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GLOSARIO

ACCESION: Designacion oficial dada a la entrada de un material vegetal
al banco de germoplasma.

CALLO: Conjunto de células desorganizadas originadas por el
parénquima o por cualquier explante, por medio de division celular.

CAPSULA: Gota de aiginato polimerizado en la que se incluye un apice.

CARBON ACTIVADO: Carbén vegetal empleado para la absorcion de
sustancias que pueden ser toxicas como fenoles y polifenoles en los
medios de cultivo.

CRIOPROTECTOR: Sustancia de caracter quimico, cuya finalidad es
proteger el tejido de la deshidratacion excesiva e impedir la formacion de
hielo en el mismo.

ESTRES: Cambio de las condiciones optimas para la vida que altera las
respuestas locales o sistémicas del organismo.

EXPLANTE: Parte separada de un vegetal

HIPERHIDRATACION: Conjunto de caracteristicas fisicas, que describen
cambios en las hojas, tallo y raices, que les dan una apariencia cristalina,
acuosa, humeda y translucida. Estos desérdenes, especialmente
manifiestos en las hojas, y afectan a dos de los procesos mas importantes
que realizan las hojas: la fotosintesis y el intercambio gaseoso.

MERISTEMO: Grupo de células vegetales capaz de realizar divisiones en
forma mas o0 menos continua.

OSMOTICO: Compuesto quimico con propiedades que producen
deshidratacion celular.

PLASMOLISIS: Encogimiento del protoplasto debido a la pérdida de agua
por GSmosis.

REGULADOR DE CRECIMIENTO: Sustancia sintetizada en una parte del
organismo que se transporta hacia otra, con el objeto de ejercer control
sobre alguna fase del proceso de crecimiento.



VACUOLA: Espacio o cavidad en el protoplasma gue en su interior se
aloja una solucion acuosa, limitado por una membrana.



RESUMEN

Se evaluaron cuatro metodologias de crioconservacion reportadas hasta la
actualidad para papa en una accesion de S. phureja. Se propusieron
algunos ajustes a las metodologias de Encapsulacion — deshidratacion y
Encapsulacion — vitrificacion, dedicando especial atencion a las etapas
previas a la congelacion, tales como: medios de propagacion, calidad del
tejido, encapsulacion, pretratamiento en sacarosa, tiempos de secado en
silica gel y evaluacion de soluciones cargadoras y de vitrificacién PVS2 y
PVS4, logrando establecer que son muchos los posibles factores que afectan
el éxito de un proceso de crioconservacion.

Se logré el establecimiento de un medio de preacondicionamiento M &S
suplementado con BAP 0.18 uM y GA3 0.28 uM durante 5 dias y la
suplementacion del alginato pemitio una mejoria en cuanto a la respuesta de
los apices en las etapas previas al congelamiento.



INTRODUCCION

La conservacion de un recurso genético tiene como objeto mantener a
disposicién la variabilidad genética de especies de importancia
socioeconomica actual y potencial, para su uso en programas de
mejoramiento genético y procesos biotecnolégicos. Se han planteado dos
formas de conservacién como son in situ y ex situ: (1) in situ que implica la
conservacion de las especies y su diversidad en su habitat natural,
permitiendo los procesos evolutivos; y (2) ex situ, donde se efectua la
conservacion de algunos componentes de la diversidad bioldgica fuera de su
habitat natural y se mantienen en bancos de semillas, in vitro 0 campo; éstas

deben ser complementarias en cuanto al manejo, empleo y distribucion del
germoplasma’.

El cultivo in vitro, ofrece una estrategia para conservar la informacion
genética de algunas especies gue se propagan vegetativamente y para otras
que poseen semillas recalcitrantes, donde el almacenamiento en forma de
semillas no es posible, ya que éstas presentan esterilidad, limitada fertilidad &
son semillas altamente heterocigotas. Algunas de estas especies son de

importancia agricola y econémica y en estos casos se prefiere la
propagacién clonal®,

En el ambito de la conservacion, las especies que poseen semillas
recalcitrantes también presentan las limitantes de perder rapidamente su
viabilidad, ya que no toleran la desecacion requerida para el aimacenamiento
de semillas a largo plazo y en algunos casos, presentan alta sensibilidad al
frio y al secado. Asi que convencionalmente, la conservacion de éstas se
realiza en campo donde no se puede garantizar la seguridad ante el riesgo
de pérdida por ataque de plagas y patdgenos o por desastres naturales; por
tales motivos la conservacién in vitro brinda mas seguridad®.  Esta ofrece
varias metodologias de almacenamiento de acuerdo a la duracion del
almacenamiento, dentro de los cuales se encuentran la conservacion a corto,
mediano y largo plazo. Las dos primeras pueden llevarse a cabo mediante

' HARDING, K. Approaches to asses the genetic stabilitiy of plant recovered from in vitro
culture. En: In vitro conservation of plant genetic resources. University of Kebangsaan.
Malasya. 1996. p. 135.

2 ASHMORE, SARAH E. Status report on the development and application of in vitro

techniques for the conservation and use of plant genetic resources. IPGRI. Roma, ltalia.
1997. p. 4.

? Ibid_, p. 4.



métodos de lento crecimiento, a través del uso de modificaciones al medio de
cultivo, por adicién de inhibidores osméticos, hormonales y por otros como el
uso de retardantes de crecimiento, la reduccién de la temperatura de
almacenamiento, capas de aceite mineral y disminucion de los niveles de
oxigeno disponibles en los cultivos®. Cabe destacar que la conservacion In
vitro presenta ciertas desventajas como son: altos costos de mantenimiento,
riesgo de variacion somaclonal e inestabilidad genética. La conservacion a
largo plazo se refiere al almacenamiento a temperaturas ultra bajas, en las
que el material vegetal se puede conservar sin alteraciones o modificaciones
genéticas, al menos tedricamente, por un periodo de tiempo ilimitado y en
un pequefio espacio®. Dentro de las estrategias de conservacion a largo
plazo, la crioconservacion ofrece una alternativa viable y proporciona la
posibilidad de mantener una copia de seguridad de las colecciones por
tiempo indefinido bajo condiciones que garanticen mayor estabilidad genética
de variedades ancestrales, silvestres, mejoradas y genotipos derivados de
procesaos biotecnoldgicos.

A Solanum phureja pertenecen las papas amarillas ¢ “criollas”, es una
especie importante para el pais, ya que ofrece una altemnativa alimenticia de
alto valor nutricional, como ademas presenta alta precocidad comparada con
otras variedades. Desde el punto de vista econdmico, el cultivo de papa
ocupa el tercer lugar en area sembrada y el primero en valor de la
produccién de 170.000 ha sembradas solo el 7 % corresponden a S.
phureja®. Sin embargo en la actualidad se estan llevando a cabo estudios
para impulsar su procesamiento industrial enfocado a la exportacion.

Desde el punto de vista de la conservacion de recursos genéticos, Solanum
phureja es un cultivar importante en fitomejoramiento, porque posee genes
de resistencia a Phytophtora infestans, por lo cual es empleado en
mejoramiento junto con especies silvestres para obtener variedades
comerciales con un grado de resistencia al patégeno.

Debido a la importancia de este cultivar, Corpoica Tibaitata, particularmente
el programa nacional de recursos genéticos y biotecnologia vegetal, tiene la
responsabilidad de mantener y administrar la Coleccién Central Colombiana
(C.C.C.) de Papa, que cuenta con 1098 accesiones de las subespecies S.
andigena, S. tuberosum, y S. phureja; esta Ultima comprende 113 accesiones
conservadas bajo condiciones controladas de crecimiento minimo in vitro y

¢ RAMANATHA, V. The Use of Biotechnology for Conservation and Utilization of Plant
Genetic Resources. En: Plant Genetic Resources Newsletter. 1994. No. 87.P. §-89.

° ENGELMAN, F. In vitro conservation of horticultural genetic resources review of the state
of the art. IPGRI. Roma, Italia. 1998. http//wchr.agrsci.unibo.it/wc2/engelmann.html. p.1

® http://www.cipotato org/wpa/samerica/Colombia.htm. p. 33,36.




con un periodo de subcultivo que oscila entre 4 a 6 meses, dependiendo del
genotipo; en campo se mantienen 53 accesiones con un periodo anual de
subcultivo. Esta coleccion cuenta con tres sistemas de conservacion: in
vitro, en campo y en cavafriaa 0 ° C’. Basada en su variabilidad genética
la FAO considerd esta coleccidon como la segunda mas importante en el
ambito mundial en 19962,

Dado que el presente estudio, es el primero que se lleva a cabo en Corpoica
Tibaitata a nivel exploratorio en el area de la crioconservacién, éste tiene la
finalidad de evaluar algunas metodologias establecidas para la especie
papa tomando como modelo una accesion de S. phureja y proponer asi
ajustes en dichas metodologias.

En términos generales, este trabajo conduce a sugerir que se debe continuar
la investigacidon en esta drea pues aln quedan muchos aspectos por
explorar.

" FAJARDO, D. Sistemas Banco de Germoplasma Base. En: INFORME ANUAL.
PROGRAMA NACIONAL DE RECURSOS GENETICOS Y BIOCTECNOLOGIA VEGETAL.

2001. Mcsquera. Corpoica Tibaitata.

® FAO. Estado de la Diversidad. En: Informe Sobre el Estado de los Recursos fitogenéticos
en el Mundo. FAO. Roma. 1996. p. 9.



1. OBJETIVOS
1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar cuatro metodologias de crioconservacion reportadas para papa.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar una accesién modelo a partir de la Coleccion Central
Colombiana de Papa de la coleccion in vitro Solanum phureja que permita
iniciar los estudios de crioconservacion en esta especie.

phureja.

Proponer algunos ajustes en las técnicas de crioconservacion para Solanum

Estimar

el efecto de las Citocininas y Giberelinas
propagacion.

en los medios de
Evaluar la etapa posterior a la extraccion de los apices, a través de medios
de preacondicionamiento.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 ORIGEN Y DOMESTICACION DE LA PAPA Solanum phureja

El origen de Solanum phureja es de caracter desconocido, al parecer el
centro de origen de esta especie se encuentra en el altiplano entre Perd y
Bolivia, alrededor del lago Titicaca, debido a que en esta zona se encuentra
la mayor variabilidad genética de especies silvestres y variedades cultivadas
de Solanum sp°. Solanum phureja, es una especie diploide (2n = 24), que
se distribuye geograficamente desde el norte de Bolivia hasta el sur
occidente venezolano con un centro de diversidad en el sur de Colombia, en
el departamento de Narifio y el norte del Ecuador.

Estrada'®, sostiene que ésta fue domesticada hace por lo menos 10.000
anos en el altiplano, al suroeste del Peri y noroeste de Bolivia. No se
conoce con exactitud el ancestro silvestre que origind las especies cultivadas
diploides. Es posible que haya desaparecido al cruzarse con varias especies
semi-cultivadas o silvestres. Entre las cuales se han citado Solanum
leptophyes, S. canasense, S. sparsipilum (Hawkes, 1978b), S. brevicaule y
S. vernei (Grun, 1990).

Con la domesticacion, del cultivo de la papa y de otros tubérculos y raices se
origind la agricultura alto andina, cuyas principales especies fueron cultivadas
a lo largo de toda la cordillera por la interconexién de los pueblos andinos y
de acuerdo con las condiciones agroecoldgicas regionales. La papa criolla
Solanum phureja, fue originalmente adaptada por sucesivas siembras
realizadas por los indiqenas de los Andes, donde otros cultivos no habian
logrado ser adaptados’".

® ESTRADA, N. La bicdiversidad en el mejoramiento genético de la papa. CID, Bolivia,
1996. p. 25.

" Ibid., p. 25.

" LUJAN, C. L. Historia de la papa. En: Papa. Santafé de Bogota. No. 16 (Dic. 1996). p. 4 -
27.



