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PFSUMEN.,

Eggyg'éeauilana es una planta de importancia para el --
pals, ya que de ella se extrae el teauila, producto cuya expor
tacién genera ingresos de importancia, Existe una gran deman-
da de material para nuevas plantaciones, sin embargo es diff--
cil satisfacer esta demanda de material para nuevas plantacio-
nes con las técnicas de propagacifn tradicionales vor ser, en-'
este tipo de plantas, relativamente poco eficiente. En ésta -
y otras especies perennes, la micropropagacién se ha sugerido-
como una aiternativa. Sin emhargo durante la multiplicacién -

in vitro de Agave tequilana, como en otras especies, se presen

ta un fen6meno llamado vitrificacifn que disminuye la eficien-
cia de la micropropagaci&n al morir gran cantidad de pl4ntulas
con este sindrome, en las etapas subsecuentes al desarrollo in

vitro,

El presente trabajo constituye una aportacién al cono-- -
cimiento de los cambios en términos de relaciones hidricas y -
tasas metab6licas gue sufren los tejildos de Acave tequilana du

rante diferentes etapas de vitrificacién inducida.

Los resultados sngieren que existen desajustes en las -
rélaciones htdricas de los explantes colocados bajo condicio--
nes de cultivo vitrificantes. FEstos desajustes en etapas pre-

-9 -



I. INTRODUCCION.

Fl géhero Agave, conocido comunmente como maguey en la

iathl AS)
zona central del pafs, y henequén o sisal en la zona sureste,
es.ttpico de la flora mexicana y se encuentra distribuido am-

pliamente por todo el territorio nacional.

Los agaves han tenido mfltiples aplicaciones, tanto en
la medicina popular (Lezama 1957}, como fuente de alimento --
{callen, 1965), en la fabricacién de arras y utensilios (Shel
don, 1980) en la industria textii y artesanal (Romo, 1977) vy-
como bebida ya sea en forma fresca (Pguamiel; Granados 1981),
fermentada (pulgue) 8 destilada (teguila; Halffter 1957, Gen-

try 1982).

Actualmente el estudio de los agaves empieza a cobrar-
mayor relevancia por su alto potencial explotakle (fibras, te
quila, pulque, alcchol, etc.) y el descubrimiente de nuevos -
productos derivados de los mismos: esteroides, enzimas proteg
lfticas, saponinas, celulosas, biomasa de levaduras, produc--
cién de madera sintética o hien para la obtencibén de hidroli-
zados y dextranas (Cruz, 1987; Gonzflez, 1956; Sinchez, 1979;
Romo, 1977; Wravo, 1978), Halffter (1957) clasifica a los ==
agaves de acuerdo con su utilidad prictica en tres grupos Qe—
- pendiendo del producto final al que sean destinados: 2).- -
aguardiente, como en el caso de Agave tecuilana Weher., B).-
fibra dura como el Rgave fourcroydes Lem. y el A. sisalana y-

C) .~ pulgue; tal es el caso de Agave salmiana y A, artrovi---

- 11 -



rens Karw.

Dentro de los diferentes uscs que se les da a los aga--
ves, destaca la fabricacién de licor a partir de diferentes va

riedades de. la especie Agave tequilana. (Como lo es la varie--

dad conocida comunmente como “azul® o la variedad conocida co-~
mo "pata de mula®], De &sta especie de Agave y otras en parti-

cular (Agave salmiana, Agave artrovirens Karw), se producen --

dos tipos distintos de bebidas, Las primeras provienen direc—
tamente de la savia extralfda de las plantas vivas y se consu--
'men frescas como aguamiel o fermentadas como puloue, Las se--
gundas son los licores destilados, conocidos como mezcal o te-
quila, que fueron desarrollados subsecuentemente a la ocupa---
¢16n Furopea en México,

' El tequila es un producto derivado de la especie Agave-
wﬂﬂmamqueﬁﬂewlamﬁ&owﬁmmthnwm.@
te licor destiladc se obtlene separando el meristemo y las par
tes blancas de la hase de las hojas del total de la planta, al
iniciarse la floracidn., Los meristemos (llamadas "cabezas") -
que pesan entre 25 y 50 Kg. Fstas "cabezas" son primero hervi
dos por 30 o 40 horas para hidrolizar el almidén a azdcér v -
posteriormente se maceran y se colocan en fermentadores en dog
de los azficares son convertidos a alcohoi por via bacteriana y
el juge alcoh8lico es separado por destilacién. Fsta manufac-
tura ha sido desarrollada en Tequila, Jalisco, de donde los --

preductos toman su nombre oficial.
- 12 -



EMPORTANCIA DFI CULTIVCQ DEL Agave

PARA EL PAIS.

El 4rea gue ocupan las tierras cultivables en el mundo -
es de 1091.33 x 10% hectdreas. De este total el 6.2 x 10¢ hec
t&reas son tierras iAridas o semidridas. Fn México, cerca del -
45% del territorio es de tipo &rido o semifrido y se destina -~
principalmente a los cultivos tradicionales como mafz, arroz, -
trigo, frijol, etc. Sin embargo los agaves, plantas adaptadas-
a condiciones semidesérticas, debido a gue poseen un metabolis-
mo de tipo CAM (Metabolismo &cido de las crasulaceas), due les-
permite cerrar sus estomas durante el dfa, evitando pérdidas ex

‘cesivas de agua por transpiracifn y ser capaces de fijar €02 at
mosférico por la noche cuando mantienen los estomas abiertos, -
para acumularlo en las vacuolas celulares de la hoja como mala=~
to. Esta ventaja de los agaves debe considerarse en la explota
cibén de terrenos agricolas marginados, que redituarfa no solo -
en la explotacifn de sus productos tradicionales (fibra, teaui-
1a, pulgue), sino también en su utilizacifn como fuente alterna
tiva de metabolitos como los esteroides, fructuosa, enzimas PIo

teolfticas y dextranas.

IMPORTANCIA DF LA INDUSTRIA TEQUILERA,

En el afio de 1983 habfa cerca de 15,000 familias dedica-

das al cultivo de Agave tequilana y cerca de 3,000 lahorando en

- 13 -



gen rizémico. Sin embargo la micropropagacifn pudiera aumen
tar la eficiencia de produccisn de dicho material de replan-
te., Actualmente se cuenta con la metodologfa para la propa-

gacifén in vitro de Agave fourcroydes Lem. Yy Agave teguilana-

weber, desarrocllado por Robert et al (1986). Se ha calcula-
do gue de una planta madre de Agave Fourcroydes se pueden ob
tener 3750 pl&ntulas in vitro mientras que en el campo la --
produccifn méxima de plintulas que se pueden obtener a tra--
ves de la reproduccisn riz8mica es de 10 pl&ntulas per plan-
ta madre durante todo su ciclo de vida (Castorena, 1985). --
Una de las veﬁtajaa que presentan las pldntulas micropropaga
das con respecto a las generadas en la naturaleza es un in--
cremento mayor en biomamasa, lonaitud y grosor, segfin las --
evaluaciones recistradas hasta ahora (F. Contreras 1989, co-
| municacién personal). Fsto habla clezamente del alto poten-
! cial que puede tener la micropropagacifn de Agave Teauilana~
" en la produccién de material de replante en un corto perfodo

de tiempo.
IMPORTANCYA DF RESOLVER EL. PROBLEMA DF

VITRIFICACION.

La bdsqueda de una solucién al problema de vitrifica-
ci6n cada dfa adquiere mayor trascendencia. El encontrar una
solucidn y poder generalizarla a las demis especies eliminarfa
uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la t&cnica
de micropropagacidn en el mundo. Tambié&n reducirfa las gran-
des pérdidas de material biol6gico que ocasiona este fenémeno,
haciendo mfs rentable la aplicacifn del cultivo in vitro y --

- 15 -



Ir. ANTECFDENTES .
Ciclo de vida del génerc Agave.

Poco es lo que se sabe de la bioloafa del género Agave.
Gentry (1982} los considera como rosetas perennes y monoc8rpi
cas, donde el crecimiento y acumul#ciah de reservas progresan
conjuntamente con el ciclo de maduracién que es variable para-
"las diferentes especies pero en general abarca de 8 a 20 afios.
‘ Una vez alcanzado este pertodo_ se inicia la floracisn, la cual
ocurre solo una vez enyla vida de la planta. Al té&rmino de -
la misma, la planta reduce todas sus funciones, degenera y -~

muere.

Fl ciclo reproductivo de los agaves comprende dos vias
asexuales y en casos excepcionales reproduccién sexual, for=--
mando semillas qué muestran un grado de germinacién bajo, del
1l 5% (Castorena, 1985).  Sin embargo, Lundell (1937) repor
ta el caso del Agave Hfbrido 11648 cuyo & de germinacién es -
alte (55 a 60%), por lo gue no es general en todas las espe--
cles la baja fertilidad y la falta de viabilidad en las semi-
llas, Sin embargo, Bolio (1914) indica que las semillas cue~
~germinan producen pl8ntulas de lento crecimiento, que degene~
ran en calidad y prbduccidn debido a la gran variacién fenotl
pica gue presentan, siendo esta una desventaja con respecto -

a las plantulas cue se cbtienen a través de vistagos asexua=--

les.
-17 -



Las 2 vfas de reproduccifn asexual a partir de las cua
les se pueden obtener plintulas estan separadas en el tiempo)
la primera es 3 través de vistagos que proceden de rizomas -~
subterrfnecs que tienen orfgen en la base del tallo. Dicho -
rizoma tiene la forma de un cilindro s8lido y longitud varia-
ble, estf recubierto por bricteas de 1.5 a 3 cm., de difmetro,
crece horizontal al suelo, Durante su crecimiento logra emer
ger a la luz y produce pl&ntulas, A partir del primer afic la

planta produce de 5§ a 10 rizomas durante su vida.

