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RESUMEN

Se establecieron condiciones para la regeneracidn y micropropagacion in vifro
de Opunlia robusta var. lameyi a partir de secciones de cladodios jSvenes en medio
de cultivo MS basal adicionado con fiamina 0.4 mg-l", BAP 0.5x10°5 M, sacarosa 20
g‘l", agar 0.6% y pH 5.6, se lograron hasta 9 brotes por explante con una altura
promedio de 9.33 mm después de un mes de cultivo. Mediante un equipo sencillo de
congelacion se intentd ia crioconservacion de brotes de 5.0 mm de altura, obtenidos
de los cullivos in vifro, solamente tres explantes pretratados con una mezcla de
crioprofectores (dimetii sulféxido 10%, sacarosa 3% y glicerol 15%) sobrevivieron y
reanudaron su crecimiento, pero éstos no se desamoliaron en plantas normales. Para
observar posibles dafios causados a las células se realizaron observaciones con
microscopia electrénica, en los que se pudo determinar que la congelacidn causd un
dafio celular generalizado e imeversble que imposibilila reasumir las funciones
celulares. También se cuantificé las alteraciones en el contenido de proteinas fotales,
se enconfré que se pierden varias proleinas al congelar los explantes. Hasta donde
sabemos, éste es e! primer reporte sobre estudios cringénicos en la familia de las
cactdceas y la regeneracién i vilro de O. robusta var. lameyi. Para evaluar el sistema
de enfriamiento ufilizado se procedid a ia congelocién de meristemos de especies
para las que se ha reportado éxitos en su crioconservacidn, como Pisum safivum
{chicharo), Ffragaria sp. (fresa) y cuatro variedades de Solonum fuberosum (papa)
Atzimba, Alpha, Mexiquense y Tollocan, Las cuairo especies trabajadas se congelaron
mediante la técnica de tasas lenias de enfriamiento y para la papa también se utilizé
el congelamiento ulira rapido. El porcentaje de sobrevivencia (medido en iérminos de-
desarrollo de planiulas) fue nulo a excepcién del chicharo que en un ensayo presentd
el 15% de recuperacién. En los esfudios en que se hqn reportado resuitados p_osﬂivbs
con las espei:ies de fragaria, Pisum y Solanum se ufilizaron equipos vau'bvm:cflzcd'q's de

crioconservacién que confrolan exaclamente las. tasas  de - enfrigmiento,’ factor.”




fundamental del que carece el equipe sencillo de congelacién aqui ulitizado y que
fue delerminante, ya que las tosas de enfriamiento obienidas no pudieron ser
confroladas y por lo tanto no fueron constantes. Esto significa que representaban el
promedio de varias tasas que se presentan mientras la muestra es expuesta a los
vapores del nitrégeno liquido, lo que impidid controlar y repetir los resultados positivos



l.- ANTECEDENTES

En la actualidad existe una tendencia a nivel mundial para incrementar la
conservacion del germoplasma tanto animal como vegetal, pues debe aceptarse
que represerifqn recursos haturales y podrian ser aprovechados en forma racional y
sustentable para el bienestar, permanencia y desarrollo de la humaonidad. E!
germoplasma  vegetal comprende el folal de especies, subespecies, grupos
genéticamente definidos, variantes genéticas y mutantes cuya confinua existencia es
importante para el resto de los organismos presentes y futuros. El germoplasma
también es el mensaje hereditario, ei cual dicta el desarollo y evolucién de plantas y
animales, esta informacién es pasada de generacién a generacién en una cadena
continua de una célula a ofra; una vez que una célula viva se pierde, el germoplasma
de esa célula se pierde {Wilkes, 1989; Towill y Roos, 1989).

La urgencia para la conservacién genélica de germoplasma a surgido
fundamentalmente de fres procesos:

1) Un incremento de la poblacidn humana que ha llevado a la expansién de la
agricultura con alteraciones en los ecosistemas naturales y que llevard a serias
repercusiones en el fuluro.

2) Lo adopcidén general de germoplasma élite y tecnologia agricola comiin que
promueve la uniformidad genélica, algunas veces a nivel mundial, y

3) Los centros de variabilidad genética estdn moviéndose de los sistemas naturales y
de la agricultura primitiva hacia bancos de genes y cullivadores de colecciones de
trabajo. [Wilkes, 1989). )

Histéricamente se puede decir que. las ideas para la conservacidn de las
especies vegelales cultivadas y sus parientes silvesf‘res, comenzaron a darse a partir de
Ic localizaciéon y descripcion de los centros geograf icos de diversidad genélica por
Vovnlov en los afios veinte: del presenie glo, que hc permmdo generar los

.conocimientos para que los recursos geneﬂcos es!en slendc aprovechados en

investigaciones genéficas, cttogenenc olulivos y dondo a los agricultores




una vasta reserva de material nuevo y original, Pero no se contempld su conservacién
hasta mediados de los afios sesenta, cuando se advitid que habla uno gran tasa de
desplazamiento de variedades de cultivos primitivos por nuevos cultivares introducidos
{Wilkins y Dodds, 1983}. En los afios sesenta se advirlid que muchas especies silvestres
estaban por descparecer y que la informacion genética de los cultivos de mayor
importancia econémica estaba mermdandose a una tasa alarmante. No fue sino hasta
‘1974 qgue la IBPGR {International Board for Plant Genetic Resources) establecié un
programa mundial para la preservacién de germoplasma fropical y sublropical. En él
los cultivos alimenticios fueron clasificados como prioritarios {Panis ef af, 1992). &l
germoplasma de los recursos cultivables se definid como la disposicién total de
especies, subespecies y sus variantes genéticas, los cuales son o pueden ser'

impbricntes para la humanidad presente o de! futuro (Bass, 1984).

La consecuencia del cambio de cullives primitivos por "avanzados® hd sido una "+..* .+ -
P . ; i R

reduccidn de la base genética que ha ocurido de dos maneras: L
1) por seleccién de descendientes uniformes, resultando en {'IIneas'pufds"I mul
hibridos sencilios o dobles, elc., y S "
2) por seleccidn de cultivos para objefivos cercanamente deﬁhidos.'Ambos'proqggos '
han resuitado en una marcada reduccién de la variabilidad gér_léiléc (W||k|nsyDodds,
1983). DR

En 1967, en la Conlerencia técnica enfre la FAO (Food and Agriculture
Organization of United Nalions} y la IBP (lnternatlondl Biological Program), para
examinar la disponibilidad de los recursos genélicos vegelales, el estatus y
organizacion para su explotacién, evaluacién, ulilizacién y conservacion, listaron sels
distintas clases de germoplasma que se necesitaba conservar:

1) cultivares de uso corriente,

2) cultivares obsoletos y culfivos menores,

3) almacenes genéticos especiales tales como grupos resistentes, material genético y
cltogenético de mutaciones inducidos, efc.. .

4) variedades pnmlhvas, ‘ : .

5) especies silvestres y malezos relacloncdcs con Ias espec1es culhvodos, y




6} Organismos que no aparentan una uflidad inmediota pero los cuales son parte de
la red ecoldgica de la vida {Wilkins y Dodds, 1983; Wilkes, 1989).

Lo anterior formé lo base para que en la actualidad se brinde una gran
atencién a la diversidad biolégica que se encuenira amenazada, especialmenie en
la zona de Ios trépicos y en paricular en fas selvas, las cuales se estima que estan
desapareciendo a una tasa de 10.5 millones de hectéreas por ano {(Heywood, 1992).
Es casi inevitable que esta pérdida masiva de hdbitats provoque la extincidn local o
fotal de muchas especies. Estimaciones de bidlogos como Raven (1987, 1988), Wilson
(1988), Meyrs {1988}, Simberloft {1986} cilados por Heywood (1992}, sugieren, con base
a extrapolaciones de estudios de ciertas zonas en particular, que diez de cada mil
especies enfrentan un peligro inminente de extincidon durante las siguientes décadas.
Lo due es un hecho es que diez especies de cada mil estdn sufriendo una erosién
genética, es decir, una pérdida de su ccpacidad' de variacién genélica de sus
poblaciones, por lo que la conservacién de toda vida silvestre es priorifaria y no sélo
aquelios organismos de interés econdmico (Heywood, 1992},

Como un resultado de la pérdido acelerada del germoplasma, tanto de las
especies fropicales silvesires y cultivadas, la conservacion de la diversidad genética es
de vital importancia pues es la base de los programas de mejoramiento y
disponibiidad de cullivos alimenticios esenciales para la sustentabilidad en general
del equilibrio tropical {Villalobos y Abdelnour, 1992).

El punto de partida para toda accién de conservacién deberia ser el
conocimiento de la diversidad de ios organismos y el ecosisfema en que se
desarollan. Por esta razén es necesario el inventario completo de plantas, animales y
microorganismos el cual aln esld lejos de ser completado, se tienen 1.5 millones de
especies descritas, pero se considera que éstas representan del 5 al 15 % del nimero
total que se cree que existe en la actualidad {Heywoéd, 1992). Deniro de este universo
de posibles recursos, se estima que la humaonidad ha empleado en su alimentacién
alrededor de 5000 especies vegetales desde el comienzo de la agriculiura (menos de

1% de las anglospermas del mundo}. La poblocidén humana  ha é:recldq

considerablemente én las Ultimas cuolro décadas de 2,500 o 5.500 millones (Dirz'é,l .



1993), y fan solo se ha dependido de unas cuantas especies altamente productivas.
Hoy en dia solo dlrededor de 150 especies vegetales con cerca de 250,000
variedades son importantes en lo alimentacién del hombre (Wilkes, 1989). Por lo
anterior cualquier propuesta de conservacién y uso suslenfable serd de suma

importancia para la planeacién del desarrollo futuro.

Conservacién in sitv y ex situ

La diversidad genética vegetal puede ser conservada de varias formas. Para
cualquier cultive o pool genético, se puede aplicar mas de un método (Trevor, 1989). .
Para las estrategias de conservacion se debe tomar en cuenta la dimensidn del
tiempo; si el aimacenamiento serd a mediano o large plazo, y el sitio donde se
localizara el almacenamiento. Hay dos propuestas bdsicas para la conservacidn del
germoplasma: conservacidon in sifv 'y ex sifu, ambas tienen sus venlojas y sus
limitaciones (Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Heywood, 1992).

Las t&cnicas mds recomendables que se han propuesto para conservar la
diversidad biolégica se basan en el establecimiento de dreas protegidas
{conservacidn in siftt) (Heywood, 1992). La FAQ y la IBP en 1967 propusieron que la
conservacidn de los fuentes genélicas de los comunidades silvesires y cullivares
primitivos pudieran ser preservadas en sus habitats originales (Wilkins y Dodds, 1983). La
conservacién in silu estd encaminada a preservar el habitat y con ello las especies
que contiene. Este es el inico mélodo de conservacidn mediante el cual la diversidad
genética tanto como su dinémica dentro de las poblaciones pueden ser protegidas
{Heywood, 1992). La conservacién in sifu se aplica principalmente a las especies
silvestres relacionadas con planfas cultivadas, a especies forestales y pastos. Se
recomienda que estas especies deben ser conservadas manteniendo la integridad
genélica en su hdbitat, como comunidades en ambientes ecoldgicamente estables.
El establecimiento de reservas noturales o genéficas reconoce los objefivos a largo
plazo y la necesidad para continuar evolucionando dentro de medios naturales. La



mayoria de los programas estdn contemplados a nivel de ecosistema o de
comunidades mulliespecificas y reconocen la necesidad de conservar una amplia
base genélica (Ford-Lioyd y Jackson, 1986). Lo conservacion in sifu puede proveer
también un modelo éptimo para el muestreo de poblaciones para la conservacion ex
situ de germoplasma (Waldman, 1992).

Exislen argumentos tanto técnicos, politicos y financieros, en contra de la

conservacion in sifv {Wilkins y Dodds, 1983), por lo que se han generado estrategias de

.consefvccién ex situ, como son bancos de genes de varios tipos, incluyendo jardines
botdnicos {Heywood, 1992}, Los principales causas para esta segunda allernativa se
basan en lo fragmentacién y pérdida del hdbitat. Las poblaciones de muchas
especies se han reducido, frecuentemente por debajo del tamafio necesario para
continuar su sobrevivencia, en tales casos la conservacidon ex sifu puede ser un
componente necesario en la estrategia de recuperacién o de un plan de
reinfroduccién de especies, la conservacion ex sifu concentra especies en particular y
con ello Ia variacidn genélica que contienen {Heywood, 1992). La conservacién ex sifu
en sentido amplio puede ser de dos formas: el uso de jardines botdnicos, arboretos por
un lado, y bancos genéticos por el ofro, los primeros representan las formas mas
anfiguas de conservacién, en Europa datan de los siglos XV y XVI (Ford-Lloyd y
Jackson, 1986).

Para preservar la variabilidad genética presente, se establecieron bancos de
germoplasma donde las semillas o polen pueden ser aimacenados bajo condiciones
favorables por largos periodos de tiempo. De esta forma el material genélico puede
estar disponible para futuras generaciones (J&rgensen, 1989). Otra propuesta fue
almacenar cierta coleccion especifica de genofipos (banco de genes)
representalivos de una regién del mundo (Wikkins y Dodds, 1983).

Las principales formas de conservacién ex sifu de plantas son: almacenes de
semillas bajo condiciones de desecacién y baja temperatura; banco de genes en
campo comoe en jardines botdnicos o estaclones de investigacion; cultivo de tejidos o
células; y crioconservacién., Todos estos métodos  proporcionan opciones para el -

clmacen;:mienio de genes (Heywood, 1992; Villalobos y Abdelnour, 1992).




La forma mas conveniente para mantener viable el germoplasma vegetal es
mediante semillas, que son el propfgulo mdas comin de almacenamiento.
Aforfunadomente la mayoria de las planias culfivadas producen semillas que
muestran un comporiamiento "ortodoxo”, es decir, que son capaces de retener la
vic'bilidad después de ser deshidratadas alrededor del 5% de su contenido de
humedad., asi como al permanecer en bajas temperaturas (-18 a -20°C}, prolongando
s'u longevided y pueden ser almacenadas por largos periodos. La mayoria de las
especies cullivadas tienen semillas ortodoxas (Bass, 1984; Ford-Lioyd y Jackson, 1986;
Towill y Roos, 1989).

Las semillas son genéticamente estables, contienen la variabilidad genética de
la especie y representan el méfodo mas seguro de diskibucidn ya que pueden
coniener menos enfermedades (Trevor, 1989). Las principales excepciones a lo anterior
son por un lado las plantas que normalmente se reproducen por via vegetativa, no
producen semillas viables y por el ofro lado las que producen las lamadas semillas
"recalcitrantes” {aquellas que pierden su viabilidad después de ser deshidratadas por
debajo de un limite critico, usualmente 12-30% de humedad) {Towill y Roos, 1989).

Problemas de almacenamiento de especies con semilla recalcitrante y/o de
reproduccion vegetativa.

Las semillas recalcitrantes son producidcs. por especies acudticas, aquellas que
praducen semillas grandes, especies nafivas de éreds’_ tropicales y algunas especies de
arboles de zonas templadas, El coco, cacao, café, citricos, palma de aceite, mango,
nuez moscada, y plantas de caucho, son ejemplos de especies de importancia
econdémica con semilla recalcitrante {Wilkins y Dodds, 1983; Towill y Roos, 1989; Trevor,
1989). que adn bajo condiciones de almacenamiento himedo, las semillas son de
corta vida y sélo sobreviven unas- cuanfas semanas o unos cuantos meses
dependiendo de la especie ({Ford-Lioyd y Jéckson. 1986). Tres factores contribuyen a
una vida tan corta de estas semillas en almacenamiento:

1) sensibilidad a la desecacién, dafio por enfriamiento,



2) problemas tales como confaminacién microbiana y germinacion durante el

almacenamiento
3) su alto contenido de humedad.

Para tratar de mantener viables a las semillas recalcifrantes se almacenan a
una baja temperatura que les permita retener niveles de humedad relotivamente altos
y asegurando un suministro de oxigeno para ia respiracidn pero adn bajo estas
condiciones su viabilidad es muy corta para una adecuada preservacion del
germoplasma, por lo tanto estas especies son almacenadas usvalmente empleando
sus partes vegetativas. Si la diversidad es considerable, se tiene que almacenar una
gran cantided de propdgulos lo que demanda grandes espacios y altos costos de
mantenimiento (Towill y Roos, 1989).

