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RESUMEN 

Se establecieron condiciones poro la regeneración y mlcropropagaclón in vitro 

de Opuntia robusta ver. lorreyi o partir de secciones de cladodios jóvenes en medio 

de cultivo MS basal adicionado con liamina 0.4 mg·1- I. BAP 0.5x 1 o-5 M. sacarosa 20 

g·1-I, agor 0.6% y pH 5.6. se lograron hoste 9 brotes por exp/anle con uno altura 

promedio de 9.33 mm después de un mes de cultivo. Mediante un equipo sencillo de 

congelación se intentó la crioconservación de brotes de 5.0 mm de altura. obtenidos 

de /os cultivos in vi/ro. solamente tres explontes prelratados con uno mezcla de 

cnoprolectores (dimelil sulfóxido 10%, sacarosa 3% y glicerol 15%) sobrevivieron y 

reanudaron su crecimiento, pero éstos no se desarrollaron en plantos normales. Para 

observar posibles daños causados a las células se realizaron observaciones con 

microscopia electrónico, en los que se pudo determinar que la congelación causó un 

daño celular generalizado e irreversible que imposibilita reasumir los funciones 

celulares. También se cuantificó los alteraciones en el confenldo de profeínas totales, 

se encontró que se pierden varios proteínas al congelar los exp/antes. Hasta donde 

sobemos, éste es el primer reporte sobre estudios criogén/cos en la familia de /as 

cactáceos y la regeneración in vitro de O. robusto var. larreyi. Paro evaluar el sistema 

de enfriamiento utilizado se procedió a /o congelación de merislemos de especies 

paro las que se ha reportado éxitos en su cñoconservación, como Pisum sativum 

(chícharo), Fragaria sp. (fresa) y cuatro variedades de Solanum tuberosum (papa) 

Atzlmba, A/pha, Mexiquense y Tollocan. Las cuofro especies trabajados se congelaron 

mediante lo técnico de lasos lentas de enfriamiento y paro la papa también se utilizó 

el congelamiento ultra rápido. El porcentaje de sobrevivencla (medido en términos de. 

desarrollo de p/ánlu/os) fue nulo a excepción del chícharo que en un ensayo presentó 

el 153 de recuperación. En /os estudios en que se han reportado resultados positivos 

con los especies de Frogaría, Pisum y Solonum se utilizaron equipos automotlzodos de 

crioconservación que controlan exaclomenle . las tasas de . enfriamiento,. JÓ,".tor. 



fundamental del que carece el equipo sencillo de congelación aquí utilizado y que 

fue determinante, ya que las tasas de enfriamiento obtenidas no pudieron ser 

controladas 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 nitrógeno líquido, lo que impidió controlar y repetir los resultados positivos 



1.- ANTECEDENTES 

En la actualidad existe una tendencia a nivel mundial para Incrementar la 

conservación del germoplasma tanto animal como vegetal. pues debe aceptarse 

que representan recursos naturales y podrían ser aprovechados en forma racional y 

sustentable poro el bienestar. permanencia y desarrollo de lo humanidad. El 

germoplosmo vegetal comprende el total de especies. subespecies, grupos 

genéticamente definidos, voñantes genéticas y mutantes cuyo continuo existencia es 

importante pera el resto de los organismos presentes y futuros. El germoplasma 

también es el mensaje hereditoño. el cual dicta el desarrollo y evolución de plantas y 

animales, esta información es pasada de generación o generación en uno cede.no 

continua de una célula a otra; una vez que una célula vivo se pierde, el germoplasma 

de esa célula se pierde (Wilkes. 1989; Towill y Roas, 1989). 

La urgencia paro la conservación genético de germoplasma a surgido 

fundamentalmente de tres procesos: 

1) Un incremento de la población humana que ha llevado o lo expansión de lo 

agricultura con alleraciones en los ecosistemas naturales y que llevará a serios 

repercusiones en el futuro. 

2) La adopción general de germoplosma élite y tecnología agrícola común que 

promueve lo uniformidad genética, algunas veces o nivel mundial. y 

3) Los centros de vañabilidad genética están moviéndose de los sistemas naturales y 

de la agricultura primitivo hacia bancos de genes y cultivadores de colecciones de 

trabajo. (Wilkes, 1989). 

Históñcomenle se puede decir que las ideas pera la conservación de las 

especies vegetales cultivadas y sus parientes silvestres, comenzaron o darse o partir de 

la localización y descripción de tos centros geográficos de diversidad genético por 

Vavilov en los años veinte del presente siglo, .que he permitido generar los 

. conocimientos paro que los recursos ge~étl~()_•: ~slé~ siendo aprovechados en 

investigaciones genéticas. cilogenétii::as, ~stüdlo~- evotútlvos y dando o los agricultores 



una vasta reservo de material nuevo y orlglnal. Pero no se contempló su conservación 

hasta mediados de los años sesenta, cuando se advirtió que había una gran taso de 

desplazamiento de variedades de cultivos primitivos por nuevos cultivares Introducidos 

(Wilklns y Dodds. 1983). En los años sesenta se advirtió que muchos especies silvestres 

estaban por desaparecer y que lo información genético de los cultivos de mayor 

Importancia económico estaba mermándose o uno tosa alarmante. No fue sino hasta 

1974 que lo IBPGR (lnternotionol Board fer Pion! Genetic Resources) estableció un 

programo mundial poro lo preservación de germopl9smo tropical y subtropicol. En él 

los cultivos alimenticias fueron clasificados como prioritarios (Ponis el al.. 1992). El 

germoplosma de los recursos cultivables se definió como lo dis¡:-osiclón total de 

especies. subespecles y sus variantes genéticos, los cuales son o pueden ser 

Importantes paro lo humanidad presente o del futuro (Bass, 1984). 

Lo consecuencia del cambio de cultivos primitivos por "avanzados"_ ha sido "uno . 

reducción de lo base genético que ha ocurrido de dos maneras: . . 

1) por selección de descendientes uniformes, resultando en ''lineas puras:'. niultHíneos,'.' 

híbridos sencillos o dobles, etc., y '·, · 

2) por selección de cultivos poro objetivos cercanamente definidos. Ambos: procesos 

han resultado en una morcado reducción de lo variabilidad genética (WilklÍis y Dodds, 

1983). 

En 1967, en la Conlerenclo técnico entre la FAO (Food and Agriculture 

Organizotion of United Notlons) y la IBP (lnternotlonal Blologlcal Program), paro 

examinar lo disponibllldad de los recursos genéticos vegetales, el estatus y 

organización poro su explotación. evaluación, utilización y conservación, .listaron seis 

distintas clases de germoplosma que se necesilabo conservar: 

1) cultivares de uso corriente. 

2) cultivares obsoletos y cultivos menores. 

3) almacenes genéticos especiales toles como grupos resistentes. material genético y 

cltogenétlco de mutaciones Inducidas. etc., 

4) variedades primitivas, 

5) especies silvestres y malezas relacionados con los especies cultivadas, y 



6) Organismos que no aparentan una utilidad inmediata pero los cuales son parte de 

la red ecológica de la vida (Wilkins y Dodds, 1983; Wilkes, 1989). 

Lo anterior formó la base para que en la actualidad se brinde una gran 

atención a la diversidad biológico que se encuentro amenazado, especialmente en 

la zona de los trópicos y en particular en las selvas. las cuales se esfima que están 

desapareciendo a una tasa de 10.5 millones de hectáreas por año (Heywood, 1992). 

Es casi inevitable que esto pérdida masiva de hábitats provoque la extinción local o 

tofaf de muchas especies. Estimaciones de biólagos como Raven (1987, 1988), Wilson 

(1988). Meyrs (1988), Slmberloff (1986) citados por Heywood (1992). sugieren, con base 

a eXfrapoloclones de estudios de ciertas zonas en particular. que diez de cada mil 

especies enfrentan un peligro inminente de extinción durante las siguientes décadas. 

Lo que es un hecho es que diez especies de cada mll están sufriendo una erosión 

genética, es decir. una pérdida de su capacidad de variación genética de sus 

poblaciones, por lo que la conservación de toda vida silvestre es prioritaria y no sólo 

aquellos organismos de interés ecanómico (Heywoad, 1992). 

Como un resultado de la pérdida acelerada del germoplosma. lento de las 

especies tropicales silvestres y cultivadas, la conservación de la diversidad genética es 

de vital importancia pues es lo base de los programas de mejoramiento y 

disponibilidad de cultivos alimenticios esenciales para lo sustentabilidad en general 

del equilibrio tropical (Villalobos y Abdelnour, 1992). 

El punto de partida para leda acción de conservación debería ser el 

conocimiento de la diversidad de los organismos y el ecosistema en que se 

desarrollan. Por esta razón es necesario el inventario completo de plankis. animales y 

microorganismos el cual aún esfá lejos de ser completado, se tienen 1.5 millones de 

especies descritas, pero se considera que éstas representan del 5 al 15 3 del número 

total que se cree que existe en Ja actualidad (Heywood, 1992). Dentro de esfe universo 

de posibles recursos, se estima que la humanidad ha empleado en su alimentación 

alrededor de 5000 especies vegetales desde el comienzo de Ja agricultura (menos de 

13 de las angiospermas del mundo). Lo población humana ha crecido 

considerablemente en las últimas cuatro décadas de 2.500 a 5,500 millones (Dir:io, 



1993). y tan solo se ha dependido de unas cuantas especies altamente praductivas. 

Hoy en día solo alrededor de 150 especies vegetales con cerco de 250,000 

variedades son importantes en Ja alimentación del hombre (Wilkes, 1989). Por Jo 

anterior cualquier propuesto de conservación y ~so sustentable será de suma 

Importancia paro la planeación del desarrollo futuro. 

Conservación in silu y ex silu 

Lo diversidad genético vegetal puede ser conservado de varias formas. Para 

cualquier cultivo o pool genético. se puede aplicar más de un método (Trevor, 1989). 

Paro los estrategias de conservación se debe lomar en cuento lo dimensión del 

tiempo: si el almacenamlenlo será a mediano o largo plazo, y el sitio donde se 

localizará el almacenamiento. Hoy dos propuestas básicas paro la conservación del 

germoplasma: conservación in si/u y ex si/u, ambos tienen sus ventajas y sus 

llmllociones (Ford-Lloyd y Jackson, 1986: Heywood, 1992). 

Los técnicos más recomendables que se han propuesto paro conservar lo 

diversidad biológica se basan en el establecimiento de áreas protegidas 

{conservación in silt.I¡ (Heywood, 1992). Lo FAO y Ja IBP en 1967 propusieron que Ja 

conservación de las fuentes genéticas de las comunidades silvestres y cultivares 

primitivos pudieron ser preservadas en sus hábitats originales (Wilkins y Dodds, 1983). La 

conservación in si/u está encaminada a preservar el hábitat y con ello las especies 

que contiene. Este es el único método de conservación mediante el cual lo diversidad 

genético tanto como su dinámica dentro de los poblaciones pueden ser protegidos 

{Heywoad, t992). La conservación in si/u se aplica principalmente o los especies 

silvestres relacionadas con plantas cultivadas, a especies forestales y pastos. Se 

recomienda que estas especies deben ser conservadas manteniendo la integridad 

genético en su hábitat. como comunidades en ambientes ecológicamente estables. 

El establecimiento de reservas naturales o genéticas reconoce los objetivos a largo 

plazo y la necesidad para continuar evolucionando dentro de medios naturales. La 

6 



mayoría de los programas están contemplados a nivel de ecosistema o de 

comunidades multiespecíficas y reconocen la necesidad de conservar una amplia 

base genélica (Ford-Lloyd y Jackson, 1986). La conservación in sí/u puede proveer 

también un modelo óptimo para el muestreo de poblaciones para la conservación ex 

sí/u de germoplasma (Waldman, 1992). 

Existen ·argumentos tanto técnicos, políticos y financieros, en contra de la 

conservación in sí/u (Wilkins y Dodds. 1983), por lo que se han generado eslrategios de 

conservación ex sí/u. como son bancos de genes de varios tipos, Incluyendo Iardines 

botánicos (Heywood, 1992). Las principales causas poro esta segunda allemaliva se 

basan en la fragmentación y pérdida del hábitat. Las poblaciones de muchas 

especies se han reducido. lrecuentemente por debajo del tamaño necesario para 

continuar su sobrevivencia. en tales cosos la conservación ex sí/u puede ser un 

componente necesario en la estrategia de recuperación o de un plan de 

relntroducclón de especies, la conservación ex sí/u concentra especies en particular y 

con ella la variación genélica que conlienen (Heywood, 1992). La conservación ex sítu 

en sentido amplio puede ser de dos formas: el uso de jardines botánicos, arboretos por 

un lado, y bancos genéticos par el otro. los primeros represenlan los lormas más 

antiguas de conservación. en Europa dalan 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 almacenados bajo condiciones 

favorables por largos periodos de tiempo. De esta forma el material genético puede 

estar disponible para futuras generaciones (Jorgensen. 1989). Olra propuesta fue 

almacenar cierta colección específica de genotipos (banco de genes) 

representalivos de una región del mundo (Wllklns y Dodds, 1983). 

Las principales formas de conservación ex sí/u de plantas son: almacenes de 

semillas bolo condiciones de desecación y baja temperatura: banco de genes en 

campa como en Iordines botánicos o estaciones de Investigación; cultivo de !ejidos o 

células: y crioconservaclón. Todos estos métodos proporcionan opciones para el 

olmacenamiento de genes (Heywood, 1992; Villa lobos y Abdelnour, 1992). 



Lo formo más conveniente poro mantener vloble el germoplosma vegetal es 

mediante semillas, que son el propágulo más común de almacenamiento. 

Afortunadamente la mayoría de las plantas cultivados producen semillas que 

muestran un comportamiento "ortodoxo'', es decir, que son capaces de retener lo 

vlabilidad después de ser deshidratados alrededor del 5% de su contenido de 

humedad. así como al permanecer en bajas temperaturas (-t8 a -20ºC), prolongando 

su longevidad y pueden ser almacenadas por largos periodos. La mayoría de las 

especies cultivadas tienen semillas ortodoxas (Bass. l 984; Ford-Uoyd y Jackson, l 986; 

Towill yRoos, 1989). 

Las semillas son genéticamente estables. contienen la variabilidad genética de 

la especie y representan el método más seguro de distribución yo que pueden 

contener menos enfermedades (Trevor, l 989). Las principales excepciones a lo anterior 

son por un lado los plantas que normalmente se reproducen por vía vegetativa, no 

producen semillas viables y por el otro lado las que producen las llamadas semillas 

"recalcitrantes" (aquellas que pierden su viabilidad después de ser deshidratadas por 

deboja de un limite "crítico, usualmente 12-30% de humedad) (Towill y Roes, 1989). 

Problemas de almacenamiento de especies con semilla recalcitrante y/o de 
reproducción vegetativo. 

Las semillas recalcitrantes son producidas por especies acuáticos, aquellos que 

producen semillas grandes, especies nativos de áreas troplcoles y algunos especies de 

árboles de zonas templadas. El coco, cacao, café, cítricos, palma de aceite, mongo, 

nuez moscada, y plantas de caucho. son ejemplos de especies de importancia 

económico con semilla recalcitrante (Wilklns y Dodds, 1983; Towill y Roas. 1989; Trevor. 

1989), que aún bajo condiciones de almacenamiento húmedo, las semillas son de 

corto vida y sólo sobreviven unos cuantas semanas o unos cuantos meses 

dependiendo de lo especie (Ford-Lloyd y Jockson, 1986). Tres factores contribuyen o 

uno vida ton corta de estas semillas en almacenamiento; 

1) sensibilldad a la desecación, daño por enfriamiento, 



2) problemas tales como contaminación microbiano y germinación durante el 

olmocenomlenlo 

3) su alto contenido de humedad. 

Poro trotar de mantener viables o los semillas recalcitrantes se almacenan o 

una baja temperatura que les permita retener niveles de humedad relativamente altos 

y asegurando un suministro de oxígeno para la respiración pero aún bojo estos 

condiciones su viabilidad es muy corta paro una adecuado preservación del 

germoplasma, por lo fonio estas especies son almacenados usualmente empleando 

sus partes vegetativos. Si la diversidad es considerable, se tiene que almacenar uno 

gran cantidad de propágulos lo que demanda grandes espacios y altos costos de 

mantenimiento (Towill y Reos, 1989). 

La conservación de cultivos de propagación vegetativo como lo Solanum 

luberasum (popa), Manihol esculenta (yuca), Dioscorea sp (ñame). lpomoea balatas 

(camote), Sacchcarum sp. (caña de azúcar), Opunlia sp (nopal), Musa sp. (plátano), 

Allium sativum (ajo), entre otros. presentan problemas especiales. Quizá algunos de 

ellos son sexualmente fértiles, pero poro su producción comercial no es conveniente 

propagarlos o partir de semillas porque presentan altos grados de helerocigocis y lo 

que se pretende obtener son clones uniformes. Los órganos vegetativos que pueden 

ser almacenados son: tubérculos, rizomas, bulbos y esquejes. etc.. son de vida 

relativamente corla y frecuentemente se delerioran rápidamente después de ser 

cosechados, aún bajo los mejores condiciones de almacenamiento, por lo que es 

necesario tener ciclos anuales de crecimiento (Henshaw et. al .. 1980; Wilkins y Dodds, 

1983; Ford-Lloyd y Jackson, 1986). 

EL cultivo de colecciones vegetativos año Iros año es costoso e incrementa el 

riesgo de perderse por estar expuestos a riesgos de infecciones, enfermedades, 

desastres naturales y muchos otros factores azarosos (Wilkins y Dodds, 1983; Ford-Lloyd 

y Jackson, 1986). 

Entre las razones para mantener uno líneo clonal se encuentran: evitar lo 

helerocigocis, dificultad de conseguir semillas, estados juveniles prolongados 



(especialmente en líneas de órboles leñosos) y la producción de semillas 

.recalcitrantes. Los clanes usualmente son mantenidos in vivo en invernaderos a 

plantaciones en el campo, como huertos o sembradíos. Parles de la planta como 

esquejes, bulbos. raices y tubérculos de algunas especies pueden ser almacenados 

aproximadamente un año en refrigeración (5 a-lOºC). 

La manutención en el campo o Invernaderos requiere espacios considerables y 

altos costos asociados con la poda. control de enfermedades. maleza y propagación. 

Las especies presentan diferentes características adaptativas que están ligadas con su 

sobrevlvencia; al colocarlas bajo condiciones climáticas diferentes puede producirles 

cierto estrés, lo que llega a decrecer su fecundidad y finalmente el germoplasma se 

pierde (Towill y Roes, 1989). 

Cultivo de tePdos vegetales 

Como se ha mencionado la conservación ex si/u puede recomendarse para 

especies que presentan semillas re~alcitrantes y/o las que se propagan por vfa 

vegetativa. Para este tipo de material vegetal, las técnicas de cultivo de tejidos o 

técnicas in vi/ro, ofrecen una alternativa de reproducción clonal, así como un medio 

paro su conservación. 

El término de técnicas 'ín vi/ro" o cultivo de tejidos cubre un amplio rango de 

metodologías que involucran el desarrollo. bajo condiciones asépticas, de órganos de 

las plantas tales como brotes, embriones, hojas entre otros o alternativamente cultivos 

de masas de células desorganizadas llamadas callos, de células individuales, o aún 

células desprovistas de su pared . celular conocidas como protoplaslos. Un punto 

básico inicial de estos métodos es lograr el establecimiento de explantes (pequeños 

fragmentos de órganos o tejidos) en una condición de cultivo aséptico y mantenerlos 

en un medio nutritivo y un ambiente libre de patógenos, haciendolos disponibles para 

su uso futuro (Wilkins y Dodds, 1980; Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Brian, 1990). 
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El culllvo de tejidos vegetales tiene su base en el potencial para regenerar una 

planta completa a partir de una célula (concepta de lallpotencialidad de Haberlandt 

en 1902), pero no fue sino hasta las años cincuenta que una planta fue regenerada de 

cultivos de células aisladas. A partir de esta fecha el campa del cultiva de tejidas, 

células y órganos ha tenida· un gran desarrolla (Wilkins.y Dadds, 1983). 

La conservación de material vegetal in vi/ro es aconsejable cuonda el 

almacenamiento convencional de semillas no es posible y cuando la conservación in 

sí/u es insegura. Esta técnica es particularmente valiosa para las especies de 

propagación vegetativo; especies con semillas recalcitrantes; y material modificado 

por las técnicas en biología molecular. En general las técnicas de culllvo de tejidos 

pueden ser agrupadas en: 

1) cultivo de órganos (meristemos, ápices, embriones, ovarios. ele.); 

2) cultivo de callo: 

3) cultivas en suspensión; 

4) cultivo de células individuales y protoplastos; 

5) cullivos de anteras y polen. 

