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Introducción 
 
El tomate es uno de los cultivos más importantes de la agricultura moderna y 

por eso se desarrollan numerosos programas de mejoramiento genético en 

todo el mundo.  Tales programas requieren de la conservación de los recursos 



genéticos existentes.  La presente investigación doctoral se enmarca dentro de 

los esfuerzos que se realizan a nivel global para evitar todo tipo de erosión 

genética. 

 
Con la pérdida sin precedentes del germoplasma de plantas que está 

ocurriendo a nivel mundial, lo cual concierne también al tomate, es relevante 

conservar ex situ los bancos de germoplasma (Roberts, 1991). El 

almacenamiento de semillas es ciertamente el método más efectivo y eficiente 

para este tipo de conservación de los recursos genéticos (Linington and 

Pritchard, 2001). Las condiciones óptimas para el almacenamiento de las 

semillas incluye el uso de recipientes herméticamente cerrados con un 

contenido de humedad entre el 3–7% (basado en masa fresca) dependiendo de 

la especie y a –18°C o más bajo; tales condiciones garantizan la retención de 

altos niveles de viabilidad por largos períodos de tiempo, quizás siglos 

(Pritchard and Dickie, 2003).  

La posibilidad del almacenamiento de las semillas por tiempos 

sustancialmente mayores es probable a temperaturas ultrabajas con el uso de 

la crioconservación (Pritchard and Dickie, 2003).  Bajo   la crioconservación, a  

-196°C, el material vegetal puede ser almacenado si n modificación o alteración 

por muy largos períodos de tiempo. Además, los cultivos son almacenados en 

pequeños volúmenes, protegidos de la contaminación y requieren muy poco 

mantenimiento (Engelmann, 2004).  

Una predicción temprana hecha por Pritchard (1995) sugirió que la 

longevidad de la semilla a temperatura criogénica podría ser 175 veces mayor 

que con los métodos tradicionales de conservación de semillas. Más 



recientemente, la vida media de las semillas crioconservadas de lechuga se ha 

estimado en 3,400 años, basado en experimentos desarrollados durante más 

de 10 años (Walters et al., 2004).  

El estado fisiológico del germoplasma antes de ser conservado tiene 

implicaciones importantes para la estabilidad y viabilidad a largo plazo (Benson, 

2008). Además, los parámetros físicos y bioquímicos del material vegetal tienen 

un efecto en su capacidad para ser almacenado por largo tiempo (Reed, 2001).  

En el caso de Solanum licopersicum, las semillas son categorizadas 

como ortodoxas en cuanto a su comportamiento (Walters et al., 2004). Ellas 

han demostrado ser tolerantes a la desecación y a la exposición al nitrógeno 

líquido (Standwood and Bass, 1981; Standwood, 1985).   

Actualmente, la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabí 

Manuel Félix López (ESPAM) lidera un proyecto para colectar, caracterizar y 

conservar la diversidad genética del tomatillo silvestre (Solanum licopersicum) 

en el cantón Bolívar, cuyos genes podrían ser útiles para futuros programas de 

mejoramiento genético del cultivo. La investigación incluye la descripción 

fenotípica in situ y ex situ, así como, el análisis con marcadores moleculares.  

Además, el establecimiento de un banco de semillas crioconservado forma 

parte de las acciones a cumplir por el proyecto.    

Este artículo presenta algunos efectos de la crioconservación de 

semillas de tomatillo silvestre en las primeras etapas de la germinación, 

posteriores a la inmersión en nitrógeno líquido. Se evaluaron los niveles de 

pigmentos clorofílicos (a, b, total); malondialdehido; otros  aldehidos; y fenoles 



(ligados a la pared, libres, totales). Nosotros estudiamos estos compuestos 

pues ellos están relacionados con un amplio rango de rutas bioquímicas 

importantes como la respuesta al estrés y la fotosíntesis. Además, tal estudio 

podría brindar una imagen general de los posibles efectos de la 

crioconservación en las primeras etapas de la germinación. Hasta donde 

conocemos, tal información sobre el tomatillo silvestre no ha sido publicada. En 

la literatura, hay muchos artículos que describen las técnicas de 

crioconservación (Engelmann, 1999; 2000; 2004; 2010; Engelmann and Tagaki, 

2000; Salinas- Flores et al., 2008; Berjak et al., 2010; Forni et al., 2010); pero 

unos pocos estudios se han desarrollado para entender los efectos bioquímicos 

de la exposición de las semillas al nitrógeno líquido (Uragami et al., 1993; 

Lakhanpaul et al., 1996; Harding  et al., 2000; Cejas et al., 2012). 