La conservacién de cullivos de propagacidn vegetativa como la Solanum
luberosum (papa), Manihof esculenfa {yuca), Dioscorea sp {lame), [pomoea baltalas
{camote), Socchcarurm sp. (cafa de azbcar), Cpunlia sp [nopal), Muso sp. (platano),
Allium safivum (ajo), entre ofros, presentan problemas especiales. Quizd algunos de
ellos son sexualmente férliles, pero para su produccidn comercial no es conveniente
propagarlos a partir de semillas porque presentan altos grados de heterocigocis y lo
que se prefende obtener son clones uniformes. Los érganos vegetativos que pueden
ser almacenados son: tubérculos, rizomas, bulbos y esquejes, etc.. son de vida
relafivamente corta y frecuentemente se deterioran rdpidamente después de ser
cosechados, aun bajo las mejores condiciones de almacenamiento, por lo que es
necesario tener ciclos anuales de crecimiento (Henshow et al, 1980; Wilkins y Dodds,
1983: Ford-Lloyd y Jackson, 1986}

EL cultivo de colecciones vegetalivas aiio tras afio es costoso e incremenia el
riesgo de perderse por estar expuestos a riesgos de infecciones, enfermedades,
desasires naturales y muchos otros factores azarosos (Wilkins y Dodds, 1983; Ford-Lloyd
y Jackson, 1986).

Enire los razones para mantener una linea clonal se encueniran: evitar la

heterocigocis, dificultad- de . conseguir semillas, estados juveniles prfoiongcdos




(especialmente en lineas de drboles lefiosos) vy la produccidn de semillas
-recalcitrontes. Los clones usuaimenie son mantenidos in vivo en invermnaderos o
plantaciones en el campo, como huertos o sembradios. Parfes de la planta como
esquejes, bulbos, raices y tubérculos de algunas especies pueden ser almacenados
aproximadamente un afio en refrigeracion {5 a -10°C).

La manutencion en el campo o invernaderos requiere espacios considerables y
altos costos asociados con la poda, control de enfermedades, maleza y propagacién.
Las especies presentan diferentes caracleristicas adaptalivas que estéan ligadas con su
sobrevivencia; al colocarlas bajo condiciones climdticas diferentes puede producirles
cierto estrés, lo que llega a decrecer su fecundidad y finalmente el germoplasma se

plerde (Towill y Roos, 1989).

Cultivo de tejidos vegetales

Como se ha mencionado la conservacidn ex sifu puede recomendarse para
especies que presentan semillas recalcitrantes y/o las que se propagan por via
vegelaliva. Para esle tipo de malerial vegetal, las técnicas de cultivo de tejidos o
técnicas in vilro, ofrecen una alternativa de reproduccidn clonal, asf como un medio
para su conservacion.

El término de técnicas 'in vifro" o cullivo de tejidos cubre un amplio rango de
metodologias que involucran el desarrollo, bajo condiciones asépticas, de érganos de
las plantas tales como brotes, embriones, hojas entre ofras o alternativamente cullivos
de masas de células desorganizadas lamaodas callos, de células individuoles, o aun
células desprovistas de su pared.celular conocidas como protoplastos. Un punto
bdsico inicial de estos métodos es lograr el establecimiento de explantes {pequeiios
fragmentos de érganos o tejidos) en una condicion de cultivo aséptico y mantenerlos
en un medio nufritivo y un ambiente libre de patégenos, haciendolos disponibles para
su uso futuro |Wilkins y Dodds, 1980; Ford-Uloyd y Jacksen, 1986; Brian, 1990).



El cultive de tejidos vegetales tiene su base en el potencial para regenerar una
planta completa a partir de una célula (concepto de fofipotencialidad de Haberlondt
en 1902}, pero no fue sino hasta los afios cincuenta que una planta fue regenerada de
cullivos de células aisladas. A partir de esta fecha el campo del cultivo de tejidos,
células y érganos ha tenido un gran desarroilo [Wilkins.y Dodds, 1983).

La conservacién de malerial vegetal /n vilro es aconsejable cuando el
almacenamiento convencional de semillas no es posible y cuando la conservacién in

. sifu es insegura. Esta técnica es particularmente valiosa para las especies de
propagacidn vegetativa; especies con semillas recalcitrantes; y material modificado
por las técnicas en biologia molecular. En general las técnicas de cultivo de tejidos
pueden ser agrupadas en:

1) cultivo de drganos {meristemos, pices, embriones, ovarics, efc.):
2) cultivo de calio;

3) cultivos en suspensidn;

4} cuitivo de células individuales y protoplastos;

5} cullivos de anteras y polen.

Se conoce que la estabilidod genética se mantendrd con el incremento de la
organizacién del cultivo, por o tanfo las plantulas regeneradas son el material mds
estable de todos {Wilkins y Dodds, 1983; Brian, 1990).

Métodos de conservacién in vitro

" Al hablc‘ de’ cu t'vo_ de te]idos vegefcles, se pienso en un. slstemo de alfcl
Ias especnes culhvadcs. que pueden ser mc:n?enidos bo]o'

mumplicocton
condlclones de crec:m(enio ‘de ‘manera: vurtuc:lmenie N der
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; conservacion de
rvc:cnon in vifro se
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proporclonando una proteccién continua confra los ambienies desfavorables y
patdégenos (Brian, 1990).

Los cullivos in vifro con una alta tasa de muitiplicacion celular como en el caso
del callo, no son (liles para la conservacién de germoplasma, pues requieren de
mdnfem’miento frecuente, ademds de que se puede presentar el fendmeno de
inestabilidad genética y con ello se ha observado que el potencial morfogenético
puede declinar, debido principalmente a la alteracién de los niveles de ploidia. Por lo
que se prefieren estructuras que ejercen un estricto c.ontrol en la mulliplicacién de su
DNA, como ocure en meristernos y yemas cultivadas en condiciones que permitan un
crecimiento minimo a tasas muy lentas. Asi, ésta lécnica de almacenamiento fiene
ventajas considerables, como que el material almacenado esta listo para ser ulilizado
de inmediato y puede detectarse facilmente si confinua vivo, Los métodos para
inducir crecimiento minimo pueden requerir;

a) alteraciones de las condiciones fisicas del cultivo, muy frecuente es la reduccién de
la temperatura en la que presentan un crecimiento y desamrollo normal con el fin de
bajar el metabolismo y desamolio, con io que la seguridad de los cullivos se
incrementa como una simple consecuencia de la réduccién de las intervenciones
para realizar los subcultivos; tamblen se emplea Ic ‘madificacién en el ambiente
gaseoso para retardar el crecimiento de Ios cultvos, se ha emplecdo pnncupclmente

el didéxido de carbonoy el efileno;

b} alteracién del medio boslco me: siéh o, reduccidn de dlgﬁh"hétbr s

d) Mediante la lnducclon y manlpulaclon‘de embnogenes|s somchca se’ puede
contribuir para la conservacnon /n w/ro. Los metodologms pqrc desecar los embnones -



somdticos se han desanollado en una forma que asemejen o refiejen la fisiologia de
una semillg normal, usando pretratamientos con compuestos como el dcido abscisico
(ABA), acido indoibutirico (AIB) y sacarosa, han sido aplicados con éxito en especles
como uva, tigo y soya (Wilkins y Dodds, 1983; Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Towill y Roos,
1989; Brian, 1990).

Estos mélodos pueden ser ufilizados solos o en combinacidn, y son aplicables a
corfo o mediano plazo. De e§to manera, el almacenamiento permile que pasen
semanas, meses y en algunos casos afos antes de que el subcultivo sea necesario.
Esto acercaria a un almacenamiento a largo plazo con la eliminacién de subcullivos
rutinarios (Wilkins y Dodds, 1983; Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Towill y Roos, 1989).

Para el almacenamiento de germoplasma in vifro el cultivo es iniciado a partir
de meristemos, brotes o dpices de tallo y subcultivadas para su propagacion a través
de divisiones; con lo que las lineas son mantenidas como clones (Towill y Roos, 1989). Si
se foma en cuenta que el objelivo final de la conservacion del material genédtico
mediante el cultivo de tefidos es la conservacidn de genotipos a plazo largo, los
sistemas que son propensos a cambios genéticos son por lo fanto, menos deseables.
Se recomienda que la mulliplicacién in vilro debe ocurir mediante la proliferacién de
yemas laterales para evitar seleccidn de variantes somaclonales que puedan
originarse de brotes adventicios producidos dentro de la masa de tefido. Los cuitivos
de cdllo son propensos a la inestabilidad genética debido a su diferenciacién
relafivamente desorganizada. Lla estabilidad genética puede ser mantenida mdas
facilmente cuando se continua un crecimiento organizado de los meristemos en
cultivos, es decir, la manutencién de una linea germinal consistente a través de varias
generaciones requiere un proceso ordenado de replicacién de cromosomas en las
células del dpice y otras regiones meristemdticas (Ford-Lioyd y Jackson, 1986; Towill y
Roos, 1989). ' _ _

Virtualmente cualquier especie puede ser mqntenlda iq vifro, sin embargo para

la conservacién del germoplasma se debe cuidar.la estricta ﬁdélidgd del genofipo,

por lo que se debe asegurar que las meiodologioé‘c'émple mitan alcanzar este




Bancos de germoplasma in vitro.

Derﬁro de las técnicas de cultivo /in vifro, la IBPGR (198'6): diéﬁngue dos tipos de
conservacién: banco de germoplasma activo in vifro (conseNdéién a corlo-mediano
plazo); y banco de germoplasma base i1 vifro (crioconservdt:liény', conservacion a largo
plazo).

Las ventdjas deniro de la preservacién de colecciones activas in vifro para un
amplio rango de especies incluyen la manufencién en ‘un estado libre de
enfermedades, tasas de multiplicacion relativamente maés rapidas, facilidad de
enraizamiento {especialmente en material lefioso}, pocos insumos y reducidos tabores,
facil intercambio de germoplasma internamente y enfre paises (Towill y Roos, 1989).
Algunos aspectos negativos de esta técnica de conservacién son la labor
demandante y los grandes recursos fisicos requeridos que pueden lleva una a pérdida
considerable debido a errores humanos o al rompimiento de ia seguridad in vifro, por
ejemplo, la invasién de patégenos en ‘el momento del subcultivo. El riesgo de cambio
genéfico durante el almacenamiento (variacion somaclonal) se reduce, pero
depende del nivel de organizacidon de los cullivos, esta organizacion se incrementa
desde el callo a las plantulas, el riesgo de cambios realmente se presenta cuando una
fase de crecimiento indiferenciado (callo, células en suspensidn) persiste de manera
prologada antes de lo regeneracion (8rian, 1990). .

Los requisitos para mantener una coleccion base de semillas ortodoxas estan
bien establecidos, ya que la diversidad de especies puede ser conservada a través
del almacenamiento de poblaciones de'semilla§ de los cultivos, Para el caso de
germoplasma clonal, la preservacién a plczq: largo de los clones puede realizarse
criogénicamente con meristemos y/o yemas laterales. La preservacién del polen
puede suplementar el alimacenamienfo de semilias odela preservacion clonal {Towill
y Roos, 1989). :



Crioconservacion

La crioconservacion se puede definir como la conservacion en estado
congelado de material bioldgico mediante la reduccién y subsecuente suspensién de
su aclividad metabdlica, ol ser expuesio a la baja temperatura de ebullicidn del
nitrégeno liquido (NL) (-196°C) (Kartha, 1987). La conservacién congelada de células
" animales, espermatozoides, ovarios y lejidos embriogénicos, asi como embriones
completos de animales ha tenido una historia de varias décadas comparadas con las
recientes investigaciones con fejido vegetal. El potencial para el almacenamiento de
germoplosma vegetal usando la congelacidn es inmenso, la aplicacién de técnicas
de crioconservacion estd fodavia en sus primeros intentos, los procedimientos fiables y
de uso rutinario para tefidos vegetativos organizados adn no estdn disponibles para la
mayoria de las especies (Ford-Lloyd y Jackson, 1986).

Durante la preservacion congelada en NL {-196°C} de tejidos vegetales cesa la
divisién celular y disminuye considerablemente el metfabotismo, por lo que el material
bioldgico puede ser preservado por periodos extensos de tiempo; es importante que el
dafio por la formacidn de cristales de hielo dentro de las células se evite o al menos
sea minimizado {Ford-Lloyd y Jackson, 1986).

Los procesos de congelacién involucran dos diferentes fendmenos, formacién
de nucleadores de hielo y crecimiento de los cristales. La formacién de hielo es un
proceso en donde las moléculas del agua pasan de un ameglo azaroso en estado
liquido a uno ordenado. Muchos liquidos, incluyendo el agua, no se congelan
invariablemente en el punto de congelacién de la fase liquida. Tales liquidos pueden
ser enfriados a varios grados por debajo de su punto de congelacién de la fase sdlida
y congelarse por efecto de la adicién de una substancia que actua como catalizador
para la fransicidn de la fase liquido-sélido (nucleacién heterogénea), a éstos se les
conoce como nucleadores del hielo. Existe ofro tipo de nucleacién, fa homogénea en

la que los nicleos se forman espontdneamente en el liquido sin la intervencién de



cuerpos exirafios (catalizadores), @ una baja temperatura préxima a -40°C (Sakai,
1993).

Los daiios intracelulares se puede causar de dos formas: la primera es por el
dafo mecanico o fisico, el cual se produce por la formacidén de cristales
intracelulares cuando el enfriomiento es répido; el segundo es por los dafios
fisicoquimicos o de conceniracidn que son producidos por la deshidratacion
Qeneroda durante el enfriamiento lento. Esta deshidrataciéon causa reduccién del
volumen celular, aumentio intracelulor de la concentracion de solutos que pueden
legar a ser 16xicos y pérdida del agua que rodea a los componentes celulares, es
decir agua estructural (Meryman y Williams, 1985; Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Kartha,
1987).
" Existen solamente unas cuantas especies como drboles de madera dura de

zonas frias y bulbos vegelativos de varios arboles frutales, que en estado natural
pueden ser congeladas a temperaturas muy Bajas, sin afectar su viabilidad celular
{Cheny Kartha, 1987). Las especies que no estdn oc!imdiadcs alas bajas temperaturas
req'ui.erenv la aplicacién de crioprotectores como el dimetitsulféxido (DMSO), glicerol o
' una céfhbiﬁcclén de éstos con sacaréso, glucosa, polietilen-glicol o prolina entre otros
(Towlll y Roos, 1989}. Los crioprotectores son solufos que fienen la funcién de bajar el
puhfé'de ééngelacién de una solucién, deben llegar répidamente al inferior celular
para evlfcr la deshidratacién osmética, no deben ser 1éxicos alin en conceniraciones
clfas y- deben evnor los dafios celulares tanto fislcoquimicos como mecdnicos en los
procesos de congelocmn y descongelacién. Los crioproteciores fienen la habllidad
‘paro redu<:|r el fc:mcno y el crecimiento ‘de los- cnslales de hlelo bu;an el punto de

congelccio de los, contenldos |nlrc|celulc:res y posxblhian que Ias celulcs puedan ser

e un exlloso protocolo de
un proceso empirico,

U pcrecen més faciles de ser



utilizadas que ofras. Los factores que mds cominmente han sido tomados en cuenta

son (Brian, 1990}):

1) el estado de desarrollo y c:cbﬁvldod celular del material, :

2) los prefratamientos para inducir cualquier resistencia inherente - a la baja:
temperatfura o desecacion, ;

3) la incubacién en una apropiada mezcla de crioprotectores,

4) la determinacién de una conveniente tasa de enfriamiento lenta,

5) la seleccién de una temperatura aproplada (-20, -30, -40 °C} prevlc a’la
introduccién de la muesira directamente dentro del NL,

6) la adopcidn de una tasa apropiada de descongelamiento,

7} el disefio de las condiciones ambientales y los medios para ayudar a ia
recuperacién (reactivacidn del melabolismo y desamolio).