Se conoce que ta estabilidad genética se mantendrá con el incrementa de la 

organización del cultiva, por lo tanto las plántulas regeneradas son el material más 

estable de todos (Wilkins y Dadds, 1983; Brion, 1990). 

Métodos de conservación in vi/ro 

Al .. hablar. de c~llivo de tejidos vegetales, se piensa en un. sistema de olla 

multlplÍcóciÓñ . ''ele '.los,· especies cultivadas. que pueden . ser mantenidas baja 

candlcion;,s d~ ·crecimiento de manera . virtualmente Indefinido; su~inist~ándale las 

nutrientes necesarias, lo. que par si mismo es ~na rbrnia de 6onservación de 

germaplasma {Tawill y Roas, 1989). A un nivel elemE!riiaL 1;: ~~ns~riación in vítro se 

logra mediante subcultivas periódicos, manteniendo el. su~inistro de riulrfentes y 
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proporcionando una protección continua contra los ambientes desfavorables y 

patógenos (Brion, 1990). 

Los cultivos in vi/ro can una alta toso de multiplicación celular como en el caso 

del eolio. no son útiles poro lo conservación de germopiosmo, pues requieren de 

mantenimiento frecuente, además de que se puede presentar el fenómeno de 

inestabilidad genético y con ello se ha observado que el potencial morfogenético 

puede declinar. debido principalmente a to alteración de los niveles de ploidia. Por lo 

que se prefieren estructuras que ejercen un estricto control en ta multiplicación de su 

DNA, como ocurre en meristemos y yemas cultivadas en condiciones que permitan un 

crecimiento mínimo o tosas muy lentos. Así, ésta técnica de almacenamiento tiene 

ventajas considerables, como que el material almacenado está listo poro ser utilizado 

de inmediato y puede detectarse fácilmente si continuo vivo, Los métodos para 

inducir crecimiento mínimo pueden requerir: 

a) alteraciones de los condiciones físicos del cultivo, muy frecuente es lo reducción de 

Ja temperatura en Jo que presentan un crecimiento y desarrollo normal con el fin de 

bajar el metabolismo y desarrollo, con lo que lo seguridad de los cultivos se 

incremento como uno simple consecuencia de Jo reducción de los intervenciones 

para realizar los subcullivos; también se emplea· lo .modificación en et ambiente 

gaseoso para retardar et crecimiento de los cultivos, se ha empleado principalmente 

el dióxido de carbono y el etileno; 

b) alteración del medio básico •. medÍoiite)ó ;omisión o r~duc~ión de algún fa~tor 

esencial paro el crecimiento normal d~I ~~~ltt~:,': '.!:; ; , . .. . , , / · 

e) uso de retardadores del creclmi~rito,corno'~1 ácldÓ'c:iisclslcb/~~~J~;;orient~~ con 

efecto osmótico como el sorbit~I. ~~ni't~J ~~~~~ro;~ ~~~ d~~hldroian' parciaÍme~t~ a 
.·. :: .. ':'.•'' ,· '··, '· -.. ·.. . ., . 

las células prolongando así los periodos entre slibcuUllÍos; .. . ., '._ . -, \. ~ '' ': .. 

d) Mediante lo inducción y manipulación. de embri~génesis somática se puede 

contribuir paro lo conservación in vi/ro. Los metOdologías para deseéor los embriones 
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somáticos se han desarrollado en una forma que asemejen o reflejen la fisiología de 

una semilla normal, usando pretratamlenlos con compuestos como el ácido abscísico 

(ABA), ácido indolbulírico (AIBJ y sacarosa, han sido aplicados con éxito en especies 

como uva, trigo y soya (Wilkins y Dodds, 1983: Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Towill y Roas, 

1989: Bñan, 1990). 

Estos métodos pueden ser utilizados solos o en combinación, y son aplicables a 

corlo o mediano plazo. De e~ta manera. el almacenamiento permite que pasen 

semanas, meses y en algunos casos años antes de que el subcultivo sea necesario. 

Esto acercaría a un almacenamiento a largo plazo con la eliminación de subcultivos 

rutinarios (Wilklns y Dodds, 1983: Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Towill y Roes. 1989). 

Para el almacenamiento de germoplasma in vi/ro el cultivo es iniciado a partir 

de meristemos, brotes o ápices de tollo y subcultivadas para su propagación a través 

de divisiones; con lo que las lineas son mantenidas como clones {Towill y Roes, 1989). Si 

se toma en cuenta que el objetivo final de la conservación del material genético 

mediante el cultivo de tejidos es la conservación de genotipos a plazo largo, los 

sistemas que son propensos a cambios genéticos son por lo tanto, menos deseables. 

Se recomienda que la multiplicación in vi/ro debe ocurrir mediante la proliferación de 

yemas laterales para evitar selección de variantes somaclonales que puedan 

originarse de brotes adventicios producidos dentro de la masa de teFdo. Los cultivos 

de callo son propensos a lo inestabilidad genética debido o su diferenciación 

relativamente desorganizada. La estabilidad genética puede ser mantenida más 

fácilmente cuando se continua un creclmlenlo organizado de los meristemos en 

cultivos, es decir, la manutención de una línea germinal consistente a través de varias 

generaciones requiere un proceso ordenado de replicación de cromosomas en las 

células del ápice y otras regiones merislemálicas (Ford·Lloyd y Jackson, 1986; Towill y 

Roes, 1989). 

Virtualmente cualquier especie puede ser mantenida in vi/ro, sin embargo para 

la conservación del germoplasma se debe cuidar 16. estricta fidelidad del genotipo, 

por lo que se debe asegurar que las metodologías ~ e~¡:>lea,"~~rmitan alcanzar este 

fin y no utilizarlas de manera Indiscriminada (TawiU y Roas: t9a9¡; 
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Bancos de germoplasma in vi/ro. 

Dentro de las técnicas de cultivo in vi/ro, la IBPGR ( 1986) distingue dos tipos de 

conservación: banco de germoplasma activo in vi/ro (conservación a corto-mediano 

plazo); y banco de germoplasma base in vi/ro (crioconserv.aclón; conservación a largo 

plazo). 

Las ventajas dentro de la preservación de colecciones activas in vi/ro para un 

amplio rango de especies incluyen la manutención en un estado libre de 

enfermedades, tasas de multlplicaclón relativamente más rápidas, facilidad de 

enraizamiento (especialmente en material leñoso), pocos insumos y reducidos labores, 

fácil intercambio de gemnoplasma inlernamenle y entre paises (Towill y Roas, 1989). 

Algunos aspectos negativos de esta técnica de conservación 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 la seguridad in vi/ro, por 

ejemplo, la Invasión de patógenos en el momento del subcultivo. El riesgo de cambio 

genético durante el almacenamiento (variación somaclonal) se reduce, pero 

depende del nivel de organización de los cultivos. esla organización se incrementa 

desde el callo a las plántulas. el riesgo de cambios realmente se presenta cuando una 

fase de crecimiento indiferenciado (callo; células en suspensión) persiste de manera 

prologada antes de la regeneración (Brian, 1990). 

Los requisitos para mantener una colección base de semillas ortodoxas están 

bien establecidos, ya que la diversidad de especies puede ser conservada a través 

del almacenamiento de poblaciones de semillas de los cultivos. Para el caso de 

germoplasma clona!. la preservación a plazo largo de los clones puede realizarse 

criogénicamente con meristemos y/o yemas laterales. La preservación del polen 

puede suplementar el almacenamiento de semillas o de la preservación clonal (Towill 

y Roas. 1989). 
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Crioconservoción 

Lo crioconservoción se puede definir como lo conservación en estado 

congelado de material biológico mediante lo reducción y subsecuente suspensión de 

su actividad metabólico, al ser expuesto a lo bojo temperatura de ebullición del 

nitrógeno líquido (NL) (-196ºC) (Kartho, 1987). Lo conservación congeloda de células 

animales, espermatozoides, ovarios y tejidos embriogénicos, así como embriones 

completos de animales ha tenido uno historio de varios décadas comparadas con las 

recientes investigaciones con tepdo vegetal. El potencial poro el almacenamiento de 

germoplosmo vegetal usando la congelación es inmenso, la aplicación de técnicos 

de crioconservoción está todavía en sus primeros intentos, los procedimientos fiables y 

de uso rutinario paro tejidos vegetativos organizados aún no están disponibles poro lo 

mayoría de los especies (Ford-Lloyd y Jackson, 1986). 

Durante fa preservación congelada en NL (-196°C) de tejidos vegetales ceso lo 

división celular y disminuye considerablemente el metabolismo, por lo que el material 

biológico puede ser preservado por periodos extensos de tiempo; es importante que el 

daño por la formación de cristales de hielo dentro de fas céhitos se evite o al menos 

sea minimizado (Ford-Lloyd y Jockson, 1986). 

Los procesos de congelación involucran dos diferentes fenómenos, formación 

de nucleadores de hielo y crecimiento de los cristoies. La formación de hielo es un 

proceso en donde las moléculos del agua pasan de un arreglo azaroso en estado 

liquido o uno ordenado. Muchos líquidos, incluyendo el aguo, no se congelan 

invariablemente en el punto de congelación de la fase líquido. Toles líquidos pueden 

ser enfriados o varios grados por debajo de su punto de congelación de la fose sólido 

y congelarse por efecto de lo adición de uno substancia que aclua como catalizador 

para la transición de la fase liquido-sólido (nucleación heterogéneo), o éstos se fes 

conoce como nucfeadores del hielo. Existe otro tipo de nucieocióh, lo homogéneo en 

la que los núcleos se forman espontáneamente en el líquido sin lo intervención de 
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cuerpos extraños (cotolizodores), a una bojo temperatura próxima a -40ºC (Sokai, 

1993). 

Los daños Intracelulares se puede causar de dos formas: la primera es por el 

daño mecánico o físico, el cual se produce .por la formación de cristales 

Intracelulares cuando el enfriamiento es rápido: el segundo es por los daños 

flsícoquímlcos o de concentración que son producidos por lo deshidratación 

generada durante el enfriamiento lento. Esta deshidratación causa reducción del 

volumen celular. aumento intracelular de lo concentración de solutos que pueden 

llegar o ser tóxicos y pérdida del aguo que rodeo o los componentes celulares, es 

decir agua estructural (Merymon y Willioms. 1985: Ford-Lloyd y Jockson, 1986; Korlho, 

1987). 

Existen solamente unos cuentas especies como árboles de madera dura de 

zonas frías y bulbos vegetativos de varios árboles frutales. que en estado natural 

pueden ser congeladas o temperaturas muy bajas, sin afectar su viabilidad celular 

(Chen y Karlha, 1987). Las especies que no están aclimatadas a las bojas temperaturas 

requieren la aplicación de crioprolectores como el dimelilsulfóxldo (DMSO), glicerol a 

una combinación de éstos con sacarosa, glucosa. poiielilen-glicol o pralina entre otros 

(T¿wlll y Reos, 1989). Los crioproteclores son solulos que tienen la función de bajar el 

punto:de congelación de uno solución. deben llegar rápidamente al inferior celular 

para evitar la deshidratación osmótico, no deben ser tóxicos aún en concentraciones 

ollas y.deben evitar los daños celulares tanto fislcoquímlcos como mecánicos en los 

procesos de congelación y descongelación. Los crioproteclores tienen la habilidad 

para reducirel tamaño y el crecimiento de los cristales de hielo, bajan el punto de 

congetabfón d~ los,c6ntenldos intracelulares y posibiÚl~n que 'ras células puedan ser 
- '. ··:;_:·· .· .. ·. ' ' ' . . .·· ".·-·-· ... ' 

somelidCs á 'tempéráturas muy bajas sin lo ruptura' de la membrana 

cont~nidas (M~ryman y Wiillanis; 1985:Ford:Uoyd y J~~kson.· .l 9S6J'. 

o de sus 

L~ .establlld~d genética d~ ápÍ~~~; ~;rÍsÍ~~bs 0y broles .laterales puede ser 

mantenida median!~ el almac~namlent6 e~ NL; El dis~fi¡;' de u~ exÍtoso protocolo de 

cñoconservación poro cultivos d~ c~i~ias 61~ji~os ~s t~d¿vía tin ·proceso emplñco, 

quizá hay algunas aplicaciones y p;c)~~~lrni~~la~ ~iJ~ %~Eic~n más fáciles de ser 
---!.-. 
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utilizadas que otras. Los factores que más comúnmente han sido lomados en cuenta 

son (Brian, 1990): 

1) el estado de desarrollo y actividad celular del material. 

2) los pretratamienlos para inducir cualquier resistencia inherente a la baja 

temperatura o desecación, 

3) la Incubación en una apropiada mezcla de crioproteclores, 

4) la determinación de una conveniente lasa de enfriamiento lenta, 

5) la selección de una temperatura apropiada (-20. -30, -40 ºC) previa a la 

Introducción de la muestra directamente dentro del NL, 

6) la adopción de una tasa apropiada de descongelamlento, 

7) el diseño de las condiciones ambientales y los medios poro ayudar a la 

recuperación (reactivación del metabolismo y desarrollo). 

Hay varios métodos para la conservación a largo plazo utilizando la 

congelación. La mayoría de los protocolos exitosos para la crioconservación de 

células y órganos vegetales in vifro se han basado en el uso de lasas de enfriamiento 

lentas. con algunos éxitos atribuidos a lasas rápidas de enfriamiento. Algunas de las 

especies que han sido criaconservadas con éxito son: lo manzana (Mafus domestica), 

clavel (Dianfhus caryophyl/us), casava (Monihof esculenfa), garbanzo (Cicer 

ariefinum), chícharo (Pisum sativum), cacahuate (Arachis hypagaea). papa (Solanum 

luberosum y s. goniocarlyx). fresa (Fragaria ananassa). jitomate (lycopersicon 

escu/enlum) entre otras (Kartha, 1985). 

De manera general la criocanservación, a lasas lentas. utiliza explanles (zonas 

meristemátlcas) que pueden provenir de i:>icintas ~nel campo, invernaderos, cámaras 

de crecimiento ó plántulas in vitro. En 'atgL_~o~ :casos ~¡ prelralamlento al frío de las 

plantas es benéfico. Despuér ié la dise¿¿fón.· la 'secUencia de pasos Involucra el 

precultlvo (de unas cuantas horas ci,2 ~íasi::~,~,mediosde crecimiento adicionado 

con niveles variables de crioprotectores,: lasasé:onlro!Ódas de enfriamiento (alrededor 

de -0.1 o -2.0ºC·mln-1) hasta llegara c35 o ~4o~c seguido de la transferencia directa en 

NL: rápido descongelamiento: y subculti~o pcira determinar su viabilidad o alguna otra 
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prueba cuantitativo. Las variantes en el protocolo básico son muy numerosas (Kortho, 

1985; Kortha, 1987; Towill y Roas, 1989). El método lento de congelación depende para 

su éxito de la congelación extracelular, ya que permite lntracelularmente concentrar 

una fracción de la solución sin cristalizarse en el momento que se introduce lo muestro 

dentro del NL. Este método es el que en forma más amplio y con mayor éxito se ha 

aplicado (Ford-Lloyd y Jackson, 1986; Sokoi, 1993). 

Lo congelación ultra rápido se refiere o la formación de cristales de hielo dentro 

de las células, que son muy pequeños y por lo tenlo no causan rompimiento. Este 

proceso se logro cuando los explontes son precultivodos con algún crioprotector por 

tiempos variables y se introducen directamente al NL. Las células deben 

descongelarse de manera rápido poro prevenir la recristalización. Este método ha sido 

aplicado exitosamente o meristemos de popo, clavel y freso (Kartha, 1897; Ford-Lloyd 

y Jackson, 1986). 

Vitrificación 

Lo vitrificación se refiere a los procesos físicos mediante el cual una solución 

altamente concentrada es superenfriado a muy bajo temperatura y finalmente se 

solidifica sin cristalizarse (Sakoi, 1993). Recientemente' se está tratando de aprovechar 

este proceso en lo crioconservación de germoplasma vegetal. 

Paro lograr realmente la vitrificación del aguo pura en cualquier volumen 

significativo, se requiere de tasas de enfriamiento ultra rápidos. En el coso de ,las 

soluciones que se encuentran dentro y alrededor de las células vitrificarán con mayor 

facilidad en el momento de su crioconservación, cuando se incrementen sus 

concentraciones y los tasas de enfriamiento sean ultra rápidos . (Brian, 19,9.0; Sakai, 

1993). 
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La vitrificación se ha enfocado a eliminar el control de las tasas de enfriamiento 

y por lo tanto la necesidad de congeladores controlados, facilitando la 

crioconservación de células y meristemos mediante la inmersión directa en NL. 

Este método se ha venido aplicando con mayor frecuencia a principios de los 

noventas y requiere para una crloconservación exitosa, evitar el congelamiento 

intracelular letal, el cual ocurre durante el enfriamiento rápido en NL, por lo que los 

meristemos y células tienen que ser suficientemente deshidratados, es decir, sus 

líquidos intracelulares deben ser concentrados antes de ser sumergidos denfro del NL 

(Sakai, 1993). 

Método de vitrificación 

Para este método se pueden emplear cultivos de células y meristemos, a los 

cuales se les adicionan soluciones crioprotectoras altamente concentradas antes de 

que sean enfriadas de manera rápida dentro del NL .. es decir, las células o meristemos 

deben ser suficientemente deshidratadas con una solución vitrificadora alrededor de 

20°C o OºC (eliminando así la necesidad de deshidratación celular durante la 

congelación lenta) para evitar daños antes de la inmersión en NL. Se ha utilizado una 

solución a base de mezcla de etilen glicol, DMSQ y glicerol llamado PVS2 por Sakai 

(1993). Para una exitosa crioconservación mediante la vitrificación es necesario un 

cuidadoso control de los procedimientos de deshidratación y permeación del 

crioprotector, así como prevenir el daño por toxicidad química o excesivo estrés 

osmótico durante la deshidratación (Sakal, 1993). 

El método de vitrificación no ha resultado en altos niveles de sobrevlvencla en 

la mayoría de los cultivos de células vegetales excepto para un llmitado n~mero de 

especies o cultivares, ún.lcamente se ha aplicado con éxitos a culUvos:celulares de 

naranja, arroz. tabaco, zanahoria, espórragos y meristemoides de trébo.1 bl?nco (SakaÍ, 

1993). 
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Método de deshidratación par aire. 

Otra método que se utiliza es la deshidratación con la ayuda de una corriente 

de aire, por este método se han logrado crioconservor células en cultivo, brotes 

laterales, embriones somáticos y meristemos apicot~s de plántulas provenientes de 

cultivos in vilro. Aunque la inducción o modificación de la tolerancta o ta sequía 

puede ser et principal factor paro que esta técnico de crioconservación seo exitosa. 