Este trabajo también muestra la evaluación del efecto de la 

crioconservación de las semillas de tomatillo en la conservación de su fenotipo 

original, no criopreservado. Los caracteres botánicos principales de las plantas 

crioconservadas y no crioconservadas fueron evaluados.  Hasta donde 

conocemos, este es el primer informe sobre la caracterización fenotípica del 

tomatillo silvestre originado de semillas criopreservadas.  

Desarrrollo 

Las semillas de Solanum licopersicum (accessión 56) fueron almacenadas 

durante 4 meses después de la cosecha, a 4oC en la oscuridad, en recipientes 

herméticamente cerrados. Se usaron semillas con un 12% de humedad. La 

mitad de las semillas se colocó en crioviales (volumen: 5 ml; 12 semillas por 



criovial) y sumergidas en nitrógeno líquido durante 2 semanas. La otra mitad de 

las semillas continuó almacenada en las condiciones descritas anteriormente y 

se consideraron como testigos. La recuperación de las semillas del nitrógeno 

líquido se hizo según Standwood y Bass (1981). De cada tratamiento, las 

semillas fueron seleccionadas aleatoriamente para ejecutar las siguientes fases 

de la investigación.     

Dos series de experimentos se llevaron a cabo: 1) análisis de las 

semillas a los 10 días de la germinación (tres réplicas de 10 semillas por 

tratamiento); y 2) análisis de las plantas a los 120 días de crecimiento en un 

cantero (90 plantas por tratamiento).  Para ejecutar la serie experimental 1, 

cada determinación bioquímica se ejecutó a partir de tres muestras 

independiente de 100 mg cada una. Se determinaron los contenidos de 

malondialdenido y otros aldehídos (Heath y Packer, 1968); clorofilas (a, b, total 

(Porra, 2002)); y fenoles (ligados a la pared, libres y totales (Gurr et al., 1992)). 

Para completar la serie 2, las semillas germinaron en un semillero y 

luego se transfirieron a un cantero. La caracterización botánica se ejecutó a los 

120 días de crecimiento de las plantas.  

Se utilizó el Statistical Package for Social Sciences (Version 17.0 for 

Windows, SPSS Inc.) para ejecutar t-tests y comparar los dos tratamientos 

estudiados: semillas no crioconservadas y semillas crioconservadas (p≤0.05). 

Luego, el coeficiente general de variación se calculó de la forma siguiente: 

(desviación típica/promedio)* 100.  en esta formula, se tomaron en cuenta los 

valores promedios de cada tratamiento.  Por lo tanto, a medida que el 

coeficiente era mayor, mayor era el efecto de la crioconservación. Los 



coeficientes se clasificaron en tres categorías: de 0 a 30%, el efecto de la 

crioconservación fue considerado como bajo;  de 30 a 60% como medio, y de 

60 a 90% como muy elevado. 

Conclusiones 

Varios efectos estadísticamente significativos fueron observados a nivel 

bioquímico durante las etapas tempranas de la germinación (Tabla 1). Los 

mayores efectos de la crioconservación se evaluaron en las raíces: niveles 

disminuidos de clorofilas (a, b, total; OCV: 81.60-84.38%) y fenoles ligados a 

las paredes celulares (OCV: 80,93%); y contenidos incrementados de 

malondialdehido y otros aldehídos (OCV: 68,33% y 62,98%, respectivamente). 

La crioconservación de las semillas también disminuyó significativamente el 

contenido de fenoles ligados a las paredes y su contenido total en las hojas 

(OCV: 87,85% y 66,77%, respectivamente). El efecto de la crioconservación en 

la disminución de los fenoles libres en los tallos también fue clasificado como 

muy elevado (OCV: 61,09%). 

