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1. RESUMEN

Las cactaceas constituyen una de las familias de plantas mas diversas dentro del territorio mexicano ya la vez
se encuentran seriamente amenazadas por diversos factores, tanto naturales como humanos. Los programas
de conservacion estan dirigidos en sumayor parte a la reproduccion de especies en riesgo de desaparecer. La
propagacion de cactaceas se harealizado cominmente mediante procedimientos tradicionales, como el cultivo
de semillas, esquejes e injerto, sin embargo a ultimas décadas una de las herramientas mas viables para
disminuir las presiones de colecta y el saqueo inmoderado ha sido el cultivo de tejidos vegetales, logrando
propagar in vitro muchas cactaceas en peligro de extincion. Existen métodos nuevos de conservacion, mediante
el almacenamiento de germoplasma a bajas temperaturas, los principales trabajos se han realizado en especies
herbaceas, maderables y muchas de interés comercial, en cuanto a cactaceas se refiere la criopreservacion
aun es joven y practicamente no hay trabajos con miembros de esta familia. El presente trabajo tuvo como
objetivo implementar un método adecuado de criopreservacion de células, fracciones de plantas madre y
semillas de Strombocactus disciformis (cactacea amenazada); que permita en un futuro aprovechar lineas de
plantas selectas para la investigacion y la conservacion. Se logro propagar masivamente callos friables,
fotosintéticos y con alta.capacidad reproductiva a partir de la activacion areolar. La base para criopreservar
plantas han sido trabajos sobre herbaceas y de interés comercial, en contraste con la pobre labor realizada
sobre la familia en estudio. Tomando como fundamento estos protocolos se han desarrollado en esta
investigacion tres procedimientos basicos para latriopreservacion de S. disciformis. La criopreservacion de
callos ha dado buenos resultados estableciendo una fase de precultivo en medio MS adicionado con 400 mg/
| manitol, el empleo de Dimetilsulfoxido 10 % + Manitol 1 M + Sacarosa 0.5 M como crioprotectores, mas
un proceso de enfriamiento lento y congelamiento en nitrogeno liquido a—196 °C por 15 dias. El proceso de
recuperacion de explantes fue efectivo con agua corriente a 40 °C y con el empleo de medio MS adicionado
con 0.5 mg/l 2,4-D, manteniendo callos estbales por 5 semanas. La criopreservacion de semillas de S.
disciformis manifiesta que el enfriamiento lento es de suma importancia y la adicion de crioprotectores
individuales, como Glicerol 10 % para inmersion a—40 °C y DMSO 10 % para inmersién a—196 °C favorecen
la viabilidad del material durante el proceso de recuperacion. Los resultados de este trabajo representan un
primer paso para establecer un método viable de criopreservacion de cactaceas, los ensayos con esta familia
siguen siendo limitados; pero existen puntos importantes que son necesarios considerar, como la fase de
precultivo, la combinacion de crioprotectores, el enfriamiento lento e incluso uno o varios procesos de
deshidratacion celular, para lo cual es necesario dar continuidad a esta linea de investigacion de gran importancia
en la preservacion de germoplasma de especies con riesgo de extincién como lo son las cactaceas.
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BAP
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1.1 Abreviaturas

Acido indol acético

Acido naftalen acético

Bencil-amino-purina

Dimetil sulféxido 10 %

Glicerol 10 %

Cinetina

Manitol 1 M

Nitrogeno liquido

Mezcla: 30% glicerol + 15% etilenglicol + 15% DMSO + 0.4 M sacarosa
Sacarosa 0.5 M

Tiamina HC10.9 mg/l, piridoxina HC 0.1 mg/l, ac. nicotinico 0.1 mg,
glicina 0.65 mg/l

Sorbitol 1 M

Revoluciones por minuto

2-Isopentiladenina

2 4 diclorofexoniacético



2. INTRODUCCION.
2.1 Generalidades

México comprende una de las riquezas biologicas mas importantes a nivel mundial, esta considerado entre los
doce paises denominados megadiversos, los cuales en conjunto albergan entre 60 y 70% de la diversidad
biologica total del planeta. Nuestro territorio posee alrededor del 10% de la biodiversidad terrestre a nivel
mundial (Mittermeier, et al. 1992), valor que sobresale incluso de paises con limites territoriales similares

(Dirzo, et al. 1994).

.La superficie ocupada por México es particularmente importante ya que en ella se entrelazan dos de las
principales regiones biogeograficas: la neartica y 1a neotropical, marcandose una gran zona de contacto que
provoca una mezcla de elementos faunisticos y floristicos inicos (Rzedowski, 1978). Entre las principales
causas que han originado esta biodiversidad se pueden resaltar la topografia accidentada del territorio, la
variedad de climas y una compleja historia geolégica y bioldgica, entre otras. La interaccion de todos estos
factores ha contribuido a formar un mosaico de condiciones ambientales y microambientales que promueven

una gran variedad de habitats y formas de vida.

México ostenta el privilegio de poseer en su territorio un universo vegetal de excepcional diversificacion,
variedad e importancia. De los grupos taxondémicos mejor representados sobresalen seis familias que en suma
abarcan casi 40% del total de géneros y especies del pais, y clasificadas d; acuerdo al mayor niimero de
especies encontramos a Compositae, Leguminosae, Graminae, Orchidaceae, Rubiaceae y Cactaceae
(Rzedowski, 1991). Como punto de atraccion principal y por representar una de las familias mejor diversificadas
de nuestro pais, las cactaceas se han convertido recientemente en objeto indiscutible de estudio, abarcando

gran variedad de dreas cientificas como la ecologia, fisiologia, evolucion, etc.

Las cactdceas son un grupo botanico originario del continente americano con aproximadamente 2000 espe-

cies, esto las coloca como una de las familias de mayor diversidad de especies y la de mayor riqueza entre las
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denominadas plantas suculentas, las cuales abarcan miembros de las familias Agavaceae, Aizoaceae,

Azclepiadaceae, Bromeliaceae, Euphorbiaceae, Liliaceae, etc. (Ledn de la L, er al., 1994; Bravo, et al.

1995).

Las cactaceas se distribuyen desde la Patagonia en Argentina hasta el hemisferio norte en Canada, incluyendo
Islas Galapagos y Las Antillas en el Caribe, pasando por regiones montafiosas, tropicales y subtropicales,
hasta lugares aridos y semiaridos, y desde el nivel del mar hasta por encima de los 5,000 metros de altitud,
habitando en diferentes tipos de vegetacion especificos, como el matorral xerdfilo, el bosque tropical caducifolio,

dunas costeras e incluso zonas himedas (Bravo op. cit., Arias, 1997).

En México las cactaceas constituyen parte importante de la flora total del pais con un total de 54 géneros y
850 especies (Arias, 1993). Son notables no sélo por la abundancia de especies, sino por presentar un indice
de elevado endémismo. Del total de géneros existentes en el territorio mexicano, 15 de ellos (31.3%) estan
estrictamente restringidos a sus limites geograficos y 20 son endémicos (Hemandez, et al. 1994);‘){ de forma
global segiin Rzedowski (1991) establece que el 95 % de las especies de cacticeas mexicanas estan restrin-

gidas aMega-México 1. |

Las cactaceas en buena parte dominan en asociaciones vegetales y determinan el caracter de ecosistemas
tinicos, principalmente en regiones xerdfitas. Nuestro pais se muestra como un centro muy importante de
diversificacion debido a la variacion de sus zonas aridas cuyas condiciones han favorecido la adaptacion y

desarrollo de esta familia, a pesar de parecer medios sumamente hostiles (Bravo, et al., 1995).

Las zonas aridas donde se distribuyen las cactiaceas de manera distintiva en México son: la zona drida de
Tehuacan-Cuicatlan en los estados de Puebla y Oaxaca; la zona arida del Vizarron en Querétaro; la zona
arida de Meztitlan y la del Valle del Mezquital en Hidalgo; la zona arida del desierto Chihuahuense en la
altiplanicie mexicana que comprende los estados de Aguascalientes, Coahuila, Chihuahua, Durango,
Guanajuato, San Luis Potosi, Tamaulipas, Zacatecas, y la zona arida de la depresion del Balsas de Guerrero
y Michoacan, la zona arida de Sonora y Baja California, asi como la parte norte de la Peninsula de Yucatan

(Bravo-Hollis, 1978).
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LLa mayoria de los escenarios en donde habitan las cactaceas destacan por ser de dmbito seco que
evolutivamente representa el medio ideal de adaptacion de esta familia. Las cacticeas manifiestan habitos y
estructuras anatomicas especializadas, lo que les confiere una apariencia muy singular, caracterizandose por la
suculencia de sus tejidos almacenadores de agua, particularmente carnosos, con formas globosas, redondea-
das, con simetria helicoidal casi perfecta, algunos aplanados, en forma de roseta, cilindricos, columnares,

coloniales e incluso epifitas, s6lo por mencionar algunas de la basta diversidad morfologica.

Las formas peculiares de las cactaceas les permiten disminuir sustancialmente la superficie expuesta al am-
biente inhospito, aumentando el volumen interno y obteniendo una resistencia potencial a periodos prolonga-
dos de escasez de agua. Ademas las hojas ausentes, o bien, modificadas a manera de espinas a lo largo de
toda su cuticula crasa contribuyen a preservar tejidos meristematicos, condensar el agua de rocio por las
maianas y/o a la vez generar una micro-atmosfera aislante de las temperaturas extremas (Bravo op. cit.,
Arreola, 1997) y sobre todo este tipo de plantas poseen un mecanismo fisiolégico que favorece la incorpora-
cion de bioxido de carbono con una pérdida minima de agua, es decir, el llamado metabolismo acido de las
crasulaceas (MAC), el cual permite fijar la luz solar durante el dia en forma de uniones quimicas de alta
energia, pero intercambiando gases durante la noche, almacenando acido mélico como resultado de Ia fijacion

de bioxido de carbono (Ezcurra, 1997).

" : : T i

. Las cactceas han llegado a ser componentes dominantes en varios tipos de vegetacion, sobre todo las de
zonas aridas, jugando un papel ecoldgico importante en el equilibrio de estos ecosistemas, contribuyendo en
gran parte con la sobrevivencia de muchas otras especies, desde aves y mamiferos, hasta insectos ofrecién-

doles alojamiento, proteccion o alimento (Leon de la L. et al., 1994, Valiente-Banuet, et al. 1997}:“ )
2.2 Importancia Socio-econémica de las Cactaceas

Es por demas importante sefialar que las cactaceas representan un gran potencial como fuente natural apro-
vechable, va que se han convertido en un recurso explotado por mas de tres siglos, encontrandose con

frecuencia en multiples productos populares que forman parte del desarrollo histérico-cultural de numerosas
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comunidades indigenas y rurales de nuestro pais, siendo en muchos casos herencia de nuestros antepasados,

y perdurando hasta nuestros dias en las practicas cotidianas de la sociedad urbana.

De tal manera podemos encontrar diversos derivados comestibles de semillas (Carnegia gigantea, Ferocactus
spp, Pachycereus spp, Stenocereus spp,), tallos (Echinocactus spp, Echinocereus sp,p Ferocactus spp),
y frutos (Hylocereus spp, Myrtillocactus geometrizans, Opuntia spp, Pereskiopsis aquosa, Selenicereus
spp, Stenocereus spp), asi como un incontable de usos domésticos que comprenden desde vigas para cons-
truir habitaciones (Pachycereus marginatus), herramientas (Opuntia spp., Pachycereus pecten-aboriginum),
forraje (Opuntia spp), textiles (Cephalocereus spp, Coryphantha spp, Echinocactus platyacanthus), co-
lorantes (Opuntia spp), hasta los utilizados para realizar artesanias (Cylindropuntia imbricata), y uno de los
mas importantes, los de uso medicinal y religioso (Ariocarpus fissuratus, A. retusus, Coryphantha com-
pacta, Echinocereus triglochidiatus, Epithelantha micromeris, Lophophora williamsii, Mammillaria

heyderi, Mammillopsis senilis, Opuntia spp y Pelecyphora aseliformes) (Sanchez-Mejorada, 1982).