Este método se ha complementado con la técnico de encapsulaclón-deshidratación 

de embriones somáticos para la formación de semillas artificiales, ya que es senclfla 

de manejar y reduce el proceso de deshidratación. En este método, ta resistencia o la 

deshidratación y o la congelación fue inducida mediante el precultivo de meristemos 

en un medio enriquecido con sacarosa antes de la deshidratación. En ta 

encapsulación-deshidrataclón. la molarldad de la sacarosa se incrementa 

marcadamente durante el proceso de secado y alcanzo o excede et punto de 

saturación de la solución de sacarosa resultante en la transición a cristal durante el 

enfriamiento. Este método parece ser práctico para la criaconservación de 

meristemos y embriones (Sakol, 1993). · 
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JUSTIFICACION 

El presente trabajo forma parle de la idea de que el germoplasmci constiluye 

un palrimonio común de la humanidad y toda variedad debe ser protégida sin 

importar su estatus ecológico o la forma en que dichas variedades se han Obtenido. Al 

existir especies amenazadas o en peligro de extinción, como es ei .caso de muchas 

especies de· la familia caiaceae, su conservación se hace priorilaria, al igual que las 

especies que se reproducen vegelalivamente o que poseen semillas recalcitrantes. La 

conservación a largo plazo, medianle el empleo de la criobiología, es una de las 

mejores opciones por el momento para estas especies. Opunlia robusta var. larreyi se 

utilizó como un modelo de estudio para las especies de la familia Caclaceae, así 

como aquellas especies que se reproducen de manera vegelativa y que son de 

importancia económica ya sea alimenticia, médica industrial o ecológica, motivo por 

el cual se le prestó mayor importancia en el presente estudio. Asimismo para evaluar 

el funcionamiento del sistema sencillo de congelación que se empleó se utilizaron tres 

especies: Fragaria spp. (fresa), Pisum salivum (chícharo) y cuatro variedades Solanum 

luberosum (papa), que en trabajos previos han moslrado grandes lasas de 

sobrevivencia después de ser sometidas a la congelación mediante la técnica de 

lasas lentas de enfriamiento controladas con equipos sofisticados para Inducir bajas 

temperaturas. 
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OBJETIVO GENERAL 

- Analizar el efecto de la criacons~rva~ión'd~ g~rm'oplb;ma ·cj~ espe~ies v~get~les 
de importancia económica, prov~~le~Íes d~, iu1ti~¿5 1ri•vitro: utilizcincio, ~n sistema 

sencillo de enfriamiento. ·<:' ·': ·:. ·, :: •' 
: ·.; ; . .._:·~ ¡:,. <; 

1) Establecer el cultivo 1ii vil;oy la micropropcigacióii de Opunliarobusta ver • 
. . ' ,. ~ ' . " '~:.\: :,:·- ';'- ' ·-. 

larreyl. :'..:;\: :. · :·· ., 

~:~==~~,::.:~'~:~!;d\~;!,~~~~~~~~4~~~!;; •··· 
3) Realizar la cangelació~ de brotes de· Op~nti~;o:;CsÍ~v~r1J~e~;; a'. t~sci~ de 

enfriamiento lentas y el anóli~is .et~ ~~·.~~;!;~1~'.;;ei~p~;~~I~~ y;é~'3~~~~1Ío,; b;¡; .·. 

condiciones in vi/ro. :.',:.:.· ..•.•• ·.. , :,. :. ;\' : '..' ,'•. );: ' 
- . ~.!';Y'-_, .. - "-._:~>--::~'!: .... . .. , ·.: 

4) Analizar en brotes de Ó. )()bi}J;d·~··~;~~to'.'·~·~, l~'c~~~~!á~1f~ fü~ciici~te 
observaciones de la ultraeslructura .celular y la cua~tÍficacl~r¡ de. p~ot~fna.s totales/ 

''-... - :.· .. -.-.;::·, 

5) Crioconservor meristemos da' 'Frog;ria' sprt Pkum sf,,ti~uln y Solanum . ··,,- ... , ,-· . ,. --·.. . 
luberosum. mediante la técnico de. enfÍlamiehÍo lerlto y e~ a'sta · Óitima. especie 

también ensayar el enfriamlenlo ultra rápido. 
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11.· MATERIALES Y METODOS 

Micropropagación de Opuntia robus/avar. larreyi. 

Se trabojó con Opunlio robusta vor. larreyi. Los ejemplares se colectaron en la 

reserva ecológica del pedregal de San Angel de Ciudad Universitaria, D.F., se 

seleccionaron plantos donadoras jóvenes. sanos, turgentes y con buen desarrollo. a 

partir de ellas se obtuvieron cladodios jóvenes de 5 cm de largo por 3 cm de ancho 

aproximadamente, éstos se lavaron con agua corriente haslo eliminar todo partícula 

extraña. y posteriormente fueron desinfectados con alcohol etílico al 70% por un 

minuto, en seguido se sumergieron en una solución al 30 3 (v/v) de hlpocloñto de 

sodio comercial (clorólex) por 10 minutos. finolmente bojo condiciones asépticos se 

enjuagaron lres veces en agua destilada y esterilizada. 

Los cladodlos desinfectados se cortaron tanto lronsversol como 

longitudinalmente en seis segmentos de 1.5 cm de ancho por 1 cm de alto 

aproximadamente, conteniendo un número variable de areolas y se sembraron en los 

diferentes medios de cultivo empleados (diagrama 1 ). 

Inducción de brotes en los medios de cultivo. 

Se estudió el efecto de la bencil aminopurlno (BAP) y la sacarosa. en. la 

inducción de brotes. Para todos los experimentos se empleó el medio basal de 

Muroshige y Skoog (MS) (1962), suplementado con !lamina 0.4 mg·i·l yogar o.63. Se 

utilizaron diferentes concentrociónes de sacarosa y de BAP (CuadroJ l: En' todos los 

casos el pH de los medios se ajustó o 5.6 con HCI o NaOH 0.1 N. El m~dibse.distribu~6 · 

en frascos de 120 mi de capacidad, se agregó 20 mi o cado uno, se esi~rlli~arcme.n 
una autoclove o 20 lb·pulg2 de presión y 126ºC durante 15 min. 

23 



Los inóculos (cortes de clododios) se sembraron en medios de . cultivo· que 

contenían concentraciones variables de BAP: O.O M, O.Sxto·S M. l.OxJO·S M/2.0x1Ó·S M, 

2.sx10-S M y S.OxJO·S M, así como concentraciones de sacarosa de l. 2, 3, 4, S y 73 

{cuadro l ). Cada experimento se repitió diez veces con 4 inóculos en cc:ida frasco, 

poro obtener un total de 40 inóculos por tralomlento. los frascos se colocaron en una 

~ómora de cultivo a 26 ± 2"C con 1200 lux de intensidad luminoso y un fotoperiodo de 

16 hrs luz. Los resultados se cuantificaron con base en el porcentaje de brotes por 

lnóculo y la altura promedio que alcanzaron. 

Cuadro 1.- Combinación de bencil aminopurina (BAP) y sacarosa en los medios. de. 
cuftlvo empleados. · · 

s 
A 
c 
A 
R 
o 
s 
A 

(%) 

l 

.s 
7 

·.· eÁi>1ío-sMJ. 

'""' ··.'.; .. ~-' :>(.·)/: :~:'..::·.: ~:;.: ... ~, '.1> ·:(< ·. 

los primeros brotes indlJcicibs;'s;~\ i~dividu6í;idro~ y < se . seccionaron 

longitudinalmente paro obtener dÓs pcirt,~s i~u~i~s'~ s~ subcl.Jltivarorí en· los medios 

arriba mencionados poro inducir nUei~dmeiiii~ 1~'brbto~iÓ~. f.b~d cie:1e;iTI1ñbr el medlb 

que induce una mayor y mejor ¡,,:otaClórí se cúantmé:6 nu~vamenfe é1 po~centaie de 

brotes por inóculo y lci altura pro~edi6 dé'1bs brbtes (dla~;ar:,¿, ií'. ·. . . 
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Cilotoxicldad de los crioprotectores. 

Para poder determinar el posible efecto citotóxico de los crioprolectores en Jos 

brotes de O. robusta. se aplicaron distintas soluciones crioprotectoras (DMSO, sacarosa 

así como la mezcla de DMSO, sacarosa y glicerol) a los brotes (5 mm de altura) 

obtenidos cultivos in vi/ro. La exposición de los brotes a las diferentes soluciones se 

realizó introduciendo 20 explantes en 50 mi de la solüclón crioprolectora. En lodos los 

casos el tiempo de exposición fue de 60 min. Al término de ésle los explontes se 

lavaron en SO mi de medio de cultivo de Murashlge y Skoog líquido (MSL) basal sin 

hormonas durante 30 min, para finalmente sembrarlos en el medio de cultivo que 

previamente se había determinado como el mejor para lo regeneración de brotes 

(diagramo 2). Los resultados fueron evaluados o los 45 días de subcultlvo, se 

consideraron !res parámetros: 

l) explonles.con desarrollo norm.ol. es decir, aquellos brotes que continuaron su 

desarrollo normal sin ninguna alteración aparente: 

2) explanles con creclmie~l~ a~or~al, ~orno hlp~rhidr;taclón y· 1a formación 

de callo, y 

3) muerte de los explantes. 
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Cuadro 2.-Soluciones crioprotectoras empleadas para .evaluar el efecto cltotóxlco en· 
brotes de O. robusta. -

Crioprofeclar 

DMSO 5% 
DMSO 10% 
DMSO 15% 

SACAROSA 10% 
SACAROSA 15% 
SACAROSA 20% 

MEZCLAS% 
(DMSO-Sccarosc-Gllcerol) 

1 l 5-3-10) 
2 (10·3· JSJ 
3 (15-3-20) 
4 ( 5-5-10) 
5 (JOCSc IS) 
6 (15. 5, 20) .. 
7 ( S.:10-10) . 
8 (10-10-15)- ·. 
9 (IS.:10.:20)' 
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Descripción del sistema sencillo de enfriamiento para inlenlar la crioconservación 
de germoplasma en este estudio. 

El sistema de enfriamiento que se utilizó fue el empleado por Mala (1992), el 

cual consiste de un termo (Dewar) con capacidad de 35 Kg de capacidad; un 

soporte mecánico de acero inoxidable que se sujeta a manera de un cinturón del 

ancho del termo y mantiene fijo mediante tres tornillos, de él salen tres varillas que se 

unen por encima de la boca del termo en un anillo, de este último sale un riel que 

posee una escala en milímetros, paralelamente a ésta se encuentra una varilla 

cilíndrica de aluminio, ambas eslón unidos entre si por un soporte que posee un tornillo 

que, permite a la varilla ser desplazado o lo largo de riel de manera descendente y 

ascendente en el interior del termo. La varilla de aluminio posee al final una canastillo 

de aluminio can capacidad poro contener seis viales criogénicos. 

Con un termómetro formado por un regislrador digital y un termopar de cobre· 

constontan, unido a lo largo de la varilla de aluminio hasla el interior de la canastilla, 

se registraron las diferentes temperaturas que genera el NL en el inferior del termo. 

Como el NL contenido dentro del termo genero un gradiente de temperolura 

desde su superficie hasta la boca del termo (lomado como referencia (O cm)) se 

registraron las temperaturas cada minulo hasla que la temperatura se mantuvo 

constante, posteriormente se bajó la varilla un centímetro mós para lomar sus 

temperaturas respectivas y así sucesivamente hasta acercarse o la superficie del NL. A 

las diferentes temperaturas registradas se les denominó temperatura externa (T.exl.). 

Con las diferentes T.ext., se estableció el perfil de temperatura en el Interior del 

termo con una cantidad conocida de NL, que sirvió para determinar la altura a la cual 

se colocaron los viales con las soluciones y los explanles. para obtener lasos de 

enfriamiento lentas (-0.2 a -2.0ºC·min·1 J • 
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Curvas de enfriamiento 

Para conocer el comportamiento que· presentaron las soluciones 

crioprotectores (cuadro 2) al enfriarse, se registraron las temperaturas de las nueve 

mezclas de crioprotectores (DMSO-Sacorosa-Glicerol), así como del DMSO y Ja 

sacarosa, poro lo cual se colocó un vial criogénico de polipropileno CORNJNG (10 x 

430 mm con tapa de rosca) con 1.5 mi de uno solución crioprotectora y se expuso al 

gradiente de temperatura generada desde Ja superficie del nitrógeno líquido y Ja 

temperatura almosférica de la boca del termo, a una T.ext. predeterminada (-25 ± 

2°C), Ja cual fue detectada en el interior del termo a 5 cm de la boca del mismo, Jos 

registros se realizaron cada minuto con Ja ayuda del termómetro digital, con Jo que se 

construyeran las gráficas de tiempo conlra temperatura de cada solución 

crioproteclora para poder determinar los puntos de congelación y las lasos de 

enfriamiento de cada una de ellas. 

Crioconservaclón de explantes de o." robusta 

De Jos cullivos in vi/ro de O. robusto se extrajeron brotes de 5 mm de largo y se 

sometieron a un prelratamlento en las solucionescriciprC>teclóras por un lapso de 30 

min; a continuación Jos brotes se Introdujeron déniÍo · de ,viales criogénicos con 

,capacidad de 2 mi, se colocaron 15 explantes por vial y un, milllitro de Ja solución 

crioproteclora, estos se Introdujeron en la caríostllla del sistema, de enfriamiento junto 

con un vial que contenía Ja misma solución crioprotectora a Ja cual se Je introdujo el 

termopar de cobre-consientan conectado al termómetro digital y se colocaron a una 

T.ext. predeterminada que proporcionara tasas de enfriamiento lentas, y así poder 

determinar el descenso de la temperatura. 

Dicho descenso de registró cada minuto para . poder construir su gráfica 

correspondiente y determinar la lasa de enfriamiento· dé la solución con explantes. Al 

llegar alrededor de -40°C (temperatura a la cual. t.oda el agua se. encuentra 
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congelada) los viales se sumergieron directamente en el NL para almacenarlos de 30 

a 60 min (diagrama 3J. 

Al pasar el tiempo de almacenamiento. los viales se extrajeron del termo y se 

descongelaron rápidamente en un baño de agua caliente a SOºC. Realizado lo 

anterior a los explantes se les eliminó la solución crioprotectora mediante un lavado en 

50 mi de medio de cultivo MS basal liquido y en agitación constante. Posteriormente 

fueron resembrados en el medio de cultivo elegido para la recuperación de los 

explantes y/o mediante la técnica del cloruro de 2. 3. 5. tñfenil terazolio (CTTJ se 

determinó la actividad metabólica que presentaron los explantes después de haber 

sido congelados y poder estimar qué explantes poseían la mayor posibilidad de 

reasumir su crecimiento. 

Inducción de estrés osmótico 

Con el fin de eliminar cierta cantidad de agua de los cultivos in vitro de O. 

robusfo. se ufilÍzcSun cge~te que produce estrés osmótico, el manito!. Este se incorporó 

en "una concentración de 5% al medio de cultivo para su micrapropagoción. Se 

introdujeron s""a 7 e~plontes d~ 5 a 7 mm de altura por !rasco y fueron culfivodos por 

uri Ícipso de 30 dios. Después se procedió con lo metodología de crioconservación o 

tosas lentas de enfriamiento onles señalado. 
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Prueba de viabilidad 

Se determinó el porcenloje de la actividad melabóli~a- da· Jos exp!~nles 
crioconservados de O. robusta mediante la técnico del :c10.ruio' de 2, 3. 5 tritenil 

lelrazolio (CTT). 

La prueba se realizó con una solución al 0:6% (p/J¡:i:J~ CTT'di;uE11té:i"en una 

solución amortiguadora de fosfatos 0.05 M pH 7.4 V:0.053 (~/v) de Tw~en 80 como 

agente humeclanle. 

En un vaso de precipitados se colocaron 3 mi. de la solución CTT-fosfatos y del 

Tween 80 (V IV) en proporción l: l, ésle último actúa como un agente que permite que 

el CTT penetre uniformemente a las células de Jos explantes, para favorecer esla 

acción se aplicó vacío durante 30 mln, posleriormente, Jos explantes junio con la 

solución se Incubaron por 15 hrs en oscuridad a 26 ± 2ºC, con el fin de que se llevaran 

a cabo las reacciones que permitieron conocer la actividad respiratoria de las células. 

Después de la incubación se eliminó la mezcla de CTT y Tween 80 . y los 

explanles se lavaron con agua destilada; se les colocó en baño de agua caliente a 

60ºC para extraerles el rojo de formazán (producto terminal de Ja reacción de 

oxidación de CTT), con alcohol etílico al 953 durante'15 mln. la solución final se filtró y 

se aforó a 10 mi, se tomó su lectura en el espectrofotómetro en un rango de 400 a 600 

nm para construir una curva palrón con Ja que se determinó la longitud de onda que 

presentó la máxima absorbancia del grupo control, a dicha longiJud se tomó Ja 

leclura del material congelado y se determinó la lasa .de respiración mediante Ja 

fórmula (Steponkus. 1971): 

Absorbencia del explante problema 
Tasa de respiración = x 1 00 

Absorbanda del explanle control 

- ' ·--:·_ .·~-- ~: ... ~.::·. ::·>·, .. '-. ~ 
Los explanles que prese11J~ron mayo~ porse~t~je dé respiración indicarían que 

el tratamiento aplicÓdÓ fÚe el ~ás adec~addy ~e e'sper(]riéi u~ci mayor poslbilldad de . - . _-_, - '. -· -:, .,_..... _,... ·, - ' ,, .. 
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recuperación y reanudación del crecimiento y desarrollo de los explontes (diagramo 

4). 
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Análisis de la ultraestructura de células de O. robusta mediante el empleo de 
Microscopia Electrónica de Transmisión 

Paro conocer los posibles daños ullroestruclurales causados a los explantes de 

O. robusta por lo metodología de crloconservación se utilizó lo microscopia 

electrónica de transmisión, la metodología empleada fue la siguiente: 

Se disecaron, con la ayudo de navajos para rasurar, los zonas meristemáticos 

(areolas) de brotes de O. robusta ver. larreyl de los cultivos in vi/ro y de los brotes que 

fueron congelados. en fragmentos muy pequeños (2-3 mm3), se colocaron en una 

solución fijadora de glutaraldehido al 2.53 disuelfa en un amortiguador de fosfatos 

O. 16 M, pH 7.2 y se dejaron dentro de viales durante 16 hrs: posteriormente se realizaron 

tres cambios de 10 min cada uno con la misma solu¡:ión amortiguadora; realizado lo 

anterior se transfirieron a uno mezcla de partes iguales de la solución amortiguadora y 

tetroóxldo de osmio al 2%. en este paso las muestras lomaron un color negro: después 

se lavó la muestra con abundante solución amortiguador para conflnuar con lo 

deshidratación con alcoholes graduales 30, 50. 70, 80 y 963, 10 minen cada uno, se 

realizaron tres cambios más en alcohol absoluto por tres min coda uno. Después tas 

muestras se colocaron en óxido de propileno durante 10 min por 3 veces. 

Posteriormente se colocaron en una mezcla de resino y óxido de proplleno.1:1. Este 

paso es la preinclusión; finalmente se incluyeron en Epón y se colocaron en una estufa 

a 60ºC por 24 hrs, hasta que la resina polimerizó por completo. 

De esta manera las muestras quedaron listas para realizar· los cortes en el 

ultramicrofomo. Los cuales se colocaron en rejillas de cobre.· Para confrasfar las 

muestras. éstas se depositaron dentro de una cámara h'úmeda (caja de Pefri con un 

algodón húmedo) y con la muestra hacia abajo en gotás de acefafo de uranilo al 33 

por 15 min, posteriormente se lavaron con agua bideslllada en abundancia y se 

secaron con papel filfro. En una segunda cámara húm~da, ,con lentejas de hidróxido 

de sodio (debido a que el plomo precipita en presencia de dióxido de é:arborio), las 

muestras se colocaron en golas de clfrato de ploni~ ·al 0.33 por 5 min. Lu,eg2' d~I 
enjuaga las muestras se pueden observar al microscopio ete;ctrónlco. 
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Determinación del peso molecular de proteínas de O. robvsta mediante 
electroforésis 

Se utilizaron brotes de O. robvsla en tres condiciones: 1) brotes de 5 cm 

provenientes de plantas donadoras del pedregal de San Angel las cuales fueron el 

control; 2) brotes de los cultivos in vitro y 3) brot~s a los cuales se le aplicó la 

metodología de crioconservación. Se les determinó el peso molecular de sus proteínas 

por electroforésis en microgeles de SDS-poliacrilomida (0.45X43XSO mm) con gradiente 

de 10-153 a 270 V, 10 mA y 15ºC. Se utilizaron patrones de peso molecular conocidos 

desde 14.400 hasta 94,000 daltones (Phormacia electrophoresis calibrollon kit). El 

procedimiento empleado paro fijar. teñir y desteñir es el descrito por Neuhoff, et al. 

( 1985). La absorción y posición de las bandas se cuantificaron en un densitómetro laser 

LKB 2202 Ultra Sean, con el fin de lograr una apreciación más exacta de los resultados. 

Con los datos de los patrones (proteínas de peso molecular conocido) 

formados por los siguientes: 

Proteína Dallones 

Fosfonlaso b 94,000 

Albúmina de bovino 61.000: 

Ovoalbúmlno >43,000 

Anhidrasa carbónica 30,000 

lnhlbidor lripslna de 
Fnjol de soya 20.100 

alfa-Lactoalbúmina 14.400 
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Se pudo construir una curva de calibración, poro lo cual se trazó el logaritmo de 

peso molecular contra el logaritmo de la movilidad relativa de los patrones y se 

obtuvo la ecuación de la recta con la cual se interpoló el logaritmo de la distancia 

recorrida por las diferentes proteínas de las muestras problema y de esta manera se 

estimó el peso molecular de cada una de ellas. 
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Cuantificación especlrofotomélrica. de proteínas 

• • - -·:) :: ~' '. ,- 1 -

Se utilizó el éÍcldo bldcoiiínico (BCA) Prciteln Assay Reagenl de acuerdo al 

método de Smllh et al. ( 19á5), el cüciJ se describe a continuación. 