2.2 ASPECTOS BOTANICOS
2.2.1 Clasificacién Botanica'

Nombre cientifico : Solanum phureja

Nombre vulgar . Papa criolla
Filum : Angiosperma
Clase : Dicotiledénea
Orden . Tubifloras
Familia - Solanaceae
Subfamilia :Solanoideae
Tribu - Solaneae
Género » Solanum
Subgénero . Solanum
Especie : phureja

2.2.2 Papa Criolla (Solanum phureja)

Como lo expresa Lujan'®, esta especie se caracteriza por su precocidad, los
tubérculos son producidos en tres o cuatro meses bajo condiciones de dias
cortos. Poca pubescencia de la hoja y un tono amarillo verdoso, el follaje es
recto y de unos 0.60 m. de alto. Poseen varios tallos con muchas ramas y
numerosas hojas pequefias a medianas. Las plantas comienzan a germinar
alrededor de los veinte dias. A los cuarenta comienza la floracion, cuando
tienen alrededor de 0.30 m de alto, manteniendo la floracién hasta la
cosecha.

Segun Lora'™, en general el cultivo requiere de clima suave y himedo con
ausencia de heladas durante el periodo vegetativo, agua bien distribuida para
su mantenimiento, pisos termicos entre los 1500-3000 m.s.n.m.

De acuerdo con Bolivar™®, la planta se puede reproducir sexual y
asexualmente. Con la reproduccion sexual, los mejoradores incrementan la
variabilidad genética para la formacién de nuevos genotipos y se efectia

2 LOPEZ, L. E. Las papas silvestres de Colombia. En: Papa. Santafé de Bogota:
FEDEPAPA No. 7 (Abril 1983). p. 5.

¥ LUJAN, C. L. Op. Cit. p. 4-27.

" LORA, S.R. Fertilizacién de la papa en Colombia. En: Papa. Santafé de Bogota. 1950. p.
26-36.

'® BOLIVAR, R., LOPEZ, G. Genética de la papa y su mejoramiento. En: Cuarto curso de
actualizaciéon de conocimiento del cultivo de papa. Bogota. 1985. p. 1-5.



mediante el empleo de semilla botanica; con la reproduccion asexual se fijan
los genes introducidos en el material genetico mejorado. Este tipo de
reproduccion se realiza comercialmente por tubérculos - semilla; otras formas
no comerciales son: esquejes y cultivo in vitro de tejidos.

Las especies de género Solanum, que tuberizan, han sido clasificadas dentro
de una serie euploide que va desde el nivel diploide, hasta el nivel
hexaploide, el mayor porcentaje corresponde a los diploides (2n = 24
cromosomas), por lo tanto en éste nivel se encuentra la fuente de
germoplasma més importante para el mejoramiento, dentro de la cual se
encuentra Sofanum phureja.

2.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

La papa es el cuarto cultivo alimenticio en orden de importancia en el mundo,
después del trigo, el arroz y el maiz. La producciéon anual representa
aproximadamente la mitad de la produccién mundial de todas las raices y
tubérculos, llegando a mas de 1000 millones de consumidores, de los cuales
aproximadamente la mitad pertenecen a paises en vias de desarrollo. En
total se producen 247 millones de toneladas de tubérculos, siendo los
principales productores Europa, Asia y Norteamérica. El mayor volumen de
produccion de papa en Surdmerica lo tiene Colombia seguido de Brasil,
Argentina y Perd. Particularmente en Colombia, la papa tiene gran
importancia en los sistemas de produccién de clima frio, ya que favorece la
econ%mia campesina, por la alta generacion de empleos directos en el sector
rural .

En el ambito alimenticio, la papa criolla aporta el doble de contenido de fibra,
fosforo y mayor cantidad proteica comparada con otras variedades'”: de igual
modo, la coloracion amarilla es una caracteristica varietal que esta
altamente relacionada con el contenido de carotenos, precursores de la
vitamina A."®

= MCRENO, José Dilmer. Problemética de Ia papa en Cundinamarca y Boyaca.
Comunicaciones y Asociados. 2000. p. 93.

" GOMEZ, M., REYES, P. Propagacién y tuberizacion in vifro de tres variedades de papa
criolla Solanum phureja de la Coleccién Central Colombiana de Papa. Santafé de Bogota.
1898. p. 15. Trabajo de grado (Licenciado en Biologia) Universidad Francisco José de
Caldas. Facultad de Ciencias y Educacion.

" ROBLES, Hugo R., Delgado, C. Informe: Investigacién y transferencia de tecnologia sobre
calidad de almidones, aziicares y valoracién energética de materiales de papa. Programa
Nacional de Maquinaria Agricola y Postcosecha. Bogota, Junio 30 DE 2002. p. 9.



2.4 DIVERSIDAD GENETICA Y CONSERVACION

Debido a que la papa es un producto de alto consumo en los paises en vias
de desarrollo, existe la necesidad de buscar alternativas de conservacion de
la diversidad genética de dicha especie que garanticen la seguridad del
material vegetal ante el posible riesgo de pérdida de la informacion genética.

Estrada'®, registra que los ancestros de la papa cultivada en la actualidad
tienen un valor singular por dos razones principales:

1. Alta variabilidad genética. Las especies silvestres constituyen un
reservorio de genes muy importante por sus caracteristicas de resistencia
a plagas y enfermedades, asi como por su adaptacién a factores
abidticos y climaticos como heladas, sequia, granizo, suelos acidos, etc.
Se cuenta aproximadamente con 200 sp. de las cuales se llega a 2000
incluyendo sus variantes.

2. Debido a que no tienen diferencias basicas estructurales en sus
cromosomas, porque los cambios en los cromosomas se realizaron por
mutaciones simples. Esta caracteristica es definitiva para obtener
fertilidad y para facilitar la transferencia de genes de los hibridos a la
generaciones siguientes.

En este momento, el Centro Internacional de la Papa (CIP) tiene centradas
sus investigaciones en S. phureja con el objeto de encontrar los caracteres
cuantitativos que contienen los genes de resistencia asociados a la
enfermedad del tizon tardio (Phythophthora infestans), hecho en el que se
fundamenta la importancia de la diversidad genética®.

Otro aspecto que en la actualidad preocupa es la incidencia de la "erosion
genética" (disminucion de la variabilidad genética), ésta se ha venido
presentando como consecuencia de la agricultura comercial moderna y con
esto, la pérdida de variedades tradicionales de los agricultores con una
diversidad elevada®'.

2.5 CRIOCONSERVACION

La crioconservacion esta definida como la conservacion a temperaturas
ultrabajas, tal es el caso cuando se mantiene un material bajo condiciones de

'* ESTRADA, Op. cit. p. 25
%0 hitp:/Awww cipotato.org/market/ARs/Ar2001 e/10tapping htm. p. 4

“'EAO., Op., cit. p. 13.



nitrégeno liquido (-196 °C) o en su fase de vapor (-120 °C). Mediante este
procedimiento, virtualmente se suspenden todos los procesos metabdlicos
en cualquier tejido vivo, semillas, suspensiones celulares, callos, tejidos
cultivados, polen o &pices meristematicos?.

La crioconservacion abarca una serie de metodologias que se encuentran
enmarcadas dentro de dos grupos de técnicas como son: cldsicas y
modemas. Las primeras se basan en la crioproteccién quimica, donde la
deshidratacion de los tejidos es paralela a la congelacidén lenta. Las
modernas, estan basadas en el principio de vitrificacién, el cual permite la
transicion de agua a una fase amorfa o vitrea, en la que se impide la
formacion de cristales de hielo, los cuales son perjudiciales para la integridad
celular. La principal ventaja que tienen estas técnicas respecto a las
clasicas, es su simplicidad, ya que éstas no requieren el uso de congeladores
programables y su aplicabilidad estd dirigida a un amplio rango de
genotipos®.

De acuerdo con Whiters* los pasos basicos que se llevan a cabo en una
técnica de crioconservacién  son: pretratamiento, crioproteccion,
congelamiento, almacenaje, descongelacion, pruebas de viabilidad y
recuperacion; los cuales se describen a continuacion:

e Pretratamiento

La seleccion del material vegetal es determinante, ya que se deben
preferiblemente explantes jovenes provenientes de condiciones in vitro en lo
posible. Ademas, éstos deben garantizar estabilidad genética y uniformidad
de la progenie. Los meristemos apicales pueden garantizar un sistema de
regeneracion que se ajuste al modelo para la crioconservacion, por su
estructura, fisiologia y tamarios pequerios.

El grado de tolerancia de las plantas a temperaturas ultra bajas depende de
su genotipo, de las condiciones fisioldgicas, y del ambiente en que crecen.

2 ENGELMAN, F. Opait., p.1
“ Ibid., p. 2.
* WHITERS. Germplasm preservation through tissue culture: an overview. Citado por

MROGINSKI, L. A.; ROCA, W. M.; KARTHA, K. K. Cryoconservacion del germoplasma.
Cultivo de tejidos en la Agricultura: Fundamentos y Aplicaciones. Cali. CIAT. 1991. p. 717.
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La viabilidad del explante, puede aumentar si se somete a crioconservacion
en fases especificas de su crecimiento como: El estado globular en los
embriones somaticos, la fase exponencial de las suspenciones celulares, y
los meristemos luego de su extraccion. El precultivo del material vegetal
puede ser de gran ayuda para el proceso de crioconservacion.

e Crioprotecciéon

Permite proteger el material vegetal de los dafios que pueden ocurrir en las
etapas de congelamiento y descongelamiento; para esto se utilizan
sustancias crioprotectoras, dentro de las cuales las mas usadas son DMSO
(5% -15 %) y glicerol (5 % - 20 %), también se emplean azlcares-alcoholes,
aminoéacidos y polimeros de alto peso molecular; de los cuales en muchos
casos se utilizan mezclas. El tipo y la concentracion de dichas sustancias
crioprotectoras debe determinarse para cada especie; se debe tener en

cuenta la citotoxicidad de la mayor parte de estas sustancias en
concentraciones altas.

e Congelacién

Existen tres procedimientos de congelacion: rapida, lenta y escalonada. En
la primera el material se coloca directamente en nitrégeno liquido. La
velocidad de enfriamiento puede ser hasta de 1000 °C/min. Uno de los
riesgos de este procedimiento es la formacion de cristales intracelulares de
hielo que pueden dafiar el material vegetal. Este efecto se evita utilizando
sustancias crioprotectoras adecuadas y procurando que la congelacion se
produzca tan rapido como sea posible. En el congelamiento lento el material
se congela de modo gradual, disminuyendo la temperatura la cual puede
oscilar entre 0.1 y 3 ° C/min. Y en el escalonado el material vegetal se
somete sucesivamente a varias temperaturas por debajo de 0 ° C y se

mantiene en cada una de ellas durante cierto tiempo; posteriormente, se
sumerge en NL.

e Almacenaje

La forma mas adecuada de almacenamiento es la que se realiza a
temperaturas como las del NL ( -196 ° C), lo que posibilita el cese de
practicamente toda actividad metabolica. El uso de congeladores que
brinden temperaturas de almacenaje —70 y —-100 ° C puede ser otra
alternativa, pero no es recomendable para la conservacion a largo plazo.

e Descongelamiento
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Se lleva a cabo en forma rapida por medio del bafio de maria de 1 - 3
minutos de duracién en agua a 38 ° C (6 de acuerdo a lo establecido en cada
metodologia de trabajo); para el caso de material congelado con sustancias
crioprotectoras, éstas deben ser removidas por medio de lavados con
soluciones cuya concentracion sea similar a las condiciones de
deshidratacién de donde viene el material, para evitar Ia desplasmdlisis.

e Pruebas de Viabilidad

La estimacion de la viabilidad puede hacerse de diferentes maneras:
recultivando para determinar la capacidad de regenerar plantas o mediante
técnicas colorimétricas que determinen indirectamente la actividad celular.
Sin embargo esto no garantiza que el tejido crioconservado regenere plantas
posteriormente.

e Recuperacion

Una vez descongelado el material vegetal debe recultivarse utilizando, en
general, los mismos medios y condiciones en que crecia antes de su
congelamiento®™.  Teniendo en cuenta que el material viene de una
condicion alta de estrés, se debe buscar una formulacién adecuada de los
medios para la recuperacion de los explantes. Es importante tener en
cuenta que estos deben colocarse en oscuridad o a baja intensidad luminica
por pocos dias para evitar efectos dafiinos por fotoxidacion. El cultivo de
explantes sobre un medio de cultivo modificado durante un corto periodo, se
realiza en casos donde el crecimiento debe ser estimulado?.

Existen siete procedimientos basados en vitrificacion: encapsulacién-
deshidratacion, vitrificacion, encapsulacion-vitrificacion, desecacion,
precultivo, precultivo - desecacion y gota congelada. Un aspecto comun entre
estos, es que el paso critico para lograr la sobrevivencia son las fases
previas al congelamiento y no el congelamiento en si, tal como sucedia en
las técnicas clasicas®’.

