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SINTESIS

El bajo porcentaje de germinacion de los genotipos conservados por mas de 20 afios
en banco de germoplasma de leguminosas (Estacion Experimental de Pastos y
Forrajes de Sancti Spiritus), con pérdidas de la viabilidad de las semillas defini6 la
seleccion del material de partida. Los objetivos del trabajo fueron: evaluar diferentes
combinaciones de reguladores de crecimiento en la estimulacion de la germinacion y
evaluar el comportamiento morfoagronémico de las plantulas de Clitoria ternatea L. en
condiciones controladas y en campo. Se calcul6 el porcentaje de germinacion total
(PGT) y su transformaciéon angular, los dias hasta el 50 % del PGT (G50) como
medicion inversa de la tasa de germinacion, los dias entre el 10 y 90 % del PGT (G10-
90) considerado un estimado de extension de la germinacion. En fase de crecimiento
en bandejas y en campo se evalud la supervivencia y los caracteres agromorfolégicos.
El disefio experimental y los andlisis estadisticos se adecuaron a los experimentos
trazados. Las dosis de reguladores de crecimiento mostraron diferencias significativas
respecto al control, potenciando la germinacion de las semillas. Se logré una rapida
tasa de crecimiento y no hubo diferencias en cuanto a la sincronia de la emergencia de
la semilla. Se logré una eficiente adaptacién de las plantas tratadas a condiciones
controladas y a campo manteniendo un crecimiento estable con plantas vigorosas,
sanas y sin presentar anormalidades visibles fenotipicamente.

Palabras claves: Clitoria ternatea, reguladores de crecimiento, germinacion, emergencia
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INTRODUCCION

En Cuba la alimentacion de la masa ganadera se basa fundamentalmente en el
uso de los pastos y forrajes debido a sus bondades nutricionales y por contar con
un clima que lo permite (Lezcano, 2010); en el pais se han realizado
prospecciones a las areas ganaderas colectandose alrededor de 28 géneros con
mas de 720 accesiones. El banco de germoplasma de la Estacion Experimental de
Pastos y Forrajes de Sancti Spiritus es el encargado de la custodia de estas
especies para su evaluacion, reproduccién y conservacion.

Las semillas de la mayoria de las especies leguminosas tienen comportamiento
ortodoxo por su tolerancia al almacenamiento a largo y mediano plazo, lo cual
facilita su conservacion (Weitbrecht et al.,, 2011). No obstante, mantener la
viabilidad de las semillas conservadas en el tiempo se convierte en una de las
tareas mas engorrosas para la mayoria de los bancos de semillas del mundo
(Gémez-Campo, 2006a).

Los reguladores del crecimiento, segun Tsatsakis y Schitiman (1993), son
sustancias endogenas insustituibles para las plantas, pues en su interrelacion
deciden el crecimiento y las bases para su ulterior desarrollo. En leguminosas Ellis
et al. (1995) describen el uso de diversas concentraciones de auxinas vy
giberelinas acorde a género y especie, para favorecer el potencial fisiolégico en la
germinacion de semillas conservadas en bancos de germoplasma.

Las auxinas juegan un destacado papel en casi todos los procesos relacionados

con el desarrollo de las plantas, incluyendo la germinacion de las semillas



(Hopkins y Huner, 2009; Stepanova et al.,, 2011). También se reconoce su
importancia para la elongacion y division celular, asi como en la formacion del
embrién y su desarrollo (Del Pozo et al., 2005).

Capote et al. (2012) han reportado incrementos en los porcentajes de germinacion
de diversos cultivos de importancia economica ante la aplicacion de acido
giberélico (AGs). Este resultado se corrobora por Asrar (2012) al demostrar que la
aplicacion exdgena de AGs facilita el comienzo de la germinaciéon en semillas de
Fagus sylvatica L.

Nelson et al. (2009) resumen que, a pesar de décadas de investigacion, la
dormancia de la semilla sigue siendo un estado fisiol6gico complejo no entendido
bien en la actualidad, el cual necesita de recursos como la luz, temperatura,
nutrientes y hormonas vegetales, destacando el AGs por su implicacién en el inicio
y realizacion de la germinacién. Reconocen que la proporcién de acido abscisico
(ABA) y giberelinas (AG), en lugar de las cantidades absolutas de éstas hormonas,
parece ser critico en este proceso. Asi, para liberar la semilla de la dormancia e
iniciar la germinacién, debe ocurrir una alteracién en la biosintesis y degradacién
en hormonas que lleve a una baja proporcion ABA/AG que permita una
disminucién en la sensibilidad de ABA y un aumento en la sensibilidad de AG que
aumente el potencial de crecimiento del embrién y debilite la cubierta de la semilla
para que la radicula de la plantula pueda penetrarla con mayor facilidad (Guangwu
y Xuwen, 2014).

Las pérdidas en la viabilidad de los genotipos conservados en el banco de

germoplasma del Instituto de Investigaciones de Pastos y Forrajes (IIPF)



observada al aplicar los métodos convencionales establecidos por las reglas
internacionales para la evaluacion de semillas (ISTA, 1993) motivo el estudio de
algunos factores que pudieran incrementar el potencial fisiolégico de dichas
especies, y recuperar asi la utilidad de las mismas. Por presentar severas
pérdidas en el porcentaje de germinacion, siendo las mas tardias dentro de la
coleccién conservada por 20 afios, el Departamento de Recursos Fitogenéticos
del centro recomendé la conchita azul (Clitoria ternatea SC-136) para su estudio.
HIPOTESIS DE TRABAJO

El empleo de reguladores de crecimiento como tratamientos pregerminativos en
semillas conservadas de Clitoria ternatea L., incrementan la germinacion y
mejoran el crecimiento inicial de las plantulas de esta especie forrajera.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la efectividad del empleo de reguladores del crecimiento como
tratamientos pregerminativos en semillas conservadas de Clitoria ternatea L.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos son los siguientes:

e Evaluar el efecto de diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento en la estimulacién de la fase de germinacion de semillas
conservadas de Clitoria ternatea L.

e Evaluar el comportamiento morfoagronomico de las plantulas de Clitoria

ternatea L. en condiciones semi-controladas y en campo.



CAPITULO I. REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1.- Origen, distribucion, caracteristicas botanicas, agrondmicas Yy
zootécnicas de Clitoria ternatea L.
El género Clitoria incluye 60 especies distribuidas en su mayoria dentro de la zona
intertropical y muy pocas en zona templada (Kumar et al., 2010). En su mayoria
son nativas del Neotrépico con cuatro de Africa, seis del sudeste asiatico y una de
Australia. En Las Antillas se incluyen ocho especies, no endémicas, comprendidas
en tres subgéneros, segun Fantz (1990):
e Subgénero Bractearia:
C. arborescens (R. Brown).
C. dendrina (Pitt.).
C. fairchildiana Howard.
C. javitensis (H.B.K.) Benth.
e Subgénero Clitoria:
C. ternatea L.
e Subgénero Neurocarpum:
C. falcata Lam.
C. guianensis.
C. laurifolia Poir.
Dentro del subgénero Clitoria en Las Antillas aparecen cuatro endémicos y un
nativo ampliamente extendido en el paleotrépico, uno de ellos es una enredadera

comunmente cultivada y naturalizada (Fantz, 1990).



La especie Clitoria ternatea L. (Greuter y Rankin, 2017) cuyos nombres comunes
son campanilla (Panama), papito (Salvador), bejuco de conchitas o conchita azul
(Puerto Rico Cuba y México), zapatico de reina (Venezuela), clitoria (Colombia),
campanita morada, entre otros (Medel, 2008), es originaria de América Tropical
(Skerman, 1991) y también se menciona como centro de origen Asia Tropical (Al-
Snafi, 2016). Villanueva et al. (2004) la localiza en ambos hemisferios de la tierra,
desde los 20° N hasta los 24° S, donde se puede encontrar naturalmente o en
forma cultivada (Medel, 2008).

Esta leguminosa prospera bien desde el nivel del mar hasta los 1 600 m de altitud
o inclusive hasta los 1 800 msnm. Requiere precipitaciones desde 400 mm, con un
mejor desempefio en areas con 1 500 mm anuales. Se adaptada a diferentes
condiciones de suelo, desde arenosos hasta aluviales, limosos profundos y
arcillosos. También puede tolerar la salinidad, cultivindose en suelos de pH alto,
dando buenos resultados en suelos pobres y mejores en suelos arcillosos, ademas
es tolerante a la sequia. Esta especie es una de las méas productivas y
persistentes en el tropico. Por ejemplo, en Australia en un suelo arcilloso arenoso
persistié por cuatro afios. Sin embargo, presenta un crecimiento lento y una baja
persistencia en suelos infértiles, pero se desarrolla exitosamente en suelos
arcillosos y fértiles. En México la C. ternatea se adapta muy bien en suelos de
buena fertilidad, profundos y humedos (Medel, 2008). Las experiencias en Cuba
demuestran que la conchita azul se desarrolla en areas ganaderas, siendo

reconocida por su alto valor nutricional (Ramos et al., 2008).



Clitoria ternatea L. es una planta trepadora perenne, herbacea ligeramente lefiosa
en la parte baja, con tallos delgados y pubescentes, voluble hasta una altura de 5
m 0 mas; si No encuentra en qué apoyarse, postrada, hojas imparipignadas con 5-
7 foliolos de elipticos a muy lanceolados de 1-5 cm de largo y 1-3 cm de ancho,
poco pubescentes, de color verde intenso en el haz y verde mas claro por el
enveés, peciolos de 1-4 cm de largo. Flores axilares, pedunculos, 1 floros, de 1 a 3
cm de largo, bracteas aovados—orbiculares, obtusas, de 5 a 7 mm de largo. Caliz
tubular, 5 dentado, de como 1,7 cm de largo, los I6bulos lanceolados, acuminados,
los 2 superiores mas o menos unidos. Corola grande, azul o blanca, a veces
doble, el estandarte de 3 a 4 cm de largo, erecto, retuso, estrechado en la base;
alas oblongas, encorvadas; quillas agudas, mas corta que las alas. Estambres
mas o menos monadelfos; anteras todas semejantes. Ovario estipitado; estilo
alargado, encorvado, peludo a lo largo de la cara interna. Vaina casi senil, plana,
lineal, 2 valva, terminada en pico, pubescente, de 13 cm de largo o menos 'y 1 cm
de ancho, con 7-10 semillas por vaina. Semillas comprimidas, subrenifromes,
moteadas, de 5 a 6 mm de largo (Fantz, 1990; Al-Snafi, 2016; Deshmukh y Desali,
2017).