Este reactivo es muy senslbÍ~ 
0

pa;o la cuantificación espectrofotOmélrica de 
' . . ., . . . . . 

proteínas en solución acuosa •. El método combina la reacción de Biurel (la proteína 

reacciona can cu2+ en un medio alcalino para produci~ Cu 1 +¡, Con las 

caraderísficas del BCA el color púrpura del produclo de la reacción es formado por 

Ja interacción de dos molécuias de BCA con una del ion cuproso·cu 1+, é.ste es soluble 

en agua y presento uno fuerte absorción a 562 nm. La melcidología es:·.· 

1) Se preparó una solución de una proteína conocido (albÓmina cÍ~ ~6~i~()¡, la cual se 

utilizo como estóndor. con una concentración co~oclda'y m~c:iicihi~'ra'ci11J~16ri d~ la . . . ; . ··-. . . . ·. . - --· - -. '" ;:~·, -.. ; ;,' ... ,., " . - . 
solución estándar se preparó las diluclónes par~canacér Id ~~ríiidé:íd de proteína iasí . ' 

;~ª~ª~iii~l~~~jt~~~~~í~~ 
3) Se añadió 2 mi de I~ S()l~~~·~n ~~}~¿,~,cj~~'.lff~.r.jf',~€~fl~ir :~1.@,::· .. •··'' 
4) se Incubaron. todo~ l?s t.~~º.~.~~,.~~ •• ~~ñ? ~'.'"?.~~~;?C\~CS~~r.~~ gi!~;;'{ < • , ..• •.•.·· 
5) Después de la Incubación; se enfriaron losJübos a temperatura ambiente. 

6) Se midió lo 'abSorb~rléiC' f?56fi}a'n:i';parct cCd~-:-t'~b'b _c·onf;~:'f~Lrerere~61a;.~de ·:ágUO 
desfilada. . .•.••.. ' //¿,, \, .. ::/· :¡;,,•~·'.'{•••\'.'.~,'> ''•· 
7) Se restó lo ~bsorbcincio. de( blanco: a j~ id~ '1~~;;¡]l~r~f~~cbht~éi86s poro lás 

muestras (estánda~YclésconoC:ié!asJ.? '' · ·.) <''. .... ·:,' (•' ·.•· . , .·. . 
8) Median!~ Jll~'cun:a, e;~rici~~.de ccfibraclÓn d~' a~sorban~la (] 562 n;;, coniio 

• . .. ,· • ·' •. , .<-,-. --·-. • - -·, ,. - ' _., • • :. . - . •···•• ':. • 

concentración de proleinas conocicjas' se '.determinó lo ~o~c~riÍraci6~ d;,, . codo 

muestra·: 



Fragan'a sp: 

Se utilizaron estolones de plantas silvestres colectados en Ciudad Universitaria, 

UNAM, D.F. de aproximadamente 5 cm de longitud. A éstos se les eliminaron las hojas 

más grandes con lo que se obtuvieron ápices vegetativos de 2 a 3 cm de longitud. 

Estos fueron lavados con jabón y agua corriente por 20 min, se desinfectaron 

superficialmente con alcohol etílico al 703 (v/v) por dos minutos y blanqueador 

doméstico (63 de cloro activo) al 303 (v/v) por 20 min, bojo condiciones de asepsia se 

enjuagaron tres veces c.on agua destilada y esterilizada. Posteriormente se disecaron 

tos ápices de 0.5 a 1 mm aproximadamente con la ayuda de un microscopio 

estereoscópico y fueron sembrados en medio MS ba~al adicionado con 0.4 mg·t-1 de 

tiamlna. 1 mg·l-1 de ácido indol acético (AIA). 1 mg·t-1 de clnetina (k), 8 g·t-1 de agar 

y se ajustó a un pH de 5.7. También se empleó el medio utilizado por Kartha (1985) que 

consiste en medio MS suplementado con 1 µM de 8AP y de ácido Indo! butírico (IBA) y 

0.1 µM de ácido giberélico (GA3), 7 g de agor y ajustado a pH de 5.7. Ambos medios 

se utilizaron paro establecer los cultivos control y para la recuperación de los ápices 

después de los ensayos de crioconservoción (dio.grama S). 

Pisum salivum: · 

Se utilizaron semÍll(,s q'ue Íú~~on. est~rlli~C,das superliclalmente con alcohol al 

703 (v/v) duránte i mi~;6i~nqJehd6r'cid~é~tic6 (63 de cloro activo) al 303 (v/v) por 

~~tt2~~~Jti~3~:.~~i[ ~=~~·:==~ 
Después. de)· ci 4 días i::uando •las piántuÍcis • ha_bki11' germinado, se disecaron bajo 

condiciones ~sépticas. los ápices meristemátlco¿ de'á1rededor' de 0.5 mm: éstos se 

sembrarbn en medio B5 (Gamborg ~I áX 196a¡ sup;emeritado con 0.5 µM de BAP. agar 

0.73 y pH de 5.6 (diagrama 6). 
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Solanum luberosum 

Se utilizaron cuatro variedades de papa (lollocan. atzimba, rT1exlquensei y 

alpho). Los cultivos in vi/ro fueron donados por . el programa de pa~a··. de la 
-. ;, ,.·< -· . .·. . .. 

Coordinación de Agricultura del Estado de México (CODAGEM)/ Los cuUivos_tueron 

establecidos a partir de merislemos dlsectodos de._· plantas 'de\ lnv~rnadera" y 

~embrados en medio MS adicionado con 2.5 mg·l-1 de GA3; 0;6% ~e·ci'ga~-Y pH de 5.7. 

El medio de cultivo empleado poro mantene~ lo~ ~ü1ii~h; l\J~' 'Ms : bás.lcci · 
• . . '. . .. ·¡ ;. ' ... '.:. . :· J ' •• " - ... ·: '. ~ • • 

Muroshlge y Skoog (1962), 0.73de agory pH de 5.7.. "· :· ·'"··_;)-·' ... ·.,., · 

. Para inducir lo brotaclón múltiple a partir de nudos d~·~,~~¡C-:f6~iuvClda~'h ~ilro, 
se empleó medio MS odicionado con GA3 0.4 mg·1- l;. BAP ·o.5 ~9.¡; 1 j~,Ó-cidci ri6'11a/é~ .. 
acético (ANA) 0.01 mg·1-l, ácido pantolénlco de calcio 0:2 i;,~'.'¡'1!i~6br~s~~2:0%. 
ogor 0.63 y pH de 5.6 y se colocaron en los mismos ~ondici~~~;,d~ gultivo ~~ • 
mencionados (PRECODEPA, 1988) <·.- ·' ' -;.'¡> 

Se empleó otro medio de cultivo para lo recuperación d.;, lo;'ni~~~i~m6s' de • . 
" ' , .. • ,, __ -·--:"·<···;:e··.- ... 

popo después de someterlos o los ensayos de criocoriservaclón(y,a· fÚero6 ~tosas.de· 
enfriamiento lentos o ultra rápidos), ~I cual consistió del médio M~,:iirq~l~o'~ s'611cio). 

adicionado con 0.5 mg·1- l de zeolino (Z), 0.2 mg·/-t d7 GA~ y 0;5 l'T1~:1:_1 ~~Ál~':y U~ 
pH de 5.7. En el caso del medio sólido se le agregó 0.73 de ogor (diogr_an:ia 7):' ,.· 

Crioconservoción de ápices de fallo 

.Para las tre_s ~speciesensoyadasse'di~edaron en'c~ndicionesdeasepsla·y con 

=º~~~~:n:: ::~~:~:&i~J;;.~u3::i~~=j :J~~~~: f:~:~::.j-~°,·:::1·.~~- de·l~ngltud. 
a).Fragariasp. ·•·-•·· ·.-,:·: ____ ·:·_·_.;·_·,;,, ._ •• _, -·~ .• ',',:;•\ ... -.,, 

L~s ápices d~ fresa .se :pr~frai~~~ cia~· una .m~~i:1ci' _:~e 3 '~~luclon_es 
crioprotectoras (DMSO 103. Sacarosa ':33'y Giicerol 15%) ci. Únlccímellt~' con DMSO al 
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53. por espacio de 30 min, y se colocaron 6 ápices por viol con 1 mi de lo solución 

crioprotectora, se realizaron 5 repeticiones. Posteriormente se colocaron en el sistema 

de congelación a una lemperalura externo ~eterminada para obtener una tasa de 

enfriamienlo lenta, al llegar a los -40ºC se sumergieron en el NL y se almacenaron por 

30 min. Posleriormente los explantes fueron exlraídas, se descongelaron en un baño de 

agua o 60ºC y se lavaron con medio de cullivo líquido. 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 53 por una 

hora y se enfriaron a una tasa lenta y se siguió el mismo procedimiento arriba 

mencionado (diagrama 5). 

b) Pisum salivum 

En el caso del chícharo se utilizaron ápices de. tallo. El procedimiento para su 

crioconservación se basó en el empleado por Kartha (1985), el cual consiste en 

precultivar a los meristemos provenientes de semillas germinadas asépticamente en · 

medio 85 suplementado con DMSO al 53 por espacio de 2 días, posterior a es!~. los 

explantes se colocaron. en viales y se les adicionó 1 mi de medio líquido 85, poco a 

poco se les agregó otra mi de medio líquido 85 conteniendo DMSO al 103. con el fin 

de alcanzar una concentración final de DMSO al 53.'Los pasos siguientes son similares 

a los empleadps para los ensayos con fragariasp. 

Con el fin de observar si los dícis. de precullivo influyen en la respuesta de 
. '•,. .· .... ' .. . . .,. :. . 

sobrevivencia de los merislemos, se realizaron· otros cüalro ensayos con ápices de 

chícharo, bajo las mismas condi~itin~i ~~tcid;lógicás erlÍpleadas para e~ta espe~ie, 
únicamente variando el tiemp~ ,de pr.;cultiv¡:,, En un ens~yo los meristemos se 

precultivaron por á 5 ?9 df~s.' ~n otro fueron de 2. 4 y 7 días y los dos restantes 

solamente con 1 · C:JÍ(] c:Í~'pr~éi~1Í;~,;'·¡diag;ama 6). 
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c) Sofanum tuberosum 

Poro Intentar lo crioconservoción de cuotro voriedodes de popo, los explontes 

utilizados fueron ápices tomados de yernos axilares de plonlos cullivodos in vifro, 

lnmedlolomente fueron subcullivodos en medio de cullivo líquido y en puentes de 

papel filtro. poro este poso se emplearon dos diferentes metodologías (Towill, 1983: 

Benson, 1989). En lo primero se empleó el medio líquido de recuperación poro 

subcultlvor los merlstemos por dos días con el fin de promover lo recuperación de los 

explontes de lo disección. Después de este tiempo, los explontes se colocaron en 

viales criogénlcos y se les ogregó medio fresco odicionodo con 10% de DMSO. se 

Incubaron por 1 h o SºC. después se aplicó lo metodología de enfriamiento lento (-0.2 

o -2.0ºC·min· 1 ¡ hasto llegor a -30°C. Los posos siguientes fueron similores o los 

empleados poro el nopal y lo freso. Después de 30 o 60 min de almacenamiento los 

violes que contenían los explontes fueron descongelados en un baño de agua o 37ºC 

por 90 seg. se lavaron con 15 mi de medio líquido de recuperación y fueron 

subcultivodos en medio sólido o líquido de recuperación. Este experimento se reolizó 

en cuatro diferentes ocasiones con cinco violes en codo uno haciendo un total de SO 

explontes por ensayo y SO explontes en toldl de codo variedad. 

En lo segundo metodología se intentó la crioconservación de los explontes 

mediante los técnicos de enfriamiento lento y rápido. En la primera se empleó lo 

mismo metodología poro popo orriba mencionado, con lo único diferencio que los 

explontes fueron subcultivodos o medio MS bosol líquido por dos días ontes del ensayo 

de crioconservoción. Poro lo técnico de enfriamiento rápido, los meristemos se 

subcullivoron o medio MS bosal en puentes de papel filtro por dos díos, posteriormente 

los explontes se expusieron en medio MS bosal líquido adicionado con DMSO al 103 

de 1 a 2 horas, los explantes se colocaron uno por uno en lo punto de uno aguja 

hipodérmica y se sumergieron inmediolamente en el 
0

NL. se· dejaron almacenados por 

30 min. se exlrojeron la agujas y los meñstemos ·se . descongelaron rápidamente en 

medio líquido. de. recuperación o· temperoturo ámblente y se colocaron en puentes 

de papel que ~c:intenian el mi~mo medio y se cultlv~ron o 26 ± 2ºC, 1200 lux de 

lntensld~dju~ino~~ y J~ fot~periodo d~ 16 ·hrs'I~~ (di~gramo 7). 
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111.- RESULTADOS Y DISCUSION 

Micropropagaclón de Opunlíarobus/avar. larreyi 

Se logró inducir la morfogénesis a partir de areolas de los explantes de O. 

robusto var. larreyi, utilizando la ciloclnina BAP para dar origen a nuevos brotes, los 

cuales se definieron como aquellas estructuras que se desarrollaron de cada areola, 

de aspecto similar al explante original, es decir, eslructuras largas de color verde y 

conteniendo areolas (Lámina A). 

La tabla 1 a muestra el promedio de broles oblenidos por explanle, así como la 

altura promedio alcanzada por los mismos en cada uno de los tratamientos a los 45 

días de cultivo (tabla 1 b). 

Con estos dalos se realizó mediante·' la ·ayuda del. paquele estadístico 

Statgraphics ver. 3.1. un análisis de variar1za'~or/J~'n1~~Í de confianza del 953. para 

delerminar cuál de las lreinla y seis c6~bina';j~~~~.:horllléina.les' utilizadas proporcionó 

un mayor número de brotes así c61l1~'í~·"in8~o~'~it'ur~·~1~~niada por éstos, se partió 

del supuesto que si la probc:;bi1Ícl~d'l~=ci:o~¡ ei;~'.~~or .alr~suÍtado obtenido del 

programa estadístico no se est~bÍeceríd. dife;r~n~í6 sighificaflva .. · 

se obtuvo una ¡:Í;, o.os > 0.0004 ¡:ióiC1 ía ióimáC:16n de brotes y p ;= o.os > 0.0026 

~::e:: :1:u\:r:iz7;f~lfü~¡zC1~tª:ªft:~a16:1~d~fü~ff¿1fu~~d~::b:~e::~:·l~~:nt. 
dlferenc16 slg~lfic~Ú~a: ~~sÍrCJndo qJ¡ ~i la ~clnc~ntra'ciÓn de saca;osa ; BAP yarían, 

' ' '~' ·.' - . ·, ,. - ·;. . . . ' .. ,_ . ·. ,. - -, 

la respuesta de 1.os explantes cambia. 
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Tabla 1 .- Valores promedio del número de brotes formados por explantes de O. 
robusta y altura alcanzada por éstos a los 45 días en los diferentes medios de cultivo 
empleados. 

a) Promedio de brotes por e:~planfe. 

s 
A 
e 
A 
R 
o 
s 
A 
(3) 

•.:'.: 

2 

3 

4 

BAP no-5M) 

.0.5. . 1.0 2.0 2.5 5.0 

5.67 5.30 . 5.87. . . 2.36 : Ú2 

:;/50 }~:o~': :·:~.~7 1:~1 
~:; { {<~·<- i,\: .;·.: ; __ ·, 1 ~: .. ~>,:= :V; ·;~·" 

<:4:oo; :4:59" ' 4:33 <o'.92 .. ·.· -:; ;; .. ,, ·-: .. -,: -·,. ~t¡·:': ~.' 

ó.oo· i:,f /1;. .~i.~éf i(~:~· ;;12:25 , 
o:4o > 1 ;56 '; > o.5o \ ó::só 

·~/.-Y·-~· . ··': .. ·: >;¡ 

0.00 ,,.'¿;55 ; :.¡ :;44· .·2:;3 ¡ ~·ff.~¿·¡ 
,. ~,· .. :, ,:,'.:::~::.-:.: : ·}.~~.;::r ';·:·~:-' .. - .·.,~' .. ":<, 

~8:1 o :. 9.33 , ~.:oo '2.aí' 9.73. 

·o·:oo }~:í1: nr0t '~ .. ~~\ ~fk~·;r 
·;:,·.(::·',:' ·,_: ·,;,:_::._,\ • ... ',·'· -~,·--

.. o.oo :a:4a <5.35 :4.84\ 2:56 
5 .• :o.fu :3:~~. ·~6.1{ .. ofo' \::~· 

·>i~'.;\ .. ",<- . ' - . " 

7 . 0.00 ··•0:66 ':5;40 ·'o.~· •.···0:06' o.tXi 



Tabla 2 .- Análisis de rango múltiple (Tukey) para determinar las diferencias entre el 
promedio del número de brotes por explante así como la altura promedio olcanzada 
por los broles de O. robusta. 

Trol. No.de 
Sac/BAP brotes 

1/0.0 0.00 a 
3/0.0 0.00 a 
4/0.0 0.00 a 
5/0.0 0.00 a 
7/0.0 0.00 a 
7/0.5 0.00 a 
7/2.0 0.00 a 
7/2.5 0.00 a 
7/5.0 0.00 a 
5/0.5 0.40 a 
3/5.0 0.48 a 
5/2.0 0.50 a 
5/2.5 0.50 a 
5/5.0 0.75 a 
3/2.5 O. 92 cf 
1/5.0 1.12.a 
7/1.0 1.25 a 
4/5.0 1.36. ª· 
2/2.5 'L47..a 
5/1.0 · 1.50 a··· 
4/2.5. 2.25 '.ci b 
2/5.0 .2.25 .. a b.· 
1/2.5 2.36 a b, · 
3/0.5 4.00 . b c 

j~g:g .~:gg/~¿ ' 
·· > 3/1.0· .4:59> be 

2/2.0 A;67 •·.be 
2/0.0 4.73 · .• · b e 

•211.0 5.02 be 
1/1.0 · 5.30 be 
4/1.0 5.35 be 
110:5 · 5.67 b e 
1/2.0 5.87 be d 
4/2.0 6.00 b c d 
2/0.5 7.50 de 

Trol. altura 
Sac/BAP (mm) 

1/0.0 0.00 a 
3/0.0 0.00 a 
4/0.0 0.00 a 
5/0.0 0.00 a 
7/0.0 0.00 a 
7/0.5 0.00 a 
5/2.0 0.00 a 
7/2.0 0.00 a 
7 /2.5 • 0.00 a 
7/5.0 0.00 a 
1/5.0 0.58 a 
5/2.5 1.50 a b 
1 /2.5 1.56 a b 
3/5.0 1.88 a b 
1 /2.0 2.23 a b 
4/2.5 2.56 a b 

.. 2/5.0 .. 2.7 4. a b 
2/2.0' 2.81 a b 
4/5.0 3.27, a b · :. · ... 
3/2.0 3.35 ci b. , .. 

.. 5/5.0' 3,50''0 b •... 
'' 5/0.5 3.55 ci b• 

l /1.0 4.44"a b ' 
• 4/2.0 4.84 a b' 
· · 4/1.0 5.35 be 

7/LO 5:40. b c 
311.0 5.84 be: 
3/2.5 5.91 .. b c 
5/1.0. 6.10 b c 
1/0.5 · 6.55 ·be .. · 
2/1.0 8.00 ·C: d · 
2/0.0 8.10 .e d 
410.5 8.48 : . e d .. 
2/0.5 9.33 de 
3/0.5 9.47 de 
2/2.5 ~.73 d ei 

Sac = sacarosa BAP = Bencil aminopurina 10·5. M 
Las le!ras diferen!es indican diferencias significa!ivas 
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Con base en estos resultados, se aplicó un análisis de rango múltiple (prueba de 

Tukey) para poder dilucidar. qué combinación de sacarosa y BAP, proporcionó la 

mejor opción para la micropropogación de O. robusta ver. lorreyi. En lo tabla 2, se 

puede observar que en el caso del número de brotes generados, la combinación de 

23 de sacarosa y O.SxlQ"S M de BAP fue la que promovió el mayor porcentaje de 

brotes (7.SO brotes por explante), y de acuerdo a lo prueba de Tukey es diferente al 

resto de los tratamientos. 

Para el caso de lo altura alcanzado por los brotes, la prueba de Tukey no pudo 

establecer diferencias entre tres tratamientos (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 respectivamente (tabla 2). 

A pesar de que lo altura alcanzado por los brotes de la primera combinación es 

menor, se consideró que es la que ofrece la mejor opción de cultivo para la 

micropropagación de O. robusta, debido a que si se complementa con los resultados 

de los brotes promedio generados por explante, se puede determinar que sobrepaso 

considerablemente a los demás medios de cultivo empleados con una altura 

promedio que es muy cercana a la más alta. 