* ENGELMANN. Op., cit, p. 14
*” ENGELMANN, F. Importance of desiccation for the Ccyopreservation of recalcitrant seed

and vegetatively propagated species. En: Plant Genetic Resources Newsletter. IPGRI.
Roma. ltalia. 1997. No 112. p 8.
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Las investigaciones en papa, que han mostrado algunos resultados
interesantes estan basados en las metodologias que se enuncian a
continuacién:

Encapsulacion-deshidratacion: Esta técnica se basa en la tecnologia
desarrollada para la produccién de semillas sintéticas, en la cual los
explantes se encapsulan en gotas de gel hidrosoluble. Para la
crioconservacion, la encapsulacién permite someter al explante a drasticos
tratamientos, que podrian ser letales para explantes no encapsulados, pero
estos son necesarios para la sobrevivencia del material despues del
congelamiento. La técnica de encapsulacién-deshidratacion fue
implementada en proceso de crioconservacion por Dereuddre empleando
apices de plantas in vitro de pera, papa y embriones somatlcos de zanahoria,
siendo aplicado actualmente a un gran nimero de espemes

Vitrificaciéon: Este procedimiento implica el pretratamiento de las muestras
con soluciones crioprotectantes de alta concentracion para posteriormente
sumergirlas en NL, a fin de lograr la vitrificaciéon de los solutos internos. Las
mezclas de soluciones crioprotectantes que requieren estos protocolos son
tdxicas para las células y se debe tener cuidado con la temperatura, el
tiempo de exposicion a estas soluciones segun el tamafio del explante y al
momento de remover la solucién en la etapa de descongelacion.

Encapsulacion-vitrificacion: Es la combinacién de los procedimientos
anteriores, las muestras son encapsuladas en gotas de alginato y tratadas
con soluciones vitrificantes antes del congelamiento. La cépsula reduce la
toxicidad de la solucién vitrificante y desde el punto de vista practico se
reduce el niimero de manipulaciones y la duracién total del procedimiento.

2.6 REPORTES DE INVESTIGACIONES REALIZADAS EN Solanum

Los primeros trabajos en el area de la crioconservacion en papa fueron
realizados por Bajaj en 1977%, quienes usaron una solucion crioprotec’tora
compuesta por DMSO, Gllcerol y Sacarosa, en 1978 Grout y Henshaw™®

% ENGELMANN, F. 2000. Conferencia Crioconservacion principios y practica. Memorias
del curso Técnicas de Crioconservacion para plantas tropicales: Nuevas opciones para la
conservacion del germoplasma vegetal. CATIE. Costa Rica. 2000. p. 1.

¥ BOUAHAL, S, DEREUDDRE, J. Cryopreservation of potato shoot tips by
encapsulation — dehydration. Potato Research Vol. 39. Paris. 1996. p. 69.

“ Ipid., p. 69
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usaron solo DMSO como crioprotector y congelacion ultra rapida, logrando
bajas tasas de viabilidad (20- 26 %) con formacion de callo.>'

En 1981, en la Universidad de Wisconsin se adelantaron estudios con la
especie S. tuberosum, usando &pices meristematicos provenientes de
plantas obtenidas a partir de tubérculos brotados en invernadero. Se
empled un congelamiento gradual y se evaluaron los siguientes parametros:
duracion y concentracidn del pretratamiento en DMSQO, efecto de la
temperatura de congelamiento y de la tasa de descongelamiento,
obteniéndose rangos de sobrevivencia del 45 % - 85 % en formacidn de
brotes, debidos a que los procedimientos de congelamiento lento que se
siguieron fueron apropiados.

Bajaj en 1985, evalud la viabilidad de meristemos de Solanum tuberosum
crioconservardos por mas de cuatro afios, con el fin de demostrar que la
duracion de almacenamiento en nitrégeno liquido no afectaba la tasa de
sobrevivencia®.

En 1989, Harding y Benson®, reportaron los efectos de los regimenes de luz
sobre la recuperacién de yemas apicales de dos variedades de S
tuberosum, crioconservadas. Estos autores usaron técnicas clasicas, DMSO
ai 10 % y lograron determinar que son muchos los factores en las etapas de
pre y postcongelamiento que intervienen en la sobrevivencia del material, al
igual que una respuesta varietal frente a la técnica y a las condiciones de luz
antes y después del congelamiento que favorecer la recuperacion del
material crioconservado.

Fabre y Dereuddre en 1990%, reportaron por primera vez la crioconservacién
en papa para la especie S. phureja a partir de meristemos apicales,
adoptando la metodologia de encapsulacidn-deshidratacion. En esta

* Ibid., p.70

“ TOWILL, L. E. Solanum etuberosum: A model for studying. The cryobiology of shoot-tips
in the tuber-bearing Solanum species. Plant Science Letters, 20. 1981. University of
Wisconsin, Madison, (USA). p. 315-324

“ BOUAHAL, S. Op. Cit. p. 69-78.

* BENSON, E. Variation in recovery of cryopreserved of shoot tips of S. tuberosum exposed
to different pre and post freeze light regimes. En: Cryo-Letters. Cambridge. 1989. Vol. 10. p.
323-344,

“FABRE, J.,, DEREUDDRE, J. Encapsulation-dehidration: A new approach to

cryopreservation of Solanum shoot tips. En: Cryo-Letters. Cambridge. 1990. Vol. 11. p. 413-
428.
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investigacion, se reporta el congelamiento programado y rapido, empleando
flujo de aire estéril para la deshidratacion de las cépsulas. Mediante el uso
de 0. 5 y 0.75 M de sacarosa en el precultivo durante 24 h y la inmersion
directa en NL, obtuvo una tasa de sobrevivencia del 7.8 vy 196 %
respectivamente, sin embargo no hubo desarrollo de los &pices a brotes. En
congelamiento programado mejoré la sobrevivencia a 27.8% y 41.2% para
0.5 My 0.75 M de sacarosa por 24 h. Aunque en 0.5 M de sacarosa
algunos &pices se restablecieron directamente a brotes, el porcentaje de
recuperacion fue bajo (menor al 10%). Aumentando del tiempo de
exposicion a 72 h en el precultivo con 0.75 M de sacarosa, el desarrollo de
brotes llegé a 26.5 %, en apices congelados.

En 1991, Benson y Harding®™, estudiaron la recuperacion de las yemas
cultivadas in vitro y crioconservadas en dos variedades de S. tuberosum, al
igual gue en el anterior reporte, se realiza congelamiento programado y ultra
rapido. La crioproteccion se lleva a cabo con DMSO 10 % durante 1 hora;
con lo cual establecieron que este método solo es viable para congelamiento
ultra répido y la respuesta en la recuperacion de los brotes presenta
diferencias significativas entre las dos variedades estudiadas.

En los Ultimos afios, Shafer y su grupo™, se han dedicado a establecer el
método de la micro gota, basado en el congelamiento ultra rapido,
empleando yemas apicales incubadas en DMSO vy transferidas directamente
a criotubos donde son rapidamente sumergidas en NL. En este estudio se
emplearon 219 variedades, con porcentajes de sobrevivencia entre un 6 —
100 %, con un promedio del 40 % de regeneracion a plantas.

La crioconservacion de Solanum ha sido ampliamente desarrollada por el
Centro Intemacional de la Papa (CIP)®, donde se evalué en 1996, la
metodologia desarmrollada por Steponkus®.  En esta los explantes se
someten a una solucion deshidratante y crioprotectora de BSA (50 : 15 : 6),
durante 50 minutos a temperatura ambiente y empleando el congelamiento
rapido. Se evaluaron 183 genotipos de Solanum, usando explantes axilares

% HARDING, K., BENSON, E. The effect of pre-freeze in vitro culture period on the recovery
of cryopreserved shoot fips of Solanum tuberosum. Cryo-Letters Cambridge, U.K. 1991. Vol.
12. p.17-22.

¥ SHAFER, A. Long term storage of old potato varieties by cryopreservation of shoot tips in
liquid nitrogen. Alemania. En: http://iwww.ipgri.cgiar.org

* GOLMIRZAIE, A. M. PANTA, A. Advances in potato cryopreservation by vitrification. En:
hitp:/Mwww.cipotato.org. CIP. 1996. p. 1-7.

* STEPONKUS, P. Cryopreservation of plant tissues by vitrification. Advances in low
temperature.biclogy. 1992. Vol.1. p. 1-16.
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se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia entre el 0 — 80 % con un
promedio del 33 % de formacion de brotes entre especies y con apices se
obtuvo un rango de sobrevivencia entre el 45 - 90 % con un promedio del
67% en formacion de brotes. Dentro de los genotipos evaluados, la especie
S. phureja mostro las tasas de sobrevivencia mas altas, con un promedio del
80 % de formacion de brotes a partir de explantes apicales, pero esta
respuesta disminuye si el explante es axilar, el cual da un promedio del 40 %
de formacion de brotes.

En 1998, Dereuddre y colaboradores®, reportaron resultados satisfactorios
para tres clones de S. phureja y dos de S. fuberosum, empleando la técnica
de Encapsulacion-deshidratacion, realizando la deshidratacion en silica gel,
las tasas de recuperacion fueron del 58 — 77 % en formacién de brotes.

Posteriormente, el Instituto Central de Investigaciones en papa de Pradesh
(India)*! reporta una metodologia empleando la técnica de vitrificacion para
cinco clones de la especie S. tuberosum, usando una solucion vitrificante de
PVS2 (Etilen glicol: Glicerol: DMSQ) al 20 %, 60 % y 100 %, obteniendo un
promedio de recuperacion del 54 %. De los cuales solo el 50% de los apices
vitrificados formé brotes directamente.

Teniendo en cuenta que las metodologias desarrolladas para
crioconservacion de papa no muestran resultados totalmente satisfactorios,
Hirai & Sakai*? en el 2000 evaluaron la técnica de Encapsulacién-vitrificacion
empleando el cultivar Danshakuimo. Los meristemos que se
osmoprotegieron con una mezcla de 2 M de glicerol y 0.6 M de sacarosa por
90 min., antes de la deshidratacién con PVS2 y sin congelacién produjeron
un 70 % de formacion de brotes, mientras que cuando los meristemos se
congelan el porcentaje de formacion directa de brotes disminuye a 62.8 %.

“ BOUHAL, H., op., cit. p. 69-78

“! DEBABRATA, S., PRAKASH, S. N. Vitrification: an efficient approach to cryopreservation
of shoot tips for long term conservation of potato (S. fuberosum) germplasm. En:
http://130.75.194 9/seite10.htm. India. 2000. p. 1 - 9.

“ HIRAI, D., SAKAI, A. Cryopreservation of in vifro grown meristems of potato (S.
tuberosum) by encapsulation- vitrification. Cryopreservation of tropical plant germplasm.
Current research progress and application. IPGRI. Roma. ltalia. 2000. p. 205 - 211.
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCALIZACION

Dado que este es el primer estudio que se realiza en el Centro de
Investigacion de Corpoica Tibaitatd en el drea de crioconservacion, esta
investigacion preliminar se llevd a cabo en dos fases:

La primera se realizd en los laboratorios del Programa Nacional de Recursos
Genéticos y Biotecnologia Vegetal de Corpoica, ubicado en el municipio de
Mosquera departamento de Cundinamarca (Colombia); en la cual se
selecciond el material vegetal in vitro para hacer un barrido de las
metodologias existentes en Solanum.

La segunda se ejecutd en la Unidad de Biotecnologia del Centro
Intemacional de Agricultura Tropical (CIAT), situado en el municipio de
Palmira departamento del Valle; alli se abordaron puntos claves de dos
protocolos evaluados en la primera fase para ajustar las etapas previas a la
crioconservacion.

3.2 SELECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal se seleccion6 a partir de la Coleccion in vitro del banco
de germoplasma, el cual cuenta con 98 accesiones de S. phureja, a las que
se les realizd cinco ciclos de propagacién para seleccionar una accesion de
acuerdo con el comportamiento in vitro, representado en el vigor de las
plantas, rapido crecimiento y presencia de yemas apicales con Optimo
estado fisioldgico, las cuales se consideraron material base para las técnicas.
Una vez seleccionada la accesién, se realizaron cinco ciclos de propagacion
cada 3 - 4 semanas, con el fin de disponer de una fuente de yemas
apicales para la ejecucion de cada una de las pruebas.