Como una de las practicas mas destacadas a causa de la remuneracion econdmica, se encuentra el uso
ornamental, que en cacticeas se debe a las extrafias y raras formas de sus tallos, junto con el colorido y la
diversidad de sus flores. Esta utilidad se encuentra bien definida en géneros como Ariocarpus, Astrophytum,
Cephalocereus, Coryphantha, Echinocactus, Mammillaria, Strombocactus, Thelocactus, Turbinicarpus,

etc, sobre todo a nivel comercial a gran escala en mercados nacionales e intemacionales.

2.3 Consecuencias de la Sobre-explotacion.

El uso ornamental en cactaceas, se ha realizado tradicionalmente desde nuestros antepasados en culturas
prehispanicas (Bravo, et al. 1995), sin embargo actualmente este uso ha estado ligado a la colecta inmodera-
da de ejemplares silvestres, realizado en forma masiva tanto por nacionales como por extranjeros, provocan-
do que nuestro pais se coloque como el de mayor niimero de especies de cactaceas amenazadas con un total

de 35% del total representadas en México (Herndndez, et al. 1994).



Gran parte de la amenaza de estas especies se debe a un agregado de problemas que involucran presiones de
colecta, destruccion de habitats naturales para el establecimiento de areas agropecuarias y ganaderas, sobre-
explotacion de ejemplares adultos, juveniles e incluso semillas; todo esto aunado indudablemente al comercio
ilegal y el saqueo irracional de especies endémicas y que en muchos casos estan ligados a la ignorancia por
parte del ser humano en cuanto a la importancia bioldgica de estas plantas, que dia con dia se aproximan més

a la extincion (Hernandez, er al. 1994, Clayton, et al. 1992, Rubluo, et al. 1993). b

\‘La familia Cactaceae representa uno de los grupos botanicos mas vulnerables, con alrededor de 50 especies
en el apéndice I de CITES (Convencion Internacional sobre la Comercializacion de especies de Flora y
Fauna en Peligro de Extincion, siglas en inglés) y el resto de la familia en el apéndice I1. Ademas de tener 581
(alrededor del 35 %) de las especies de cactaceas en la lista roja de UICN (Unién Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza) (Anderson, 2000)

Afortunadamente en los tltimos afios se han logrado establecer procedimientos para la propagacion de cactéceas
amenazadas, en peligro de extincién y en buena parte las endémicas, a través de técnicas tradicionales a partir
de semillas, esquejes, vastagos, injertos y en algunos casos la hidroponia. Sin embargo, estas técnicas no han
sido satisfactorias, debido a que muchas de las especies presentan un crecimiento muy lento, algunos ejem-
plares presentan pocos o ningun brote, las semillas de algunas especies presentan dormancia o largos perio-
dos de germinacion; o bien algunas plantulas son susceptibles a fitopatégenos. Ademas, la mayoria de las
especies son autoestériles y requieren de algunos afios para alcanzar su madurez sexual (Johnson, et al. 1979,

Mauseth, 1977, Clayton, et al. 1990, Pérez, et al.1998).
2.4 Cultivo de Tejidos Vegetales como Medio Alternativo en la Propagaci6n de Cactéceas.

El cultivo de tejidos vegetales ofrece muchas ventajas, sobre todo al hablar de propagacién masiva, ya que
permite producir un nimero vasto de plantas a partir de pocos explantes, obteniendo material genéticamente
uniforme y libre de patogenos. Ademas, los ciclos de cultivo se acortan considerablemente e incluso se
pueden favorecer los periodos de floraciéon. También se reduce la tasa de mortalidad en etapas tempranas de
desarrollo y permite mantener una matriz de plantas para investigacion. Como una estrategia real para la

recuperacion de especies amenazadas y en peligro de extincion, el cultivo de tejidos puede disminuir en gran



medida las presiones de colecta en este tipo de plantas e indirectamente ayudar a la preservacion de especies,
disminuyendo de manera gradual la demanda de plantas colectadas de campo, y fomentando el consumo de
ejemplares propagados mediante este método (Johnson, op. cit. 1979, Mauseth, 1977, Pérez e al. 1998,
Rubluo, 1993, Vystok, et al. 1984, Stuppy, et al. 1992).

No obstante, a pesar de ser este método de propagacion una alternativa viable para la produccion masiva de
plantas, es necesario conocer a detalle el mecanismo por el cual una planta puede desarrollarse en un medio
artificial. Como una herramienta mas dentro del cultivo de tejidos vegetales, se encuentra el cultivo de células
en suspension, mediante el cual se pueden seleccionar células resistentes o adaptadas a factores fisicos,
quimicos o biolégicos. Se puede inducir el desarrollo de embriones somaticos, de suma importancia debido
a que se pueden obtener estructuras morfoldgica y funcionalmente equivalentes a embriones verdaderos a
partir de células somaticas y asi lograr una produccion exitosa de organismos en un tiempo considerablemente
corto (Debergh, 1991). O bien pueden realizarse estudios sobre aspectos metabélicos como biosintesis de
alcaloides, flavonoides, extraccion de pigmentos, nutricion, sustancias activas, parametros fotosintéticos y
respiratorios.

Establecer de manera adecuada y precisa las condiciones 6ptimas de desarrollo de individuos en un cultivo de
células en suspension asi como su comportamiento en el mismo, ayudaria considerablemente a hacer mas
eficientes las técnicas de micropropagacion y uso de células para la sintesis de metabolitos. Esto es importante
ya que conociendo detalladamente el funcionamiento de un sistema de cultivo controlado, permitira desarro-
llar una produccion exitosa con un minimo de problemas durante el proceso de cultivo, lo que se veria refle-

jado en términos de produccion como una disminucién considerable en el costo de inversion.

2.5 Criopreservacion como Medio de Conservacion de Germoplasma para Cacticeas Amenaza-

das.

La necesidad de fomentar medios alternativos para la conservacion de germoplasma ha sido una tarea que
continuamente se ha tratado de perfeccionar, una de las herramientas mas utilizadas para este fin es la
criopreservacion, empleada en especies vegetales desde hace mas de tres décadas. La criopreservacion es

un medio practico y eficiente de almacenamiento de material vegetal por largos periodos de tiempo con un
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requerimiento minimo de espacio, mantenimiento y costos (Lambardi, ef al. 2000, Takagi, et al. 1997),
ademis posee algunas ventajas importantes frente a los métodos tradicionales de almacenamiento, sobre

todo de semillas, cuyo deterioro es muy frecuente (Thorpe, 1981).

La mayor parte de los trabajos de criopreservacion se han realizado en especies herbaceas, forestales (Pinus
caribaea, Picea abies, etc.), tropicales (Cocos nucifera, Elaeis guineensis, etc.) y/o de interés comercial
(Malus spp, Citrus spp, Vitis spp, etc.) (Dodds, 1991); siendo que esta técnica puede ayudar a la conserva-
cion de germoplasma, apoyando la conservacion de la biodiversidad y evitando la erosion genética de muchas

otras especies que se encuentran en riesgo de extincion.

La proteccion de material vegetal de cactaceas por criopreservacion, apoyaria el desarrollo de una amplia
variedad de trabajos de investigacion y preservacién, desde propagacién masiva in vitro de ejemplares,
hasta experimentos a nivel molecular o fisiolégico sin necesidad de destruir plantas madre para cada uno de
estos trabajos. Ademas de disminuir potencialmente la cantidad de cambios genéticos que pueden ocurrir

debido a frecuentes subcultivos de estructuras como callos (De Verno, et al. 1999).

Los procesos de criopreservacion se han aplicado principalmente en meristemos, ya que en algunos casos
tienen la ventaja de evitar variantes comunmente asociadas a regeneracion de brotes a partir de callos
(Pennycooke et al. 2000), sin embargo en cactaceas se ha observado que la regeneracion via callo no afecta
el desarrollo de individuos, aun en callos mantenidos por mas de un afio en subcultivos. Se ha comprobado
que dentro de las diferentes técnicas de criopreservacion, la vitrificacion ha simplificado el manejo de explantes
y asegurado la sobrevivencia de brotes obtenidos a través de explantes recuperados, ya que esto evita el
congelamiento intracelular, lo cual no se habia conseguido con otras técnicas de criopreservacion (Takagi, et

al., 1997, Pennycooke, op. cit. 2000, Wowk, 2000).

A partir de estos fundamentos, la finalidad del presente trabajo fue implementar un proceso efectivo de
criopreservacion de Strombocactus disciformis, a través del cual fuera posible conservar el germoplasma de
esta especie que se encuentra seriamente amenazada, como una alternativa para proteger y garantizar la

sobrevivencia lamisma.
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3. ANTECEDENTES.

Como se ha mencionado anteriormente la mayor parte de los trabajos relacionados con criopreservacion
estan dirigidos a especies herbaceas, forestales o de interés comercial, sobre todo en plantas en donde la
biotecnologia juega un papel importante en lamejora de especies, y ain mas en aquellas que de alguna forma
son parte fundamental del desarrollo econdémico-agricola. El empleo de la criopreservacion no es algo nuevo,
sin embargo en los tiltimos afios ha habido mejoras en cuanto al manejo de material vegetal para optimizar el
proceso de almacenamiento usando nitrégeno liquido. Uno de los procesos principales de criopreservacion

que ha dado buenos resultados es el almacenamiento de explantes vitrificados.

Takagi y colaboradores (1997) criopreservaron exitosamente apices vitrificados de Colocasia esculenta. El
procedimiento de vitrificacion consistio en cultivar yemas axilares en medio MS con diferentes concentracio-
nes de sacarosa bajo condiciones de oscuridad a 25 °C por 16 h. Usaron PVS2 como crioprotector antes de
ser sumergidas en nitrogeno liquido. Los apices recuperados desarrollando brotes directamente sin pasar por
fase de callo a los siete dias de haber sido descongelados. El promedio de recuperacién fue del 80% y el

procedimiento de vitrificacién mostro ser eficiente para la criopreservacion de esta especie.

Lambardi y colaboradores (2000) criopreservaron apices de brotes de Populus alba, bajo un solo paso de
vitrificacion, colocandolos en medio MS adicionado con 0.09, 0.3 y 0.7 M de sacarosa por dos dias a 5°C
bajo un periodo de 8 h, y glicerol, sacarosa y PVS2 como crioprotectores antes de sumergir los explantes en
nitrégeno liquido. De los apices recuperados se obtuvé un total de 60% de brotes enraizados, después de

haber sido cultivados en medio MS adicionado con 3 uM de 4cido indol butirico.

El tinico trabajo de criopreservacion hasta el momento realizado en cactaceas ha sido el de Metz y colabora-
dores (2000) con polen de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus, el polen colectado fue deshidratado
hastaun 5 a 10% de humedad y almacenado en varias temperaturas (+4,-18,-70 y -196°C) por 3 meses,
tiempo después del cual el polen fue usado para polinizacién cruzada. Los autores observaron que el porcen-
taje del peso fresco de las frutas obtenidas fue afectado por la temperatura pero no por la duracion de
almacenamiento, a +4°C se disminuyo la produccion del fruto en peso fresco, al igual que el nimero de
semillas en comparacion con el polen almacenado a temperaturas bajo cero. Por otro lado el porcentaje de

germinacion de las semillas obtenidas fue del 90%.