Es una planta autbnoma con un nimero de cromosomas de 2n=16 cromosomas y
se plantea que fertilidad del polen oscila entre 93-97%, es de dia corto, con un
ciclo de 120-180 dias y la maduracion de la semilla es escalonada lo que dificulta
la mecanizacion de la cosecha (Skerman et al., 1991).

Esta planta es relativamente especifica en cuanto a sus necesidades de rizobios, y

es atacada por nematodos, saltamontes y crisomélidos; en condiciones de



humedad es afectada por Rhizoctonia microsclerotia, Corticium solani y virosis
como el mosaico dorado (Skerman et al., 1991; Duangkhet, 2018).

En evaluaciones sobre los efectos de la altura y los intervalos de corte, se verificd
que la produccién de materia seca se incrementa con la longitud del intervalo de
corte, hasta un maximo de 56 dias, siendo la combinacion de este intervalo con
una altura de corte de 5-10 cm, la de mejor resultado; por otro lado, al evaluar la
variacion estacional de los contenidos de nutrientes y el valor nutritivo de plantas
forrajeras entre ellas C. ternatea, ésta mostré el mejor y mas estable contenido de
nutrientes por planta, dentro de las leguminosas evaluadas, ademas tuvo una
produccion de MS aceptable (2 309 kg) segun Enrique et al. (1995).

Se considera muy util como abono verde (Castro et al., 2018), cultivo intercalado y
como cobertura en cultivos perennes y se asocia bien con gramineas altas y
estoloniferas de los géneros: Sorghum, Megathyrsus, Cenchrus, Cynodon,
Digitaria y Brachiaria; ademas por su habito de crecimiento puede ser utilizada en
los sistemas silvopastoriles. Bajo condiciones de riego es posible obtener con
Clitoria rendimientos anuales superiores a 20 t/ha de materia seca (MS) y bajo
pastoreo es capaz de persistir y soportar cargas de 4-6 cab/ha en asociacion con
gramineas (Cdrdova et al., 1987; Enrique et al., 1995; Binder, 1997).

Produce hasta 24 toneladas de forraje fresco por hectarea. En asociacion con
pasto guinea (Megathyrsus maximus), 0o con pasto jaragua (Hyparrhenia rufa)
produjo hasta 18 toneladas de forraje seco por hectarea por afo (Villanueva et al.,
2004). El contenido de proteina en la materia seca varia de 24 - 30 % (Suérez et

al., 2012). Otros autores reportan un contenido de proteina bruta de 19,25 %



(Murillo et al., 2015), 43 % para las semillas, y una digestibilidad de la materia
seca de 74,2 % y no causa toxicidad. También Garcia et al. (2015) al comparar el
rendimiento y valor nutritivo de varias leguminosas forrajeras registré las mayores
concentraciones de proteina en Clitoria ternatea con valores cercanos a 200 g/kg
de MS a partir de los 42 dias de rebrote en ambas épocas del afio. De ahi que
puede ser consumida por borregos, cabras y bovinos. Puede utilizarse para el
pastoreo directo, corte en verde para hacer heno, como abono verde y para
ensilaje con gramineas (Medel, 2008).

Rojas et al. (2005) al evaluar la produccion de materia seca del pasto Elefante
(Cenchrus purpureus) solo y asociado con Clitoria ternatea obtiene los mayores
rendimientos de materia seca con intervalo de corte de 70 dias (22,3 t/ha) y en la
asociacion (22,4 t/ha).

Para la Clitoria ternatea se recomienda la utilizacién de un sistema de pastoreo
rotacional con tiempo controlado (<2 h/dia), respetando los tiempos de ocupacion
y descanso requeridos por el cultivo, con periodos de ocupacidon no mayores de
siete dias y periodos de descanso que varian de 40 a 60 dias, segun la época del
afo (Garcia, 2014). En cultivos y asociaciones establecidas, el inicio del pastoreo
es posible el mismo afio con carga animal baja. Asociada, el exceso de una u otra
especie debera controlarse con el mismo pastoreo, utilizando cargas variables,
manteniendo un balance entre las especies utilizadas, garantizando asi la
productividad y persistencia de la pradera (Garza et al., 1972).

Por otro lado, Medel (2008) mencion6 que en asociacibn con gramineas

estoloniferas como zacate pangola (Digitaria decumbens) y bajo pastoreo es



capaz de persistir y soportar de cuatro a seis cabezas de ganado bovino por
hectarea, sin embargo, recomienda tres cabezas por hectarea para menor riesgo
de la leguminosa.

Villanueva (2000) refiere en relacion con la produccién de carne bovina ganancias
diarias de peso por animal de 402 g en vaquillas europeas bajo condiciones de
pastoreo en monocultivos de Clitoria, y también se observd después de 363 dias
de pastoreo una ganancia diaria promedio de peso vivo por animal de 944 y 920 g
en praderas asociadas de Pangola/Clitoria, utilizadas bajo dos sistemas de
pastoreo. Por otra parte, se reportan ganancias promedio de 717 g diarios por
animal cuando se evalia el comportamiento productivo de bovinos bajo
condiciones de pastoreo en una asociacion similar de Pangola/Clitoria, con tres
cargas animal y diferentes dias de pastoreo y descanso.

Al comparar la utilizacion de heno de Clitoria y alfalfa en la alimentacion de
becerros lactantes alimentados ad libitum desde la primera semana de edad
(Villanueva, 2000) no encontré diferencias en las ganancias de peso por animal,
las cuales fueron de 743 y 803 g/dia, observandose una eficiencia alimenticia de
550 y 650 g/kg de alimento consumido para los henos de Clitoria y alfalfa,
respectivamente.

La produccion de carne ovina con la utilizacion de Clitoria ternatea fue similar para
los animales mantenidos en pradera, respecto a los estabulados con suplementos
a base de Clitoria (23% PC) y una mezcla de gallinaza y pulidura de arroz (16%
PC, 200 g/animal/dia). Asi, las ganancias de peso por animal, fluctuaron de 152 a

160 gramos cuando se utilizé total o parcialmente la alimentacién con Clitoria; sin



embargo, los tratamientos a base de Clitoria fueron mas rentables que aquellos
que incluian el suplemento basado en gallinaza y pulidura de arroz (Villanueva,
2000).

Al comparar el suministro de heno de alfalfa y de clitoria a vacas Suizo Pardo,
Villanueva et al. (2004) no encontraron diferencias en la produccion de leche (10,5
vs 10,1 L/dia), pudiéndose incluir hasta un 50 % en el suplemento sin detrimento
en la produccién lactea para reducir el 30 % los costos de alimentacion. En
sustitucion de gramineas hay incrementos de 1,6 a 3,0 kg/animal/dia de la
produccion de leche sin efectos en su calidad.

En su composicién quimica, posee contenidos de proteina bruta que oscilan entre
17,6-22 %, destacandose por sus altos porcentajes de aminoacidos esenciales
como: arginina (4,4%), leucina (7,4%), glicina (4,1%), lisina (6,1%), similares o
superiores en algunos casos a otras leguminosas importantes como la soya,
leucaena y alfalfa; los niveles de &acidos grasos saturados e insaturados son
comparables con los que poseen el mani, la palma de aceite y el ajonjoli, ya que
contiene 50 % de acido oléico, 16% de &cido palmitico y 9% de &cido esteérico;
presenta bajos niveles de factores antinutricionales y toxicos (glicésidos
cianogénicos, polifenoles, fitatos y actividad inhibidora de la tripsina), comparada
con otras leguminosas como Canavalia ensiformis, C. gladiata y Phaseolus
lunatus (Laurena et al., 1994; Lucas y Souto, 1997; Al-Snafi, 2016).

No obstante, a partir de semillas de esta especie, se aislaron proteinas con
probada accion antifangica y bactericida (Gollen et al., 2018), que pudieran

encontrar amplia aplicacion en la transformacion genética de plantas, para
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incrementar su resistencia a las enfermedades producidas por hongos y bacterias.
Se establecio la estructura y funcion de un carotenoide presente en las raices de

C. macrophylla y C. fairchildiana (6-deoxiclitoriacetal 11-O-beta-D-glucopirandsido)
y se comprobd su accion citotoxica in vitro, contra una linea celular de leucemia
(Lin et al., 1992; DaSilva et al.,1998); finalmente, se purificaron y caracterizaron
parcialmente inhibidores de tripsina de 20, 12 y 7 Kda a partir de semillas de C.
ternatea y se detectdé que sus sitios activos son de lisina y arginina (Macedo et

al.,1992; Lata Zingare et al., 2013).

I.2.- Conservaciéon de semillas ortodoxas en bancos de germoplasma

La conservacién de germoplasma vegetal como actividad cientifica fue propuesta
en los afos 70 del siglo XX con el objetivo de prevenir la erosion genética y
mejorar la productividad agricola de muchas especies a partir de la conservacion
de diferentes especies y genes de interés. Existen dos estrategias basicas para la
conservacion de germoplasma vegetal, la conservacion in situ y la conservacion ex
situ (Nodarse et al., 1998).

En la conservacion in situ las especies se mantienen en su habitat natural,
generalmente en parques nacionales, reservas biolégicas y reservas ecoldgicas.
Mientras que, en la conservacion ex situ las especies se preservan fuera de su
habitat natural, en bancos de semillas botanicas, bancos de plantas en campo o
en bancos de plantas in vitro (Reed et al., 2004; Garcia, 2007).

La conservacion ex situ busca mantener el germoplasma fuera de sus ambientes

originales, ya sea en forma de plantas enteras (jardines botanicos) o en bancos de
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genes, semillas, tubérculos o propagulos (bancos de germoplasma) segun Baena
et al. (2003) y Franco (2008).

Para fines de conservacion las semillas se clasifican en ortodoxas y recalcitrantes.
Las primeras conservan su viabilidad después de deshidratarse, pudiendo
reducirse su contenido de humedad y germinar sin problemas después de
rehidratarse; por lo mismo constituyen el material idéneo para almacenamiento de
largo plazo en bancos de conservacion. Por el contrario, las semillas recalcitrantes
no toleran una deshidratacion significativa respecto al contenido de humedad
presente en el momento de la diseminacion (generalmente entre el 30 y 50), de
modo que no pueden ser objeto de conservacidbn como tales en bancos de
semillas (Gutiérrez y Koch, 2015; Reveles y Velasquez, 2017).