Hay varios métodos para la conservacidn a largo plazo ufilizando la
congelacién. La mayoria de los profocolos exitosos para la crioconservacién de
células y érganos vegetales in vifro se han basado en el uso de fasas de enfriomiento
lentas, con algunos éxitos alribvidos a tasas rapidas de enfriomiento. Algunas de las
especies que han sido crioconservadas con éxito son: la manzana (Malus domestica),
clavel {Dianthus caryophylus), casava (Manihot esculentfo), garbanzo (Cicer
arnefinurn), chicharo (Pisum sativurm), cacahuate (Araéh;k hypogaeal, papa (Solanum
fuberosum y S. goniocariyx), fresa | Fragana ananassa) jitomate (Lycopersicon
esculentfurn) entre otras {Kartha, 1985}, o “

De manera general la cnoconservacton a fosus lenfas. uliiza explantes {zonas

meristemdticas) que pueden provenir de plontos en_el compo, invernaderos, cdmaras

de crecimiento & planiulas in vifro. En ‘ul nos:casos el pretratamiento al fric de las

plantas es benéfico. Despué: He’la dlsecclon, Ia secuenclc de pasos involucra el

precultive {de unas cuantas horos a 2 dias).en: medlos de crecimiento adicionado

con niveles variables de cnoprofecfores. fcsas onfroladcs de enfriamiento (alrededor

de -0.1 @a-2.0°C- mln“) hasta Ilegor a -35 o -40°C seguldo de la transferencia directa en

NL: rpido descongelamlento, y. subculhvo pcrd defermlncr su vloblhdad o alguna ofra




prueba cuantitativa. Las variantes en el protocolo bdsico son muy numerosas (Kartha,
1985; Kartha, 1987; Towill y Roos, 1989). El método lento de congelacién depende para
su éxito de la congelacion extracelular, ya que permite intracelularmente concentrar
una fraccién de la solucidn sin cristalizarse en el momento que se iniroduce la muesira
dentro del NL. Este método es el que en forma mas amplia y con mayor éxito se ha
aplicado (Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Sakai, 1993).

La congelacién uitra répida se refiere a la formacién de cristales de hielo deniro
de las células, que son muy pequefios y por lo tanto no causan rompimiento. Este
proceso se logra cuando los explantes son precultivados con algdn crioprotector por
flempos variables y se infroducen directamente al NL. Las células deben
descongelarse de manera rapida para prevenir la recristalizacién, Este método ha sido
aplicado exitosamente a meristemos de papa, clavel y fresa {Kartha, 1897; Ford-Lloyd

y Jackson, 1986).

Vitrificacién

La vitrificacion se refiere a los procesos fisicos mediante el cual una solucién
allamente concentrada es superenfriada a muy baja temperatura y finalmente se
solidifica sin cristalizarse (Sakai, 1993). Recientemente se esta fratando de aprovechar
este proceso en la crioconservacion de germoplasma vegetal. k

Para lograr realmente la vitrficacién del agua pura en cualquier volumen
significafivo, se requiere de lasas de enfriamiento ullra rdpidas. En el caso de las
soluciones que se encueniran dentro y alrededor de las células vitrificaran éon rAnoyoi',' -
faciidad en el momento de su crioconservacién, cuando se incre'mentén sus.
concentraciones y las tasas de enfriamienlo sean ullra rdpiddsi(Br‘ionz, I§9 4Sdi<qi, . : |
1993). o : Lo ERTNA fO i



La vitrificacién se ha enfocado a eliminar el control de las tasas de enfriamiento

y. por lo tanto la necesidad de congeladores controlados, facilitando la
" crioconservacion de células y meristemos mediante la inmersién directa en NL,

Este método se ha venido aplicando con mayor frecuencia a principios de los
noventas y requiere para una crioconservacién exitosa, evilar el congelamienio
intracelular lefal, el cual ocurre durante el enfriamiento rapido en NL, por lo que los
meristemos y células tienen que ser suficientemente deshidratados, es decir, sus

' liquidos intracelulares deben ser concentrados antes de ser sumergidos denfro del NL
(Sakai, 1993).

Método de vitrificacién

Para este método se pueden emplear cultivos de células y meristemos, a los
cuales se les adicionan soluciones crioprofectoras allamente concenfradas antes de
que sean enfriadas de manera rdpida dentro def NL., es decir, las células o meristemos
deben ser suficientemente deshidratladas con una solucidn vitrificadora alrededor de
20°C o 0°C (eliminando asf la necesidad de deshidrataciéon celular durante la
congelacién lenta) pora evitar dafios antes de la inmersidn en NL. Se ha ullizado una
solucién o base de mezcla de efilen glicol, DMSO y glicerol llamada PVS2 por Sakai
{1993). Para una exitoso crioconservacién mediante la vilrificacién es necesario un
cuidadoso control de los procedimientos de deshidratacién y permeacién. del
crioprotector, asi como prevenir el dafio por toxicidad quimica o excesivo. esirés
osmdtico durante la deshidratacion (Sakai, 1993). ’ ) :

Ei mélodo de vitrificacién no ha resultado en altos niveles de sobrevlvenclc eﬁ

la mayeria de los cultivos de células vegetales excepto para un llmltudo numero de : :

especies o cultlvcres, Unicamente se ha aplicado con éxitos a culhvos celulures de v

naranja, orroz. 1abcco, zanahoria, espurrcgos y meristemoides de 1rebol blanco (Sokc En
1993). - : )




Método de deshidratacidn por aire.,
Oftro método que se utiliza es la deshidratacién con la ayuda de una corriente

de aire, por este método se han logrado crioconservar células en cullivo, brotes
laterales, embriones somdticos y meristemos apicales de plantulas provenientes de
cultivos in vifro. Aunque la induccidn o modificacién de la tolerancia a lo sequia
puede ser el principal factor para que esta técnica de crioconservacion sea exitosa.
Este método se ha complementado con la iécnica de encapsulacién-deshidratacion
de embriones somdticos para la formacién de semillas artificiales, ya que es sencllia
de manejar y reduce el proceso de deshidralacién. En este método, la resistencia a la
deshidratacién y a la congelocién fue inducida mediante el precullivo de meristemos
en un medio enriquecido con sacarosa antes de la deshidratacién. En la
encapsulacién-deshidratacién, la molaridad de la sacarosa se incrementa
marcadamente durante el proceso de secado y alcanza o excede el punio de
saturacion de la solucion de sacarosa resultante en la fransicién a cristal durante el
enfiamienlo. Este mélodo parece ser practico para la crioconservacién de

meristeros y embriones (Sakai, 1993}, -
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JUSTIFICACION .

Ei presente trcbo;o forma parte de la idea de que el germoplclsmu conshituye
un palimonio comin de la humanidad y toda variedad debe’ ser profegldc sin
Impodcr su estalus ecoldgico o la forma en que dichas variedades se han obfenldo. Al

ex:shr especies amenazados o en peligro de exlincién, como es el caso de muchas
espeqes de-la familia calaceae, su conservacion se hace pnonlano, ol igual que las
especles que se reproducen vegetativamenie o que poseen semillas recalcitrantes. La
conservacién a largo plazo, mediante el empleo de la criobiologia, es bnc de las
mejores opciones por el momento para estas especies. Opuniia robusta var, loreyi se
utiliié como un modelo de estudio para los especies de la familia Cactaceae, asi
como aquelias especies que se reproducen de manera vegetativa y que son de
importancia econdmica ya sea alimenticia, médica industrial o ecoldgica, motivoe por
el cual se le presté mayor importancia en el presente estudio. Asimismo para evaluar
el funcionamiento del sistema sencillo de congelacidén que se empled se utilizaron fres
especies: fragarnia spp. (fresa), Pisum salivum (chicharo) y cualro variedades Sofanum
tuberosum (papa), que en tabajos previos han mostrado grandes tasas de
sobrevivencia después de ser sometidas a la congelacién mediante la técnica de
fasas lentas de enfriamiento controladas con equipos sofisticados para inducir bajas

temperaturas.
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' OBJETIVO GENERAL ~°

- Anollzcr el efecto de la cnoconservccnon de germoplasmcz de especnes vegetcles L

filzando un srsfemo

cultivados in viro,
3) Realizar la congelaci
enfiamiento lentas y - el _andlisis

condiciones in vitro.

4) Analizar en broles d

fambién ensayar el enfriamiento ultra rapxdo. :

22 .



Il.- MATERIALES Y METODOS

Micropropagacién de Opuntia robustavar. lameyi.

Se trabajé con Opuntia robusta var, lareyi. Lo; ejemplares se colectaron en la
reserva ecoldgica del pedregal de Son Angel de Ciudad Universitaria,  D.F., se
. seleccionaron plantas donadoras jévenes, sanas, turgentes y con buen desarrollo, a
partir de ellas se obtuvieron cladodios jovenes de 5 cm de largo por 3 cm de ancho
aproximadamente, éstos se lavaron con agua cormiente hasta eliminar toda particula
exfrafia, y posteriormente fueron desinfectados con aleohol etilico al 70% por un
minuto, en seguida se sumergieron en una solucion af 30 % (v/v) de hipoclorito de
sodio comercial {clordlex) por 10 minutos, finalmente bajo condiciones asépficas se
enjuagaron fres veces en agua destilada y esterilizada.
los cladodios desinfectados se cortaron tanto transversal como
longitudinalmente en seis segmentos de 1.5 cm de ancho por 1 cm de dito
aproximadamente, conteniendo un nimero variable de areolas y se sembraron en los

diferentes medios de cultivo empleados (diagrama 1},

Induccidn de brotes en los medios de cultivo.

Se esludié el efecto de la bencil aminopurina (BAP) y la ~ sacorosa .en ,'Io :
inducclén de brotes. Para todos los experimentos se empled e'l médio‘:‘basg:ﬂ Aé:" :
Murashige y Skoog (MS} (1962), suplementado con tiamina 0.4 mg-l“,fy 6gd|‘. 0.6%. Se
utilizaron diferentes concenfraciones de sacarosa y de BAP (Cucdro ')~'}En'toac';§‘los R

casos el pH de los medios se ajusté a 5.6 con HCl o NaOH 0.1 N, El medio 5
en frascos de 120 ml de capacidad, se agregd 20 mi o ccda uno, se estenhzaron en'

una avtoclave a 20 (b- pulg2 de presién y 126°C duranie 15 min. "
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Los indculos (cortes de cladodios) se sembraron en medlo‘s_de_culiivo'duel ’
confenlan concentraciones variables de BAP: 0.0 M, 0.5x105 M, 1.0x10°5 M20x105 M,
2.5x10°5 M y 5.0x10-5 M, asi como concentraciones de sacarosa de 1, 2, 3,4,'5 y7% .
{cuadro 1). Cada experimento se repitié diez veces con 4 indculos en cada frasco,
pa}c obtener un total de 40 indéculos por iratarmiento. Los frascos se colocaron en una
cdmara de cullivo a 26 £ 2°C con 1200 lux de intensidad luminosa y un fotoperiodo de
.16 hrs luz. Los resultados se cuantificaron con base en el porcenioje de brotes por
inoculo v la aitura promedio que alcanzaron.

Cuc:dro 1.- Combmaclon de bencrl ammopunnc (BAP) y sacarosa en Ios ‘medios, de 3
cullivo empleados.
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Blagrana 1.- Esquena general para 13 micropropagacidn de Opuntia robusta var. larreyl
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Citotoxicidad de los crioprotectores.

Para poder determinar el posible efecto cifotdxico de los crioprotectores en los
brotes de O. robusla, se aplicaron distintas soluciones crioprotectoras {DMSO, sacarosa
asi como la mezcla de DMSO, sacarosa y glicerol} a los brotes {§ mm de altura)
obtenidos cultivos i vilro. La exposicién de los brotes a las diferentes soluciones se
realizb introduciendo 20 explantes en 50 m! de la solucién crioprotectora. En todos los
casos el tiempo de exposicién fue de 60 min. Al término de ésle los explantes se
lavaron en 50 mi de medio de cullive de Murashige y Skoog liquido {MSL) basal sin
hormonas durante 30 min, para finalmente sembrarios en el medio de culfivo que
previamente se habia determinado como el mejor para la regeneracion de brotes
(diagrama 2). Los resultados fueron evaluados a los 45 dias de subculiivo, se

consideraron fres parametros:

1) explantes con desarrollo normul es dec:ir, aquellos bro?es que conhnucron su

desarollo nermal sin ninguna olferac:on c:pcrenfe,

2) explantes con creclmlenlo onormal como hlperhldrctcclon y lo formccnon

de callo, y

3) muerte de los exp!d‘nv‘tés'.‘"
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Cuadro 2.- Soluciones crioprotectoras empleadcs pcra evalucr el efecfo cliofoxlco en.
~ brotes de ©. robusto. - ; . ;

Crioprotector

DMSO 5%
DMSO 10%
DMSO 15%

SACAROSA 10%
SACAROSA 15%
SACAROSA 20%

MEZCLAS %
{DMSO-Sacarosa-Glicerol)
5-3-10)

LN A WN —
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Diagram 2.- Deterninacion del efecto citotoxico de los erloprotectores tnpleados -
sobre brotes de Opuntia robusta . ’
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Descripcién del sistema sencillo de enfriamiento para lnfenlar la cnoconservocnon
de germoplasma en este estudio.

El sistema de enfriamienio que se utilizd fue el empleado pof Mala (1992), el
cual consiste de un termo (Dewar) con capacidad de 35 Kg de capacidad; un
soporte mecdnico de acero inoxidable que se sujeta cn‘ manera de -un cinturén del
ancho del termo y mantiene fijo mediante tres tornillos, de él salen fres varillas que se
unen por encima de la boca del termo en un anillo, de este Glfimo sale un rel que
posee una escala en milimetros, paralelamente a ésta se encuentra una varilla
cilindrica de aluminio, ambas estan unidas entre si por un soporte que posee un tornillo
que, permite a la varilia ser desplazada a lo lorgo de riel de manera descendente y
ascendente en el interior del termo. La varilla de aluminio posee al final una canastilla
de aluminio con capacidad para contener seis viales criogénicos.

Con un termdmetro formado por un registrador digital y un termopar de cobre-
constantan, unido a lo largo de la varilla de aiuminio hasta el interior de la canastilla,
se regisiraron las diferentes temperaturas que genera el NL en el inferior del termo.

Como el NL contenido dentro del fermo genera un gradiente de temperatura
desde su superficie hasta la boca del termo {fomada como referencia (0 cmj)) se
regisiraron las temperaturas cada minvle hasta que la temperatura se mantuvo
constante, posteriormente se bajd la varilla un centimetro ma&s para tomar sus
temperaturas respectivas y asi sucesivamente hasta acercarse a la superficie del NL. A
las diferentes temperaturas registradas se les denomind temperaiura externa (T.exl.).

Con las diferentes T.ext., se establecid el perfil de temperatura en el interior del
termo con una cantidad conocida de NL, que sirvié péra determinar la altura a la cuatl
se colocaron los viales con las soluciones y los explantes, para oblener tasas de

enfriamiento lentas (0.2 a -2.0 °C-min~! ).
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Curvas de enfriamiento

Para conocer el comportamiento que- preseniaron las  soluciones
crioprotectores (cuadro 2) al enfriarse, se registraron las temperaturas de las nueve
mezclas de crioprotectores (DMSO-Sacarosa-Glicerol), asi como del DMSO vy la
sacarosa, para lo cual se colocd un vial criogénico de polipropileno CORNING {10 x
430 mm con tapa de rosca} con 1.5 ml de una solucién crioprotectora y se expuso al
gradiente de temperatura generada desde la superficie del nitrégeno liquido y la
temperatura atmosférica de la boca del termo, a una T.ext. predeterminada (-25 &
2°C), la cual fue detectada en el interior del termo a 5 cm de la boca del mismo, los
regisiros se realizaron cada minuto con la ayuda det fermémetro digital, con lo que se
construyeron las gréficas de fiempo confra temperatura de cada solucidn
crioprolectora para poder determinar los puntos de congelacidn y las tasas de

enfriamiento de cada una de ellas.

Crioconservacion de explantes de o. robusta .

De los cultivos in vifro de O. robusta se exf{aiefovn l_:lfc;fe,s,de § mm de largo y se
“somefieron @ un prefratamiento en las soliciones crioprotecioras. por un lapso de 30
e .viales criogénicos con

min;: a conﬂnuccuén los brofes se lntrodweron denfro d
capacrdad de 2 ml, se colocaron 15 explantes por wal y un mlllmro de la solucidn
cnoprotectora, estos se Introdujeron en la cqncsﬁ‘lla del ;lslemg de enfriamiento junto
con un vial que conlenia la misma solucién criopro,'tvéctvo'rc a la cual se le introdujo el
termopar de cobre-constanian conectado al termémelro digital yse colocaron a una
T.ext. predeterminada que proporcionara tasas de enfncmlenfo lentas, y asi poder
determinar el descenso de la temperatura. L

Dicho descenso de regislré cada minuto paro poder conshruir_su gréfica
comrespondiente y determinar la tasa de en!nomlenfo de Ic: soluclon con explonies Al
llegar alrededor de -40°C (Iempercnura a’la cual fodc el c:guc se encuemrc
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congelada) los viales se sumergieron directamente en el NL para aimagenarlos de 30
a 60 min {diagrama 3).

