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Citologia de la semilla de algarroba de Prosopis pallida (Humb & Bonpl.
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Willd.)"pale carob"

Citologia das semente de alfarroba de Prosopis pallida (Humb & Bonpl. ex
Willd.)"alfarroba palida"
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Resumen

El objetivo de la investigacion fue estudiar la citologia de la semilla de la algarroba de Prosopis
pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo palido”, el recurso natural mas importante del bosque
tropical del nor-este de Perti, de cuyos frutos o algarrobas se obtiene harina, café y la miel de algarrobina,
de propiedades energizantes. Las algarrobas fueron recolectadas en el campus de la Universidad de Piura;
el protocolo citologico se realizo en el laboratorio de Biologia Celular de la Universidad Nacional de
Trujillo. Se uso la técnica citoquimica de la impregnacion argéntica, la cual usa el nitrato de plata como
sustancia reveladora y la microscopia de luz de campo claro. Se hallo que la semilla de la algarroba de P.
pallida estan constituidas por tres tipos de poblaciones celulares: a) meristematica, de naturaleza
asincronica, en donde se evidencian todas las fases de la mitosis; b) diferenciada, con la presencia de
formaciones reticulares en su citosol; y ¢) diferenciada, con la presencia de inclusiones citosolicas cuasi
esféricas, relacionadas posiblemente con el color del decocto de la algarroba.
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Abstract

The objective of the research was to study the cytology of the seed of carob beans of Prosopis
pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) "pale algarrobo", the most important natural resource of the tropical
forest of the north-east of Peru, of whose fruit or carob bean gets flour, coffee and honey of algarrobina,
energizing properties. Locust beans were gathered on the campus of the University of Piura; the
cytological study was conducted in the laboratory of Cell Biology of the National University of Trujillo.
Cytochemistri technique was the silver impregnation, which uses silver as revealing substance nitrate and
the microscope of . Was found that the seeds of carob beans of P. pallida consists of three types of cell
populations: a) meristematic, of asynchronous nature, where are evident all phases of mitosis; b)
differential, with the presence of reticular inclusions in their cytosol; and other differential, with the
presence of large dark formations spherical quasi in the cytosol possibly related to color of the decoction
of carob.
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Resumo

O objetivo da pesquisa foi estudar a citologia das sementes de alfarroba de Prosopis pallida (Humb
& Bonpl. ex Willd.) "palido algarrobo", o recurso natural mais importante da floresta tropical do norte -
leste do Peru, de cujos frutos ou alfarroba obtém farinha, café e mel de algarrobina, energizando
Propriedades. Alfarroba reuniramse no campus da Universidade de Piura; o estudo citologico foi
conduzido no laboratério de Biologia Celular da Universidade Nacional de Trujillo. Técnica citoquimica
foi a impregnagdo de prata, que usa a prata como revelando nitrato de substancia. Verificou-se que as
sementes de alfarroba de P. pallida consiste de trés tipos de populagdes de células: a)meristematicos, de
natureza assincrona onde sdo evidentes todas as fases da mitose; b) diferencial, com a presenca de for-
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macdes reticular em seu citoplasma; e c) diferencial, com a presenca de grandes formacdes escuras
esféricas quasi no citosol, possivelmente relacionado com a cor da decocgdo de alfarroba.

Palavras-chave: citologia, alfarroba, Prosopis pallida

Introduccion

Prosopis pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo palido”, constituye
extensos bosques en las regiones de Lambayeque, Piura y Tumbes, donde forma parte
importante del denominado Bosque Seco Tropical, abarcando una superficie estimada
de 1.8 millones de hectareas. Es un arbol multiproposito, denominado "rey del desierto",
por los diversos beneficios directos e indirectos que proporciona; constituye una
excelente especie para control de dunas y contrarrestar la desertificacion,
fundamentalmente por su precocidad y resistencia a la sequia.

La FAO (2002) afirma que P. pallida es un arbol pionero en la recuperacion de la
fertilidad de los suelos, por su directa influencia en la reduccion de la erosion,
degradacion de los suelos, sedimentacion; asi como por su capacidad de fijacion del
nitrégeno del aire y la adicion de materia organica, a partir de las hojas. Asi mismo, su
madera dura y resistente lo ha convertido en un material ideal para la edificacion de
viviendas, elaboracion de muebles y otras infraestructuras de campo. Las flores
constituyen un excelente recurso para la actividad apicola, para la produccion de miel,
jalea, polen y cera.

“En Perq, los usos principales del algarrobo son el aprovechamiento de la madera
como recurso energético; las hojas, ramas y legumbres (conocidas como algarrobas en
norte y huarangas en Nasca) para forraje de ganado, principalmente caprino, y para la
produccion de miel de algarrobo o algarrobina” (Dostert, Roque, Cano, La Torre y
Weigend, 2012, p.11).