Al conservar las semillas ortodoxas en bancos de germoplasma puede utilizarse el
secado a niveles de humedad del 6 %, y la congelacion a -20 °C (Berjak y
Pammenter, 2013). Esta forma de conservacién, si bien no es perfecta, es
eficiente en extender la longevidad de las semillas a periodos que pueden superar
los 50 afios, lo cual reduce los riesgos de contaminacion y pérdida de la diversidad
genética de las poblaciones conservadas, y los costos asociados a multiplicar
periodicamente un numero importante de unidades de conservacién. Estas
unidades de conservacion son llamadas “accesiones” y estan normalmente

conformadas por muestras mayores a 1 500 semillas (Condoén y Rossi, 2018).

.2.1.- Mantenimiento de la viabilidad

La mayoria de las plantas forrajeras, tanto gramineas como leguminosas producen

semillas ortodoxas, capaces de almacenarse por largos periodos de tiempo sin
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perder la viabilidad, bajo las condiciones adecuadas, en bancos de germoplasma.
Las colecciones base usualmente conservan semillas desecadas (4 a 7 %) en
recipientes herméticos a temperaturas bajas (-18 a -20 °C) y las colecciones
activas utilizan temperaturas entre -5 y +5 °C con una humedad relativa de + 35 %
(Engels y Visser, 2003; Gomez-Campo, 2007).

A pesar de conservarse las semillas en condiciones adecuadas existen
procedimientos de rutina en los bancos de germoplasma para controlar la
viabilidad de las accesiones, no existiendo una norma general para todas las
especies ya que tienen distintas exigencias de luz, medios y temperatura (Gémez-
Campo, 2006b). Asi, la regeneracion o multiplicacibn se realiza cuando la
viabilidad de un lote se encuentra por debajo de un nivel aceptable; este nivel es,
frecuentemente, del 85%; o cuando el peso o el nimero total de semillas de una
accesion es menor que la cantidad minima permitida (FAO, 2014). El orden de
prioridad seguido para regenerar las accesiones es el siguiente: las que tienen
baja viabilidad, las que se necesitan con urgencia para suministro o uso en el
banco de germoplasma y las que tienen un bajo nimero de semillas, pero una alta

viabilidad (Painting et al., 1993).

[.2.2.- Mantenimiento de la integridad genética

Un banco de germoplasma es un repositorio de semillas, tejidos o plantas que
tiene por objetivo preservar la diversidad genética. Por este motivo es que se lo
considera un tipo de banco, ya que estas semillas y sus genes son conservados
como un recurso a ser utilizado con fines de investigacion, incluyendo el

mejoramiento genético (Reveles y Velazquez, 2017).
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La diversidad genética comprende la variacion hereditaria tanto dentro como entre
poblaciones de una especie 0 grupo de especies. Esta variacion es lo que permite
a las especies adaptarse, se encuentra en el ADN, y puede dar mejores (0 peores)
caracteristicas adaptativas a las siguientes generaciones. Los bancos de
germoplasma intentan compendiar esta diversidad; asi el germoplasma, es el
conjunto de genes que se transmite por la reproduccién a la descendencia por
medio de gametos o células reproductoras (Reveles y Velazquez, 2017).

Para las especies de semillas ortodoxas, los bancos de germoplasma constituyen
el método mas practico para preservar grandes cantidades de material genético en
un pequefio especio. En los Ultimos tiempos se plantea posible la conservacion
por siglos o incluso un milenio. Paradéjicamente, al conservarse es posible la
aparicion de erosion genética interna, que comienza desde el proceso de
seleccion, seguido de los test de germinacion, distribucién, regeneracion, etc.
Estas operaciones pueden parecer normales y necesarias, pero a la vez pueden
provocar pérdidas de materiales cuando se conducen sin la suficiente atencién o
detalle, o sin analizar las pérdidas econdémicas. De este modo, los métodos de
preservacion no adecuados pueden llegar a ser la causa principal de pérdidas
masivas de material valioso, y asi de erosion genética (Gémez-Campo, 2006a;
Pullin et al., 2013).

Por lo anterior, contribuir a la preservacion de la diversidad genética de las
especies nativas y naturalizadas (principalmente de wuso forrajero), cuyas

poblaciones se pueden considerar en riesgo por el impacto de la intensificacion
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agricola y/o el cambio climatico es una tarea prioritaria para los gobiernos (Condén

y Rossi, 2018).

.2.3.- Mantenimiento de la sanidad de las semillas

Los bancos de germoplasma deben esforzarse por garantizar que las semillas que
conservan y distribuyen estan libres de enfermedades transmitidas por semillas y
plagas reglamentadas (bacterias, virus, hongos e insectos). Normalmente las
superficies externas pueden eliminarse de forma eficaz mediante procedimientos
de desinfeccién superficial. A menudo, los bancos de germoplasma carecen de la
capacidad y los recursos necesarios para estudiar si las muestras recolectadas o
adquiridas y las muestras recolectadas en las parcelas de regeneracion/
multiplicacion estan libres de enfermedades transmitidas por semillas y plagas.
Esto ocurre de forma especial con el germoplasma recibido de terceros (FAO,
2014). La limpieza de algunas muestras infectadas o infestadas puede ser fécil,
mientras que otras pueden requerir de métodos de limpieza mas sofisticados
(Dulloo et al., 2008).

Los procedimientos para mantener un germoplasma saludable son importantes en
cualquier coleccién para poder proveer de plantas saludables a las diferentes
solicitudes que se le realicen al banco de germoplasma. Las mayores dificultades
se presentan generalmente para conseguir los antisueros necesarios en técnicas
de deteccion de virus especificos. Los curadores deben ser los encargados de
considerar el estado de salud y la susceptibilidad de los materiales vegetales

cuando deciden el modo de conservarlos (Reed et al., 2004).
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Los requisitos para mantener el germoplasma sano han sido descritos en
numerosas publicaciones que detallan la identificacion de patégenos (Diekmann y
Putter 1996; Frison y Taher, 1991; Duefas et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009;
Thomas, 2015). La certificacion fitosanitaria también es un factor fundamental para

el intercambio de germoplasma entre instituciones (Reed et al., 2004).
|.3.- Fisiologia de las semillas de las leguminosas forrajeras

Las semillas de las leguminosas forrajeras, pueden secarse y almacenarse a bajas
temperaturas y bajos contenidos de humedad, segun los patrones convencionales
para las semillas ortodoxas; estos dos factores son determinantes para el éxito en
su conservacion. Una disminucién simultanea de ambos factores permite,
tedricamente, mantener durante cientos de afios la viabilidad de sus semillas

(Reino, 2005).

Estas semillas pueden sobrevivir y persistir por largos periodos de tiempo, ya sea
almacenadas o en el suelo, por su cubierta dura e impermeable (Boschi et al.,
2016), permitiendo conservar la viabilidad y mantener el mismo tamafio y aspecto

al finalizar el analisis de germinacién en el laboratorio (ISTA, 2012).

Los procesos fisiolégicos de crecimiento exigen actividades metabdlicas
aceleradas y la fase inicial de la germinacién consiste primariamente en la
activacion de los procesos por aumentos en la humedad y actividad respiratoria de
la semilla (Doria, 2010).

Atendiendo a la longevidad de las semillas, es decir, el tiempo que éstas

permanecen viables, puede haber semillas que germinan todavia después de
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decenas o centenas de afios, con una cubierta seminal dura, como es el caso de
las leguminosas. Una semilla sera mas longeva cuando menos activo sea su
metabolismo. Esto a su vez origina una serie de productos téxicos, que al
acumularse en las semillas produce efectos letales para el embridén. Las bajas
temperaturas dan lugar a un metabolismo mucho mas lento, por lo que las semillas
conservadas en esas condiciones viven mas tiempo que a temperatura ambiente
(Alzugaray et al., 2007).

Segun Velazquez, 2014 la calidad fisiolégica de la semilla abarca la suma de todas
las propiedades o caracteristicas, las cuales determinan el nivel potencial del
comportamiento de las semillas y el establecimiento del cultivo. Los componentes
de la calidad de la semilla incluyen los aspectos genéticos, fisicos, fisiologicos y

sanitarios (microorganismos e insectos).

.3.1.- Dormancia

Uno de los principales problemas para establecer cultivos es la latencia de
semillas, que en condiciones naturales asegura la supervivencia de las especies
en situaciones desfavorables (Sanabria et al., 2001). Baskin y Baskin (2004)
clasifican a la dormancia en: fisioldgica, regulada por la temperatura; morfolégica,
se presenta por el subdesarrollo del embrién; morfofisiolégica, cuando existe
efecto de los dos tipos de dormancia anteriormente citadas; fisica, presente
cuando existen capas impermeables al agua; y combinada, cuando una semilla
presenta todos los tipos de latencia citados (Abril-Saltos et al., 2017). La latencia

fisica también es denominada como interna o enddgena, puede generarse por la
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semipermeabilidad de la cubierta de la semilla, conocida como imbibicion
tegumentaria, y participan en su regulacion el acido abscisico y las giberelinas
(Herrera et al.,, 2006). La latencia morfolégica o embrionaria, en ocasiones se
supera con exposicion a enfriamiento en humedo (Abril-Saltos et al., 2017), donde
las semillas pueden germinar en un rango mas estrecho de condiciones
ambientales; sin embargo, al eliminarse permite la germinacién en un rango mas
amplio de condiciones (Herrera et al., 2006).

En los bancos de germoplasma, la dormancia interfiere con los procedimientos
normales de regeneracion y monitoreo de la germinacion. Varias de las especies
almacenadas presentan un elevado grado de dormancia (Pérez-Rodriguez et al.,
2014). Este comportamiento dificulta su regeneracién y como consecuencia, su
conservacion (Wunschova et al., 2009).

