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RESUMEN

El cultivo de embriones in vitro con fines de tratamiento pre germinativos, permite la aplicacién de los campos
magnéticos y electromagnéticos de baja frecuencia. La especie Adenanthera pavonina L. presenta semillas
de tegumento impermeable, periodo de latencia largo y dificil germinacién. En este trabajo se determiné la
influencia de diferentes campos electromagnéticos en el establecimiento y desinfeccidn in vitro de embriones
cigbticos de A. pavonina L. Se realizé la desinfeccion y escarificacién de las semillas con acido sulfurico
(98%) y acido bérico (5%). Posteriormente, fueron sometidas a tres tratamientos: sin campo magnético,
con campo magnético estético de 95 mT y con campo electromagnético 2mT, 60 Hz y tiempo de exposicién
de 72 horas. Eltamario de las muestras fue de 25 semillas para cada tratamiento, con tres réplicas. Para el
cultivo in vitro de los embriones se utilizé el medio de cultivo MS al que se afiadié agua de coco. Se evalud
la variable porcentaje de germinacién durante un periodo de 30 dias. Las semillas después del tratamiento
electromagnético no mostraron contaminacion por hongos o bacterias.La escarificaciéon ayudd en la hidratacién
y extraccion de los embriones. Se obtuvo un 87.3% de germinacién en el tratamiento con campo
electromagnético, un 67.7% con campo magnético y para el control un 28%. El trabajo corroboré que la
aplicacién de los campos electromagnéticos y magnéticos pueden ser utilizados como tratamiento pre
germinativo en la especie forestal A.pavonina L.

Palabras clave: campo magnético estatico, especie forestal, pre germinacién.

Influence of magnetic field on the in vitro establishment of zygotic
embryos of Adenanthera pavinina L.

ABSTRACT

The in vitro embryo culture for pre germinal treatment allows the application of low frequency
electromagnetic and magnetic fields. The species Adenanthera pavonina L. has seeds with a
waterproof integument, long latency period and scarce germination success. This work aimed to
evaluate the influence of different electromagnetic fields in the disinfection and in vitro establishment
of zygotic embryos of A. pavonina L. Disinfection and seed scarification were performed, with sulfuric
acid (98%) and boric acid (5%). The seeds were subjected to three treatments: no magnetic field,
static magnetic field of 95 mT and 2mT electromagnetic field at 60 Hz and exposure time of 72
hours. The sample size was 25 seeds for each treatment and experiments were conducted on
triplicate. For the in vitro culture of embryos medium MS was used supplemented with coconut
water as growth regulator. The evaluated variable was the germination percentage over a 30 days
period. The results of the disinfection of the seeds in the establishing after the electromagnetic treatment
showed no bacterial or fungal contamination. Scarification contributed to the hydrate and extraction of
the embryos. A87.3% germination was obtained in the treatment with electromagnetic field, 67.7% with
the magnetic field and 28% germination on the control experiment. The work confirmed that the application
of electromagnetic and magnetic fields can be used as pre-germination treatment in the forest species A.
pavonina L.

Key words: Electromagnetic field, embryos, forest species, static magnetic field, pre germination.
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INTRODUCION

Para la mayoria de las especies forestales
amazédnicas, son escasos los conocimientos
de métodos tecnolégicos basicos que podrian
ser utilizados por los agricultores en la
produccién de posturas (Sales de Jesus,
2008).

Los ecosistemas brasilefios presentan una
gran diversidad y densidad de especies de la
familia Fabaceae (leguminosas) de gran
importancia econdmica y ecolégica. Por
ejemplo, Adenanthera pavonina L. (Ojo-de-
dragén, Carolina o Tento - rojo), pertenece ala
familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae, es
oriunda de Asia tropical. Al ser introducida en
Brasil se difundié en todos los estados,
principalmente en la regiéon norte donde se
encuentra bien adaptada. No es una especie
muy exigente en cuanto a las condiciones
climaticas, se adapta a cualquier tipo de suelo,
desde los mas ricos en nutrientes a los mas
pobres y arenosos. Posee multiples usos, por
ello puede ser utilizada en proyectos de
reforestacion, paisajisticos, como planta
ornamental o para dar sombra, también en la
artesaniay como forrajera (Akkasaeng, 1989).
Las semillas y madera han sido utilizadas en
la medicina popular, especificamente en la
fitoterapia para el tratamiento de infecciones
pulmonares y oftalmicas crénicas (Fanti,
1996). En el control biolégico puede ser
empleada como bioinsecticida ya que inhibe las
enzimas digestivas de lepidépteros. También
suministra madera oscura o castafio-
enrojecida, pesada, compacta, con venas
onduladas, con pequefios poros y de gran
durabilidad, por ello se utiliza para la
construccién civil y muebleria de lujo. Presenta
una altura que varia de 15 a 20 metros, su
crecimiento es rapido, tiene una copa
redondeada y flores amarillo claro. Debido a
estas caracteristicas es considerada como
planta pionero (Camargo et al.,2001)