La segqunda forma de reproduccifn vegetativa es por me-
dio de bulbillos que aparecen en la base de las flores cuando
éstas han cafdo prematuramente. A partir de una pequefia yema,
se desarrollan pléntulas muchas veces con cilerto desarrollo -
¥adiculnr, las cuales s8lo requieren llegar al suelo para con

tinuar con su crecimiento y desarrollo (Castorena, 1985).

Ubicacién taxonfmica del cénero Agave,

A pesar de su importancia, la ubicacibn taxonbmica de
la familia acavaceae, as! como de loa géneros que la componen
no es clara. Sin embargo, reclentemente el uénerc Agave ha -
bsido cblocado como perteneciente a la familia Agavaceae (Stan

ley, 1930; Wiggins 1980). Por tanto la clasicacién mds acep-

- 18 -



tada es:

Reino Vegetal.
Divisién. Embriophyta.
subdivisién, Angiospermae.

Clase. Monocotiledonae.
Orden. Agavales,
Familia. Agavaceae.
Tribu. - Agaveae,

Género. Agave.

Especie. tequilana Weber,

De acuerdo a Lawrence (1951); Traub (1935); Hutchinson

(1964) 3 Takhtajan (1980).

Descripcién morfolégica de Agave tequilana.

Agave tequilana es una planta suculenta que se extien-
de radialmente de 1.2 a 1.8 metros de alto, posee un tallo -~
corto y grueso en la madurez (30 a 50 cm. de grosor). Hojas=
de 90 a 120 x 8 a 12 cm, de ancho, lanceoladas, acuminadas, =~
firmes y fibrosas. Las hojas son anchas en la parte media, =
luego se estrechan y se engruesan hacia la base. Generalmen-
te son azulosos o gris verdosas y poseen dientes laterales --
" con un tamafic de 3 a 6 mm de larao, las puntas son deloadas y

flexionadas de la base piramidal hacia abajo, de color café a

- 19 -



MICROPROPAGACION.

Micropropagaciéin, cultive de tejidos y propagacién in-
vitro son sin®nimos de una técnica que permite el incremento-
mediante reproduccisn asex;al del nfmero de individuos en con
diciones artificiales, asépticas, con nutricién, luminosidad-

y temperatura controlados.

La micropropagacién ha demostrado su utilidad en espe-
cies de multiplicacifn deficiente o relativamente lenta (or--
quideas, espfrrago, alaunas cact!c;as, etc,) y en plantas que
aungue sean ficilmente propagables asexualmente, su nfimero se
aumenta considerablemente al ser cultivadas in vitro, con res
pecto a las cantidades obtenidas a través de los métodos tra-
dicionales de esqueje, estolén, bulbo, etc, La micropropaga-
cién ofrece una ventaja adicional, ya que se puede obtener ma
vor uniformidad genética del material de replante, evitindose
la variacién genbtipica propia de poblaciones ceneradas por -

semilla.

La micropropagacifén se aplica actualmente con buenos -
resultados tanto en plantas anuales como bianuales (frutales,-
hortalizas, plantas de ornato). Por el contrario, en especies
perennes no ha tenido el mismo avance, puesto gue este tipo -
de plantas presentan inconvenientes para la propagacién in vi=-
tro como por ejemplo la edad de los tejidos y 8rganos, ya que
conforme avanza su @adurez resultan menos suceptibles de ser -

propagados.
- 21 -



especie. FEsto ha llevado a formular combinaciones con menor-
o mayor cantidad de sales, suraiendo asf los medios modifica-
dos. Una concentracién alta de sales puede tener un efecto -
t8xico sobre el tejido mfentras gque una disminucidn en la for
mulaci8n puede limitar o anular la micropropagaciln, depen---
diendo de la especie {(Skirving, 1961; L8pez, 1976; Seabrook,-
1980).

InSculo,

También llamado explante, es un fragmento extrafdo de-
la planta donadora, con el propSsito de cultivarlo aséptica~-
mente. Cuanto mids pequefio sea, menos probahilidades hay de -~
contaminacién del medio por microorganismos adheridos al in8-
culo, pero tambi8n existen menos probabilidades de desarrollo.
El lugar de la planta de donde se extrae tambi€n es importan-
te, segin saa el prop6sito de la siembra (rafz, tallo, hoja,-
antera, etc.). Para la micropropagacifin se prefieren 8rganos
o fragmentos cuyo tamafio es variable, llendo desde mm. hasta
cm. (&pices, yemas y ramasy. La edad fisiolfqgica determina -
el tipo y la velocidad de morfogénesis en relacidn con el ti
po de medio de cultivo en que se siembre, pues aenerale=--
mente los tejidos j6venes tienen mayor capacidad de diferen-
ciacién que los tejidos maduros (Hughesy 1981), Como regla-

general, las plantas jévenes proveen los mejores explantes pa

.ra micropropagar, puesto que las plantas maduras presentan un

- 23 -



cultivo es absolutamente necesaria para todos los tejidos cul-
tivados in vitro ya gue estos se encuentran bajo condiciones -

heterotréficas (Seabrook, 1980; Ldpez 1976).

La fuente de carbono mds comunmente utilizada es la sa-
carosa en concentraciones de 2 a 3% (Seabrook, 1980). La glu-
cosa y la fructucsa pueden sustituir en alcunos casos a la sa-
carosa (Hughes, 1981), A los carbohidratos se les atribuyen -
dos funciones en los medios de cultivo: proveer la fuente de -
energfa y mantener un potencial osmStico en el medio de culti-
voe, por lo gue la dosis y tipo de fuente de carb8n puede cau--

sar transtornos en micropropagacién (Skirvin, 1961),

Fatado fisico del medio de cultivo,

Fl agar es el material mds utilizado para gelificar los
medios de cultivo, las cantfdades utilizadas varfan considera-
blemente. Como se explicarf m&s adelante, altas concentracio-
nes de agar pueden inhibir el crecimiento de los cultivos debi
do al potencial métrico elevado v a la reduccifn en la disponi
bilidad de nutrientes y materia oracdnica a los tejidos (Skir--
vih, 198l), Por otro lado, concentraciones reducidas de agar-
provocan un incremento en la liberaci8n de agua en el medio de
cultibo, por lo que la concentracién de agar adecuada para ca-
da situacifn, deber§ ser determinada experimentalmente para ca

- 25 -



da situacifn en particular. §Sin embarco, una concentracién
de 0.8% es generalmente suficiente para la mavorla de los -

propésitos de cultivo (Seabrook, 1980},

- 26 -



IXI.3. VITRIFICACION,

Una de las alteraciones mis importantes gue se-
presenta en micropropagacifn es la vitrificacibn. Fste fenf-
meno, es definido como un conjunto de alteraciones fisiol8gi-
cas y biogufmicas que se reflejan en la pfrdida de crandes --
cantidades de material biol8gico durante las etapas sucesivas

al desarrcllo in vitro (heberch et al., 1981; Kevers, 1987).

FSte fenfmeno no es exclusivo de una especie (Z2iv, ---
1987), pues ha sido reportado para varias especies tanto her-
bfceas como lefiosas y ornarentales: Prunus malus (Poxus et -
al,, 1978); Cynara scolymus {(beherch et al., 1981), Salix ba-
bilonica (Letouze et al 1983; Bechausne, 1981) Dianthus caryo
phyllus (2iv, 1983; Fevers, 1987). Dentro de las caracteris-
ticas mis evidentes de &ste fen@meno podemos mencicnar el as-
pecto suculento, hiperhidratado y translf@cido due presentan -
los hrotes durante su desarrollo., Fl aspecto translicide pa-
rece estar asociado a una menor cantidad de clorofila {Phan y
Letouze, 1983). Las hojas y tallos generalmente son quebradi
zas 0 se curvan hacia sus partes internas. Sus tallos son --
gruesoe y translficidos, algunas veces con hfbito de crecimien
to arbustivo (Vieth et al., 1983; Kevers et al,, 1984). Se ha
tratado de encontrar la causa de este desorden ; los estudios

efectuados han mostrado una serie de anomalfas en las plantas.

Kevers y Gaspar (1985) encontraron que en genéral las plantas

-27 -



afectadas presentan una baja capacidad de lignificacifn en va
sos y traqueidas acompafiado por una deficiencia de celulosa =

en pared celular,

En estudios realizados con plantas vitrificadas de --=

Dianthus Caryophyllus se encontr8 cue no existfan ceras cuti-~

culares y que los estomas no eran funcicnhales, pues no respon
dieron a los estimulos (obacuridad, ABA y Ca++) que se sahe =
afectan el turqor de las c8lulas cuarda, responsables princi-
pales del cierre estomatal (Werker y lLeshem, 1987; 2iv et --
al,, 1987)., PFsta falta de control estomftico trae consigo un
nulo control de transpiracifn, razén por la cual cuando las -
plantas son llevadas a condiciones de invernadero presentan -
una sobrevivencia muy baja o nula (vieitez et al,, 1985). La
denaidad de los estomas en las plantas vitrificadas es varia-
ble de planta a planta, siendo en alaunos casos similar a la-
de 1;: plantas normales y en otros muy bajo con respecto a es
t;- dltimas (Gersani et al., 1986; Werker et al., 1987). Ade
m&s se presentan anormalidades en las células cuarda, como la
reducciSn en el nfimero de cloroplastos acompafiado de un aumen
to en el voldmen de los mismos. Otro desorden observado es -
gue los estomas estin sobre el nivel de la epidermis, mien---
tras que en las hojas normales de edad similar, los estomas -~
se encuentran ubicados al mismo nivel de las células epid&xmi
cas o incluso ligeramente hundidos (Werker et al., 1987; Ziv-
et al.,, 1987).
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Otros estudios morfolbaicos reportan anomallas como -
son la desintegracifn del nfcleoc y la pérdida de la organiza

cifn citoplfésmica (Bornman y Volaemann, 1987),

Werker v ILeshem (1987) al comparar plantas normales =-.
con plantas que presentan vitrificaci8n durante varias eta--

pas de desarrollo encuentran las sicuientes diferencias:

R). Reducci8n del perfodc en el cual las células meris
temfticas permanecen dividi#éndose y creciendo en-

el brote.