Para interrumpir la dormancia se emplean diferentes tratamientos con resultados
diversos. La exposicidon a diferentes concentraciones de Giberlinas (GAs) por
diferentes intervalos de tiempo (Bewley y Black, 1994), la incubacién de semillas a
bajas temperaturas (comunmente de 5 a 10 °C) en condiciones de humedad para
simular un periodo de hibernacién (Yamauchi et al.,, 2004), la exposiciébn a
diferentes fuentes de nitrogeno (Bethke et al., 2007; Oracz et al.,, 2009), la
inmersion de semillas en nitrégeno liquido (-196 °C) por determinados periodos
(Chen et al., 2009) y la escarificacion con acido sulflrico (H2SO0a) (Finkelstein et
al., 2008) han sido procedimientos satisfactorios para promover la germinacién en

diferentes especies.
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[.3.2.- Vigor y germinacion

El vigor de un lote de semillas, se define como el conjunto de propiedades que
determinan el nivel de actividad y capacidad de las semillas durante la
germinacion, y posterior emergencia de las plantulas. Las semillas con buen
comportamiento se consideran semillas de alto vigor. Cuando una semilla es
viable, y no presenta dormancia, germinard cuando se le coloque en las
condiciones adecuadas de humedad, luz y temperatura. Por lo tanto, se acepta
que la capacidad germinativa de un lote de semillas es un reflejo directo de su
viabilidad (Reveles y Velazquez, 2017).

Las pruebas de germinacion y de viabilidad han sido utilizadas ampliamente en la
evaluacion de la calidad de las semillas, cabe destacar que la calidad fisiol6gica
hace referencia a mecanismos intrinsecos de la semilla que determinan su
capacidad de germinacién, la emergencia y el desarrollo de aquellas estructuras
esenciales para producir una plantula normal bajo condiciones favorables
(Jaramillo y Baena, 2000; Cruz, 2017).

Segun Reveles y Velazquez (2017) la emergencia de la radicula es el criterio que
se suele utilizar para determinar si una semilla ha germinado, expresandose los
resultados obtenidos como porcentaje de semillas germinadas (porcentaje de
viabilidad). Por otra parte, Celis et al. (2008) cuantifican el vigor de la plantula
como el peso o tamafio de las plantas jovenes que aun dependen de las reservas
del endospermo (etapa heterétrofa). Luego, al ser consumidas las reservas del
endospermo, las plantulas dependen de su capacidad para generar asimilados,

formar un dosel y superar a las arvenses.

19



La emergencia es dependiente de la calidad de la semilla y del ambiente de cultivo
(humedad del suelo, patdgenos, temperatura e impedancia, como los mas
importantes). Unas semanas después de la emergencia, las diferencias
morfolégicas entre las plantulas permitiran conocer el denominado vigor temprano

(Revilla et al. 1999).

[.3.3.- Longevidad

El tiempo que tardan las semillas en perder su viabilidad (longevidad) es variable,
de acuerdo a la especie y dependiendo de factores tanto externos (temperatura
ambiental), como internos de las semillas (contenido en humedad, genotipo, etc.),
no obstante, la longevidad media de la mayoria de las especies se puede situar
entre 5y 25 afios (Pérez y Pita, 2001).

Dada la importancia de todos estos aspectos en el ambito de la fisiologia y
tecnologia de semillas, se han desarrollado diferentes protocolos para evaluar la
viabilidad y vigor de las semillas, asi como para lograr condiciones de
almacenamiento que aseguren una mayor longevidad (Jaramillo y Baena, 2000).
Por ello las principales colecciones de semillas son de especies con semillas
ortodoxas, que en teoria pueden alcanzar longevidades muy elevadas, debido al
efecto combinado de las bajas temperaturas y de la desecacion, y segun las
Reglas de Harrington podrian mantenerse viables durante mas de diez mil afios

(Pérez y Pita, 2001).
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l.4.- Tratamientos para estimular la germinacion

Un camino fisioldgico conocido para mejorar el comportamiento germinativo de
muchas especies de interés agricola son los tratamientos pregerminativos de
hidratacion-deshidrataciéon de las semillas, que ha probado ser eficiente para
revigorizar semillas envejecidas, acelerar e incrementar la germinaciéon y los
rendimientos de las plantas, tanto bajo condiciones ecoldgicas 6ptimas como
adversas (Bradford, 1986; Sanchez, et al., 2001).

Los métodos de hidratacion parcial de las semillas han sido agrupados en dos
categorias, en dependencia de si el suministro de agua a éstas es controlado o no.
Otros métodos de hidratacion se fundamentan en el uso de soluciones osméticas
que permiten la hidratacion de las semillas en funcion del equilibrio de potenciales
hidricos que se establecen en el sistema solucidon-semilla, el cual mantiene un
nivel de humedad deseado y desencadena mecanismos bioquimico-fisiol6gicos
relacionados con la germinacién. Esta metodologia ha sido aplicada con éxito en
un gran numero de cultivos como hortalizas, leguminosas y cereales (Reino,
2005).

El uso de tratamientos para romper la latencia tegumentaria permite que las
semillas presenten buena respuesta en tiempo y porcentaje de germinacion,
remojandolas durante veinticuatro horas a temperatura ambiente, lo cual podria
deberse a una imbibicibn mas rapida que la que se obtendria en el semillero
humedecido (Abril-Saltos et al., 2017).

Para mejorar el intercambio de oxigeno y humedad entre el embrion y el medio

ambiente, es necesario debilitar la cubierta tegumentaria, para ello se pueden
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aplicar tratamientos mecénicos como: incisiones en la cubierta de la semilla,
tratamientos con calor o debilitamiento de la cubierta con el uso de papel lijja o
arena gruesa (Oliveira et al., 2007).

La escarificacién con tratamientos quimicos también es comun, las sustancias mas
utilizadas son los &cidos sulfdricos y clorhidricos concentrados. Este mecanismo
genera un proceso de aireacién exotérmica, por lo cual es necesario dejarlas que
se enfrien antes de aplicar otros tratamientos (Abril-Saltos et al., 2017).

Otra de las herramientas actuales para mejorar la germinacion de las semillas y
los parametros fisiolégicos relacionados, optimizar la capacidad de absorcion,
degradacion de reservas y division celular es la aplicacion de las nanotecnologias.
El efecto de las nanoparticulas (NPs) comienza a manifestarse desde la
germinacion de las semillas, reflejandose en una mayor emergencia y uniformidad,
que se constata en la germinacion final. Esto se debe principalmente a la
penetracion de nanomateriales en la semilla, para permitir un aumento de la
imbibicién de agua y micronutrientes, que aceleran la degradacion de reservas y
benefician a las primeras etapas del proceso germinativo (Cruz, 2017).

Para estimular la regeneracion de semillas conservadas en bancos de
germoplasma también se han probado diversas sustancias quimicas, y dentro de
ellas los reguladores de crecimiento por su importante rol durante el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Taiz y Zeiger, 2006; Mayo-Mosqueda et al., 2017). En
leguminosas Ellis et al. (1995) describieron el uso de diversas concentraciones de

auxinas y giberelinas de acuerdo con el género y especie, para favorecer el
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potencial fisiolégico en la germinacion de semillas conservadas en bancos de
germoplasma (Quintana et al., 2013).

Las auxinas juegan un destacado papel en casi todos los aspectos relacionados
con el desarrollo de las plantas, incluyendo la germinacién de las semillas.
También se reconoce su importancia para la elongacion y divisién celular, asi
como en la formacién del embrién y su desarrollo (Hopkins y Hiner, 2009).

Por otra parte, el incremento de la germinacion en semillas de varios cultivos de
importancia econOmica ante la aplicacidbn de acido giberélico (AGs) ha sido
expuesto por Capote et al. (2012). Este resultado se corrobor6 por Asrar (2012) al
demostrar que la aplicacién exégena de AGs facilita la ruptura de la dormancia y el
comienzo de la germinacion en semillas de Fagus sylvatica L.

Otros autores coinciden en que el acido giberélico puede ser utilizado como un
desinhibidor de la germinacién y asi, reemplazar la necesidad de estimulos
ambientales, como luz y temperatura (Saldivar-lglesias et al., 2010). Algunas
investigaciones han demostrado el efecto del &cido giberélico en la germinacion de
semillas de Ferocactus sp. (Amador et al., 2013), Ischaemum rugosum Salisb
(Jarma et al., 2007), Nothofagus alessandri, Nothofagus obligua y Nothofagus
pumilio (Rocuant, 1984), donde las giberelinas influyeron en la activacion del
crecimiento vegetativo del embrion, el debilitamiento de la capa del ensdospermo
y la movilizacién de reservas almacenadas en este (Taiz y Zeiger, 2006).

Carranza et al. (2016) reconocen a las hormonas de las plantas incluyendo ABA,
etileno, auxinas, citoquininas, giberélinas y brasinoestoroides como sustancias

guimicas que controlan muchos procesos fisioldgicos y bioquimicos, los cuales
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pueden afectar diferentes actividades incluyendo la latencia y germinacion de las
semillas.

Los pardmetros méas importantes que controlan el proceso de latencia en semillas,
son cambios a nivel molecular, que incluyen alteraciones de proteinas y
hormonales, ej. el balance entre ABA y giberélinas (Graeber et al., 2012). Asi, la
latencia de las semillas esta bajo la influencia de las hormonas de las plantas, y de
las caracteristicas morfolégicas y estructurales de la semilla, tal como, el
endospermo, pericarpio del fruto y propiedades de la cubierta seminal. El balance
giberélinas/ABA determina la habilidad de las semillas para germinar o las vias
necesarias para la germinacion. El nitrdgeno puede inhibir la latencia en la semilla
al disminuir los niveles de ABA, el etileno estimula la germinacién de semillas y
supera la latencia en varias especies. Puede interactuar con la luz y las giberelinas
para promover la germinacion de semillas de alfalfa (Carranza et al., 2016).

Por otro lado, se ha encontrado que las auxinas presentes en la punta de la
radicula de las semillas durante y después de la germinacion, estimulan un rapido
crecimiento de las plantulas (Hentrich et al., 2013). Las auxinas acumuladas en los
cotiledones de semillas, son la mayor fuente de auxina durante el crecimiento de
las plantulas (Miransari y Smith, 2014). Aunque las auxinas por si solas no son
importantes para la germinacion de semillas, su interaccion y cruce con las
giberelinas y el etileno puede influenciar los procesos de germinacion de semillas y
establecimiento (Carranza et al., 2016).

Las citoquininas (benciladenina, zeatina, kinetina, tidiazuron) son hormonas de

crecimiento que regulan un amplio rango de comportamientos en la planta,
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incluyendo la germinacion de las semillas. Pueden mejorar la germinacion y
ayudan a aliviar el estrés generado por la salinidad, la sequia, los metales

pesados y el estrés oxidativo (Carranza et al., 2016).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la
Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Sancti Spiritus perteneciente al
Instituto de Investigaciones de Pastos y Forrajes, del Ministerio de la Agricultura
de Cuba. El centro se localiza en los 21°55'25” de latitud norte y los 79°21°25” de
longitud oeste, en el punto de confluencia de la Carretera Central y el Rio Tuinucu,
asentandose sobre una de sus margenes; a una altitud sobre el nivel del mar de

40 m, y suelos distribuidos sobre pendientes del 2 % exposicion sur.

