Metodologia para la crioconservacion de callos con estructuras
embriogénicas en el cultivo de la cana de azucar
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En la actualidad, la Onica solucién para evitar la pérdida de tiempo del potencial embriogénico de los callos con
estructuras embriogénicas en la caina de azdcar es la crioconservacién. Sin embargo, para ello es necesario vencer
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RESUMEN

algunos retos tecnolégicos y su validacién, para establecer una metodologia, los que constituyen objetivos de este
trabajo. Los resultados mds importantes se relacionan con el desarrollo de una metodologia de crioconservacion,
mediante un procedimiento simple de enfriamiento lento para preservar callos de cafa de azicar con estructuras
embriogénicas. Esto permite mantener su capacidad regenerativa en el tiempo avalado por evaluaciones en
condiciones ex vitro de plantas de cana de aziOcar regeneradas a partir de callos crioconservados, que no variaron
fenotipicamente cuando se compararon con los controles sin crioconservar luego de un riguroso ensayo durante 27
meses. Estos estudios contribuyen al desarrollo del conocimiento cientifico, porque por primera vez se realiza una
evaluacién detallada sobre el efecto del almacenamiento criogénico a largo plazo en la supervivencia y regeneracién
de plantas de callos de cafa de azucar con estructuras embriogénicas. Para el cultivo de la cana de azdcar se
realizaron determinaciones de los productos de la peroxidacién lipidica y se demostré la importancia de implicacién
de los radicales libres y el estrés oxidativo como indicadores de los dafos inducidos por la crioconservacién. Estos
resultados son fundamentales en las tecnologias desarrolladas, cuya eficiencia se ha basado en el empleo de estos
materiales para la produccién a gran escala de vitroplantas.

Introduccion

El nombre cientifico delacafiade azicar es(Saccharum
spp. Hibrido), el cual se utiliza para designar a los
Hibridos interespecificos del género Saccharum. Los
cruces genéticos se realizan, fundamentalmente, entre
hibridos de S. officinarum L. y otrasformas e hibridos
comerciales[1]. Lacafiade azlicar posee mecanismos
fisiolégicos para la produccién y acumulacién de
sacarosaen el talloy paralaobtencion debiomasa. Sin
embargo, el hombre hareslizado trabajos paralograr la
mejoriagenética, esdecir, obtener nuevos somaclones
o cultivares que aprovechen laluz, los nutrientesy el
aguacon maseficiencia. Alrededor de 120 paisesen €l
mundo producen azlcar, y €l 63% de la produccién
total se obtiene del cultivo de la cafia de azlcar [2].
En Cuba existen condiciones favorables para €l
desarrollo de la cafia de azlcar, y constituye uno de
los principales productos que aportan ingresos a su
economia. En la actualidad, ocupa aproximadamente
650 000 ha, lo que representa cerca del 15% del area
cultivadatotal del pais[3].
Laagriculturacafieramundial estaafectadaporque,
la propagacion vegetativa del cultivo debe renovarse
en el campo en periodos entre uno y cinco afios [4].
Este proceso |leva numerosos problemas: el costo de
su mantenimiento es elevado, es tedioso y consume
mucho tiempo. Ademés, s la calidad de la semilla es
baja, disminuyen los rendimientos y las labores se
intensifican. El cultivo se expone a los riesgos de los
desastres naturales, a la transmision sistémica de
enfermedades, a la seleccion natural y al ataque de
plagas [2]. Por todo ello, es necesario aplicar las
técnicas de cultivo in vitro en la cafia de azlicar.
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En general, lastécnicas de cultivoin vitro seemplean
para el mantenimiento, produccion o modificacion del
material vegetal. Estas se pueden dividir como técnicas
de cultivo de tejidos indiferenciados y diferenciados
[5]. Los cultivos indiferenciados son los calos y las
suspensiones celulares, y se utilizan ampliamente para
propdsitos comerciales, asi como parainvestigaciones
moleculares y celulares [6].

El cultivo in vitro de callos de cafia de azlcar es
muy importante. En Cuba se utilizan callos con
estructuras embriogénicas como material inicial para
lograr la regeneracion indirecta de plantas por
diferentes estrategias, las cuales constituyen una
aternativa para el incremento de la eficienciay la
proliferacién delaespecie[7-10]. Ademas, serealizan
investigaciones valiosas para la seleccion de
variedadesresistentes afactoresbioticos[11], factores
abioticos[12] y paralos esquemas de transformacion
genética[13].

Sin embargo, en cualquier protocolo de cultivo in
vitro alargo plazo, e empleo de callosimplicariesgos
como: la pérdida del potencial regenerativo, de su
naturaleza embriogénica, elevados costos por
subcultivos continuos, la pérdida de productos por
enfermedades, por errores técnicos y humanos;
ademas, en ocasiones se requiere de una coleccion
publicaaccesible[2, 4, 6]. Por lo tanto, es necesario el
almacenamiento de los callos con una adecuada
supervivencia, en condiciones segurasy caracteristicas
embriogénicas apropiadas.

Hastalafecha, lamejor opcion paradisminuir estos
riesgos es la crioconservacion. Esta se considera una
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técnica de conservacion in vitro alargo plazo, ya que
permite el almacenamiento a temperaturas ultrabajas,
preferiblemente la del nitrégeno liquido (-196 °C). A
estas temperaturas, la velocidad de las reacciones
guimicas y biofisicas es tan lenta que no ocurren
deterioros biol6gicos [14].

Ademas, con estastécnicas, |os materialesvegetales
se preservan en espacios reducidos, protegidos de la
contaminacion y sin muchas labores de mantenimiento,
solo se debe controlar el nivel del nitrégeno liquido en
lostermos de almacenamiento [15]. Sin embargo, para
que €l material vegetal sea crioconservado, sus células
deben superar momentos estresantes, como la
exposicion a las bajas temperaturas, la formacion de
cristales de hielo y la deshidratacion severa[6].

Segun Jian y cols., Eksomtramage y cols. y
Gnanapragasam y Vasil, se ha tenido exitos con los
callos de cafiade azlcar con estructuras embriogénicas
[16-18]. Todas las metodologias han seguido la
estrategiadefinidacomo deshidratacion por congelacion
extracelular, lacual empleaun régimen de enfriamiento
controlado [19]. Sin embargo, su validacion se limita
en los laboratorios que no sean especializados en
crioconservacion, porgque se requiere un equipo de
congelacion programable, que es costoso y en ocasiones
bastante complejo [5, 20, 21].

Adicionamente, en los protocolos antes mencio-
nados se ha investigado la crioconservacion de callos
de cafia de azlcar, obtenidos de segmentos de hojas
inmaduras de plantas cultivadas in vitro. Esta tiene
como limitacion la baja capacidad morfogenética de
estos callos, asociada a este tipo de explante [22]. En
las gramineas se ha reconocido a los embriones
inmaduros y las inflorescencias jévenes, como los
explantes fisioldgicamente mas adecuados en la
retencion de la capacidad embriogénica [23]. Es por
ello que algunastecnol ogias paralapropagacion masiva
de plantas de la cafia de azUcar utilizan las inflores-
cencias inmaduras como explante inicial del proceso
[8], con el inconveniente de que estetipo de estructura
no esta disponibletodo el afio y en algunos genctipos
aparece bajo determinadas condiciones ambientales.

A partir deestasinvestigaciones, €l presentearticulo
muestra los resultados de un estudio para establecer
una metodol ogia parala crioconservacion de callos de
cafia de azlicar con estructuras embriogénicas con €
uso deinflorescenciasinmaduras. En estametodologia
se evaluaron los porcentajes de supervivenciay la
regeneracion de plantas (plantas por 500 mg de callos)
en condicionesinvitro para: a) tresvariedades: CP52-
43, C1051-73, C91-301; b) explantes procedentes de
inflorescencias inmaduras, y explantes procedentes
de hojas inmaduras de plantas in vitro; c) hasta 16
meses de al macenamiento en nitrégeno liquido parala
variedad CP52-43.

Para emplear la crioconservacion como una
herramienta adicional en alguna estrategia biotec-
noldgica, es esencia validar que la metodologia
desarrollada no provoca un efecto desestabilizador.
En las investigaciones con callos de cafia de azlcar
crioconservados, anteriores alas nuestras, no existian
estudios rel acionados con la determinaci én de algunos
cambios bioguimicos irreversibles que pudieran
provocar la crioconservacion en las membranas
celulares, ni existian datos acercadel comportamiento,
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en condiciones de campo, de plantas de cafiade azlcar
apartir de callos crioconservados, para conocer si las
metodol ogias propuestas afectaban los indicadores
fisolégicosy losrendimientos agricolay agroindustrial.
En ese sentido, en este trabajo también se muestran
los resultados sobre la evolucion de la pérdida de
electrolitos, productos de peroxidacion lipidica y
contenido de proteinas de las membranas celulares
durante cinco dias después de la crioconservacion.
Ademés, se determina el comportamiento ex vitro de
las plantas regeneradas a partir de calos de cafia de
az(icar con estructuras embriogénicas crioconservados,
teniendo en cuenta caracteres agronémicos, tales como
indicadores fisiolégicos, rendimientos agricola y
agroindustrial.

Materiales y métodos

Generalidades de los experimentos y
procesamiento de los datos

Los experimentos in vitro se realizaron en el Centro

de Bioplantas de la Universidad de Ciego de Avilay

|os experimentos de campo, en la Estacion Provincial

de Investigaciones de la Cafia de Azlcar de esa
provincia. Para la realizacion de los diferentes
experimentos se siguieron las siguientes etapas:

Seleccién de las plantas de cafa de azucar
de un banco donante

L as plantas de caflade azlcar se seleccionaron del banco
donante delaEstacion Provincia de Investigacionesde
la Cafia de Azicar de Ciego de Avila El genotipo
principal que se utilizd en este estudio fue CP52-43
(CP43-64 x CP38-34). Para la validacion de la
metodologia se utilizaron las variedades C91-301
(C1616-75x POJ2878) y C1051-73 (B42231 x C431-
62), tomadas del Bloque de Hibridacionesdel Instituto
Nacional de Investigaciones de la Cafia de Azlicar de
Sancti Spiritus.