Otro punto a considerar fue lo canti~ad .d;;,; c?tlo que se formó. En .la 

combinación que se propone como el mejor medio de cultivo no ocurrió la formación 

de callo, a diferencia de los otros tratbmientbs ~n íb~' ~Ü~ ;~ 6~se~6 qÚe canform;;, se .-.- ,-·. ,--··;- ...... ·· 

Incrementó la concentración de sa.carosa·y BÁP/ lo pres'encia de callo fue mayor, 

además hubo hlperhidratación (d. esa~ .. 'ello d~sril~cii~~ d~blcl6 a ICJ gran cantidad de 
' • > ~ • < • • • •• • ·' - :., •• 

agua Intracelular) en las concéntrCICioñes altas 'Cié sacarosa (3 y 43j. fenómeno 

contrario al que se espeiaba,:ye:,-~~~s~\;.i·~~~~rii:i~~:(Escobar el al. 1986) que al Ir 

Incrementando la conc~ntra6Íónd~ s~~aró'~i ~ry' 16s ~edlos de c~ltivo para Opunlia, 

los brotes presentan un lncr;;,ii'l~rií6é~';;,1\ip~~~~;;,~();~Sciecir. los brotes poseen menor 

cantidad de agua celular.·:: 't. :o '· .:;::. · .; \/ •_·.:·.: '•: -; 

Por lo tanto al ~o~j~nta/é1 •riúm~rb~~ br~\i.'s; ;;~ ~xplante y la altura alcanzado 

por.los mismos el tra.ta,Íiil~nto.co'n,;cii::~rosa2~yi_~~~O:Sx10·5 M se tomó como el 

medio óptimo para la_ micropropogación d_e _O. robilsla •. lo: anterior indica que los 
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tejidos del nopal sólo necesitoron bojas concentraciones de cltocinlna exógena en el 

medio de cultivo, para que las eslructuras merislemáticos mostraron su potencial 

regenerotlvo bajo las condiciones de cultivo empleadas. 

En estudios con O. amyc/aea se encontró que la micropropogación se obtuvo 

con lo misma combinación de reguladores de creclmlanto pero en diferentes 

concentraciones (Escobar et al.. 1987). En uno revisión hecha por Hubstenberger et al. 

(1992) sobre lo micropropogaclón de cactáceas, se reporta que los especies O. bas17is 

y O. polyacanlha fueron exilosomente mlcropropogodas, también indican que O. 

arenarfay O. bas17an'sse micropropogoron con AIA 2mg·J·1 y K 4mg·J· l, O. erfnacease 

micropropogá con 5 mg·J-1 ·de N-6 dlmetil alil ominopurino (2-iP) y sin ouxino. Se ha 

encontrado que poro la proliferación de brotes oxilores de uno gran cantidad de 

cactus, se emplean bajos o nulos niveles de ouxinos en combinación con altos niveles 

de citoclninos (Hubstenberger et al., 1992). Mouseth ( i 979) resalta que el aspecto más 

Importante de los medios es la concentración de citacininos. El ha usado 

concentraciones de BAP de O.O. 0.5. 1.0, 5.0. 10.0, SO.O y 100.0 mg·J· I, encontrando que 

los más efeclivos son 1.0 y 10.0 mg·1·l. Rubluo el al. (1993) reportan el empleo de 

medio MS + BAP poro la obtención de brotacián múltiple de Mammillarfa haageana, 

M. huilz17opochtUy M. san-angelensis (1.0, 1.0yO.I mg·l-1 respectivamente). Se ha 

encontrado que 1 O mg·l· 1 de BAP y 53 de socclrosa promueven en O. po/yacanlha un 

gran Incremento en el tamaño de los broles (Mdu.;elh, 197 6). · 
. ·.,.· , 

Lo anterior concuerda con lo obtenldo.'.13n:·o. robusla, lo cuol presento el 

desarrollo esperado, ol combinar el medio. Mi(~~difl6ádo, con lo citoclnlno BAP. Se 

produjó uno respuesta morfogenétlco bueri(J.~ln)~¡,,oclónde callo. Sin embargo, lo 

mejor respuesto se presentó en una concerííiclc;16n. relÓtivamente bojo de sacarosa 

(23), en tonto que lo mayoría de. los trobo)os·'~rl'C:,c,¿¡6céas reportaron porcentajes de 

3 o 53 de sacarosa (Hubslenberger el ~f./1992;/} .• 

En los medios de cullivo eón m~y~i cl~nc~ntración de sacarosa (5 y 73), 

ln~ependientemente de lo coricentr6~1á~ d~ BAP, ~e originó callo, pero en general se 
' <' . . . ~· ..• ' ' ·. ' .. . < • 

formaron pocos brotes, éstos présentaron un támoño menor y cuolitotivomente eran 

más compactos. Este tipo de brot~s.posi61e~~nte serían de utilidad poro los objetivos 
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de un estudio' de crioconservación, ya que se prefieren explanles que no contengan 

mucha agua intracelular, para esperar una recuperación favorable cuando se les 

apliquen los métodos criobiológicos, debido a que el agua formo porte crucial en 

dichos métodos. Escobar et al ( 1986), reportaron que al Incrementar gradualmente Ja 

concentración de sacarosa en Opunfia amyclaea, ésta presentó un Incremento en el 

peso seco de los brotes, es decir, los brotes poseían menor canlidad de egua celular y 

un menor desarrollo. 'A diferencio en O. polyacanfha que con 5% de sacarosa se 

obluvo el mayor desarrollo de los brotes (Mauselh. 1979). 

Por olro lodo, se pudo observar .que en ousenclo de BAP el desarrollo .de brotes 

fue nulo o excepción del lrolomienlo con socaroso al 2%. en donde se formoro·n 4.73 

brotes por explonte con olturo promedio de 8.10 cm. También se enc~nfrÓ-'q~~:o1;. 
Incrementar lo concenlroción de BAP de 2.5 o 5.0xlQ-5 M, el promeci.1~'.cii .. ~rotés . · 

formados por explonte se redujo en general de manera notable. al combinarse es.los . 

concentraciones de BAP con concentraciones olios de socaroso 'i.5 .y\ 7~)./La .. 
reducción en Ja formación de brotes y su olturo olcan~cido' i~'<i~b~6é '· 
conslderoblemente. ·' · · · ........ " 

Un punto Importante de cualquier sislemo de micr~pro~o~~·~·lcSn ' es· 

proporcionar moteriol que fácilmente puedo ser establecido en con.diciones 'd~ ·~~elo. 
En Jo presente investigación, este punto se completó, ya que se lrasplontoron a suelo 

20 brotes de 2 o 3 cm de altura. y a 20 dios del trosplonle lo sobrevivencio fue del 

100%, con lo que se puede decir que el moteriol que fue mlcropropogodo es lo 

suficientemente fuerte y fisiológicamente normal pa~a soportar su cambio directo o 

suelo, es decir, sin que éslos pasaron por medios de cullivo poro su enraizamiento in 

vi/ro Hubstenberger el ol, ( 1992) mencionen que existen especies mlcropropogados in 

vi/ro fácilmente adaptables como las del género Opunlia que toleren uno omplid 

variedad de condiciones para su restablecimiento en el suelo. 

Se ha reportado que frecuentemente se . tienen que utilizar medios con 

concentraciones variables de auxinas qu~ frecuent~mehle oscilan .. enlre 1 a :10 mg:l'.1, 

principalmente de ANA y ácido indol bÜtírico (IBA). sobs o C:ombinadós: para inducir lo 

formación de ralees (Hubstenb~rg;,r el a,i. 1'992¡; En esle ~stüdio ~o se ~~C:~siló el uso 
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de auxlnos, las ralees se desarrollaron de manero esp·ontáneo al envejecer los medios 

de cultivo. casos similares se han presentado en Ferocaclus ac.an/hades (Blackmon, 

1987 citado Hubstenberger efal, 1992) y O. amyc/aea(Escobor e/al. 1986). 

f'~?~~ 

Lámina A.- Brotes de Opun/ia robusta generados in vi/ro por orgonogénesis directo a 

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

adicionado con 23 de sacarosa y 0.5X1 o·5 M de Bencilominopurina. 
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Citotoxicidad de las soluciones crioprotectoras 

En fa tabla 3, se presentan los efectos citotóxicos de los agentes cñoprotectores 

sobre los brotes de O. robusta. Tales efectos pueden abarcar desde modificaciones en 

la respuesta morfogenética de fas células hasta la muerte de los brotes (Finkle. et al, 

1985). 

El efecto del DMSO sobre los brotes fue severo ya que en los tres 

concenfraciones utilizados se presentaron altos porcenfojes de deformaciones o 

muerte de los explontes. llegando inclusive o ser 1003 letal o uno concentración de 

153. Por fo anterior se podría afirmar que el DMSO a fas concentraciones y tiempo 

empleados provoca efectos negativos sobre esfa especie. Finkle et al ( 1985) señalan 

que los meristemos de especies vegetales que son expuestos aún o bojas 

concentraciones de crioprotectores pero por largos periodos pueden mostrar daños 

cito tóxicos. 

Debido o lo anterior, no se puede considerar al DMSO un agente crioprotector 

para esto especies pues si pudiera ejercer un efecto positivo en el momento.de Jo 

congelación y se lograra lo recuperación de los explantes, el material que se 

obtendría posiblemente no olcanzorío un desarrollo normal. 

El DMSO es el agente que más se ha utilizado poro Ja crioconservoción de 

especies vegetales. López (1988) logró Ja crioconservoción de ápices con placa basal 

de Allium sativum (ajo) ulilizando 303 de DMSO sin que éstos moslraran algún efecto 

cllotóxico. Aunque se ha enconlrodo que a concentraciones mayores a 103, el 

mateñol biológico ya sea sin congelar. congelando o después de un período de 

crecimiento en un rnedio co~t.enlendo el agente crioprolector. llega a presentar 

efectos tóxicos (Finkle et al; 19c85). 

Para Ja sacarosa se -~bservó .Íamhién que existió un efecto negativo ell el 

desarrollo de los ex¿lanté~ debici6d ~~¡,; ~rí lodos lo~ casos se presentó un porce~taje 
muy alto ·de • ~alfo~,:;,~c:fori~~: c;<l~t~brio' ci I? ··que se ~speroba; •. debido' .. o que la 

sacarosa al sei un ¿ompÚeito'que la planta uiillza y almacena no se esperarí~ que 
., ". -..> ''. .. ' '>'.·-· ·. "~· . • . . ·, .. .· ·, ·. ,, ; . •. . ... ' . . ' 
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ejerciera tal efecto. Se esperaba que se presentara un fenómeno de estrés osmótico y 

con ello se ocasionaría únicamente un desarrollo más lento de los brotes y un 

Incremento en su peso seco. 

Meryman (1971) afirma que un gradiente excesivamente osmótico produce la 

remoción de agentes introcelulares que puede provocor daños severos para las 

células. El efecto negativo que presentaron el DMSO y la sacarosa se puede deber a 

este gradiente osmótico que provoca efectos irreversibles en lo solubilidad de lipidos 

de la membrana y la desnaturalización de proteínas. 

Los efectos tóxicos de las soluciones tienen que ver directamente con los 

fenómenos osmóticos que causen las soluciones sobre las células, ya que por ejemplo 

si se coloca una célula o explante en una solución hipertónico, como es el caso de los 

agentes crioproteclores utilizados en este esludio, las células sufren deshidratación o 

plasmólisis (separación de la membrana plasmática de la pared celular) y el 

protoplasto de cada célula se relrae alrededor de sus vacuolas, eslo ocasiona la 

salida repentina de agua hacia el exterior de la célula y la entrada de solulos. La 

deshidratación es un proceso complejo para la célula viva, debido a que el agua no 

es únicamente un solvente para sustancias químicas sino que actúa como espaciador 

que ayuda a mantener los fluidos complejos en uno configuración estable. Cuando 

son eliminados. los partículas o las superficies con carga se aproximan entre sí y no sólo 

se concentran las soluciones, sino que los superficies coloidales respectivos se 

aproximan unas o otras hasta que se unen y se desnaturalizan (Bidwell, 1979). Aunque 

la deshidratación o plasmólisis no siempre causa efectos negativos permanentes; si .. la 

c"élula . se coloca en una solución isotónica o hipotónica el agua perdida':· se: .. 

recuperará rá~ldomente volviendo o l_o turgencia no:rnal. Este fenómeno se esperair6 · .. 

encontrar Ein lasº concentraciones bajas de DMSO y sacqrosa. pero el .tÍemp6:cie 
'< ,, '. ·.,.,, . .-· ...... • .. '· - •. • ' '·"' -.•. ··' • 

exposlclóii"'e'sün'facto'r. Importante para el desarrollo normal dei IÓs células. Eri estos 

casos eri ·P~rt'ibuJOí:.~ se:.:t~n'drian' qu~. ~-~nej~·r .. ti~mpos. de. exp~Si~iÓ:n_:-~¿;·~·:::··6oriOs, 
aunqu~ esto ~l~nifique: menor protección lntracel_ulor dur6nt.e los 13~s~y()s de 

é:riobtmservocÍÓn. 
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Existen reportes que sugieren que el empleo de un solo crioprotector puede ser 

más léxico que en mezclas. Kartha ( 1985) presenta un listado de efectos léxicos de un 

solo crioprotector sobre diferentes especies, por ejemplo, la casava muestra 'efectos 

té><icos con 73 de DMSO o con glicerol mayor al 153, 1003 de toxicidad con elilen 

gllcol a concentraciones superiores al 153; el garbanzo presenta severos daños con 

53 de DMSO o glicerol al 103, DMSO t03 resultó tóxico al chícharo y al camote; en 

tanto que el jitomate muestra toxicidad con DMSO y etilen glicol al 53. 

A pesar de que el DMSO y la sacarosa generaron efectos citotóxicos en lc;>s 

explantes de O. robusta; cuando fueron mezclados junto con el glicerol, este efecto 

disminuyó considerablemente en las nueve diferentes combinaciones .de:. los'·t~li)S. 
compuestos (tabla 3). los porcentajes de malformaciones fueron muy bajos.· El' datO 

más alto se presentó en la combinación No. 8 (DMSO-sacarosa-glicerol dé.lÓ-ío~Js~í/ 
con 33.33, que en comparación con las arriba mencionados se podría. écinsiderar · 

bajo. '·''· .-. 
. : " -~- ! . <: . ' " . ', ... ..: ,., . 

En la mezcla 2 no se presentó ningún efecto evidente_ de clto.t6~idd~di :~n 
algunas otras (mezclas 1. 3 y 41 no se presentaron explantes con ma,lforftíacicines; pero . 

si se presentó un porcentaje bajo de muerte de los expla~tes;· pero 1é:i •¡y;¡;.;;i;. de los 

explantes se ha presentado aún en subcultivos rutinarios: por, 10' qué se;!endría que 

tomar con mucho cuidado ya que no podría ser 'U~: ~f~cfo ~il;tÓ~160 d~I 
crioprotector. : ·-<<··)::·:~,,'.,\·:~:~·~~·;:.:;.:::·-_: 

,_,;·. ,.;_,_,.: ~·' 

El efecto tóxico de mezclas de crioprotect()res se ha• vi~Íc)en e'ipecl~s 2oma el 

::E::;;::~;:~5~¡@;t~~i~1~1~i~~~~··• 
mayores (Mata, 1992). · ·>·' ·" l:'' '·· .¡•: · · · 

Finkle y colaboradcir~~. (1:~5;' señal~~ 9ue jos v~~t6J~s :~~· ~~~,rn~zctas 
crioprotectoras san: 
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1) pueden tener mayores efectos en mantener la viabilidad postcangelamiento 

que un sola compuesto (co.mparada C:on bas~ en la molaridad combh1ada iotal 

presente en la solución crioprotectora). · · 

2) la proporción de los c.;~pa~e~tes son lmporkrnt~s para que puedan ser 

mezclados y proporcionar una ade~G~déi crl;;~61écción. 
':_.;<·· .. ·J ·• !· 

3) un aumento de efecto.criopr.;i~ctor·~~·c~p~z deUevarse a cabo mediante 

ta disminución de la conc~ntra~IÓ~ ~#e' i~s ~ompuestos que poseen efectos 

perjudiclales·o tóxicos haCia la célula, Ódemás que el efecto crioprotector de los 

compuestos combinados puede ser oc:Íitlvo. 

Paro el caso particular de las mezclas empleadas (DMSO-sacarosa-giicerol) con 

las que no se generaron efectos tóxicos, esto se debió posiblemente al efecto 

combinado de los tres compuestos. Se cataloga al DMSO como un agente 

crioprotector penetrante, debido a que su molécula pequeño penetro rápidamente a 

la célula y la deshidrato parcialmente; al glicerol se. le cataloga como un 

crioprotector no penetrante por poseer una molécula de mayor tamaño ocasionando' 

un gradiente osmótico negativo para las células con lo que. la deshidroiación es más· 

severa; la sacarosa es un compuesto penetrante ~u~ las c~luras. utilizan· pa'r~ ;egUi~~ · 
,. -· .... · '. ·, •.' - ' . ·., ... , .. -·. 

interiormente los gradlenies osmóticos, además 'evltci I~ plcmnóiisis y taníbi'3n puede . 

ejercer cierta deshidratación celular. El efecto d~ ia.s~IÚC:iÓn' hi~.,;r!Ónícci ~;.~~nas 
severo permitiendo a las células regres~r 6 'su e;tadc{!urge~le norm~I c~Cl~do se· 1es. 

coloca nuevamente en el medio de ~ultiv6. . . , . . . 
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Tabla 3.- Erecto cltotóxlco de los agentes crioprotectores sobre los brotes de 0.5-t.O 
cm de Opunlia robusta · 

Crioprotector 

DMSO 5% 
DMSO 10% 
DMSO t5% 

SACAROSA 03 
SACAROSA 153 
SACAROSA 20% 

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 (15;5-20)'·, 
7 ( 5-10-10)¡ 
8 (10-10-15) •. 
9 (15-10-20) . 

Normal 
% 

25.0 
28.6 
o.o 

33.3 
16.7 
28.6 

Deformes 
% 

.Muertas 
% 

Comportamiento de las soluciones crioprotectoras al enfriarlas 

En las figures l a 10 se puede observar que las soluciones se comportaron como · 

lo curva típica de enfriamiento para soluciones acuosas (Franks, 1985), en donde la 

temperatura de la solución desciende con respecto al tiempo hasta llegar a su puntO 

de congelación, en la cual cambia del eslado líquido al sólido. generando éálor 

(calor latente de fusión). con lo que la temperatura d_e la solución se incrementa unos 

cuantos grados centígrados, para congelarse completamente y . continuar 

sobrefuslonándose. 
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Al analizar las curvas de las diferentes concentraciones de DMSO (figura 1) se 

puede observar que conforme ésta aumenta se abate el punto de congelación, pera 

a la T.ext. a la que se colocó, la tasa de enfriamiento ·para el DMSO al 1 O y 15% entran 

en el rango de tosas de enfriamiento lentas (tabla 4), pero al congelarse tan rápido 

posiblemente no permita que se den los cambios físicos y fislcoquímicos necesarios 

para una exitosa crioconservación de material biológico. 

Las soluciones con sacarosa (figura 2), mostraron un comporlamiento similar al 

DMSO. es decir, las soluciones alcanzaron más rápidamente su punto de congelación 

(tabla 4). las tasas de enfriamiento para las concentraciones de 20 y 30% son 

consideradas lentas. pero el aspecto negativo es el pobre abatimiento del punto de 

congelación que ofrecen, lo que puede provocar complicaciones cuando sean 

utilizadas para congelar material biológico 

Para las mezclas de DMSO·sacarosa-glicerol, (figuras 3 a 10). se put;>do observar 

que a diferencia del DMSO y sacarosa. sus puntos de congelación se abatieron aún 

mós, en tanto que sus tasas de enfriamiento fueron más lentas (tabla 4). El punto de 

congelación se va abatiendo conforme se concentran los crioprotectores (sobretodo 

del DMSO y glicerol) en las soluciÓnes. · Esto se debe a que al incrementar la 

concentración de salutes en la solución no sólo abale su punto de congelación sino 

que reduce la cantidad de agua disponible que es capaz de congelarse (Franks. 

1985). 

Los dos puntos anteriores son benéficas para dar proteccló_n cuando las .células. 

se congelan. Resultados similares se reporloron ·éucindo se utilizo Ía ·mezcla 
' .. :·: "i''. 

crioprotectora deDMSO·glicerol (Mata. 1992) .>'.e'· .Y:>: .... · 

Las Jasas de enfriamiento de. las inezclas:eslán··a~nÍro.'cie:(~(mg~.•que ·se 

consideran lentas (·0.2 a -2.0ºC·min· 1 ). Esto debldÓ.~ ~J~· lbs ;,,iz~l6°s'a.baten el punto 

de congelación muy por abajo de cero grados ceniígia'dos;'en. las mezclcis 8 y 9 ·. ' . , ... ,, , .. 