Eltronco se caracteriza por poseer una corteza
parda y lisa, con ramas largas y esparcidas
que llegan a formar una copa abierta, las
inflorescencias de pedunculos largos, axilares
o terminales, en racimos cortos, el periodo de
floracién principalmente es en los meses de
marzo-abril. Presenta abundante fructificacion
en la mayor parte del afio, los frutos son bayas
estrechas, achatadas, de color marrén,
espiraladas con 8 a 15 semillas de tamafio
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medio (10 x 12 mm). Las semillas son de forma
globosas-lenticulares, achatadas, duras, rojo-
brillantes con tegumento duro, casi cérneo.
Presenta una dificil germinacién por la
presencia de un tegumento coriaceo, con un
periodo de latencia largo, lo que conlleva a un
mayor deterioro por factores ambientales
externos tales como el ataque de hongos,
insectos y pajaros (Hoppe et al., 2004).

En la mayoria de las especies forestales, son
escasas las investigaciones cientificas
relacionadas con la disminucién del tiempo de
germinacion de las semillas, que permitan
suministrar informacién sobre una mejor
calidad fisica y fisiolégica. Todo ello dificulta la
produccion de posturas que pueden ser
empledas para la produccién y conservacion
de germoplasma in situ (Rodrigues et al., 2008;
Sales de Jesus, 2008).

El presente estudio tuvo como objetivo
determinar la influencia de campos
electromagnéticos y magnéticos en la
desinfeccion y establecimiento in vitro de
embriones cigodticos de A. pavonina. Con las
plantas resultantes se podria formar parte de
un pequefio banco de germoplasma que estaria
disponible para la reforestacién en el caso de
desastres naturales u otros usos.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos fueron realizados en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Centro
Nacional de Electromagnetismo Aplicado
(CNEA) de la Universidad del Oriente en
Santiago de Cuba.

Material vegetal

Se emplearon semillas de Adenanthera
pavonina L. con un 60% de germinacion,
procedentes de la Empresa Connarus
Ambiental Ltda. Renasem 00169/2010 y
certificadas por el Ministerio de la Agricultura y
Reforma Agraria (MAPA) de Brasil.

Influencia de campos electromagnéticos y
magnéticos en la desinfeccién y
establecimiento in vitro de embriones
cigoticos de A. pavonina

La desinfeccién de las semillas se realiz6
segln el protocolo descrito por Fung et al.
(2010), con algunas modificaciones. Para ello,
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las semillas se lavaron con detergente
comercial durante 15 minutos, seguidos de tres
enjuagues con agua destilada estéril por mas
de tres minutos. Después, se desinfectaron
con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 6% (v/v)
durante 15 minutos en agitacién (rpm) y se
enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril.

Para lograr la escarificacién quimica, las
semillas se sumergieron en acido sulflrico
(H,8O,) 98% (v/v), durante 30 minutos,
seguido de una soluciéon de acido borico
(H,BO,) al 5% (v/v). Luego, fueron lavadas con
agua destilada estéril y sometidas a la
imbibicion por 24 horas.

Después de estos procedimientos las semillas
fueron distribuidas en tres grupos
experimentales de 25 semillas cada uno y tres
réplicas de cada grupo, diferenciados por el
tratamiento aplicado como se expone a
continuacion:

1. Tratamiento 1 (Control): Semillas sin
aplicacién de tratamiento magnético.

2. Tratamiento 2 (CM): Semillas con
aplicacion de campo magnético estatico a una
induccion magnética de 95 mT en dispositivo
a imanes permanentes.

3. Tratamiento 3 (CEM): Semillas con la
aplicacion de campo electromagnético a baja
frequencia con el equipo BIONAK-3 a una
induccién magnética de 2 mT, 60 HZ y onda
sinusoidal.

Todos los tratamientos con campo
electromagnético y magnético se aplicaron
durante 72 horas. Ambos dispositivos de
tratamiento magnético fueron disefiados y
construidos en el CNEA. La geometria y las
dimensiones principales (en milimetros) del
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sistema de exposicion magnética utilizado se
muestran en la figura 1. Este consistié en un
arreglo de dos imanes permanentes
discoidales de ferrita isotropica conectados en
un circuito ferromagnético de hierro puro,
disefiado para generar un campo magnético
altamente uniforme en la region del entrehierro.
Los imanestenian un diametro de 110 mm, un
grosor de 20 mm, una inducciéon remanente
de 0.1893 T y estan separados entre si a la
distancia de par de Helmholtz.