4. DESCRIPCION.

Strombocactus disciformis (De Candolle) Britton et Rose.
Descripcion segiin Helia Bravo-Hollis y Hernando Sanchez Mejorada, 1991.

Los individuos de esta especie presentan tallo simple, globoso-aplanado, discoide, a veces cortamente columnar
de 3 hasta 8 cm de altura y diametro o mas, de color verde glauco muy claro hasta verde grisaceo; apice

redondeado, aplanado o algo hundido, con lana blanca y cubierto por espinas. Tubérculos dispuestos en 8 y
13 series espiraladas, combados o piramidales, de 10 a 18 mm de longitud, duros. Areolas pequeiias, desde
circulares hasta elipticas, de 2 mm de longitud, los jévenes con lana blanca y flocosa, después desnudas.
Espinas de unasola clase, 4 o0 5, setosas, hasta de 15 mm de longitud, rectas o encorvadas, lamayoria en los
tubérculos jovenes del apice, pronto caducas. Las flores brotan de las areolas cercanas al apice,
infundibuliformes, de 2.5 a 3.5 cm de longitud, blancas con leve tinte rosado, pericarpelo con solo algunas
escamitas circulares, cavidad del ovario elipsoidea; nectario pequefio en la base del estilo, tubo receptacular
escamoso, segmentos exteriores del perianto desde lanceolados hasta espatulados, de color rosa con linea
media rojiza; segmentos interiores del perianto espatulados, con la punta acuminada, amarillentos o blancos,
con la base amarillenta; estambres primarios cortos, insertos hacia la base del tubo arriba de la muy corta
camara nectarial; filamentos blancos o purptireos, anteras amarillas, estilo blanco, l6bulos del estigma 6 a 10,
blancos hasta amarillentos. Fruto de 7 mm de longitud, una o dos veces mas largo que ancho, casi desnudo,
con pocas escamas, de color castafio, dehiscente por una ranura longitudinal. Semillas muy pequenias, globosas,
de 0.3 mm de dizmetro con arilo grande, testa tuberculada, de color castafio rojizo. Epoca de floracién

febrero o marzo.

La distribucion de la especie es en los estados de Hidalgo y Querétaro. En Hidalgo ha sido detectada, por los
miembros de la Sociedad Mexicana de Cactologia, en la Barranca de Toliman, Municipio de Zimapan, tam-
bién se reporta su colecta en Ixmiquilpan y San Pedrito de los Angeles; en Querétaro, poblacién ubicada al
N del Vizarron e Higuerillas, en la Cuenca del Rio Estdrax.Esta planta crece en laderas muy inclinadas de
arroyos, confundiendos¢ entre suelos calizos o de lutitas, en condiciones de sequia extrema, casi desprovistas

de vegetacion.

S. disciformis se encuentra dentro de la norma oficial mexicana (NOM-ECOL-1994) en la categoria de

planta amenazada y colocada en el apéndice Il del CITES (Hunt, 1992).



5. OBJETIVOS.

5.1 General

sy

[rJ Implementar un método adecuado de criopreservacién de células, fracciones de planta o semillas obte-

¥ nidas de material regenerativo de Strombocactus disciformis.
5.2 Particulares

=i s . - . . - - . v
Establecer la reproduccion in vitro de Strombocactus disciformis a través de la activacion areolar

hacia la formacion de callos embriogénicos.

@ Determinar las condiciones adecuadas para la criopreservacion de células en suspension, callos friables,
explantes de plantas madre y semillas de S. disciformis.

o
[U Determinar las condiciones para la recuperacion de estructuras criopreservadas.

Determinar la viabilidad de semillas recuperadas.
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6. Método de criopreservacion de Strombocactus disciformis

Oblencion de
ejemplares de
Strombocacius
disciformis
(Etiolacion)

Desinfestacion

Obtencion de

explanies de
planta madre

Adicion de
Crioprotectores

e
Incubacion a
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de plantas

Cultivo de
explanies
Medio MS + 10
mgi BAP

Produccion

de callos
friables

Subcultivos de
callos

Precullivos en
Medio MS
liquido + 400
mgh Manitol

Adicion de
crioprotectores

Cultivo de
células en
suspensién,
Medio MS
liquido +
1mgh 2,4-D

Precultivos
en Medio MS
+400 mgh
Manitol

ambianie

Criopresenacién
a -40°C en
ultracongelador
por 15 dias

Cultivo de Cultivo de
explantes de células en
planta madre suspension en
en Medio MS Medio MS
semisolido liquido con 1
con 0.5 mgA mg BAP + 1

24-D mgh 2.4-D

incubacién a
0°C por 24 h

Enfriamiento
lento a -40°C en
ultracongelador
por 24 h

Criopresenacion
a-196°C en NL
por 15 dias

Recuperacion de
muestras
criopreservadas

Cultivo de
callos en
Medio MS
semisdlido
con 0.5 mgh
2.4-D

Oblencion de
semillas de
Strombocactus

Distribucion
an lotes de
30 unidades

Adicion de
crioproteciores

Prueba de

viabiliadad

(TTC) para
semillas




7. MATERIAL Y METODOS

Las plantas madre de Strombocactus disciformis (2 ejemplares) fueron donadas por el Jardin Botanico
Exterior U.N.A.M., estos ejemplares permanecieron en oscuridad permanente con el fin de fomentar la
acumulacion de auxinas endégenas (etiolacion), durante un periodo de 6 semanas, para activacion de meristemos
axilares de acuerdo a Flores y Ortiz (2001). Una vez etioladas las plantas, se eliminaron las espinas, dejando
las aréolas descubiertas para evitar la contaminacion de explantes por residuos de esporas de hongos o

bacterias adheridos a estas estructuras.

Se fragmento una parte de la planta madre para ser desinfestada colocandola en una solucion de detergente
liquido tween 20 durante 30 minutos, después en alcohol al 80% durante 1 minuto, posteriormente en hipoclorito
de sodio al 3% durante 20 minutos, todo esto en constante agitacion, por tltimo se enjuagé con agua destilada

estéril por 4 ocasiones.

A partir del fragmento desinfestado, se dividieron secciones de aproximadamente 0.5 cm con 2 a3 areolas
cada uno y se cultivaron en medio MS semi-sélido (Murashige y Skoog, 1962) adicionado con 30 g/l saca-
rosa, 100 mg/l mio-inositol, 1 ml/l solucion de vitaminas (tiamina HC1 0.9 mg/1, piridoxina HC10.1 mg/l, acido
nicotinico 0.1 mg, glicina 0.65 mg/l), 7 g/l de agar bactericlégico y 6-bencilaminopurina (BAP) como tinico
regulador de crecimiento en las siguientes concentraciones: 0.0 mg/I (testigo), 1.0 mg/l, 5.0 mg/1, 10.0 mg/l,
20.0 mg/l, ajustando el pH a 5.8, y colocando 25 ml en frascos de cristal, con tapa de aluminio y esterilizan-

dolo enautoclavea 121 °C y 1.05 kg/cm?.

El empleo de esta formula en el medio de cultivo se basa en que los explantes originalmente provienen de una
planta madre etiolada, la cual ha producido una cantidad considerable de auxinas, las fracciones entonces
poseen una carga considerable de esta fito-hormona dentro de su tejido y por lo tanto solamente necesita la

adicion de citocinina (BAP) en el medio de cultivo para estimular el desarrollo de callos.



Los cultivos permanecieron en condiciones controladas con un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, una
densidad de flujo foténico de 50 pmoles/m’/s y temperatura de 24-26 °C hasta observar el desarrollo de
callos, una vez inducidas estas estructuras los explantes se transfirieron a medio MS semi-solido sin hormonas

de crecimiento para continuar con su desarrollo.

Los cultivos en medio liquido se realizaron en medio MS adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-
inositol, 1 mV/1 solucién de vitaminas (Tiamina HC1 0.9 mg/l, Piridoxina HC10.1 mg/1, Acido Nicotinico 0.1 mg,
Glicina 0.65 mg/l) y I ml/1 2,4-D, al cual se inocularon fracciones de callos de 1-1.5 cm cultivados en MS

semi-solido (antes descrito).

Los cultivos permanecieron en condiciones controladas en un agitador de flujo continuo a 90 rpm, con un
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, una densidad de flujo foténico de 50 pmoles/m?s y temperatura de 24-

26°C hasta observar disgregacion de los callos.

7.1 Medios de Cultivos Liquidos para Criopreservacion.

El cultivo de células en suspension se realizé tomando inéculos de 1 ml (de células disgregadas del cultivo de
callos en suspension) en matraces de 250 ml adicionados con 30 ml de medio MS liquido adicionado con 30
g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol, 1 ml/l solucion de vitaminas (Tiamina HC1 0.9 mg/1, Piridoxina HC1 0.1 mg/
1, Acido Nicotinico 0.1 mg, Glicina 0.65 mg/1) y manitol 400 mg/1.

El cultivo de callos se realizo fraccionando callos madre en secciones de 0.4 cm (80-100 mg) inoculados en
matraces de 250 ml, con 40 ml de medio MS liquido adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol,
I mV/1 solucién de vitaminas (Tiamina HC1 0.9 mg/l, Piridoxina HC10.1 mg/l, Acido Nicotinico 0.1 mg, Glicina
0.65 mg/1) y manitol 400 mg/1.

Los cultivos permanecieron en condiciones controladas en un agitador de flujo continuo a 90 rpm, con un
fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, una densidad de flujo foténico de 50 pmoles/m’/s y temperatura de 24-

26°C durante 48 h antes de emplearse para pruebas de criopresrervacion para equilibrar potenciales osmoticos.
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7.2 Crioprotectores

Una de las grandes dificultades fue la eleccion de las soluciones crioprotectoras adecuadas para los diferentes
tipos de muestras y las concentraciones debidas para obtener resultados favorables. La mayor parte de los
trabajos consultados mostraron el empleo de 5 soluciones crioprotectoras basicas, sacarosa (.5-1M, sorbitol
1M, manitol 1M, glicerol 5-10%, dimetilsulféxido 5-10%, etilenglicol 5-10% y PVS2 las cuales han sido
empleadas principalmente para la criopreservacion de meristemos axilares y células en suspension (Takagi, et

al. 1997, Lambardi, et al. 2000, Turner, et al. 2000A, Withers, 1990).

Los crioprotectores elegidos fueron Glicerol, Sorbitol, Manitol, Sacarosa y Dimetilsulfoxido. En ensayos
previos (no reportados) estos componentes se diluyeron en agua destilada estéril, pero para posteriores
ensayos y de acuerdo a bibliografia consultada (Withers, 1985 y 1990), fue mas conveniente utilizar medio

MS liquido como solvente adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol y Iml/1 solucién de vitaminas.

7.3 Criopreservacion

7.3.1 Procedimiento 1

Se tomaron fragmentos de callo de peso fresco definido (80 mg) precultivados en medio MS liquido con
manitol 400 mg/l, inculos de células en suspension precultivados en medio MS liquido con manitol 400mg/]
y fragmentos de plantas madre de 0.5 cm con dos o tres aréolas cada uno (perfectamente desinfestadas), los
cuales sirvieron como muestras de criopreservacion. Este material se incluyo individualmente en crioviales de

polipropileno de rosca externa Nalgene® de 2 ml de capacidad con soluciones crioprotectoras (figura 2).