El fruto de P. pallida, denominado algarroba es usado en la preparacion del jarabe
de algarrobina, empleado en cocteles, bebidas y dulces que se preparan artesanalmente.
Las algarrobas se usan desde tiempos en la obtiene de algarrobina, champus, vinos,
chicha, harina para panificacion, dulces, saborizantes, edulcorantes, helados y
mazamorra de algarroba. Sus semillas sirven para la elaboracion de café, alcohol,
medicinas naturistas etc. Dostert y col. (2012) sefialan que el fruto posee una alta
calidad nutritiva, por presentar, en promedio, de 9 al 14% de proteinas, 50% de extracto
no nitrogenado, 20% de fibra, 3% de cenizas y buen contenido de vitaminas, minerales
y carbohidratos; la semilla es rica en proteinas y grasas, y la cascara en fibra.

Sin embargo, no obstante la gran cantidad de beneficios que P. pallida proporciona
al ecosistema y a las comunidades de la zona norte de Peru, P. pallida viene siendo
actualmente depredado en forma irracional por las familias que habitan los bosques
secos y zonas aledafias del norte de Peru. La errada percepcion del “algarrobo” como un
bien comun “de todos y de nadie” y la falta de control de las autoridades, los induce a
que sea talado y quemado diariamente para ser convertido en lefia y carbon de uso
diario en las miles de “pollerias a la brasa” y otras actividades industriales de la zona.

Mom, Burghardt, Palacios y Alban (2000) estiman que hay una pérdida anual de
bosque seco de alrededor de 20,000 Hé/afio en la costa norte, de las cuales 12,386
ocurren en Piura. Este hecho, sumado a la desorganizada expansion de centros
poblados, ha conllevado a que el recurso se halle en una preocupante vulnerabilidad
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poblacional y genética. Mom y col. (2000) sefialan que la propiedad energética de la
madera de P. pallida de generar 4200 Kcal/Kg como lefia 0 6500 Kcal/Kg como carbon
vegetal, lo han convertido en un recurso muy “solicitado” por diversas industrias por lo
que es extraido o quemado en forma permanente durante la noche.

En la region La Libertad, la problematica de la depredacion de P. pallida es un
reflejo de lo que ocurre en nuestro Pais con el uso irracional de los recursos naturales.
Uno de los pocos algarrobales que todavia quedan en La Libertad, es el bosque de
Cafioncillo, un oasis ubicado al noreste del distrito de San Pedro de Lloc, provincia de
Pacasmayo. El lugar pertenece a 110 propietarios de la zona. De las 1310 hectareas que
componen este recinto natural, cerca de 600 son de P. pallida, afirmandose que su tala
irracional ha desaparecido desde 1970 al 2012 cerca de 300 hectareas y que si no se
toma una decision urgente, el ecosistema de Canoncillo colapsara junto con su flora,
fauna, lagunas y restos arqueologicos asociados (F. Galera, 2000).

La realidad problematica expuesta, justifica la realizacion de estudios ecologicos,
culturales, ambientales y genéticos de P. pallida en nuestro pais, tal como viene
ocurriendo en diversos paises de Sudamérica con sus recursos arbéreos endémicos. El
interés por el estudio de los “algarrobos”, se evidencia por los trabajos en ecologia,
economia, biogeografia, biodiversidad, biologia molecular y genética que actualmente
se vienen ejecutando en las diversas especies y variedades de Prosopis en paises
emergentes de Africa y América como P. juliflora en Etiopia, P. chilensis (Molina) en
Chile y Argentina o P. alba'y (L) y P. silocuastrum D.C. en Bolivia (Carreras, Bessega,
Lopez, Saidman & Vilardi, 2012; Ferreyra, Bessega, Vilardi & Saidman, 2004; Haji &
Mohamed, 2013; Mondon, Cantamutto, Poverene, 2012; Realini, Gonzalez, Picca,
Font & Poggio, 2010; Sherry, Smith, Patel, Harris, Hand, Trenchard & Henderson,
2011; Velarde, Felkera, Degano, 2003).

Por tanto, los estudios citologicos de sus inflorescencias, frutos y semillas van a
servir de soporte para futuros trabajos sobre citogenética, segregacion, vulnerabilidad,
hibridacion y heredabilidad de P. pallida. En esa linea, se formul6 la interrogante: ;Qué
caracteristicas citologicas presenta la semilla de la algarroba de Prosopis pallida (Humb
& Bonpl. ex Willd.)*“algarrobo palido?