3.3 PROPAGACION DEL MATERIAL

En la primera fase del estudio, el material fue propagado a partir de
segmentos nodales, empleando un medio de cultivo M & S* suplementado
con tiamina 1.18 uM , AGs 0.57 uM, sacarosa 0.08M, inositol 0.055 mM vy

*® MURASHIGE, T & SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassay with
tobacco tissue culture. Physiol. Plant. Vol 15. P. 473-497. 1962.



phytagel 3 %* con pH 5.6 — 5.8 . El material se mantuvo por espacio de 3 -

4 semanas, a una temperatura de 18° C y un fotoperiodo de 16 horas®.

3.4 EVALUACION DE PROTOCOLOS DE Solanum

En la primera fase se evaluaron los protocolos propuestos por
Sakai*®, Golmirzaie*’, Debabrata*® y Bouahal®® (Tabla 1)

Teniendo como referencia los resultados de estos protocolos, se continué
con la segunda fase del trabajo, comespondiente a dilucidar los puntos
criticos para poder realizar los ajustes necesarios en las metodologias.

3.5 AJUSTES EVALUADOS

Dado que las metodologias evaluadas en la primera fase, no arrojaron
resultados satisfactorios, el grupo de investigacién en crioconservacion,
liderado por Roosevelt Escobar, perteneciente al proyecto SB — 2 de CIAT,
plantearon algunos ajustes tomando como base la experiencia que tienen en

el area sobre la especie yuca (Manihot esculenta Crants). Dentro de los
ajustes se propuso: (Tabla 2)

* CENTRO INTERNACIONAL DE LA PAPA. Produccién de tubérculos - semillas de papa
Manual de capacitacién. CIP. Lima Pert. 1997. Fasciculo 4.1. p. 10.

“ MEJIA, R. Cultivo in vitro de las plantas de papa. En: Manual de laboratorio. INIAA. Afio
1. No. 1. Chile. 1988. p. 77

“ HIRAI, D., SAKAI, A. . Cryopreservation of in vifro grown meristems of potato (S.
fuberosum) by encapsulation- vitrification. Cryopreservation of tropical plant germplasm.
Current research progress and application. IPGRI. Roma. Iltalia. 2000. p. 205 - 211.

" GOLMIRZAIE, A. M. PANTA, A. Advances in potato cryopreservation by vitrification. En:
http://mww.cipotato.org. CIP. 1996.p. 1-7.

‘e DEBABRATA, S., PRAKASH, S. N. Vitrification: an efficient approach to cryopreservation

of shoot tips for long term conservation of potato (S. tuberosum) germplasm. En:
http://130.75.194 .9/seite10.htm. India. 2000.p.1- 8.

“ BOUAHAL,. Op., cit., p. 70-71.
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Tabla 1. Protocolos evaluados para crioconservacion de Solanum
evaluados en la primera fase.

| Pretratamiento

100mM

Etapa Bouahal Debabrata Golmirzaie Hirai & Sakai
| Metodologia Encaps-Desec Vitrificacion Vitrificacion Encaps-Vitrific
Cultivo in vitro M&S M&S M&S+ Vit M&S+Casaminoacidos
Extraccion de 0.5 mm 05-0.7mm 15 mm 1mm |
Apices ) ] ) |
Encapsulacion Alginato 3%, CaCl, NO NO Alginato 3%, CaCl, 100mM [

Sacarosa 0.5-075M
X24-48 h

Sacarosa 0.3 - 0.5M
Manitol 0.2M + 8.7

Sacarosa 0.6M X
5h

Sacarosa 0.3M X 16h |

uMGA; X48h
Secado Silicagel 2-45h | NO NO NG |
Solucion de NO NO NO Sacarosa 04-0.6M+ Glicerol 2M
Cargado X 90 min
Vitrificacién NO PVS; 20% X30 min- | Etilenglicol: PVS, 100% X 2 h 0°C
60% X 15 min-100% | Sorbitol: BSA
X5mina0°C (50:15:6) o
Congelacion Inmersion Directa Inmersion Directa en | Inmersion Inmersion Directa en NL
| en NL ) NL ) Directa en NL
| Descongelacion | 38°C X3 min 1 38°C X3min 38°C X3 min 38°C X3 min -
Recuperacion M&S+BA+ANA+GA, | M&S + GA; M&S+ KIN + GA, * M&S+ BAP + ANA +GA;
x 24h
*M&S+ GA,

Tabla 2. Ajustes evaluados en los protocolos.

Etapa Encapstul- desecacién Encapsul - Vifrificacién
| Cultivo in vitro M&S+GA; M&S+GA;
Extraccion de Apices | 1 mm [1 mm

Preacondicionamiento

CIAT-CPRI- HS- CIP x 1 - 20 dias

CIAT-CPRI-HS-CIP x 1 — 20 dias

Encapsulacion

Alginato 3% suplementado con
BAP 0.18 uM y GA3 0.28 uM, CaCl,
100mM, 20min. de polimerizacién

Alginato 3% suplementado con BAP
0.18 uM y GA3 0.28 uM, CaCl, 100mM,
20min. de polimerizacion

Pretratamiento

72h

Sacarosa 0.3-0.5-0.75-1M X 24-48-

Sacarosa 0.3-0.5-0.75-1M X 24-48-72h

Secado

Silicagel 8 —12-16 h

NO

Solucién de Cargado | NO Sacarosa 04M+ Glicerol 0.5-1-1.5-2M X |‘
| 90 min -
Vitrificacion | NO PVS, 20% X320 min-60% X 15 min-100%
X 5 min 0°C |
PVS,; 100% X2 h 0°C
PVS420% X30 min-60% X 15 min-100%
X35 minQ0°C
PVS,100% X2 h 0°C
Congelacién Inmersion Directa en NL Inmersion Directa en NL
Descongelacion | 37°C X 90 seg 37°C X90 seg
Recuperacion R3 x48 h oscuridad R3 x48 h oscuridad
| N CIAT Luz tenue | CIAT Luz tenue



3.5.1 Medios de propagacion

Para la segunda fase se modificaron las siguientes condiciones del medio
convencional de propagacion asi; Tiamina 11.8 uM, Sacarosa 0.053 M, agar
Duchefa 0.45 %, a una temperatura de 21 °C, debido a que el material
presentd una clorosis acentuada e hiperhidratacién. Ademés se evalud la
densidad de siembra determinado por el numero de explantes por
frasco: 10, 20, 30 y 40 para establecer si se presenta competencia, ya que
ésta puede afectar las condiciones fisiologicas de las plantas.

Adicional a las modificaciones anteriores, se determind evaluar 14 medios
de propagacion sugeridos por Roosevelt Escobar del CIAT, con los que se
esperaba mejorar la calidad del material propagado, su formulacién estuvo
basada en la adicién de Citocininas y Giberelinas. (Tabla 3). Adicionalmente
se tomd como control el medio convencional mejorado denominado medio
18,

Tabla 3. Medios de propagacién evaluados

Componente | BAP | KIN | TDZ | ANA | GA3
Tratamientos | (uM) | (uM) | (uM) | (uM) (uM)
1 0.18 ) 0.14
2 0.18 0.28
- 3 0.18 1.4
4 0.18 2.8
5 0.11 0.14
6 0.11 0.28
7 0.11 1.4 |
8 0.11 | 2.8
K 2.3 ) 0.14
10 o 2.3 0.28
11 2.3 | 14
12 2.3 _ 2.8
13 2.2 B 1.4 |
14 0.18 0.11 0.14
15 0.28
* Para todos los tratamientos se usaron las mismas
condiciones de:
Sales M&S, sacarosa 0.053 M, inositol 0.055 mM,
vitaminas, agar Duchefa 0.45% y pH:5.7.
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3.5.2 Calidad del tejido

Se extrajeron &pices de 1 mm a partir de plantas de 3 semanas de
propagacion, los cuales se sembraron en 4 medios de
preacoendicionamiento, denominados CIP, HS, CPRI y CIAT (Tabla 4)
durante 20 dias, en los cuales se realizaron mediciones al estereoscopio en
los dias 1°,3° 5° 7° 10° 15°y 20°, para construir la curva de crecimiento
y observar la recuperacién de los apices en la etapa posterior al corte. Se
tomaron como variables cuantitativas las mediciones (ancho x largo)de cada
uno de los apices y como variable cualitativa la vigorizacién de los mismos.
Los tratamientos establecidos se describen a continuacion:

Tabla 4. Medios de preacondicionamiento

lat_amjer_m)j 1.HS* | 2. CIP* | 3.CPRI* | 4.CIAT*
 Componente | | | |
(BAP(UM) 0045 | 018
KIN@w) | o8 [ T
AIA(uM) | | 285
ANA (UM) 0.005
5
(GAs(uM) [ 28 [ 056 | 87 | 028 |
 Sacarosa(M) | 0.08 | 0.08 0.08 | 0.053
pH [ 57 | 57 | 57 | 57 |
* Para todos medios se usaron las mismas

condiciones de: Sales M&S, inositol 0.055 mM,

| tiamina 11.8uM, agar Duchefa 0.45 % y pH:5.7.

3.5.3 Encapsulacion de los apices

Una vez cumplida la etapa de preacondicionamiento, los apices se colocaron
en alginato de sodio al 3% suplementado (Anexo B - 1)y resuspendidos gota
a gota en una solucién de cloruro de calcio 100 mM para su polimerizacion
durante 20 minutos; posteriormente se realizan dos enjuagues con agua
destilada esteéril, cada uno de 10 minutos. Finalmente antes de pasar a la
siguiente etapa se colocan sobre papel filtro.



3.5.4 Concentracion y tiempo de exposicion a sacarosa

Los apices, previamente extraidos, preacondicionados y encapsulados, se
sometieron a soluciones de sacarosa 0.3, 0.5, 0.75y 1M, durante 24, 48 y
72 horas, a excepcién de la concentracion de 1M, que fue evaluada a 24 y 48
horas en agitacion (80 r.p.m). Posterior a este proceso, las céapsulas se
recultivaron en el medio CIP (medio de recuperacién empleado hasta ese
momento) y la evaluacion se realizé 15 dias después del recultivo. Las
variables evaluadas fueron: formacion de brotes, presencia de callo y
muertos.

3.5.5 Deshidratacién en silica — gel

Una vez escogidas las concentraciones y los tiempos de exposiciéon a la
solucion de sacarosa, se siguieron abordando los puntos claves de los
protocolos. Para el ensayo de deshidratacion se emplearon frascos de
compota con 50g de silica- gel, en los que se introdujeron 20 cépsulas. Los
tiempos evaluados fueron 8, 12 y 16 horas. Una vez cumplidos los tiempos
de exposicion los apices se recultivaron en medio R3 (Anexo A - 1) usado en
el protocolo de crioconservacién de yuca en CIAT™ durante tres dias vy
después en medio CIAT, bajo condiciones de oscuridad, durante las primeras
dos semanas y despu€s en penumbra progresiva durante 4 semanas. La
evaluacion se efectlo a las tres semanas. En este caso las variables
evaluadas fueron: formacién de brotes, callos y mortalidad.

Los tratamientos evaluados fueron:

No. De Descripcion de los tratamientos
Tratamiento

T3 Sacarosa 0.3M x 48 h. Secado 8, 12y 16
horas.

T4 Sacarosa 0.5M x 72 h. Secado 8, 12y 16
horas.

* MANRIQUE, N. Respuesta varietal de 95 genctipos de la coleccién nycleo de yuca
Manihot escilenia Craniz a la crioconsenvacién usando la técnica de encapsulacion -
deshidratacion. Palmira Valle. 2000. p. 23. Trabajo de grado (Ingeniero agrénomao)
Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Ciencias Agropecuarias.
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3.5.6 Efecto de la soluciéon cargadora y de las soluciones PVS2 vy
PVS4

Para continuar con el protocolo de Encapsulacién — vitrificacion®', se
procedié a evaluar los efectos del glicerol en la solucién cargadora, tomando
capsulas pretratadas en sacarosa, sometiéndolas a soluciones cargadoras,
en las cuales se varié la concentracion de glicerol de 0.5 M a 2 M. Se
mantuvo constante la concentracién de sacarosa y el tiempo propuesto en el
protocolo original (Anexo B - 3). Las condiciones del recultivo y las variables
evaluadas, fueron iguales a las descritas en el numeral anterior.