- Bl. Hipertrofia de las c#lulas, disminuyendose la elon

gacibn del eje en el cambium,

C}. Paredes celulares defectuosas, en ciertas reciones
se forman cavidades debidc fundamentalmente a la-

desintearacién de la lémina media.

EFn estudios anatémico-estructurales realizados duran-

te el proceso de vitrificacifn en Dianthus caryophyllus se ha

podido observar que el ndmero de células cue se encuentran en
i@ circunsferencia del tallo es mayor en las plantas vitrifi-
cadas que el existente en las plantas normales. (Werker y --
Leshem, 1987).,
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En las plantas vitrificadas se han encontrado grandes -
espacios intercelulares entre las células del tallo y en el --
eje del primordio foliar, lo que trae como consecuencila uné co
municacién deficiente entre el dpice del brote y el resto del~
tallo (Nerker y Leshem, 1987). Tambiéin presentan un anillo pe
rivascular de escler@nquima muy psquefio, reducido o ausente, =
mientras que el tejido del xilema se ancuentre poco diferencia
4o y pobremente lignificado. En los lpicqn de plantas vitrifi
cadas las regiones meristemfticas no se reconocen ficilmente,-
pues sus c#lulas son largas y alounas veces vacuoladas, Fn es

" te tipo de Spices solamente las c@lulas madre y las células de
dos capas de la tfnica permanecen evidentemente meristem&ticas;
mientras gue en las plantas sanas el meristemo permanece intac
toy 4 o 5 capas de c€lulas toman parte en la formacifn del pri

mordio foliar (Vieitez et al., 1985).

En plantas vitrificadas los primordios foliares mantie-
nen un patrén de maduracién diferente al de las hojas normales,
pues las primerss detienen su maduracifn estructural y divie--
8ifn justo abajo del Spice del primordio, mientras que las ho-
jas normales mantienen divisiones tanto abajo del Spice como -
en todo el primordio (Werkcg et al., '19686). Las hojas de los-
brotes vitrificados se caracterizan por la carencia de una di-
ferenciacifn clara entre el par€nquima en empalisada y el pa--

rénquima esponjoso. (Werker et al.,, 1986; Veiter et al., 1985).
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Factores asociades a vitrificacién.

Se han sugerido una serie de factores que causan vitri-

ficacién en diferentes especies (tadbla 1),
Potencial de agua,

fue el potencial de agua (en su componénte de matriz)-
el primer agente gue se manej8 como causante de vitrificaci8n,
asociado a las bajai concentraciones de gelificante que se en
cuentran en el medic de cultivo (Debergh, 1983; Revers, et al,

1984) ..

El potencial hidrico de un sistema es consideradc como
la energfa cufmica disponible en el mismo para realizar un --
trabajo mecfnico. Dicho potencial, llamado también potencial
qufmico, depende de la suma total de las diversas componentes
que guardan una dependencia directa con la enerqgfa disponible
en el sistema con respecto a la del agua pura que es conside-
rada igual a cero bajo condiciones constantes (a una atmésfe-

ra de presién y 25°Cl.
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TABLA 1.

Probables agentes causales de vitrificacidn.

lAGENTES CAUSALES DE VITRIFICACION

\, ESPECIES

INDUCTORES PROBABLFS

AUTORES

Dianthus

cagxogﬁxllus

Prunus SpP.
Orunus 8p.

alus ' =p.
Prunus SpP.

Malus doméstica.

Cucumis melo.

Salix habilénica.

Pices abies

0

- |§|8)

Medio 1iquido

Iones cloro

Inespecifico
Inespecifico

Contaminantes
del medio,

Altas cantidades
de citocininas.

Altas cantidades
de auxinas o
citocininas.

Potencial de ma-
triz.

Potencial de ma-

Cynara scolymus

F xfhil‘lnaormedia triz, Alta caj
tbera nymph. ;
fbera Jamesonii

nas,
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dad de citocinl

Hauzinka 1974, Davies
1977, Sutter and Lan=-
ghans 19879

Quoirin and Leproivre
1977,

Boxus et al,, 1978,
Zuccherelli 1979,

Pascualetto et al,, -
1988,

Leshem et al., 1968,

Bechausne 1981,

Von arnold et al,, ~
1

Debergh et al., 1981

i Debergh 1983,



ESPFCIFS INDUCTORES PROBABLES

Dianthus . Potencial de msatriz

cigkgkﬁzllus y cierre de frascos,

Altas cantidades de
auxinas,

Salix babilénica Tones NH‘

Dianthus carycphyllus. Potencial hidri-
¢o del medio. .
Humedad relativa de

los frascos.

Dianthus caryophyllus.., Etileno,

Deberch et al,, 1981,
Hakkaart and Versluijs
1983,

lLeshem et al,, 1985,

Letouzé and Daguin ==
1983,

Hakkaart and Versluijs
1983; Ziv et al., 1983
Bottcher et al., 1988.

Kevers et al,, 1985,

Modificada de Kevers et al., 19684,
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La ecuacisn gque describe la relacién entre las diver--

sas componentes es la siguiente:

Py = Pge + P, + Pg
Donde:

Py » Potencial hfdrico.
P4 = Potencial osmbtico.
Pm = Potencial matricial.

Py = Potencial de turgencia,

Fl potencial de turgencia se refiere a la presifn qene
rada por el aqua al ingresar al interior celular v aue compri
me la membrana plasm&tica contra la pared celular (Lépez, --~-

1984).

Fl potencial de matrfz es acuel gque se genera debido a
la adsorcitn de las moléculas de agua a superficies y coloi--
des que presentan la posibilidad de una retencién adicional y

cuya capacidad retentiva crea este potencial.

Fl término de potencial osmético se refiere al incre--
mento o disminucifn del potencial de agua debido principalmen
te a los sclutos capaces de unirse o entrar en disoluci8n con

el agua disminuyendo su actividad, ejemplo de esto son los -~
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carbohidratos y otros osmolitos (Lépez, 1984}).

Al parecer un alto potencial de matrfz facilita una ma
yor disponibilidad de nutrientes del medio al explante en cul

tivo, Kévers et al., (1984).

Mucho se ha escrito sobre la importancia que tiene la-
) consistencia del medio de cultivo y la concentracién de aeli-
ficante utilizado para que se presente o no vitrificacifn, La
concentracién del gelificante contribuyes al potencial de ma--
triz del medioc, por lo que se ha sefialado al potencial de ma-
triz como un factor imporsante en la induccién de vitrifica--
cién (Dsbargh, 1983}, BAsf para Picea Abies L, Karst Arnold'y
Frikson et al,, (1984), describen el efecto de varias concen-
traciones de agar y su influencia sobre los tejidos, donde a-
bajas concentraciones de agar se presenta un alto porcentaje-
de vitrificacifn y conforme se Incrementa la concentracifn de
agar la vitrificacifn disminuye. Sin embargo cabe destacar -
que al aumentar la concentracibn de agar también disminuye el
nfmero de plfntulas obtenidas, Fstos resultados son consis-—

tentes con 1o observado por Deberch (1983), en estudios rea-~

lizados con Cynaxa scolymus,

Fn Dianthus caryophylus se ha identificado al componen

_te de matrfz del potencial hfdrico y al sellado hermético de~
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los frascos de cultivo como responsables de la vitrificacifn-

(Hakkart, 1983; 2iv, et al., 1983).

La humedad relativa ha estado estrechamente relaciona-
da con la vitrificacién (Ziv et al., 1983; PFottcher et al., -

1988), Estudios con Dianthus chinensis I.. y Cynara scolymus-

mostraron aue variando las propiedades fisicas del medio de =
cultivo y la humedad relativa se puede inducir o revertir la-
vicrificacifn, aunque dicha reversifn aueda limitada dnicamen
te al surgimiento de hojas nuevas y no a los tejidos ya vitri

ficados.
Amonio.
Fl amonjo fue otro de los compuestos suceridos como --

probables agentes causales de vitrificacisSn. Dagyin et al., -

(1986), estudiando cultivos in vitro de Salix babilonica en -

" medios con diferentes concentraciones de nitrato de amonioc ---
(6.2, 12,5 y 20.6 m¥) encontraron que conforme se incrementa-
la concentracifn de &ste compuasto se inducen los sfntomas de-
vitrificacifn, Esto también fue observado por Fevers et al.,

(1984) .

¥evers et al., (1984) reporta vitrificacifn en Dianthus

caryophyllue como un fenfmeno asociade a la enzima fenilamonio

liasa (PAL), enzima relacionado con la lignificacién de la pa-
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red celular, al encontrar cue tanto el contenido de lignina -
como la actividad de (PAL) se encuentran disminufdos en plan-
tas crecidas en condiciones vitrificantes {cultivo lY¥cuido) -

con respecto a aquellas crecidas en condicicnes normales,

Contaminantes del agente gelifificante.