El tratamiento previo se efectud de la siguiente manera:

a) Seemplearon como crioprotectores soluciones de SAC 0.5 M, MAN 1 M, SOR | M, GLI 10%,

DMSO 10%, diluidos en medio MS liquido adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol, |
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ml/l solucion de vitaminas. Todas estas soluciones previamente esterilizadas en autoclave a 121°C

por 15 min.

b) Cadauno de los explantes se colocaron en las soluciones crioprotectoras dentro de crioviales (Tabla
1), en donde permanecieron por 48 h a temperatura ambiente, después se introdujeron dentro de un
recipiente tipo “Mr. Frosty”” Nalgene® (Simione, 1998), (con modificaciones en cuanto a material y
disefio) Figura 1. Tal recipiente permitio fijar cada uno de los crioviales por la parte superior mientras
que por la parte inferior permanecieron en contacto con isopropanol, posteriormente este dispositivo

se cerrd herméticamente y se colocd en ultracongelador a -40 °C por 15 dias.

_TIPODE CRIOPROTECTORES

EXPLANTES SACAROSA MANITOL SORBITOL GLICEROL _ DMSO
Fragmentos de
callos 0.5M 1L.OM 1.0M 10% 10%
Fragmentos de
plantas madre 05M 1.OM 1.0M 10 % 10 %
Indeculos de
células en 05M 1.OM 1.0M 10 % 10%
suspension h

Todos los crioprotectores diluidos en medio MS liquido adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol,

1 ml/1 sol. vitaminas (Tiamina HC1 0.9 mg/l, Piridoxina HCI 0.1 mg/l. Ac. Nicotinico 0.1 mg, Glicina 0.65 mg/l)
Se montaron 10 repeticiones de cada tratamiento.

La criopreservacion se realizo en ultracongelador a —40 °C por 13 dias

Tabla 1. Tipos de explantes y concentracién de crioprotectores empleados en la criopreservacion de Strombocactus

disciformis en ultracongelador a—40 °C.
Las muestras criopreservadas se retiraron del ultracongelador e inmediatamente se descongelaron en agua
corriente a 40 °C, en este momento se tomd la velocidad promedio de descongelacion de las muestras.
Después se retiraron los crioprotectores de las muestras criopreservadas y se lavaron con medio MS liquido,
posteriormente se cultivaron callos y explantes de plantas madre en medio MS semi-s6lido con 0.5 mg/12,4-
D para inducir la propagacion de callos; los indculos de cultivo de células en suspension en medio MS liquido
con Img/l BAP y Img/12,4-D.

Todas las muestras se colocaron bajo un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, con una densidad de flujo
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fotonico de 50 pumoles/m?/s y temperatura de 24-26 °C hasta observar crecimiento de callos. Los cultivos de

células en suspension se mantuvieron ademas en rotacion permanente en un agitador orbital de flujo continuo

a90 rpm (Tabla 2).
Tipo de explantes MS liquido MS semisolido
** Fragmentos de o 05mgl24D
callos
* Fragmentos de 0.5 mg/12,4-D

plantas madre
* Indculos de células en 1 mg/l 2,4-D + 1 mg/l BAP
suspension

El medio MS estuvo adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol, 1 mi/l sol. de vitaminas
(tiamina HC1 0.9 mg/l, piridoxina HC1 0.1 mg/l, ac. nicotinico 0.1 mg, glicina 0.65 mg/l) y 6 g/l agar
bacterioligico.

Todas las muestras se colocaron bajo un fotoperiodo de 16/8 h Luz/oscuridad, con una densidad de
flujo foténico de 50 pmoles/m*/s y temperatura de 24-26 °C

Las células en suspension se mantuvieron en medio MS liguido y en agitador flujo continuo a 90 rpm.
* Ultracongelador a -40 °C ** Nitrdgeno liquido a -196 °C

Tabla 2. Cantidades de BAP y 2,4-D adicionadas a medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para recuperacién de explantes
criopreservados de Strombocactus disciformis.

7.3.2 Procedimiento 2

Se tomaron fragmentos de callo de peso fresco definido (80 mg) precultivados en medio MS liquido con
manitol 400 mg/1, los cuales sirvieron como muestras de criopreservacion. Este material se incluyé individual-

mente en crioviales de polipropileno de rosca externa Nalgene® de 2 ml de capacidad con soluciones

crioprotectoras.

El tratamiento previo se efectud de la siguiente manera:

a) Seemplearon como crioprotectores combinaciones de las siguientes soluciones: DMSO 10% + SAC
IM, MAN IM + SAC 1M, SOR 1M + MAN 1M, GLI 10% + SAC 1M, DMSO 10% + MAN
1M +SAC 1M, diluidos en medio MS liquido adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol,

1/ml solucién de vitaminas. Todas estas soluciones previamente esterilizadas en autoclave a 121°C

por 15 min.
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b) Cadauno de los explantes se sumergieron en las soluciones crioprotectoras dentro de los crioviales y
se mantuvieron en congelador convencional por 24 ha 0 °C, para después ser introducidos dentro de
un recipiente tipo “Mr. Frosty” Nalgene® (Simione, 1998), (con modificaciones en cuanto a material
ydisefio) Figura 1. Tal recipiente permitio fijar cada uno de los crioviales por la parte superior mien-
tras que por la parte inferior permanecieron en contacto con isopropanol, posteriormente, este dispo-
sitivo se cerrd herméticamente y se colocé en ultracongelador a—40 °C por 24 h mas. Finalmente se

sumergieron en nitrogeno liquido a—196 °C durante 15 dias (Tabla 3).

_ TIPO DE CRIOPROTECTORES
EXPLANTES "DMSO+SAC  MAN+SAC SOR+MAN GLI+5AC DMSO+GLI DMSO+MAN+SAC

Fragmentos 0% IM M M M IM 10% 1M 10% 10% 10% 1M M
de callos

Todos los crioprotectores estuvieron diluidos en MS liquido adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol. | mI/l sol.

vitaminas (Tiamina HC1 0.9 mg/l, Piridoxina HC1 0.1 mg/l. Ac. Nicotinico 0.1 mg, Glicina 0.65 mg/l)

Se montaron 10 repeticiones de cada tratamiento.

La criopreservacion se realizé en nitrdgeno liquido a -196° C por 15 dias

Tabla 3. Tipos de explantes y concentracion de crioprotectores empleados en la eriopreservacion de callos de
Strombocactus disciformis en nitrégeno liquido a—196 °C.

Las muestras criopreservadas se retiraron del nitrogeno liquido e inmediatamente se descongelaron en agua
corriente a 40 °C, en este momento se tomo la tempeatura promedio de descongelacion de las muestras.
Después se retiraron los crioprotectores de las muestras criopreservadas y se lavaron con medio MS liquido,
posteriormente se cultivaron los explantes en medio MS s6lido con 0.5 mg/1 2,4-D para inducir la propaga-

cion de callos.

Todas las muestras se colocaron bajo un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad, con una densidad de flujo

foténico de 50 pmoles/m?/s y temperatura de 24-26 °C hasta observar crecimiento de callos (Tabla 2).



7.3.3 Procedimeiento 3

Se emplearon semillas de Strombocactus disciformis, colectadas a 4 diferentes tiempos, las cuales fueron

separadas en 2 grupos de 30 unidades (el primero para ultracongelador a—40 °C y el segundo para nitrégeno

liquido a —196 °C), se lavaron con solucion de Benlate ® concentrada 200 mg/100 ml por 30 min. Estas

muestras se incluyeron en crioviales de polipropileno de rosca externa Nalgene® de 2 ml de capacidad con

soluciones crioprotectoras.

Con la finalidad de comparar el comportamiento entre diferentes especies de la misma familia se emplearon

semillas de Stenocereus pruinosus (Otto) F, Buxb. y Ferocactus latispinus (Hawort) B. et R.var. spiralis

(Karw. Pfeiff.) N.P. Taylor divididas en grupos de 30 semillas y tratadas de igual forma que las semillas de S.

disciformis pero solo criopreservadas a-196 °C en N.L. (Tabla 4).

El tratamiento previo se efectud de la siguiente manera:

a)

b)

Se emplearon como crioprotectores soluciones de SAC 0.5 M, MAN 1 M, SOR 1 M, GLI 10 %,
DMSO 10 %, diluidos en medio MS liquido adicionado con 30 g/l sacarosa, 200 mg/l mio-inositol, 1

mU/1 solucion de vitaminas. Todas estas soluciones previamente esterilizadas en autoclavea 121 °C

por 15 min.

Cada uno de los grupos de semillas se sumergieron en las soluciones crioprotectoras dentro de los
crioviales y se mantuvieron en congelador convencional por 24 h a 0 °C, para después ser introduci-
dos dentro de un recipiente tipo “Mr. Frosty” Nalgene® (Simione, 1998), (con modificaciones en
cuanto a material y disenio) Figura 1. Tal recipiente permitio fijar cada uno de los crioviales por la
parte superior para que por la parte inferior permanecieran en contacto con isopropanol, posterior-
mente este dispositivo se cerrd herméticamente y se colocé en ultracongelador a 40 °C.

El primer grupo de semillas de S. disciformis permanecio a—40 °C por 15 dias.

El segundo grupo de semillas de S. disciformis permanecio a —40 °C por 24 h y después fueron

introducidas en nitrogeno liquido a—196 °C durante 15 dias mas.
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Las semillas de Stenocereus pruinosus y Ferocactus latispinus var. spiralis permanecieron a -40

°C por 24 h y despugés fueron introducidas en nitrégeno liquido a-196 °C durante 15 dias.

LOTE DE CRIOPROTECTORES

SEMILLAS SAC MAN SOR GLI DMSO MS
*A 0.5 M 1.OM 1.0OM 10 % 10 % s
*B 05 M 1.oM 1.0M 10 % 10 % e
*C 05 M 1LOM 1.0M 10 % 10 % s
*D 05 M 1.OM 1.OM 10 % 10 % o
*E 0.5 M 1.OM 1.0M 10 % 10 % i
*F 0.5M 1L.OM 1.0M 10 % 10 % o

**Todos los erioprotectores fueron diluidos en MS liguido adicionado con 30 g/l 200 mg’l mio-inositol, 1 ml/

sol. vitaminas (Tiamina HC1 0.9 mg/l, Piridoxina HCI 0.1 mg/l, Ac. Nicotinico 0.1 mg, Glicina 0.65 mg/l).
Todas las muestras se realizaron con 30 semillas. Ultracongelador a —40 °C y Nitrdgeno liguido a 196 °C

. Semillas de Sirombocacius disciformis colectadas ¢l 08-03-01
Semillas de Sirambocactus disciformis colectadas el 16-04-99

. Semillas de Sirombocactus disciformis colectadas el 01-04-96
Semillas de Strombocactus disciformis colectadas el 03-05-92
Semillas de Stenocereus pruinosus colectadas el dia 02-05-98 (solo
N.L)

Semillas de Feracactus latispinus var. spiralis colectadas el dia 20.02-
01 (solo N.L.)

monw>

m

Tabla 4. Tipos de semillas y concentracion de crioprotectores empleados en la criopreservacion de Strombocactus
disciformis en ultracongelador a—40 °C y nitrégeno liquido a-196 °C.

Las muestras criopreservadas se retiraron del ultracongelador y del nitrégeno liquido e inmediatamente se
descongelaron en agua corriente a 40 °C, en este momento se tomo la temperatura promedio de desconge-
lacion de las muestras. Se retiraron los crioprotectores cuidadosamente con una pipeta pasteur de las mues-

tras criopreservadas y se lavaron con medio MS liquido, para posteriormente realizar prueba de viabilidad.