Formacién de callos

Los experimentos principales se realizaron con
callos procedentes de inflorescencias inmaduras.
Primero, se colectaron lasinflorescenciasinmaduras
de plantas adultas, entre 9 y 12 meses. Luego, se
desinfectaron las inflorescencias y se enjuagaron,
tal como enuncia Jiménez [7]. Finalmente, se
seleccionaron los segmentos de inflorescencias
inmaduras entre 3.0 y 5.0 mm de longitud, se
cultivaron en placas de Petri (90 mm didmetro) sobre
el medio de Murashige y Skoog [24], con 3.0 mg-L™
de acido 2,4-diclorofenoxiacético [8, 25]. Esto se
mantuvo en laoscuridad a 25 + 2 °C durante 30 dias.
Ademas, para el experimento de validacién de la
metodologia se utilizaron callos con estructuras
embriogénicas procedentes de hojas inmaduras de
plantas cultivadas in vitro, siguiendo el método
descrito por Jiménez [7].
Mantenimiento de los callos

Los callos formados se transfirieron hacia el medio de
proliferacion de Murashige y Skoog [24], con &cido
2 A-didorofenoxiacético (1.0 mg-L ), arginina(50.0 mg-L ™)
y prolina (500.0 mg-L™"). Esta etapa se rediz6 en la
oscuridad a 25 + 2 °C durante 30 dias [25].
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Seleccién de callos con estructuras

embriogénicas

Después de mantenerse se seleccionaron loscallos sobre
el medio deproliferacidn durante 30 dias (dos meses de
formados). Loscallostenian lassiguientescaracteristicas
morfolGgicas. compactos, nodularesy de color blanco-
amarillo, segun observaciones de Castillo [8],
conformados por estructuras globulares y con
predominio de células meristeméticas redondeadas,
citoplasma denso con peguefias vacuolas. Para esta
seleccion, seredlizaron cortesaloscalosy seobservaron
al estéreo microscopio para desechar |as partes que no
tenian estructuras embriogénicas. Se utilizaron callos
con estructuras embriogénicas de aproximadamente 5
mm de didmetro.

Tratamiento estadistico de los datos

Todos los experimentos de laboratorio se realizaron
con tres repeticiones y se aplico un disefio comple-
tamente aleatorio. Para los estudios de cultivo en
condiciones ex vitro, se sigui6 € disefio de bloques a
azar con seisréplicas. En el procesamiento delos datos
se empled el programa de computacion Statistical
Package for Socia Sciences (SPSS para Windows,
version 8.0, Copyright SPSS Inc., 1989-1997). Se
comprobd la distribucion de los datos mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad
de las varianzas mediante la prueba Levene. Se
realizaron pruebas paramétricas (t-test, ANOVA,
Tukey). Setrabaj6 siempre con un valor de probabilidad
deerror tipo | dep < 0.05. Losdatos setransformaron
parael andlisis del porcentaje de supervivencia segin
X = 2 arcsen [(x/100)°7; y €l nimero de plantas
regeneradas, de acuerdo con X = (0.5 + x)°*.

Metodologia para la crioconservacién de callos
de cana de azucar con estructuras embriogénicas

Seleccion del procedimiento simple de
enfriamiento

Teniendo como precedente |os trabajos de Maddox y
cols. y Withers [26, 27], quienes utilizaron con éxito
procedimientos simples de enfriamiento para
suspensiones celulares de Nicotiana y Musa,
respectivamente, se evalud la posibilidad de utilizar
uno de estos procedimientos parareemplazar los que
hasta la fecha se habian utilizado para crioconservar
callosde cafiade azlcar con estructuras embriogénicas
(velocidad controlada mediante un congelador
programable acoplado a una computadora).

Considerando los resultados preliminares del autor,
asi como losobtenidospor Jiany cols. y Eksomtramage
y cols. [16, 17], se tomaron callos con estructuras
embriogénica, seleccionados previamente, y se
transfirieron hacia placas de Petri con medio de
proliferacion fresco, con papel defiltro en su superficie.
Despuésde 10 diasen € medio de proliferacion (tiempo
post-subcultivo), los callos pasaron a las etapas y
condiciones siguientes:

Etapa |. Tratamiento crioprotector con sacarosa.
Los callos se colocaron en crioviales de polipropileno
(volumen dd criovid: 2.0 mL; nimero de callog/criovid:
8; masafrescapromedio dd callo: 40 mg, quesereplico
cinco veces). Loscrioviaescon lasmuestras se pasaron
aun bafio de hielo para adicionarles 1.0 mL de medio
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de cultivo con 0.15 mol-L* de sacarosa a igual
temperatura. El tratamiento duré 60 min.

Etapa Il. Tratamiento crioprotector con dime-
tilsulféxido. A loscrioviaesconlasmuestrasy lasacarosa
se les adiciond dimetilsulféxido puro (14 mol-L™?) hasta
que acanzob la concentracion final de 5% (v/v) en la
solucion. El dimetilsulfoxido seadiciond progresivamente
durante los primeros 30 min del tratamiento criopro-
tector, cuyaduracién fue de 60 min.

Etapa |11. Procedimiento de enfriamiento. Aunque
en esta etapa o mas importante es seleccionar el
procedimiento de enfriamiento, también es necesario
conocer latemperaturaparalasiembrade los cristales
dehielo en el medio crioprotector y € efecto del tiempo
de induccion de los cristales de hielo extracelulares.

Temperatura para la siembra de los
cristales de hielo en el medio crioprotector

Serealiz6 un control de latemperaturaen el tiempo,
utilizando un termémetro digital con un termopar de
cobre-constantan acoplado (Figura 1a). Se determind
el punto de subenfriamiento y la temperatura de
congelacion en equilibrio de diferentes mezclas
crioprotectoras de sacarosacontenidasenloscrioviales,
los cuales se encontraban en un bafio de etanol (95%)
preenfriado (0 °C) y colocados, a su vez, en un
congelador a -40 °C (Figura 1b). La siembra de los
primeros cristales de hielo en e medio extracelular se
Ilevé a cabo sumergiendo instantaneamente la base de
los crioviaes en nitrégeno liquido (Figura 1c). Esto se
realizé a-8 °C antesde que se a canzaralatemperatura
de congelacion en equilibrio durante el tiempo de
induccion (2.5 ).

Efecto del procedimiento simple de
enfriamiento y tipo de alcohol

Los crioviales con callos crioprotegidos pasaron al
procedimiento de enfriamiento, para el cual se
selecciond una de |as alternativas siguientes:

a) En un recipiente con un bafio de alcohol
(isopropanol) preenfriado a 0 °C, en el que se
transfirieron aun congelador delaboratorioa-40°Cy
se les redujo alin mas la temperatura[27].

b) En los orificios de una cgja de poli-estireno, la
cual se situ6 también en un congelador a-40 °C [26].

Ademas, se comprobd la posibilidad de sustituir €l
tipo de alcohol utilizado en € bafio preenfriado como
en el primer procedimiento (a). Ello tuvo como
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Figura 1. Aditamentos utilizados para el desarrollo del procedimiento simple de congelacién: a) bafo de
alcohol y termémetro digital con termopar de cobre-constantdn acoplado, sumergido en un criovial; b)
congelador de laboratorio a -40 °C; ¢) tanque con nitrégeno liquido para la inmersién y el almacenamiento
de los crioviales.
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precedente lo informado por Paniset al. [28], quienes
sustituyeron el iso-propanol por el metanol para
generdizar las investigaciones de crioconservacion en
sus condiciones de trabajo. En este estudio se empled
el etanol 95% (v/v) producido en Cuba. Por ende, se
colocaron los callos crioprotegidos en un bafio de
alcohol (isopropanol, metanol o etanol) preenfriado a
0 °C, en @ que se transfirieron a un congelador de
laboratorio a-40 °C.

Efecto del tiempo de induccién de los
cristales de hielo extracelulares

Por dltimo, unavez que se selecciond el procedimiento
simple de enfriamiento y por su importancia en la
estrategiadedeshidratacion por congelacionextracelular,
también en esta etapa I1, se preciso € efecto de la
siembra de los cristales de hielo en la supervivenciay
regeneracion de plantas de call os crioconservados. Ello
se ensay6 durante diferentes tiempos de induccién (0,
25,5,75y1059).

En esta etapa |11 se determind la velocidad de
enfriamiento al medir el tiempo transcurrido desde
que los viales control (que contenian la mezcla
crioprotectora) con una temperatura de 0 °C
alcanzaron la temperatura de -40 °C. La velocidad
promedio de enfriamiento, que se determiné desde
0 hasta -40 °C, fue bastante estable y se logr6 una
velocidad de 0.5 °C-min?, la cua se encuentraen el
rango de las velocidades catalogadas como lenta,
segun Engelmann [29].

EtapalV. Precongelacion. Cuando seacanzd -40 °C
en la solucion crioprotectora de los crioviaes, las
muestras se mantuvieron aestatemperaturaen el bafio
de acohol durante 1 h (tiempo en € original), antesde
lainmersion directa en nitrégeno liquido.

Etapa V. Almacenamiento. Las muestras permane-
cieron en nitrogeno liquido durante 2 h.

Etapa VI. Descongelacion rapida. Para la
descongelacion de las muestras, los crioviales se
sumergieron en bafio de Mariaa +40 °C con agitacion
constante durante aproximadamente 2 min.

Etapa VI1. Recuperacion. Los calos descongelados
se colocaron sobre un papel defiltro enlasuperficiedel
medio de cultivo de proliferacion, para favorecer la
difusiony eliminacion progresivadelos crioprotectores
[medio de Murashige y Skoog [24], con é&cido 2,4
diclorofenoxiacético (1.0 mg-L™), arginina (50.0 mg-L ™)
y prolina (500.0 mg-L™)], contenido en placas, de Petri
(60 mm de diametro y 30 mL de medio por placa) que
se situaron posteriormente en la oscuridad.

Etapa V1I1. Evaluacion de la supervivencia. Como
criterio de supervivencia se considerdé €l ndmero de
callos que mostré sintomas de recrecimiento a los 30
diasdelarecuperacion, cuando se observaron a estéreo
microscopio y se midi6 su tamafio. Los resultados se
expresaron en porcentajes con respecto al total de
callos usados por tratamiento.