Los apices se expusieron a la solucion vitrificante PVS2*? (Anexo B - 2)
propuesta en el protocolo, durante dos horas y como altemativa se realizd
un montaje similar, empleando la solucion vitrificante PVS4™ (Anexo B - 2).
Paralelo a esto, se evaluaron estas dos soluciones de forma diluida de
acuerdo al protocolo propuesto por Debabrata™.

Posterior a la exposicién de los apices a estas soluciones, éstos fueron
lavados dos veces con solucién de sacarosa 1.2 M (Anexo B - 3) durante 10
minutos y se emplearon de igual forma las condiciones de recultivo. La

evaluacion se realizé a las cuatro semanas. Evaluando las variables ya
nombradas.

Los tratamientos evaluados para las soluciones de cargado y PVS son los
siguientes:

Tratamientos Descripcion de los tratamientos
15 Control sacarosa 0.3Mx48h +2 M glicerol
16 Sacarosa 0.3 Mx48h + PVS2 diluida*
18 Sacarosa 0.3 Mx48h + PVS2 100%
20 Sacarosa 0.3 Mx48h + PVS4 diluida*
26 Sacarosa 0.5 Mx48h + PVS2 100%

28 Sacarosa 0.5 Mx48h + PVS4 100%
30 Sacarosa 0.5 Mx48h + PVS34 diluida*
32 Sacarosa 0.3Mx48h +0.5 M glicerol
33 Sacarosa 0.3Mx48h +1 M glicerol

34 Sacarosa 0.3Mx48h +1.5 M glicerol
35 sacarosa 0.3Mx48h +2 M glicerol

*' HIRAI,. Op., cit. p. 205 - 211.

*> SAKAI, A. Development of cryopreservation techniques. En: cryopreservation of tropical
plant germplasm. Current research, progress and application. IPGRI. Roma. Italia. 2000. p.2.

* Ibid., p. 2

> DEBABRATA,. Op. cit., p. 1-9.
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Sacarosa 0.5Mx72 h +0.5 M giicerol
Sacarosa 0.5Mx72 i +1 M glicerol

38 Sacarosa 0.5Mx72 h +1.5 M glicerol

35 Sacarosa 0.5Mx72 h +2 M glicerol
* Las soluciones diluidas PVS2 y PVS4 se usaron al 20 %, 60 % y 100 %.

[CV IR &¥)
-~ G

3.6 DISENO EXPERIMENTAL

En los ensayos correspondientes a evaluar efectos secado en silica gel,
SOIUCION cargadora y soiuciones ’o se ei ‘p‘eé un disefio experimeiitai
compietamente ai azar. Las variabies evaiuadas fueron sometidas ai
Analisis de varianza, en ios expenn‘entos que se encontraron diferencias
significativas se les aplicd ia prueba de separacion de medias (Prueba de
Rango Muitiple DUNCAN). En algunos casos para el analisis se transformo
la variable: Vx + 0.5. Los datos fueron analizados por medio del programa
SAS versidn 4.0.

Para la evaluacion de ia calidad del tejido se promediaron los datos, para
encontrar la relacion de crecimiento a través de los dias determinado por e
medio de cultivo empleado.
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4. RESULTADOS

4.1 PRIMERA FASE: CORPOICA

De los 98 materiales de S. phureja evaluados en este trabajo, se encontro
que el 92 % de éstos no reunian los parametros de vigor necesarios, tales
como: coloracion verde, plantas normales (ausencia de callos e
hiperhidratacion), presencia de apices grandes con dominancia apical y
ausencia de raices aéreas. La falta de calidad en la mayoria de los tejidos
posiblemente se deba a que se requiere una nueva formulacién en el medio
de cultivo 6 porque provienen de condiciones de conservacién in vitro con
retardantes de crecimiento, condicién no apta para los tejidos a congelar.
De acuerdo a lo reportado por Golmirzaie™, es necesario realizar varios
subcultivos para incrementar el vigor adecuado de las plantas.

De tal modo que después de 5 subcultivos, la accesién que mejor
comportamiento mostré fue S. phuregja 100; debido a que las plantas
presentaban uniformidad en tamafo y vigor. Este material fue sometido a 5
ciclos de propagacién mas para incrementar la cantidad de plantulas hasta
lograr aproximadamente 500, para ser usadas como fuente de &pices
meristematicos durante el proceso de congelacion.

Del material escogido para el ajuste del proceso, los datos de pasaporte son
escasos, ya que solo se conoce que pertenece a la coleccidén del CIP y
dentro del banco de germoplasma en Corpoica correspondiente al nimero
CIP703292.

Aungue S. phureja 100 presentaba las mejores condiciones de vigor frente a
las demas accesiones, después de varios ciclos de propagacion empleando
un medio de cultivo usado como rutina en el mantenimiento de la Coleccion
Central Colombiana (C.C.C) de papa, el cual se encuentra suplementado con
tiamina 1.18 uM, AG; 0.57 uM, sacarosa 0.08M, inositol 0.055 mM y phytagel
3 %, se observaron sintomas de hiperhidratacion, formacién de callos en la
base, alteraciones en su coloracién y clorosis. Este problema fue superado
con las modificaciones hechas al medio en el CIAT, basadas en una adicion
de tiamina 11.8 uM, Sacarosa 0.053 M, agar Duchefa 0.45 %.

En cuanto a las metodologias de crioconservacién evaluadas en la primera
fase (Tabla 1), se llevaron a cabo con 10 accesiones de la coleccion, porque
en ese momento no se contaba con la cantidad suficiente y en buen estado

* GOLMIRZAIE., Op.cit., p.1-7.



de S. phurgja 100. En esta evaluacion se obtuvieron resuitados
heterogéneos, debido a que no se podian definir parametros claros, pues se
observé mortalidad en los controles y sobrevivencia en la fase de
congelacién evidenciada en formacidn previa de callo en aigunas
metodologias.

En la metodologia de Encapsulacién — deshidratacién, se evalué la respuesta
de los apices en cada una de las etapas previas al congelamiento(Tabla 5).
Para la encapsulacion se probaron diferentes concentraciones de alginato,
para la deshidratacion en sacarosa se evaluaron diferentes concentraciones
y tiempos de exposicion y para la desecacién en silica gel los tiempos de
exposicion. Los controles mostraron alta mortalidad (70%) y baja
diferenciacion (10%); en la fase de congelamiento no hubo recuperacién de
brotes.

Las metodologias de Vitrificacion propuestas por Golmirzaie® y
Debabrata®, se observd en los controles de los pasos previos al
congelamiento, que la respuesta fue uniforme en comparacion a la
metodologia anterior, aunque predominada la presencia de callos (Tabla 5);
sin embargo, en la fase de congelamiento no hubo recuperacion de brotes
en las dos metodologlas Utilizando el protocolo propuesto por Debabrata™
se logro la recuperacion de un apice en la fase de congelamiento, que
desarrollé callo y posteriormente formé planta (Figura 1).

Figura 1. Recuperacién de apice congelado en la primera fase,
mediante la técnica de Debabrata. (a) Fase inicial de desarrollo de
callo. (b) Propagacion de plantulas emergidas dei callo inicial.

% GOLMIRZAIE,. Op., cit. p.1—7.
% DEBABRATA,. Op. cit.,, p. 1-9.
% Ibid., p.1-9



En la evaluacion de la metodologia de Encapsulacién - vitrificacion, se
encontré en cada una de las fases previas al congelamiento la presencia de
brotes y callos en algunos casos (Tabla 5). Después del congelamiento
hubo recuperacion de los épices a través de la formacion de callo, estos se
mantuvieron por un tiempo y finalmente murieron. A partir de estos
resultados se comenzaron a realizar modificaciones en los tiempos de
exposicion a la solucién PVS2 y a la proporcién de DMSO en la misma.
Dichas modificaciones resultaron ineficientes para aumentar el porcentaje de
respuesta en |la fase de congelacion, como también para disminuir la tasa de
formacién de callo.

Las dificuitades para el éxito en la validacion de esta metodologia fueron
atribuibles a que el cuarto de crecimiento carecia de condiciones para
estabilizar el fotoperiodo y la temperatura. Ademas, se planteo la posibilidad
de realizar ajustes a los medios de cultivo.

Tabla 5. Resultados obtenidos en la primera fase para la evaluacion de
las metodologias.

20 % Brotes
50 % Muertos

10 % Viables sin
dif.

PROTOCOLOS _
Bouahal Debabrata Golmirzaie Hirai & Sakai
Metodologias Encaps- Vitrificacién Vitrificacion Encaps-Vitrific
L o Desec
Encapsulacién |70 % viables NO NO 90 %Brotes
sin dif. 10 % Callos
30 % Muertos 7 )

Pretratamiento 30 % viables |20 % Muertos 50% Callos 30 % Brotes
sin dif. 70 % Brotes 50% Muertos |50 % Callos

20 % Muertos

Secado 70 % Muertos NO NO NO
20 % viables
sin dif.
L 10 % Brotes _——
Solucion de NO NO NO 50 % Brotes
Cargado 30 % Callo
. 20 % Muertos _
Vitrificacioén NO 60 % Callo- 20% Callos 60 % Muertos
Brotes 30% Viables |30 % Viables sin
40 % Muertos sin dif. diferenciar
50% Muertos | 10 % Brotes
Recuperacion | 100 % 90 % Muerto 100% 15 % Callo-Muerto
después de Muertos 10 % Callo- Muertos 85 % Muertos
| congelacién _ Brotes ]
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Por las situaciones antes mencionadas, se optd por solicitar una asesoria al
proyecto SB-2 “Acceso y uso de la Agrobiodiversidad a través de la
Biotecnologia” del CIAT, con el objeto de conocer la experiencia en yuca, y
recibir aportes para solucionar las dificultades que se estaban presentando.

4.2 SEGUNDA FASE: CIAT

El Proyecto SB-2 “Acceso y Uso de la Agro-biodiversidad a través de la
Biotecnologia® del CIAT, tiene una trayectoria de investigacion de
aproximadamente 10 afios en el érea de crioconservaciéon para la especie
Manihot esculenta Crantz. En la primera parte de la capacitacién se
intercambiaron ideas sobre la problematica del trabajo practico en papa.
Después de haber analizado la primera fase del trabajo, se propuso realizar
un ensayc comparativo para la metodologia Encapsulacién — vitrificacion
como se venia realizando en la primera fase y una sugerida donde se
tomaron en cuenta algunos aspectos claves para la crioconservacion de
yuca como son: fase de preacondicionamiento, suplementacién del alginato,
tiempo de polimerizacion, lavado de las cépsulas, ademas de evaluar la
solucién PVS4>°, medio de recuperacion R3% y condiciones de recuperacion
oscuridad - luz difusa; aspectos que no fueron tenidos en cuenta en la
primere fase.

Los resultados obtenidos en estas pruebas mostraron la posibilidad de
encontrar  soluciones evaluando nuevamente las metodologias de
Encapsulacion- deshidratacion y Encapsulacion- vitrificacién teniendo en
cuenta los aspectos que se describen a continuacion:

En este primer ensayo se encontrd un apice que habia sido tratado con el
procedimiento sugerido, el cual sobrevivid al congelamiento mostrando
regeneracion de brote indicando que S. phureja 100 puede ser
crioconservada con éxito (Figura 2). El tratamiento que permitid esta
respuesta fue el caracterizado por cinco dias de precrecimiento en el medio
para propagacion (HS), alginato suplementado de acuerdo a la formulacién
propuesta en el protocolo; polimerizaciéon de las capsulas empleando cloruro
de calcio 100 mM durante 20 min seguidos por 2 enjuagues con agua
destilada estéril durante 10 min y utilizando PVS4 X 2 h como solucidén
vitrificante.

% SAKAI, A., Opcit. p. 2.

* MANRIQUE, N., Op., cit.. p. 23.

28



Durante la recuperacién del apice congelado se estimé que las condiciones
de los medios de recultivo no fueron los adecuados, porque la regeneracion
fue lenta considerando que, tres meses después de la congelacién se
expres6 organogénesis directa (formacion de planta sin mediar la formacion
de callo). La brotacion se puede atribuir al recultivo hecho en el medio
CIAT, ylo a la condicion de estrés del tejido, indicios que permiten proponer
que para la recuperacion de é&pices congelados se deben ajustar las
condiciones de manejo para el recuitivo.