7.3.4 Prueba de Viabilidad (Cloruro de trifeniltetrazolio TTC)

Se colocaron muestras de semillas en crioviales de polipropileno de rosca externa Nalgene® de 2 ml de
capacidad y se agregd solucion de TTC (0.1 %). Se dejé incubar en oscuridad permanente por 48 ha30°C.
Posteriormente se removid la solucion de TTC con una pipeta pasteur para lavar las semillas con agua desti-
lada estéril (Cota 1984).

Finalmente se observaron las estructuras a microscopio estereoscopico, retirando cuidadosamente la testa
manualmente, para finalmente contar el nimero total de semillas tefiidas. Se consideraron como semillas
viables aquellos embriones que presentaron tres cuartas partes del cuerpo tefiidas. El resultado se presenta en

porcentaje de semillas viables.



8. RESULTADOS.

La obtencién de callos fue relativamente rapida para todos los cultivos de explantes de Strombocactus
disciformis, en medio MS semi-solido adicionado con BAP (1.0, 5.0, 10.0, 20.0 mg/1) e incluso sin regulador
de crecimiento se observo la aparicion de ctimulos celulares en forma de callo de 3 a 4 semanas después del
cultivo de explantes, la respuesta fue favorable ya que el indice de contaminacion fue menor al 20% y la
produccion de callos fue practicamente del 100%. Los callos fueron de color verde intenso friables y con
células turgentes, aparentemente fotosintetizadoras desde su formacion, la oxidacion solo se present6 en la
base de los callos, mediante una coloracion roja muy tenue que no fue critica para la sobrevivencia de los
mismos, ya que esta disminuyé continuamente al ir creciendo y aumentando el volumen de los callos. El
aumento de tamaiio fue considerablemente acelerado pero de forma irregular sin un patrén definido, con dos
atres diametro cada 8 semanas en promedio, tiempo en el cual fue necesario subcultivarlos a medio MS

fresco.

" Eltransplante de los callos se realizé fragmentando el callo grande y resembrando las secciones obtenidas de
¢l o bien transplantandolo integro si este no era demasiado grande. Lamayoria de los callos ocupaban casi el
total del frasco y consumian el medio de cultivo en su totalidad después de las ocho semanas de incubacion,
esto es importante recalcarlo, ya que el abastecimiento de material nunca fue problema para las pruebas

correspondientes.

La coloracion verde intensa de los callos se mantuvo constante hasta por 10 semanas en un mismo medio de
cultivo pero comenzaba a desaparecer si se dejaba por mas tiempo dentro del frasco, comenzaban a tornarse
amarillos o blancos gradualmente. Al realizar los subcultivos, los callos o fracciones de ellos se oxidaron por
la base en la parte que estuvo en contacto con el medio, tornandose hacia un color rojo intenso que de igual
forma que en los cultivos originales desaparecia conforme el callo crecia.

Practicamente no hubo problema alguno con la produccion de callos en medio de cultivo semisdlido, los

subcultivos cada 8 semanas ayudaron a conservar estas estructuras para obtener material para criopreservacion.



Desafortunadamente no se logré estimular organogenesis a partir de estos callos, ni formacién de embriones
somaticos; aunque se probaron varias combinaciones de reguladores de crecimiento entre auxinas y citocininas
como son: AIA 2mg/l + KIN 1mg/1, KIN 5 mg/l + ANA 1mg/l, KIN 5mg/l+ ANA 1mg/l, 2ip 5mg/l + AIA
Img/l, 2ip Smg/l+ ANA 1mg/l, en todos los casos el resultado fue el desarrollo y produccién de callos, con
ciimulos grandes de células friables color verde intenso con crecimiento rapido de volumen y morfologia

iregular.

Se realizaron ensayos en medios liquidos, utilizando como base la experiencia con las pruebas anteriores y se
hicieron combinaciones con reguladores de crecimiento e incluso con diluciones en la concentracion de solutos
y con glutamina, de estos ensayos se obtuvieron observaciones importantes (que se mencionan adelante),
necesarias para entender la importancia de preservar callos y células en suspension en esta especie.

Los primeros ensayos en medio liquido se realizaron en MS adicionado con 30g/l sacarosa, 200 mg/l mio-
inositol, 1 mV/1 solucion de vitaminas, y 1 ml/1 2,4-D, al cual se inocularon fracciones de callos cultivados en
medio MS semi-sélido. Después de 4 semanas de cultivo las células de los callos comenzaron a disgregarse
del cimulo original, atin cuando algunos otros después de separarse invirtieron el proceso y se volvian a
agregar formando agrupaciones celulares amorfas que en algunos casos llegaron a formar raicillas que conforme
transcurria el tiempo degeneraban sin producir brote alguno. Las células disgregadas de los callos se observaron

turgentes y con division continua, con escasas células colapsadas.

De este cultivo de células en suspension se tomaron inoculos para ser transferidos en medio MS liquido. Los
inéculos fueron de 3 ml y se tomaron después de homogeneizar el cultivo de células para obtener una muestra
uniforme. La respuesta en este cultivo al principio resultd poco satisfactoria, debido a un alto indice de células
colapsadas, al observar esta situacion se adicionaron al medio liquido 5 ml de agua destilada estéril para

disminuir la cantidad de solutos que probablemente afectaba directamente la estabilidad de las células.

Los cultivos se restablecieron después de 2 semanas, sin embargo al pasar 4 semanas de cultivo las células

presentaron oxidacion, que se manifestaba por una coloracién rojiza intensa del medio de cultivo. Estas



células al microscopio se observaron turgentes y en buen estado, pocas plasmolizadas pero con una marcada
coloracion roja que incluso tefiia el medio de cultivo. Del mismo modo se observaron algunos cultivos
contaminados por bacterias, a pesar de este daio se presentaron células en buen estado, turgentes y muy
pocas colapsadas, ademas la presencia de bacterias no afecto la division celular, tal parece que la oxidacién
es unarespuesta de las células para mitigar y frenar la reproduccion bacteriana, como un producto derivado
del metabolismo que actiia en defensa de las células ante posibles patégenos. Los cultivos en suspension se
mantuvieron sin problemas durante mas de 12 semanas, tiempo en el cual se subcultivaron en medio MS
fresco, indculos de S ml para mantener en buen estado las células y tener material para los ensayos de

criopreservacion.

Para la primera prueba de criopreservacion se tomaron fracciones obtenidas directamente de callos cultivados
en medio solido. Se selecciond un callo normal de amplias dimensiones casi en su totalidad verde, solo con
ligera oxidacion hacia los bordes, este callo se seccion6 en partes de 0.5 cm y cada una de ellas fueron
colocadas dentro de las soluciones crioprotectoras. Enseguida estas preparaciones fueron introducidas dentro
de nitrogeno liquido a—196 °C por 15 dias. Una vez transcurrido el tiempo de almacenamiento fueron retiradas

las muestras y descongeladas a una temperatura de 40 °C; tomando la velocidad de descongelacion para

finalmente recuperar los explantes.

La recuperacion consistio en retirar completamente las soluciones crioprotectoras y liberar de los crioviales
las fracciones de los callos, durante este proceso los callos no mostraron cambios significativos en cuanto asu
morfologia original, se mantuvieron verdes, friables sin cambios de coloracién aparente, solo las fracciones
que presentaban oxidacion se observaban afectadas en una pequefia proporcion, pero en general sin anomalias,
Estas fracciones de callos criopreservadas fueron cultivadas entonces en medio MS solido adicionado con
30g/1 sacarosa, 200 mg/l mio-inositol, 1 ml/l solucion de vitaminas y 6 g/l agar bacterioldgico para su
restablecimiento y desarrollo normal. Las condiciones de incubacion fueron intensidad luminosa de 50 pmoles/

m?*/s, fotoperiodo de 16-8 h y temperatura de 24-26 °C.



Las respuestas fueron casi inmediatas los callos que en general presentaban buen estado fueron perdiendo
gradualmente su coloracion verde, se tornaron al cabo de los primeros dias verde palido hasta llegar al café,
los callos con partes oxidadas fueron los primeros en colapsarse siguiendo posteriormente los mejor
conservados. Después de 7 dias de cultivo estas fracciones se mostraban practicamente colapsadas, el volumen
original se encontraba considerablemente reducida (0.25 cm) y la pigmentacién habia desaparecido por

completo, incluso en algunos explantes hasta llegar a translticidos.

Fue necesario realizar diversos ensayos tomando en cuenta la mayor cantidad de factores que pudieran
repercutir en el procedimiento pre y post criopreservacion. Fundamentalmente se tomo como base la
aclimatacion de las fracciones de callo durante el cultivo original, asi como el modo de incubacion dentro de
crioprotectores, eligiendo las soluciones mas efectivas para este fin y por tiltimo el tiempo de enfriamiento y
congelamiento de las muestras. A partir de los diferentes ensayos se presentan en este trabajo los tres

procedimientos mas efectivos para la criopreservacion de Strombocactus disciformis.

8.1 Procedimiento 1

Este primer procedimiento se realiz6 con fracciones de callo, el peso de los explantes fue en funcién del
tamario de los crioviales para evitar dafios en la manipuiacion que pudieran repercutir durante el proceso, tal
es el caso de la oxidacion por dafio mecanico. La adicién de manitol (400 mg/l) al medio de cultivo original fue
necesaria para equilibrar los potenciales osmoéticos dentro y fuera de las células de la fraccion del explante de
callo (Withers,1990), se procuré mantener durante 48 h estos cultivos en agitacion constante para que las
células pudieran asimilar el soluto y equilibraran en lo posible el potencial osmético entre la parte interna de las

celulas y el medio de cultivo.

Después de incubar las fracciones dentro de los criobiales con soluciones crioprotectoras y criopreservar en
ultracongelador a-40 °C se observo que: Ladiferencia en cuanto a comportamiento de los explantes des-
pués de ser retirados de las condiciones de congelamiento es minima, después de 2 semanas de incubacién se

observé que los callos permanecieron verdes sin cambio aparente en volumen, friables y con cierta vitalidad
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que manifestaban una buena recuperacion de los ciimulos celulares criopreservados, sin embargo al transcu-
rrir 15 dias de cultivo comenzaron los cambios morfologicos drasticos de los explantes, la tonalidad verde
comenzo a degenerar gradualmente de verde intenso a café-rojizo en ciertas regiones y finalmente incoloros o
blancuzcos. En algunos casos de color amarillo y muy pocos oxidados, ademas de reducir considerablemente

el volumen hasta la mitad de lo original. La menor parte (menos del 10%) resulté contaminado (figura 3).

La influencia de las soluciones crioprotectoras no fue critica y no hubo diferencia evidente entre muestras,
observandose el mismo efecto para todos los explantes independientemente del crioprotector. A diferencia
de los primeros ensayos, es de destacar que por primera vez se mantuvieron estables los cultivos
criopreservados por mas de 7 dias, tiempo méaximo de estabilidad antes de colapsarse completamente en

€nsayos previos.

Las fracciones de plantas madre a pesar de tener epidermis gruesa y células rigidas no pudieron resistir los
cambios drésticos de temperatura y fueron degenerando lentamente, incluso algunos después de ser recupe-
rados parecian estables al menos en morfologia, pero después de 4 semanas el colapso llegé por completo,
una vez mas las sustancias crioprotectoras no tuvieron diferencias, ya que el comportamiento de los explantes

fue muy similar para todos los casos y no hubo ingerencia en los resultados (figura 4).