(tabla 4) donde la concentración de los campónerites·tu'é inu{alta; el punto de 

congelación no se pudo determinar, debido a:que é.ste se::detie.encontrar por abajo 

de los -70 ºC en el caso de la mezcla 8 (figura 10) y la mezclo 9 lo debe abatir aún 

SK 



más (motivo por el cual no se presenta su gráfica), por lo que estas mezclas se podrían 

utilizar con el método de congelamiento rápido o el de vi1rlficaci6n. 

Cabe señalar que las tasas de enfrlarnlento reportadas en este trabajo son el 

resultado del promedio de pequeños cambios de temperaluro generados o lo largo 

del proceso de enfriamiento en el sistema de enfriamiento empleado, ya que en 

ningún momento la temperatura descendió de manera lineal como lo haría en un 

sistema sofisticado que tiene gran capacidad de control y exacti1ud. 

Tablo 4.- Tasas de enfriamiento y puntos de congleaclón alcanzados por los soluciones 
crioprotectoras al exponerlos a uno temperatura externa de -25 ± 2ºC dentro del 
termo. 

Soluciones 
crloprotectoros 

DMSO 5•¡V: 
DMSOH)3.> 

. ' DÚ1SO i 53: 

SACAROSA 103 
.. · SACAROSA 203 .: 
·. SACAROSÁ303: :· 

··. ~;:~f~U~?,:: 
. : ~'6Msb~Sci6~·ó·j¡ :. : .·~· 
..• 1}(5''32¡0¡•::< 

•. 2 .: (10· 3:15¡ :: 

.,r ... ¡;:~r:~ir'. 
6: (1s;.s:2of 

··7(5'10-lOf . 
. s ·po:1(}.1s¡ ·: 

.· 9 (15:1CJ:20) é 

Punto de: 

·" No se pudo determinar su puntó de é:ongelacion por · 
estor por deboJo de ,4o•c. · · · · · · · · · · · 
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Figuro 1 Curvos d~ ~nfriomientO del 
· crioprotector DMSo ... · · 

TEMPERATURA 'C 
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Figuro 2 Curvos de enfriamiento. del 
crioprotector socoroso 
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Figuia··3 ·~.u~~ d~ e~f~_io~ienlo _de l_o 
. . MezCla cnoproleé::torO 1 ': 

(DMSO 5% Socor~so 3%. Glicerol 10%) 
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~gur~, ~·curva .d~. e~fñ~~iento de J~ 
· Mézcla · crioprol~cÍoío 2 ·. 

(DMSO 10% Sacaioiio .3%. Glicerol 15%). 
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FigUra 7 Curva·de en~riomiento· ~e. la 
.... ~eicla c:ñOproleclora 5 :. · ·-. 

(DMSD .· 10% Sac.émi~a 53. Gliéerol. 15%) 

_,,_:» 

...• Figuro. 9. c~í'vo de. enf~i~mie~to .de ·1ó 
, <· ·: :. · .\ .. rTú~zC!~ .~'i¡.~p~ot&c~or0:-7:.~>"<~ .".:~.'L 

· (DM~O . 5?. : Soeoío~ci .;.19~: Glicerol. «1 0%) 

. Figura a· cU.rva de_ enF~iOffiierlto de Jo 
·. . ..... mezclo cñoprotectoro 6. . 
(DMSO 1.5% Saccr?so :57. Glicerol 207.) 

:;. Figuró 10 c'u~vo de enfrioinientii de lo 
··~ .. ·· .. '. · .. · ... ·m~2C~C< "..rioPrc:léctoro s. 

(DMSO · 10% Sac·arOSas·· 10%. Glicerol 153) 
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Crioconservoción de brotes de O. robusta 

Se utilizó el DMSO con un tiempo de exposición de 30 min, con el fin de evitar el 

efecto cllotóxico severo que presentó a 60 min de exposición. Además. como es el 

cñoprotector que más se ha utilizado, se decidió observar su efecto,· también se 

utilizaron las 9 diferenles mezclas de agentes crioprotectores (DMSO~sacarosa-gllcerol) 

(tabla 4), debido a que se ha reportado que can su uso se logra un efecÍo slnergético 

(Finkle et o!.. 1985). 

De enlre las mejores mezclas que se han reportado para .la cñoéonserv6cÍón'ci~ . 

especies vegelales se encuentro la misma que se ulilizó en este._l;a'b'.d¡o'· (°'MSÓ'.·:.' 
sacarosa-glicerol) (Wilhers, 1985; Kartha, 1987). Las · s~luclo11~s ;'~~ ; s~i~rá~a ~ ~o· s~ : 

. .- ·' - . .. ·- . . . :~~:~ ' ..... '· .. ,' " .· ' . 

emplearon debido a que presentaron los porcentajes de:éitotc)xl~idad más/olt6s; 

además abalen el punto de congelación muy poco· (el' ·n;¿;~ ~(;j()~11J~',:d~'·.5:8· ~C¡~ ·'. 
puntos contrarios a los indicados para tener éxito~~ ¡¿;·:~;¡0'~6~~~r'.;;~clÓn ,de . 

.. . ~::·{é~~~,~~: .<:;. ~-./!{;F·~~,--, -.- ·- ., 

germo~~:::s:·s de enfñamiento y los puntos de co,~gel~~l*~)~%~~Wt~~;~1 i~}~~l~'f;. · 

Se puede observar que las mezclas son las que ofreéekpuni!:;~·dé'~orrgel'6ciÓn'iñás :· ·: 
.. _: :,.i . ,,:-->.::~ ', .:::~.; ;.>t~: :- ,;~~;-:_;·_\:~~·ó:, .. ;;,:,;.~-~--~.', ~--~_-::~~··, .-.. /f . :':': : 

bajos. Eslos puntos disminuyen conforme se C:oncentroJototo.ILd.ad·dé..los·solutos.en.el :· 
· --~.-~ >:-{·.-·;:·:,i::t:;.:·::::.~~-:<zr1h».r.i~t~·--,:.:-;:8J~A; ·!,•'\~ ... ::<~5~ t::~.::, .. · ;-:..:_ :- ·: 

solvente. el DMSO también abate el punto de congelación co11forme,sé.,'coricentro.· sin,. 
', - -,'.--·>)'-.>' ,.;:i:~c5',~"'."·'.!:!';.:/.\•/'.-?:::'.c'~:,•Y;-.·,,:;__;.~.:,-,;-••. :~·{(; :; ·;~~··.;;:.<·--::· 