EtapalX. Evaluacion delaregeneracion de plantas.
A los 30 dias de recuperacion se seleccionaron callos
al azar hasta conformar 500 mg de masa fresca por
frascos de cultivo (altura: 120 mm; diametro: 70 mm;
25 mL demedio por frasco). Loscallossetransfirieron
a un nuevo medio para inducir la regeneracion de
plantas (medio de proliferacion pero desprovisto de
acido 2,4-diclorofenoxiacético). Se empled un régimen
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de 16 h luz/8 h oscuridad, con un flujo de fotones
fotosintéticos activos de 40 pmol-m?.s*. Al cabo de
80 dias, seevalud laregeneraci én segiin Eksomtramage
[17] contando todas las plantas regeneradas con una
altura igual o mayor que 10 cm, las cuales se
transfirieron posteriormente a condiciones de cultivo
ex vitro.

Efecto del tiempo post-subcultivo
en la supervivencia y regeneraciéon
de plantas a partir de callos crioconservados

Con el objetivo de estudiar el efecto del estado
fisiologico de los callos en la supervivencia y
regeneracion de plantas del material crioconservado,
se seleccionaron call os con estructuras embriogénicas,
y se depositaron en placas de Petri con medio fresco
de proliferacion con papel de filtro en su superficie.
DespuésdelosO, 5, 10, 15, 20, 25, 30y 35 diascomo
tiempo post-subcultivo en el medio de proliferacion,
los callos permanecieron en las mismas condiciones
descritas paralacrioconservaciony en laetapalll se
emplearon los mejores resultados del procedimiento
de enfriamiento.

Por otra parte, como no existen precedentes sobre
e estado de crecimiento delos callos de cafiade azlicar,
obtenidos a partir de inflorescencias inmaduras antes
deiniciar lacrioconservacion y por suimportanciaen
el éxito de la supervivencia a la temperatura del
nitrégeno liquido [15], se seleccionaron callos con
estructuras embriogénicas y se depositaron en placas
de Petri con medio fresco de proliferacion con papel
de filtro en su superficie. Se empled un lote de callos
(cinco grupos) con una masa frescainicial de 400 mg
por cada placa de Petri, que se replico tres veces por
tratamiento. Se determind |la masa fresca de los callos
alos 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 dias como tiempo
post-subcultivo mediante el peso de los callos sobre
papel defiltro Whatman No. 1, cuyamasaes conocida.

Efecto de la concentracién de sacarosa
del medio crioprotector en la supervivencia
y regeneracion de plantas a partir de callos
crioconservados

Con el objetivo de estudiar el efecto delasacarosaen
la supervivencia y regeneracion de plantas del
material crioconservado, se seleccionaron callos con
estructuras embriogénicasy se depositaron en placas
de Petri con medio fresco de proliferacion con papel
defiltro en su superficie. Después del mejor tiempo
post-subcultivo en el medio de proliferacion, los
callos siguieron las mismas condiciones descritas para
lacrioconservaciony se emplearon en laetapalll los
mejoresresultados del procedimiento deenfriamiento
comentadas anteriormente, excepto enlaetapal, que
se emplearon diferentes concentraciones de sacarosa
(0.0, 0.15, 0.30, 0.45, 0.60 mol-L") en el medio
crioprotector.

Por otra parte, se seleccionaron callos con
estructuras embriogénicas y se sometieron a 15 dias
como tiempo post-subcultivo. Con posterioridad, os
callos se colocaron en crioviales de polipropileno
(volumendé criovia: 2.0 mL; nimero decallog/criovid:
8; masafrescapromedio del callo: 40 mg, quesereplicod
cinco veces). A suvez, loscrioviales con las muestras se
pasaron aun bafio de hieloy selesadicionaron 1.0 mL de
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medio de cultivo con sacarosa (0.0, 0.15, 0.30, 0.45,
0.60 mol-L™*) enfriado previamente en hielo. Al final,
sedeterminé latoleranciadelos callos durante 60 min,
alas concentraciones de sacarosa seguiin la evaluacion
de la supervivencia y del namero de plantas
regeneradas de la forma indicada antes.

Efecto de la concentracion de
dimetilsulféxido del medio crioprotector en la
supervivencia y regeneracion de plantas a
partir de callos crioconservados

Con d objetivo deestudiar el efecto del dimetilsulfoxido
en la supervivencia y regeneracion de plantas del
material crioconservado, se utilizaron callos con
estructuras embriogénicas seleccionados previamente
y setrangfirieron haciaplacas de Petri con medio fresco
de proliferacion, que tenian un papel de filtro en su
superficie. Después del mejor tiempo post-subcultivo
en el medio de proliferacién, los callos permanecieron
en las mismas condiciones descritas para la criocon-
servacion y en laetapa |1l se emplearon los mejores
resultados del procedimiento de enfriamiento descrito
antes. En la etapa Il, sin embargo, se emplearon
diferentes concentraciones de dimetilsulfoxido (0.0,
25,5.0,7.5,10.0,125, 15.0, 17.5% (v/v)) en el medio
crioprotector. Ademas, en la etapa | se emplearon los
mejores resultados de sacarosa del experimento
anterior.

Por otra parte, se seleccionaron callos con
estructuras embriogénicasy se sometieron a 15 dias
como tiempo post-subcultivo. Posteriormente, se
colocaron en crioviales de polipropileno (volumen
del criovia: 2.0 mL; nimero de callog/criovial: 8;
masafresca promedio del callo: 40 mg, que sereplicod
cinco veces). A su vez, a los crioviales con las
muestras selesadiciond 1.0 mL de medio de cultivo
previamente enfriado en hielo y se pasaron a un
bafio de hielo para adicionar, progresivamente, €l
dimetilsulféxido puro (14 mol-L™), durante los
primeros 30 min del tratamiento, hasta alcanzar la
concentracion final deseada en la solucion (0, 2.5,
5, 7.5, 10, 12.5, 15 % (v/v)). Al final, se determiné
la tolerancia de los callos durante 60 min a las
concentraciones de dimetilsulféxido, segin el
criterio de supervivencia descrito en el epigrafe
acerca de la seleccién del procedimiento simple de
enfriamiento.

Efecto del tiempo de precongelacién en la
supervivencia y regeneraciéon de plantas a
partir de callos crioconservados

Con el objetivo de estudiar el efecto del tiempo de
precongelacién en la supervivencia y regeneracion
de plantas del material crioconservado, se utilizaron
callos con estructuras embriogénicas, sel eccionados
previamente, y setransfirieron haciaplacas de Petri
con medio fresco de proliferacién, que tenian un
papel defiltro en su superficie. Después del mejor
tiempo post-subcultivo en el medio de proliferacion,
los callos permanecieron en iguales condiciones
descritas parala crioconservaciony en laetapalll
se emplearon los mejores resultados del proce-
dimiento de enfriamiento sel eccionado. Sin embargo,
en laetapal y en la etapa I, se emplearon los
mejores resultados obtenidos para la sacarosay el
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dimetilsulféxido, respectivamente. Ademas, en la
etapa |V, se ensayaron diferentes tiempos de
permanencia (0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 h) a la
temperatura de precongelacion (-40 °C).

Determinacion analitica de algunos
cambios que provoca la crioconservacién
en las membranas celulares

Con el objetivo de evaluar los dafios que provoca la
crioconservacion en las membranas celulares, se
realizaron |as determinaciones analiticas de pérdidade
electrolitos, el contenido de los productos de
peroxidacion lipidicay el contenido de proteinas en
las membranas celulares. Estas sellevaron a cabo con
muestras control de callos que no se sometieron a
proceso de crioconservacion y con muestras de callos
crioconservados, de acuerdo con las diferentes etapas
descritas antes pero con las siguientes condiciones:

Etapal. Tratamiento crioprotector con 0.3 mol-L™*
sacarosa.

Etapall. Tratamiento crioprotector con 10% (v/v)
dimetilsulféxido.

Etapalll. Enfriamiento en un recipiente con un bafio
dealcohal (etanol 95% v/v) preenfriado a0 °C, en el que
setransfirieron aun congelador delaboratorioa-40°Cy
selesredujoalinmaslatemperaura. Lasembradecristaes
dehido serediz6 a-8 °C durante5 s.

Etapa|V. Precongelacion a (-40 °C) durante 2 h.

Etapa V. Almacenamiento de los crioviales en
nitrégeno liquido (2 h).

Etapa V1. Descongelacion rapida.

Las muestras paralos diferentes ensayos setomaron
a cabo de 0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 dias durante €l
proceso de recuperacion en el medio de proliferaciéna
laoscuridad.

Pérdida de electrolitos

Lapérdidadeelectrolitos se calcul 6 segiinlo informado
por Sun [30], pero con modificaciones. Las muestras
de call os con una masa fresca de aproximadamente 500
mg, se transfirieron a vasos de precipitado (50 mL de
capacidad) con 30 mL de agua bidestilada. Seredizd la
medicién de la conductividad del agua de imbibicion de
loscallosalas2 hy delaconductividad total de callos
gue hirvieron durante 10 min, y luego se dejaron enfriar
atemperatura ambiente. El porcentaje delapérdidade
electrolitos se calcul6 de la manera siguiente:

Conductividad del agua
Porcentajede pérdida — _deimbibicionalas2h+ 100
de electrolitos - Conductividad total

Preparacién de la fraccién microsomal para
la determinacién del contenido de los
productos de la peroxidacién lipidica y del
contenido de proteinas

Lapreparacion delafraccion parala determinacion del
contenidote |os productos de laperoxidacion lipidicay
del contenido de proteinas serealizd seginloinformado
por Hurkman y Tanaka[31], pero con modificaciones.
Loscallossetrituraron en nitrogeno liquido hastalograr
un polvo fino. Este polvo (2.0 g) se homogenizo en frio
con 20 mL deunasolucién en politron. Lacomposicion
de la solucion de homogenizacion fue: 250 mmol-L™ de
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sacarosa; 100 mmol-L* de NaCl; 1.0 mmol-L™ de écido
tetraacético dietilenamino; 5.0 mmol-L* de &cido
ascorbico; polivinilpirrolidona (1.0% (m/v); masa
molecular 24.500 Da); 2.0 mmol-L™* de ditiotreitol;

10.0 pug-mL* de bacitracin gjustado a pH 7.2 con

10.0 mmol-L* de Tris. Los extractos crudos se
centrifugaron a 10 000 x g durante 20 min a4 °C. Los
desechoscdulares, lafraccion nuclear y lasmitocondrias
se sedimentaron. El sobrenadante se recentrifugé a
100000 x g durante 1 h a4 °C. Lafraccion microsomal

en suspension se recuperd del pelet y se disolvid con

150 mmol-L* de KCI.