Los cultivos de células en suspension parecian ser la opcion mas viable para criopreservar, debido al tiempo
que permanecieron en incubacion se pensaria que los niveles osmoticos estarian equilibrados, sin embargo las
células recuperadas fueron las mas sensibles al cambio y comenzaron a degeneran mas rapidamente que los
demas tipos de explantes, la mayor parte de las células se encontraron plasmolizadas después de los primeros
tres dias de criopreservacion, sin embargo se observaron pequefios agregados que en poco tiempo se torna-
ron translucidos . Mas del 80% se encontraban en malas condiciones y no habia sefiales de mejoramiento, al
contrario la oxidacion se present6 en los cultivos recuperados y finalmente no hubo buenos resultados (figura

5). La velocidad promedio de descongelamiento fue de 21.6 °C por segundo para los tres casos.
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Callode S. disciformis criopreservadoa -

40 °C por 15 dias, usando crioprotectores
individuales.

A callo antes de criopreservar, se muestra
friable y fotosintetico

B callo a las 3 semanas de recuperacion, se
muestra con perdida de volumen, translucido y

sin pigmento.
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Explantes de callos, plantas madre y
células en suspension de S. disciformis
colocados dentro de criobiales antes
de ser introducidos en ultracongelador
a-40 °C y nitrogeno liquido a-196
°C.

Figura 3

Células en suspension de S. disciformis
criopreservadas a -40 °C por 15 dias,
usando crioprotectores individuales.
Pequefios agregados celulares que se
tormnaron translucidos y oxidados durante el
cultivo después de su recuperacion.



Callos de S. disciformis criopreservados a

-196 °C por 15 dias, usando como
crioprotector DMSO+MAN+SAC.

A callo antes de criopreservar, se muestra

friable y fotosintetico

B callo a las 4'? semanas de recuperacion,

se muestra con perdida de volumeny
pigmento

C callo a las 5 semanas de recuperacion, se

muestra con oxidacion

Fragmentos de planta madre de S. disciformis criopreservados
a-40°C por 15 dias, usando crioprotectores individuales.

A Explantes antes de criopreservar, se muestran fotosinteticos
B Explantes después de 4 semanas de recuperacion, se
muestran sin pigmento, translucidos y algo oxidados.

Figura 6
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8.2 Procedimiento 2

El tamafio de explante de callo, de igual manera que en el proceso anterior se determino de acuerdo a la
capacidad de almacenamiento de los crioviales para tener la mayor precaucion y evitar el daflo mecanico
durante la manipulacion. El empleo de manitol (400 mg/l) en el cultivo original también fue necesario para
equilibrar potenciales osmoticos entre al tejido vivo y el medio de cultivo. Después de criopreservar en

nitrégeno liquido a—-196 °C, se observo que:

La combinacion de soluciones crioprotectoras manifestaron mejores resultados que usar soluciones indivi-
duales, se puede observar que la combinacion de DMSO+SAC+MAN promueve la estabilidad de los
explantes de callo después de criopreservados por mas de cuatro semanas, degenerando hacia la quinta
semana en forma gradual sin crecimiento celular ni desarrollo de brotes. Afortunadamente la respuesta mani-

fiesta una mejoria en comparacion del empleo de soluciones individuales (Figura 6).

Las combinaciones de crioprotectores que resultaron con menos éxito pero no por ello menos eficientes
fueron DMSO+SAC y MAN+SAC que desarrollaron sobre los explantes criopreservados una sobrevivencia
de mis de tres semanas después de ser retiradas del nitrégeno liquido y que gradualmente degeneraron hacia
la cuarta semana sin crecimiento celular y sin produccion de nuevos 6rganos, aun asi, estas combinaciones de

crioprotectores mostraron un efecto mas eficiente que el empleo de crioprotectores individuales.

El empleo de SOR+MAN, manifestd un efecto modesto en la sobrevivencia de los explantes, manteniendo
por 15 dias la estabilidad de las fracciones de callo criopreservadas y degenerando a los préximos dias sin

ninguna respuesta favorable.

Las combinaciones menos efectivas fueron de GLI+SAC y DMSO+GLI que lograron mantener estables los
explantes de callo criopreservados solo por una semana y degenerando rapidamente después de 10 dias,
aunque hay que resaltar que muchos de los explantes fueron contaminados por hongos, situacion que reper-
cutio directamente sobre las condiciones de sobrevivencia de las fracciones. La velocidad promedio de

descongelamiento fue de 21.6 °C por segundo (Tabla 5).
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CRIOPROTECTOR SEMANAS DE CULTIVO

1 2 3 4 5 6 7
DMSO + SAC * + + +- - - -
MAN + SAC + + + +/- - - -
SOR + MAN + + H- = = . s
GLI + SAC + - = Z * =
DMSO + GLI + - = = =
DMSO+MAN+SAC  + + + + 1=

+  Desarrollo favorable, pigmentacién verde, friabilidad y volumen original

+{-  Perdida gradual de pig i6n verde y disminucion de vol
Perdida total de pigmentacion verde, aparicion de oxidacion o tejido translucido, disminucion a la mitad
del volumen original y compactacion de tejido.

Tabla 5. Comportamiento de explantes de callo de Strombocactus disciformis criopreservados en nitrégeno liquido a—
196 °C durante 15 dias.

8.3 Procedimiento 3

Las semillas empleadas para este ensayo fueron tratadas de igual manera antes y después de ser criopreservadas
en nitrogeno liquido. El material fue desinfestado antes de aplicar soluciones crioprotectoras, una vez incluidas
dentro de crioviales fueron introducidos en congelador convencional hasta 0 °C, e inmediatamente colocados
en aparato tipo Mr. Frosty Nalgene®, bajo bafio de isopropanol por 24 h a-40°C, permaneciendo el primer

lote en estas condiciones por 15 dias y el segundo trasferido en nitrégeno liquido por 15 dias.

La recuperacion se realizo con agua corriente a 40°C, a todas las muestras se les retird cuidadosamente las
soluciones crioprotectoras y enjuagando con medio MS. El medio MS se mantuvo dentro de los crioviales
por 10 minutos y se agité ligeramente para asegurar que los restos de crioprotectores adheridos a las paredes
de las semillas se eliminaran. El medio MS se retiré usando una pipeta Pasteur estéril, para evitar contaminacion
y dafios mecanicos. Finalmente las semillas fueron sembradas en cajas petri con medio MS semi-sélido sin

reguladores de crecimiento.

Se observaron respuestas favorables para semillas criopreservadas en ultracongelador a—40°C. Hay que
resaltar que para todos los cultivos de semillas recuperados del crioprotector SOR presentaron problemas de
contaminacion por hongos dentro de los cultivos en medio semisolido, lo que tuvo repercusion en el resultado

final de sobrevivencia de semillas (excepto para semillas del lote D).
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Los porcentajes de sobrevivencia se manifestaron de siguiente manera:

Para semillas del lote A, el mejor crioprotector fue GLI (33.33%) seguido de MAN(28.50%) y medio MS
(26.00%) casi en la misma proporeion.

Para semillas del lote B, el mejor crioprotector de igual manera fue GLI (47.33%), dejando en segundo
término soluciones de SAC (23.00%), DMSO (22.72%) y medio MS (20.00%).

Para semillas del lote C, se obtuvo que el mejor crioprotector también fue GLI (36.36), seguido de SAC
(12.12%) y DMSO (10.00%).

Para semillas del lote D, el medio MS (27.57%) fue el mejor crioprotector seguido de SAC (19.54%), SOR

(18.64%) y GLI(15.86%) (Tabla 6), (Figuras 7 y 8). La velocidad promedio de descongelamiento fue de
21.6°C por segundo.

CRIO- S. disciformis S. disciformis S. disciformis S. disciformis
PROTECTORES LOTE A LOTE B LOTE C LOTE D
SAC 8.00 23.00 12.12 19.54
SOR 0.00 0.00 0.00 18.64
MAN 28.50 0.00 0.00 12.40
DMSO 6.25 22.72 10.00 13.74
GLI 33.33 47.33 36.36 15.86
MS 26.00 20.00 0.00 27.57
TESTIGO 80.00 66.66 38.88 ° 36.84

Tabla 6. Porcentaje de sobrevivencia de semillas criopreservadas en ultracongelador a —40 °C durante 15 dias.
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Figura 7. Viabilidad de semillas de S. disciformis criopreservadas a -40 °C por 15 dias. Las columnas muestran
procentajes +/-sd.
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Figura 8. Efectividad de crioproctectores sobre semillas de S. disciformis criopreservadas a -40 °C por 15 dias. Las
columnas muestran porcentajes +/- sd.

Al igual que para muestras criopreservadas en ultracongelador, el proceso de descongelamiento para muestras
introducidas en nitrégeno liquido a 196 °C se empled agua corriente a 40 °C. Se retiraron cuidadosamente
las soluciones crioprotectoras y se enjuagaron con medio MS liquido para retirar restos de crioprotector
adheridos a las paredes de las semillas (guardando la debida precaucion durante la manipulacién y utilizando
material estéril), la recuperacion se realizo sembrando las semillas en cajas petri sobre medio MS semi-s6lido

sin reguladores de crecimiento. A partir de estos cultivos se obtuvieron las siguientes observaciones:

Para semillas del lote A, los mejores crioprotectores fueron GLI y medio MS con el mismo porcentaje de
sobrevivencia (18.18%) y SOR en menor proporcion (16.66%).
Para semillas del lote B, el mejor crioprotector de igual manera fue DMSO (22.22%) seguido de SAC

(13.33%).

Para semillas del lote C, se obtuvo que DMSO y SOR fueron los mejores crioprotectores (36.36% y 33.33%

respectivamente).
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Para semillas del lote D, MAN (17.64%) fue el mejor crioprotector dejando en segundo termino a SOR
(16.66%) y SAC (15.38%) (Tabla 7), (Figuras 9 y 10). La velocidad promedio de descongelamiento fue de
21.6 °C por segundo.

CRIO- Strombocactus  Strombocactus  Strombocactus  Strombocactus  Stenocereus  Ferocactus

PROTECTORES disciformis disciformis disciformis disciformis pruinosus latispinus
var. spiralis

LOTE A LOTE B LOTE C LOTED LOTE E LOTE F
SAC 0.00 13.33 0.00 15.38 28.00 8.00
SOR 16.66 0.00 33.33 16.66 - 14.00
MAN 5.88 0.00 0.00 17.64 70.00 10.00
DMSO | mme——= 22.22 36.36 12.00 48.00 ——emee
GLI 18.18 0.00 0.00 5.88 80.00 2.00
MS 18.18 0.00 0.00 13.33 20.00 4.00
TESTIGO 80.00 66.66 38.88 36.84 100.00 78.04

Tabla 7. Porcentaje de sobrevivencia de semillas criopreservadas en nitrégeno liquido a —196 °C durante 15 dias.
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Figura 9. Viabilidad de semillas de S. disciformis criopreservadas a -196 °C por 15 dias. Las columnas muestran
porcentajes +/-sd.



1a

100 e ———
% l
’ P
A TR
OTESTIGO
3 = OOMSO 1%
g 2 ) CMAN 10M
k] " e £ OS0R 10M
* - # - WG 0%
B sacosm
P ——Hg—
&
I |
20 4| il i1
m L
e
¥
N a
LOTE A LOTEB LoTEC LOTED

Semillas.

A. Semillas de Simambocircius disciformis colectadas el 08-03-01

B. Semillas de Sirombocacius disciformis colectadas el 16-04-99

. Semillas de Strontbocactus diseiformis colectadas el 01-04-96

D. Semillas de Srambocacns disciformis colectadas ¢l 03-05-92

E. Semillas de Srenocereus pruinosus colectadas el dia 02-05-98 (solo N.L.)

F. Semillas de Ferocactus latispinus var. spivalis colectadas ef dia 20-02-01 (solo N.L)

Figura 10. Crioprotectores mas efectivos en la viabilidad de semillas de Strombocactus disciformis criopreservadas a
-196 °C de tres especies de cacticeas después de su recuperacion. Las columnas muestran porcentajes +/- sd.