Al pasar el tiempo de almacenamiento, los viales se extrajeron del termo y se
descongelaron répidamente en un bafio de agua calienle a 80°C. Realizado lo
anterior a los explantes se les eliminé la solucién crioprolectora mediante un lavado en
50 ml de medio de cultivo MS basal liquido y en agitacidn constante. Posteriormente
fueron resembrados en el medio de cullivo elegido para ia recuperacién de los

.explanfes y/o mediante la técnica del cloruro de 2, 3, 5. trifenil terazolio (CTT) se
determiné la actividad metabélica que presentaron los explanies después de haber
sido congelados y poder estimar qué explantes poseian la mayor posibilidad de

reasumir su crecimiento.

Induccidn de esirés osmético

Con el fin de ehmmar merlu cantidad de agua de los cullivos in vifro de O,

robus/zz se uMizo un agen'e que produce estrés osmético, el manitol. Este se incorpord
.en uno concenfraclon de. 5% al' medio de cultivo paru su micropropagacién. Se

- mlrodu;eron 5 o 7 explan'es de 5 a 7 mm de aillura por frcsco y fueron culfivados por

: vun !apso de 30 dias. Después se procedlo conla mefodologxc de crioconservacion a

tosus Ienlas de enfncmienfo antes sefialada,

N
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Dlagrama 3.~ fletodologia para 1a criocenservacion de brotes de Dpuntia robusts vari larreyl
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Rryeba de viabiiidad

Se determiné el porcento]e de la actlwdad mefcbollca de Ios explonles B ’

tetrazolio (CTT).
La prueba se realizé con una soluclén ‘al 04
solucuon amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH’ 7 4y0 05% v/v de Tween BO como

agente humectante.

En un vaso de precipitados se co!ccaron 3'm! de la solucion CTl-fosfatos y del
Tween 80 (V/V) en proporcidn 1:1, éste ulhmo ccfua cpmo un agenie que permite que
el CIT penetre uniformemente a las células de'ios.explcnfes, para favorecer esta
accién se aplicé vacio durante 30 min, posteriormenie, los explantes junto con.la
solucion se incubaron por 15 hrs en oscundad a 26+ 2°C, con el fin de que se Ilevoron

a cclbo las reacciones que permllIEron conocer la aclividad respiratoria de lcls células.”

Después de la incubacién se ehmlno la mezcla de CIT y Tween 80 y- fos N

explantes se lavaron con agua desﬂladc, se les coloco en bcno de aguc cohenfe a
60°C para extraerles el rojo de formuzcln {producio terminal ‘de la. reaccién de
oxldacién de CTT), con olcohol efilico al 95% durante'15 min, la solucion final se filtrd y
se aford a 10 ml, se tomé su lectura en el espectrofotomefro en un rango de 400 a 400
nm para construir una curva patrén con la que se deierrnmo lc longlfud de onda que
presentd la méxima absorbancia del grupo comrol a drcha longitud se tomé la
leciura del material congelado y se determiné Iu fcso de respiracion mediante la

férmula (Steponkus, 1971):

‘Absorbancia del explcn?e problema

Tasa de resplracion = - +.x.100
Absorbcncla del explcn control i




recuperacion y reanudacion del crecimiento y desarrolio de los explanies (diagrama
4).

EXPLANTES 4DICION DE
CONGELADOS CIT ¥ THERN 80
llﬁsnc&on E ’ .
VAC R 38 min.
R lb 16 POR 38 min
BaR0 DE AGUA EY MCCHNcgiL
CALIENTE (60°0) kL OHOL ETILICO
L ] L
ESPESIR’%N HHETRG 4+ g AFORD A 10 w1
{480 o)

DETERMINACION DEL
% VIARILIDAD

Diagrama 4.~ Prueha de viablidad de fos brotes de Opuntia robusta
nediante 13 prueba del cloruro de 2,3,5 trifenil teratolio (CTN)
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Andlisis de la ultraestructura de células de O, robusia mediante el empleo de
Microscopia Electrénica de Transmision

Para conocer los posibles dafios ultraestructurales causados a los explantes de
O, robusta por la mefodologio de crioconservacion se ulillizd la microscopia
electrénica de transmisidn, la metodologia empleada fue lo siguiente:

Se disecaron, con lo ayuda de navaojas para rasurar, las zonas meristemalicas
(areolas} de brotes de O. robusta var. larreyl de los cullivos in vifro y de los brotes que
fueron congelados, en fragmentos muy pequefos (2-3 mm3). se colocaron en una
solucién fijadora de glutaraldehido al 2.5% disuelta en un amortiguador de fosfatos
0.16 M, pH 7.2 y se dejaron dentro de viales durante 16 hrs; posteriormenie se realizaron
tres cambios de 10 min cada uno con la misma solucién cmér‘ligucdorc; realizado lo
anterior se fransfirieron a una mezcla de paries iguales de la solucidn amortiguadora y
tefradxido de osmio al 2%, en este paso las muestras fomaron un color negro; después
se lavd la muesira con‘ abundante solucidén amortiguador para continuar con la
deshidratacion con alcoholes graduales 30, 50, 70, 80 y 96%, 10 min en cada uno, se
realizaron tres cambios mas en alcohol c:b_soluio por tres min cada uno. Después las
muestras se colocaron en &éxido de propileno durante 10 min por 3 veces.
Posteriormente se colocaron en una mezcla de resina y éxido de proplleno H l Esie N
paso es la preinclusion; finalmente se incluyeron en Epdn y se colocaron en una esiufo )
a 60°C por 24 hrs, hasta que la resina polimerizd por compleio. )

De esta manera las muestras quedaron listas para reohzor los cories en el
uliramicrotomo. Los cuales se colocaron en reullos de cobre. Para’contrastar las
muesiras, éstas se depositaron dentro de una cémarg humeda (ccja de Pefn con un '
algoddn himedo) y con la muestra hacia abajo en gotcs de acetalo de vranilo ol 3%
por 15§ min, posieriormente se lavaron con aguo bxdesmcda en abundancia y se
secaron con papel filfro. En una segunda cadmara humedc, con !entelas de hldromdo?‘
de sodio {debido a que el plomo precipita en presencm de dxoxido de corbono) Ias'

muestras se colocaron en golas de cltrato de plomo al 03% por 5 mm. Luego del :

enjuage las muesiras se pueden observar al mlcroscoplo elecirénico.
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Determinacién del peso molecular de proteinas de O. robusta mediante
electroforésis

Se utilizaron brotes de O. robusfa en tres condiciones: 1) broles de 5 cm
provenientes de plantas donadoras del pedregal de San Angel las cuales fueron el
control: 2} brotes de los culfivos in vifro y 3) brotes a los cuales se le aplics la
metodologio de crioconservacion, Se les determind el peso molecular de sus proteinas
por eleciroforésis en microgeles de SDS-poliacrilamida {0.45X43X50 mmy} con gradiente
de 10-15% a 270 V, 10 mA y 15°C. Se utilizaron patrones de peso molecular conocidos
desde 14,400 hasta 94,000 daltones (Pharmacia elecirophoresis calibration ki), E
procedimiento empleado para fijar, tedir y destefir es el descrito por Neuhoff, e/ al.
(1985). La absorcion y posicion de las bandas se cuantificaron en un densitémetro laser
LKB 2202 Ultro Scan, con el fin de lograr una apreciacién mdas exacta de los resullados.

Con los datos de los pafrones (proteinas de peso moleculor conocido)

formados por las siguientes:

Proteina Daltones

Fosforilasa b
Albdmina de tj)oylwho'

- ka:.:clib\f‘tmlﬁ‘d

Anhidrasa carbénica

Inhibidor fripdng de-
Frijol de soya o

dlfo-Lactoalbdmina
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Se pudo construir una curva de calibracién, para lo cual se frazé el logaritmo de
peso molecular contra el logaritmo de la movilidad relaliva de los pafrones y se
obluvo la ecuacién de la recta con la cual se interpold el logaritimo de la distancia
recomrrida por las diferenies proteinas de las muestras problema y de esta manera se

estimé el peso molecular de cada una de elias.
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Cuantificacién espécfrofoforhétricq de proteinas

Se utilizd el acldo blclcon co (BCA} Profern Assay Reagenl de dcuerdo al
método de Smith ef a/ (1985) el ¢ e descnbe a con‘hnuumon ’
- reacfivo es muy senslble para lo cuanhfcccion especirofotométrica de

profeinas en solucién acuosa. El mefodo comblno la reaccién de Blure' (la proteina
reacciona con Cu2t ‘en un medio alcalino  para produclr Cu“) Con las
caracteristicas del BCA el color plrpura’del producto de la reoccmn es formado por "
la interaccién de dos moléculas de BCA con una del i ion cuproso Cu"’. ésle es soluble

en agua y presenia una fuerte absorcidn a 562 nm. Lo mefodologla es:

solucién estandar se preparé las o

extrapolar con las muesfrc:s desc

muestra..
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Fragariasp: ) )
Se utilizaron estolones de plantas silvesires colectados en Ciudad Univérsitcric,
UNAM, D.F. de aproximadamente § cm de longitud. A éstos se les eliminaron las hojas
mas grandes Eon lo que se obtuvieron apices vegelativos de 2 a 3 em de longitud.
Estos fueron lavados con jabén y agua comente por 20 min, se desinfectaron
' superficialmente con alcohol efilico al 70% (v/v} por dos minutos y blanqueador
domeéstico (6% de cloro activo) al 30% (v/v) por 20 min, bajo condiciones de asepsia se
enjuagaron ires veces con agua desfilada y esterilizada. Posteriormente se disecaron
los dpices de 0.5 a | mm aproximadamente con la ayuda de un microscopio
estereoscopico y fueron sembrados en medio MS basal adicionado con 0.4 mgt de
tiamina. 1 mg+"! de acido indol acéfico (AlA), 1 mg--! de cinefina (k}, 8 gI*! de agar
y se ajusté a un pH de 5.7. También se empled el medio ulilizado por Kartha {1985) que
consiste en medio MS suplementado con 1 M de BAP y de dcido indol butirico (IBA) y
0.1 pM de dacido giberélico {GA3), 7 g de agar y ajustado a pH de 5.7. Ambos medios
se utilizaron para establecer los culfivos control y para la recuperacién de los Gpices

después de los ensayos de crioconservacion (diagrama 5.

Pisumn safivurm:”

Se _u}llizarén ‘semilla fenhzcdos superf clalmente con aleohol al

0 7% y pH de 5.6 (d:agrcmc: 6)




Solonum tuberosurr.

Se ulilizaron cuotro vaoriedades de papa (tolloécvrm," atz ~>n:1eiquerise*yg :
alpha). Los culfives in vitro fueron donados por .e'lfp‘rogrb apa.de la,
Céordinucién de Agriculfura del Estado de México (CODAG.EM
estublecidos a partir de meristemos disectados de : plonlcs
sembrados en medio MS adicionado con 2.5 mg--1 de GA3‘ 6%

El medio de cultivo empleado para manl‘e

Murashige y Skoog (1962), 0.7% de agary pH de 5.7.-

Los’ culhvos fueron Ty

de mvemcdero y’

pH de 5.7. En el caso del medio sdlido se le agregd 0.7% de qgcr (diogrcmc 7

Crioconservacién de Gpices de fallo .-



5%, por espacio de 30 min, y se colocaron é dpices por vial con | ml de la soluciéon
crioprotectora, se realizaron 5 repeticiones, Posteriormente se colocaron en el sistema
de congelacién a una temperatura externa Qeiermincdo para obtener una tasa de
enfriamiento lenta, al llegar a los -40°C se sumergieron en el NL y se almacenaron por
30 min. Posteriormente los explantes fueron exiraidos, se descongelaron en un bafio de
agua a 60°C y se lavaron con medio de cullivo liquido, se sembraron en medio MS y
se colocaron a 26 + 2°C con 1200 lux de intensidad luminosa y un fotoperiodo de 16 hrs
luz. .

Para un segundo ensayo se prelrataron 30 meristemos con DMSO al 5% por una
hora y se enfrioron a una tasa lenta y se SIgulé el mlsmo procedimiento amiba

mencionado (diagrama 5}.

b} Pisum sativum i ) ]

En el caso del chicharo sé utilizaron apices de tallo. El procedimiento para su
crioconservacion se basé en el empleado por Kartha {1985), el cual consiste en
precultivar o los meristernos provenientes de semillas germinadas asépﬁcamenle en "
medio BS suplementado con DMSO al §% por espacio de 2 dios, posterior c esto, los -
explontes se colocaron. en viales y se les adiciond 1 mi de medlo liquido 85 poco a
poco se les agregd ofro ml de medio liquido BS conteniendo DMSO al 10%, con el fin

de alcanzar una concentracién final de DMSO al 5% Los pasos mgmenies son slmllores L

a los empleados para los ensayos con Fragana sp.

Con el fin de observar S| los dlus d preculhvo mfluyen en Ia respuesio ‘de

rec:llz ron' ofros cuotro ensayos con aplces de -

sobrevivencia de los mensiemos,v

chicharo, bajo las mismas condlcnones meiodologlccs empleodas poro esfc especie,

Unicamente. varia ndo

preculhvaron por 3

solamenie con l dia'de preculhvo (dxcgromo 6)
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c) Solanum tuberosurm

Para intentar la crioconservacion de cuatro variedades de papo, los explantes
vlilizados fueron dpices tomados de yemas axilares de plantas cultivadas in vifro,
inmediatamente fueron subcultivados en medio de cullivo liquido y en puentes de
papet filiro, para este paso se emplearon dos diferentes metodologias (Towili, 1983;
Benson, 1989). En lo primera se empled el medio liquido de recuperacidn para
subcuitivar los meristemos por dos dias con el fin de promover la recuperacién de los
explontes de la diseccién. Después de este tiempo, los explantes se colocaron en
viales criogénicos y se les agregd medio fresco adicionado con 10% de DMSO, se
incubaron por 1 h a 5°C, después se aplicé la metodologia de enfriamiento lento {-0.2
a -2.0°C'min'!) hasta llegar a -30°C. Llos pasos siguientes fueron similares a los
empleados para el nopal y la fresa. Después de 30 a 60 min de almacenamiento los
viales que contenian los explantes fueron descongelddos en un bafio de agua a 37°C
por 90 seg. se lavaron con 15 ml de medio liquide de recuperacién y fueron
subcullivados en medio sdlido o liquido de recuperacion. Este experimento se realizd
en cuairo diferentes ocasiones con cinco viales en cada uno haciendo un total de 50
explantes por ensoyé y 50 explantes en tola! de cada variedad.

En la segunda metodologia se inten!d la crioconservacidn de los explantes
mediante los técnicas de enfriamiento lento y rdpido. En la primera se empleé la
misma metodologia para papa aniba mencionada, con la Unica diferencia que los
explantes fueron subcullivados a medio MS basal liquido por dos dias antes del ensayo
de crioconservacién, Para la técnica de enfriomiento répido, los meristemos se
subculiivaron a medio MS basal en puentes de papel filfro por dos dias, posteriormente
los explantes se expusieron en medio MS basal liquido odiclohado con DMSO al 10%
de 1 a 2 horas, los explantes se colocaron uno por uno en lo punta de una aguja
hipodérmica y se sumergieron mmedlctcmenie enel NL, se "dejaron almacenados por
30 min, se extrajeron la aguxos y. los menstemos se descongelaron rapidamente en

medio I|qU|do de. recupercclon a 1empercturo mblenle y se colocaron en puentes

‘de! popel que contemcn el»mismo medlo y:se. cumvcron a 26 + 2°C, 1200 lux de

lniens}ldody IUMinosa y un folo 'enodo de 16 hrs Iz (dxograma 7).
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Diagrana 5.- Cultivo in vitra y congelacidn de dpices de Fragaris sp.
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Ill.- RESULTADOS Y. DISCUSION

Micropropagacion de Opunfia robusta var. lamreyi

Se logré inducir la morfogénesis a pdrﬁr de areolas de los explantes de O.
robusita var. lameyi, ulilizando la citocinina BAP para dar origen a nuevos brotes, los
cuales se definieron como aquellas estructuras que se desamoliaron de cada areolaq,
de aspecto similar al explante original, es decir, esiructuras largas de color verde y
conteniendo areolas (Lamina A).