[I.1.- Material vegetal

Se emplearon semillas conservadas por 20 afios de la leguminosa forrajera
denominada conchita azul (Clitoria ternatea L. accesion SC-136) de flores blancas,
procedentes del banco de germoplasma del IIPF. Las condiciones de conservacion
fueron el estandar de acuerdo con lo descrito para el almacenamiento de semillas
ortodoxas en el Manual sobre tecnologia de semilla para bancos de germoplasma
(Ellis et al., 1985; Alvarez, 2014).

II.2.- Efecto de reguladores de crecimiento en la germinacion de semillas

conservadas de Clitoria ternatea L.

Las semillas fueron lavadas con agua y detergente comercial, seguido de
reiterados enjuagues en agua corriente hasta eliminar los restos del detergente.
En la desinfeccién se utilizé etanol 70% (1 minuto) con una gota de Triton X-100.

Posteriormente, se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 2,5 %
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de cloro activo durante 10 minutos y finalmente se enjuagaron tres veces con agua
destilada esteéril.

En todos los casos se colocaron 25 semillas por placa Petri (9 cm) sobre papel de
filtro (Double Rings) saturado (4 ml) en agua destilada estéril (control) y diferentes
soluciones de los reguladores del crecimiento (KIN: 6- furfuril amino purina, BAP:
6- bencil amino purina y AGs: 4cido giberélico) en concentraciones de 0,5y 1 mg/l
aplicadas solas o combinadas con ANA: &cido naftalen acético (0,1 mg/l).

El disefio fue completamente aleatorizado con cuatro replicas. La temperatura de
incubacion oscilé en 27 £ 2 °C y se realizaron evaluaciones diarias hasta los 21
dias.

En los ensayos se consideraron como germinadas las semillas con elongacion de
hipocotilo y emergencia de radicula que demostraron capacidad para desarrollarse
de manera sostenida en condiciones adecuadas, y como plantulas normales
aquellas con estructuras esenciales (raices, brotes y suficiente reserva de
alimento), capaces de desarrollarse en plantas reproductivamente maduras segun
Rao et al. (2007).

Las variables medidas fueron el porcentaje total de germinacién (PTG) por la
ecuacion PTG= (numero de semillas germinadas / nimero de semillas totales) x
100 (Sanchez y Ramirez, 2006). Se calcularon los dias hasta el 50 % del PTG y
los dias entre el 10 y 90 % del PTG (Murray et al., 1993). El periodo hasta el 50 %
del PTG (Gso) como una medicion inversa de la tasa de germinacion, mientras que

el periodo entre 10 y 90 % del PTG (G1o-90) se consideré como un estimado de la
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extension de la germinacién, lo inverso a la sincronia de germinacion (Tiryaki et
al., 2006).

A los 21 dias se evaluaron ademas, las variables porcentaje de plantas normales,
altura de las plantulas (cm), masa fresca (mg), longitud del hipocétilo (cm), longitud
de la radicula (cm) y la relacion LH/ LR.

[1.3.- Evaluacion del comportamiento morfoagrondémico de plantulas de

Clitoria ternatea L. en condiciones semi-controladas

Las plantulas germinadas a los 21 dias se desarrollaron bajo condiciones
semicontroladas con una iluminacion reducida al 70 % mediante una malla plastica
(zarén). La irrigacion fue manual con frecuencia de 3 riegos diarios en las dos

primeras semanas y 2 riegos en las restantes, este régimen se manejo de acuerdo

al comportamiento de las lluvias.

Figura 1. Llenado de las bandejas experimentales con el sustrato empleado.
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Las plantulas fueron sembradas en bandejas de poliespuma (Figura 1) con 120
orificios de capacidad 22 cm?y dimensiones de 66,0 cm de longitud, 35,0 cm de
ancho y 5,2 cm de altura. En los orificios se deposité el sustrato compuesto por
una mezcla de suelo Pardo mullido (Hernandez et al., 2015) y humus de lombriz
en proporcién 7:3 y el llenado de los mismos fue de forma manual.

Se tomd muestra de la mezcla del sustrato de las bandejas para ser analizada en
el laboratorio de la Estacion Experimental de Suelos Barajagua, atendiendo a los

siguientes elementos:

pH. (Cl K). Método potenciométrico. Norma: 22-1000.

P20s5y K20 (meqg/100g). Método Oniani y Machiguin (Colorimetria). Norma:

52-1999.

e Materia Orgénica (%). Método Walkley-Black, 1980 (Colorimetria). Norma:

65-2000.

e Ca', Mg**, T (meqg/100g). Método Complexométrico. Norma: 65-2000.

Na*, K* (meg/100g). Método fotometria de llama. Norma: 65-2000.

Variables a medir: con una frecuencia de 10 dias durante un mes se evaluo el
porcentaje de supervivencia y el porcentaje de plantas normales; se determind
ademas, la altura de las plantulas (cm) y la presencia de hojas verdaderas. A los
30 dias se conto la cantidad de hojas por planta.

El disefio del experimento fue completamente aleatorizado con cuatro replicas.
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[I.4.- Evaluacion del comportamiento agronémico de las plantas de Clitoria

ternatea L. en campo

La preparacion de suelo se efectudé de forma tradicional: rotura, grada, cruce,

grada, recruce y grada con un intervalo entre cada una de las labores de 15-20

dias, se combinaron las labores de traccion animal con mecanizada.

Figura 3. Muestra de la bandeja con las plantas previo a la plantacion en campo.
Las plantas con cepellones (Figura 2) procedentes de las bandejas (Figura 3)

fueron trasplantadas en campo a surco corrido con un marco de 0,60 x 0,30 m,
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depositadas a una profundidad de 1,5 a 2,0 cm, cubriéndolas ligeramente. Se
ubicaron siguiendo el mismo orden de los tratamientos probados en la induccion
de la germinacion, o sea, identificando cada tratamiento en el campo (1 al 11) para
su seguimiento evaluativo. El disefio experimental aplicado fue de distribucién en
serie sencilla (Rossell6 y Fernandez, 1986).
El tipo de suelo empleado fue Pardo mullido (Hernandez et al., 2015), y se le tomo
muestras para su andlisis agroquimico en el laboratorio de la Estacién
Experimental de Suelos Barajagua, atendiendo a los siguientes elementos:

¢ pH. (CI K). Método potenciométrico. Norma: 22 — 2000.

e P20s5y K20 (meqg/100g). Método Oniani y Machiguin (Colorimetria). Norma:

52 — 1999.
e Materia Orgéanica (%). Método Walkley-Black, 1980 (Colorimetria). Norma:
65 — 2000.

e Ca'*, Mg** (meq/100g). Método Complexométrico. Norma: 65 —2000.

¢ Na*, K* (meqg/100g). Método fotometria de llama. Norma: 65 —2000.
Los datos climaticos histéricos y del periodo experimental se tomaron de la
estacién meteoroldgica ubicada en el municipio de Sancti Spiritus, con la
caracteristica de ser la mas cercana al area donde se realizo el estudio, los
mismos fueron reportados por el Centro Meteoroldgico Provincial (Sancti Spiritus).
Los elementos climaticos estudiados fueron:

e Temperatura promedio (°C),

e Temperatura maxima (°C),

e Temperatura minima (°C),
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e Humedad relativa (%),
e Lluvias (mm),
e No. dias con lluvia.
Las mediciones realizadas a los 30 y 60 dias fueron:
1. Supervivencia (0=no vivo, 1=vivo).
2. Fenologia (1=estado vegetativo, 2=inicio floracién, 3=floracion plena,
4=vaina verde, 5=vaina madura, 6=vaina seca estado de cosecha).
3. Longitud del tallo rastrero (cm).
4. Altura hasta la yema apical (cm).

5. Planta normal (O=muerto, 1=normal, 2=anormal).

I1.5.- Procesamiento estadistico

Las variables con valores porcentuales se les aplicé una transformacion angular

por X’ = 2 arcsen v/P, donde P fue la proporcion. En el caso de las variables de

conteo de digitos pequefios se transformaron por X'=vx y por X’=\/0,5Tc cuando
aparecieron valores cero (Ruesga et al., 2005).

Una vez comprobados los supuestos para la aplicacion de pruebas paramétricas
se evaluaron los datos a través de un andlisis de varianza de clasificacién simple y
las diferencias fueron detectadas mediante la Prueba de rangos mdltiples de
Duncan (1955). Todos los procesamientos se hicieron utilizando el paquete

estadistico SPSS/PC para Windows version 15.0.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

[ll.1.- Efecto de reguladores de crecimiento en la germinacién de semillas

conservadas de Clitoria ternatea L.

Al someter las semillas a la desinfeccion se pudo observar un total control de
agentes contaminantes durante las pruebas de germinacion, lo cual permitio
evaluar los experimentos planificados con un 100 % de efectividad del método de
desinfeccion. Resultados similares fueron obtenidos por Quintana et al. (2014) en
la multiplicacion in vitro de varias leguminosas forrajeras y pueden deberse a que
la superficie lisa de la semilla de C. ternatea SC-136 facilita su desinfeccion.

Las diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento influyeron en los
resultados del porcentaje total de germinacion (PTG) de las semillas conservadas
en el Banco de germoplasma al presentar diferencias altamente significativas
respecto al control (Tabla 1), el cual fue superado del 10 al 25 % en todos los
casos. Esto corrobora que haya sido abordado por muchos autores el uso de
promotores del crecimiento celular, naturales y sintéticos, quedando bien
documentado el importante papel de éstos en diversos caracteres relacionados
con el crecimiento de las plantas (Asrar, 2012).

Los mejores porcentajes de germinacion (33 %) fueron observados al aplicar 1
mg/L de BAP soOlo o combinado con ANA (Tabla 1), lo cual puede deberse al
efecto de las citoquininas en la germinacion de semillas considerado
independiente de su rol en la morfogénesis de los brotes. Estudios recientes

muestran que las citoquininas han demostrado un efecto metabdlicamente activo
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en todas las fases de la germinacion desde la emergencia de la radicula hasta el
inicio del establecimiento de la plantula (Chiwocha et al., 2005; Stirk et al., 2005;
Nikoli¢ et al., 2006).