Figura 2. Recuperacién de apice congelado en la segunda fase (CIAT) S.
phureja 100.

Ademas, la suplementacién de la capsula y los enjuagues posteriores a la
polimerizacién podrian haber favorecido el restablecimiento del tejido.

Algunos aspectos que se consideraron claves son [os siguientes: La forma de
extraccién del apice y la falta de uniformidad en el tamafio ocasionado por
los instrumentos usados (agujas y bisturi). Se pudo observar que el tejido
extraido con cuchilla No.11 mostré ser mas uniforme y viable en las fases
siguientes al precuitivo. Al emplear agujas se evidencié mayor dafio
mecanico observado después quinto dia del corte, aproximadamente el 50%
del material habia muerto, posiblemente debido al corte en bisel que da la
aguja, haciendo que el explante presente mutilaciones y mayor
desuniformidad. Con esto se pudo detemminar que se presenta un efecto
selectivo por el corte de acuerdo al implemento que se utilice y de la
habilidad del operario. Las anteriores observaciones y los anélisis condujeron
a definir algunos ajustes metodol6gicos: se decidi6 realizar la extraccion de
los épices con cuchilla de bisturi No. 11 y establecer la fase de
preacondicionamiento con el fin de fortalecer el tejido, es decir que se
recupere del estrés sufrido durante el corte y pueda seguir las etapas previas



a la congelacion teniendo mayor seguridad de que el material entre viable al
proceso criogénico. Escobar ®', registra para la especie yuca una la etapa
de preacondicionamiento la cual se realiza después de la extraccion v
siembra de los apices durante 3 dias en un medio de propagacion, con el fin
de obtener un alto nimero de células con caracteristicas meristematicas, una
reduccidn en el tamafio de las vacuolas y un incremento en la densidad del
protoplasma del explante. Los parametros que se tomaron en cuenta fueron
las observaciones cualitativas y cuantitativas, las primeras expresan el vigor
del apice el cual debe tener un crecimiento normal y una coloracién verde,
las cuantitativas se registraron con la medicion de los &pices durante el
preacondicionamiento a través de los dias empleando el estereoscopio.

4.2.1 Medios de propagacion

En la primera fase, el material vegetal se propagd cada cuatro semanas en
un medio convencional para papa, caracterizado por una proporcion alta de
azucar y baja en tiamina. En este medio las plantas desarrollaron clorosis,
hiperhidratacion y formaron callo, por lo cual, en la segunda fase se
propuso un ajuste al medio (Medio 15, Tabla 3), con el que se superaron
los efectos negativos (Figura 3). A pesar de que con este medio las plantas
mostraron elongacion rapida aspecto que podria resultar desventajoso, no se
manifestaron variaciones en el vigor como: aparicion de raices aéreas,
proliferacion de yemas axilares que afectan directamente la calidad del
apice. También con las nuevas condiciones, se determiné que S. phureja es
suscepiible a cambios medio ambientales tales como: aumento en la
temperatura (mayores ¢ iguales a 25 °C)y reduccién de la intensidad
luminica, que se expresan en coloraciones rojizas, quemazon en las yemas
apicales precedido de muerte del tejido, las cuales son manifestaciones de
estrés. Si el proceso se detiene antes de estos puntos criticos, puede ser
reversible al disminuirse la temperatura (18 — 21 °C) y manteniendo la

intensidad luminica. Otro aspecto que se tuvo en cuenta fue la evaluacién de
la densidad de siembra, para descartar el efecto de competencia. Se pudo
establecer que 20 explantes por frasco, son la cantidad optima en la que no

se presenta competencia y las plantas se desarmrollan normalmente.

Densidades superiores a 25, disminuyen el vigor de las plantas propagadas.

°' ESCOBAR, R.; MAFLA G., and ROCA W. M. A methodology for recovering cassava

plants form shoot tips maintained in liquid nitrogen. En: Plant Cell Reports. 1997. Vol. 16.
p. 474-478.
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Figura 3. Efectos de las condiciones de propagacién: a. Medio
convencional (25 °C; 30 explantes por frasco) b. Medio ajustado (21 °C;
10 explantes por frasco).

El haber definido las limitantes del medio de propagacién pemitié sugerir ia
evaluacién de otros medios (Anexo A) que permitieran fortalecer el épice y
activar las yemas dormantes sin olvidar la importancia de una buena tasa de
multiplicacién. La formulacion de estos medios se basé en el uso de
diferentes concentraciones de citoquininas y de GA3.

Para los medios del 1 - 4, se observé que 0.18 uM BAP, proporciona un
buen desarrolio de las plantulas, poca formacion de callos, aunque el
crecimiento es lento respecto al control (medio 15), se observé una buena
coloracién y expresién de vigor. A partir de estos resultados se propuso
evaluar el medio 2 (denominado CIAT), en la fase de preacondicionamiento
de &pices, ya que la concentracion de los reguladores de crecimiento
favorecieron poca elongacion manteniendo al tejido en buenas condiciones
fisiolégicas.

En los medios del 5 al 8, la concentracion 0.11 uM de TDZ induce la
formacién de callo y poco vigor en el tejido. Por lo cual el uso de TDZ
aumenta la posibilidad de producir anommalidades, debido a que es una
citoquinina fuerte para papa, descartando la posibilidad del uso de ésta.

Los medios del 9 al 12, mostraron que 2.3 uM de kinetina increment6 la
formacion de callos. Ademés se observd un crecimiento heterogéneo, apices
débiles, poca presencia de raices, tallos muy deigados y clorosis
generalizada.

El medio No. 13 produjo caracteristicas no deseadas en las plantulas tales
como: deficiente crecimiento, poca formacién de raices, engrosamiento del



tallo y sintomas de hiperhidratacion, posiblemente debido a que la
concentracion de BAP (2.2 uM) resulte perjudicial para el desarrollo de las
plantas.

El medio 14 denominado 4E*, empleado exitosamente en la propagacién de
yuca, mostré un crecimiento acelerado favoreciendo la formacion de brotes
axilares, pero como desventaja los apices se observaron muy débiles, esto
puede ser debido a la combinacién y concentracién de citoquininas (BAP y
ANA), las cuales pueden ser fuertes para S. phureja.

En general, se pudo determinar que el medioc No. 2 mostré una buena
proliferacion de brotes; las plantas presentan buen vigor, sin anormalidades.
Por esta razon, se wusé para las fases de propagacion,
preacondicionamiento, y recultivo. En la propagacion se observd que el
crecimiento es mas lento, mostro efecto estimulante para brotes axilares, con
disminucion de la dominancia apical, condicion que implica tamarfios
reducidos que limitan su extraccion. En preacondicionamiento y recultivo se
obtuvo buena respuesta favoreciendo el fortalecimiento del tejido.

4.2.2 Calidad del tejido

Resulta benéfico al proceso de congelacion, tener un buen manejo sobre el
tejido fuente. Tejidos estresados no responden en forma satisfactoria y
podrian dar respuestas confusas. Asi mismo es necesario establecer un
medio de cultivo que favorezca la vigorizacion del material de partida y a su
vez permita su rapida propagacién. Posterior al corte de los apices es
necesario que estos pasen por un periodo corto de acondicionamiento con el
fin de recuperar el apice, del estrés ocasionado por el corte y estimular la
activacion y produccién mitética.

En esta etapa del proceso se determiné evaluar el efecto de los medios
sobre |a tasa de crecimiento de los apices durante los primeros 21 dias,
tomando como variables cuantitativas el largo y ancho del apice(Anexo C).

Los medios HS, CIP y CPRI, no favorecieron el buen desarrollo de los
apices, ya que se presentd clorosis generalizada y poco crecimiento. Con el
transcurso de los dias se observé que los apices no presentaron brotacion
(Figura 4). A los 15 dias, los apices evaluados sobre los medios HS y CPRI,
en su totalidad, presentaron coloraciones blanquecinas indicio de una
clorosis muy generalizada, crecimiento anormal, asociado a estados de
hiperhidratacion, condiciones que inhibieron la diferenciacion a plantula. En
el medio CPRI, se present6é una marcada elongacion con respecto a los otros

%2 ROCA W. Handbook of plant ceil culture: crop species. New quk Mc Milliam publishing
Co, 1984. p. 269
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medios, esto es debido probablemente a la alta concentracién de GAs. El
medio CIP, tuvo una mejor respuesta en cuanto a coloracion y crecimiento
con respecto a CPRI y HS, pero decrecié con el transcurso de los dias. Por
lo que se evalud el medio CIAT y se encontré una buena respuesta. Los
apices mejoraron su calidad en cuanto color, vigor y diferenciaciéon. Esto
puede ser atribuido a la composicion del medio. De tal forma gue éste
fortalece el tejido preparandolo para crioconservacion.

La figura 5 registra el comportamiento de los apices con respecto a su
crecimiento sobre los medios evaluados, los medios HS, CIP y CPRI,
favorecieron la elongacion de los 4pices, sin mostrar claramente estabilidad
en el crecimiento. Por otra parte las caracteristicas cualitativas (descritas
para la figura 4) eliminaron la posibilidad de su seleccién como medios de
preacondicionamiento. El medio CIAT estimuld un crecimiento moderado
pero estable, esta Ultima condicién garantiza la obtencién de apices
homogéneos. Ademas, las caracteristicas morfologicas dejaban ver tejidos
vigorosos y saludables, rasgos indispensables para llevar a cabo las
metodologias.
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Figura 4. Efecto del medio de preacondicionamiento sobre el
crecimiento de los apices a los 21 dias.
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Figura 5. Comparacién de las curvas de crecimiento de los apices
preacondicionados a 21 dias.
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4.2.3 Efecto de la concentracion y tiempo de exposicién a sacarosa

Se pudo establecer que S. phureja no tolera concentraciones altas ni
tiempos prolongados de exposicion a sacarosa; criterio que deriva de las
observaciones y resultados de los ensayos disefiados para tal fin. Los apices
mostraron un mejor desarrolio en los tratamientos de 0.3 M por48 hy 0.5 M
por 72 h, mostrando la mayor tasa de foomacion de brotes (Figura 6), como
también uniformidad en el desarrollo y mejor calidad del tejido. En
concentraciones superiores a 0.5 M se presenté una disminucién en la
sobrevivencia, crecimiento lento y proliferacion de callos; hechos
relacionados con el efecto osmético de la sacarosa a nivel celular. En el
tratamiento 1 M de sacarosa, los apices presentaron coloraciones rojizas
(dadas por condiciones estresantes, manifestandose por la produccién de
antocianinas®) y/o cafés, hasta llegar a la muerte del tejido; no se presento
ningun tipo de crecimiento, aunque algunos permanecieron viables, por lo

® ESCOBAR, R. Comunicacién personal. Abril 2003.




cual se podria decir que bajo esta condicién evaluada hay una alta seleccion.
Fabre®® encontré en experimentos preliminares que concentraciones altas
de sacarosa (superiores a 1 M) afectaban la sobrevivencia de los pices y no
permiten la sobrevivencia de éstos después de la congelacién en NL. Sin
embargo, Bouahal® hallé que sacarosa 1 M por 48 h no afecta la
sobrevivencia de los apices. Esto sugere que en S. phureja, se presenta
una respuesta varietal frente a los tratamientos aplicados.

Fig. 6 Efecto de la concentraciéon de sacarosa sobre el porcentaje de
brotacién de los apices a diferentes tiempos de exposicion.
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Al comparar los reportes sobre el efecto de la concentracion de sacarosa en
procesos de pretratamiento para crioconservacion de tejidos y
especificamente reportes relacionados con la especie, es posible atribuir
que el comportamiento de S. phureja accesion 100, se deba a
especificidades en respuesta de tipo varietal. Los parametros de
comparacién con otros datos en Solanum phureja 6 con la accesion 100

* FABRE,. Op,, cit., p. 419.
% BOUAHAL,. Op., cit., p. 72.



realizados en Colombia, no se pudieron establecer por carencia de
publicaciones en el area.