La tabla 1a muestra el promedio de brotes’ oblenldos por explante, asi como lo
alfurc promedio alcanzada por los mlsmos en codu uno de Ios fratamientos a los 45
dias de cultivo {tabla 1b).

Con estos datos se realizd -:r:nédi‘ont

yudc de»l" paquete estadistico

numero de broI
dlferencia slgnlr

Cla respuestu de s explantes cambia;
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Tabla 1 .- Valores promedio del nimero de brotes formados por explantes de O.

robusta y altura alcanzada por éstos a los 45 dios en los diferentes medios de cultivo
empleados.

a) Promedio de brotes por explante.

BAP (10°5M)

omFO>o

>

>00m>A>A L o

L




Tabla 2 .- Andlisls de rango mdltiple (Tukey) para determinar los diferencias entre el
promedio del nimero de brotes por explante asf como la altura promedio alcanzada
por los broles de O. robusta.

3/00

AAANRDNS S 0000000000000 00

facoccaocoocecpnoooao

CUOUOUUO0 00000

on000000

Trat. No.de Trat. altura

Sac/BAP brotes Sac/BAP  {mm)

1/0.0 1/0.0. 0.00
3/0.0

WWWNNNN-~—=0000000000

praane bRBhEye88888588
faonae0n0nne00a00000000Q00

Sac = sacarosa BAP = Bencil aminopurina 10-5.M :
Las letras diferentes indican diferencias significativas



Con base en estos resultados, se aplicd un andlisis de rango multiple (pruebo de
Tukey) para- poder . dilucidar. qué comblnccnon de sacarosa y BAP, proporciond la
‘mejor opcidn para la micropropagacion de o. robus/a var. lameyi. En la tabla 2, se
puede observar que en el caso del ndmero de brotes generados, la combinacién de
2% de sacarosa y O.5x>10‘5 M de BAP fue la que promovié el mayor porcentaje de
b}ofes (7.50 brotes por explante), y de acuerdo a la pnjeba de Tukey es diferente al
resto de los fratamientos.

Para el caso de la allura alcanzada por los quies, la prueba de Tukey no pudo
establecer diferencias enire tres fratamientos (2/0.5, 3/0.5 y 2/2.5), aunque éstos si son
diferentes al resto de los tratamientos. Las alturas promedio alcanzadas por los brotes
de los tres tratamientos fueron: 9.33, 9.47 y 9.73 cm respeclivamente (tabla 2).

" A pesar de que la altura alcanzada por los brotes de la primera combinacién es
menor, se considerd que es la que ofrece la mejor opcién de cultivo para la
micropropagacién de O. robusfa, debido a que si se complementa con los resultados
de los brotes promedio generados por explante, se puede determinar que sobrepasa
considerablemente a los demds medios de culllvo emplecdos con una allura
promedio que es muy cercana a la mds alia. . . :

Ofro punto a considerar fue - la canﬁdod : d‘e collo que se formo. En la :

combinacién que se propone como el mejor medlo de: cumvo no ocumo la formcxcxon

cantidad de agua celular.

mero de brotes pol xplcnte y 'la atiura alcanzada

AP 0.5x10°5, M se 1omo como el

Porlo Icnto cl con]unfar el

por.los mlsmos el 1rc|'amiento con sacaros
medlo ophmo pora ‘Ia mlcropropcgacmn de -0/ robusta.: Lo ntenor mdlca que Ios )



tejidos del nopal sélo necesitaron bajas concenirccion'es de citocinina exégena en el
medio de cultivo, pora que las estructuras meristematicas mostraron su polencial
regenerativo bajo las condiciones de cullivo empleadas.

En estudios con O, amyclaea se enconrd que la micropropagacién se obluvo
con la misma combinacion de reguladores de crecimianto pero en diferentes
concentraciones {Escobar e/ al, 1987). En una revision hecha por Hubstenberger ef al.
{1992) sobre la micropropagacion de cactdceas, se reporta que las especies O. basilis
y O. polyacantha fueron exilosamente micropropagadas, también indican que O.
arenariay O. bosilans se micropropagaron con AlA 2 mg-l“ yK 4mg-l‘1 . O. erinacea se
micropropagd con 5 mg--! 'de N-6 dimetil alil aminopurina (2-iP) y sin auxina. Se ha
enconirado que para la proliferacion de brotes axilares de una gran canfidad de
cactus, se emplean bajos © nulos niveles de auxinas en combinacion con altos niveles
de citocininas {Hubstenberger ef al, 1992}, Mauseth {1979) resalta que el aspecto mas
importante de los medios es la concentracidn de citocininas. El ha usado
concentraciones de BAP de 0.0, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0, 50.0 y 100.0 mg-l“, encontrando que
los més efectivos son 1.0 y 10.0 mgi-1. Rubluo ef al. {1993} reportan el empleo de
medio MS + BAP para la obtencion de broiqcién m(ilﬁple de Mdmm;?/an‘a haageana,

M. huitzilopochili y M. san—ange/ensrs (1.0, 10 y ‘0.1 mg-! respectivamente). Se ha
encontrado que 10 mgl-! de BAP y 5% de sdc promueven en O, polyac:anlha un
gran incremento en el tamafio de los broles {

Lo anterior concuerda con lo obtenld

En los medios de culhvo con mayor. concenirumon ‘de sacarosa {5 y 7%),

independientemente de lo concenlruclo de BAP, se ongmo ‘callo; pero en general se

formaron pocos brotes, esios pre nicron un: 1umano menor Yy cucMohvamenie eran

mas compactos. Esie ilpo de broies pos|b|emenie seric:n de uhhdcd para los objehvos




de un estudio de crioconservacién, ya que se prefieren explantes que no Vconlerigdn
mucha agua intracelular, para esperar una recuperacién favorable cucndd se Ies'
apliquen los métodos criobiolégicos, debido a que el agua forma parte crucial en
dichos métodos. Escobar ef ol {1986), reportaron que al incrementar graduaimente la
concentraclén de sacarosa en Opuntia amyclaea, ésta presentd un incremento en el
peso seco de los broles, es decir, los brotes poseian menor cantidad de agua celulary -
un menor desamollo. ‘A diferencia en O. polyacantha que con 5% de sacarosa se
obtuvo el mayor desor}ollo de los brotes {Mauseth, 1979). o '
Por ofro lado, se pudo observar que en ausencia de BAP el desqrrpl‘lko‘:d'e brbfés;’

fue nulo a excepcidn del fratamiento con sacarosa al 2%, en donde se forfn ron 4 730

broles por explante con altura promedio de 8.10 em. También se enconiro que al’
incrementar la concentracién de BAP de 2.5 a 5.0x10°5 M, el promed| :

formados por explante se redujo en general de manera nofable, c‘l‘com‘b arse

concentraciones de BAP con concentraciones altas de sqcafo;a
reduccidn en la formacién de brotes y su allura olcdﬁgd__dcx_
considerablemente. . Ce

Un punto Importante de cualquier sistema de mlcropropcgcclon es

proporcionar material que faciimente pueda ser establecido en condlmones de suelo..‘
En la presenle invesligacidn, este punio se completd, ya que se trcsplcntcron a suelo
20 brotes de 2 a 3 cm de altura, y a 20 dias del irasplonte la sobrevivencia fue del -
100%. con lo que se puede decir que el material que fue micropropagado es lo
suficientemente fuerte y fisiolégicamente normal pc‘ro soporiar su cambio directo a
suelo, es decir, sin que éstos pasaran por medios de cullivo pora su enraizamiento in
vifro Hubstenberger ef al, (1992) mencionan que existen especies micropropagadas in
vifro facilmente adaplables como las del género_ Opuntia que foleran una amplid

variedad de condiciones para su resfablecimienio en el suelo.

Se ha reportado que frecuentemenfe se henen que uhhzar medlos con‘v :

-1,

conceniraciones variables de cuxmas que frecuentemente oscdan enlre 1 al 10 mg:

principalmente de ANAY acido mdol buhnc” (IBA) solos [ comblncdos.:pcra mducnr la

formacién de rcnces (Hubstenberg 'ef a/ ]992) En este esiudlo no se necesxto el uso,
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de auxinas, las raices se desarrollaron de manera espontdnea al envejecer los medios
de culiivo, casos similares se han presentado en Ferocactus acanthodes (Blackmon,
1987 citado Hubstenberger ef al, 1992) y O. amyclaea (Escobar ef al., 1986).

Lamina A.- Brotes de Opunfia robusta generados in vifro por organogénesis directa a

partir de secciones fransversales de cladodio. El medio de cultivo empleado fue MS

adicionado con 2% de sacarosa y 0.5X10°5 M de Bencilaminopurina.
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Citotoxicidad de las soluciones cﬁdprotecl_oras

En la tabla 3, se presenio‘n los eféctos citoiéxico.s de los agentes cﬁoprofeétbrés
sobre los brotes de O. robusta. Tales elecios pueden abarcar desde modificaciones en
la respuesta morfogenética de las células hasto la rriberfe de los brotes [Finkle, ef ol, '
1985).

El efecto del DMSO sobre los brotes fue severo ya que en las tres
concentraciones utilizadas se presentaron altos porcentajes de deformaciones o
muerte de los explantes, llegando inclusive a ser 100% lelal a una concentracién de
15%. Por lo anterior se podria afimar que el DMSO a las conceniraciones y tiempo
empleados provoca efectos negalivos sobre esla especie. Finkle e/ ol {1985) sefiolan
que los meristemos de especies vegelales que son expuesios ain a bajas
concentraciones de crioprotectores pero por largos periodos pueden mostrar dafos
cltotéxicos. =
Debido a lo anterior, no se puede considerar al DMSO un agente crioprotector
para esta especies pues si pudiera ejercer un efecto positivo en el momentovde la’
congelocién y se lograra la recuperacion de los explantes, el malerial- que se'
oblendria posiblemente no alcanzaria un desarrollo n;:rmol. i .

El DMSO es el agente que mas se ha ullizado para la crioconservocién de
especiles vegetales. Lopez (1988) logré la crioconservacion de dpices con placa basal
de Allium sativum {ajo) utilizando 30% de DMSO sin que éstos mostraran algin efecto
citotéxico. Aunque se ha encon!rddo que a concenlraciones mayores a 10%, el
material bioldgico ya sea sin congelcr, congelando o después de un perfddo de
crecimienfo en un: medlo contenlendo el agenle crioprotector, llega a presentcr,




ejerciera tal efecto. Se esperaba que se presentara un fendmeno de estrés osmético y
con ello se ocasionaria Gnicamente un desarollo mds lento de los brotes y un
incremento en su peso seco.

Meryman (1971) afirma que un gradiente excesivamente osmdfico produce la
remocién de agentes inlracelulares que puede provocar dafios severos para las
células. El efecto negativo que presentaron el DMSO vy la sacarosa se puede deber a

este gradiente osmdlico que provoca efectos imeversibles en la solubllidad de lipidos
. de la membrana y la desnaturalizacién de proteinas.

Los efectos tdxicos de las soluciones tienen que ver directamente con los
fendémenos osmdticos que causan las soluciones sobre las células, ya que por ejemplo
si se coloca una célula o explante en una solucién hi[:;edénicc, como es el caso de los
agenles crioprotectores utilizados en este estudio, las células sufren deshidratacién o
plasmdlisis (separacion de la membrana plasmdtica de la paored celular) vy el
protoplasto de cada célula se refrae alrededor de sus vacuolas, esto ocasiona la
salida repentina de agua hacia el exterior de la célula y la entrada de solutos. La
deshidratacion es un proceso complejo para la célula viva, debido a que el agua no
es Unicamente un solvente para sustancios quimicas sino que actda como espaciador
que ayuda a mantener los fluidos complejos en una configuracién estable. Cuando |

son eliminados, las particulas o las superficies con carga se aproximan entre sf y no sélo

se concenfran las soluciones, sino que los superficies coloidales respectivas se ™

oproxlmon unas a otras hostc que se unen y se desnaturalizan (Bidwell, 1979). Aunque ’

- crioconservaciol
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Existen reportes que sugieren que el empleo de un solo crioprofector puede ser
mds téxico que en mezclas. Kartha (1985) presenta un lisiado de elecios‘ toxicos de un
solo crioprotector sobre diferenies especies, por e;‘erﬁplo, la casava muesfra ‘efectos
iéxicos con 7% de DMSO o con glicerol mayor al 15%, 100% de toxicidad con efilen
glléol a concentraciones superiores al 15%; el garbanzo presenia severos daios con
5% de DMSO o glicerol al 10%, DMSO 10% resultd téxico of chicharo y al camote; en
ianio que el jitomate muestra toxicidad con DMSQO y efilen glicol al 5%. :

A pesar de que el DMSO vy la sacarosa generaron efectos cilotéxicoé en losvv .

explantes de O. robusta, cuando fueron mezclados junto con el gllcerol este efecio

disminuyé considerablemenie en las nueve diferentes combmamones de Io '1res &

crioprotectoras son:
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1) pueden tener maycres efectos en montener la wcblhdcd postcongelumlenio

que un solo compuesio (compcradu “Gon’ baseen lq molcndcd combmadc 1otol !

presenle en la solucidn cnoproreciorc)

2) la proporcnon de los compon po antes parc que puedan ser

mezclados y proporctoncr unc adecuada crioproleccién. .

3) un aumento de efeclo criopre S cupaz ‘de Ilevarse a cabo mediante

la disminucién de la concenfrccio Ios compuesios que poseen efectos

perjudicicles o téxicos hccm !a celula, odemus que el efecto crioprotecior de los

compuestos combinados puede ser OdI"VO. :

Para el caso particular de las mezclas empleadas (DMSO-sacarosa-glicerol} con
las que no se generaron efectos tdxicos, esto se debié posiblemente al efecto
combinado de los fres compuestos. Se cataloga al DMSO como un agenie
crioprotecior peneirante, debido a que su molécula pequefia’ penetra rapidomente a.
la célula y la deshidrata parcialmente; al glicerol se Ie cctclogo como un_‘.
crioprotector no penefrante por poseer una molécuia de mayor Iomcno ocasionondo‘

un gradiente osmdtico negativo para las células con Io que Ia desh:drctc: L] es m s'

severa; la sacarosa es un compues!o peneirante que las celulos uhhzcn para regulcr ;

coloca nuevamente en el medio de cullivo




Tabla 3.- Efecto citotdxico de los agentes crioprotectores sobre los broles de 0.5-1.0
cm de Opuntia robusta .

Crioprotector Normal Deformes™ } - Muerlas
T g | g
DMSO 5% 25.0 750 0 ) o m 00
DMSO 10% 284 143
DMSO 15% 0.0 A
SACAROSA 0% 333 |
SACAROSA 15% 167

SACAROSA 20% (286 |

MEZCLAS
{DMSO-SAC-GLI)
1-{5-3-10)

2 {10-3-15) -]
3 (15-3-20} -
4-(5-5-10). .=
5 {10-5-15)"
6. (1575-20);
705104
+:8{10-10415)
£9.{15:10-20)1"7]

Comportamiento de las soluciones crioprotectoras al enfriartas

En las figuras 1 a 10 se puede observar que las soluciones se comporiaron cbmo'
la curva tipica de enfriamlento para soluciones acuosas (Franks, 1985}, en dondé Id‘__
temperatura de |a solucién desciende con respecto al empo hasta llegar a'su p\)n'b
de congelacion, en la cual cambia del estado liguido al sélido, generaﬁdd calor
{calor latente de fusidén), con lo que la temperatura de la solucidn se incrementa unos - -
cuantos grados centigrados, para congelarse com.plelcmenté. y fc'o‘nﬁn‘ucr

sobrefusionandose.
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Al analizar los curvas de las diferentes concentraciones de DMSO (figura 1} se
puede observar que conforme ésta aumenta se abale el punto de congelacién, pero
alaT.ext. a la que se colocé, la tasa de enfriamiento para el DMSO al 10y 15% entran
en el rango de tfasas de enfriamiento lentas (tabla 4), pero al congelarse tan répido
posiblemente no permita que se den los cambios fisicos y fisicoquimicos necesarios
para una exitosa crioconservacién de material bioldgico.