Debergh (1983), trahajando con Cynara scolymus encon-=
tré que al igual que la concentracién, la marca del acente ae
lificante juega un papel importante en la aparicifén de la vi-
trificacifn, pues las diferentes marcas contienen diferentes-
contaminantes (Ca, Mg, ¥, Na, é, Fe, Mn, Zn, Cu) que pueden -
actuar como inhibidores de la vitrificacién, pues de acuerdo-~
a la concentracifn de gelificante se encontrarf disponihle en
mayor o menor cantidad cada uno de 1os,e1ementos cue pudiera-
adsorber al aaente que induce vitrificacifn, si éste no estf-

determinado por el material biolbaoico.

Pasqudletto et al., (1968}, trakajando en la micropropa
gacién de manzana, donde la vitriffcacién es un fenSmenoc comfin,
encontraron que en los gelificantes utilizados en el medio de-
cultivo(seléitey Bacto-agar) existfan cantidades muy diferen-
tes de cationes., Un anflisis mis detallado de los gelifican--
tes mostr8 que las concentraciones de potasio (K) y Maonesio -

(Mg) existentes en Gelrite con respecto a las existentes en =-=
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Racto-agar eran 30 a 40 veces mayores en Gelrite (Pascualetto,

datos no publicados).

Fitorreguladores.

Otros factores propuestos como inductores de vitrifica~
cién han sido los reguladores de crecimiento, como son las -=-
auximas, citocininas y etileno (Debergh, 1983; Leshem et al.,-
1985-1988), Se ha reportado que las citocininas como la 6~ -
Bencil eminopurina (B2P) colocadas ex8genamente en los culti--
vos in vitro de mel6én, causan vitrificacifn (Leshem et al., =--
1988). De igual forma, Gaspar et al., (1987) encontr$ ocue el-
RAP disponible en el medio de cultivo induce vitrificacibn en-
manzana. Leshem et al., (1988) encontr§ gue altas concentra--
ciones de auxina como el &cido naftalenScetico (ANR), en el me

dio de cultivo incrementa la proporcifn de brotes vitrificados.,

El etileno es otro regulador asociado con vitrificacién

" {Kevers et al. 1985), se ha propuesto que tiene un efecto regu
latorio sobre algunas de las enzimas qgue act@an en el proceso-
de lignificacién.. Estudios preliminares indicaron cambios im-
portantes en la liberacifn de etilenc en respuesta a un medio=-
vitrificante con respecto de uno no vitrificante; en el medio-
vitrificante la produccifn de etileno fue superior a la produ=-
cida por las plantas colocadas en medios de cultivo normales -
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para tejidos de Dianthus caryophyllus,

Vitrificacidn en Agave tequilana,

Durante la micropropagacifén de Agave tecuilans, al jgual
que en las demfs eszpecies hasta ahora reportadas, se presenta -
el fenfSmeno de vitrificaci8én gue disminuye seriamente la canti-
dad de plantas que se pueden obtener por esta técnica (Foto 1,-

Robert et al., datos no publicados).

R SR BTN

Foto 1. Comparacifin entre la condicifn vitrifi-
cante y normal, donde se cultivaron ‘ex
plantes de Agave tecguilana.

e
Existen algunos trabajos que se iniciaron en el Centro
de Investigaciones Cientffica de Yucatfn para tratar de encon

- 39 -



trar la solucifin del prohlema en esta especie y de manera al--
terna encontrar algdn tipo de marcador cue indicara el inicio-

del proceso de vitrificacién,

Peraza (1988) .hipotetizé que la vitrificacién pudiera -
estar asociada a una baja concentracién de oxfageno en los me--
dios de-cultivo, por lo due realizé un estudio del comporta---
miento de la enzima lactato deshidrogenasa (F.C. 1.1.1.27), in
dicadora del metabolismo anaerobio de los carhchidratos, duran

te el cultivo in vitro de Agave tecuilana baio condiciones vi-

trificantes, asumiendo gue en ellas se encontraban afectadas -
tantoe la aereacifn como la captacibn de nutrientes (sacarosa).
‘Para la condicifn vitrificante (deficiente en oxfoenoc) utilizé
como agente gelificante CGelrite en una concentracibn de 0.15%,
mientras cue para la condicifn no witrificante (aereacifn ade-
cuada) utiliz8 Agar-hAagar en concentracifn l% como agente ageli=-

ficante.

De acuerdo a sus resultados, la actividad de la enzima-
es mis elevada en los explantes colocados en la condicién nor-
mal (con buena aereacifn), lo gue no apoya cue hava menos can-
tidad de oxfgeno en la condicibn vitrificante., También pudo -
observar ague la velocidad de captacifn de sacarosa ocurre mu«-
cho mis ripidamente en. el tratamiento vitrificante que en la -
condicifn normal, a juzgar por los resultados de reductores to
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tales gue obtuvo en las primeras semanas, sugiriendo que la -
consistencia fisica del medio de cultivo determina la veloci-

dad de captacifn de nutrientes.

Probahblemente el alto potencial de acua de la condicién
vitrificante "anaerobia" es un factor que afecta de ranera im-
portante muchas actividades celulares (XKumar and Sinch 1979),-
Fsto es consistente con el hecho de encontrar bajas activida--
des en la condicifn vitrificante cuando se esperaha lo contra-

rio.

Por otra parte, Maldonado (1988) cuantific6 la activi--
dad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa durante la micropro

pagacifn de Agave tequilana bajo una condicién vitrificante, -

hipotetizando que &sta enzima pudiera actuar como un marcador-

bioquimico del fenfmeno de vitrificacibn.

En su sistema experimental, para la condicifn vitrifi--
cante us® gelrite 0.12% y para la condicifn normal utilizé aqel
rite 1,2%. Su estudio comprendi8 el andlisis del comportamien
to de la enzima en explantes y brotes adventicios. Sus resul-
tados mostraron que la actividad de la glucosa 6 fosfato deshi
drogenasa fue significativamente m&s alta en los explantes de-
la condici8n vitrificﬁnte que la registrada en los explantes -
de la condicién normal, Ademfs not8 un incremento en la acti-
vidad de la enzima en los explantes de ambas condiciones a los
treinta dfas (previo al suroimiento de los brotes), La acti-
vidad especifica de la glucosa & fosfato deshidrogenasa en los
brotes vitrificados se encuentra disminufda con respecto de la
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actividad registrada en los brotes normales, FEstos resulta--
dos le permiten sugerir cue la enzima est& jugando un doble =
papel en la micropropagacién de Rogave tequilana, uno durante-
la inducci8n de brotes y el otro durante el surgimiento de ==
los mismos, y que dicha disminucidn de actividad registrada-
en los brotes vitrificados disminuye el aporte de los equiva-~
lentes reductores y esgueletos carbonados (eritrosa-4-fosfa--
to} para la sintesis de compuestos fenilpropanoides, lo cue -~
probablemente reduce ei proceso de lignificacifn durante orga
nogénesis y crecimiento de brotes en la condicifn vitrifican-

te.

Rdemis, suglere que la elevada actividad de la glucosa
6 fosfato deshidrogenasa observada en los explantes colocados
en condicifn vitrificante puede utilizarse como un posible ==

marcador de vitrificqcién.

2 pesar de estos avances aln no se cuenta con marcado-

res fisiol8gicos y bioqufmicos que nos permitan prevenir vi-=-

trificacidn en Agave tequilana.
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IIX. PARTE EXPERIMENTAL,
ORJETIVO.

Contribuir al conocimiento del fendmeno de vitrifi
¢acl8n desde el punto de vista de relaciones hidricas, mediante
el estudio de los camblos en las relaciones hidricas de medios-—
vitrificantes y normales a través del tiempo de cultivo, v cfmo
se reflejan dichos camblos en las relaciones hidricas y tasas -
metabSlicas de los tejidos crecidos bajo condiciones vitrifican

tes,

HIPOTFSIS.

Si el medio vitrificante presenta un mayof potencial de~
matriz es de esperarse que exista una mayor dispohibilidad de -
agua y componentes del medio hacia ios tejidos crecidos en ésta
condicién. Esta mayor disponibilidad debe reflejarse en un po-
tencial hidrico elevado en los tejides y en una mavor toma de -
iones del medio de cultivo vitrificante a los explantes creci--
dos en ésta condicién. Estos altos contenidos de iones y las -
potenciales hfdricos elevados en los tejidos, deben ocasionar -
cambios en los procesos metab8licos que lleven de manera indi--

*
recta a vitrificacién.

DISFRO EXPFRIMENTAL,

Fxperiencias previas en este laboratorio han mostrado =--

- 43 -



gue los medios de cultivo gelificados con gelrite 0,15% indu--
cen la formacién de brotes con un 100% de vitrificacién mien--
tras que los medios de cultivo gelificados con agar 1% inducen
la formacién de una alta proporci8n de brotes normales. DNe --
acuerdo con estos resultados se decidif utilizar este sistema-

como modelo experimental en nuestra investigacifn.

Se cultivaron explantes en ambas condiciones (vitrifi--
cantes y normales) y se monitorearon a intervalos semanales ~-
las relaciones hfdricas tanto de los medios como de los teji--~
dos colocados en ellos, asf{ como los cambios sufridos en las -
tasas metab8licas de explantes y brotes durante 14 semanas. =--
Los resultados provienen de dos experimgntos independientes y-

en cada uno se utilizaron muestras por triplicade para cada me

dicién.

La primera parte de este trabajo consisti en la carac-
terizacifn de las propiedades mecdnicas de los medios de culti
ve de condicifn vitrificante y normal, con el prop8sito de co-
nocer el comportamiento del gel formado por la adicifn de dife
rentes cantidades de polimero. También se decidif evaluar las
relacionea hfdricas de los medios de cultivo vitrificante y =-—
normal al inicio del experimento a fin de obhtener informacifn-
scbre la capacidad retentiva del gel y la capacidad de disponi

bilidad de agua en los mismos.
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La seqgunda parte de este trabajo consistié en evaluar-
las relaciones hidricas (potencial hidrico, osmbtice, turgen-
cia y contenido relativo de agua) de los tejidos (explantes vy
brotes] de Agave teruilana cultivados en condiciones vitrifi-

cantes y normales, para conocer los cambios hfdrico$ asocia--

dos a ambas condicibnes.