Tabla 1. Comportamiento de la germinacion de semillas conservadas de Clitoria

ternatea L. ante diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento.

Porcentaje total de germinacion (PTG)
Tratamientos

% X
Control 8 0,1434°
0,5 mg/l KIN 27 0,3748 @
1 mg/I KIN 22 0,3347 @
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 28 0,3826 @
0,5 mg/l BAP 26 0,3663 2
1 mg/l BAP 33 0,4172 @
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 33 0,4143 2
0,5 mg/l AGs 32 0,4003 @
1 mg/l AGs 27 0,3756 @
1 mg/l AGz+ 0,1 mg/l ANA 30 0,3925 2
0,1 mg/l ANA 18 0,3006 2

ab\/alores con letras no comunes por columna difieren a P<0,01 (Duncan, 1955).
La adicion de BAP y ANA ha estimulado la germinacion de semillas de la Orquidia
terrestre (Calanthe tricarinata), siendo el BAP mas efectivo que el ANA (Godo et
al., 2010). También el empleo de la KIN y BAP ha permitido la germinacién de
semillas Pinus peuce en el rango de 72-80 % (Stoji¢i¢ et al., 2012).
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Guangwu y Xuwen (2014) demuestran que aplicaciones exdégenas de AGs y
auxina incrementaron la germinacion de semillas de pino al promover la
respiracion, bajar el nivel de acido abscisico (ABA) y estimular la sintesis de
auxinas y giberelinas.

En la Tabla 2 se observa la mas rdpida tasa de germinacion (Gso=2,0 d) para el
tratamiento tradicional (control), lo cual puede estar relacionado con el bajo
porcentaje de germinacién total (8%) del propio tratamiento. A pesar de no existir
diferencias estadisticas entre las variantes estudiadas cuando se prueban las
combinaciones de reguladores de crecimiento existe tendencia a duplicarse la tasa
de germinacion respecto al control llegando a alcanzar 5 a 6 dias cuando se utiliza
la giberelina o la auxina sola. Reduccién en la tasa de germinacion ha sido
reportada para semillas dormantes de Amaranthus cruentus L. con el empleo de

reguladores de crecimiento (Tiryaki et al., 2005).

La sincronia en la emergencia de las semillas (Gio-90) se hace menor (Tabla 2)
para los tratamientos de mas bajo porcentaje de germinacion (control, 8 % y 0,1
mg/l ANA, 18 %), se corrobor6 que la mayor duracién del periodo germinativo se
debe al efecto de la accion de las citoquinas, que alcanza su maxima expresion
(G10-90=8,25 d) cuando se empled la kinetina (0,5 mg/l KIN) combinada con ANA.
Las citoquininas descubiertas en la busqueda de factores que promueven la
division celular de plantas en cultivo, han demostrado que influyen en numerosos
aspectos del desarrollo y fisiologia de las plantas, incluyendo la germinacion de las

semillas (Haberer y Kieber, 2002).
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Tabla 2. Dias hasta el 50 % del PTG (Gso) y entre 10 y 90 % de germinacion (Gio-
90) de la semilla de C. ternatea ante diferentes combinaciones de reguladores de

crecimiento vegetal.

Gso G10-90

Tratamientos

(dias) (dias)
Control 2,00 0,50
0,5 mg/l KIN 3,75 7,00
1 mg/l KIN 4,75 6,00
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 4,75 8,25
0,5 mg/l BAP 4,50 4,25
1 mg/l BAP 4,75 7,75
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 4,25 5,50
0,5 mg/l AGs 6,00 3,25
1 mg/l AGs 5,00 5,50
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 6,50 4,00
0,1 mg/l ANA 5,25 2,00
Nivel de significacion NS NS
Estudios de Tiryaki et al. (2006) han reportado eluso de reguladores de

crecimiento como tratamiento pregerminativo para mejorar la tasa y la sincronia de
germinacion en otros pastos. Por otra parte, Patil et al. (2012) refieren que el

efecto promotor de las citoquininas en la germinacion de semillas esta
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principalmente relacionado con su actividad en la disminucion de los factores de
estrés.

La altura de las plantas (Figura 4) alcanz6 su mayor elongacion (5,6 cm) para la
combinacion de AGs (1 mg/l) y ANA (0,1 mg/l), sin diferencias estadisticas con los
tratamientos KIN (1 mg/l), BAP (1 mg/l solo o combinado con ANA) y AGs (0,5
mg/l), asi como la auxina sola. Similares resultados muestran Akbari et al. (2007)
al emplear auxina en la germinacioén de semillas de trigo para obtener incremento
del largo del hipocétilo y de la masa fresca, pero no aumento el porcentaje de

germinacion y el largo de la radicula.
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Figura 4. Altura de las plantulas de C. ternatea ante la utilizacion de diferentes
reguladores del crecimiento. (Letras iguales no difieren significativamente entre si

P<0,05).
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En este sentido Patil et al. (2012) encontraron incrementos en la longitud de los
brotes procedentes de las plantulas germinadas de semillas de Digitalis purpurea
al emplear citoquininas (BA, KIN y TDZ), siendo significativamente superiores al
compararlo con el tratamiento control.

En la Figura 5 puede observarse la medicion de la masa fresca de las plantulas
germinadas de semillas bajo la influencia de diferentes dosis y reguladores de
crecimiento y su resultados (Figura 6) indican diferencias significativas entre los
tratamientos donde se destaca la aplicacion de 1 mg/l de BAP (320 mg de masa
fresca), estos resultados coinciden en varias de las variables evaluadas
incluyendo el porcentaje total de germinacion, lo que demuestra el efecto

beneficioso de este regulador de crecimiento como promotor del crecimiento y

desarrollo del genotipo evaluado.

Figura 5. Evaluacion de la masa fresca (mg) a los 21 dias posteriores a la siembra

de C. ternatea SC-136.

38



mg
350

300 1

250 +

200 A

150

100 1

VR ? ? (SN CE > P >
o G g 0BT BT T (BC° O T
N A AT o ® g 0\6\9 05 Y AT Aw® A

! L O ,

Figura 6. Masa fresca de las plantulas de semillas conservadas de Clitoria
ternatea SC-136 con la utilizacion de diferentes reguladores del crecimiento.
(Letras iguales no difieren significativamente entre si P<0,05).

En la literatura se reporta que las aplicaciones exdgenas de citoquininas tienen
variados efectos en la germinacion de semillas de especies vegetales (Nikoli¢ et
al., 2006). Dentro de los tipos y concentraciones de citoquininas, el BAP ha
mostrado los mejores resultados en la germinacion de semillas, seguido por la
KIN, siendo siempre superiores a los resultados del control (Patil et al., 2012).

La longitud del hipocétilo respondié ante los reguladores de crecimiento probados
(Tabla 3, Figura 7) con diferencias estadisticas (P<0,05) entre los tratamientos. No
se encontré un patron diferencial especifico para las dosis hormonales evaluadas,
aunque el mayor valor alcanzado fue para la combinacion de AGs (1 mg/l) y ANA

(0,12 mgll).
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Tabla 3. Resultados obtenidos en la longitud del hipocdtilo con la utilizacion de

diferentes reguladores del crecimiento.

Tratamientos

Longitud del hipocétilo (cm)

Control 3,32¢
0,5 mg/l KIN 3,6820¢
1 mg/l KIN 3,673b¢
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 3,37
0,5 mg/l BAP 3,25°¢
1 mg/l BAP 4,262
1 mg/l BAP + 0,1 mg/| ANA 3,853¢
0,5 mg/l AGs 3,79abc
1 mg/l AGs 3,39bc
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 4,362
0,1 mg/l ANA 3,862

abc \/alores con letras no comunes por columna difieren a P<0,05 (Duncan, 1955).

Figura 7. Medicion realizada a los 21 dias de la longitud del hipocétilo (cm).
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A las giberelinas se les reconoce gran influencia en muchos procesos relacionados
con el desarrollo de la planta, dentro de ellos cumple un importante papel en el
estimulo en la elongacion del tallo y en la interrupcién del periodo de latencia de
las semillas por la movilizacion de las reservas del endospermo (Taiz y Zeiger,
2006; Asrar, 2012) procesos que se verifican en los resultados experimentales
obtenidos. Weitbrecht et al. (2011) afirman que las giberelinas son los reguladores
del crecimiento que juegan el rol principal en la regulacion de una rapida
germinacién en semillas.

Akbari et al. (2007) al emplear auxinas en la germinacion de semillas de trigo
pudieron obtener incrementos en la longitud del hipocétilo y en la masa fresca,
aunque no en el porcentaje de germinacion y la longitud de la radicula. Por otra
parte, Vijay y Kumar (2004) plantean que la combinacion de ANA y AGs favorece
el incremento de peso en las plantulas de A. acemosus por encima del control,
debido a que la interaccion entre las hormonas enddgenas y exdgenas juegan un
rol importante en el crecimiento de las plantulas.

La longitud de la radicula ante los diferentes tratamientos hormonales (Tabla 4)
mostré diferencias significativas en los resultados. Los valores mayores se
alcanzaron en aquellos tratamientos que no mostraron los indices mas elevados
de germinacion, en cambio para PTG mayores se obtuvieron menores
elongaciones. Destaca que la accion de la kinetina sola o combinada con la
auxina, independientemente de la dosis usada alcanzé sobrepasar los 2 cm de

longitud de la radicula.
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Tabla 4. Resultados obtenidos en la longitud de la radicula con la utilizacion de

diferentes reguladores del crecimiento.

Tratamientos Longitud de la radicula (cm)
Control 1,992
0,5 mg/l KIN 2,342
1 mg/l KIN 2,002
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 2,122
0,5 mg/l BAP 1,51¢
1 mg/l BAP 1,144
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 1,109
0,5 mg/l AG3 2,10%
1 mg/l AGs 1,932
1 mg/l AGz+ 0,1 mg/l ANA 1,962
0,1 mg/l ANA 1,81b¢

abcd \/glores con letras no comunes por columna difieren a P<0,05 (Duncan, 1955).
Vijay y Kumar (2004) han reportado que el AIA favorece el maximo desarrollo de la
raiz y los brotes de Asparagus racemosus con una concentracion de 50 ppm.
Dhoran y Gudadhe (2012) al estudiar el efecto de reguladores de crecimiento en la
germinacion y el vigor de las plantulas obtenidas de semillas de Asparagus
sprengeri Regelin encontraron que el AGsfue mejor en la induccion de
germinacion y desarrollo de las radiculas que las auxinas probadas (AIA, AIB,

ANA).
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La relacién LH/LR mostré valores altos en dos de los tratamientos evaluados, lo
que indica una elongacion del hipocétilo en las plantulas obtenidas debido a la
aplicacion de 1 mg/l de BAP, ya sea soOlo o combinado con la auxina (ANA),
resultados similares han sido encontrados por Capote et al. (2000; 2005).