La distribucion de la induccion magnética B en
la superficie de la mitad de la regién de trabajo
(un cilindro de 110 mm de diametro y 20 mm
de altura) y las curvas de B a lo largo de las
abscisas (los niveles) de 0, 1, 2, 3, 4y 5 mm
medidas desde la superficie de la pieza polar
inferior del sistema aparecen en la figura 1B.
La muestra se coloca dentro de un cilindro de
aproximadamente 70 mm de diametro, 20 mm
de altura y la induccién magnética B con un
valor constante de aproximadamente 0.0956
T.

El estimulador electromagnético regional
(BIONAK-3) con distribucién espacial
predeterminada de campos magnéticos en el
tiempo utilizado (Figura 2) tenia las siguientes
caracteristicas técnicas: Tensién de la red 220
+ 5V (trifilar), frecuencia 60 + 1 Hz, potencia
maxima de entrada 28 Kw, cantidad de bobinas
tres, frecuencia del campo magnético 10-60
Hz, induccién magnética variable 1.6-15.9 mT,
régimen de trabajo continuo y con ondas de
formas sinusoidal, media, completa y cuadrada.
Es un sistema versatil de exposicion
electromagnética, el cual puede ser empleado
en las investigaciones relacionadas con los
estudios de los efectos de campos magnéticos
de baja frecuencia sobre organismos vivos.

Ern
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Figura 1. Equipo utilizado en la aplicacion del campo magnético estatico disefiado y construido en el
CNEA (A). Distribucién de la induccion magnética B en la superficie de la mitad de la regién de trabajo (B).
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Después de la aplicacion de los diferentes
tratamientos, las semillas se sumergieron en
etanol al 70% (v/v) durante dos minutos, se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril
y se procedio a la extraccién de los embriones
en condiciones estériles en la cabina de flujo
laminar. Luego, los embriones obtenidos de cada
experimento fueron inoculados en tubos de
ensayos que contenian 15 mlde medio de cultivo
MS (Murashige y Skoog, 1962) con 3% (m/N)
de sacarosa como fuente de carbono, 5 uyM de
tiamina-HCI, 2.4 uM de piridoxina-HCI, 4.1 uM
de acido nicotinico, 0.6 uM de mio-inositol, agar
7 g 'y pH 5.6 antes de la esterilizacion. Ademas,
se adicioné agua de coco (100 ml ). Los medios
de cultivo fueron esterilizados en autoclave a
120°C y 1.1 kgflcm?, durante 15 minutos.

Posteriormente, los culiivos fueron conducidos
al cuarto de incubacién y mantenidos a 25+2°C,
humedad relativa del 70%, iluminacién con
lamparas fluorescentes (Sylvania, Phillips/luz de
dia) con intensidad de 23.0 ymoles cm?s'y 16
horas de fotoperiodo. Se cuantificé el nimero de
embriones germinados y se calculé el porcentaje
de germinacion para cada tratamiento, alos 15y
30 dias después de establecer in vitro.

Para evaluar el desarrollo de los embriones, se
realizaron observaciones diarias durante un
periodo de 30 dias, a partir del segundo dia de
inoculados. Fueron considerados embriones
germinados en el momento en el que surgid la
radicula y los primordios foliares empezaron a
ser identificados.
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Figura 2. Estimulador electromagnético regional (BIONAK-3) con distribucién
espacial predeterminada de campos magnéticos en el tiempo, utilizado en
la aplicacion de los campos electromagnéticos.

Andlisis estadistico

Para evaluar si los datos cumplian con una
distribuciéon normal se aplicé la Prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se utilizé un disefio
completamente aleatorizado con un Andlisis de
Varianza de Clasificacion Simple para un 95% de
significacion. La comparacion de las medias de
los tratamientos fue realizada por la prueba de
Tukey, mediante el paquete estadistico
Statgraphics v. 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Influencia de campos electromagnéticos y
magnéticos en la desinfecciéon vy
establecimiento in vitro de embriones
cigéticos de A. pavonina

Observaciones periodicas durante 30 dias,
demostraron que la desinfeccion asi como la
escarificacién de las semillas de A. pavonina
L. con &acido sulfarico y acido bérico, fueron
efectivas para todos los tratamientos ya que
no aparecié contaminacién por hongos o
bacterias. Ademas, el acido boérico contribuyé
al ablandamiento del tegumento. Se observé
que las semillas sometidas solamente a
imbibicion no se hidrataron, mientras que las
semillas escarificadas con acido sulfurico y
acido bdrico, tuvieron mejor hidratacién,
aumentaron de tamafio y cambiaron de
coloracién de rojo a amarillo. Esto facilité la
extraccion segura de los embriones y sin
contaminacion microbiana.
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El protocolo utilizado en semillas de Rosmarinus
officinalis L. (Fung ef al., 2010), en este estudio
fue modificado con la adicion del acido bérico,
ademas del agua de coco que se afiadié como
regulador de crecimiento de origen natural.