Determinacién del contenido de los
productos de la peroxidacién lipidica

Unavez obtenidalafraccion microsomal, serealizé
la determinaciéon del contenido de los productos de
la peroxidacion lipidica, segun lo informado por

Harding y Benson [32]. Una alicuota (5.0 mL) de
acido tricloroacético al 20% (v/v) con é&cido
tiobarbitdrico 0.5% (m/v) se adicion6 a 0.5 mL de
las membranas delafraccién microsomal en untubo
Eppendorf. Las muestras se agitaron y seincubaron

en bafio de Maria a 95 °C durante 30 min. Luego,

los tubos se enfriaron en hielo durante 15 min; sus
contenidos se transfirieron a una microcentrifuga, y

se centrifugaron a 10 000 x g durante 5 min a
temperatura ambiente. La absorbancia no especifica
del producto de lareaccién se midié a600 nmy se
sustrajo de la absorbancia méxima a 532 nm, para
las mediciones del malondialdehido [32], y 2455 nm
para otros aldehidos [33].

Determinacién del contenido de proteinas

La concentracion de proteinas de la fraccion de las
membranas microsomales obtenidas se determind
por el método de Lowry y cols. [33], modificado
por el empleo de desoxicolato de sodio. El suero de
albumina bovina (Sigma) se utiliz6 como estandar.
Una alicuota con 20.0 pL de 5.0% (m/v) de
desoxicolato de sodio se adiciond a 120.0 uL de la
fraccion de las membranas microsomales en tubos
Eppendorf. A continuacion, se adicionaron 60.0 pL
NaOH (1.0 mol-L™), 800.0 pL del reactivo A (1.0%
sulfato de cobre: 1.0% tartrato de potasio y sodio:
2.0% carbonato de sodio) a razon de un volumen
1:1:98 y 100 pL de reactivo de Folin diluido 1:2,
respectivamente. La absorbancia se midié a 720 nm
después de 30 min de la reaccion.

Validacion de la metodologia de
crioconservacién segun el tiempo de
almacenamiento en nitrégeno liquido

Unavez acotadas cada una de las mejores condiciones
de la metodol ogia de crioconservacion de los acapites
anteriores, se realizd su validacion, segun el tiempo
de amacenamiento de los callos en nitrégeno liquido
(1, 4, 8, 12 y 16 meses). Ademas, durante los 16
meses se mantuvo el subcultivo mensual deloscallos
con estructuras embriogénicas en el medio de
proliferacion en la oscuridad. En ambos casos, se
evalud la supervivencia, el porcentaje de callos que
regeneraron plantasy el nimero de plantas obtenidas
a partir de 500.0 mg de masa fresca.
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Validacién de la metodologia de
crioconservacion para callos de diferentes
procedencias del explante y variedades

Después de determinadas cada una de las mejores
condiciones de la metodologia de crioconservacion
descritas anteriormente, se realizé su validacion
extrapolando las condiciones de trabgjo:

a) Diferente procedencia del explante: para callos
delavariedad CP52-43 procedentes deinflorescencias
inmaduras y procedentes de hojas inmaduras de
plantas cultivadas in vitro.

b) Diferentes variedades: se compararon callos
crioconservados de |l os genotipos CP52-43, C91-301
y C1051-73.

En todos los casos se evalué la supervivenciay €l
ndmero de plantas regeneradas de la forma indicada
antes en el acépite correspondiente.

Estudio del comportamiento ex vitro
de las plantas regeneradas a partir de callos
crioconservados (variedad CP52-43)

El experimento sellevé acabo enlasareasdelaEstacion
Provincia de Investigaciones de la Cafia de Azlicar de
Ciego deAvila, sobreun sueloferrdlitico rojo compactado
y sesembrd en abril de 1997. El disefio fue de bloques d
azar, con seisréplicaspor tratamiento, quetenian parcelas
con7.5mdelargoy 6.0 m deancho cadauna. Enélasse
plantaron cinco surcos a una distancia de 1.5 m y una
densidad de 15 plantas por surco (450 plantas por
tratamiento entotal). Enlosbordes se plantd lavariedad
C266-70 para que Sirviera como barrera contra ciertas
enfermedades y como efecto de borde. Se aplicé la
férmulacompletaen laplantacion (75 kg-ha™ denitrégeno;
50 kg-ha* de P,Os y 50 kg-ha'* de K:0).

A las parcelas se les realizaron controles
fitosanitarios de las enfermedades de primer orden
de la cafia de azlicar: el carbdn (Ustilago scitaminea
H. Sydow) y laroya (Puccinia melanocephalaH. y
P. Sydow = Puccinia erianthi Padwick y Khan). Para
€l carbdn se determind el indice deinfeccion, segin la
férmula: Indice deinfeccion = (Talosenfermos/Tallos
sanos) * 100. Paralaroya, el indice de infeccion se
determind segin: Indice deinfeccion = (S(ab)/nk) *
100, donde a = Numero de plantas evaluadas, b =
Grado promedio que se alcanz6 de acuerdo con la
escala de evaluacion de laroya, n = total de plantas
evaluadas, k = 4 (Grado méximo de la escald).

Los tratamientos evaluados fueron los siguientes:
plantas regeneradas de call os crioconservados, plantas
regeneradas de callos no crioconservadosy plantasde
propagacion vegetativa. Cuando las vitroplantas
alcanzaban una dtura aproximada de 6.0 a8.0 cm, se
transfirieron para €l érea de aclimatizacion y se les
aplico e procedimiento recomendado por Rodriguez
y cols. [35]. Al cabo de los 60 dias, se transfirieron a
condiciones de cultivo en campo para compararlas
con €l material de propagacion vegetativa.

Las plantas de propagacién vegetativa se
obtuvieron segun el procedimiento empleado en la
Estacion Provincial de Investigaciones de la Cafia
de Azlcar de Ciego de Avila, a partir de yemas
aisladas con unasierrade doble disco y se colocaron
en un pregerminador rustico, tapadas con sacos de
yute y nailon, para aumentar la temperatura, y
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posteriormente se mantuvieron en invernadero de
60 dias antes de pasar al campo [37].

L as evaluaciones que se realizaron fueron:

1. Para la cafia planta a los seis meses de inicio ddl
experimento: sedeterminaron losindicadoresfisiolégicos.
Se tomaron cinco plantas d azar, se les separaron las
hojasy lasvainas, y sedetermindlalongitud (en metros)
y € diametro de los tallos (en centimetros). Ademés, se
contd la cantidad de tallos por metro lineal.

2. Parala cafia planta a los doce meses de inicio ddl
experimento: se seleccionaron al azar cuatro metros
lineales por parcela (dos muestras de dos metros), se
determinaron los indicadores fisiol6gicos (longitud (m),
didmetro (cm) y cantidad delostallospor metrolinea) y
lamasafrescapromedio deuntallo por parcela, lacud se
expresd enkilogramos. También secacul6 € rendimiento
agricola, expresado en toneladas por hectérea, mediante
lamultiplicacién de la masa fresca promedio de un talo
por parcela por € nimero de tallos en una hectérea.
Ademés, se determinaron los indicadores azucareros de
lacomposicién dd jugo enlostallos, segiin lametodol ogia
recomendada por Spencer y Meade[37] para: Brix total
(grados), polisacaridosenjugo o pol enjugo, pureza (%),
fibra en cafia (%) y polisacaridos en cafia o pol en cafia
(%). Ademas se calcul6 d rendimiento agroindustrial,
expresado en toneladas por hectérea, mediantelarelacion
(pol en cafia x masa fresca promedio de un tallo)/100 x
ndmero de tallos en una hectérea.

3. Parael primer retofio alos 15 meses de cortado:
serealizaron las evaluaciones como en lacafiaplantaa
los 12 meses deinicio del experimento.

Resultados y discusién

Establecimiento de una metodologia para la
crioconservacion de callos de cana de azicar
con estructuras embriogénicas, a partir de
inflorescencias inmaduras mediante un
procedimiento simple de enfriamiento

Seleccién del procedimiento simple de
enfriamiento

Efecto del procedimiento simple de
enfriamiento y tipo de alcohol

En la tabla 1 se comparan las diferencias entre la
supervivencia de los callos después de la criocon-
servarcion, segun el procedimiento de enfriamiento
empleado. Los mejores resultados se corresponden
con el bafio de alcohol preenfriado. Sin embargo, no
hubo diferencias significativas entre los distintos
agentes congelantes (etanol, metanol e isopropanol)
(Tabla?2).

Tabla 1. Efecto del procedimiento de enfriamiento
en la supervivencia de los callos de cafa de azucar
con estructuras embriogénicas crioconservados, de
la variedad CP52-43

Procedimiento de enfriamiento segun:  Supervivencia (%)

Maddox [26] 55b

Withers [27] con isopropanol 20.1 a

Tabla 2. Efecto del alcohol en la supervivencia de los
callos de cafia de azucar con estructuras embriogénicas
crioconservados, de la variedad CP52-43

Tipo de alcohol Supervivencia (%)

Isopropanol 21.3
Metanol 22.6
Etanol (95%, v/v) 20.7

No hubo diferencias estadisticas significativas segun ANOVA.
Los datos se transformaron para el andlisis segun: x = 2 arcsen
[(x/100)*]. Error tipico = 0.95.

En el experimento hubo supervivencia después del
empleo de nitrégeno liquido en los dos procedimientos
de enfriamiento. Ademés, se pudo aplicar € etanol &
95% (v/v) sindificultades, como sustituto delos agentes
congelantes mas utilizados segun la literatura.
Supuestamente, lasupervivenciaal canzadasignificaque
existié una deshidratacion protectora que permitio la
vitrificacién en algunas células, sin que se formaran
cristales de hielo dentro de las células. Desde el punto
de vista practico, lasiembradelos cristales de hielo se
dificulté en el procedimiento propuesto por Maddox y
cols. [26]. Por losmayoresvaloresde supervivencia, se
propone para los experimentos siguientes emplear el
procedimiento propuesto por Withers[27], conunbafio
de etanol preenfriado a0 °C.

Efecto del tiempo de induccién de los
cristales de hielo extracelulares

Enlatabla3 seexpone€ rango detiempo deinduccién
evaluado. Resulto propicio establecer €l nivel 6ptimo
alos5s, con valoresde supervivenciasignificativosy
regeneracion de plantas.