Tabla 5. Resultados obtenidos en la relacién LH/LR plantulas germinadas de

Clitoria ternatea SC-136 con el empleo de reguladores de crecimiento vegetal.

Tratamientos Relacion LH/LR
Control 1,88bc
0,5 mg/l KIN 1,71Pc
1 mg/l KIN 2,07bc
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 1,63¢
0,5 mg/l BAP 2,49P
1 mg/l BAP 4,342
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 3,732
0,5 mg/l AG3 1,91bc
1 mg/l AGs 1,85P¢
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 2,39b¢
0,1 mg/l ANA 2,40b¢

abc \/glores con letras no comunes por columna difieren a P<0,05 (Duncan, 1955).

La longitud de los brotes y radiculas en las plantulas germinadas a partir de

semillas de Digitalis purpurea L. present6 incrementos ante la presencia de las

citoquininas probadas (BA, KIN y TDZ) segun reportan Patil et al. (2012), siendo

BA y KIN las que tuvieron maximos resultados para los parametros de crecimiento
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medidos (longitud del brote, longitud de la raiz, masa fresca y seca de la plantula).
Valores inferiores se observaron al utilizar auxinas (AIA, ANA y 2,4-D); aunque
todos los reguladores de crecimiento evaluados prevalecieron en comparacion con
el tratamiento control.

El porcentaje de plantas normales fue del 100 % en todos los casos y no se
observaron diferencias fenotipicas en las plantulas que germinaron ante ninguna
de las combinaciones de reguladores de crecimiento probados, siendo de gran
importancia para la aplicacion de tratamientos con sustancias estimuladoras de la
germinacién que puedan recomendarse para material vegetal conservado en
banco de germoplasma por largos periodos de tiempo.

De manera resumida se puede plantear que la utilizacion de reguladores de
crecimiento en el estimulo de la germinacion de semillas de C. ternatea
conservadas en banco de germoplasma es efectiva, mostrando valores superiores
al control en todos los casos. Por otra parte, los parametros fisiolégicos medidos
demuestran que el tratamiento con BAP (1 mg/l), s6lo o combinado con la auxina
(ANA), favorece las plantulas germinadas y se observa un mejor comportamiento

en comparacion con el resto de los tratamientos probados.

[11.2.- Evaluacién del comportamiento morfoagronémico de plantulas de
Clitoria ternatea L. en condiciones semi-controladas

El resultado de la composicion agroquimica del sustrato utilizado para la
aclimataciéon de las vitroplantas se observa en la Tabla 6, el cual cumple con los
requisitos necesarios para esta labor, con un pH neutro, un contenido de materia

organica medio y adecuado contenido de nutrientes.
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Tabla 6. Analisis agroquimico del sustrato empleado.

Valor
pH Ca™ Mg*™ Na* K¢ P20s K20 M.O.

Muestra deT
(CIK) (meq/1009) (%)
Sustrato 6,42 21,18 15,80 6,10 0,67 1,60 10,2 19,51 4,41

Las plantulas procedentes de semillas germinadas bajo la influencia de
reguladores de crecimiento para estimular la inactividad metabdlica del periodo de
latencia mantuvieron una supervivencia por encima del 85 % al ser plantadas en el
sustrato en todos los casos (Tabla 7), sin mostrar diferencias significativas entre
los tratamientos probados. Se observa, ademas, una tendencia a definir la
supervivencia de las plantulas en los primeros 10 dias de siembra, ya que
exceptuando los tratamientos que incluyeron el AGs en dosis de 1 mg/l, todos los
demas mantuvieron en buen estado fisiologico las plantulas hasta la siembra en

campo de las mismas.

Das et al. (2017) indican que las semillas de Clitoria ternatea poseen dormancia
fisiolégica que puede romperse de manera efectiva al emplear tratamientos que
incluyen variacion en la humedad y temperatura. Al llevar a campo dichas
semillas, una vez tratadas, procedentes de largos periodos de almacenamiento
lograron incrementar el porcentaje de germinacion y el indice de vigor medido por
los autores. También Ramirez y Suarez plantean que las semillas de la
leguminosa forrajera “zapatico de la reina” (Clitoria ternatea L.) posee una cubierta

dura e impermeable que impide el paso del agua, inhibiendo en parte el proceso
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de germinacion, pero la posibilidad de romper la dormancia en dichas semillas se
demuestra efectiva al lograr dicho autores porcentajes de emergencia de hasta 94
% al cuarto dia al aplicar tratamientos pregerminativos.

Tabla 7. Porcentaje de supervivencia de plantulas crecidas en bandejas.

Tratamientos 10 dias 20 dias 30 dias
Control 100 100 100
0,5 mg/l KIN 100 100 100
1 mg/l KIN 93 93 93
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 95 95 95
0,5 mg/l BAP 86 86 86
1 mg/l BAP 100 100 100
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 100 100 100
0,5 mg/l AGs 100 100 100
1 mg/l AGs 95 91 91
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 100 95 84
0,1 mg/l ANA 92 92 92

Al evaluar la altura de las plantas (Tabla 8, Figura 8) en las bandejas se observd
sincronia en el crecimiento de las plantulas con vigor en todos los tratamientos,
centrandose los mejores resultados en la aplicacion de kinetina, bencilaminopurina
(2 mg/l) y el acido giberélico, cuando se emplearon en la dosis mas bajas, sin que
se observaran diferencias significativas respecto al tratamiento control. Los niveles
mas bajos en la variable altura se alcanzan cuando se aplica la auxina sola, la

bencilaminopurina en dosis de 0,5 mg/l y el acido giberélico (1 mg/l).
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Tabla 8. Altura de las plantulas (cm) crecidas en bandejas.

Tratamientos 10 dias 20 dias 30 dias
Control 7,802 10,882 12,902
0,5 mg/I KIN 6,06° 9,482 10,0820¢
1 mg/I KIN 5,74b 8,642b 10,862b¢
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 5,93° 8,662° 12,092
0,5 mg/l BAP 3,98¢ 6,04¢ 7,208
1 mg/l BAP 5,64P 8,18> 10,962b¢
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 5,62P 8,863 10,673b¢
0,5 mg/l AG3 5,71P 9,723 12,0320
1 mg/l AGs 5,390 8,31P 9,00¢de
1 mg/l AGs + 0,1 mg/l ANA 5,49b 8,37° 8,74d%
0,1 mg/l ANA 5,030 7,72b° 9,46bcde
ES+ 0,29 0,20 0,26

abcde \/glores con letras no comunes por columna difieren a P<0,05 (Duncan, 1955).

Lo anterior confirma el efecto estimulante de las citoquininas en el crecimiento de

las plantulas como una sustancia estimuladora de la division celular (Krikorian,

1993), asi como de las giberelinas capaces de intervenir en el crecimiento vegetal

al ocasionar especialmente un alargamiento celular (Crozier, 1981; Mac Millan,

1984).
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Figura 8. Plantulas de C. ternatea SC-136 al evaluar la altura (cm) en bandejas a
los 10 dias de sembradas.

La complejidad en los mecanismos fisiolégicos que responden a la adicion de
diferentes reguladores de crecimiento es bien conocida, asi como, las relaciones
sinérgicas que pueden existir entre ellos. Por tanto, la diversidad de vias por las
cuales los reguladores controlan las respuestas fisiolégicas sugiere que pueden
existir multiples mecanismos de interaccion (Coenen y Lomax, 1997).

La emergencia de hojas verdaderas (Tabla 9) se produjo antes de los 10 dias
posteriores a la siembra, independientemente del tratamiento de procedencia, y
las plantulas que emitieron las hojas mantuvieron su vigor para permitir un buen
crecimiento y desarrollo. No se observaron diferencias significativas entre las
variantes probadas y cuando disminuyd (1 mg/l, AGs) se debié a que pesar de

emitir las hojas la plantula no logré supervivir.
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Tabla 9. Porcentaje de emergencia de hojas verdaderas de las plantulas en

bandeja.

Tratamientos 10 dias 20 dias 30 dias
Control 100 100 100
0,5 mg/I KIN 100 100 100
1 mg/l KIN 93 93 93
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 95 95 95
0,5 mg/l BAP 86 86 86
1 mg/l BAP 100 100 100
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 100 100 100
0,5 mg/l AGs 100 100 100
1 mg/l AGs 95 91 91
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 100 95 84
0,1 mg/l ANA 92 92 92

La cantidad de hojas verdaderas emitidas por planta que se evalu6 a los 30 dias

previo a su trasplante para condiciones de campo, no mostré diferencias

estadisticas entre los tratamientos probados aunque fue ligeramente superior

cuando se aplicé la KIN (1 mg/l), lo cual corrobora los resultados anteriores donde

se pone de manifiesto el beneficio provocado por la aplicacién de reguladores de

crecimiento vegetal para estimular la germinacion de semillas de Clitoria ternatea

SC-136 y el crecimiento de las plantulas obtenidas, sin que se observen efectos

adversos sobre las mismas.
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Abril-Saltos et al. (2017) al aplicar diferentes tratamientos pregerminativos, dentro
de los cuales estan los reguladores de crecimiento, obtuvieron resultados
satisfactorios tanto en la germinaciéon como en la velocidad de crecimiento, con las
mayores alturas de las plantas reportadas para el tratamiento que aplicO AGs en
las especies Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl, Eugenia stipitata McVaugh
y Piptocoma discolor (Kunth) Pruski, evaluadas en bandejas durante un ensayo

realizado bajo cubierta y expuesto a la libre circulacién de aire.

Figura 9. Plantulas de C. ternateaSC-136 previa a su trasplante a condiciones de
campo.

En este experimento de forma general se observé una adaptacion eficiente de las
plantulas al sustrato en las bandejas manteniendo un crecimiento estable que
definié el trasplante a campo de plantas vigorosas, sanas y sin anormalidades

visibles fenotipicamente, como se observa en la Figura 9.