En el cultivo in vitro, la dureza del tegumento de
las semillas, muchas veces favorece la
disminucion de la contaminacion microbiana de
los embriones, aunque en condiciones naturales
esto es uno de los criterios negativos para la
germinacién (Scremin-Dias, 2006) .

Los resultados de este trabajo corroboran
estudios previos con A. pavonina y otras
especies forestales donde se han empleado
diferentes tratamientos para escarificar las
semillas con acido sulfirico solo 0 combinado.
Por ejemplo, en experimentos realizados por
Amoo y Aysire (2005) en Parkia biglobosa (Jacq.)
Benth, estos autores emplearon la escarificacion
quimica con acido sulftrico concentrado y
lograron una mejor formacion de callos y
embriogénesis somatica.

Igualmente, Sales de Jesus (2008) al utilizar la
escarificacién mecanica con lija nimero 100 y
tratamiento quimico con acido sulfurico al 95%
en semillas de las especies forestales A.
pavonina y Ormosia arborea Vell. Harms (Ojo
de cabra), demostré que con la escarificacion
quimica con acido sulftrico y el tratamiento con
giberelina (250ul ) se obtuvieron los mejores
resultados en la germinacién. También confirmo
que el tegumento duro en muchas semillas
forestales en condiciones naturales puede
proteger al embrién contra el ataque de
microorganismos.

De igual manera, para romper la latencia de A.
pavonina, Costa et al. (2010) probaron varios
tratamientos: 10 minutos en agua hirviendo y
reposo por 16 horas, inmersion en agua caliente
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(95°C) con reposo por 24 horas y acido sulftrico
concentrado (98%), durante 5 y 10 minutos,
respectivamente. Se concluyd que la inmersion
de las semillas en acido sulftrico, por 5y 10
minutos, fue la mas favorable para eliminar el
periodo de dormancia, en relacién con los demas
tratamientos. Los resultados de estos autores
confirman las evidencias encontradas en este
trabajo.

En contraste, en tres especies de Parkia (P.
panurensis, P. multijuga y P. velufina), Goncalves
de Melo et al. (2011) aplicaron diferentes
tratamientos para favorecer la germinacion:
eliminacién del extremo opuesto al embrién de la
semilla, eliminacion del extremo opuesto del
embrion e inmersion en agua por 8 horas,
escarificacion mecanica del tegumento en
esmeril elétrico e inmersién en agua por 8 horas,
puncién con aguja caliente e inmersion en acido
sulfarico (H,SO,) por 30, 20 y 15 minutos. Estos
autores concluyeron que la escarificacion
mecanica con esmeril eléctrico en los laterales
de la semillas fueron mas eficientes para romper
la dormancia de las semillas de P. panurensis y
P multijuga que la escarificacion quimica con
acido sulftrico en mayor tiempo de inmersion. El
tiempo de 20 minutos fue mas eficiente para las
semillas de P. panurensisy P. velutina asi como
parala emergencia de las plantulas.

Con respecto al crecimiento de los embriones
cultivados in vitro (Figura 3) se observaron a partir
del segundo dia cambios en cuanto a tamafio y
coloracion (variaron de amarillo claro o blanco
hasta verde). Los embriones de las semillas
tratadas con campos electromagnéticos y
magnéticos tuvieron mejor desarrollo de los
primordios foliares en relacion con el control.
Ademas, se comprobé que también en esta
especie el agua de coco puede ser empleada
como suplemento nutritivo en combinacién con
el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962).

Figura 3. Embriones cigoticos de A. pavonina L. con 5 dias de cultivo in vitro
sometidos a tratamientos magnéticos y electromagnéticos. a) Control, b) Campo

Magnético Estatico, ¢) Campo electromagnético de baja frecuecia.
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Figura 4. Porcentaje de germinacion in vitro de embriones cigéticos de A. pavonina
L. sometidos a campos magnéticos y electromagnéticos. CEM: Campo Magnético
Estatico, CM: Campo Electromagnético . Letras diferentes sobre barras indican

diferencias significativas segun la prueba de Tukey para P<0.05, + Eror Estandar.