El objetivo de la investigacion fue realizar un estudio citologico basico de los
meristemos radiculares de la semilla de la algarroba de P. pallida (Humb & Bonpl. ex
Willd.) “algarrobo palido”, usando la técnica citoquimica de la impregnacion argéntica
(IA) y la microscopia de luz de campo claro. En el trabajo, se reportan las primeras
caracteristicas sobre la composicion citologica de la semilla de P. pallida.

Materiales y métodos

Seleccion y adecuacion de las semillas de P. pallida para inducir el crecimiento
radicular. Se identifico un bosque de P. pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) “algarrobo
palido” de regeneracion natural en el campus de la universidad de Piura (Pert1). De 50
arboles, se tomaron 10 frutos, denominadas algarrobas, por cada arbol. De los 500
frutos, se seleccionaron 50 al azar. En el laboratorio de Biologia Celular de la
Universidad Nacional de Trujillo, se extrajeron dos semillas por cada fruto. Las 100
semillas fueron mantenidas en agua caliente por 24 horas para liberar la cubierta.
Luego, la semilla se mantuvo en placas Petri con algodon himedo a la temperatura
ambiental promedio de 20°C para inducir la germinacion de la semilla. A las 72 horas,
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emergieron las raicillas, cuando éstas, alcanz6 1 cm de longitud, se constituyeron en las
unidades experimentales.

Protocolo de la técnica citoquimica de impregnacion argéntica (IA). De las 100
semillas mantenidas en germinacion, se seleccionaron diez. Por tanto, las diez raicillas
de P. pallida usadas en el trabajo fueron disectadas para ser sometidas al siguiente
protocolo de la técnica citoquimica de la IA:

a) Fijacion de las raicillas en una mezcla 1:1 de formol al 10% e hidroquinona al 1%.

b) Lavado de las raicillas, tres veces, con agua destilada.

c¢) Sumergir las raicillas en AgNO3 acuoso al 2%, en una estufa a 70°C por diez horas.
d) Lavado de las raicillas, tres veces, con agua destilada.

e) Postfijacion en formol-hidroquinona por una hora.

Luego, las raicillas de las semillas del fruto de P. pallida fueron disectadas y
aplastadas en gelatina fenicada y 4cido acético al 50% en laminas de vidrio.

Observacion de las células de P. pallida. Las poblaciones celulares de las semillas de
P. pallida fueron observadas en un microscopio 6ptico Olympus de campo claro con los
objetivos de 4X, 10X, 40 X y 100X. Algunas vistas microscopicas se fotografiaron con
una camara fotografica Sony DSC 16.1 mp.

Resultados

El apice de la raicilla de la semilla de Prosopis pallida “algarrobo palido”, al ser
sometido a la técnica citoquimica de la impregnacion argéntica (IA) y observada
mediante la microscopia de campo claro, esta constituida por tres tipos de poblaciones
celulares: a) una meristematica de naturaleza asincronica, en donde se evidencian todas
las fases de la mitosis; b) otra diferenciada, con la presencia de formaciones reticulares
en su citosol; y ¢) otra también diferenciada, con la presencia de formaciones citosolicas
oscuras cuasi esféricas, relacionadas posiblemente con el color y la composicion
proteica de la algarrobina (fig.1).

La poblacion meristematica (fig.1-a) de la semilla de P. pallida, en una proporcion
aproximada de 70%, es asincronica, pues en un solo campo microscopico, se pueden
visualizar las células interfasicas con dos, tres o cuatro nucledlos esféricos, asi como las
diversas fases de la mitosis; las células son cuadradas, pequeias, muy heteropicnoticas a
la tincion de la IA, tomando el clasico color marron que caracteriza a la precipitacion
del i6n plata (Agt+). La poblacion celular diferenciada (fig.1-b) con formaciones
reticulares en su citosol, de mayor tamafio, en una proporcion aproximada de 10%. La
poblacion celular diferenciada (fig.1-c), con la presencia de formaciones citosolicas
oscuras cuasi esféricas, relacionadas posiblemente con la composicion proteica de la
algarrobina, en una proporcion aproximada de 20%.
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Figura 1. Microfotografia del apice radicular de la semilla de P.
pallida, en un microscopio de campo claro, a 200 aumentos, mostrando
tres tipos de poblaciones celulares: a) meristematica, b) diferenciada
con formaciones reticulares; y c) diferenciada con inclusiones.

La poblacion celular diferenciada (fig.1-c, fig. 2), con formaciones citosolicas
oscuras cuasi esféricas, que ocupan aproximadamente del 80 al 85% del volumen
celular.