Cuando se realiz6 la siembra de los cristales de
hielo durante 2.5 segundos, aparentemente no fue
suficiente el tiempo de contacto de los viales con €
nitrégeno liquido, para mantener la estabilidad de los
primeros nicleos de hielo extracelulares formados.
Estos pudieron desaparecer con rapidez a transferir
los crioviales nuevamente al bafio de alcohol. En

36. Espinosa A, Bombino P, Gémez J, Ojeda
E. La propagacién por yemas aisladas,
una realidad en la agricultura cafera
cubana. En: Libro de Resumenes de Me-
dio Siglo de Investigaciones Careras en
Cuba, 1997:84.

37. Spencer LS, Meade GP. Manual del
azucar de caia. Segunda ed. La Haba-
na: Instituto del libro 1974.

Tabla 3. Efecto del tiempo de induccién de los cristales de hielo extracelulares en la
supervivencia y regeneracion de plantas de callos de cana de azucar con estructuras

embriogénicas crioconservados (variedad CP52-43)

Temperatura Tiempo de Supervivencia Regeneracién (plantas por 500 mg
(°C) induccion (s) (%) de callos)
0 od 0d
2.5 205b 105b
5 355a 30.5a
-8
7.5 3.0c¢ 40c
10 od 0d
Error tipico 0.320 1.35

Medias con letras diferentes difieren estadisticamente (t-test,
p < 0.05). Los datos se transformaron para el andlisis segun:
X' = 2 arcsen [(x/100)0.5]. Error tipico = 0.89.
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Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < 0.05). Los datos se transformaron para el
andlisis del porcentaje de supervivencia segun: x = 2 arcsen [(x/100) %%]; y el nomero de plantas

regeneradas, de acuerdo con x = (0.5 + x)°°.
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cambio, 7.5 y 10 segundos causaron la congelacion
subita de las muestras.

De manera general, poco se precisa sobre este
importante paso, concerniente a los protocolos
clésicosde crioconservacion [38]. Por g emplo, aunque
Jany cols.y Gnanapragasamy Vasil [16, 18], debieron
realizar la siembra de los cristales de hielo para
crioconservar callos de cafa de azucar, no lo
describieron. Incluso, Eksomtramage y cols. [17],
guienes mencionaron la necesidad de realizar este
evento durante la congelacion de callos de cafia de
azUcar, no indicaron detalles al respecto. Esdecir, que
no existian precedentes sobre el efecto de la siembra
de los cristales de hielo dentro de un protocolo de
crioconservacion paracallos de cafiade azUcar anterior
a estos estudios.

Losresultadostraslasiembraextracelular decristales
de hielo a unatemperatura de -8 °C, en la metodol ogia
de crioconservacion, segun la supervivencia y la
regeneracion de plantas, sugieren untiempo deinduccion
deloscrigtalesde hielo de 5 segundos paralos siguientes
experimentos. Sin embargo, |os mayores niveles de
supervivencia (aproximadamente 35%) son bajos cuando
secomparan con el 90% de supervivenciaobtenido por
Jiany cols. y Eksomtramagey cols. [16, 17]. Todo€llo
demuestra que es necesario realizar gjustes a los
diferentesfactoresinvolucrados, parael establecimiento
y lavalidacion de la metodol ogia de crioconservacion.

Efecto del tiempo post-subcultivo en la
supervivencia y regeneracién de plantas a
partir de callos crioconservados

En la figura 2A se expone un efecto marcado del
tiempo post-subcultivo en los niveles de super-
vivenciaregistrados. Los mayores valores selograron
entre 15y 20 dias, y no sobrepasaron el 50%, mientras
gue en la figura 2B se muestra su influencia en la
regeneracion de plantas a partir de los callos
crioconservados, con un comportamiento similar en
el tiempo evaluado.

Los resultados coinciden parcialmente con las
evidenciasde Jiany cols. [16], cuando crioconserva-
ron callos de cafia de azlicar obtenidos de plantasin
vitro. Estos autores determinaron que la superviven-
cia durante la crioconservacion esté asociada con la
seleccién en el periodo post-subcultivo, cuyos
maximos valores se observan a los 10 dias. Sin
embargo, no lo relacionaron con € estado fisiol6gico
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Figura 3. Efecto del tiempo post-subcultivo en la masa fresca
de los callos de cafia de azucar con estructuras embriogénicas
de la variedad CP52-43 antes de la crioconservacién. Valores
de masa fresca con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey,
p < 0.05). Error tipico = 4.51 mg.

en que se encontraban los callos antes de crio-
conservar.

En lafigura 3 se muestra que existié una fase lag
hasta el quinto dia, después se inici6 un crecimiento
précticamente lineal de los callos hasta €l dia 25, con
una velocidad promedio de 100 mg diarios. A partir
del dia 25 comenzé el estado estacionario y, en
correspondencia, se incrementd la masa fresca.

Estos resultados constituyen labase de la seleccion
del materia que se hade crioconservar, ya que varios
autores han planteado lacorrelacion que existe entrela
fase de crecimiento activo del material y su respuesta
ante la crioconservacion de distintas especies [6, 27,
39]. Se haestudiado quelamorfologiadelascélulasen
cultivo tiene un gran efecto en la criotolerancia. En la
mayoria de las especies se ha demostrado que
solamente las células pequefias con alta densidad
citoplasmatica, que se encuentran en la periferia,
formando pequefios agregados celulares, son las que
sobreviven la crioconservacion, y que las células
grandes, vacuoladas, tienden a dafiarse durante la
congelacion [27, 40]. Por ello, se sugiere que paralos
experimentos siguientes se deben estudiar los callos
con 15 dias de tiempo post-subcultivo.

Efecto de la concentracién de sacarosa del
medio crioprotector en la supervivencia y
regeneracién de plantas a partir de callos
crioconservados (variedad CP52-43)

En la figura 4A se muestra que la concentracion de
sacarosa tuvo un efecto significativo en los niveles de
supervivenciadeloscallos crioconservados. Losmejores
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Tiempo post-subcultivo (dias)

Figura 2. (A) Efecto del tiempo post-subcultivo en la supervivencia de los callos con estructuras embriogénicas crioconservados de
la variedad CP52-43. Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < 0.05). Los datos se transformaron para el andlisis
de la supervivencia segun: X = 2 arcsen [(x/100)°°]. Error tipico = 0.221 y (B) Regeneracién de los callos con estructuras

embriogénicas crioconservados de la variedad CP52-43. Los datos se transformaron para el andlisis de la regeneracién segun: x =

(0.5 + x)%5. Error tipico = 1.31.

351

Biotecnologia Aplicada 2006; Vol.23, No.4

38. Panis B. Cryopreservation of banana
(Musa spp.) germplasm. Dissertationes de
Agricultura 272. Catholic University of
Leuven, Bélgica, 1995:201.

39. Yoshida S, Hattanda Y, Suyama T. Varia-
tions in chilling sensitivity of suspension cul-
tured cells of mung bean (Vigna radiata (L.)
Wilczek) during the growth cycle. Plant Cell
Physiology 1993;34:673-9.

40. Kristensen MMH, Find JI, Floto F, Moller
JD, Norgaard JVN, Krogstrup P. The origin
and development of somatic embryos fol-
lowing cryopreservation of an embryo-
genic suspension culture of Picea sitchensis.
Protoplasma 1994;182: 65-70.



Reportes

Reports

S
8
o
c
g
z
[
g
S 20
w
0 ; ; .
0 0.15 0.30 0.45

.. -1
Concentracién de sacarosa (moll)

No crioconservado

B

5 2507
a
k)

0
53
=
i ¥
c o
0 £
5s
2un
o
2 9
Q
o 0 T T T

0 0.15 0.30 0.45

Concentracién de sacarosa (molL" )

Crioconservado

Figura 4. Efecto de la concentracién de sacarosa durante la crioproteccién en la supervivencia (A) y regeneracién (B) de los callos
con estructuras embriogénicas crioconservados y no crioconservados de la variedad CP52-43 (crioprotegidos solo con sacarosa).

Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < 0.05). Los datos se transformaron para el andlisis de la supervwencm
segun: X = 2 arcsen [(x/100)%]. Error tipico = 0.210. Los datos se transformaron para el andlisis de la regeneracién segun: x =

(0.5 + x)%5. Error tipico = 1.28.

resultados, cercanos al 65%, se alcanzaron con €l

aumento de la concentracién de sacarosaa 0.3 mol L™,

pero se redujo hasta €l 20% para 0.60 mol-L™*. En la
figura 4B se expone como la concentracion de sacarosa
también tiene una influencia significativa en la
regeneracion de plantas de los callos crioconservados.

Con el aumento de la concentracion de sacarosa hasta
0.3 mol-L*, se incrementé el nimero de plantas

regeneradas, €l cual disminuyd posteriormente. La
toleranciadeloscallosalas concentraciones de sacarosa
antes de crioconservar, provocd unadisminucién en la
supervivenciay regeneracion de plantascon el aumento
de la concentracion.

Laimportanciadelatoleranciaalasacarosase debe
aqueesta, como otros carbohidratos, tiene unafuncion
importante en laregulacion del potencial hidrico delas
células[41], y en ocasiones se considera un inductor
de ladivisién celular y diferenciacién [42]. Ademas,
existen evidencias de que la funcién de la sacarosa es
como sefial en las plantas para modular la expresion
de genes que codifican enzimas y proteinas
transportadoras y de almacenamiento [43].

También mostraron unarelacion entre lavitrificacion
y la supervivencia de embriones sométicos de pama
aceitera en nitrégeno liquido, por la reduccion del
contenido de agua congelable enlas células. Ausborny
cols.,, Turnery cols. [44, 45], detectaron quelasacarosa
desempefia una funcion estabilizadora en las bicapas
lipidicas de las membranas, mediante la formacion de
puentes de hidrégeno entre los azlicares libres y los
lipidos. Niuy cols. [46] refieren que cuando lasacarosa
penetra en las células en la cantidad adecuada, protege
las enzimas de la toxicidad de los iones.

Enlametodol ogiade crioconservacion, losresultados
por efecto de la concentracion de sacarosa segin la
supervivenciay regeneracion de plantas, indican quela
concentracion de sacarosa a 0.30 mol-L™ es la que se
deber usar paralos siguientes experimentos.