8.4 Prueba de viabilidad (Cloruro de trifeniltetrazolio TTC)

Para semillas de S. disciformis se obtuvieron porcentajes bajos de viabilidad en semillas de lotes A y D
criopreservadas a -196°C (5.88% para MAN y GLI), al igual que para semillas de £ latispinus var. spiralis
lote F (14% para SOR), en comparacion con semillas de S. pruinosus lote E (donde el porcentaje de

sobrevivencia alcanzo hasta 70% con MAN).

Las semillas de S. disciformis no criopreservadas (testigos Lote A y B) presentaron los porcentajes mas altos
de viabilidad 80.00% y 66.66 % respectivamente, en comparacion con las semillas de los mismos lotes
criopreservadas a -40°C (33.33 % para GLIy 47.33 % para GLI) y-196°C (18.88 % para GLIyMS, y
22.22 % para DMSO), sin embargo esta viabilidad no fue tan sobresaliente para semillas de lotes C y D
(semillas testigo), que presentaron porcentajes de viabilidad de 38.88% y 36.84% respectivamente, los
cuales mostraron poca diferencia con semillas de los mismos lotes criopreservadas a -40°C (36.36% para

GLI y 27.57% para MS) y -196°C (36.36% para DMSO y 17.64% para MAN).
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9. DISCUSION.

Los primeros ensayos de criopreservacion para células de S. disciformis fueron realizados via congelamiento
rapido en nitrégeno liquido sin ningun paso de precultivo, se observo un claro choque en las células de los
callos criopreservados, después de 48 h de ser recuperados los cambios en la morfologia fueron evidentes,
causando en corto tiempo la muerte de los explantes, las células no son resistentes al gran estrés por
congelamiento que sufren al introducirse directamente a temperaturas inferiores a 0 °C. El congelamiento
rapido resulta efectivo para algunas familias de plantas de interés comercial como solandceas, para cacticeas
esta efectividad no se presenta en callos criopreservados. Si bien, el congelamiento rapido previene el crecimiento
de cristales de hielo intracelulares durante el periodo de enfriamiento (Thorpe, 1981), este sistema no muestra

efectividad para células de callos de Strombocactus disciformis.

Después de diversas pruebas para el establecimiento de cultivos, previos a la inmersion de muestras en
ultracongelador a-40 °C ynitrogeno liquido a -196 °C, se dispuso como via efectiva de precultivo el medio
MS liquido adicionado con manitol 400 mg/l, durante 48 h. El manitol actia sobre la permeabilidad de la
membrana celular para equilibrar la cantidad de solutos dentro y fuera de las células, provocando un ligero
estrés osmotico (Towill, 1991), esto se realizd con la finalidad de obtener una tolerancia maxima adicional a la

congelacion (efecto que se atribuye para este caso) antes de agregar los crioprotectores definitivos (Withers,

1985)

Algunos trabajos sugieren el precultivo como parte fundamental de la sobrevivencia de células después de la
criopreservacion, por ejemplo en Anigozanthos viridis ssp. viridis se obtuvo el 67.0% de sobrevivencia en
medio adicionado con sorbitol 0.2-0.6 M precultivado por 48 horas (Turner et al, 2000), y en Doritaenopsis
cv. se obtuvo 85% de viabilidad en medio adicionado con sacarosa 0.056-0.4 M y/o ABA 1.0-5.0 mg/I

precultivado por 14 dias (Tsukazaki et al, 2000).

Una vez establecido el medio de precultivo, se consideré como segundo paso la adicion adecuada de

crioprotectores a cada una de las muestras y su efectividad en la sobrevivencia de las mismas. Generalmente
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las sustancias crioprotectoras se utilizan diluidas en medio MS liquido, lo que aumenta la eficacia hastaenel
doble si es diluida en el tiempo de aplicacion (Withers, 1984 y 1985). La dilucion de los crioprotectores en
MS liquido cumple un paso necesario para lograr la efectividad requerida, ya que este minimiza las reacciones
quimicas tal es como la generacion de calor, asegura una exposicion uniforme hacia las células de los callos y

reduce potencialmente ¢l efecto toxico sobre ellos (Simione, 1998).

En muestras de células en suspension y fracciones de plantas madre no se obtuvieron resultados favorables; el
precultivo con manitol tuvo un efecto poco representativo en la aclimatacion antes de criopreservar, la
concentracion de manitol establecida para estos casos no logré equilibrar osméticamente el ambiente interno
y extemo de las células, sin duda alguna es necesario ampliar el periodo de precultivo, utilizar otro crioprotector
o mezclas de ellos para tal fin. También es necesario incluir un proceso de deshidratacion celular con DMSO
o PV 82 que pueda ayudara dism inuir la tixgencia de las célulasde S. disciformis, en donde el mayor

problema es lareserva tan grande de este liquido que limita fuertemente el proceso de criopreservacion.

La gran cantidad de reserva de agua que bien representa la parte vital en la naturaleza para las cactéceas, se
vuelve un obstaculo al realizar este tipo de procedimientos; la formacion de cristales letales, es el procedimiento
mas dificil de prevenir debido a que se forman en regiones intracelulares mas rapido que la nucleacion externa,
causando en poco tiempo la ruptura de las membranas y por consiguiente la muerte de las células (Zachariassen,
et al. 2000). Incluso las células epidérmicas que poseen paredes celulares resistentes no son capaces de
evitar el cambio repentino de temperatura en sistemas in vitro; caso contrario al de algunas cacticeas (género
Opuntia) que sufren estrés térmico in vivo y que pueden tolerar temperaturas de congelacién mediante la

accion de mecanismos fisiolégicos que se activan al interactuar con el ambiente (Goldstein, ef al. 1994).

Los crioprotectores usados individualmeme.camcen de efectividad, ayudan en cierta medida en la estabilidad
de explantes de callos recuperados después de permanecer en ultracongelador a—40 °C, pero tan solo por un
corto tiempo (7 dias), apoyados por una fase de precultivo y enfriamiento lento, la respuesta es favorable
pero no contundente. Para S. disciformis se observa que aumenta el periodo de estabilidad de callos
criopreservados en hasta 5 semanas via enfriamiento lento con medio MS liquido adicionado con 400 mg/1
manitol. Definitivamente el método de congelamiento mediante enfriamiento lento ha contribuido con resultados

significativos en la estabilidad de células de callos de S. disciformis.



El empleo de combinaciones de crioprotectores para muestras de callos criopreservadas mostré una evidente
diferencia que se manifiesta en el proceso de recuperacion. Las muestras de callos mantenidas en nitrégeno
liquido por 15 dias muestran un tiempo de estabilidad significativamente mayor después de la recuperacion
en comparacion con el empleo de crioprotectores individuales en ultracongelador (7 dias); la estabilidad se
mantuvo de 21 dias (minimo) a 35 dias (méaximo) para la combinacién de crioprotectores DMSO+MAN+SAC.
A pesarde que la toxicidad y la alta presion osmética pueden ser un obstaculo grande al realizar combinaciones

de crioprotectores, para muchas plantas de diferentes familias se han obtenido buenos resultados incrementando

\ZT.

Frecuentemente se han utilizado mezclas preparadas con mas de dos crioprotectores, siendo el de mejores

el indice de sobrevivencia y regeneracion de explantes.

resultados el llamado PVS2, el cual ha favorecido la criopreservacion de brotes apicales de Anigozanthos
viridis ssp viridis (41.4%) (Turner, et al. 2000), Populus alba (90%) (Lambardi, ef al. 2000) y Colocasia
esculenta (80%) (Takagi, ef al. 1997), embriones somaticos de Macropidia fuliginosa (90.6%) (Turner et
al. 2000B), células en suspension de Doritaenopsis cv (64%) (Tsukazaki, et al. 2000), etc.

" Deacuerdo con la sensibilidad de las células es conveniente elegir la combinacion adecuada de dos o mas
crioprotectores, pero entre los ampliamente recomendados se encuentran Dimetilsulfoxido y glicerol combinados
con sorbitol, manitol, sacarosa, glucosa, prolina o polietinelglicol (Withers, 1985). Generalmente las soluciones
preparadas por varios crioprotectores ofrecen una mejor respuesta y aumentan su eficacia, siempre y cuando
el estado fisioldgico del material vegetal lo permita. Para las muestras de callos de S. diseiformis se eligieron
como primer paso mezclas de dos crioprotectores que tuvieron menor efectividad, pero el de mejor influencia
en la estabilidad de callos criopreservados fue DMSO+MAN+SAC. El dimetilsulfoxido es un crioprotector
de permeabilidad rapida sobre la membrana celular y en combinacién con glicerol y sacarosa que son
crioprotectores de permeabilidad lenta, equilibran la accion sobre las células evitando el choque térmico y la
toxicidad sobre todo de DMSO (Towill, 1991). Ademas la incubacion de los explantes por 5 h en esta
solucién mas un enfriamiento lento resultan favorables para obtener una mejora en la recuperacion de callos

criopreservados en nitrogeno liquido.
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En cuanto al tiempo de inmersion de muestras, ya sea de explantes vegetativos o semillas en N.L. no existe un
periodo estandarizado. La mayor parte de los procedimientos dependen del tipo de organismo a trabajar,
aunque se sugiere que una muestra debe ser congelada por al menos 48 h para determinar entonces si las
células permanecen viables (Simione, 1998). Sin embargo muchos de los estudios con herbéceas han sido
mantenidas por periodos muy cortos a-196 °C en N.L. desde los 15 min Doritaenopsis (Tsukazaki et al.
2000), 30 min Anigozanthos viridis spp viridis ( Turner et al. 2000B), hasta 1 h en Populus alba
(Lambardi et al. 2000) y Manihot esculenta (Escobar et al. 1997), y el mayor tiempo de criopreservacion
ha sido para polen de Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus manteniedo congeladas este tipo de
estructuras por 3 meses (Metz et al. 2000). En base a estos trabajos de criopreservacion, para S. disciformis
se empled 15 dias como tiempo efectivo de congelamiento para todas las muestras incluyendo semillas,
periodo que aseguro confiabilidad en los resultados, evitando ambiguedad sobre el comportamiento de las

muestras.

La criopreservacion de semillas de S. disciformis proporcioné datos importantes para comprender el
comportamiento de semillas. Las diferencias entre los dos tipos de criopreservacion (-40 *C y -196 °C)
fueron minimas, e incluso los porcentajes de sobrevivencia de acuerdo a las pruebas de viabilidad reflejan una
similitud (entre 30-40% de sobrevivencia) para todos los crioprotectores utilizados en ambos procedimientos.
Para el caso de semillas no hubo fase de precultivo pero si fase de enfriamiento lento, ademas de emplear
solamente crioprotectores individuales. Desafortunadamente es complicado obtener semillas de diferentes
tiempos de colecta y por lo tanto la poca disposicién de este material obligé a que los experimentos se

reservaran a crioprotectores individuales, que finalmente manifestaron resultados favorables.

Para la especie en estudio las semillas colectadas y almacenadas a temperatura ambiente (no mas de 25 °C)
decaen en su porcentaje de viabilidad desde el 80% hasta el 40%, en los primeros cinco afios, sin embargo
conforme trascurre mas tiempo de almacenamiento esta cualidad se vuelve menos critica y mas bien se estabiliza,
es decir existe una curva con una tendencia a la lenta reduccion de la viabilidad, que si bien no es un porcentaje
alto (30-40%) si es significativo para efectos de criopreservacion, debido a que la constancia se mantiene en

semillas de 6 a 9 afios de almacenamiento (bajo temperatura ambiente), lo que permite una mejor resistencia
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a las temperaturas criticas, por estar parcialmente deshidratadas. Y precisamente al hablar de criopreservacion
esta caracteristica, impacta de manera directa sobre la resistencia del material a las temperaturas bajas. Como
evidencia real tenemos que las semillas S. disciformis lote A reducen ampliamente su viabilidad de 80%
(antes de criopreservar) a 33.33% (después criopreservar a -40 °C) y 18.18% (después criopreservar a -
196°C), en cambio semillas lote D reducen muy poco su viabilidad de 36.84% (antes de criopreservar) a

27.57% (después a -40°C) y 17.64% (después de criopreservar a -196 °C) (Figuras 7 y 8).