Figura 5. Plantas obtenidas in vitro a partir de la germinacion de
embriones cigéticos de A. pavonina L. sometidos a campos magnéticos
y electromagnéticos después de 27 dias de cultivo a) Control, b) Campo
Magnético Estatico, ¢) Campo Electromagnético baja frecuencia,

La germinacién de los embriones cigéticos tuvo
lugar en los primeros 15 dias de establecimiento
in vitro, y posteriormente no se aprecié mas hasta
después de 30 dias de cultivo.

El mayor valor del porcentaje de germinacién
de los embriones cigéticos de A. pavohina a
partir de los resultados del analisis de varianza
de clasificacion simple (P<0.05) se obtuvo con
la aplicacion del campo electromagnético de 2
mT (87.3+1.76%), seguido del campo
magnético estatico de 95 mT y ambos
tratamientos con valores superiores al control

(Figura 4). Los embriones germinados dieron
lugar a plantas in vitro después de 27 dias de
cultivo (Figura 5).

En la literatura cientifica consultada no se
encontraron referencias del uso de tratamiento
magnético de semillas para estimular la
germinacion de embriones cigoéticos de esta
especie vegetal. Los resultados de este estudio
sientan las bases para nuevas investigaciones
que contribuyan al conocimiento del efecto del
tipo de tratamiento, dosis de aplicacién asi
como de los mecanismos de accién. Todo ello
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conducira al disefio de estrategias que
permitan su aplicacién y generalizacion.

Sin embargo, la estimulacion de la germinacion
de semillas mediante tratamientos magnéticos
ha sido empleada en otras especies de plantas
en los Ultimos afios. Por ejemplo, Isaac ef al.
(2001) estimularon el crecimiento de los
embriones cigoticos de Pinus cubensis y
redujeron considerablemente el periodo de
germinacién. Por su parte, Podleoeny ef al.
(2005), trataron semillas de Pisum sativum con
diferentes inducciones magnéticas de 30 y 80
mT durante 15 seguntosy lograron un aumento
significativo en el rendimiento de la produccién
por planta y disminucién del periodo
germinativo.

Igualmente, De Souza ef al. (2006), utilizaron
tratamiento pre-germinativo en semillas de
Lycopersicon esculentum Mill. con un equipo
electroiman de 100mT(rms) por 10 minutos y
170mT (rms) durante tres minutos. Estos
autores obtuvieron plantas mas resistentes a
los microorganismos y mayor tasa de
crecimiento con respecto a las plantas
originadas de semillas no tratadas. Ademas,
los frutos tuvieron mayor rendimiento.

Otros autores como Vashisth y Nagarajan
(2008) lograron mejores resultados en la
germinacion, al exponer semillas de Cicer
arietinum L. a 50 y 150 mT durante 2 horas y
100 mT por 1 hora. Las posturas de un afio de
cultivo aumentaron en la masa seca, longitud,
volumeny superficie de la raiz.También Nimmi
y Madhu (2009) aplicaron campos magnéticos
de baja frecuencia (62 uT) en Capsicum annum
L. con diferentes tiempos de exposicion (4, 8,
12 y 24 horas) y lograron un aumento
significativo en la germinacién y crecimiento
inicial de las semillas tratadas con respecto a
las no tratadas.

Mas recientemente, Fung et al. (2010), realizaron
tratamientos pregerminativos en semillas de
Rosmarinus officinalis L., utilizando una induccién
magnética de 0.06 T y obtuvieron un mayor
porcentaje de supervivencia (80%) en las semillas
tratadas con respecto al control (25%).

CONCLUSIONES

En las condiciones experimentales que se
desarrollé esta investigacién, los campos
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magnéticos y electromagnéticos sobre los
embriones in vitro de A. pavonina L. tuvieron
efectos positivos en la germinacién; asi como en
el mejor desarrollo de los primordios foliares para
la obtencién de plantas in vitro. A pesar de que
existen pocas referencias de la utilizacién de
tratamientos magnéticos en el cultivo in vitro de
especies forestales amazénicas, los resultados
demuestran que pueden ser empleados para
lograr un menor tiempo en la germinacién y asi
obtener mayor nimero de plantulas que puedan
ser empleados en diferentes usos. Ademas, se
demostré que los campos magnéticos estaticos
y electromagnéticos asociados a las técnicas
biotecnolégicas del cultivo in vitro, pueden ser
empleados como herramienta para mejorar la
germinacién, desarrollo y rendimiento de
especies forestales.
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