que éste seo muy por debajo de OºC. Las.tosas de enfñan1iento q~e se 9l~a.nzoron, se 

~~~u=~~'.~~c~::~~ 11~s rangos reportad;~·P~~~·.1~/~·~¡~~~~~~r~.¡~~:-~~.':~:jreit~:1~ní~·;:·· 
Los viales que contenía los explah;~; y 1a'~';ó1~d8hÉis;;;;pr°bt~d6~8s' f~~ron' 

colocados o una T.ext. de 25 ± 2ºC y sé piosi~0'iÓ.~b'~ ~Ía .'¡jie;i6d~o~Í6 d~ 
crioconservaclón. Ocho explantes se sembraron .én···e1'.medio'de.é:~ltivo:.óptlmo 

utilizado en la micropropagoclón y se lncubar~n a -26 ~ 2•c: 1200 llÍx d.e l~t~nsidod 
luminoso y un fotopeñodo de 16 hrs luz. 
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Tabla 5 Tasas de enfriamiento y puntos de congelación alcaniados por las soluciones 
crioprotectoras al congelar brotes de O. robusta y al exponerlas a una temperatura 
externa de -25 ± 2"C dentro del termo. · · · · · ' 

Soluciones · · .. 

· criopr~Íector~~ 

DMS0.53' 
DMSO 1,03~:.,, 
DMSO 15% ~:: :· 

SACAROSA 103 : 
SACAROSA203:/ 
SACAROSA 303';,:.''' 

. ': ~; .. ·· 

' DMSO~S~~~GÍÍ 
1. ,•¡,5.;3:io1~; 
2 \ (10-'3-15)'l' 

~.. . ·J1;:,;~foW 
5. · ·:po:'5~1s1 ~: 
6

7

,..; ·· , (15:'. 5~20) ;; 
.'( 5-10:,10)':' 

s .. , .J10:w-i5J' 
9. •·• ns'.:10:201 . 

• ~ No se p~d~ d~t~i:ri1néilsC ~unt~ d~ cÓn~e1di:16r1 p~r 
estar por d~bajo de ·:4o•c ' . ·· · · · · · ·· · 
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Viabilidad de broles de O. robusta 

Los siete explanles resientes de los 15 que fueron congelados se sometieron a 

una solución de CTT y Tween 80 (en proporción 1:1), para comprobar si el proceso de 

cñoconservaclón aplicado permitió recuperar explantes vivos (sobrevivientes), esta 

prueba bioquímica compleló la del cultivo en medio de rnicropropagación de los 

otros 8 explanles de los que se esperaban respueslas rnorfogenéticas. 

La tabla 6 muestra los porcentajes de metabolismo celular (medidos corno 

respiración de los explantes congelados) con respecto a un control, la máxima 

absorbencia se registró a 480 nm de longitud de onda. 

Al analizar la tabla 6 se puede observar que la mezcla 2 (DMSO 103, sacarosa 

33 y glicerol 153) fue la que presentó un mayor porcentaje de respuesta 55.223, 

seguido por las mezclas 3. 4, 6 y 5, que están en un rango de 47 a 423, solamente las 

mezclas 1 y 7 presentaron rangos inferiores. Los mezclas 8 y 9 tuvieron muy bojo 

actividad por lo que no se incluyen en la tabla 7. 

Tabla 6 Porcentaje de respuesto a la degradación del cloruro de 2,3,5 trifenll tetrozolio 
(CTT), por Pc:Jrfe de los explontes congelados de O. robusta. 

Mezclas. Porcentaje 
. (DMSO:Soc-:91Í) ... ·.·. é:I~) 8 

,1 ( 5-3·10Í :'; 
2 (10·3·15) ' 
3 (15-3-20¡:' 
4 (5-5-10)'" 
5 (10~5-15) .,., 
6. (15-5·20) 
7 15-:10-10) .':' 
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''47.07' 

' •:'45;56 ,· 
, \42.11' 

; 43.76 
·: 28.64'; 



Con base al análisis de la degradación del CIT. se esperaba que la mezcla 2 de 

los criaprotectores podña proporcionar una protección favorable a los explantes 

congelados debido a la alta tasa metabólica que presentaron con respecto al 

control. Sin embargo, a los 16 días de su subcultivo, muchos de ellos mostraron un 

aspecto blanco, por lo cual se consideró que estaban muertos. ya que generalmente 

ese mismo aspecto se presentó en los brotes que demostraron una actividad 

metabólica muy baja y en los cultivos que murieron sin aplicarles ningún tratamiento. 

solamente los brotes que se sembraron en las mezclas 2. 3, 4 y 6 presentaron un color 

verde de aspecto húmedo y vítreo. por lo que se consideró que podrían continuar 

vivos. Sólo un explanle que se expuso a la protección de la mezclo de crioprotectores 

del tratamiento 2 (DMSO 10%. Sacarosa 3% y glicerol 15%) formó un nuevo brote con el 

mismo color verde que se presentó en los otros cultivos, por lo que se pensó que se 

recuperaría y formaña un brote similar a los obtenidos en los ensayos de 

mlcropropagoción. Sin embargo el explante se mantuvo en los mismos condiciones 

(turgente y de color verde) por 30 días más, posteriormente comenzó a perder el color 

hasta volverse blanco, tampoco se observó que el explante hubiera Incrementado su 

biomasa en ese lapso. Wilhers y Street (1977) observaron que una porción 

considerable o algunas veces lodos las células recuperadas de la congelación de 

Daucus carota y Acer pseudoplatanus. perdieron la viobllldad durante el estado 

temprano de cultivo. Estos dalos enfatizan que los valores de viabilidad obtenidos por 

pruebas cuantitativas después del descongelamlenlo no necesariamente dan una 

idea real del porcentaje de células que pueden reanudar el crecimiento y la división 

celular después del tratamiento de congelC)ción (Sala et al.. 1979). También se 

establece que la falta de desarrollo· de los: brotes de O. robusta después de su 

congelamiento no se debe en princlpi¡;b qJe ;oda el explanle haya muerto en dicho 

proceso. pues existen poblaciones c~l~l~r~s· c{ú~r~sisfieron la crioconservación pero sin 
'· ,·. " .. 

embargo no sobrevivieron al estar irime~os .~ri un tejido sin vida. 

Existe un fenómeno llamado ''criosfioC:k;, (:¡úe :es ·pródu9jdo por los. ~fectC)s. de. la· · 

congelación que los células tienen ,que' superar 'paro reanudar .su d~sarrofo; éste; 

retraso puede Ir de iras días a más d.; s~is meses (Jis;~éns~~; l9á~j:: E~te' ef,;;cto s~ 
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presentó en un explante después de 7 meses de cultivo, donde un explante regeneró 

un pequeño brote deforme. dicho explante se sometió a crioconservación con la 

mezcla 2. su aspecto blanco turgente y sin cambio en su blomasa 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 callo de color pardo y su crecimiento 

fue muy distinto a los brotes que se generaron en los cultivos in vi/ro. Solamente dos 

explantes de un total de quince (13.3%) lo cual es sumamente pobre y poco 

representativo, además de que no se logró la regeneración de una planta normal. 

Los factores que intervienen para una exitosa crioconservación son muy 

variados. Estos van desde la especie utilizada. el explanle, el eslado fisiológico del 

material vegetal, el mecanismo de acción de los crioprotecfores. la tasa de 

enfriamiento aplicada, la temperaluro previa a la inmersión en NL y las condiciones de 

cultivo poslcongelamiento (Kartha. 1985; Dereuddre el al .. 1988). 

A pesar de que las lasas de enfriamiento que se utilizaron se consideran dentro 

de las reportadas como lenlas (Korfha, 1985), se comprobó que para el caso del 

nopal, esta tiene que ser muy específica, ya. que las únicas respuestos se presentaron 

con una tasa de enfriamle.nto de -1.1 ºC·mln· 1 aunque la respuesta fue pobre puede 

dar una idea de en donde es posible encontrar la tasa óptima para esta especie, 

cabe recOfdar que las.tosas de enfriamiento reportadas no fueron constantes a lo 

largo del enfriamiento sino que fueron el resultado del promedio de ellas ya que éstas 

no se manllenen de manera constanle a lo largo de la curva de enfriamiento, por lo 

que sería inleresante realizar este experimento en un equipo que efectivamente 

pueda controlar tosas constantes de enfriamienlo con lo que posiblemente. la 

sobrevivencla se Incremente. 

Otro punto importante de esle experimento es que los mezclas empleados sólo 

en una se dio lo sobrevivencia de 2 explantes con lo. que se proporciona u.n 

precedente de qué tipo de mezcla de soluciones crioprotectóras. ·y ·•en que 

concentraciones se pueden utilizar para la exitosa criocons~rv~ció~··~~I nopal O. 

robusta y que se podría extrapolar a otras especies de la familia d~·las c,aC:tócéos.· 
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Inducción de estrés osmótico 

Dentro de los daños causados por el congelamiento, el agua introcelular juega 

un papel muy importante, ya que proporciona estructura a los componentes celulares, 

y al ser extraída bruscamente de la célula puede ocasionar su plasmólisls, por otro 

lado, si no es suficiente el agua que se extrae, puede en el momento de congelarse 

formar cristales de hielo y causar daños mecánicos a los organelos de la célula, por lo 

que el control del agua durante los ensayos de crioconservación debe de ser muy 

exacto. Para et caso particular del nopal que posee alrededor de 903 de agua, se 

Intentó extraer cierto porcentaje de esta agua mediante la aplicación de un agente 

que provoca estrés osmótico (manito!) en el medio de cultivo, para así evitar 

principalmente et daño mecánico. Whither y Street emplearon 1.1 y 3.33 p/v de 

manito! durante el cultivo de células de sicomoro y chite con el fin de reducir el 

contenido de aguo e incrementar ta resistencia de las células a la congelación. 

Cultivos en suspensión de sicomoro cultivados con 63 de manito! mostraron que . . . 

una porción de células presentaban encogimiento y alteraciones estructurales, 

Incluyendo un incremento en et número de vacuolas y principalmente un ~ecremenib 
en el volumen celular vacuolar. Esto dio como resultado un 553 d~ s6!:>revlvl:ir1cia· ; . 

' . . - ~. . ... ::., . ·, ·. ':,~- ' ,. 

celular al congelamiento, a diferencia de las _células '.i:ontroi si11: i:;i_a.nllof."•que 

presentaron Una sobrevivencia menor al_ 13 {Fi_~k!e t:?/~!.).985)_:» t<{/~ \.:·; ·> .:.. · ;·~-~- '. 

La crioconservación de brotes de O. robusta inldÓlmentei cuttl~c:Ídcis en' inedicÍ 

~: ::~:0~::: ::nc:;:::z~~º;::ó é:i:f~~fü::~é~tzt~~~r~~:!:;i{t~~f~~~:~·-· ' 
un color totalmente blanco, sin ~biel'var aumento de su bioni'ása' o ex-¿epciÓn de. un 

:~~:s:~t: :m::~:ód::;~~:~:r m~~bl:ff :}J:1n~irt:c;rJ:t~,~,¡~º~~:~0p:~::~:. 
det tratamiento ~on 'ª so1u~ión e:~ddr.;,tect~r6 2 no3 a"~ oi.iso; 33 de' ~c;d~rosa y 1°53. 

- . \:. _, ,.. • :<_':' -·-·.: •. : .. · .... >'.' _:.:_ .·:· 
de glicerol), el brote tampoco se des~frolló eh un brote ncÍrmal." ñi'continÚó i:on sti 

crecimiento. 
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El posible efecto que pudo haber tenido el manito! sobre lo conlidod de aguo 

Intracelular no favoreció lo crioconservcción y recuperación del nopal. Aunque este 

sólo fue un factor que se manejó, hay que tener en mente que los factores que 

Intervienen para lograr una exitosa crioconservaclón son muy variados. entre ellos se 

encuentro principalmente el modo de acción de los crioprolectores que tienen que 

ver en gran medido con lo recuperación de los explcntes (Dereuddre el al, 1988). 

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

hielo Intracelular y no penetrantes como el glicerol que únicomenle protege o lo 

membrana de manera extracelulcr , aunado o la sacarosa que tiene un papel en 

evllar lo plcsmólisis celular por deshidratación (í'inkle el al 1985). podrían proporcionar 

una adecuada protección, y éstos al no ser tóxicos sobre el nopal, parecerían ser 

adecuados pare su crioconservcción. Partiendo de estos puntos se abre uno 

perspectiva para tratar de crioconservcr explcnles de O. robusta modificando por 

ejemplo tos condiciones poslcongelomiento. ya que se ha visto que en varios especies 

de papa al modificar las condiciones hormonales o físicas de los cultivos se han 

logrado incrementos considerables en su sobrevivencio (Grout y Henshaw, 1978; 

Henshaw et al. 1980). Debido a que en esta parte del trabajo se confirmó que la 

solución crioprotectorc número 2 (DMSO 10%. sacarosa 3% y glicerol 15%) (tabla 7) con 

una foso de enfriamiento de -l.05ºC·min·I, pudo originar un brote a porlir del explonfe 

congelado, estos resullcdos son similares a los obtenidos en el primer experimento de 

crioconservoción realizado donde se logró que dos explontes enfriados y congelados 

o uno taso de -1. lºC·min· 1 (tablo 5) generaron un nuevo brote codo uno. además de 

que en ambos ensayos se presentó el efecto de c.rioshock, con lo que se puede 

confirmar que dicho solución crioprotecloro y las tosas obtenidas ofrecen uno base 

para continuar los estudios de crioconservoción en esto especie. 
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Tabla 7 Tasas de enfriamlenlo y puntos de congelación alcanzados por las soluciones 
crioprotecloras con explantes de O. robusta prelralados en medios de cultivos 
adicionados con manllol 53 al exponerlas a una temperatura exlerna de -21 ºC dentro 
del lermo. 

Tratamiento · Tasa de 
· : .. enfriamiento 

·-·c·min-1 

'-;> 

';\ 2:03 
'.-~,:·· 1~14 

:¡:46···· 

.~ No 'se p~do 'déJe'r~in~r su plinto de' .;onge'1aéi6~ por 
estarperdebojode-40ºC ..... ·· .··· ·· ... 
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Variación de lasas de enfriamiento utilizando la mezcla crioprolectora 2 (DMSO 
10%, sacarosa 3% y glicerol 15%) 

La solución crioproteclora 2 es la única que dio indicios de conferir cierta 

protección celular a los brotes de O. robusta. por lo se decidió trabajar únicamente 

con ella en los ensayos de crioconservaclón, variando solamente la tasa de 

enfriamiento, a pesar de que se encontró que lasas de enfriamiento alrededor de 

-1.05 a -1.1.0ºC·min- l, son las que proporcionaron las únicos resultados positivos. 

Aunque las lasas de enfriamiento obtenidas (tabla 7) entran en el rango que se 

consideran lentas (-0.2 a -2.0ºC·mtn- l ), se ha observado que este rango no siempre 

puede ser tan amplio para que aún permita la sobrevivencla del material congelado. 

En células animales frecuentemente se presenta una ta.so de congelamiento 

específica aparentemente limitada por un lado por la sobredeshidratación, y por el 

otro por la formación intracelular de hielo. esto mismo puede ser aplicado a muchos 

sistemas vegetales (IBPGR. 1980). 

Para tratar de encontrar una tasa de enfriamiento que pudiera favorecer la,. 

recuperación de los explantes congelados, se realizaron 6 diferentes ensayos con 25 

explantes distribuidos en 5 viales en cada uno, la metodología fue ' Igual .. CI. Ía 

empleada para esta especie. las tasas de enfriamientoque.seobluvieron fÚ~r,6n:rn~Y 

diferentes (tabla 8). Se esperaba que al en;i'~tear, 1CI ~~i:C:1CI_ C::;iii:>[it~'6i.~i6 2) 
diferentes tasas de enfriamiento, fuera. ·posible''.;)nC'rél'Tlen!cir;el;; ·poré:érítaje· .de 

:··:.-::·_::·,~','•.J,>".:'~'·c·,.:''~;1·'-,\-,\>''.·:~:;·;:·.:,•,<•',':·_,._:.·,•~·-·:·· ·'· .: . : 
sobrevivencla obtenido, pero la respuesta. fue nula(nirigún :explante:Csobr'évivló. y 

,.; - ~ :.:~\)1~·/{;_:?·:_.y_ ;:,;\·- 1.<·.;, • ' 
generó nuevos brotes. .,. '· ... .,.,.. ", .... 

Un punto que es necesario resaltar .sobrelCli 1Clsá~ dé E!nfricimient6 ~bleni~cis. en 

esta parte experimental, es que nlngu~J ;~ Cl~~rc6·~·1~~·¡(]~~~ ~ri·dorid'~.~~.l~grÓ la ·. 

sobrevivencia de los explantes ~n Íos'~nsClyds ~r~vios, Ío q~e';:;;~é~íi~ ~~~ ~¡ sisÍeina 
.. · . . :-. ' '':-· ... - .' ·.,. .- ' .. -,.,. --

de enfriamiento utilizado prE!senta ladesvéí)tá¡(l. deno_poé:ler.;cO~trol~r. ía _veloddad 

del descenso de temper~túia. de ü_na.· manera; C:or)s!O¡,te:.Clue :p~'rmná 1a 

reproducibilidad y control de un 'ens<lyó a ófro;''C:on lo qu'e ríÓ seríéi útií erí especies . 

con una tasa de enfriamient.o esp~cífico, C::oino al ~areC::er es ~I caso de{ O. robusta. 
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Hasta lo fecha no , existe ningún reporte de crioconservación de lo familia 

Caclaceoe, con lo que los resultados presentados en .este trabajo son lo base poro 

continuar su estudio. ·::." ;~·, 
. :·:-· .,· · .. ·. 
·\_~.(:'·.·:~<·; ·'<·~·-. 

Tablo 8 .- Tosas de enfrioml~ritó'oblenldos cil congelar bíóte~ de 0.5 o 1.0 cm de O. 
robusta, con la mezclo crio'prolecfora 2 (103 DMS0/33,sacóroso 1.53 glicerol) ·.· 

···;:...:"::"::,',.,:·, '.>:.":1r .. ,. <\.:::.:··;. ..,. . ... 

Análisis ultroestruclurol mediante microscopio eleclrórilco de células de O. robusta 
sometidos o congelación · · 

Se ha demostrado que pueden existir cambios en lo ultraestructura celular, que 

pueden, ser inducidos por diversos factores, algunos o lodos se pueden presentar 

durante los tratamientos criogénlcos ya sea por los bojas temperaturas o por el estrés 

causado por el crioprotector (Finkle et al, ,1985). Por éste motivo se Investigó en el 

nopal O. robusta cuál fue el daño causado por lo metodología empleada en su 

congelacfón. se realizó estudios con, ciyuda , de lo microscopia electrónica de 

Ira ns misión. 

Las células de' los explantes c~ntrol,:(LÓ,mlna B 1. 3 y 5) fijadas, corlados y 

contrastadas al mismo. iie'r:ip~ q~.e·: lb~ ~xpla~h;is congelados, mostraron células 
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completamente normales, es decir, se pudo observar el citoplcsmo en perfecto 

estado en contacto con le pored celular y conteniendo organelos como ribosomos, 

cloroplostos, mltocondrias, núcleo cromocéntrico, nucléolo y uno gran vocuola que 

ocupo lo mayoría de lo célula: a la mayoría de éslos orgonelos se les puedo observar 

su doble membrana en perfecto estado. 

Los micrografías obtenidas de los explantes sometidos o los ensayos de 

congelación (Lámina B 2. 4 y 6) muestran un daño ullraesfrucfural muy severo en !odas 

· las células. Lo primero que se puede observar es la plasmólisis (separación de la 

membrana clfoplasmáfica de lo pared celular) que sufrieron las células ya que los 

reslos de citoplasma. así como de los organelos. se encuentran concentrados al 

centro del espacio celular, al analizarlo con más detalle (lámina B, 4) se pudo 

observar que existe rompimiento de membranas cltoplosmáticas y de los diferentes 

organelos como cloroplastos e Incluso del núcleo, el cual se considera el organelo 

más reslstenle de la célula, también presentan hinchamiento de los lamelas del 

cloroplostos; no fue posible distinguir estructuras como mitocondrios o ribosomos. 

Muchos células parecion estor '1ovodos", únicomenfe mostraban la pared celular y 

restos de su contenido celular. 

Uno de las causas que puede provocar lo desorgonlzoción celular (efecto 

citotóxlco) es la oplicocián de los soluciones crioprofectoras aunque esto 

desorganización no siempre da por resultado lo muerte de la célula. A pesar de estos 

efectos los crioprotectores son necesarios cuando se congelan células a -196ºC. se 

descongelan y finalmente se intenta su recuperación. Sin crioprotector 

frecuentemente no conservan corocterísticos estructurales reconocibles. Los 

crloprotectores efectivamente preservan oigo de lo integridad estructural, pero quizá 

lo organización celular seo fuertemente trastornado (Finkle et al 1985). 

Para el caso porliculor del nopal lo protección que dio la mezcla crioprotectora 

fue casi nulo porque el daño que se observo es ton severo que difícilmente se pueden 

reconocer algunas de lo estructures. Teóricamente ~n crioprofector puede brindar 

protección exfrocelular contra el daño a lo membrana. introcelulormenfe puede 
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estabilizar los arreglos inlra e intermoleculares de los componentes estructurales y 

finalmente puede asociarse al agua de la membrana (Chen el al. 1984). 

No se puede atribuir únicamente a la mezcla de crioproteclores utilizada; el 

daño producido a las células. Existen otros factores que se han mencionado 

anteriormente que afectan la viabilidad del material congelado, uno muy importante 

es la tasa de enfriamiento aplicada. para este caso se obtuvo una tasa de 

enfriamiento de ·1.SºC·min·l, ya que como se ha explicado en el sistema de 

enfriamiento empleado, las lasas de enfriamiento no se pueden controlar y no se 

pudo repetir la tasa de -1. lºC·min·l con la que se obtuvo la relativa sobrevivencia. por 

lo que sería interesante poder realizar este tipo de estudios aplicando ésta última tosa 

de enfriamiento, en un sistema automatizado de crioconservación. 

Casos similares se han observado con otras especies, por ejemplo, en estudios 

con merfstemos de chícharo congelados a tasas lentas con 53 de DMSO mostraron 

una gran proporción de células que no sobrevivieron. al observarlas al microscopio 

electrónico mostraban la falta o ruptura de los membranas así como de organelos en 

general (Hoskins y Kartha, 1980¡. Se reporta que observaciones histológicas de cultivos 

en suspensión de Musa que fueron crioconservados, revelaron que sólo las células más 

embriogénicas sobrevivieron a la congelación. La células que perdieron su viabilidad 

exhibieron citoplasma granular con rompimiento de vocuolas, también su núcleo se 

mostró muy granular. Irregular y contraído, probablemente debido a la excesiva 

deshidratación de sus células (Panls eta!., 1992). 

La bibliografía menciona que la membrana es el primer sitio de. da.~().ªº las 

células vegetales al congelarlas y descongelarlas. Se han realizoclo·· .. mÚchos 

observaciones de ruptura de la membrana en célÚlas después que se les ha expu~~to . 

a estrés por congelación letal o subletal. El con~epto de pérdidd'éfeJa. rr{~~biiiria por.· 
la célula durante la contracción celular ha sido propuesta\o,;,o~l·ie~ültad~'.de la 

plasmólisis y daño por congelamiento extracelular. L~ intensidad : '~e'I YiJ~fi{ por 

congelación en las células depende iúeriemente del ~lvel y pro(0ndi~6d d~d~terl~r.;· 
' . - ' , .. '-•' '. ,_ "¡"~" - . - • 

en la estructura y función de la membrana, el. cual es regulado por:la picópa de 

fípidos y proteínas d~I citoesqueleto. También. exlsien observ~cÍ~~~s q~e i~~l~~e~ 
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plasmólisis de la célula o protoplosto, pérdida de electrólitos y olros constituyentes 

celulares y rompimiento de lo estructura fina. Ademós durante lo congelación se 

puede presentar congelamiento Intracelular después de la ruptura de lo membrana 

citoplosmálica causado por el estrés osmótico, lo cual ésto relacionado con el flujo de 

aguo o través de lo membrana y al incremento de la susceptibilidad de ésta a 

dañarse a temperaturas más bajos. Análisis del flujo de aguo o través de la 

membrana. muestro que el congelamiento intracelular que puede ocurrir durante el 

enfriamiento, puede evitarse mediante el uso de altos concentraciones de salutes 

permeables en el equilibrio osmótico parcial o total por et uso de combinación de 

solutos permeables y no permeables. (Slngh y Miller, 1985: Lockstey y Muldrew 1991: 

BelousyMolthes. 1991). 

Observaciones en la ullraestructura del centeno y trigo durante lo congelación 

a temperatura letal, indican que ocurre una alteración en lo membrana, pero también 

esas alteraciones son frecuentemente acompañadas por la pérdida en la estructura 

de lo blcapo plonor de la membrana celular y la aparición de cuerpos osmofílicos 

(Singh y Miller, 1985). Este fenómeno puede ser lo causo del estado de los células de 

nopal congelados, ya que el crioproteclor utilizado (DMSO 103. sacarosa 33 y glicerol 

153), puede causar deshidrolación excesivo cuando lo fracción acuoso comienzo a 

congelarse fuero de lo célula y al romperse la membrana, exlsle el daño por la 

penetración de hielo al inferior de lo célula, ocasionando los daños descritos. 

Dentro del congelamiento lento existe un paso entre excesiva e insuficiente 

deshidratación, en el cual el daño puede ser minimizado. Algunos de los factores que 

Influyen en la sobrevivencio duronte el congelamienlo lenlo son la tasa de 

enfriamiento, concentración del crioprotector, medio de cultivo conteniendo al 

crioprotector antes de to congelación, temperatura ·terminal de congelamiento y el 

tiempo a lo temperatura de congelamlento terminal antes de la inmersión en el NL 

(McAdoms eta/., 1991). 

Otro punto que se tendría que tomar en cuenla, es que los soluciones 

crioprotectoros no cumplieron su acción caligativo. es decir, reducir lo.cantidad de 

hielo formado a temperaturas subcero. por lo tanto reducir lo concentración d.e afros 
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solutos y permitir a las célulos lolerar la exposición del ambiente, ocasfonando. que e,I 

crecimiento de Jos cristales de hielo dentro de la célula causara daños irreversibles a 

sus componentes celulares. 

Debido a que no es posible mediante las micrografías detectar donde pudo 

haber sido el primer silio de daño. éste no necesoriamenle se pudo originar en la 

membrana. Existen estudios que señalaron que en cereales que se enfriaron a OºC por 

12 horas. los plástidos fueron Jos organelos más sensibles: otras organelos menos 

alterados fueron: mitacondrios hinchados. Jos dictiosomas desaparecieron y hubo un 

Incremento aparente en Jo asociación ribosoma-refículo endoplásmico rugoso y 

algunas veces las mitocondrias mostraron ruptura de los crestas. Los crioprotectores 

pueden causar los mismos efectos en Jo ultraestiucturo •. estos cambios ocurren 

después de una hora de adicionado el crioproteclor lfinkle el al .. 1985), aunque éstos 

causan una desorganización celular que no siempre resulta en Ja muerte celular, pero 

su uso es indispensable para su crioconservación. El uso de la combinación de 

polietilengllcol. glucosa y DMSO en cultivo en suspensión de caña de azúcar durante 

Ja congelación presentaron la mejor preservación de Ja membrana celular que 

cuando se usaron so.los. Whithers y Davey en 1978 (citados por Finkle el al, 1985), 

estudiaron células de sicomoro pretratodas con DMSO, que mostraron uno 

urtraestruclura altamenle dañada (Finkle, Zavala y Ulrich. 1985). Por otro lado células 

de Trilicum aeslivum y caña de azúcar, después de ser congelados con 

crioprotectoras. mostraron algunos alteraciones que se pueden atribuir .a 'Jos 

crioprotectores como: el retículo endoplosmático llegó o ser altamente vesiculado, Jos 