Efecto de la concentracién de
dimetilsulféxido del medio crioprotector en la
supervivencia y regeneracién de plantas a
partir de callos crioconservados

En la figura 5A y en la figura 5B se representa la
dependencia de la supervivencia y la regeneracion de
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plantas, respectivamente, parael material crioconservado
a la concentracion de dimetilsulfoxido. Los mejores
resultedos se alcanzaron con € 10% (v/v) de dimetil-
sulféxido; sin embargo, disminuyeron a aumentar €
dimetilsulféxido en € medio crioprotector. Con respecto
a la tolerancia de los callos sin crioconservar al
dimetilsulféxido, se observé que existe una disminucion
de la supervivenciay la regeneracién de plantas con un
aumento de la concentracion de esta sustancia

Seglin lo observado, los cdlos de cafia de azdicar no
sobrevivieron ala crioconservacion cuando en lamezcla
crioprotectora no estaba el dimetilsulfoxido, y la
supervivenciay regeneracion de plantas aument6 hasta
e 10%. Sin embargo, supuestamente no existe una
correspondenciaentre el material crioconservadoy € no
crioconservado paraconcentracionesdedimetilsulféxido
igualeso mayoresqued 10% (v/v), yaquelosvaoresde
supervivencia no tienen diferencias significativas en los
tratamientos, e incluso la regeneracion de plantas es
superior paraloscalloscrioconservados. Estosresultados
coinciden con losde Finkley cols. [47], para cdulas de
arroz, quienes concluyeron qued uso de dimetilsulféxido
esparaddjico, porque aunque estoxico, tambiéninhibed
crecimiento de los cristales de hielo durante la
crioconservacion. ¢Como explicar losresultados?

L os resultados negativos de tolerancia coinciden
con lo informado para otros sistemas bioldgicos y

41. Tetteroo FAA. Desiccation tolerance of
somatic embryoids. PhD Thesis, Wagenin-
gen Agricultural University, The Neder-
lands, 1996.

42. Feher A, Pasternak TP, Dudlits D. Transi-
tion of somatic cells to an embryogenic state.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture
2003;74:201-28.

43. Lunn JE, MacRae E. New complexities
in the synthesis of sucrose. Current Opin-
ion in Plant Biology 2003;6:208-14.

44, Ausborn M, Schreier H, Brezesinski
G, Fabian H, Meyer HW, Nuhn P. The pro-
tective effect of free and membrane
bound cryoprotectants during freezing
and freeze-drying of liposomes. J Con-
trol Release 1994;30:105-16.

45. Turner SR, Krauss SL, Bunn E, Senaratna
T, Dixon KW, Tan B, Touchell DH Genetic
fidelity and viability of Anigozanthos viridis
following tissue culture, cold storage and
cryopreservation. Plant Science 2001;
161:1099-106.

46. Niu DK, Wang MG, Wang YF. Plant cel-
lular osmotica. Acta Biotheor 1997;45:
161-9.

47. Finkle BJ, Zavala ME, Ulrich JM. Cryo-
protective compounds in the viable freez-
ing of plant tissues. En: KK Kartha (ed.).
Cryopreservation of Plant Cells and Organs.
CRC Press. Boca Raton FL 1985:61-75.
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Figura 5. Efecto de la concentracién de dimetilsulféxido durante la crioproteccion en la supervivencia
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estan asociados con el elevado grado de toxicidad
del dimetilsulféxido [48, 49]. Kartha y cols. [50],
detectaron lainhibicion del crecimiento de cultivos
embriogénicos de abeto blanco entre el 35y el 42%
a una concentracién mayor del 5% (v/v) de
dimetilsulféxido. Klimaszewska y cols. [51]
informaron una reduccion del 28% del crecimiento
de tejidos embriogénicos de abeto negro tratados
con 15% (v/v) de dimetilsulféxido. Estos dltimos
autores observaron al microscopio un fuerte efecto
plasmolitico en las células, producido por el dime-
tilsulfoxido.

Sin embargo, a pesar de estos efectos negativos, |os
investigadores utilizan ampliamente e dimetil-sulfoxido
paralaproteccion delascélulasy delostejidosvegetales
aultrabajas temperaturas. Segin Engelmann [52], esta
paradoja se asocia fundamentalmente con que el
dimetilsulféxido se debe afiadir como componente de
una mezcla crioprotectoray no de manera individual.
Arakaway cols.[48], evidenciaron que latoxicidad del
dimetilsulféxido en proteinas aisladas se debe a
interacciones hidrofébicas que se favorecen a altas
temperaturas. En este sentido, el efecto téxico del
dimetilsulfoxido puede minimizarse cuando en
precultivo seemplealasacarosaa0 °C, lo cual inducela
biosintesis de proteinas que neutralizan laaccion toxica
del dimetilsulfoxido, asociado conlosresiduosdelisina
[51, 53, 54].

Aungue el mecanismo de crioproteccién del
dimetilsulfoxido alas ultrabajas temperaturas no esta
claro ain, se reconoce que esta relacionado con las
propiedades coligativas de este compuesto penetrante;
es decir, su accion directacon los cristales de hielo es
la de disminuir €l punto de congelacién en equilibrio
de la solucién, segin su concentracion molar [55, 56].
Como agente penetrante en las células, evita una
concentracion excesiva de electrolitos toxicos en la
solucion celular no-congelada [47].

Anchordoguy y cols. [53] sugieren, ademas, que €
dimetilsulféxido presenta un mecanismo noco-ligativo
de proteccidn, € cud involucra una interaccion iGnica
entre su oxigeno 'y las bicapas de losfosfolipidos. Esto
ultimo contribuye a incre-mentar la estabilidad de las
membranas durante |a congel acidn-descongel acion.

Los mejores resultados alcanzados en la regene-
racion de plantas para el materia crioconservado
con respecto al no crioconservado, pueden
relacionarse con las evidencias encontradas por
Aronen y cols.[57] para cultivos embriogénicos de
Abies cephalonica. Estos autores demostraron que
para cultivos crioprotegidos con dimetilsulfoxido y
crioconservados se elimind unaelevada proporcién
de células dafiadas previamente por el dime-
tilsulféxido, ya que solo las células pequefias y
meristematicas sobrevivieron la inmersion en
nitrégeno liquido. Sin embargo, para cultivos
crioconservados se empled una mezcla de crio-
protectores que contenia dimetilsulfoxido, que
minimizo los dafios causados por este.

Por otra parte, se reconoce que en las plantas
también ocurre el proceso fisiol6gico de muerte celular
programada, como en los animales, 1o que provocala
eliminacion selectiva de las células no deseadas y su
suicidio [58]. Segiin Joycey cols. [59], diferentestipos

353

de células vegetales sufren este proceso, entre ellas,
las dafiadas por el estrés in vitro, las cuales no
funcionan adecuadamente. Sin embargo, €l mecanismo
de muerte celular programada en las plantas no esta
completamente elucidado, aunque se asocia con la
acumulacion de sustancias toxicas sin su posterior
conversion (turn over).

Los resultados por efecto de la concentracién de
dimetilsulfoxido en lametodol ogiade crioconservacion
gue se desarrolla y segin los mayores tenores de
supervivenciay regeneracién de plantas, indican que
laconcentracion del 10% (v/v) eslaque se deber usar
paralos siguientes experimentos.

Efecto del tiempo de precongelacién en la
supervivencia y regeneracién de plantas de
cana de azucar a partir de callos
crioconservados (variedad CP52-43)

Enlafigura6 seobservé quelasdosy treshoras (tiempo
de permanencia) a la temperatura de precongelacion
(-40°C), permitieron alcanzar los niveles més elevados
de supervivencia (89%) y la regeneracion de plantas
fue de 147, sin diferencias significativas entre cada
parametro evaluado en ambos tiempos.

Al emplear el sistema simple de enfriamiento
propuesto en estos estudios, se determiné que los
callosde cafiade azlicar aparentemente al canzaron |os
niveles de deshidratacion més apropiados cuando se
mantuvieron por espacio de dos o treshorasa-40 °C.
No se logré mejorar la supervivencia con tiempos de
exposicion superiores, lo cual probablemente se deba
aque el material resulta muy deshidratado. Se estimo
mas conveniente realizar la precongelacion a -40 °C
durante dos horas para los siguientes pasos de la
metodologia de crioconservacion que se ha de
desarrollar.

A partir de estudios por espectroscopiaderesonancia
magnéticanuclear en cdulasde Catharanthus roseus[60],
yemasvegetativasdemanzana[61] y en diferentestgjidos
de Rhododendron japonicum [62], se determinado que
existe unagran dependenciaentrelacantidad de aguaque
permanecedentro delascdulasy e tiempo deexposicion
auna temperatura de precongelacion. Tyler y cols. [61]
determinaron qued incrementar € tiempo de permanencia

Supervivencia (%)

Regeneracién (plantas por
500 mg callos)

Tiempo de precongelacién (horas)

Supervivencia Regeneracion

Figura 6. Efecto del tiempo de precongelacion en la
supervivencia y regeneracion de los callos de cafia de azucar
crioconservados de la variedad CP52-43. Para las medias de
las lineas continuas y discontinuas independientes, las letras
iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < 0.05). Los datos se
transformaron para el andlisis de la supervivencia segun: x = 2
arcsen [(x/100)°]. Error tipico = 0.215. Los datos se
transformaron para el andlisis de la regeneracion segun: x =
(0.5 + x)%. Error tipico = 1.29.
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a una temperatura negativa intermedia antes de la
inmersion en nitrégeno liquido, se obtenian mejores
resultados después de la crioconservacion.

Los resultados de supervivencia logrados en este
experimento son comparables con los mejores valores
obtenidos por Jiany cols., Eksomtramagey cols. [16,
17]. Es decir, hasta este acépite queda establecida la
metodologia de crioconservacion segiin los factores
tomados en consideracion.

Determinacién analitica de algunos cambios
que provoca la crioconservacién en las
membranas celulares

Es necesario sefialar que en los experimentos se
apreciaron diferencias significativas entre el materia
crioconservado y el control no crioconservado al
analizar los valores de supervivencia 'y regeneracion
de plantas, aun en los mejores tratamientos. Estos
resultados coinciden con los observados por
Eksomtramage y cols.[17]. Sinembargo, paradl cultivo
de la cafia de az(car, hasta hoy no existen referencias
sobre |a determinaci 6n mediante técnicas analiticas de
los posibles dafios causados en las membranas por la
crioconservacion. Lo anterior contribuirden un futuro
a proponer estrategias novedosas para desarrollar
meétodos de crioconservaci on mejorados.