En esta etapa, se evaluaron los cambios metab8licos de
explantes y brotes cultivades en condicicnes vitrificantes y-
normales. Los parfmetros estudiados fueron capacidad respira
toria y fotosint8tica, ceontenido de clorofilas totales y pro-

porcifén de clorofila A/B.

Se monitorearon también el potencial hfdrico y la con-~
ductividad de los medios durante el transcurso del cultivo in
vitro, con el fin de conocer los cambios que ocurren en los -
medios vitrificantes y normales al cultivar explantes en ----

ellos.
Metodologfa.

Material hiol8gico.

Plantas de Agave tequilana Weber, colectadas en Tequi-
la, Jalisco 'y adaptadas en los viveros del Centro de Investi-
gacién Cientifica de Yucatfn fueron utilizadas para el presen
te trabajo. Las edades promedio de las plantas fue de un afio
dos meses, con una talla entre los 50 y 60 cm; las plantas --
fueron arrancadas del suelo y deshojadas manualmente. La "pi
fia" o parte meristemftica se trasladf al laboratorio, se lavé
con agua corriente de llave durante 10 minutos.
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Se cortaron las partes externas de la "pifa" hasta for-
mar un cubo; este tejido se lavd con agua destilada tres veces,
Inmedjatamente después, en una campana de flujo larinar se so=~
meti8 a esterilizacién con cloro comercial al 30% durante ----
treinta minutos, se decant6 la solucibn y el tejido se enjuagl

nuevamente tres veces con agua estéril,

Fl cubo de tejido se colocd en una caja de Petri, proce
diendo a seccionarlo hasta tener explantes de 1 cm3d. Los ex--
plantes obtenidos de la parte superior (meristématica) fueron-
nuevamente desinfectadas con una sclucifn de cloro al 10% du--
rante 5 minutos bajo agitacién constante. Posteriormente los-
cubos fueron lavados con agua estéril por tres veces. Los cu-

bos fueron sembrados en los medios de cultivo siguientes;

Para induecir vitrificacifn se utiliz® un medio Qe culti
vo solidificado con Gelrite de la compafifa Scott en una concen
tracién de 0.15%. Para las condiciones normales se us6 como -
agente gelificante Agar-Agar de la casa Merck en concentracifn

1s.

Condiciones de cultive.

Los explantes fueron colocados en un cuarto de cultivo-
bajo iluminacifn constante a una intensidad lumfnica de 4800 -
luxes proporcionados por l&mparas flourecentes Slimline de 39-
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watts, La temperatura fue de 26‘1 2°C,

Medios de cultivo,

El medio de cultivo utilizado en el experimento fue el-
reportado por Murashige y Skoog {(1962) y modificado por Robert

et al., (1987] para el cultive in vitro de Agave fourcroydes -

Lem., dicha modificacién consiste en la adicién de 5 mM de ---
KNO,, 1B mK de NH,NO,, 10 mg/l de € BAP y 0.25 ma/l de 2-4 D,

Pardmetros a medir.
. Caracterizacifn mec&nica de los medios de cultivo,

La caracterizacién mecénica (viscosidad, elasticidad},-
se realizd con un Rheotrén (G.W. Brabender) conectado a un re-
gistrador de carta ¥X-Y, cuya velocidad fue de 120 cm/min, La-
nuestra se coloc6 en ldminas c®nicas con un &nculo de 3.2 gra-
dos, difmetro de 2 cm. y se aplicé una fuerza de deformacién -

"de 0.1 rpm.

Conductividad de los medios.

La conductividad de los medios se midi8 con un conducti
metro de la marca Cole Parmer modelo 4070, La medicifén se ile
vé a cabo cada dos semanas. Se tomaron muestras del medio, se
colocaron en el electrodo del conductfmetro v se readistrf la -

lectura. Los medios se agitaron y se vertieron en el electro
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dc hasta saturar su capacidad,

Relaciones hfdricas.

El potencial hfdrico del medio se midi8 con wun higrfme
tro de punto de rocfo Wescor H-33T conectado a cémaras de mues
tra (-52, Este es un aparato que tiene en las c8maras de mues
treo un termopar consistente de dos cables de diferente poten-
cial de resistencia, uno de cobre y otro de constantano conec-
tados entre si, Cuando los alambres de cobre vy constantano --
tienen la misma temperatura, la diferencia en potencial es ce-
ro. Si la temperatura es modificada por medio de una corrien-
te, se genera una diferencia de potencial en la unién de los -~
alambres. Fsta diferencia de potencial puede ser detectada --
con un microvoltimetro disefiado para detectar los peouefos cam

bios que se generan en la humedad relativa de las cimaras don=-

ée se encuentran las muestras.

Utilizando termopares para medir la temperatura y la ==
presifn de vapor o humedad relativa, se puede determinar el po

tencial de agua del aire o de cualquier material.

RT P
Pw alre = - 2.3 Log A

donde: -

Pw = Potencial de agua del aire en bars.
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R = Constante de los gases (0,0831 litros bars/moles
X°C.
T = Es la temperatura absoluta (X°C + 273,16).

V = Fs el volfimen molar del agua en el aire.

-]
"

Presidn de vapor del agua en el aire.

P*= Presifn de vapor del aire saturado con agua a una

temperatura dada.

‘La humedad relativa del aire (HR) es por definicién ---
igual a 100 p/P*, asf cue sustituyendo:

bw atre = KT

2.3 Log -Igg- = = 10.6 T Log —Eg%-

De acuerdo con esta ecuacifn, conforme la HR es muyor}-
el potencial de agua aumenta. Esta relacién es la que se usa-
para estimar potenciales de agua de suelos y plantas, utilizan

do termopares higrométicos.

El instrumento que se utiliz8 en nuestros experimentos-
mide la humedad relativa en equilibrio con el tejido por medio
del "rocio® que me deposita cuando se hace incidir corriente -
en la direccifn adecuada (efecto Peltier) scbre el termopar y-
se empieza a evaporar a una velocidad dependiente de la MR de-
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la 2¢m6sfera interna de la cdmara de muestreo, cue a su vez es

¢4 controlado por el potencial de agua del tejido.

La evaporaci8n del agua enfrfa el termopar por debajo -
de la temperatura del termopar seco localizado afuera de la cd
mara y por lo tanto uﬁa pequefia corriente proporcional a la de
presifn en temperatura corre entre los termopares., Fsta depre
sién se mide con un microvoltfmetro, indicando la HR entre el-
potencial del aqua del aire y el potencial del aaua de la hoja.
Fl voltaje debe ser convertido a unidades de potencial de aaqua,
caiibrando el instrumento con soluciones estidndares de concen-

traciones conocidas,

Se tomaron muestras de 4 a 6 mm de espesor con un saca-
bocado de 6 mm de di&metro y fueron colocadas en las c&maras -
dejando un tiempo de eguilibrio de 30 minutos, a una temperatu

ra de 20+2°C.

Fl potencial osmbtico del medioc se determin$ con un os-
ménetro modelo 3LPF para lo cual se prepararon medios de culti-
vo,.a los que se les adicion6 el gelificante, se agitaron du--
rante 24 horas, se tomaron alfcuotas de 5 mililitros y se pro-

cedi6 a la medicifn en las celdas de lectura.

Fl potencial de matrfz se obtuvo a través del cilculo -
de las diferencias entre los potenciales hidrico y osm6tico de
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los medios de cultiva, asumiendo la ausencia de potencial de -

turgencia,

Para obtener las curvas de ratencién de agua se prepar$
medio, se coloc8 en el autoclave durante 20 min, a 1.l kg/cm2-
y 24 horas después se tomaron muestras y se colocaron en bol--
sas de diflisis del nfimero 30 de 10 cm, ﬁe longitud y cerradas
pPor sus extremes. Las bolsas conteniendo los medios fueron co
locadas en una estufa a 30°C y cédu 30 minutos fueron pesadas-

en una balanza analftica marca Bosch modelo S 2000,

Contenido relativo de agua de los tejidos.

El contenido relativo de agua de los tejidos fue deter-

minadc como:

peso fresco - peso seco

CRA = X 100

peso turgente - psso seco

El peso turgente se obtuvo poniendo a flotar los teji--
dos en agua durante 20 horas. Dicho tiempo fue determinado me
diante curvas de hidratacifin realizadas previamente para este-
tejido, el peso previo a la flotacién fue tomado como pesg -=--
fresco; mientras que para el peso seco, el tejido fue puesto -
4 secar en una estufa a 60°C durante 12 horas y enfriado en sl

lica gel anhidra antes de registrar el peso final,
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Retencisén de icnes en los medios.

L.a retencibn de iones en ambas condicipnes se midio a -
través del aumento en conductividad del agua al sumergir los -
medios de cultivo. Se prepar8 medio de cultivo modificado por
Robert et al,, (1987}, se esteriliz® en autoclave durante 20 -
min, a l.l Kq/cmz y se dejé enfriar durante 24 horas. Se toma
ron muestras y fueron pesadas en una balanza analftica Bosch -
5 2000, depositadas en bolsas de diflisis del n@mero 30, sella
das en sus extremos y colocadas en agua deionizada y bidesti-
lada cuya conductividad inicial fue de 3 uScm a 25°C., El in--
cremento en conductividad del agua fue registrado cada 5 minu-

tos.