milocondrios generalmente se rompieron e hipertrofiaron, los plástidos se 

fragmentaron y el núcleo se mostró más Invaginado (Finkle el al .. 1985). 
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LÓ~tln~· B. Estudio' ultraestructurat de Opun/ia robus/avar. larreyl; control y congelado 
~· :,., ~· .. , •. :¡: .. 

1.: .Aspecto general de la célula de O. robu;/a pro~~nÍenÍ;, d~ un brote ~ultivado 
in vi/ro (control) donde se puede. observar lci pared celular (P), una gran vc:icuola que .. 
ocu¡)a lc:i mayor parle de la célula (V), et citoplasma (C) y diversos orgcnelos cama el 
núcleo (N), nucleólo (n), cloroplaslos (CI) y mitoc~:mdrics (MJ •. 

2. Aspecto general de una célula de O. robusta congelada con la. mezcla 
crioprotectorc 2 (DMSO 103, sacarosa 3% y glicerol 15%). donde se puede observar 
una plcsmólisls de sus componentes celulares que se concentrari'al centro del espacio 
celular. únicamente se pueden observar la pared celular (P), los restos del. n.úcleo (N) y 
del cloroplasto (CI). 

3. , Mayor aumento que muestra ·la conservación de la célula control donde se 
puede observar la doble membrana del núcleo (N) y del citoplasma (C), además de 
diversos organelos. · · · · 

4 •.. : .Aument,o de lo célula corigelad~.~;-nde se. pu~d~ obs~'rv.ar q~e estructuras 
fines como membranas del.núcleo (N) y:ciei"daropidstó•(CI) r\ó's'e'conservcron y el 
resto de .los'compónentes celulares no' se puéden,ciislingulr. :>. . . . ,. •::· .. .,,.. :. 

,·::; 
.:1.-.:.; 

S. Mayor. aumento que muestre . la estructura del cloroplcslo en células no 
congeladas (CI). Se o.bservan ribosomas (r) y mitocondrics (M) 

6. Cloroplcsto (CI) de una célula dañada duran!;, la crioconseivaclón; se observa 
completamente desorganizado, las lamelas se han hinchado y están desorganizadas. 
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Estudio eleclroforélico para la determinación de proteínas totales en O. robusta. 

Al realizar el análisis de los datas obtenidas por la electrofóresis se pudo observar 

que existen diferencias entre las tres muestras (fabla 9. Lámina C). es decir, las muestras 

del nopal control presenta 11 bandas, las de in vi/ro presentan 1 O y los brotes de nopal 

congelado 7. De estas bandas exislen 5 que aparecen en los tres condiciones 

experimenlales, por lo que se pueden considerar como las proteínas marcadoras para 

esta especie en particular. 

La diferencia existente entre el nopal control e in vilro es de 3 bandas dispuestas 

en diferente posición (tabla 9). posiblemente se debo a que el nopal control al estor 

expuesto a condiciones físicas cambiantes como: diferencias en temperatura, 

humedad y nutrientes, puedo sintetizar algunos proteínas distintas, entre las cuales se 

pueden considerar las proteínas de estrés. Estas generalmente son de pesos grandes, 

aunque también las hay de un rango de peso molecular pequeño, las que coinciden 

can las das más altas que presenta el muestro control. U y Pelta ( 1979) reportaran que 

la papa al exponerte a un temperatura estresante cercana a O"C incrementa el peso 

molecular de sus proteínas solubles. 

Pueden existir cambios en la síntesis de proteínas que reflejan las diferentes tasas 

de crecimiento que presentan las plantas. Lo anterior se puede aplicar a los explantes 

control que fueron lomados directamente de una planta adulta y no pasaron por 

cultivo in vi/ro, to que fe confiere un estado fisiológico distinto a tos broles generados in 

vilro tos cuales al provenir de un tejido más )oven y bajo condiciones físicas diferentes y 

constantes como temperatura, luz humedad y con nutrientes. suficientes. tendrian un 

estado fisiológico distinto y por Jo tanto también una tasa de crecimiento distinta de 

ahí que no presentaron Jos mismas proteínas que el control. 

Al analizar las bandas de las muestras de brotes congelado y las de in vi/ro, se 

esperaría que si Ja metodología de crioconservaclón no fue negativa se encontrarían 

las mismas bandas, pero de las 10 que presenta el nopal in vitro, sólo se presentan 7 en 

tos brotes de nopal congelado (tabla 9): ante estos resultados se puede argumentar 

que fa metodología utilizada si produce daños que llevan a la pérdida de proteínas, 
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posiblemente por una desnaturalización de ellos. Además el observar el microgel 

(lámina C), se encuentra cierta precipitación de proteínas. 

Efectos similares se han encontrado en semillas ·donde algunas proteínas se 

precipitaron por el efeclo de la congelación y algunas enzimas pueden inactivarse, 

por ejemplo la enzima deshidrogenasa mélica es Inestable cuando se congela y la 

pectina esterase del frijol se desnaturalizó cuando se congeló y descongeló (Levltt, 

19BO). 

La congelación no produce por sí misma la desnaturalización de las proteínas. 

ya que et fenómeno puede ser reversible en cierto punto cuando se regresa a la 

temperatura e hidratación Inicial. El daño se puede ocasionar por lo agregación, es 

decir, las moléculas desnaturalizados al encontrarse concentrados por la pérdida de 

egua de las células debido al congelamiento exlracelulor. pueden interaccionar con 

otras moléculas adyacentes, permitiendo que sus grupos químicos previamente 

protegidos unos de otros dentro de sus moléculas plegadás formen uniones entre ellas. 

el fenómeno se puede resumir como sigue jLevltl, 19!1Q/:, 

1) Las bajas temperaturas des~aturdlzo~\: Í~Ú · prot~fnos reversiblemente, 

desenmascarando los grupos SH. ;~···;· :.::,,::,. .. ' )\\:_: .. ::; 
.!:'· !_/~;:.:;;-·. ·: 

__ :"1 

2) La remoción del agúa cel~lor\;<;; I~ c6'ii~~1~b1óri'.cieshldratoción produce la 

contracción ·. ~e1l'1ar::: ~lié;. produce :estiés/sobre '..las proteínas protoplasmáticos, 

activando sus ~n1iní~s ss.· can 'Yó ~·~e~e,di;mi~~v~ 1á .. dist0né:ia enire 1as mo1écu1as de 
" .•• ' '\.· ,·::· • ..._,. '; ¡',', ·7 ' '"··: :~::' ·;.~. ·- l.:<_":· 

las proteínas desiíaiuri::ilizacic:is;·:;, , , ; :¡.; .. ;\ .; " 
·-;·Y~•':;·"',:·.<.'' :'.:'.~·r··· .. :. ',(':.;.~_·•. ;~i/ :,·~~_. 

_e_:.:·;._,_ ·~/;)'.:·'<· ,' /f ,; :·~~:. . -

3) ,For~ació~ de .unlonés l~te'rrno1éi6u1ciies d~bid;_, o lo oxidación de los grupos 

SH o inie;ca~blo d~ 5~.;;ss'~ SS~~. 'ogf~g~~~~ ~¡¡~~ ·~;ot~in~s i;~versiblernente con 

lo q~~ la ·~·á:1~)~--~-~~r~;~~:;~ .'.~··.: ~-;: :: .. ;:·:-.<.- (::'.-,•.:; .. ·.:~¡((- -~ 
.. ·.·/ . 

No solom.ente sé le. puede ·atribuir a la agregación de los proteínas la muerte 

de los explontes del ~o:pal y 1~· pérdida de la mismos, también hoy que recordar que 
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puede existir un daño físico a la células causado por el congelamiento Intracelular del 

agua que puede llegar a romper sus estructuras celulares, muchas de las cuales 

tienen componentes proteicos estructurales como las membranas y el citoplasma, 

éstas al ser dañadas no permiten que las proteínas se reintegren después de la 

descongelación quedando posiblemente como solutos y en el proceso de lavado de 

los agentes cñoprotectores también salen o pero aún los agregados moleculares que 

se pudieran formar también pueden salir de las células ocasionando la falta de 

proteínas observada en el presente estudio electroforético (tabla 7. lámina C). 

La falta de proteínas se puede deber también a su precipitación. Levilt ( 1980) 

menciona que existe precipitación de proteínas protoplasmáticas debido al 

incremento en la concentración celular de sales durante la congelación y si ocurre un 

rompimiento del sistema de membranas. ocasiona que la precipitación se de más 

fácilmente. 

Los agentes crioprotectores tienen la función de evitar todos los daños antes 

mencionados y deben proteger externamente I'! integñdad de la membrana 

cltop.lasmátlca; Internamente proteger el sistema de membranas; evitar la plasmóllsls 

celular y aislar a las proteínas mediante la formación de puentes de hidrógeno de los 

grupos ·oH de azúcares (sacarosa) con los grupos polares de las proteínas para.que 

éstas no se precipiten o se agreguen entre sí. Evidentemente la metodología aplicada 

a tos explantes del nopal no permitió que se dieran todos estos fenómenos para poder 

conservar la integñdad celular con lo que posiblemente se lograria la recuperación 

de los brotes. 
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Tabla· 9.- PESOS MOLECULARES DE PRmEtNAS .DE NOPAL Opuntia robusta SDS 
GRAD!ENTE 10-15 

• • No se observaron 
Y=(-3.94041'X)+10.721277 
r2=0.9931598 

Lámina C.- ElecÍroforésis en mlcrogeles de SDS-Poliacrilamida con gradiente 10-153, 
para la determinación del peso molecular de las proteínas de Opun/ia 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 vi/ro; 3 y 7 nopal control. 
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Cuantificación espectrofotométrica de proteínas 

La determinación espectrofotométrica de proteínas mediante la metodología 

del ácido blciconínico (BCAJ, mostró que el nopal control presen\ó una concentración 

de.proteínas de 60 mg·IOO m1-l. el nopal in vitro29 mg·lOO ml-1 y el nopal congelado 

13 mg· 100 m1-l. Al existir daño muy severo en la ultraestructuro de los células de nopal 

se puede ocasionar la pérdida de ciertas proteínas. sobre todo los constituyentes de 

las membranas. así también los que conforman el cifoesqueleto y los nucleoproteinas. 

por lo que los resultados obtenidos ayudan o confirmar el bajo contenido de proteínas 

presentes en los extractos del nopal congelado, osí como la falta de algunos bandas 

detectadas por electrofóresis. 

La muerte de las células fue debido o la combinación de diferentes formas de 

daño por congelación, algunos directamente letales y algunos subletales. Estos 

pueden incluir formación intracelular de hielo. ruptura y pérdida de componentes de 

la membrana, deshidratación de lo membrana, desnaturalización y precipitación de 

protaínas críticas (tanto en membrana como en el citoesqueleto), perforación de la 

membrana. daño a los lisosomas. EÍ uso· de crioprotectores adecuados debe de 

mantener lo integridad celular, amortiguando los cambios osmóticos y conservando la 

integridad de los componentes estructurales de las células (Kruuv. 1989), lo que en el 

caso particular del nopal no ocurrió y el daño ocasionado fue tan severo que se reflejó 

en los resultados obtenidos. 

• 1 - • • ' • 

Crioconservaclón de ápic~s de fresa, chícharo y papa 

Con base en r6s ;esÚítaclos 'positivos tan escasos y azar~sos que se obtuvieron 

para o. robusta. se dec°iciió lnte~tar 1~'~ri~~~nservacfón de ~tras esp~cie; co~ las que 

se. ha tenido. éxito. es iisÍ~mas ~~mpuÍarizadas de congelación. cci~o. ¡~ fresa, el 

chíchar~ y,::, papa. con ei fin de poder ~valuc:ir hastci que punto el sistema sencillo de 
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enfriamiento que se utilizó fue el causanle de los resullodos obtenidos y también 

establecer si la especie es inlrínsecamente difícil de crioconservar. 

Congelación.de Fragariasp. 

Con el primer ensayo que se realizó con ápices de fresa pretratados con la 

mezcla de soluciones crioprotectora (DMSO 103, Sacarosa 33 y Glicerol 15%), se 

obtuvo una tasa de enfriamienlo de -0.85ºC·min·1, con un punto de congelación de 

-19.8 ºC (toblo 10). Para el segundo ensayo con pretratomiento de DMSO al 53 se 

obtuvo una lasa promedio de -0.92 ºC·mln· 1 y un punto de congelación de -5.2°C 

(tabla 10). 

Calkins y Swanson (1990) reportan que macroscóplcamenle se puede observar 

que existe daño par congelación cuando el tejido presenta una apariencia suave, 

acÚosa, se decoloro. no presenta capacidad de crecimiento y puede ser atacado 

por hongos saprofitos. Lo anterior se pudo observar en los explantes de fresa, en los 

que después de varios meses el único cambio que presentaron fue el paso de color 

bl.onéo a negro y perdieron la consistencia que mostroban antes de la congelación. 

En tanto que el control se tornó verde a los 1 O días y continuó su crecimiento y 

desarrollo. 

Kartha (1985) realizó una revisión de crloconservaclón de merislemos e indica 

que la fresa enfriada a -0.84ºC·mJn· 1 hasta los -40ºC y almacenada en NL, permite una 

respuesta de 953 de regeneración de plantas que !_arman múlliples brotes, también 

resalla que al aumentar o disminuir la lasa de enfriamiento la respuesta se ve 

disminuida, Indicando que para la variedad de fresa empleada en ese experimento 

tiene una lasa de enfriamiento que fue óptima. También reporta que logró de un 60 a 

803 de regeneración en meristemos pretralados con una combinación de 33 de 

sacarosa y 10-16% de DMSO, precongelados a -20 y -30ºC antes de su 

almacenamiento en NL. 

·En el experimento realizado en este trabajo, las tasas de enfriamiento no fueron 

constantes y~sla es una dif;,,rencia .fundame~lol ~cm los sistem~s aulo;.,alizados; es 
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por ello que los fosos que se reportan en este trabajo son el promedio de vorias lasos 

que se don hasta llegar a -40ºC. A pesar de que la lasa obtenidos en el primer ensayo 

(tabla 10) se acerco mucho o lo toso óptimo reportado, los resultados no fueron 

similares. esto se puede atribuir a lo falta de precisión del sistema empleado. al poco 

control que se tiene sobre los tosas de enfriamiento los cuales se ven reflejados en lo 

nula sobrevivencia de los explontes. 

Otro factor que pudiera estor relacionado es la variedad empleado, ya que se 

ha demostrado que se obtienen resultados diferentes en lo recuperación al emplear 

diferentes variedades de uno mismo especie cuando se les sometió al mismo proceso 

de congelación, manteniendo constantes lo concentración y tipo de crioprotector. 

foso de enfriamiento y olmocenomiento (Niino ef al. 1992). 

Otro factor que juego un factor importante es el estado fisiológico de lo planto 

(Dereuddre ef al, 1988) yo que un explonte se puede recuperar más fácilmente 

cuando presento una actividad metabólico olla. como la que existe cuando hoy uno 

elevada división celular, que cuando el explonte está en un estado de latencia como 

en lo época invernal, esto debió Influir pues en el caso del material utilizado yo que se 

colectó o principios del año, época en lo que comienzo o salir del estado de relativo '· 

latencia. 

.:·;' 

Tablo 10.· Puntos de corig~lcición y tosas de enfridr\'.iiehtoal~~n~dci~s durdrite el.· 

enfriamiento y congeloclóri de:~f:l~e~ deJ.r~:s,~.Jf(~~~~º.~f:h· .:; \// • 

DMS0'53 
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Congelación de Pisum salivum 

El primer ensayo que se realizó, fue precultivando 20 merislemos de chícharo 

por tres días en medio B5 con 53 de DMSO, y congelados a uno taso de enfriamiento 

de -0.86ºC·mfn·1, hasta llegar a -40 ºC (fobia 11 ), para ser almacenados en NL por 30 

minutos. 

Después de 15 días de cultivo, tres explantes se tornaron verdes y comenzaron a 

crecer. dos meses después alcanzaron un estado de plántulas comparables en el 

desarrollo a las del control. 

En los cuatro ensayos variando los tiempos de precultivos, Jos ápices no 

presentaron ningún desarrollo después de B meses. Existen diferencias en sus lasas de 

enfriamiento ffoblo 11 ), aspecto muy importante debido a que se ha reportado que 

variaciones pequeñas en esta misma especie se reflejan en la disminución del 

porcentaje de sobrevivencia, es decir, cuando congelaron meristemos a una tasa de 

enfriamineto de -0.6°C·min· 1 proporcionó un 603 de sobrevivencia. En otro reporte al 

variar la tasa a -0.5ºC·mJn· 1 lograron un 1003 de sobrevivencia fKartha, 1985). 

McAdams el al (1991) han observado que los días de precultlvo previos a la 

congelación así como la temperatura final previa a Ja Inmersión en NL llenen efecto 

sobre el porcentaje de sobrevivencia de Jos explantes, obtuvieron porcentajes desde 

03 hasta 323. En Ja mayoría de Jos casos dos días de cultivo resultaron benéficos para 

la crioconservación y particularmente temperatura· previa' ·de ~-20ºC.· la ·tasa . de 

enfriamiento utilizada fue de -J.3ºC·min-1: . K~rt~c:i • f1915~) ~n¿6~t[Ó • ~ayer 
sobrevivencia con tasa de enfri~mient~de§~:c:~f~cl ~/é5t6'~~~ieoc:=~~t6nioa co.s·· 
como a -0.7ºC·min· 1. , .. . , • ·, , y•.:·~' .. , 

En Ja crioconservación ·'.de ápice~ de chíctia~~"r;.aliz<lcio'.f.lorHa's~iris 'y Karlha 

~;:;d::~:~:::: ::~º~:jt~:~de~~~~~:if ~e·Tu:i~~~~~C0a~~l/:tiif~J;l 
a Jos células, únicamente e~ la base· no ~xi;iió daño y tari~i~n;~~:~~~. Ói~d ~e 
reasumió el crecimi~nto •. Lo ~nt~rior indico qué • el ~·hích~~6. ~uede' i~l~r~~ cleHci 
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porcentaje de daño por congelación y puede continuar su crecimiento. Cuando no 

hoy ningún tipo de respuesto como en la mayoría de las ensayos practicados en este 

trabajo, el daño celular debió de ser muy severo y generalizado a todas los células del 

explante. 

Tabla 11.- Datos obtenidos de la congelación de meristemos de Chícharo (Pisum 
· salivum) con DMSO 53 como agente crioprotector 

Punto de congelación 
(ºC) 

Congelación de Sol~n~,,;}ub~r~surr} 

En la congelación "de. cuatrÓ · v:ried~~es de papa (Solanum luberosum), 
' . '., '·.· ., . ,_·, .. ,,-.:·.," 

Tollocano Alpha, Mexlquense y Atzimba se obtuvieron tasas de enfriamiento 

diferentes: -0.92, -0.65, -0.82y~1.12"C;~i~~·1 r~spectivamente, y al sembrar los ápices 
-·-·· -_. __ ,.,_ .. , 

en dos diferentes medios de recuperaclón'no se obtuvieron resultados favorables 

(sobrevivencla) en ninguna de tas vari~da~es, los explantes perdieron su color verde y 

se tornaron a un blanco cremoso. Esta respuesta ocurrió aún variando el tiempo de 

86 



precullivo en MSL el tiempo de exposición ol ag~nle crioproteclor y la tosa de 

enfriamiento. 

Debido a que la variedad es muy importante, en estudios similare~ con papo, se 

ha logrado el 503 de sobrevivencia con la variedad Golden Wonder y_:2%'con I~ 
variedad Desiree (Braun. 1988). Towill (1983), encontró distintos porcentajes de 

sobrevivencla para los cullivares de papa Norlan y Red Ponliac al enrñarlos de -0.2 (54, 

92, 33 y 25%), variando la temperatura previa a la inmersión de los meristemos en el NL 

a -30, -35, -40 y -45ºC respectivamente; en un segundo ensayo enfriados a una tasa de 

-0.3 ºC·mfn-1, encontró porcentajes de 88, 71 y 46 a -30. -35 y -40ºC respectivamente. 

Esto mismo ocurre en otras especies como el belabel, en donde se reportó que existen 

diferentes porcentajes de sobrevivencia entre distintas variedodes y que su respuesta 

en una variedad, con una lasa de enfriamiento de -0.8 ºC·mfn-1 con DMSO 103 y 

sorbltol 0.75 M tuvo un 2.3 3 de recuperación; otra variedad de belabel bajo las 

mismas condiciones sobrevivió en un 58.43 (Braun 1988). 

Lo anterior Indica que la variedad, así como las condiciones previas a las cuales 

se congela el material siguen siendo factores importantes. que no permiten la 

estandarización de la metodología. A pesar de que en este trabajo se emplearon 

diferentes variedades, tasas de enfriamiento y medios de cultivo, la respuesta fue nula, 

el factor de mayor variación sigue siendo la tasa de enfriamiento, ya que como se ha 

mencionado, no es solamente una tasa de enfriamiento. única la que se aplicó, sino 

que fue el promedio de varias, las cuales se dieron .a '10 largo del enfriamiento hasta 

llegar a la temperatura previa a la inlrodu~ción de ·I¿;~ fnuestra al NL. 

Discusión gerieral. > :{ .. , ,, .. •; ,. 

Los da Íos obtenicloi. en d6n¡~~t~~on las resultados ~nh~ri()res del nopal, fresa y 
chfchar~.Indfc(]~·que. ~1 '~st~;¡;~'.~e~~1116"~~ a2~~:~i~;,;(),u!I!ii~dopa~á·.1r.tentar. su •. 

crioconservación, no controió espeéir!camente ki's tasas dé enfriamiento como en los 

sistem~~ . autom~tiz~d~~ y· no'. ·;~s~lta f~ctlble '1 ~¡'. segura su : utÍliza~ión para la 

conservación a' largo plazo _de',rnaterial ~eg~ia1 _,;;edi~nt~ ¡; Jécnic~ . l~;mta .de 
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enfriamiento. Paro la mayoría de los especies, Jos reportes en la bibliografía 

especializado mencionan tasas muy específicas de congelación, al incrementar o 

disminuir dicha lasa la sobrevivencia de Jos explanfes se ve disminuida o nulificoda. 

Al aplicar Ja técnica de enfriamiento rápido en ápices de papa y después de 

varios meses de cultivo no se tuvo ninguna respuesta favorable de los explanles, 

perdieron el color y no mostraron ningún tipo de desarrollo. Se esperaba algún tipo de 

respuesta debido a que la misma metodología había sido empleado por Henshaw el 

al (1980) los cuales reportaron para S. goniocatyx. S. /uberosumssp. andigenay varios 

cultivares de S. tuberosum, porcentajes de sobrevivencia de 54, 36 y desde 5 a 40% 

respectivamente. Estos resultados demuestran que el empleo de una especie o 

variedad tiene mucho que ver con el porcentaje de éxito que se logre, es decir, lo 

varlobilidod genética influye en gran medido, por ejemplo los mismos autores 

trabo)aron con meristemos de clavel que fueron congelados de manera similar y no se 

logró sobrevivencio (Henshaw, el al, 1980). 

Integrando Jos resultados obtenidos de fas observaciones realiiodcis con fo 

ayudo de fo microscopio electrónico y con los de fo determinoéiÓn y ~~ontiflcación 
de proteínas, se puede argumentar que el proceso. llevado a cabo para fa 

crloconservaclón del nopal no resultó el más adecuado, yo que contiene una gran 

cantidad de agua (90%) que fue muy difícil de deshidratar ocasionando que el dÓño 

fuera tan severo, debido a que tos agentes crioprolectores utilizados (mezclas de 

DMSO. glicerol y sacarosa) no confirieron la protección necesario en el momento de 

la congelación, presumiblemente permitieron el crecimiento de cristales de hielo. 

dentro de Jos células y plosmólisls celular en el momento de .su congelación por la 

excesiva concentración de salutes extracefufares. 

Et sistema propuesto para fa crioconservación de germopfasma vegeiat. a 

pesar de haber tenido algunos éxitos relativos (nopal y chícharo), no r~sulta ade~uado 
para la congelacfón mediante lo técnica de descenso lento ci~:1a· iemp,eralura con 

fas especies experim':lnladas (nopal, freso, chícharo, papa), 
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IV.- CONCLUSIONES 

1) Se determinó el medio de ·cultivo y -las condiciones físicos poro el 

establecimiento de cultivos in vi/ro y la micropropogaclón de Opunlia robusto, el cuol 

consiste en Medio MS bosal adicionado de con tiamina 0.4 mg·l·l, sacarosa 20 g·l-1• 

BAP 0.5x10-5 M, agor 0.63 y pH 5.6. 

2) Se logró el establecimiento de los brotes de O. robusta en suelo sin la 

intervención previa de medios de cultivo para Inducir el enraizamiento. 

3) Los agenles crioproteclores presentaron el comportamiento típico de los 

soluciones al enfriarse y abolen su punto de congeloclón conforme aumento la 

cantidad de solutos disueltos en ellos. Los mezclas de DMSO-sacarosa-glicerol abalen 

mucho más el punto de congelación que el DMSO o sacarosa utilizados en forma 

Individual, a la vez que las lasas de enfriamiento obtenidas con las mezclas son más 

lentas. 

4) El DMSO y la sacarosa provocaron una cltotoxicidad muy severo sobrl'! los· 

explantes de O. robusta. o diferencia de las mezclas (DMSO-Sacarosa-Glicerol) en 

donde la cilotoxicldad fue menor y en algunos casos nula. 

5) Los porcentajes de sobrevlvencia · poco representativos de O. robusta no 

permite que su crloconservaclón s~· pu~d.a a¡:iÚc~.r. de manera rutinaria,. pero 

representan una buena base para futuro~ tr~baibs con el gr~po de i~s cactáceas. ya 
- ' ., ::.·')<:.:-., '.,; . ·.. . : - . 

que no existía ningún reporte de criogénla scibiE)_este· grupo; · 

6) La mezcla crioproteclcira 2 (DMSO 103. sacarosa 3% yglice;ol 15%).brindó 

Úna relativa protección a los E)XPl~nt~s de O. rol:>usÍaya que perrn1i1Ó 1~.~~br~vi~~ncio 

89 



de tres explonfes. A lo vez se determinó que esto especie puede tener uno foso de 

enfriamiento específico (alrededor de -1 .1 ºC·min-1 J. 

7) Se pudo establecer mediante el uso de microscopio electrónico que el 

proceso de congelación causó doños irreversibles en los células merlsfemóflcas de O. 

robusta. los cuales pudieron ser ocasionados por lo poca protección ofrecido por los 

crloprofecfores o por la deshidratación excesivo causada por los mismos, aunada o la 

posible congelación exfracelular. 

8) Se pudieron establecer ciertos polrones elecfroforéficos paro O. robusto de 

pesos moleculares de S8, 41, 23, 20.5 y 14 Kda. 

9) Existe pérdida de proteínas, sobre todo en los explanfes congelados, esto 

pérdida es causado por lo~ daños tan severos durante su congelación, lo que provocó 

lo precipitación y desnaturalización de varios proteínas que pueden ser críticos poro lo 

recuperación de los células. 

10) Mediante el uso del sistema sencillo de enfriamiento se congelaron ápices 

de fallo de chícharo, freso y popo, obteniendo nulos porcenÍajes de sobrevivenclo o 

excepción del chícharo, que tuvo en un solo ensayo 153 de sobrevivenclo, el cual es 

muy Inferior o los porcentajes de sobrevivencio reportados poro estos especies, en 

equipos automatizados de enlriomienfo. 

11 J El principal problema detectado en el sistema "de enfriamiento utilizado es lo 

dificultad poro controlar las fosas de enfriamiento de manero constante y repetitivo, lo 

que hoce que su aplicación no sea préclico, pero existe la posibilidad de emplearlo 

para lo técnico de vitrificación que actualmente ha reportado grandes logros. 
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