4.2.4 Deshidratacion en silica — gel

Las capsulas pretratadas en sacarosa (0.3 M X 48 h y 0.5 M X 72 h),
mostraron formacion de brotes en un 80 y 75 % respectivamente. EI control
de encapsulacién mostré un 90% de formacién de brotes (Tabla 6), lo que
indica que el material se entra en buen estado a la etapa de secado (Figura
7). De acuerdo al Andlisis de varianza se constatd que la respuesta es
proporcional al tiempo de secado (Anexo D). En el menor tiempo evaluado
(8h), se hallé una alta viabilidad reflejada en una alta formacién de brotes,
mientras que en el secado de 16 h, se encontrd la respuesta mas baja y por
consiguiente la mortalidad mas alta. Se hallaron diferencias significativas
con respecto al tiempo (Tabla 7). El unico reporte de esta metodologia para
la especie es el de Bouahal®, en el que se encontraron tasas de
sobrevivencia de un 60 % en un tiempo de secado de 4.5 h, teniendo en
cuenta que en éste se usé una concentracion de sacarosa 1 M x 48 h.

Figura 7. Efecto de los tiempos de exposicion al secado en silica gel
sobre el porcentaje de brotacion de los apices.
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Tabla 6. Efecto de los tiempos de secado en silica gel y de

sin congelar de S.phureja 100.

los
pretratamientos en sacarosa en la respuesta de apices encapsulados

TRATAMIENTO | TIEMPO DE | %BROTE | %BROTE/CALLO | %CALLO | % MUERTO
SECADO (h)

CONTROL 20 10 0 0

{(Encapsulacién)

CONTROL (Sac. 80 15 0 5

0.3M X 48 h)

CONTROL (Sac. 75 15 10 0

0.5M X72h)

0.3M X48h 8 65 15 10 10
12 75 5 5 15
16 5 0 0 95

05MX72h 8 60 15 15 10
12 50 15 5 30
16 10 0 5 85

Tabla 7. Efecto del tiempo de secado en silica gel sobre apices no
congelados de S. phureja 100 para la variable % de brotes.

Tiempos de Exposicion Promedio Duncan
() o o
8 62.500 A
12 62.500 a
16 7.500 b
Nivel de significancia 5%

Promedios con la misma letra no difieren significativamente.

El material de S. phureja se mostré muy sensible al secado. Lo cual se pudo
notar durante los ensayos realizados para el anélisis del tiempo de secado,
donde se observaron zonas necrosadas en los apices, sin embargo, algunos
de ellos regeneraron brotes. Otros presentaron zonas blancas que
progresaron hacia formacion de callos. Estos resultados sugieren que
Solanum phureja 100 presenta susceptibilidad al secado con tiempos de
exposicion superiores a 8 h; por debajo de este tiempo fue imposible
recolectar informacion debido a que el disefio experimental no contempld

este rango, por lo tanto tiempos inferiores a 8 h podrian incorporarse en
nuevas experimentaciones.

A partir de estos resultados se corrid una pequefia prueba completa a
congelacion, en la que no se obtuvieron resultados satisfactorios, reflejados
en la alta mortalidad e incidencia de contaminacion, razén por la cual estos
datos no se analizaron. Pero los resultados para la fase de secado sin
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congelacion fueron favorables; ya que a tiempos de exposicion de 8 y 12 h,
no presentaron diferencias significativas en cuanto a formacién de brotes. En
congelacion no se observé una respuesta similar (no hubo sobrevivencia).

4.2.5 Efecto de la solucién cargadora y de las soluciones PVS2 vy
PVS4

La evaluacion del efecto del glicerol sobre los tejidos esta basada en los
resultados obtenidos en la metodologia de Encapsulacién-vitrificacion de la
primera fase; en ésta se evidencié la alta incidencia de formacién de callo.
De acuerdo al Analisis de varianza (Anexo E) no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, aunque la comparacion de promedios
para las variables brote y callo (Tabla 8 y 9), muestran diferencias
significativas entre los dos limites de comparaciéon; se aprecia que la
respuesta de los tratamientos en cuanto a las variables evaluadas es inversa,
porque a mayor brotacion menor formacion de callos y cuando existe mayor
formacion de callos la brotacién es menor. Ademas, con el uso de una
concentracion menor de glicerol se presenta una mayor formacion brotes que
disminuyen con el aumento de ésta y favorece la formacion de callo.

El uso de soluciones cargadoras ha sido implementado con éxito en la
crioconservacion de varias especies; Nishizawa®’, reporta el uso de una
solucion cargadora 2 M de glicerol mas 0.4 M de sacarosa, la cual mejora la
tasa de sobrevivencia en un 85.7 % en suspensiones celulares de Asparagus
officinalis; Matsumoto®® en su trabajo de vitrificacion en Lirio reporta el
efecto de la solucidn vitrificante 0.8 M sacarosa mas 1 M de glicerol, con la
cual se obtiene una alta tasa de sobrevivencia de 89.5 %.

" NISHIZAWA, Shuji. Cryopreservation of asparagus (Asparagus officinalis L.) embryogenic
suspension cells and subsequent plant regeneration by vitrification. Plant Science. 1993. p.
67-73.

* MATSUMOTO, Toshikazu. An approach to enhance dehydration tolerance of alginate-
coated meristens cooled to —196 °C. Cryo-Letters. 1995. Vol. 16. p. 299-306.
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Tabla 8. Efecto de la concentraciéon del glicerol en la solucion de
cargado para la variable niimero de Brotes.

Tratamiento Promedio de Duncan
] _Brotes(viables) ) )
32:S. 0.3Mx 48 h + 0.5 M gliceral. 10.000 a
36:S. 0.5Mx 72 h + 0.5 M glicerol. 9.000 ab
34:S. 0.3Mx 48 h + 1.5 M glicerol 8.500 ab
33:S. 0.3Mx 48 h + 1M glicerol. 8.000 ‘ ab
37:S. 0.5Mx 72 h + 1M glicerol. 8.000 ab
38:S. 0.5Mx 72h+ 1.5 M glicerol. 7.000 ab
35:S. 0.3Mx 48 h + 2 M glicerol. 5.500 ab
39:8. 0.5Mx 72 h + 2 M glicerol. 4.500 b ]

Nivel de significancia 5%
Promedics con la misma letra no difieren significativamente.

Tabla 9. Efecto de la concentracion del glicerol en la solucién de
cargado para la variable nimero de callos.

Tratamiento Promedio de Callos Duncan
| i _(viables) A _ i
39:S.05Mx 72 h + 2 M glicerol 2.345 a
35:S. 0.2 Mx 48 h+ 2 M glicerol 1.986 ab
38:S.05Mx 72 h+1.5 M glicerol 1.726 ab
37:S.0.5Mx 72 h+ 1 M glicerol 1.414 ab
34:5.0.3Mx 48 h + 1.5 M glicerol 1.403 ab
36:5.05Mx 72 h+ 0.5 M glicerol 0.966 b
32:5.0.3Mx 48 h + 0.5 M glicerol 0.707 b
33:S.0.3 M x 48 h + 1 M glicerol 0.707 b B

Nivel de significancia 5%
Promedios con la misma letra no difieren significativamente.
Datos transformados Vx + 0.5

Las soluciones PVS2 y PVS4 mostraron diferencias altamente significativas
entre tratamientos para las variables % brotes y % callos (Anexo F); de
acuerdo a la prueba de comparacion de promedios (Tabla 10), el mejor
tratamiento para la variable % de brotes fue el 16 (Sacarosa 0.3 M X 48 hy
PVS2 diluida) con un promedio de 45%, este resultado sugiere que el trabajo
debe ser encaminado a continuar con la evaluacién de soluciones diluidas,
pues al parecer S. phureja 100 tiene poca tolerancia a soluciones que
pueden resultar toxicas al tejido. Este hecho se puede corroborar con lo
obtenido en el tratamiento 18 (Sacarosa 0.3 M X 48h y PVS2 100%), frente a
los demas tratamientos, con los que se encuentran diferencias significativas,
debido a que predominé la formacion de callos y no hubo respuesta para la
variable % de brotes. Ademas, el tratamiento 16 respecto al control
(Sacarosa 0.3 M X 48 h + 2 M de glicerol), no presenta diferencias
significativas, lo que podria indicar que el tratamiento evaluado con PVS2
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diluida resulta favorable al tejido en cuanto a la formacién de brotes. El
Instituto Central de Investigaciones en papa de Pradesh (India)®, reporta la
aplicacion de la solucién vitrificante PVS2 al 20 %, 60 % y 100 %, en cinco
clones de la especie S. fuberosum, con la que obtuvieron un promedio de
recuperacion del 54%.

En los tratamientos 20,18,28 y 30 no se obtuvo respuesta para la variable %
de brotes, debido a que en estos predomina la formacion de callos. De a
cuerdo a la prueba de comparacién de promedios para la variable % de
callos (Tabla 11), se encontraron diferencias significativas entre cada uno de
estos tratamientos. La evaluacion de las soluciones PVS4 (tratamientos 28 y
30) presentan una alta incidencia de la formacién de callo, por lo cual se
podria pensar que el tiempo de exposicion a estas soluciones ofrecié una
respuesta no deseable.

Tabla 10. Efecto de las soluciones PVS2 y PVS4 para la variable
Fpgc_egiaje de Brotes.

Tratamiento 7  Promedio Duncan
15: Control S. 0.3 M x 48 h +2 M glicerol 55.000 a
16: Sac. 0.3Mx 48 h + PVS2 diluida 45.000 a
26:Sac. 0.5Mx 48 h+ PVS2 100% 20.000 b
20: Sac. 0.3 M x 48 h + PVS4 diluida 0.000 b
18:Sac. 0.3M x 48 h + PVS2 100% 0.000 b
28:Sac. 0.5Mx 48 h + PVS4 100% 0.000 b
30: Sac. 0.5M x 48 h + PV84 diluida ____0.000 b ]

Nivel de significancia 5%
Promedios con la misma letra no difieren significativamente.

Sakai”, en su trabajo de Vitrificacion para Citrus demostré que, el uso de
soluciones PVS2 a diferentes concentraciones mejora la tasa de
sobrevivencia las cuales pueden llegar a estar en un rango del 65.4 - 83.5%.
Hirai”", llevé a cabo la metodologia de Encapsulacion-vitrificacion para S.
tuberosum en la que empleé una solucion de cargado que contiene 0.6 M de
sacarosa mas 2 M de glicerol y PSV2 al 100 % por 2 h, con la que obtuvo un
porcentaje de brotes del 70 %.

Sakai’, propuso una nueva solucién PVS4, en esta se aumentan las
concentraciones de glicerol, etilen glicol y de sacarosa, suprimiendo el

* DEBABRATA, S. p.1-9.

"" SAKAI, A. Criopresetvation of nucellar cells of navel orange (Citrus sinensis Osb. Var.
Brasiliensis Tanaka) by vitrification. Plant cell Report. 1990. Vol. 8. p. 30 - 33.

" HIRAL, Op. cit. p. 207.

" SAKAI, A. Development of cryopreservation techniques. Cryopreservation of tropical plant
germplasm. Current research progress and application. IPGRI. Roma. Italia. 2000. p. 2
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DMSO; con la que se ha encontrado la misma respuesta de recuperacion
comparada con PVS2. De otro modo Takagi’’, evalué en taro (Colocasia
esculenta), diferentes tiempos de exposicion a PVS2 y soluciones cargadoras
con el fin de aumentar la tasa de sobrevivencia después del congelamiento.
Ella logro establecer que la solucion de cargado 6ptima compuesta de 2 M de
glicerol més 0.4 M de sacarosa a 25 ° C durante 20 min., seguido por una
deshidratacion con la solucién PVS2 por diez minutos a 25 °C, obteniendo
tasas de sobrevivencia del 66 — 77 %, indicando baja toxicidad.

Tabla 11. Efecto de las soluciones PVS2 y PVS4 para la variable
porcentaje de callo.

] Tratamiento , Promedio Duncan

28:Sac. 0.5 M x 48 h + PVS4 100% 100.000 a

30: Sac. 0.5Mx 48 h + PVS4 diluida 85.000 ab

20: Sac. 0.3 M x 48 h + PVS4 diluida 80.000 abc

26:Sac. 0.5M x 48 h + PVS2 100% 70.000 bc

18: Sac. 0.3M x 48 h + PVS2 100% 70.000 be

16: Sac. 0.3 M x 48 h + PVS2 diluida 55.000 c

15: Control S. 0.3 M x 48 h +2 M glicerol 30.000 d ]

Nivel de significancia 5%
Promedios con la misma letra no difieren significativamente.