Tasas metabBlicas de tejidos en cultivo.

Las capacidades respiratoria y fotosintética fueron ana
lizadas con un oxigrafo Gilson 5/6 conectado a un electrodo de
oxigeno tipo Clark {un electrodo de oxfgeno es una forma espe-
cial de celde e;ectroquimica en la cuval se genera una corrien=
te que es proporcional a la actividad del oxfaeno presente en-

una soluciénl.

su principio b&sico de operacién son dos alambres, unc-
de platino y otro de plata recubierto de cloruro de plata, Es=~
tos alambres se encuentran sumergidos en una solucién electro=
1ftica por ejemplo de KCl. Se aplica a través de los alambfes
un potencial eléctrico, haciendo el electrodo de platino nega-
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tivo respecto al de plata, ocasionando gue se produzcan las si--

gulentes reacciones electroliticas:

En el electrodo de plata:

4 Ag - 4 agt + ¢t

En el electrodo de platino:
0, + 22° = 2rt @m0
2 2°2

H,0, + 267 + 20" - 21,0

51 los alambres estfn conectados a una pila eléctrica, -
"la corriente fluir8 de la plata al platino. En condiciones ---
apropiadas, la magnitud de la corriente mer& linealmente propor
cional a la acttvidad del oxfgeno en solucién. Si no hay ox!ég
no presente no ocurriri reaccifn en el electrodo de platino y =
no deberf flufr corriente. El electrodo posee una membrana gque
es permeable al oxfgeno perc impermeable a las demds sustancias.
La membrana puede ser de celoffn, colodifn, politeno, mylar, ~-
etc. El c8todo de platino consume oxfgeno y a fin de mantener-
un gradiente estable de oxfgeno a través de la membrana se agi-

ta la solucién a unas 500-600 rpm.

§1 1a produccidn de corriente del electrodo a una activi
dad dada del oxfgeno se grafica contra el voltaje polarizador,-
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Se encuentra que llega a un mfximo entre 0.4V y 0.8V [negativa
al platino respecto del electrodo de referencia). Si se esco-
ge un voltaje polarizador cerca del 8ptimo (-0.7V}, entonces -
la produccifn de corriente del electrodo de oxfgeno serf li---

nealmente proporcional a la tensién del oxfgeno en la sclucifn.

La produccifn de corriente generada por un electrode de
oxfgeno est8 gobernada por la cantidad de oxfgeno que llegue ~
al cftodo de platino y por el 4rea catédica. En consecuencia,
para una tenaifn de oxfgeno y una membrana dada, un disco gran
de de platino darf una produccién grande de corriente, pero --

consumirf oxfgeno de la solucién en cantidades medibles.

Se pesaron 200 mg. de tejido cortado en porciones de --
aproximadamente 1 zmd, se colocarcn en la cémara de muestra -
del oxfgrafo con 1.8 ml. de buffer Heppes pH 7. Para cuantifi
car la actividad respiratoria, la c8mara se cubri® con una te-
la obscura y el tejido sme agité a 500-600 rpm/min. La activi-
dad fotosintética se observ8 haciendo incidir sobre la cimara-
un haz luminosoc de 43,000 luxes proporcionados por una 16&para
de fibra 6ptica Cole Parmer modelo 9741~50 y agregando 40 ﬁ;.—
de solucién de ﬁicarbonato {10 mg/ml.}. E1 ox!grafo»esta co-=
nectado a un graficador X-Y cuya velocidad es de 0.01 mm/seq,-
10.01 rpm/min.). El cflculo de respiracién y fotos!nteéis se-
efectfa a través de las pendientes obtenidas en las grificas -~
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(ver foto 2), expresindose como pMoles de O, desprendido o con

sumido por miligramo de tejido.

Contenido de clorofilas.

La extraccitn de clorofila se realiz6 de acuerdo al mé-
todo de Arnon (1949) y el contenido de clorofila en el tejido-

se calculd por medio de 1la siguients f6rmula:

Clorofila a = (11.63 X abs 663nm) - (2.39 X abs 645mm)
X ml de solvente X gramo de tejido = pg de -

clorofila por gramo de tejido.

Clorofila b = (20,11 X abs 645 abs) - (5.18 X abs -=-
663 nm) X ml. de solvente X gramo de tejido-

= jpg de clorofila por gramo de tejido.

Se colocaron cantidades iguales de tejido vitrificado «
Yy normal en una solucibn de acetona 80t {v/v}, se macerf el te
jido en mortero a 4 grados centfigrados y se centrifugs a 4000-
rpm. X 10 min. recuperando el sobrenadante, el pellet fue re--
suspendido en otro volfmen de acetona y centrifudado, realizég
dose este paso tres veces. Se ley8 su absorbancia a 645 y 663

nm. en un espectrofotbmetro DU 6 Beckman.

Anilisis estadfstico de los datos obtenidos.

Los datos reportados son promedio de dos experimentos ~

- 55 -



independientes, realizados por triplicado. Se analizaron como
modelo Bifactordial v se realizaron anflisis de varianza (prue-
ba de F]. Las diferencias entre semanas se evaluaron mediante
la prueba de Duncan realizado con un nivel de significancia --

del 5%, (ver tablas 2}.

FOTO 2, Comparacifn entre el consumo y la evolucién -
de oxfgeno, efectuado por plé&ntulas de Agave
" tequilana vitrificadas y normales, evaluado-
como 1a pendiente de orden negativo o positi
vo obtenidas en las gréficas.
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IV. RESULTADOS.

Los resultados del anflisis de varianza de los pa-

rimetros medidos se resumen en la tabla 2:

Tabla 2. Resultados del anAlisis estadfstico.

PARAM, 4 TRATAMI, ¥ SEMANAS F  INTERACC.

- : PROB ( ¥) - ©  PROB( F) = PROB ( F)
ONDUC. 123.6 0,0000XXx 1113,32 0.0000xx 18.93 0.000IX
DE MEDIOS

POTENC, ¥ 129.4 0.0000XxX 21.74 0,0000xx 15.00 0,.0000XX
DE MEDIOS

RETENCIONES
DE IONES 64.73 0.0000%x 215.94 0.0000XX 2.55 0,0000XX

EN LOS MEDIOS

DE CULTIVO

POTENCIAL ¥

DE EXPLAN~

TES. 3.61 0.065269  22.56 0.0000XX 4.59 0,0024X
POTENCIAL 1 0.971 0.341s 19.6  ©.00003X 2.344 0.0610&

DE EXPLANTES

FOTOSINTESIS21,74 0,0016XX 10.91 0.0034x 1,36 0.3225&
EXPLANTES

RESPIRACION 0.376 0.557& 8.86 0.0010XX 1.48 0.265&
DE EXPLANTES

TURGENCIA  0.005 0.944& 3.89 0.0063% 8.85 0,0000XX
DE EXPLANTES :

CONTENIDO +0.999 0.338& 1.00 0.438& 1.00 0,4389&
RELATIVO DE

HZO EXPLANTES
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PARAM. F TRATAMI . 3 SEMANAS . F INTERACC,

PROB( P}~ PROB( F} ° PROB( F)
POTENC.Y 3.25 0.088& 0.293 0.748¢ 0.444 0.647s
DE BROTES
POTENC. W 2.48 0.132¢ 8.55 0.0241 1.551 0,239&
DE BROTES
FOTOSINTE-6.635 0,042X 1.376 0.322& 0.744 0.5145%
SIS DE BRO
TES.

RESPIRACION 0.5681 0.487& 2,659 0.148B& 0.850 0.473¢
DE BROTES

XX Altamente significativo.
X Significativo,
& No significativo.
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Rl. Caracterizackén de los medios.
Potencial hfdrico,

Como se observa en la tabla 3, el medio vitrifican
te (V) presents un potencial hidrico de aproxiﬁudnnente la mi-
tad del potencial encontrado en el medio normal (no vitrifican

te; NV). El principal componente de estas diferencias en po--

* tenciales lo constituye el potencial matrfz, ya gque nc se en--

contraron dliferenclas en el potencial osmético de ambos medios,

Caracterfsticas meclnicas.

El medio vitrificante tiéne una menor viscosidad y una-
menor elasticidad que el medic no vitrificante (tabla 3). Poxr-
loc que el medio vitrificante tiene menor consistencia y puede-
romperse con mayor facilidad., Los datos de viscosidad y elaa-
‘ticidad fueron obtenidos por el M, en C. Manuel Aguilar y elv—
Ing. Ivan Chi, del departamento de Polfmeros de este Centto>de

Investigacidn,
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TABLA 3. Comparacién entre las propiedades hidricas y
'

mecnicas de los medios de cultivo.

. MEDXO WVITRIFICANTE . MEDIO NO VITRIFLCANTE . -

POTENCIAL -0,498 Mpa -0.913 Mpa
HIDRICO
POTENCIAL -0.328 Mpa -0,323 Mpa
OSMOTICO .
POTENCIAL -0.170 Mpa -0.590 Mpa
DE MATRIY

-4 -4
VISCOSIDAD 1X10 3X10

5 2,5%1073

ELASTICIDAD 1.43x10°

Capacidad de retencién de agua y iones.

Los medios vitrificantes tienen una menor capacidad de
retencidn de agua que los medios normales como lo indican las

cinéticas de deshidratacién de ambas condiciones (fig. la.).