Las soluciones con sacarosa {figura 2), mosiraron un comportamiento similar al
DMSO, es decir, las soluciones alcanzaron mds rapidamente su punto de congelacion
{tabla 4), las iasas de enfriamiento para las concentraciones de 20 y 30% son
consideradas lentas, peré el aspecto negativo es el pobre abatimiento del punto de
congelacién que ofrecen, lo que puede provocar complicaciones cuando sean
utilizadas para congelar material biolégico

Para las mezclas de DMSO-sacarosa-glicerol, (figuras 3 a 10), se puedo observar
que a diferencia de! DMSO y sacarosa, sus puntos de congelacidn se abatieron ain
mds, en fanto que sus tasas de enfriamiento fueron mds lentas {tabla 4). El punto de
congelacién se va abaliendo conforme se conceniran los crioprotectores (sobretodo
del DMSO y glicerol) en las soluciones. Esto se debe a que al incrementar la
concentracién de solutos en la solucidn no sélo abate su-punto de congelacion sino
que reduce la canfidad de agua disponible que es capaz de congelarse (Franks,
1985), ' :

Los dos puntos anteriores son benéficos para dcr prolecclon cuondo lcs celulos« "
se congelan. Resultados similares - se reportoro ~ulilizé o
crioprotectora de DMSO-glicero! (Mafq, 1992!,

los fosas de enfriomiento deglds z
consideran lentas -0.2 a -2.0°C'min-}). Eslo , ebld
de congelacidn muy por abagjo de cero grados cen

{tabta 4) donde la conceniracién de los componen!e fue -t lta, ‘el punto de

congelacién no se pudo determinar, debido a que este se debe encontrcr por abajo

de los -70 °C en el caso de la mezcla 8 (fgura 10) 3 y la’ mezclo 9 lo debe abatir ain
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més (motivo por el cual no se presenta su grafica), por lo que estas mezclas se podrian
uvlilizar con el método de congelamiento rapido o el de vilrificacion.

Cabe seficlar que las tasas de enfriamiento reporiadas en este trabajo son el
resultado del promedio de pequefios cambios de temperalura generados a lo largo
del proceso de enfriamiento en el sistema de enfriamiento empleado, ya que en
ningin momento la temperatura descendié de manera lineal como lo haria en un

sistema sofisticado que tiene gran capacidad de control y exactitud,

Tabla 4.- Tasas de enfriamiento y puntos de congleacidn alcanzados por las soluciones
crioprotecioras al exponerlas a una femperatura externa de -25 + 2°C dentro del

iermo.

Soluciones .. Puntode:
crioprotectoras |- congelacién

-“ SACAROSA 10%
- SACAROSA 20%
:SACAROSA 30%

* 1% No se pudo delerminar su pu

5 de congelacidn por
-estar por debajo de LT
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Crioconservacién de brotes de O. robusta

Se ulilizé el DMSO con un fiempo de exposicion de 30 min, con el fin de evitar el
efecto cliotdxico severo que presenté a 60 min de exposicidn. Ademds, como es ‘el
crioprotector que mas se ha utilizado, se decidid observar su efecio,"tombién se

utilizaron las 9 diferentes mezclas de agentes cnopro?eciores (DMSO scccroso-glicerol)

(tabla 4), debide a que se ha reporfado que con su uso se Iogrc un efe to slnergeﬁco ;

(Finkle ef al., 1985).

emplearon debido a que presentaron los porcento]es
ademds abaten el punio de congelacién muy p_o_é:o’
puntos confrarios a los indicados para fener éxn}
germoplasma. i

Las fasas de enfriamiento y los puntos de congel
Se puede observar que las mezclas son Ics qu )
bajos. Estos punlos disminuyen conforme se co
solvente, el DMSO lambién abale el pun(q de g:
que éste sea muy por debajo de O°C> Lc;s t 15

encueniran enire los rangos repoﬁ'd P
{-0.2 @ -2.0 °Cmin-1),
Los viales que contenia los e

colocados a una T.exl. de 25 ’t.”2v°‘cﬂ y s

luminosa y un fotoperiodo de 16 hrs luz.
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Tablo 5 -Tasas de enfriamiento y punfos de congelaclén alconzados por las so!uclones
crioprotectoras al congelar brotes de- O, mbusfa y al exponerlcs a’'una iemperaturo :
exlerna de -25 + 2°C deniro del termo K . o RIS

Soluciones

' SACAROSA 10%.
“ SACAROSA 20%,
~ SACAROSA 30%

T esiar pordeba;od  240°C"
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Viabilidad de brotes de O. robusta

Los siete explantes restantes de los 15 que fueron congelados se sometieron a
una solucién de CTT y Tween 80 (en proporcidn 1:1), para comprobar si el proceso de
crioconservacion aplicado permitié recuperar explantes vivos (sobrevivientes), esta
prueba bioquimica completé la del cultive en medio de micropropagacién de los
ofros 8 explantes de los que se esperaban respuestas morfogenéticas.

‘ La tabla é muestra los porcentojes de metabolismo celular {medidos como
respiracién de los explantes congelados] con respecto a un control, la maxima
absorbancia se regisiré a 480 nm de longitud de onda.

Al analizar la tabla 6 se puede observar que la mezcla 2 (DMSO 10%, sacarosa
3% y glicerol 15%) fue la que presentd un mayor porcentaje de respuesta 55.22%,
seguido por las mezclas 3, 4, 6y 5, que estdn en un range de 47 a 42%, solamente las
mezclas 1 y 7 presentaron rangos inferiores. Las mezclas 8 y 9 fuvieron muy baja

actividad por lo gue no se incluyen en la fabla 7.

Tabla é Porcentale de respuesta a la degradacién del cloruro de 2,3,5 trifenil tefrazolio
(CT[)‘,' por parle de los explantes congelados de O, robusta.

- “Mezclas
" [DMSO-Sac-gli}-

(5-3-10)"}
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Con base al andlisis de lao degradacién del CTI, se esperaba que la mezclo 2 de
los crioprotectores podria proporcionar una proteccuén favorable a los explantes
congelados debido a la alla tasa mefcbohccx que presenforon con respecto al
control. Sin embargo, a los 16 dias de su subcullivo, muchos de ellos mostraron un
aspecto blanco, por o cual se considerd que eslaban muertos, ya que generaimente
ese mismo aspeclo se presentd en los brotes que demostraron uvna actividad
.metobélicc muy baja y en los cullivos que murieron sin aplicarles ningin fratamiento,
solamente los brotes que se sembraron en las mezclas 2, 3, 4 y 6 presentaron un color
verde de aspecto himedo y vilreo, por lo que se consideréd que podrian continuar
vivos. SSlo un explante que se expuso a la proteccion de la mezcla de crioprotectores
del tratamiento 2 (DMSO 10%, Sacarosa 3% y glicerol 15%) formé un nuevo brote con el
misrﬁo color verde que se presentd en los ofros cullivos, por lo que se pensd que se
recuperaria y formaria un brole similar a los obtenidos en los ensayos de
micropropagacién. Sin embargo el explante se mantuvo en las mismas condiciones
{turgente y de color verde) por 30 dias mds, posteriormente comenzé a perder el color
hasta volverse blanco, lampoco se observd que el explante hubiera incrementado su
biomasa en ese lapso. Withers y Sireet (1977} observaron que una porcién
considerable o algunas veces fodas las células recuperadas de la congelacién de
Daucus carofa 'y Acer pseudoplalonus, perdieron la viabilidad durante el estado
femprano de cullivo, Estos datos enfatizan que los valores de viabilidad obtenidos por
pruebas cuantitativas después del descongelamiento no necesariamente dan una
idea real del porcentaje de célulos que pu‘eden“reu‘nudcr el crecimiento y la division
celular-después del fratamiento de congelacton (Sclc et al, 1979). También se
establece que la falla de desorrollo ‘de Ios bro?es de O. robusfa después de su

congelamiento no se debe en pnnclplo que fodo el explc:nle haya muerto en du:ho,

proceso, pues existen poblccfpn_es celulares que reswherqn lq érioconservacion pero sin-
embargo no sobrevivieron aylésfé:“v sin vida e B

Existe un fenémeno Ilamcdo
congelacién que lcs celulus ﬁenen

refraso puede ir de fres d;os g ,"‘°§
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presentd en un explante después de 7 meses de cullivo, donde un explante regenerd
un pequeio brole deforme, dicho explante se somefid a crioconservacién con la
mezcla 2, su aspecto blanco turgente y sin combio en su biomasa antes de comenzar
a crecer en un nuevo brote era similar al resto de los explantes crioconservados. El
nuevo brote era de forma redonda similar a un calle de color pardo y su crecimiento
fue muy distinfo a los brotes que se generaron en los cultivos in vitro, Solamente dos
explantes de un total de quince (13.3%) lo cual es sumomenie pobre y poco
representalivo, ademds de que no se logrd la regeneracion de una planta normal.

tos factores que intervienen para una exitosa crioconservacion son muy
variados. Estos van desde la especie ulilizada, el explante, el estado fisiolégico del
material vegetal el mecanismo de accidn de los crioprotectores, la tasa de
enfriamiento aplicada, la temperatura previo a la inmersidn en NL y las condiciones de
cultive postcongelamiento {Kartha, 1985; Dereuddre ef al, 1988).

A pesar de que las fasas de enfriamiento que se utilizaron se consideran dentro
de las reporiadas como lentas (Kartha, 1985), se comprobo que para el caso del
nopal, esta tiene que ser muy especifica, ya que los Unicas respuesias se presentaron
con una tasa de enfriamiento de -1.1 °C:min-! aunque la respuesta fue pobre puede
dar una idea de en donde es posible ‘encohircr la tasa éptima para esta especie,
cabe recordar que las .tasas de enfriamiento réportadas no fueron constontes a lo
large det enfiamiento sino que fueron el (esblt_ado del promedio de ellas ya que éstas
no se mantienen de manera constante a lo largo de la curva de enfriamiento, por lo
que seria inleresanie realizar este experimento en un equipo que efectivamente
pueda contolar tasas constantes de enfriamiento con lo que posiblemente la
sobrevivencia se incremente. '

Ofro punto importante de este experimento es que las mezclcs empleddus sélo .
en una se dio la sobrevivencia de 2 explantes con o que se: proporcnona un-

precedente de qué lipo de mezcla de soluciones cnoproie t‘ as; y-en que"

concentraciones se pueden utilizar para la exitosa cnoconservccso de nopcl ‘0.

mbuslay que se podria extrapolar a ofras especies de la fcmmc de los (= ctocec
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Induccién de esirés osmético

Dentro de los dofios causados por el congelamiento, el agua intracelular juega
un papel muy importante, ya que proporciona estructura a los componentes celulares,
y al ser extraida bruscamente de la célula puede dcasionar su plasmdlisis, por ofro
lado, si no es suficiente el agua que se exirae, puede en el momento de congelarse
formar cristales de hielo y causar dafios mecdnicos a los organelos de la célulo, por lo
que el confrol del agua durante los ensayos de crioconservacion debe de ser muy
exacto. Para el caso particular del nopal que posee alrededor de 90% de agua, se
Intentd exiraer cierto porcentaje de esta agua mediante la aplicacidn de un agente
que provoca eslrés osmdtico (manitol) en el medio de cultivo, para asi evitar
principaimente el dafio mecdnico. Whither y Street emplearon 1.1 y 3.3% p/v de
manitol durante el cullivo de células de sicomoro y chile con el fin de reducir el
contenido de agua e incrementar la resistencia de las células a la congelacién.

Cultivos en suspensién de sicomoro cultivados con é% de manitol moslrc:ron que

&5’

incluyendo un incremento en el nimero de vacuolas y pnnc1polmente un decre ento

una porcién de células presentobon encogimiento y dalteraciones estruclu

en el volumen celular vacuolar. Esto dio como resultcdo un 55% de sobrevlvencta

crecimiento.
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El posible efecto que pudo haber tenido el manitol sobre la cantidad de agua
intracelular no favorecid la crioconservacién y recuperacion del nopal. Aunque este
sdlo fue un factor que se manejd, hay que tener en mente que los factores que
intervienen para lograr una exitosa crioconservacién son muy variados. enire elios se
encuentra principalmente el modo de accidn de los crioprotectores que tienen que
ver en gran medida con la recuperacién de los explantes (Dereuddre ef al, 1988).

El empleo de agentes penetrantes como el DMSO que evita la cristalizacion del

. hielo intracelular y no penetrantes como el glicerol que Unicamente protege a la
membrana de manera exiracelular , aunado a la sacarosa que fiene un papel en
evitar la plasmdlisis celular por deshidratacion (Finkle ef ol 1985), podrian proporcionar
una adecuada proteccion, y éstos al no ser ixicos sobre el nopal, parecerian ser
adecuados para su crioconservacion., Partiendo de estos puntos se abre una
perspectiva para tratar de crioconservar explantes de O. robusta modificando por
ejemplo las condiciones postcongelamiento, ya que se ha visto que en varias especies
de papa al modificar las condiciones hormonales o fisicas de los cullivos se han
logrado incrementos considerables en su sobrevivencia (Grout y Henshaw, 1978;
Henshaw et of, 1980}, Debido a que en esta parle del frabajo se confirmd que la
solucién crioprotectora nGmero 2 {DMSO 10%, sacarosa 3% y glicerol 15%) (tabla 7) con
una tasa de enfriamiento de -1.05°C-min-!, pudo originar un brofe a partir del explante
congelado, estos resultados son similares a los obienidos en el primer experimento de
crioconservacién realizado donde se logré que dos explantes enfriados y congelados
a una tasa de -1.1°C+min-1 {tabia 5) generaran un nuevo brote cada uno, ademds de
que en ambos ensayos se presentd el efecto de crioshock, con lo que se puede
confirmar que dicha solucidn crioproleciora y las lasas obienidas ofrecen una base

para continuar los estudios de crioconservacion en esta especie.



Tabla 7 Tasas de enfriamiento y puntos de congelacién alcanzados por las soluciones
crioprotectoras con explanies de O. robus/a pretratados en medios de cultivos
adicionados con manitol 5% al exponerlas a una temperatura externa de -21 °C dentro
del termo.

**'No se pudo determinar
estar por deb’c]_o‘ de -40°C
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Variacién de tasas de enfriamiento ulilizando la mezcla crioprotectora 2 (DMSO
10%, sacarosa 3% y glicerol 15%)

La solucién crioprotectora 2 es la Unica que dio indicios de conferir cierta
profeccidn celular a los brotes de O. robusfo, por lo se decldié frabajar Gnicamente
con ella en los ensayos de crioconservacién, variando solamente la tasa de
enfriamiento, a pesar de que se encontrd que tasas de enfriomiento alrededor de
-1.05 a-1.1.0°C:min-1, son las que proporcionaron los Unicos resultados positivos.

Aungue las fasas de enfriamiento obtenidas {tabla 7) enfran en el rango que se
consideran lentas (0.2 a -2.0°C'min-}), se ha observado que este rango no siempre
puede ser tan amplio para gque adn permita la sobrevivencia del material congelado.
En células animales frecuentemente se presenia una tosa  de congelcmienio
especifica aparentemente limitada por un lado por la sobredeshidralacion, y por el
ofro por la formacidn intracelular de hielo, esto mismo puede ser aplicado a muchos’
sistemas vegetales (IBPGR 1980).

Para fralar de enconfrar una tasa de enfriamiento que pudiercl fdvorecer la
recuperacion de los explantes congelados, se reolizaron 6 diferentes enscyos con 25 "'

explantes distribuidos en § viales en coda uno lu metodolo |u fue i uc| ala-

reproducibiidad y conlrol de’un n:
con una fasa de enfnomlenio especu‘cc, como al p recer es el caso de O robusfa. et
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Hasta Ic fecha no existe ningﬁn reporie de cn'oconservocién de la familia

Cactaceae, con lo que los resul!ados presentados en este tmbc]o son la bcse para; .

continuar su es'ud:o.