En las evaluaciones de secado, soluciones de cargado PVS2 y PVS4, cabe
destacar la presencia de diferentes formaciones o tipos de respuesta del
callo como son: callos verdes (crecen, sin induccién de brotes), callos
marrones (crecen e inducen brotes y plantas) y callos negros (que
permanecen en una fase latente).

" TAKAGI, H. Cryopreservation of in vitro- grow shoot tips of taro (Colocasia esculenta (L),
Schoot) by vitrification. Plant cell report. Vol. 16. No. 9. 1997. p. 595 - 597.
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CONCLUSIONES

PRIMERA FASE: CORPOICA

Son muchos los factores que afectan el éxito de un proceso de
crioconservacion, por lo cual es necesario tener en cuenta todos los
aspectos concernientes a la especie y a la metodologia que se quiere
aplicar.

Al ser evaluadas las metodologias propuestas por Bouahal™ vy
Golmirzaie’, S. phureja 100 no arrojd resultados satisfactorios. Esto
implica que la reproducibilidad de las mismas puede estar condicionada
por la accesion evaluada.

SEGUNDA FASE: CIAT

Medios de propagacién

La propagacion de Solanum phureja, para crioconservacion requiere de
un medio de cultivo que promueva la vigorizacion de las plantas antes
que la elongacién; con la evaluacion de los 14 medios se evidencia que
proporciones iguales o superiores de BAP 2.2 uM y GA3 1.4 uM, no son
aptas.

El medio de cultivo mas apto para la propagacion de S. phureja, fue el
suplementado con GA3 0.28 uM, sacarosa 0.053 M, inositol 0.055 mM y
tiamina 11.8 uM, correspondiente a la modificacién realizada al medio
convencional de propagacion.

Calidad del tejido

Con la fase de preacondicionamiento se disminuye el riesgo de incluir
apices que tengan dafio mecanico causados durante el corte, antes de
iniciar el proceso de crioconservacion.

" BOUAHAL, S. Op., cit. p. 69 -78. 1996.

" GOLMIRZAIE, A. Op., cit. p.1-7.1996.



El vigorizar el tejido durante 3 — 5 dias antes de la etapa de congelacién
resulta critico, para favorecer el restablecimiento post-congelacién.

Para garantizar la uniformidad y tamarfio de los apices se pudo establecer
que es primordial el uso de bisturi en la fase extraccion.

La suplementacion del aiginato con BAP 0.18 uM y GA3 0.28 uM, permitid
obtener una mejoria considerable en la respuesta de los apices.

Efecto de la concentracion y tiempo de exposicién a sacarosa

Solanum phureja  mostré sensibilidad a altas concentraciones de
sacarosa. Las concentraciones 0.3 y 05 M durante 48 y 72 h
respectivamente mostraron los mejores resultados.

Deshidratacion en silica gel

Probablemente la deshidratacion en silica gel induzca un estrés previo a
la congelacion que no favorece la formacion de brotes post-congelacion.

Efecto de la solucion cargadora y de las soluciones PVS2 y PVS4

A concentraciones altas de glicerol (2 M) en la soluciéon cargadora, se
induce la alta formacién de callos, lo cual no favorece los procesos de
recuperacion post-congelacion.

Con respecto a la respuesta observada en la utilizacion de las soluciones
PVS2 y PVS84, se pudo determinar que la excesiva manipulaciéon durante
el proceso causd contaminaciones sucesivas, lo cual no permitid tener
conclusiones sobre el tema. Sin embargo se debe ajustar el proceso para
evitar la contaminacién.

La formacién de callo indica que las concentraciones yfo tiempos de
exposicién a las soluciones de cargado, PVS2 y PVS4, todavia alcanzan
un grado de toxicidad que puede estar afectando la respuesta de los
apices.

Todos los pasos previos a la congelacion van disminuyendo la respuesta
del tejido, pues se van acumulando los efectos. Por tanto se deben
ajustar de tal manera que su efecto sea el menor posible, para llevar a



congelacion un tejido en optimas condiciones que pueda recuperarse en
alto porcentaje.
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RECOMENDACIONES

Antes de comenzar un estudio en crioconservacion se debe contar con
material vegetal uniforme y tener establecidas condiciones seguras de
propagacion.

Se propone evaluar la metodologia de Desecacion para crioconservacion en
la que se manejan secados rapidos para especies susceptibles, probando
diferentes concentraciones de agar y/o sacarosa, para continuar con el
ajuste de las condiciones previas al congelamiento.

Los medios 1, 3, 4E, 5, 6, 7 y 8 evaluados en propagacion, pueden servir de
base para iniciar evaluaciones en la fase de recultivo. Asi mismo se sugiere
la utilizecion de concentraciones inferiores a 0.18uM de BAP para la fase de
propagacion.

Se recomienda hacer evaluaciones con las soluciones PVS2 y PVS4 diluidas
(20 %, 60% y 100%) y con diferentes tiempos de exposicion.

Para confirmar el efecto y la concentracién adecuada de glicerol en la
solucion cargadora, se hace necesario realizar una prueba con material
suficiente que corroboren los resultados, esto implica el uso de minimo 2
accesiones.

Se sugiere evaluar otros medios de recultivo, con el fin de obtener
respuestas de los apices post — congelacion que favorezcan la formacion
directa a brotes, evitando el paso por callos.
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Anexo A. Medio de recultivo

1. Medio de recuperacion R3

Componentes Cantidad
Sacarosa ~ 0.3M
Carbdn Activado 0.2% o
| Agar Duchefa 0.3%

Anexo B. Soluciones de Encapsulacion y vitrificacion

1. Soluciones de alginato de sodio y cloruro de calcio

. COMPONENTES (100ml) ALGINATO ~ CaCl2-100 mM |

| Sales Basales M&S- sin Ca 0

Sacarosa (M) B 0.058 0 |

Alginato de Sodio % 3 0

Myo-inositol (mM) 0.0055 0

' Tiamina- HCI(uM) 44.38 o ]

BAP (uM) 0.01 0

GA3 (UM) 0.02 0

CaCl2 * 2H20 0 13.24

By 5.8 5.8

2. Soluciones PVS

COMPONENTE | PVS2* PVS2 | PVS2 | PVS4* PVS4 | PVS4
100 mli 20% | 60% 20% 60%

Sales basales M&S @ M&S | M&S | M&S M&S M&S

Sacarosa (M) 0.4 04 | 04 | 06 0.6 0.6

Glicerol(%) 30 6 18 | 35 7 21

Etilen glicol (%) 15 3 9 | 20 4 12

DMSO(%) 15 3 | 9 0 0 0

pH b8 | 58 | 68 5.8 5.8 5.8

*Soluciones PVS al 100%



3. Soluciones de cargado y enjuague

COMPONENTE CARGADO ENJUAGUE
Sacarosa 0.3 1.2
Glicerol(M) 0.5-2 0

PH 5.8 5.8

Anexo C. Promedios de las mediciones para las variables largo y ancho
en los medios de preacondicionamiento.

TRAT | cIP CPRI HS CIAT ]
Medicién | ANCHO | LARGO | ANCHO | LARGO | ANCHO | LARGO | ANCHO | LARGO |
Inicial 0.72333| 1.46333| 0.72333| 146333| 0.72333| 146333 0.72333| 1.46333

1 0.73 1.3 0.85 1.56 0.59] 1.53 0.74 1.28

E 1.02 1.74 0.98 2.01 1.04 2 0.91 1.63
5 1.22 2.23 0.98 25 1.07 2.31 0.96 2.13
7 1.07 2.71 0.93 25 1.03 2.68 1.07 225

111 12| 289 0.94 24 1.03 26 1.08 2.51
21 1.18] 2.4 1.09 2.6 0.95 223 1.15 ]| 3.05

Anexo D. Andlisis de Varianza para la Deshidratacién en silica-gel
Parametro de evaluacion: %Brotes _ _ B -
Fuente de G.L. S.C. CM Valor(F) | Significancia
variacion { |
Modelo 5 8741.66666 | 1748.33333 1907 | 0.0013
Tratamiento 1 7 3 2.27 0.1824
Tiempo 2 208.333333 | 208.333333 44 00 0.0003
Trat * Z 8066.66666 | 4033.33333 2.65 0.1583
Tiempo 6 7 3
Error 14 466.666667 | 233.333333
Total 91.666667
corregido 550.000000

9291.66666
7
RMSE: 9.574271 CV: 21.67759

** Diferencias altamente significativas (P<0.01)

* Diferencias significativas (P <0.05)
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Parametro de evaluacion: %Brote/callo

Fuente de G.L. S.C CM Valor(F) | Significancia
variacion )
Modelo 5 21.6529359 | 4.33058718 1.58 0.2955
Tratamiento 1 0 2.39311631 0.87 0.3864
Tiempo 2 2.39311631 | 8.70607199 317 0.1148
Trat * 2 17.4121439 | 0.92383781 0.34 0.7268
Tiempo 6 8 2.74346430
Error sl 1.84767561
Total 16.4607858
corregido 1

38.1137217

1

RMSE.: 1.656341 CV. 69.63848

** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)
Datos transformados Vx + 0.5

Parametro de evaluacién: %callo

Fuente de G.L. 5.C. CM Valor(F) | Significancia
variacion ) N
Modelo 5 12.4994558 | 12.4994558 1.43 0.3334
Tratamiento 1 7 7 0.70 0.4354
Tiempo 2 1.21640631 | 1.21640631 3.01 0.1245
Trat * 2 10.4808001 | 5.24040009 0.23 0.8011
Tiempo 6 7 0.40112469
Error 11 0.80224939 | 1.74245595
Total 10.4547357
corregido 1

22.9541915

8

RMSE: 1.320021 Cv:567.58951

** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P =0.05)
Datos transformados Vx + 0.5
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Parametro de evaluacidn: %muertos

Fuente de G.L. 5.C. CM Valor(F) |Significancia
variacion _ .
Modelo 5 15141.6666 | 3028.33333 51.91 0.0001
Tratamiento 1 7 8.33333 0.14 0.7185
Tiempo 2 8.33333 7408.33333 127.00 0.0001
Trat * 2 14816.6666 | 158.33333 2.71 0.1447
Tiempo 6 F 58.33333
Error 11 316.66667
Total 350.00000
corregido 15491.6666
7
RMSE: 7.637626 CV: 18.70439

** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)

Anexo E. Andlisis de varianza para las soluciones de cargado

Parametro de evaluacion: Brotes

Fuente de G.L. S.C. CM Valor(F) |Significancia
variacion )
Tratamiento 7 39.7142857 | 5.67346939 2.20 0.1785
Error 6 1 258333333
Total 13 15.5000000
corregido 0
55.2142857 |
1 .
__RMSE: 1.607275 CV: 21.84646
** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)
Parametro de evaluacién: callo _ ) -
Fuente de G.L. S.C CM Valor(F) | Significancia
| variacion _ | _ |
Tratamiento 7 3.79330651 | 0.54190093 2.65 0.1282
Error 6 1.22885596 | 0.20480933
Total 13 5.02216246
corregido ) L
RMSE: 0.452559 CV:30.42379

** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)
Datos transformados vx + 0.5
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Parametro de evaluacion: Muertos

Fuente de G.L. S.C. CM Valor(F) |Significancia
variacién
Tratamiento 7 0.76950338 | 0.10992905 0.84 0.5928
Error 6 0.78388980 | 0.13064830
Total 13 1.55339318
corregido
RMSE: 0.361453 CV:38.33455
** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)
Datos transformados vx + 0.5
Anexo F. Analisis de Varianza para las soluciones PVS.
Parametro de evaluacion: %Brotes
Fuentede |G.L. S.C. CM Valor(F) Significancia
variacion
Tratamiento |6 6469.23076 |1078.20512 |12.94 0.0033
Error 6 9 8
Total 12 500.000000 |83.333333
corregido 6969.23076
9
RMSE: 9.128709 CV: 4944718
** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)
Parametro de evaluacion: %callo
Fuente de G.L. S.C. C.M Valor(F) | Significancia
variacién
Tratamiento 6 33.8396429 | 5.63994050 10.26 0.0061
Error 6 9 3.72106369
Total 12 22.3263821
corregido 2
56.1660251
1
RMSE: 9.128709 CV: 13.48559

** Diferencias altamente significativas (P<0.01)
* Diferencias significativas (P <0.05)
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