De igual forma, durante los primeros ochenta minutos -~
de una cindtica de difusién de iones de los medios a través -
de una membrana de diflisis, los medios vitrificantes presen-
taron una menor capacidad de retencién de iones que la de los
medios norméleu. Sin embargo, despuls &stas diferencias tien
den a desaparecer (fig. 1b).
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FIG, 1, Cinética de deshidrataci®n (la) v de liheracifn de los
iones (1b), medida como cambios en conductividad de -
los medios de cultivo vitrificante y no vitrificante,

- 6l =



Bl. Alteraciones en las propiedades de los medios du--

rante el cultivo de explantes.
Potencial hfdrico de los medios durante el cultivo.

pDespués de colocados los explantes en los medios,-
los potenciales hidricos iniciales se modificaron conforme ==-
transcurrid el tiempo de cultivo. Pasando de -0.498 Mpa y ---
=0.913 Mpa para el vitrifipsante y normal respectivamente a tiem
po 0, a valores de ~0,313 y -0,591 Mpa después de 12 semanas de
cultive., E1 potencial hfdrico del medio vitrificante fue menor
que el del medio no vitrificantes durante la mayorlfa del ciclo-

de cultivo con excepcién de las semanas 3 y 5 (Fig. 2a.).

Cambios en la Conductividad de los medios durante el cul

tive.

Conforme transcurrieron las semanas de cultivo, la con--
ductividad de los medios tendid a disminufr de 3667 pSCm—l en -
la semana 0 a valores de 628 )15cm'1 después de 12 semanas, La-
conductividad de los medios-de la condicibén vitrificante céndid

a caer mfs rfpidamente que la de la condicifn normal (fig., 2b.).
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FIG, 2. Cambios en el potencial hidrico (2a) y conducti
vidad (2b) de medios de cultivo vitrificantes=
y normales a lo largo de 12 semanas de cultivc.
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Ndmero de brotes y grado de vitrificacién,

La figura 3, muestra el ndmero de brotes/explante produ-

cido? en la condicién no vitrificante con respecto a los produ-

. cidos en la condicién normal. El nfimero de brotes/explante es
mayor en la condicién normal de la 7a. semana a la l2ava, sema-

na, Sin embargo, en las dltimas dos semanas el nfimero de bro--

tes/explante de la condicifn vitrificante se incrementa superan

do el ndmero alcanzado en la condicifn normal.

Fl 100% de los brotes producidoh an la condicién vitrifi-
cante resultaron vitrificados mientras aue s8lo un 21.7% de los
brotes producidos bajo la condicifn normal resultaron vitrifica
dos (tabla 4). En la siguiente tabla se anotan las caracteris-
ticas encontradas en la l4ava. semana de cultivo en condiciones

vitrificantes  y normales.

Tabla 4. Namerc de brotes por explante, t de vitrifica-
cién y potencial hifdrico inicial de condicio-
nes vitrificantes y normales en la semana 14~
de cultivo.

CONDICION POT.HIDRICO Brotes/expl. % vitrific.
Medios . . sem. O . . . .. .. A

Gel-rite 0.15% - 0.498Mpa 101 1008

(*vitrificante")

Aqga 1.08 - 0.913Mpa 4

gNormal' P 7 21.7¢
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FIG. 3. Nimero ds brotes producidos en la condi-
cifn Fterificante y normal de la 7ma. a
la l4ava. semmna.
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Comportamiento de explantes,
Relaciones hfdricas.
Potencial Hidrico.

El potencial hidrico de los explantes cultivados en con=-
diclones-hormales tiende, en general, a mantenerse a lo largo -
de 12 semanas de cultivo a excepcidn de un ligexo descensc de-—
tectado en la semana 5. En contraste, el potencial hfdrico de-
los explantes cultivados en condiciones vitrificantes descilende
en forma mas marcada durante las primeras semanas del cultivo ~
(3era., 5ta., 7ma,) para después elevarse hasta valores mis al-
tos gque los detectados al colocar los explantes en el medio. --
Presentando de esta forma valores mas altos gue los de la condi

ci8n normal en las dos dltimas semanas de cultivo (fig. 4a.).
Potencial —osm&tico,

Los potenciales osméticos de los explantes cultivados en
ambas condiciones muestran un comportamiento similar durante ==
las primeras 10 semanas de cultivo. En ambos casos el poten---
cial osm8tico de los explantes desciende marcadamente en la §a.
semana para después alcanzar valores cercanos a los iniciales -
(semana 0) hacia la semana 10. Sin embargo, los potenciales os
méticos de los explantes cultivados en condiciones vitrifican--

tes tienden a elevarse por encima de los valores iniciales en -
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la semana 12 llegando a ser significativamente menores que los
de la condicién normal (fig. 4b.).

Potencial de turgencia,

Los explantes cultivados bajo condiciones vitrificantes
presentaron mencr turgencia que los explantes cultivados bajo-
condiciones normales durante las primeras 8 semanas de cultivo.
Sin embargo, en la l0a, y 12ava, semanas, mientras que la tur-
gencia de los explantes de la condicisn vitrificantes se aleva,
la de los explantes cultivados en condiciones normales decrece

marcadamente (fig. 4c¢).

Rjuste osmdtico,

La capacidad de ajuste osm8tico mostrado por explantes-
crecidos en condicién vitrificante y normal fue muy similar, =~
present8ndose un pico hacla la semana 5 para después descender
en las semanas l0a. y l2ava. en los explantes de ambos trata-- .

rientos (Fig. 5a}.

Contenido relativo de agua de los explantes,

El contenido relativo de agua en los explantes muestra-
una tendencia muy parecida en ambas condiciones durante las 12
semanas de cultivo. §Sin embargo, el contenido relativo de ---
agua de los explantes cultivados en condiciones no vitrifican-
tes tienen un comportamiento m&s consistente (Fig, 5b),
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FIG. 4. Potencial kfdrico (4a}, Osm8tico } y de tur
gencia (4¢) de explantes cultivadds en condi-.
cién vitrificante y normal durante 12 semanas
de cultivo.
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FIG., 5. Ajuste OamStico (Sal y contenido relativo de
agua (5b} en explantes cultfvados en condi-
cifn vitrificante y normal a lo largo de 12
semanas de cultivo.
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Cambios metab8licos,.

Los explantes cultivados en condiciones vitrificantes-
presentaron una menor capacidad fotosintética que los cultiva
dos b-jd condiciones normales durante las primeras 10 semanas
de cultive. No obstante, en la semana 12 se registrd un in--
cremanto en la capacidad fotosintética de los explantes culti
vados Snjo condiciones vitrificantes alcanzando valores simi-
lares a los de los explantes cultivados en éondicioneu norma~

les (Fig. 6a.).

En cuanto a la capacidad respiratoria, los explantes =
cultivados en ambas condiciones mantienen una tendencia simi-
lar mostrando un incremento en las semanas 3a. y S5a., para ==

posteriormente descender (Fig. 6b).
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FIG. 6. Tasas Potosint&ticas (6a) y respiratorias (6b)

de explantes cultivados en medio vitrificante
y normal a lo largo de 12 semanas de cultivo.
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Comportamiento de brotes,

Se observl organcgénesis cinco semanas después de colo
cados los explantes en los_medios de cultivo. Sin embargo, =
los brotes alcanzaron un tamafio adecuado para rea;izar deter-
minaciones hasta la semana 10, por lo que a continuacifn se =
reportan una serie de parimetros determinados en brotes a par

tir de ese estadic de desarrollo.

Potencial hfdrico.

Los potenciales hfdricos de brotes producidos bajo con
diciones vitrificantes son similares a aguellos de brotes ch-
tenidoes bajo condiciones normales, manteniéndose sin altera--
-ciones durante las cuatro semanas de observacién (fig. 7a). -
Cabe hacer notar que los potenciales hfdricos encontrados en-
"los brotes son similares a aquellos detectados en los explan-
tes originales a la semana 10a, y 1l2ava,, aunque son conside-
rablemente menores a los registradoms en dichos explantes a la

5a. semana.

Potencial osmético.

Los potenciales osm8ticos medidos en brotes vitrifica-
dos y normales fueron similares a lo 1argo'de1 périodo de cb-
servacién (fig. 7b}. YLos valores de potencial osmético encon
t:ados en brotes son equivalentes a los registrados en los ex
plantes originales en la semana 12,
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El potencial de turgencia de brotes vitrificados y nor-
males fue similar de la 10a. a la ldéava. semanas (fig. 7c). --
los valores de turgencia obtenidos para 16: brotes son marcada
mente inferiores a los registrados en los explantea origina---

les,
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Cambios metab8licos,

La capacidad fotosintética de los brotes producidos ba-
jo condiciones vitrificantes fue ligera, pero significativamen
te menor a la de los Brotes cultivados en condiciones normales
en las semanas l0a, y l2ava., aunque en la semana llava..pare—
cen lgualarse (Fig, 8a). La capacidad fotosintética de 105 -
brotes producidos bajo ambas condiciones se mantienen durante-
el perfodo de observacién y los ¥alores son superiores a los -

registrados en los explantes originales,

La respiracifn de los hrotes vitrificados y normales --
muestra una tendencia similar, aunque los brotes vitrificados-
tienen menor capacidad respiratoria gue los brotes normales en

la semana 10a. (f£ig. Bb).

) La cantidad de clorofila detectada en los explantes de-

la condicién vitrificante es aproximadamente la mitad de 1a de

‘ tectada en los explantes de condicidn normal en la 4a. y Sa, -
semana. &in embargo, en las semanas 6a. y 7a. las cantidades-

obtenidas en los explantes de ambas condiciones son muy sinila

res,

El contenido de clorofila encontrado en los brotes ﬁor—
males en general, es el doble del detectado en los brotes vi--
trifiqudon, excepto en la lzava.jébmana, donde el contenido de
clorofila en los brotes de ambos tratamienton_pnrecan set-losQ
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mismos. La relacién de clorofila A/S, en promedio se mantiene
tanto en explantes Como en brotses sin mostrar diferencias en--

tre ambos tratamientos.
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TABLA 5. Contenido de clorofilas totalea y relacibn de

. VITRIPICANTE e NO VITRIFICANTE
EXPLANTES.