Andlisls ultraestruciural mediante microscopia elacfronlcc de celulas de O, robusla
somelidas a congelacidn 2

Sg ha demosirado que pueden existir éorhbio_s eﬁ la 'Llltioestructura celular, que
pueden ser inducidos por diversos facfores,. algu_rjgs ° t_odos se pueden presentar
durante los fratamientos criogénicos ya sea por. l::s boias temperaturas o por el estrés
causado por el crioprotector (Finkle ef al, 1985). Por, éste moftivo se investigd en el
nopal 0. robusta cudl fue el dano couscdo por la metodologia empleada en su

congelccion, se realizé estudios con, cyuda de Ia microscopia elecirénica de

Iransmisidn,
Las celulcs de’ Ios explante conirol : (L mind B 1 3 y 5) fijadas, cortadas y

conirosiczdas c:l mismo hem 0. que’lo explcnies ongelcdos, mosiraron células



completamente normales, es decir, se pudo observar el ciloplasma en perfecio
eslado en contacto con la pared celvlar y conteniendo organelos como ribosomas,
cloroplastos, mitocondrias, nicleo cromocéntrico, nucléolo y una gran vacuola que
ocupa la mayoria de la célula; a la mayoria de éstos organelos se les puedo observar
su doble membrana en perfecto estado,

Las microgratias oblenidas de los explantes somelidos a los ensayos de
congelacién (L&mina B 2, 4 y 6) muestran un dofio ullraestructural muy severo en todas

"las células. Lo primero que se puede observar es la plasmdiisis (separacién de la
membrana citoplasmdtica de la pared celular) que sufrieron las células ya que los
restos de ciloplasma, asi como de los organelos, se encueniran concenirados al
cenfro del espacic celular, al analizarlo con mds detalle (IéGmina 8, 4) se pudo
observar que existe rompimiento de membranas ciloplasmdticas y de los diferentes
organelos como cloroplastos e incluso del nicleo, el cual se considera el organelo
mds resistente de la célula, también presentan hinchamiento de las lamelas del
cloroplastos; no fue posible distinguir estructuras como mitocondrias o ribosomas.
Muchas células parecian estar "lavadas”, Unicamenfe mostraban la pared celular y
restos de su contenido celular.

Una de las causas que puede provocar la desorganizacién celular (efecto
citoidxico}) es la aplicacién de las soluciones crioprotectoras aungque esta
desorganizacién no siempre da por restifado la muerte de la célula. A pesar de estos
efectos los crioprotectores son necesarias cuando se congelan células a -196°C, se
descongelan y finalmente se infenta su recuperacién. Sin crioprotector
frecuentemente no conservan caracleristicas estruciurales  reconocibles.  Los
crioprotectores efectivamente preservan algo de la integridad estructural, pero quiza
la organizacién celular sea fuertemente trastornada (Finkle ef of, 1985).

Para el caso particular del nopal la proteccién qdé vdio la mezcla crioprotectora

fue casi nula porque el dafio que se observa es fan sever 'qu>e dificilmente se pueden

reconocer algunas de la estructuros. Tedricamente u"ny crioprolector puede brindar

proteccién extracelular confra el dafio a ta meh’\brdnq,‘ intracelularmente puede
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establlizar los ameglos intra e infermoleculares de los componentes estruciurales y -«

finalmente puede asociarse al agua de la membrana {(Chen ef al. 1984). ‘ .

No se puede atribuir Unicamente a la mezcla de crioprotectores uﬁllzcdq,‘ el
dofio producido a las células. Existen ofros factores que se han menclonado
anteriormente que afectan la viabilidad det material congelado, uno muy imporfdriie
es la tosa de enfiamiento aplicada, para este caso se obluvo una tasa de
enfriomiento de -1.5°C+min-}, ya que como se ha explicado en el sistema de
enfriamiento empleado, las tasas de enfriamiento no se pueden controlar y no se
pudo repelir la tasa de -1.1°C'min! con la que se obltuvo la relaiiva sobrevivencia, por
lo que seria interesante poder realizar este tipo de estudios aplicando ésta Gitima tasa
de enfriiamiento, en un sistema automatizado de crioconservacion.

- Casos similares se han observado con ofras especies, por ejemplo, en estudios
con meristemos de chicharo congelados a fasas lentas con 5% de DMSO mostraron
una gran proporcién de células que no sobrevivieron, al observarlas al microscopio
elecirénico mostraban la falta o ruptura de los membranas asi como de organelos en
general {Haskins y Kartha, 1980). Se reporta que observaciones histolégicas de cultivos
en suspension de Musa que fueron crioconservados, revelaron que sdlo las células mas
embriogénicas sobrevivieron a la congelacién. La células que perdieron su viabilidad .
exhibieron citoplasma granular con rompimiento de vacuolas, fambién su nicleo se _
mostrd muy granulor, iregular y contraido, probablemente debido a la excesiva
deshidratacién de sus células {Panis ef al, 1992), ‘

La bibliogratia menclona que la membrana es el primer sitio de d




plasmélisis de la célula o protoplasto, pérdida de electrdlitos y ofros constituyentes
celulares y rompimiento de la estructura fina. Ademds durante la congelacion se
puede presentar congelamiento infracelular después de la ruptura de la membrana
citoplasmatica causada por el estrés osmdfico, lo cual ésta relacionado con el fiujo de
agua a fravés de la membrona y a! incremento de la susceptibilidad de ésta a
dafiarse a temperoturas mds bajas. Andlisis del flujo de agua a través de la
membrana, muestra que el congelamiento infracelular que puede ocunir durante el
enfriamiento, puede evitarse medianie el uso de allas concentraciones de solutos
permeables en el equilibric osméfico parcial o total por el uso de combinacién de
solutos permeables y no permeables. (Singh y Miller, 1985; Locksley y Muldrew 1991;
Belous y Matthes, 1991).

Observacionaes en la uliraestructura del centeno y tigo durante la congelacién
a temperatura letal, indican que ocume una alteracién en la membrana, pero fambién
esas dlteraciones son frecuentemente acompafadas por la pérdida en la estructura
de la bicapa planar de la meml.:zrcna celular y la aparicién de cuerpos osmofilicos
{Singh y Miller, 1985). Este fendmeno puede ser la causa del estado de las células de
nopal congeladas, ya que el crioprotector utilizado (DMSO 10%, sacarosa 3% y glicerol
15%), puede caousar deshidralacién excesiva cuando la fraccidn acuosa comienza a
congelarse fuera de la célula y al romperse la membrana, existe el dafio por la
penefracidn de hielo al interior de la célula, ocasionando los dafios descritos.

Dentro del congelamiento lento existe un paso enfre excesiva e insuficiente
deshidratacién, en el cual el dafio puede ser minimizado. Algunos de los factores que
influyen en la sobrevivencia durante el congelomienio lenlo son la tasa de
enfriamlento, concentrocién del crioprotecior, medio de cultivo conteniendo al
crioprotector antes de lo congelacion, temperatura terminal de congelamiento y el
tiempo a la temperatura de congelamiento terminal antes de la inmersién en el NL
{McAdams ef al, 1991). L

Ofro punto que se tendria que tomar en cuenta, es que las solt.v"cib;‘riés',; =

crioprotectoras no cumplieron su accién coligativa, es decir, reducir Ia‘canﬁdd‘d' dre' )

hielo formado a temperaturas subcero, por lo tanto reducir la conéentruéiéh de
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solutos y permitir a las células tolerar la exposicion del ambiente, og:osi'onondo que el
crecimiento de los cristales de hielo dentro de la célula causara dafios iTeversibles a
sus componentes celulares. N

Debldo a que no es posible mediante las micrografias detectar donde pudo
haber sido el primer sifio de daiio, éste no necesariamente se pudo originar en la
membrana. Existen estudios que sefialaron que en cereales que se enfriaron a 0°C por
12 horas, los plastidos fueron los organelos mds sensibles; ofros crganelos menos
alterados fueron: mitocondrios hinchadas, los dictiosomas desaparecieron y hubo un
incremento aparente en la asoclacién ribosoma-reficulo endopldsmico rugoso y
algunas veces las mitocondrias mostraron ruptura de las crestas. Los crioproteciores
pueden causar los mismos efectos en la uliraestruciura, .estos cambios 3curren
después de una hora de adicionado el crioprotector (Finkle ef of, 1985), aunque éstos.
causan una desorganizacion celular que no siempre resulta en la muerte celular, pero
su uso es indispensable para su crioconservacion. El uso de la combinacién de
polielilenglicol, glucosa y DMSO en cultivo en suspension de cafia de azbcar durante
la cohgelcclén presentaron la mejor preservacion de la membrana celular que
cuando se usaron solos. Whithers y Dovey en 1978 (citados por Finkle ef al, 1985),
estudiaron células de sicomoro pretratadas con DMSO, que mostraron una
ultraestructura altamente dafiada (Finkle, Zavala 'y Ulrich, 1985). Por otro lado  células
de Tificum aesfivum y cafia de azfcar, después de ser congeladas con
crioprotectores, mostraron algunas alleraciones que se pﬁeden atribuir a ‘los
crioprotectores como: el reticulo endoplasmatico llegé a ser allamente vesiculado, las
milocondrias generaimente se rompieron e hiperirofiaron, los plastidos se

fragmentaron y el nicleo se mosiré mas invaginado {Finkle ef al, 1985).
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Lc’;?r}ipd B, Estudio ultraestructural de’ Opunitia robustavar, lareyi; controly congelado *

1.: Aspecfo generc:l ‘de la célula de O robusfa provenlente de un brote cultivado

. in w/m {control) donde se puede observar la pared celular (P), una gran vacuola que .-
ocupa la'mayor parte de la célula (V), el citoplasma (C) y diversos organelos como el
nucleo (N}, nucledlo (n}, cloroplastos (Cl) y mitocondrias (M),

2.~ Aspeclo general de una célula de O. robusta congelada con la. mezcla
crioprotectora 2 {DMSO 10%, sacarosa 3% y glicerol 15%), donde se puede observar
una plasmdlisis de sus componentes celulares que se concentran al centro del espacio
celular, Unicamente se pueden observar la pared celular (P), los restos del nicleo {N) y
del cloroplasto {Cl).

3. .. Mayor aumento que muestra la conservacidn de la célula confrol donde se
puede observar la doble membrana del nucleo (N) y del cntoplcsmo (C), ademas de'
duversos orgcme!os.

5. Moyor aumento que mueslra lc esfructurq del cloroploslo en 'celulcs no-
congeludas (CI) Se observan nbosomos (r) y mﬂocondnas (M) .

é: Cloroplasto (Cl) de una célula dafada dOrcm!é la crféconsefvaclén: se‘obsérvc o
completamente desorganizado, las lamelas se han hinchado yvesk’:n desorganizadas.






Estudio electroforético para la determinacién de proteinas totales en O. robusta.

Al realizar el andlisis de los datfos oblenidos por la electroféresis se pudo observar
que existen diferencias entre las fres muestras {tabla 9, Lamina C), es decir, las muestras
del nopal control presenta 1 I bandas, las de /n vifro presentan 10y los brofes de nopal
congelado 7. De estas bandas existen 5 que aparecen en las fres condiciones
experimenlales, por lo que se pueden considerar como las proteinas marcadoras para

' esta especie en particular.

La diferencia existente entre el nopal control e in vifro es de 3 bandas dispuestas
en diferente posicién (tabla 9), posiblemente se deba a que el nopat confrol al estar
expuesto a condiciones fisicas combiantes como: diferencias en temperatura,
humedad y nutrientes, pueda sintelizar algunas proteinas distintas, entre las cuales se
pueden considerar las proteinas de esirés. Estas generalmente son de pesos grandes,
aungue también las hay de un rango de peso molecular pequeiio, las gue coinciden
con las dos mas allas que presenta el muestra confrol. Uy Palta (1979) reportaron que
la papa al exponeria a un temperatura estresante cercana a 0°C incrementa el peso
molecular de sus proteinas solubles.

Pueden exfsﬁr cambios en la sintesis de proteinas que reflejan las diferentes tasas
de crecimiento que presentan las plantas. Lo anterior se puede aplicar a los explantes
conirol que fueron tomados directomenle de una plania adulta y no pasaron por
cultivo in vifro, lo que le confiere un estado fisiolégico disfinto a los broles generados in
vifro los cuales al provenir de un tejido mas joven y bajo condiciones fisicas diferentes y
constantes como temperatura, luz humedad y con nulrientes suficientes, fendrian un
estado fisioldgico distinto y por lo tanto también una tasa de crecimiento distinta de
ahi que no preseniaron las mismas proteinas que el control.

Al analizar las bandas de las muesiras de brotes congelado y las de in vitro, se
esperaria que si la metodologia de crioconservacion no fue negativa se encontrarian
las mismas bandas, pero de las 10 que presenta el nopal in vitro, sdlo se presentan 7 en
los brotes de nopal congelado (tabla 9}); ante estos resultados se puede argumentar

que la metodologia utilizada si produce dafios que llevan a la pérdida de proteinas,
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posiblemente por una desnaturalizaciéon de ellas. Ademds al observar el microgel
{lamina C), se encuentra cierta precipitacién de proteinas.

Efectos similares se han enconirado en semillas donde algunas proteinas se
precipitaron por el efecto de la congelacién y algunas enzimas pueden inactivarse,
por ejemplo la enzima deshidrogenasa mdlica es inestable cuando se congela y la
pectina esterasa del frijol se desnaturalizd cuando se congeld y descongeld (Levilt,
1980).

La congelacién no produce por si misma la desnaturalizacién de las proteinas,
ya que el fenédmeno puede ser reversible en ciedo punto cuando se regresa a la
temperatura e hidratacién inicial. El dafio se puede ocasionar por la agregacion, es
decir, las moléculas desnaturalizadas al encontrarse concentradas por la pérdida de
ogu& de las células debido al congelamiento exlracelulor, pueden interaccionar con
ofras moléculos adyacentes, permitiendo que sus grupos qUimlcos previamente
protegidos unos de ofros dentro de sus moléculas plegadcs formen uniones entre ellas,

el fendmeno se puede resumir como sigue (Leviﬁ, 1 980)

1} las bajas temperaturas deﬁﬁuturdlizcn" as . proteinas . reversiblemente,

desenmascarando los grupos SH.

cidn-deshidratacién produce fa

ofeinas: profoplasmadticas,

ncia enfre las moléculas de

Io que Ia célula muere,

Nc solamente se le puede atribuir.a |a cgregcclon de las proiemcs la muerte -
de'los expluntes del nopul y Iu perdldo de Io mismas, también hay que recordar que

® ESTA YESIS NG OERE
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puede existir un dafio fisico a la células causado por el congelamiento intracelular del
agua que puede llegar a romper sus esfructuras celulares, muchas de las cuales
tienen componentes proteicos estructurales como las membranas y el ciloplasma,
éstas al ser dafiadas no permiten que las proteinas se reintegren después de la
desconéelcc{én quedando posiblemente como solutos y en el proceso de lavado de
los agentes crioprotectores también salen o pero aun los agregados moleculares que
se pudieran formar también pueden salir de las células ocasionando la falta de
proteinas observada en el presente estudio electroforético (tabla 7, Idmina C).

