferentes protocolos
de criopreservacién: Aunque el porcentaje de germinacion (%G) después de la desecacion
entre 0.1<aw<0.85 fue superior al 80 %, a los fines de alcanzar una correcta criopreservacion
del germoplasma es importante detectar el intervalo de awque alcance una alta viabilidad
después del proceso global, que incluye una etapa de desecacion y posterior enfriamiento y
calentamiento. La Tabla 1 muestra el %G de las semillas a los 25 dias después de la
siembra para los protocolos de criopreservacion con 7 condiciones de desecacién previa.

Tabla 1. Viabilidad de semillas (%G) a 25 dias para los protocolos de criopreservacion
Viabilidad de semillas %G
P1 (convencional) P2 (ultrarrapido)

aw
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0.11 20.0%° 43.3°
0.29 53.3° 66.7°
0.33 40.0” 73.3%
0.54 43.3 76.7
0.64 83.3° 83.3°
0.76 46.7° 73.3%
0.85 50.0° 60.0™
0.91 3.32 10.02

Los valores con diferentes superindices (* > ® %) dentro de una columna y con (*) dentro de una fila son

estadisticamente diferentes segun la prueba de Chi cuadrado (x2) y la correccion de Yate (a = 0.05).

En aw= 0.64, el %G fue maximo para P1 y P2 (83.3 %; p>0.05). Para este valor de aw se
obtuvo mediante la isoterma de sorcion (modelo de D'Arcy& Watt) el valor de We= 0.19 g
H20 g'b.s., el cual coincide con la fraccion de agua no congelable de la semilla y concuerda
con el valor determinado por DSC. El resultado obtenido es relevante ya que la
supervivencia de las semillas se ve afectada por la formacion de hielo intracelular durante el
enfriamiento por el dafo provocado en los tejidos. En aw= 0.76 hubo una reduccion
significativa en el %G cuando se empled P1 (%Gps = 46.7 y %Gp, = 73.3) (Tabla 1),
observandose un menor dano cuando se aplican velocidades ultrarrapidas durante el
proceso de criopreservacion. Para un rango entre 0.33<aw<0.54, se observaron diferencias
significativas entre protocolos (p<0.05), teniendo P2 una mejor performance comparada
P1.El %G mas bajo de P1 se puede atribuir a las menores velocidades de
enfriamiento/calentamiento en comparacion con P2. El maximo %G después del tratamiento
con NL, se logré cuando se aplicé una etapa de desecacion previa en aw= 0.64 utilizando el
protocolo convencional (P1). Cuando se utiliza el protocolo ultrarrapido (P2) con velocidades
de enfriamiento/calentamiento aproximadamente 5 veces mas altas, esto permitié alcanzar
un intervalo de desecacion previa mas amplio (0.33 <aw<0.76, nivel de hidratacion 2). Las
semillas criopreservadas con P2 (~1000 °C min-1) mostraron una mayor viabilidad, lo que
indica que la performance de P2 es mejor que P1.

CONCLUSIONES

Citrus limon L. Burm cv. Eureka es un recurso estratégico y comercial para Argentina que se
encuentra entre los diez principales productores mundiales de citricos. La criopreservacion
de su germoplasma durante largos periodos es de gran importancia para mantener el
recurso genético. La isoterma de sorcion se determind y modeld utilizando la ecuacién
D'Arcy& Watt. Las semillas desecadas entre 0.1<aw<0.85 (nivel de hidratacion 2:¥W> -300
MPa muestran una alta viabilidad (%G>80).Los estudios de viabilidad por germinacion en
arena y la prueba de tetrazolio para un5 %H (b.h.) (a,= 0.0901), demostraron que la semilla
se clasifica como intermedia segun su tolerancia a la desecacion. Se determiné la fraccion
de agua no congelada WCu= 0.19 g H20 g'b.s. que corresponde aaw= 0.64 segln la
isoterma de sorcion. Para estudiar el efecto de la criopreservacién en la viabilidad de la
semilla, se probé la performance de diferentes protocolos de criopreservacion evaluando las
velocidades de enfriamiento/calentamiento. El protocolo convencional (P1) con velocidades
de enfriamiento/calentamiento de 200 °C min-1 y en el protocolo ultrarrapido (P2) con
velocidades de enfriamiento/calentamiento ~1000 °C min-1presentan viabilidad maxima
(%G= 83.3) para aw=0.64 (fraccion de agua no congelable). Por lo tanto, la viabilidad de las
semillas analizadas se ve negativamente influenciada por la formacion de hielo intracelular a
a,>0.64.El uso de P2 con velocidades de enfriamiento/calentamiento 5 veces mayores que
P1, permite aplicar un rango mas amplio de condiciones de desecacion previa (a,= 0.33-
0.76) en los procedimientos de criopreservacion. Con contenidos de humedad mas altos, la
formacion de hielo o la de vitrificacion son responsables de la pérdida de viabilidad y
dependen de las velocidades de enfriamiento/calentamiento.
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