SEMANA TOTAL A/B SEMANA TOTAL A/B
4 93,7 3.05 ‘ 156.19 4.3
5 60.99 3,55 5 121,77 3.8
6 201.76  4.06 6 180.71 3.02
7 175.5 4.28 7 197.7 2,0

X= 132,98 3,73 X = 164.09 3.3

66.49 0,55 32.96 0.99
6}\-; = 6‘“'1. =

BROTES

10 135,52 2.34 10 300 2.9
12 129.67  3.35 12 162.69 3.3
13 100.0¢ 2,97 13 217.13 2.7
%= 121,73 2.88 ¥- 226.60 2.96
Gh. = 19.0 0.51 Ona=  69.14 0.30
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V., DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El medio vitrificante tiene menor viscocidad y menor
elaécicidad que el medio no vitrificante, Estas diferencias --
pueden ser muy importantes desde el punto de vista de la rigi--
dez de dichos medios para soportar los explantes cultivados en-
ellos, De hecho, los explantes crecidos en condiciones vitrifi

cantes se observaron sumergidos en su parte basal.

Fl potencial hfdrico del medio vitrificante corresponde-
a la mitad del detectado en los medins normales., El componente
de matriz es el que est& contribuyendo principalmente a estas -
diferencias, ya gque no se encontraron diferencias en sus poten-
ciales osméticos. Esto confirma la relacibn entre vitrifica=--=-
cién y potencial de matrfz reportada anteriormente (Debergh et~

al., 1981l: Hakkart y Versluijs 1983; Ziv et al., 1983, etc.).

ias cinéticas de rehidragacién y de liberacibn de iones=-
del medio sugieren que los medios vitrificantes poseen menor ca
pacidad de retencifn de agua y iones gue los medios no vitrifi-
cantes, por lo que en principio, los exylanﬁci crecldos en ésta
condicién tienen mayor disponibilidad de agua y nutrientes.

Sin embargo, al analizar las relaciones hidricas de los- -
tejidos, encontramos que los explgntes crecidos bajo condicio--
nes vitrificantes no reflejan un estatus hidrico superior al de
los explantes crecidos bajo condiciones normales. Por el con--
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trario, parecen estar bajo un estrfa de déficit hfdrico, Esta
aparente contradiccién pudiera tener al menos dos explicacio~-
) f

nes:

1]l. Aungque haya existido una toma mayor de agua y iones
en el medio vitrificante, una pared poco lignificada resulta--
ria en una carencia de presifn hidrostftica que se verfa refle
jada en una turgencia mas baja; el incremento en el volOmen ce
lular resultante de la carencia de resistencia de la payed, di
luirfa cualquier aumento en el potencial osm8tico generade en-
tejidbs cultivados bajo condiciones vitrificantes respecto a -

los normales.

2). Considerando que los tejidos vitrificados se encuen
tran en condiciones similares a las que sufre un tejido bajo -
inundacifn, los explantes cultivados en condiciones vitrifican
tes pudieron haber sufrido un cierto grade de anaerobiosis al-
estar sumergidos en el medio que opone menos resistencia, pro-
duciéndose una zona de bloqueo en la toma de agua en la base -
de los explantes. Esto es consistente con nuestres datos de -~
relaciones hfdricas gque indican que los explantes vitrificados
presentan menor estatus hfdrico. Este déficit hidrico en eta-
pas criticas previas a organogénesis pueden ser la causa de -~
desordenes bioqufmicos y fisiolégicos que conducen a vitrifica

cifn en los brotes resultantes.
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sin embargo, esto no explica completamente el porqué --
las relaciones hfdricas de los explantes se vuelven a incremen
tar pasada la organogénesis, Existe la posibilidad de que las
células de las paredes laterales que se encuentran sobre el --

nuevo nivel de medioc puedan reabsorber agua.

Otro aspecto a explicar son las diferencias detectadas-
en la velocidad de p8rdida de conductividad de los medfos vi-——
trificantes, implicando que explantes cultivados en ese medio-
estuvieran tomando mas iones. Sin embargo esto no se vé refle
jado en los valores de potencial osm8tico encontrados en los -

explantes.

Los diferentes pardmetros medidos evidencian que se pre
sentan dos etapas marcadas durante el cultivo de explantes: lo
que sucede antes de organogénesis y lo que ocurre después de -
ella. Dado que la vitrificaci8n parece estar asociada a proce
sos de diferenciacién, presenténdose s6lo en tejidos en forma-
cibn, es importante remarcar las diferencias en turgencia ocu-
rridas en explantes durante esa etapa, Ya que la turgencia de
explantes durante organogfnesis puede ser importante en la in-
duccién de vitrificacifn en los brotes resultantes, esto re---
quiere de nuevos estudio= que permitan profundizar m%s sobre -

los procesos ocurridos en esta etapa.

Los datos metabSlicos, tanto de respiracifn como de fo-
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tosfntesis y el contenido de clorofila indican que los explan--
tes crecides bajo condiciones vitrificantes estfn alterados, lo
gue pudiera sstar relacionado con la menor turgencia encontrada
en elles. Fl descenso en los niveles de clorofila es consisten
te con lo reportado previamente en la literatura (Phan y Letou-
z8 1983; Ztv et al., 1983; Kevers et al., 1984), asf como tam--

bién el hecho de gque las relaciones A/B no se alterarfn.

En lo gue se refiere a brotes, las relaciones hfdricas =-
parecen mas estables sn ambas condiciones, pudiendo reflejar --
qQo los tejidcs nuevos presentan un ajuste a dichas condiciones.
Sin émbnrgo, mucho se ha especulado de la dificultad para deter
minar las relaciones hfdricas de tejidos en crecimiento activo-
(E. Murillo, W. J. Davies, comunicacién personal 1988); esto pu
dtera implicar que los datos de relaciones hidricas de brotes -
'p:esantndo- an este trabajo, no sean un reflejo real del esta--

tus hfdrico existente en los mismos.
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CONCLUSIONES.

La presente tesis aporta datos bsicos sobre el compor-
tamiento de las relaciones hidricas y algunos cambios metabfli
cos en Itojido- de Agave tequilana bajo condiciocnes v.it:iﬂcan-
tes que son la base para estudios subsscuentes. Las observa--

ciones mis recientes se resumen a continuacién.

1}. El potencial hfdricc es mayor en el medio vitrifi--
cante con respecto del medio normal y el componente de matr{s-

es el gue contribuye ptincipalﬁento a estas diferencias.

2). Las caracteristicas mecAnicas de los medios vitrifi
cantes y no vitrificantes son diferentes y esto pudiera ser im
portante en el procesc de vitrificacifn desde el punto de vis-
ta de su rigide:z,

Aiociado a estas caracterfsticas mec8nicas, la re--
tencifn de agua medida como potencial hidrico de los medios y-
la retencifn de iones es menor en el medio de cultivo vitrifi-
cante respecto del normal a lo largo del tiempo de cultive pre
vio al surgimiento de brotes y posterior al surgimiento de los
mismos, lo que podrfa implicar mayor disponibilidad de agua y-
19nos para los tejidos, aunque nuestros datos de potencial hi-

drico y osmético medidos en tejidos sugieren lo contrario,
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3] . Las respuestas metab8licas de los explantes.de la -
condicién vitrificante se encuentran ciertamente alteradas. --
Destacandose una disminucién en el contenido de clorofilas to-

tales y tasas fotosintéticas,

Estas alteraciones no parecen estar asociadas a un-
exceso de agua y nutrientes comc hipotetizamos. Por el contra
rio, parecen asociarse a condiciones de déficit hfdrico upax;eg
temente causado por el bloguec de la toma de agua en la zona -
del explante que estd sumergida ¢ en contacto con el medio. Se
requiere de datos mfs detallados en esa zona en particular pa-

ra corroborar esta posibilidad,

4). Durante la organogénesis, las relaciones hfdricas -
y las respuestas metabSlicas son marcadamente diferentes. La-
baja turgencia encontrada en explantes durante organogénesis -
debe ser importante en la induccifn de vitrificacifn durante -

la formacifn de los brotes resultantes.

Cabe sefialar que la discusiSn anterior es vflida -~
asumiendo que la finica diferencia existente entre los agentes-
gelificantes utilizados en nuestro sistema experimental sea s¢
lo la cqpncidud de retenci8n de agua y iones. Sin embargo, no
podemos descartar diferencias en otras caracterfsticas de los-~

agentes gelificantes como son: contaminantes, diferencias en -
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las cinticas de hidrataci6n dentro de un rango de concentracio

nes en los gelificantes, etcétera.

Cabe agregar que es necesarfo estudiar con mis detalle -
el papel del potencial de matrf:z en el procesc de vitrificacién,
para lo que se requiere realizar experimentos donde se elimine-
tal componente del sistema experimehtal, por ejemplo involucran
do el colocar tejidos en medio liquido y despu#s trasladarlos a
medios con potenciales de matrfz, bajos para evaluar su papel -
en la induccifn del fenfmeno, Monitoreando la formacifn de -

liguinas a diferentes etapas despulls de organog@nesis,

Tambi#n se debe estudiar la relacifn existente entre ci-
tocininas y el potencial de matrfz ya que ambos factores pare--
cen estar fuertemente relacionadau con el proceso de la vitrifi
cacifn segdn lo referido en la literatura, existe & posibi--
1lidad de que medios de potencial de matriz elevado impligue un-
mayor flujo de citocininas a los explantes y gue esto sea lo =--

que cause la vitrificacidn,
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