 

En la presente investigación, no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas en el fenotipo de las plantas crecidas en el cantero (Fig. 1, Tabla 

2). 
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Tabla 2 Caracterización botánica de plantas de tomatillo silvestre crecidas a partir de semillas no 
crioconservadas y crioconservadas.  
 Plantas de semillas no 

crioconservadas 
Plantas de semillas 

crioconservadas 
OCV 
(%)** 

Longitud del tallo mayor (cm) * 200.3 a 198.8 a 0.53 
Longitud del pétalo (mm) * 11.1 a 11.0 a 0.63 
Longitud del sépalo (mm) * 5.1 a 5.1 a 0.00 
Número de frutos por 
inflorescencia * 

6.9 a 7.3 a 
3.98 

Masa del fruto (g) * 1.5 a 1.5 a 0.00 
Longitud del fruto (mm) * 1.3 a 1.3 a 0.00 
Ancho del fruto (mm) * 1.5 a 1.5 a 0.00 
Longitud del pedicelo (mm) * 8.1 a 8.1 a 0.00 
Espesor del pericarpio (mm) * 0.1 a 0.1 a 0.00 
Diámetro del corazón del fruto 
(cm) * 

0.4 a 0.4 a 
0.00 

Número de lóculos por fruto * 2.1 a 2.2 a 3.28 
Brix del fruto (%) * 8.1 a 7.9 a 1.76 
pH del fruto * 3.8 a 3.9 a 1.83 
* Resultados con letras desiguales tienen diferencias estadísitcamente significativas (t-test, p>0.05). 
** Coeficiente de variación general = (desviación típica/promedio)* 100.  Para calcular el coeficiente, los valores 
promedios de cada tratamiento fueron tomados en cuenta.  A medida que el coeficiente es mayor, mayor es el efecto 
de la crioconservación. 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Tabla 1 Caracterización bioquímica de plantas de tomatillo Silvestre germinadas de semillas no crioconservadas y crioconservadas.  
 Raíz Tallo Hojas 
 Plantas de 

semillas no 
crioconservadas 

Plantas de 
semillas 

crioconservadas 

OCV 
(%)** 

Plantas de 
semillas no 

crioconservadas 

Plantas de 
semillas 

crioconservadas 

OCV 
(%)** 

Plantas de 
semillas no 

crioconservadas 

Plantas de 
semillas 

crioconservadas 

OCV 
(%)** 

Contenido total de clorofilas (µg g-1 
masa fresca) * 

146.28 a 38.22 b 82.83 290.26 a 241.51 b 12.96 583.19 a 581.12 a 0.25 

Clorofila a (µg g-1 masa fresca) * 81.19 a 21.78 b 81.60 178.15 a 148.60 b 12.79 218.17 a 216.87 a 0.42 

Clorofila b (µg g-1 masa fresca) * 65.08 a 16.44 b 84.38 112.12 a 92.90 b 13.26 365.01 a 364.25 a 0.15 

Malondialdehido (µmol g−1 masa 
fresca) * 

24.35 b 63.45 a 62.98 7.89 b 10.04 a 16.96 45.74 a 46.33 a 0.91 

Otros aldehídos (µmol g−1 masa 
fresca) * 

75.30 b 216.07 a 68.33 61.76 b 69.16 a 7.99 507.55 a 471.91 b 5.15 

Contenido de fenoles ligados a la 
paredes celulares (mg g−1 masa 
fresca) * 

11.80 a 3.21 b 80.93 6.34 a 2.97 b 51.19 3.22 b 13.78 a 87.85 

Fenoles libres (mg g−1 masa fresca)  4.30 a 3.90 a 6.90 6.58 a 2.61 b 61.09 3.35 b 4.57 a 21.78 

Contenido total de fenoles (mg g−1 
masa fresca) * 

16.10 a 7.10 b 54.86 12.92 a 5.58 b 56.11 6.58 b 18.35 a 66.77 



 
 
 

* En cada órgano de la planta,  resultados con letras desiguales tienen diferencias estadísitcamente significativas (t-test, p>0.05). 
** Coeficiente de variación general = (desviación típica/promedio)* 100.  Para calcular el coeficiente, los valores promedios de cada tratamiento fueron tomados en cuenta.  A medida 
que el coeficiente es mayor, mayor es el efecto de la crioconservación. 