Pérdida de electrolitos

Enlafigura7 serepresentan las diferencias en cuanto
a la pérdida de electrolitos: al comienzo del
experimento, y luego disminuyé gradualmente en los
diasposteriores. Al tercer diaalcanzé nivelessimilares
al tratamiento control, y a partir de ese momento se
mantuvo casi constante hasta el quinto dia.

Lagran pérdida de electrolitos (22%) en el tiempo
cero después de la crioconservacion se debe
principalmente alalisis celular que pudo tener lugar
en algunas células de los callos crioconservados.
Teniendo en consideracion la hipétesis sefialada por
Mazur [63], por una parte se favorecerala aparicion
de pequefios cristalesde hielo en €l interior de células
gue no estén bien deshidratadas. Durante la
descongelacion estés pueden aumentar de volumeny
provocar la lisis celular con la pérdida de la
semipermeabilidad de la membrana plasmatica. Por
otra parte, la deshidratacién excesiva durante el
enfriamiento lento favorecera la lisis celular por el
aumento de la concentracion de compuestos toxicos
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Figura 7. Cambios en la pérdida de electrolitos después de la
crioconservacion de callos de cafa de azucar con estructuras
embriogénicas de la variedad CP52-43. Medias con letras
iguales no difieren (ANOVA, Duncan, p < 0.05). Los datos se
transformaron para el andlisis segun X = 2 arcsen [(x/100)°%].
Error tipico = 0.10.
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intracelulares, cambios en el pH y en la actividad
enzimética

Ladisminucion delapérdidade electrolitos hastael
tercer dia después de la crioconservacion, sugiere que
es posible una recuperacién en las membranas
plasméticas. Algunos estudios con células de trigo
crioconservadas evidencian que & material membranoso
se puede separar de lamembranaplasméticay formar
pequefias vesicul as endocitéticas en € citoplasma[64,
65]. Estas vesiculas se mantienen intactas en el estado
vitreo durante la congelacion en nitrégeno liquido, y
existen indicios de que se pueden reincorporar de
manera lenta a la membrana plasmatica durante la
descongel acién-rehidratacion para reparar sus dafios
[66]. El tréfico de vesiculas en plantas es posible
mediante un mecanismo de transporte vesicular en las
endomembranas.

Tras el tratamiento sin crioconservacion, se
observaron variaciones en la pérdida de electrolitos
durante los primeros cinco dias después de la
transferenciadel callo haciael medio de cultivo fresco.
Estas se asocian fundamentalmente con el dafio
mecanico de lamembrana, causado por €l corte de los
calos durante la seleccién del material inicial [67].

Productos de la peroxidacién lipidica

Enlafigura 8 se aprecian las diferencias significativas
en el contenido de los productos de la peroxidacion
lipidica (malondialdehido), durante los tres primeros
dias del experimento. El pico maximo fue al segundo
dia, y los mayores valores se corresponden con los
callos crioconservados.

Paracomprender |osresultados esimportante tener
en cuenta que | os dafios biof isicos en las membranas
plasméticas no son la Unica causa de pérdida de
viabilidad celular, también lo son los cambios
bioquimicos. En la actualidad existen algunas
evidencias que sugieren la presencia de |os radicales
libres (mediadores del estrés oxidativo) durante
diferentes etapas de la crioconservacion [68]. Esdecir,
las membranas celulares que sean sensibles a la
deshidratacion, serén atacadas por losradicaleslibres,
lo cual provocard su peroxidacion lipidica, con la
consiguiente liberacion de malondialdehido y otros
aldehidos. Asi, los valores el evados de estos Ultimos
en €l tiempo cero después de la crioconservacion,
son posibles debido al propio mecanismo de
tolerancia que deben alcanzar las membranas celulares
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Figura 8. Cambios en el contenido de malondialdehido después
de la crioconservacién de los callos de cana de azdcar con
estructuras embriogénicas, variedad CP52-43. Medias con
letras iguales no difieren (ANOVA, Duncan, p < 0.05). Error
tipico = 0.15 mol.L'.g" masa fresca.
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durante la deshidratacion por el enfriamiento lento a
gue estan sometidas las células de los call os.

Segun Wolfe y Bryant [69], los procesos de
deshidratacion por enfriamiento lento y ladesecacion
en atmosfera con baja humedad relativa, tienen
caracteristicas comunes debido a la gran pérdida de
agua por 6smosis (aproximadamente e 10%) en las
células vegetales antes de alcanzar €l estado vitreo.
Desde el punto de vista molecular, existe una
convergencia entre ambos tipos de estrés. Ello se
observa mediante los andlisis de secuencia que la
mayoria de |os genes inducidos durante la desecacion
o las bajas temperaturas contienen una variedad de
motif repetitivos con un elevado grado de conservacion
[70]. Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos
de tolerancia ala desecacion seré de vital importancia
parainterpretar los resultados de las células vegetales
crioconservadas [71].

Al estudiar los mecanismos de tolerancia a la
desecacion en las células vegetales, Hoekstray cols.,
Oliver y cols. [71, 72] plantean que la particion de
metabolitos anfifilicos (cuando estos aumentan en el
citoplasmapor lapérdidade agua) desde el citoplasma
haciala fase lipidica, provoca perturbaciones en las
membranas celulares. Estas perturbaciones podrian
causar € desacoplamiento metabdlico de la cadena
transportadora de electrones y provocar un
incremento de la formacion de especies reactivas del
oxigeno [73].

Existen investigaciones que confirman la relacion
entre la reduccién del metabolismo (evaluado como
reduccion delatasaderespiracion) y lasupervivenciaa
la desecacion [74] o la crioconservacion [68]. Sin
embargo, la naturaleza de esta presumible regulacion
pasiva del metabolismo es desconocida. Hoekstra y
cals. [72] plantean que debeexistir un control coordinado
de la energia metabdlica durante la tolerancia a la
desecacidn, como esenciaparaevitar lascondicionesde
estrés oxidativo y/o acumulacion de los productos
secundarios hasta concentraci ones toxicas.

Por lo tanto, el comportamiento delosvaloresde
los productos delaperoxidacion lipidicaal siguiente
dia dela crioconservacion sin variaciones aparentes,
podria deberse por el mecanismo de disminucion
del metabolismo celular y la reestructuraci 6n del
material crioconservado. El pico observado al
segundo dia debe corresponder con la activacion del
metabolismo celular que provocara el aumento de
las concentraciones de las especies reactivas del
oxigeno y una extensa peroxidacién lipidica en las
membranas no recuperadas.

También se observé que los productos de la
peroxidacion lipidica resultaron elevados para los
controles. Ello esté asociado a dafios mecanicos de las
membranas, a igua que en la pérdida de electrolitos.
Fleck y cols. [67] describieron un incremento de los
productos de la peroxidacion lipidica después de
realizar cortes de filamentos de algas en secciones.
Ademés, latransferenciadel material aun medio fresco
constituye otra fuente de estrés que causa un aumento
de las especies reactivas del oxigeno [75, 76].

El contenido de malondialdehido disminuyé a
partir del segundo dia hasta el cuarto diay se
mantuvo constante al quinto dia en ambos grupos
de callos (crioconservados y no crioconservados).
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Esta disminucién al tercer dia pudo causarla la
activacion de los mecanismos de defensa antioxi-
dantes y asimiladores de radicales libres [77]. Las
plantas poseen moléculas antioxidantes y sistemas
asimiladores como R-carotenos, isémeros del
tocoferol, acido ascorbico, glutation y un sistema
enzimético procesador deradicaleslibresqueincluya
la super6xido dismutasa, catalasas, glutation
reductasa, peroxidasas y otros [76, 78, 79]. Estos
sistemas antioxidantes se pueden activar de manera
directapor el estrés oxidativoy como consecuencia
disminuir los niveles de las especies reactivas del
oxigeno [76, 77].

Proteinas

En lafigura 9 se representan los niveles de proteinas
totalesdelafraccién microsomal, los que se manifiestan
més elevados en los callos crioconservados durante
lostres primeros dias posteriores ala descongel acion.
Al cuarto dia se igualaron los niveles de proteinas en
ambos tratamientos.

Las diferencias significativas de los valores de
las proteinas en el tiempo cero después de la
crioconservacion, deben estar asociadas a una
variedad de genes que se inducen por €l estrésde las
bajas temperaturas y la deshidratacion en diferentes
especies vegetal es. Estos factores pueden provocar
la sintesis de proteinas. Segun Shinozaki y cols.
[80], entre las funciones principales de los genes
inducidos esta la de proteger las membranas
celulares del estrés, mediante la produccion de
importantes proteinas metabdlicas.

Svensson y cols. [81] han encontrado proteinas de
respuesta a las bajas temperaturas o deshidratacion,
gue se encuentran dentro del grupo de las dehidrinas.
Lamayoria de estas se determinaron en embriones de
maiz y se asociaron con €l sistemade endomembranas
del citoplasma [82].

El incremento de proteinas a primer y segundo diade
la crioconservacion de los calos, pudiera estar asociado
con lareparacion que ocurre en lamembranaplasmética,
segun la pérdida de el ectrolitos. Supuestamente se debe
incrementar € tréficodelasvesiculasatravésdel sstema
de endomembranas, y esto se rediza mediante lafusion
deciertas proteinas especificas con las membranas, para
que ocurra € transporte vesicular. Ademas, existen
proteinas, como la peroxiredoxina, que se incrementan
paracontrarrestar e estrés ocasionado en lasmembranas
por las especiesreactivas del oxigeno [71].
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Figura 9. Cambios en el contenido de proteinas totales
después de la crioconservacién de los callos (variedad CP52-
43). Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p <
0.05). Error tipico =0.15 ug.g' masa fresca.
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Ladisminuciéndelasproteinasapartir del segundo
dia, puede relacionarse con que el aumento del
malondialdehido y otros aldehidos derivados se
considera citotoxico y genotoxico, debido a que ellos
modifican la estructura de las proteinas, forman
complejos con el acido desoxirribonucleico e inhiben
la sintesis del acido nucleico [83-85]. Es decir, las
proteinas pueden iniciar rapidamente un mecanismo
de respuesta a estrés oxidativo y tener funcion de
moléculasefial o ser dafiadas, tal como se haobservado
en plantas que presentan la expresion génica de las
proteinas peguefias de choque térmico [86]. Algunas
de las proteinas inducidas durante el proceso de
congelacion-descongelacion pueden desempefiar
también una funcidn importante en ladisminucién de
los niveles endégenos de malondialdehido y aldehidos,
ademés de todas | as otras funciones mencionadas.