La falta de proteinas se puede deber lombién a su precipitacion. Levitt (1980)
menciona que existe precipitacidn de proleinas protoplasméticas debido al
incremento en la concentracién celular de sales durante la congelacion y si ocurre un
rompimiento del sistema de membranas, ocasiona que la precipitacién se de mds
taciimente. )

Los agentes crioprotectores tienen la funcién de evitar todos los dafos antes
mencionados y deben protegel; externamente la integridad de la membrana
citoplasmadtica; internamente proteger el sistema de membranas; evitar la plasmdlisis
celular y aistar a las proteinas mediante la formacién de puentes de hidrégeno de los
grupos “OH de azicares {sacarosa) con los grupos polares de las proteinas para que
éstas no se precipiten o se agreguen entre si. Evidentemente la metodologia aplicada
a los explantes del nopal no permitié que se dieran todos estos fendmenos para poder
conservar la integridad celular con lo que posiblemente se lograria la recuperacién

de los brotes.
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Tabla' 9.~ PESOS . MOLECULARES [DE PROTEINAS DE NOPAL Opunf/a robusta sDS
GRADIENTE 10-15 -~ , v ,

“iConfrol

** No se observaron
Y=(39404l 'X)+ 10.721277
© r2=0.99315

Ldmina C.- Elec'iroforés'!s en microgeles de SDS-Poliacrilamida con gradiente 10-15%, -
para la determinacion del peso molecular de las proteinas de Opunlia robusta. Los
carriles 4 y 8 son los patrones; el 1 y 5 son el nopal congelado; 2 y 6 nopal de los®

cultivos in vifra; 3 y 7 nopal control.
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Cuantificacién espectrofotométrica de' protefnus

La determinacién especirofo!ometnca de profemus mediante fa metodologla
del aeido biciconinico (BCA), mostd que el nopc:l control presentd una concentracién
de profefncs de 60 mg-100 ml-1, el nopal in vitro 29 mg-100 mlI*! y el nopal congelado
13 mg+100 mi-!. Al existir dafio muy severo en la ultraestructura de las células de nopal
se puede ocasionar la pérdida de cierfas proteinas, sobre todo las constituyentes de
las membranas, asi también las que conforman el citoesqueleto y las nucleoproteinas,
por o que los resultados obtenidos ayudan a confirmar el bajo contenido de proteinas
presentes en los exiractos del nopal congelado, asi como la falta de algunas bandas
delectadas por electrofdresis,

La muerte de las células fue debido a la combinacién de diferentes formas de
dafio por congelacién, algunos directamente letales y algunos subletales. Estos
pueden incluir formacién infracelular de hielo, ruptura y pérdida de componentes de
la membrana, deshidrataciéon de la membrana, desnaturalizacion y precipitacién de
protainas criticas (tanfo en membrana como en el ciloesqueleto), perforacién de la
membrana, dafo a los lisosomas. Ei uso de crioprotectores adecuados debe de
mantener la integridad celular, amortiguando los cambios osméticos y conservando la
integridad de los componentes estructurales de las células {Kruuv, 1989), lo que en el
caso particular del nopal no ocumo y el dafio ocasionado fue tan severo que se reflejéd

en los resultados obienldos. L

Crioconservacién de dpices de fresa, chichdro y papa

Con base en Ios resuﬂqdos posmvos fcn escasos y azc:rosos que se obtuvneron

para O. robusfa. se decldlo inientcr la crioconservccxon de oiras especnes con las que -

se. ha ienido ex|to es mslemos compulunzados de congelacnon como lc fresc, el'

chfchcro y Io pcpc con el fln de poder evoluor hcstc que punio el sistemc: sencnllo de
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enfriamiento que se ulilizd fue el causante de los resullados obtenidos y también

establecer sila especie es infrinsecamente dificil de crioconservar.
Congelacion de fragariasp.

Con el primer ensayo que se realizd con dpices de fresa pretratados con la
mezcla de soluciones crioprotectiora (DMSO 10%, Sacarosa 3% y Glicerol 15%), se
.obtuvo una fasa de enfriemiento de -0.85 °C-min-}, con un punio de congelacién de
-19.8 °C (tabla 10). Para el segundo ensayo con pretratamiento de DMSO al 5% se
obiuvo una tasa promedio de -0.92 °C'min-! y un p;unto de congelacién de -52°C
(fabla 10).
" Calkins y Swanson {1990} reportan que macroscépicamente se puede observar
que existe dafio por congelacién cuando el tejido presenia una apariencia suave,
rccﬁos'o. se decolora, no presenta capacidad de crecimiento y puede ser atacado
‘po'r hongos saprofitos. Lo anterior se pudo observar en los explantes de fresa, en los
que después de varios meses el Gnico cambio que presentaron fue el paso de color
blanco a negro y perdieron la consistencia que mostraban anfes de la congelacién.
En tanto que el control se tornd verde a los 10 dias y continud su crecimiento y
" desarolio.

Kartha (1985} realizd una revisiSn de crioconservacién de meristemos e indica
que la fresa enfriada a -0.84°C+min-! hasta los -40°C y almacenada en NL, permite una
respuesta de 95% de regeneracién de plantas que torman mltiples brotes, también
resalla que ol aumentar o disminuir la lasa de enfriamiento lo respuesta se ve
disminuida, indicando que para la variedad de fresa empleada en ese experimento
fiene una tasa de enfriamiento que fué Splima. También reporia que logré de un 40 a
80% de regeneracién en meristemos prefratados con una combinacién de 3% de
sacarosa. y 10-16% de DMSO precongelados a -20 y -30°C antes de . su
clmacenumlento en NL. .

En el expenmento recllzcdo en es%e 1roba]o, Ias 1oscs de enfncmlenio no !ueron N

constantes y esto es uno d:ferencm fundcmenfol con los’ sxsfemcs GUmeQfIZOdOS‘ es




por ello que las tasas que se reportan en este trabajo son el promedio de varios tasas
que se dan hasta legar a -40°C. A pesar de que la tasa oblenidas en el primer ensayo
{tabla 10} se acerca mucho a la fasa dptima reportada, los resultados no fueron
similares, esto se puede atribuir o la folta de precisién del sistema empleado, al poco
control que se tiene sobre las tasas de enfriamiento los cuales se ven reflejados en la
nula sobrevivencia de los explantes.

Ofro factor que pudiera estar relacionado es la variedad empleada, ya que se
ha demostrado que se obtienen resultados diferentes en la recuperacion al emplear
diferentes variedades de una misma especie cuando se les somelid al mismo proceso
de congelacion, manteniendo constantes la concentracién y tipo de crioprotector,
tasa de enfriamiento y almacenamiento (Niino ef ol 1992).

Otro factor que juega un factor importante es el estado fisiolégico de la planta
{Dereuddre e/ al, 1988) ya que un explante se puede recuperor mds faciimente
cuando presenta una actividad meiabélica aita, como la que existe cuando hay una
elevada divisién celular, que cuando el explante esta en un estado de latencia como

en la época invernal, esto debid influir pues en el caso del material uilizado ya que se

colecté a principios del afio, época en la que comienza a salir det estado de relativa 7 -

latencia.

Tabla 10~ Puntos de congelacion'y. idsas-de: enf
enfiiamiento y congelacién de'd defr rag
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Congelacién de Pisum salivum

El primer ensayo que se realizd, fue precultivando 20 meristemos de chfchcro
por tfres dlas en medio BS con 5% de DMSO, y congelados a uno tasa de enfriamiento
de -0.86 °C'min-!, hasta llegar a -40 °C (labla 11), para ser almacenados en NL por 30
mlnuios.

Después de 15 dias de cultivo, fres explantes se Iorncron verdes y comenzaron a
crecer, dos meses después alcanzaron un estado de plantulas comparables en el
desarrollo a las del control.

En los cualro ensayos variando los tiempos de precultivos, los dpices no
presentaron ningin desarollo después de 8 meses. Existen diferencias en sus tosas de
enfn;cr_niento {tabla 11}, aspecto muy importante debido a que se ha reportado que
variaciones pequeiias en esta misma especie se reflejan en la disminucidn del
porcentaje de sobrevivencia, es decir, cuando congelaron meristemos a una tasa de
enfriamineto de -0.6°C-min~! proporciond un 60% de sobrevivencia. En ofro reporte al

variar la tasa a -0.5°C'min-t lograron un 100% de sobrevivencia {Kartha, 1985).

McAdams e/ al (1991} han observado que los dias de preculﬂvbvbrevi‘os ala
congelacién asi como la temperatura finat previa a Ja inmersién en NL tienen éfecfo
sobre el porcentaje de sobrevivencia de los explcmtes, ébtuvieron pori:entajves deéde
0% hasta 32%. En la mayoria de los casos dos dias de cultivo resullaron benef‘ cos para 3

la crioconservacion y pcrhcularmenle iemperaluro prevna ‘da Ic tasa de




porcentaje de dafio por congelacion y puede confinuar su crecimiento. Cuando no
hay ningUn tipo de respuesta como en la mayorio de los ensayos praclicados en este
trabajo, el dafio celular debid de ser muy severo y generalizado a todas las células del

explante.

Tabla 11.- Datos obtenidos de la congelacién de meristemos de Chicharo (Pisum
‘sativum) con DMSO 5% como agente crioprotector

Punto de congelacién Tasa de
{°C} enfriamiento

rC-min1)

-4.8 o

4.5

Con geiarv:'ié‘h de Solanum fuberosum

“En ia congelaclon d gng&q&?i de’ 'papa (Solanum tuberosum),
Tollocan, - Alpha, Mexlquense" y‘i ' : _e_»ob{'u‘v'iéron fasas de  enfiamiento
diferentes: -0.92, -0.65, -0.82'y -1.12°C :
en dos diferentes medios de rec
(sobrevivencia) en nlnguno de Ias von dcdes, los explantes perdieron su color verde Y

pecii\}dmente, y al sembror los apices

é n‘no se obtuvieron resultados favorables

se tornaron a un blcnco cremoso Esfc respuesta ocumé aun variando el tiempo de
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precultivo en MSL, el tiempo de exposicidn al agente crioprotector v la fasa de’

enfriamiento.
~ Debidoa que la variedad es muy importante, en estudios snm:lares con pupa,

ha logrado el 50% de sobrevivencia con la variedad Golden Wonder v 2% con lc
variedad Desiree (Braun, 1988). Towill {1983}, enconird distintos porcenta]es de :
sobrevivencia para los cultivares de papa Norlan y Red Pontiac al enlnarlos de-0.2 (54,
92,33 y 25%}, variando la temperatura previa a la inmersién de los mensiemos enelNL
@ -30, -35, -40 y -45°C respectivamente; en un segundo ensayo enfriados a una fasa de
-0.3 °C'min"!, encontrd porcentajes de 88, 71 y 46 a -30, -35 y --'10°Ckrespecﬁvamente.
Esto mismo ocurre en ofras especies como el betabel, en donde se reporié que existen
diferentes porcentajes de sobrevivencia entre distintas variedades y que su respuesia
en una variedad, con una fasa de enfriamlento de -0.8 °C-min-! con DMSO 10% y
sorbitol 0.75 M tuvo un 2.3 % de recuperacion; ofra variedad de betabel bajo las
mismas condiciones sobrevivid en un 58.4% (Braun 1988).

Lo anterior indica que la variedad, asi como las condiciones previas a las cuales
se congela el material siguen siendo factores imporianfés‘ que no permiten la
eslandarizacién de la metodologia. A pesar de que en este’ ﬁabcjo se ehplecron
diferentes variedades, tasas de enfriamiento y medios de c"univ‘o, la respuesta fue nula,
el factor de mayor variacidn sigue siendo la tasa de enfriorhléniq, ya que como se ha
mencionado, no es solamenie una tasa de enfriamienfo Onféa la ique se aplicd, sino

que fue el promedio de vcnas, las cuoles se dreron alo Icrgo ‘del enfriamiento hasta

llegarala temperctura prevla a lc |nfroduccmn de ! ueétra ai NL.

Disc_usiér_\r'gerjeljc

iores del nopcl fresa y: o

lnientar suu Lo



enfiamiento, Para la mayoria de las especies, los repordes en la bibliografia
especializada mencionan tasas muy especificas de congelacién, al incrementar o
disminuir dicha tasa la sobrevivencia de los explantes se ve disminuida o nulificada.

Al aplicar la técnica de enfriamiento répido en dpices de papa y después de
vcﬁos meses de cultivo no se tuvo ninguna respuesta favorable de los explantes,
perdieron el color y no mosiraron ningGn tipo de desarrollo. Se esperaba algun fipo de -
éespues'o debido a que la misma metodologia habia sido empleada por Henshaw e/
al. (1980) los cuales reportaron para S. gonfocalyx, S. fuberosum ssp. andigenay varios
cullivares de §. fuberosumn, porceniajes de sobrevivencia de 54, 36 y desde 5§ a 40%
fespectivamente. Estos resullados demuesiran que el empleo de una especie ©
variedad tiene mucho que ver con el porceniaje de éxito que se logre, es decir, la
voriébilidcd genéfica influye en gran medida, por ejemplo los mismos autores
frabajaron con meristemos de clavel que fueron congelados de manera similar y no se

logré sobrevivencia (Henshaw, ef al, 1980).

Infegrando los resultados obtenidos de las’ db'_servicciovrj"e:s’»iecliiqdas ‘con la . v
ayuda de la microscopia electrénica y con los ‘de la detérﬁiinaéién y qur;il'ﬂcccién
de proteinas, se puede argumentar que el proceso- llévddo a cabo para la
crioconservacion del nopal no resulld el mas adecuado, yu que contiene uUna gran
cantidad de agua {90%) que fue muy dificil de deshidratar ocasionando que el dafo’
fuera tan severo, debido a que los agentes crioproteciores ulilizados {mezclas de
DMSO, glicerol y sacarosa) no confirieron la proleccién necesaria en el momento de
la congelacién, presumiblemente permitieron el crecwnlenfo de cristales de h|elo'
denfro de los células y plasmélisis celular en el momento de su congelc:clon _por Ia
exceslva concentracion de solutos exiracelulares. : ]

El sistema propuesto para la crioconservacion de germoplcsma vegel‘ol

pesar de haber tenido algunos éxitos relativos {nopal Y chfcharo) no resultc qdecuado‘ -

para la congelacién mediante la técnica de descenso Ient

la tempercturo conf ~

las especies experimentadas {nopal, fresa, chicharo, papq
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IV.- CONCLUSIONES

1) Se determiné el medio de-cultivo y ‘la‘s condiciones fisicas para el
establecimiento de cultivos in vifroy la micropropcg}aclén de Opuntia robusto, el cual
consiste en Medio MS basal adicionado de con tiamina 0.4 mg-l", sacarosa 20 gl

BAP 0.5x10-5 M, agar 0.6% y pH 5.6,

2} Se logré el establecimiento de los brotes de O. -robusta en suelo sin la

intervencién previa de medios de cullivo para inducir el enraizamiento.

3) Los agentes crioprofeciores presentaron el comporiamiento tipico de Iqs
soluciones al enfriarse y abaten su punfo de congelacién conforme aumenta la
cantidad de solutos disuelfos en ellos. Las mezclas de DMSO-sacarosa-glicero! abaten
mucho mds el punto de congelqcién que el DMSO o sacarosa ulilizados en forma
individual, a la vez que las tasas de enfriamiento obtenidas con las mezclas son mas

lenfas.

4) El DMSQO vy la sacarosa provocaron una citotoxicidad muy severa sobre los-
explantes de O. robusia, a diferencia de las mezclas (DMSO-Sacarosa-Glicerol) en

donde la cilotoxicidad fue menor y en algunos casos nula.

5) Los porcentajes de sobrevivencm poco repfesenichvos de O. robusta no

permlte que su crloconservaclén s

ed! cp ar de manera rutinaria, pero

representan una buena bose para fuiuros traba| grupo de Ics caclacecs, ya_ n

que no existia ningUn reporfe de cnqgenia bre este grupo:’

"6) la mezcla cnoproteciora 2 (DMSO 10%, sacorosc 3% Y gllcerol 157) bnndo .

una relaﬂvo proiecclon a Ios explcnles de o robus/a ya que permitlo sobrevnvencnu ’
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de tres explantes. A la vez se determiné que esta especie puede tener una tasa de

enfriamiento especifica {alrededor de -1 J1°C-min-1).

7).Se pudo establecer mediante el uso de microscopia electrénica que el
proceso de congelacion causé dafios ireversibles en las células meristemdticas de O.
robusia, los cuales pudieron ser ocasionados por la poca proteccién ofrecida por los
crioprotectores o por la deshidratacién excesiva cousada por los mismos, aunada a la

posible congelacion exiracelular.

8) Se pudieron establecer ciertos patrones electroforélicos para O, robusta de
pesos moleculares de 58, 41, 23, 20.5y 14 Kda. '

9) Existe pérdida de proteinas, sobre todo en los explantes congelados, esta
pérdida es causada por los dafios tan severos durante su congelacién, lo que provocd
la precipitacién y desnaturalizacién de varios proteinaé que pueden ser criticas para la

recuperacion de las céluias,

10) Mediante el uso del sislema sencillo de enfriamiento se congelaron dpices
de tallo de chicharo, fresa y papa, obteniendo nulos pdrcen'fdjes de sobrevivencla a
excepcion del chicharo, que tuvo en un solo ensayo 15% de sobrevivencio, el cual es
muy Inferior a los porcentajes de sobrevivencia reportados para estas especies, en

equipos avlomatizados de enfriamiento.

11} El principal problema detectado en el sistema “c_ie enfriamiento utilizado es la
dificultad para conirolar las tasas de enfriamiento de manera consiante y repefitiva, lo
que hace que su aplicacién no sea préclica, pero existe la posibilidad de empleario

para la técnica de vitrificacion que aciualmente ha reportado grandes logros.
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