Figura 2. Microfotografia de la poblacion celular diferenciada hallada
en la semilla de P. pallida, en un microscopio de campo claro, a 1000
aumentos, mostrando prominentes inclusiones citosolicas oscuras
relacionadas posiblemente con la composicion proteica de la
algarrobina.
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Discusion

La estructura celular de las raicillas de la semilla de la algarroba de Prosopis
pallida (Humb & Bonpl. ex Willd.) ante la técnica de la impregnacion argéntica (IA)
presenta tres tipos de poblaciones celulares, diferente de las formas celulares que suelen
observarse en el estudio citologico realizados en otros vegetales (Beltran, 2010).

La impregnacion argéntica permite visualizar el comportamiento de las regiones
argirdfilas de las células y cromosomas; en los ultimos afios, se han generado muchos
estudios en Genética Animal y Vegetal con protocolos basados en la IA; la razén se
debe a que las regiones argirofilas del nucleo, como el nucledlo y de los cromosomas
somaticos y sexuales, como las Regiones Organizadoras Nucleolares (RONs) vienen
permitiendo obtener nuevos conocimientos sobre la modulacion de las respuestas de los
organismos a los cambios estacionales, andlisis citogenético y la comprension del
estudio evolutivo (16, 17).

La poblacion meristematica son células pequefias que se hallan en proliferacion,
son casi cuadradas, con pared celular muy delgada, con un ntcleo central Gnico y de
gran tamafio incluido en un citosol extenso (fig. 1-a). Las células son muy
heteropicnoticas a la coloracidon argéntica, toman el cldsico tono marrdn que caracteriza
a las muestras sometidas a la IA, presentan nucléolos esféricos, los cuales evidencian su
alta actividad transcripcional y proliferativa. La IA, identifica las regiones argirofilas de
la célula mediante el uso de la plata (AgNO3); el protocolo se basa en la tincion de una
serie de proteinas asociadas al nucléolo como la RNA polimerasa I, nucleolina y la
proteina B23, las cuales evidencian la actividad transcripcional y proliferativa de las
células y de las regiones organizadoras nucleolares localizadas en ciertos cromosomas.

La poblacion celular diferenciada (fig. 1-b) no es proliferativa, son células
transparentes, carentes de inclusiones, aparentemente con numerosas y pequefias
vacuolas de agua; son escasamente picnéticas a la tincion de la IA, sus nucléolos son
pequefios debido a su baja actividad transcripcional y proliferativa. Probablemente son
las células primarias que posteriormente se diferenciarian en las células encargadas de la
notable propiedad de P. pallida de almacenar agua.

La poblacion celular diferenciada (fig. 1-c, fig. 2) tampoco es proliferativa, son
células de mayor tamafio con numerosas y prominentes inclusiones citopldsmicas
oscuras, generadas por la actividad metabdlica de la célula y que estaria constituida por
las proteinas y polisacaridos hidratados que proporcionan el color y calidad nutritiva a
los productos de la algarroba. Al respecto, Alberts, Bray, Hopkin, Johnson, Lewis, Raff,
... Walter (2006) sefialan que “atn en las c€lulas que no se encuentran en division, las
proteinas se sintetizan en forma continua; éstas proteinas recién sintetizadas se deben
enviar a todos los organelos de una manera precisa, algunas para ser vertidas al exterior
y otras para ser almacenadas en la célula” (p. 502). Los productos de la algarroba como
la harina, café y miel de algarrobina, son de alto valor en la gastronomia nacional e
internacional, lo cual podrian convertirse en importantes productos nutracéuticos que
podrian convertirse en fuentes de ingreso economico de las familias que habitan los
bosques secos del norte de Pert en bajas condiciones socio econdmicas (Dostert y col,
2012).

El estudio ha permitido establecer un conocimiento citoldogico basico de la
poblacion meristematica radicular de las semillas de P. pallida. Se espera que los
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resultados sirva de soporte a futuras investigaciones genéticas y ambientales para un
adecuado manejo y conservacion de P. pallida y de los recursos naturales que
conforman nuestra amenazada biodiversidad; sobre todo P. pallida que hoy es sometido
a una severa deforestacion que incluso representa el 90% de la produccion de carbon
vegetal.

Conclusiones

La semilla de la algarroba de P. pallida estan constituidas por tres tipos de
poblaciones celulares: una meristematica y dos diferenciadas.

La poblacion celular diferenciada con numerosas y prominentes inclusiones
citosolicas estaria relacionada con formaciones proteicas y glucidicas constituyentes del
decocto de la algarroba.

El conocimiento citolégico basico de las raicillas de las semillas de P. pallida,
servird de soporte para investigaciones genéticas y ambientales que permitan un adecuado
manejo del recurso endémico, que hoy es sometido a una intensa depredacion.
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