Si se toma en cuenta que la cualidad recalcitrante u ortodoxa de una semilla no esta determinada por la
reserva alimenticia, sino por el contenido de agua dentro de las células del embrion, y que la criopreservacion
es facilitada por la deshidratacion celular (Towill, 1991, Wendell, 1999); entonces se deduce que un embrion
que es parcial o casi completamente deshidratado, tiene mayor posibilidad de resistir un cambio brusco de
temperatura y puede sobrevivir la fase critica de formacion de cristales letales, a diferencia de embriones
totalmente hidratados que a consecuencia de esta particularidad corren el riesgo de colapsarse bajo tempe-

raturas menores a 0 °C.

Existen pocos ensayos de éxito limitado, en donde se involucran semillas con bajos contenidos de agua,
Grout., et al. (1983) empled procedimientos de deshidratacion, enfriamiento y recuperacion de embriones
extraidos de semillas de Elaeis guineenis; Dereuddre, et al. (1995) empled congelamiento de embriones de
Daucus carota bajo congelamiento lento en presencia de crioprotectores y Pritchard, et al. (1995) empled
congelamiento rapido después de deshidratacion parcial en soluciones osméticas en semillas y embriones de
Araucaria hunsteinii. Sin embargo el almacenamiento por periodos largos para semillas con limitadas reservas

de agua sigue siendo una incégnita en los bancos de germoplasma, pero aun asi se espera que la criopreservacion

pueda dar la solucion (Ellis et al. 1985).

Otra observacion importante es el porcentaje de viabilidad de las semillas después de ser criopreservadas
bajo ambos procedimientos (independientemente del crioprotector) el rango se mantiene entre 30-40%,
sensiblemente bajo pero que se puede tomar como un punto de partida para esta familia de plantas que ha

sido poco trabajada a nivel de criopreservacion. Esta uniformidad indica que la influencia del crioprotector no
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es critica para la criopreservacion (exceptuando tal vez el efecto de GLI cuya accion se explica mas adelante),
la diferencia no es significativa y esto sin duda beneficia en dos direcciones, la primera es que se puede
prescindir de las soluciones crioprotectoras, y emplear inicamente medio MS liquido, el cual puede sustituir
sin dificultades la funcién crioprotectora con efectos positivos, y la segunda es que la criopreservacion no
necesariamente tiene que ser bajo inmersion en nitrégeno liquido, basta con temperaturas lo suficientemente
adecuadas como las de ultracongelador que pueden ser desde —40 a—-80°C, lo que podria subsanar costos

de inversion para almacenamiento masivo de germoplasma.

En el parrafo anterior sobresale la efectividad del glicerol como crioprotector, observando la grafica de viabilidad
para semillas de S. disciformis criopreservadas en nitrogeno liquido se muestra que el DMSO fue el mejor
crioprotector aunque su eficiencia es relativa ya que solo las semillas tipo C rebasan el 40% mientras las
demas se mantienen por debajo del 22.22%; caso contrario al que se observa en semillas criopreservadas en
ultracongelador, donde el GLI mantuvo por arriba del 33.33 % la viabilidad de semillas de los lotes A, By

C (Figura9).

El efecto del DMSO ha sido conocido desde hace varios afios (Withers, 1985, Towill, 1991), sin embrago
resalta la capacidad crioprotectora del glicerol que materia de estudio. El glicerol en precultivo incremento la
sobrevivencia en embriones somaticos de Macropidia fuliginosa (Tumer, et al. 2000), usado en niveles
relativamente bajos y en combinacion con otros azticares. Las propiedades crioprotectoras del glicerol parecen
ser superiores gracias a su arreglo esteroquimico y tamafio. Sumolécula se compone de tres esqueletos de
carbono (es una molécula pequeiia a diferencia de sorbitol (6), glucosa (6) o inositol (6)) y sus grupos OH
estdn orientados a lo largo por un solo lado, no es de naturaleza ciclica como el inositol. Esto puede ser
fundamental para una mejor crioproteccion en la medida que se pueden formar mejores puentes de hidrégeno

con fosfolipidos de la membrana y proteinas impartiendo una mejor estabilizacion a la membrana celular

(Turner 2001).

Por ultimo se realizo una prueba comparativa de criopreservacion entre semillas de S. disciformis y dos

especies diferentes de cactaceas Stenocereeus pruinosus (lote E) y Ferocactus latispinus var. spiralis
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(lote F), solo se aplicé bajo el procedimiento mas critico (a—196 °C en N.L.) para conocer las diferencias,

sobre todo de sobrevivencia entre especies de la misma familia.

Los mejores resultados fueron presentados por el columnar S. pruninosus, su porcentaje de viabilidad antes
de criopreservar fue de 100% y después de criopreservar a-196 °C en N.L. se obtuvo viabilidad de hasta del
80% y en Ferocactus latispinus var. spiralis se obtuvo un porcentaje de viabilidad antes de criopreservar de
78.04% y después del N.L. 14.00% (Figura 10). Esto indica que el caracter viable de las semillas estaregido
por la naturaleza misma de la especie, la fisiologia de los diferentes tipos de semilla pueden ser definitorios
para los procesos de sobrevivencia tanto in vive como in vitro, y quizas el tiempo de almacenamiento no sea

tan critico como las condiciones en las que este se realice (Cronquist, 2000).

Basicamente las semillas de cactaceas presentan una reserva de nutrientes muy reducida y lamayor parte del
cuerpo de semilla corresponden al embridn, por lo tanto el factor que influye en la viabilidad es la reservade
agua. Para la viabialidad de semillas en general se ha postulado la existencia de un tipo intermedio entre
semillas ortodoxas y recalcitrantes (Wendell, 1999), esto puede ser aplicado al menos para S. disciformis,
cuyas semillas después de 9 afios de almacenamiento han mostrado una viabilidad baja pero constante que
no cambia significativamente después de cinco afios de colecta, obviamente se reduce el nimero de semillas
viables pero el restante refleja una resistencia a los procesos de almacenamiento a temperatura ambiente y
por debajo de los 0 °C. Ademas la resistencia a cambios fuertes de temperatura, tal como la inmersion en
N.L. estaen funcion de la naturaleza de la semilla y de la especie misma, quizas intervenga lamorfologia pero
no es totalmente determinante y asegurarlo es todavia incierto, asi que lamejor opcién es continuar con los
estudios referentes a la relacion estructura-funcionamiento-resistencia a bajas temperaturas de semillas de

caclaceas.



10. CONCLUSIONES.

»La propagacion de callos in vitro de Strombocactus disciformis resulto exitosa con medio MS adicionado

con 10 mg/l BAP.

«Los callos obtenidos fueron friables, sin vitrificacion, poco turgentes, fotosintéticos, con células en continua
division y sin problemas al ser subcultivados, siendo estas caracteristicas importantes para la manipulacion

durante la criopreservacion.

« Para la criopreservacién de callos el mejor método fue mediante una fase de precultivo en medio MS
adicionado con 400 mg/l manitol, el empleo de Dimetilsulféxido 10 % + Manitol 1 M + Sacarosa 0.5 M como
crioprotectores, mas un proceso de enfriamiento lento y congelamiento en nitrégeno liquido a—~196°C por 15

dias.

»El proceso de recuperacion de explantes maés eficiente fue con agua corriente a 40 °C y el empleo de medio
MS adicionado con 0.5 mg/12,4-D, logrando que los explantes recuperados se mantuvieran estables por 5

s€manas.

Los resultados de criopreservacion de células en suspension y explantes de plantas madre muestran que el
tiempo de precultivo, el empleo de medio MS adicionado con 400 mg/l y la accion de crioprotectores
individuales, no influyen satisfactoriamente en la estabilidad del material al ser expuesto a nitrégeno liquido,
por lo tanto se sugiere implementar un método viable de precultivo asi como la adicion de diferentes
combinaciones de crioprotectores para garantizar la resistencia del material al ser expuesto a temperaturas

menoresa0 °C.

eLacriopreservacion de semillas de S. disciformis manifiesta que el enfriamiento lento es de suma importancia
y laadicion de crioprotectores individuales, especificamente Glicerol 10 % para inmersion en ultracongelador
a—40°C y DMSO 10 % para inmersion en nitrogeno liquido a—196 °C favorecen la viabilidad del material

durante el proceso de recuperacion.
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« Las semillas con mayor tiempo de almacenamiento presentan una mejor respuesta al ser criopreservadas
en nitrogeno liquido disminuyendo muy poco su viabilidad, lo que evidencia que el porcentaje limitado de

cantidad de agua en el embrién favorece la resistencia a las bajas temperaturas.

* Los resultados de este trabajo representan un primer paso para establecer un método efectivo de
criopreservacion de cactaceas, los ensayos con esta familia siguen siendo limitados; pero existen puntos
importantes que son necesarios considerar, como la fase de precultivo, la combinacion de crioprotectores, el
enfriamiento lento e incluso uno o varios procesos de deshidratacion celular, para lo cual es necesario dar
continuidad a esta linea de investigacion de gran importancia en la preservacion de germoplasma de especies

conriesgo de extincion como lo son las cactaceas.
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12.GLOSARIO
Antinucleacién.-Termino empleado para varios procesos que inhiben el congelamiento.

Callo.- Masa de células indiferenciadas que se forman de células o tejidos vegetales formando climulos

amorfos de coloracion verde, amarilla o blanca. Pueden ser de consistencia friable o compacta.

Crisis térmica.- La separacion del punto de fusion y la temperatura de crecimiento de hielo.
Hiperhidratacion o vitrificacion.- Término empleado en cultivo de tejidos para designar a todo tejido
vegetal, principalmente callos cuyas células presentan grandes cantidades agua almacenada, lo que
morfoldgicamente se refleja como callos translucidos casi blancos y brotes turgentes.

Nucleacion o Vitrificacion.- Término empleado en criopreservacion para designar la iniciacién del
congelamiento en una muestra de agua o una solucién formando un niicleo con estructura parecida al hielo. El

niicleo promueve la organizacion de las moléculas de agua dentro de un cristal de hielo.

Nucleacion heterogénea.- Agregacion de moléculas de agua cristalizadas por una sustancia diferente a las

moléculas de agua.

Nucleacion homogénea.- Cuando un niicleo grande es formado por agregacion espontanea de las propias
moléculas de agua.

Punto critico de congelamiento.- Temperatura en la cual el crecimiento del hielo toma lugar.
Punto de supercongelamiento.-Temperatura en la cual la nucleacion espontanea ocurre.

Punto de superenfriamiento o Temperatura de cristalizacion.- Fendmeno en el cual las soluciones acuo-

sas permanecen en estado liquido cuando el enfriamiento esta por de bajo del punto de fusién.

Punto de fusion o punto de congelamiento.- Temperatura en la cual el ultimo cristal de hielo desaparece

cuando una solucion es lentamente calentada.

Recristalizacion.- Fenomeno en el cual los cristales de hielo grandes se vuelven mas grandes y los pequefios

desaparecen y es adscrito a diferencias en la curvatura de la superficie (efecto kelvin).
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