[11.3.- Evaluacion del comportamiento agrondmico de las plantas de Clitoria

ternatea L. en campo

Los datos climaticos del periodo evaluativo (Tabla 10) fueron favorables para el

buen rendimiento del cultivo de forma general. Se destacan precipitaciones por
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encima del promedio historico en febrero (93,1 mm) y abril (58,1 mm), aunque el

total de lluvias durante el experimento fue de 576,1 mm y estuvo por debajo (138,6

mm) del acumulado histérico para dicha etapa. La temperatura media fue de

23,4°C y la humedad relativa promedio de 77 % durante el periodo experimental.

Tabla 10. Comportamiento climatico durante el periodo experimental (P.E.) y

promedio historico (P.H.).

Temp.Prom. Temp. Max. Temp. Min. Hum. Rel. Lluvias No. dias
Var./Meses
(°C) (°C) (°C) (%) (mm) con Lluvia

P.E. 26,1 32,1 22,3 85 174,2 19
Sept.

P.H. 25,7 31,5 22,1 87 230,8 19

P.E. 25,8 31,0 22,1 82 76,2 12
Oct.

P.H. 24,9 30,2 21,3 86 194,0 15

P.E. 23,7 29,1 194 79 18,9 6
Nov.

P.H. 23,6 28,8 19,8 85 62,3 9

P.E. 23,8 29,6 19,1 78 16,2 4
Dic.

P.H. 22,0 27,7 17,8 83 34,5 6

P.E. 20,6 26,6 15,9 73 7,4 11
Ene.

P.H. 21,3 27,3 16,6 81 35,6 5

P.E. 21 26,9 15,9 74 137,7 13
Feb.

P.H. 21,9 28,4 16,7 78 44,6 4

P.E. 21,8 27,4 16,7 73 29,6 8
Mar.

P.H. 23,0 29,5 17,6 76 55,1 6

P.E. 24,5 30,0 20,1 75 115,9 13
Abr.

P.H. 24,3 31,0 19,0 75 57,8 7
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Las caracteristicas agroquimicas del suelo Pardo mullido empleado para el
experimento en fase de campo pueden observarse en la Tabla 11, es importante
destacar que este tipo de suelo es uno de los predominantes en las areas
destinadas a la ganaderia en Cuba.

Tabla 11. Andlisis agroquimico del suelo Pardo mullido.

Valor
pH Ca™ Mg*™ Na" K* P20s5 K20 M.O.

Muestra deT
(CIK) (meq/100g) (%)
Suelo exp. 5,66 15,44 13,04 3,12 0,26 0,35 6,51 13,77 2,61

Para la especie en estudio las condiciones del suelo fueron adecuadas ya que es
un cultivo de gran plasticidad capaz de adaptarse desde suelos arenosos hasta
arcillosos pesados, con moderada fertilidad. Se adapta a rangos de pH de 5,5-8,9
aunque prefiere suelos alcalinos. Es capaz de subsistir en regiones lluviosas y
prolongados periodos de sequia y se le reconoce tolerancia a la salinidad (Goémez
y Kalamani, 2003).

La adaptacién a campo de las plantulas procedentes de bandejas fue exitosa al
mantener indices de supervivencia elevados sin diferencias significativas respecto
a los tratamientos de induccion de germinacion probados (Tabla 12), donde so6lo

cuatro variantes estuvieron por debajo del 100 % de adaptacion al suelo.

Diferentes trabajos corroboran la influencia de los reguladores del crecimiento en
el estimulo del desarrollo fisiologico en plantas con resultados de mejor vigor,

rapidez en la elongacion celular, y como consecuencia su adaptacion al ambiente
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y supervivencia, tanto en bandejas bajo condiciones de invernadero como en
campo (Pérez-Rodriguez et al., 2014; Abril-Saltos et al., 2017; Mero et al., 2017).

Tabla 12. Porcentaje de supervivencia (%) de las plantas en campo.

Tratamientos 30 dias X 60 dias X

Control 100 0,7853 100  0,7853
0,5 mg/l KIN 91 0,7139 91 0,7139
1 mg/l KIN 100  0,7853 100  0,7853
0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 100  0,7853 84  0,6613
0,5 mg/l BAP 100  0,7853 100  0,7853
1 mg/l BAP 100 0,7853 100  0,7853
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 88  0,6929 76  0,6005
0,5 mg/l AGs 82 0,6467 65 0,5081
1 mg/l AGs 92 0,7249 69 0,5437
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 100 0,7853 75  0,5890
0,1 mg/l ANA 100 0,7853 92 0,7249
Total 95 0,7446 84  0,6632
Nivel de signif. NS NS

Carranza et al. (2016) al evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de reguladores
de crecimiento (acido giberélico, acido indolbutirico, zeatina) sobre la germinacion
de semillas de badea (Passiflora quadrangularis L.) en bandejas de germinacion
con sustrato de turbia rubia, bajo condiciones de invernadero, logré porcentajes de
germinacion de 54,5 % al aplicar acido giberélico, disminuyo el tiempo medio de
germinacion con 29,4 dias y aumento la velocidad de germinacion de la semilla de
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badea con 6,55 semillas/dia. Estos resultados contribuyeron a mejorar la eficiencia
de los procesos de reproduccion sexual desarrollados por los viveristas que
propagan la especie en Colombia.

Tabla 13. Altura hasta la yema apical (cm) de las plantas en campo.

Tratamientos 30 dias 60 dias
Control 27,77 31,00 &
0,5 mg/l KIN 25,30 28,06°
1 mg/l KIN 2459  28,18°P

0,5 mg/l KIN + 0,1 mg/l ANA 21,89 24,89 b

0,5 mg/l BAP 23,00 30,17 &
1 mg/l BAP 28,00 39,18 2
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 27,93 34,072
0,5 mg/l AGs 27,00 31,50 @
1 mg/l AGs 25,17 27,67°
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 24,57  2557°P
0,1 mg/l ANA 28,92 31,07
Error tipico 0,68875 0,83554

abc \/glores con letras no comunes por columna difieren P<0,05 (Duncan, 1955).

Cuando se determing la altura de la planta hasta la yema apical (Tabla 13) en la
primera evaluacion (30 dias), se observdé un comportamiento homogéneo en la
poblacion, pues no se muestran diferencias significativas en las plantas

procedentes de los tratamientos probados. A los 60 dias en campo las plantas se
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mantienen respecto a su altura sin diferencias estadisticas al comparar el control y
las tratadas con BAP, la auxina sola o el giberélico (0,5 mg/l), por lo que se puede
sugerir que la incidencia de los promotores del crecimiento actda en la ruptura de
la dormancia y una vez desarrollada la plantula mantiene su fisiologia normal.
Ramirez y Suérez (2014) al evaluar diferentes tratamientos pregerminativos en
dos genotipos de C. ternatea cultivados en bandejas en el Vivero Universitario,
Facultad de Agronomia, Universidad del Zulia, Venezuela observaron en ambos
genotipos que la altura de la planta y el nimero de hojas estuvo influenciado por
los tratamientos siendo la escarificacion con lija No. 20 quien mostré los mejores
resultados para las variables evaluadas. Respuesta similar a la encontrada por
Suarez et al. (2012) para “zapatico de la reina” al comparar la longitud de tallo
principal en los genotipos azul y blanco.

La longitud del tallo (Tablal4) medida a los 30 dias muestra valores superiores en
los tratamientos procedentes de la estimulacién con las citoquininas sin diferencias
con el control, no asi en el caso en que se emplean la auxina y giberelina quienes
muestran los resultados significativamente inferiores.

Se observa que a los 60 dias los mejores resultados tampoco presentan
diferencias estadisticas con el control, lo cual reafirma la influencia positiva que
tuvieron, en la ruptura de la latencia de las semillas de C. ternatea SC-136, las
bajas dosis de reguladores de crecimiento utilizadas, sin que se observara
variabilidad en las plantas crecidas en condiciones de campo. Aunque se debe
destacar que el tratamiento procedente de la aplicacion de bencilaminopurina (1

mg/l) mantiene el mejor resultado con 93,18 cm de altura.
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Tabla 14. Longitud del tallo rastrero (cm) de las plantas en campo.

Tratamientos 30 dias 60 dias

Control 48,33 @ 48,33 abe
0,5 mg/l KIN 54,40 2 55,90 abc
1 mg/I KIN 53,822 54,09 abc

0,5 mg/I KIN + 0,1 mg/l ANA 44,00 @bc 44,31 be

0,5 mg/l BAP 44,83 abc 45,83 be
1 mg/l BAP 44,56 3bc 93,18 2
1 mg/l BAP + 0,1 mg/l ANA 32,67 cde 66,60 2°°
0,5 mg/l AGs 32,21 cde 34,50 b°
1 mg/l AGs 27,75 % 28,33°¢
1 mg/l AGs+ 0,1 mg/l ANA 25,14 ¢ 26,14 ¢
0,1 mg/l ANA 39,16 bed 78,46 2
Error tipico 1,31611 4,14260

abc \/alores con letras no comunes por columna difieren P<0,05 (Duncan, 1955).
Patil et al. (2012) partiendo de semillas con un 100 % de viabilidad probada por el
andlisis de tetrazolio, pero con solo un 20 % de germinacion por métodos
tradicionales al probar la influencia de reguladores del crecimiento de tipo
citoquininas (BA, KIN, TDZ) y auxinas (ANA, AIA, 2,4-D) logran obtener un
aumento en la germinacion de Digitalis purpurea L. superior al 80 %, ademas de
incrementos significativos en el crecimiento de las plantas que influyen en la

produccion de biomasa total.
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CONCLUSIONES

v’ Las dosis de reguladores probadas mejoraron significativamente la
germinacion en semillas de Clitoria ternatea L., conservadas en Banco de
germoplasma, con niveles superiores al tratamiento control, 1 mg/l de BAP
fue el tratamiento de mejor resultado.

v' Los caracteres morfoagrondmicos evaluados demuestran que las plantulas
germinadas con el estimulo de los reguladores de crecimiento presentan
mejores resultados que el tratamiento control.

v' Se logré una eficiente adaptacion de las plantas tratadas a condiciones de

campo.
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RECOMENDACIONES

1. Evaluar otras accesiones de Clitoria ternatea L. y especies conservadas en
Banco de germoplasma.
2. Estudiar otros caracteres para confirmar la estabilidad genética de las

accesiones.
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