Lastrestécnicas anal iticas utilizadas en este estudio,
constituyen una fuente esencial de informacién. Ellas
evidencian las posibles causas de los dafios de las
membranas celulares, y permiten sugerir también las
reparaciones gque existen en las membranas para que
algunos dafios sean minimos, y de estaformalograr el
éxito de la crioconservacion. En ese sentido, la
metodologia propuesta también podria constituir un
paradigma para estudios avanzados y esclarecer
mecanismos de tolerancia en las células durante la
deshidratacion y congelacion.

Validacién de la metodologia de
crioconservacion para callos de diferentes
procedencias del explante y variedades

En latabla4 se muestra el efecto del almacenamiento
en nitrégeno liquido paralavaidacién delametodol ogia
de crioconservacion desarrollada y enunciada antes.
Es importante sefialar que hasta este momento no se
habia hecho una validacién en el tiempo de la
supervivenciay lacapacidad regenerativadeloscallos
de cafia de azlcar crioconservados.

Los callos mantenidos mediante subcultivos
periodicos mensuales, a partir de 1os ocho meses
sufrieron una marcada disminucion de la capacidad de
regeneracion de plantas. Sin embargo, los callos
crioconservados mantuvieron indices de supervivencia
y regeneracién de plantas €l evados, independientemente
del tiempo que permaneci eron a macenados en nitrégeno
liquido. No hubo diferencias significativas entre las
variables evaluadas en € material crioconservado.

La capacidad regenerativa de los callos no
crioconservados es unagran problemética que se debe
de estudiar en las investigaciones biotecnol dgicas [6].
Esto podriaestar asociado alapérdidadelatotipotencia
celular, por el fendémeno de habituacion delos cultivos
a las hormonas utilizadas en e medio de cultivo. Se
reconoce que las células en los callos pueden pasar a
un estado de independencia parcial o total cuando se
habittan a suplemento exégeno de las auxinas o
citoquininas, y esto conllevaaladisminuciony pérdida
irreversible de la capacidad regenerativa [76].

Otra de las posibles causas son |os cambios de los
productos de la peroxidacién lipidica, provocado por
las especies reactivas del oxigeno durante el traspaso
de los callos desde un medio que contiene auxinas
hacia un medio libre de hormonas [68, 77]. Existen
evidencias que demuestran una correlacion de la
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Tabla 4. Validacién de la metodologia de crioconservacion segun el tiempo de
almacenamiento en nitrégeno liquido en la supervivencia, en el porcentaje de callos que
regeneraron plantas y en la regeneracién de plantas a partir de callos de cafa de azucar
(variedad CP52-43) con estructuras embriogénicas, crioconservados (+NL) y no

crioconservados (-NL)

Tiempo Supervivencia Callos que regeneraron Regeneracion (plantas
(meses) (%) plantas (%) por 500 mg de callos)
1 100 a 100.0 a 2252 a
4 98.6 a 100.0 a 2243 a
-NL 8 96.7 ab 66.7b 770 c
12 97.5 ab 71¢ 19.1d
16 11.5¢ 0.0d 00e
1 90.6 b 96.7 a 149.3 b
4 87.6 b 97.8a 1429 b
+NL 8 88.0b 93.3a 135.1b
12 86.4b 97.0a 141.7 b
16 90.0 b 97.5a 140.3 b
Error tipico 0.189 0.253 1.312

Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < 0.05). Los datos se transformaron para los
valores de porcenia|es segun: X = 2 arcsen [(x/100)7]; y el numero de plantas regeneradas, de acuerdo

con: x = (0.5 + x)*°

capacidad de proliferaciéon y envejecimiento de los
calloscon el aumento de las bases Schiff y actividades
de los sistemas antioxidantes [87].

Redlizar un estudio sobre d tiempo dedmacenamiento
de las concentraciones de las especies reactivas del
oxigeno, & maondiddehido y |0s sistemas antioxidantes
asociados, durante los subcultivos y compararlos con
losmismosnivelesde materid crioconservado, evidencia
gue la metodologia de crioconservacion establecida
desempefia una funcion importante.

Los valores de la supervivenciay la regeneracion de
plantas durante e tiempo de dmacenamiento en nitrogeno
liquido, garantizan disponer de material embriogénico
con una elevada capacidad de regeneracion de plantas a
largo plazo (hasta 16 meses). Se demostré que las
colecciones de callos mantenidas por subcultivos
periddicosy utilizadasenlosprogramasdeembriogénesis,
paulatinamente fueron perdiendo su capacidad
regenerativa; por o tanto, solo representan unasolucion
eficiente acorto plazo.

Validacion de la metodologia de crioconservacion
para callos de cafia de azlcar, cuyas procedencia y
explante son diferentes

Procedencia del explante

En latabla 5 se muestrala validacion de lametodologia
propuesta para crioconservar callos con estructuras
embriogénicas, obtenidos apartir de hojasinmaduras de
plantasinvitroy deinflorescenciasinmaduras. Segiin la
procedenciadel explante, hubo diferenciassignificativas.
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Tabla 5. Validacion de la metodologia para crioconservacién de callos de cafa de azucar
con estructuras embriogénicas, obtenidos a partir de hojas inmaduras de plantas in vitro,
segun la supervivencia y la regeneracion de plantas (variedad CP52-43)

Procedencia del explante Supervivencia (%)

Inflorescencias inmaduras 90.3 a
Hojas inmaduras de plantasin vitro 71.4b
Error tipico 0.23

Regeneracion
(plantas/500 mg de callos)
150 a
82b
1.85

Medias con letras iguales no difieren (t-fest, p < 0.05). Los datos se transformaron para el andlisis del
porcentaje de supervnvencnu segun: X = 2 arcsen [(x/100)°]; y el nimero de plantas regeneradas, de

acuerdo con: X = (0.5 + x)*
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Losvaoresmés e evadosde supervivenciay regeneracion
de plantas se obtuvieron en los callos formados de
inflorescencias inmaduras.

Hagta |la fecha, |as publicaciones relacionadas con la
crioconservecion de callos de cafia de azlicar, solo han
informado resultados favorables en |a crioconservacion
decallosobtenidosapartir dehojasinmadurasde plantas
invitro[16-18]. Por tanto, este estudio es el primero que
tratalacrioconservacion de call os obtenidos de segmentos
deinflorescenciasinmadurasy su comparacion con callos
crioconservados a partir de hojasinmaduras.

Morrish y cols. [88] sefialan que la capacidad
embriogénicadelos cultivos estéinfluenciada por varios
factores; e explante, €l tipo de hormonay el genctipo
son los que inciden en mayor medida. Khrishnarg) y
Vadl [22], refieren que € genotipo se ha considerado
como un factor importanteen larespuestadelostejidos
cultivados in vitro, aunque afirman que esta muy
relacionado con € estado fisiol6gico del explante. Cadtillo
[8] demostrd que los call os formados de segmentos de
inflorescencias inmaduras presentan un nivel de
crecimiento superior a los callos formados a partir de
explantes de hojas inmaduras de plantas cultivadas in
vitro. Por su parte, Benson y Roubelakis-Angelakis
[87] demostraron que explantes de diferentes fuentes
respondieron de distintaformadurante lainiciacion del
cultivo invitroy como resultado sufrieron variosniveles
deestrés oxidativo. Losautores sugirieron que esto trae
importantes consecuencias paralainiciacioninvitro, y
que la seleccion del explante es esencial para el
establecimiento de cultivos competentes.

Por lo tanto, los resultados de supervivencia y
regeneracion de plantas después de aplicada la
crioconservacion, no tienen que coincidir necesariamente
con los diferentes tipos de explantes utilizados para
iniciar los callos. Es decir, estos resultados pueden
mejorarsetomando en consideracion e estado fisiolégico
del callo durante el proceso de seleccién inicia y
siguiendo lasdemas etapas propuestas en lametodol ogia
de crioconservacion.

Diferentes variedades

Enlatabla6 se muestralavalidacion delametodologia
de crioconservacion desarrollada en los acapites
anteriores con diferentes variedades de cafiade azUcar.

Tabla 6. Validacién de la metodologia de criocon-
servacién de callos de caia de azucar con estructuras
embriogénicas (variedades C91-301y C1051-73) en la
supervivencia y regeneracion de plantas, material no
crioconservado (-NL) y material crioconservado (+NL)

. . Regeneracion
Supervivencia

La extension de la metodologia permitié obtener
supervivencia entre el 22.2 y el 89% después de la
crioconservacion en todos los casos. Sin embargo,
tanto la supervivenciacomo laregeneracion de plantas,
obtenidas con los callos de las variedades C91-301 y
C1051-73, fueron significativamente inferiores a los
logrados con la CP52-43.

Los resultados de estos estudios muestran las
posibilidades de la aplicacion exitosa de la metodologia
de crioconservacion de callos de cafa de azucar
propuesta, utilizando un procedimiento simple de
enfriamiento para otras variedades. Sin embargo, es
necesario realizar gjustestomando en consideracion los
factores analizados en los epigrafes anteriores como
son: tiempo de post-subcultivo, las concentraciones de
sacarosay las concentraciones de dimetil sulféxido. Una
primeraetapaeslapuestaapunto deunsistemaeficiente
de propagacion in vitro a partir de callos de cafia de
azlcar, para aplicar las técnicas de crioconservacion,
ya que estas Ultimas Ilevan los protocolos del cultivo
de tejidos tanto para la obtencion como para la
regeneracion de los cultivos embriogénicos [5].

Estudio del comportamiento ex vitro de las
plantas de cafa de azGcar regeneradas a
partir de callos crioconservados

Enlatabla7 se comparan €l didmetro, lalongitud, asi
como la cantidad de tallos por metro lineal, en
condiciones de cultivo en campo de las plantas
regeneradas a partir de callos crioconservados, con
testigos procedentes de callos no crioconservados y
de la propagacion vegetativa convencional (variedad
CP52-43), a los seis meses. Hubo diferencias
significativasentrelostratamientos de lastresvariables
evaluadas, pero estas no fueron significativas entre
los grupos de plantas procedentes de material
crioconservado y no crioconservado.

Los resultados de las variaciones a los seis meses
de crecimiento de la cafia planta en campo, pero sin
diferencias significativas entre los grupos de plantas
procedentes de material crioconservado y no
crioconservado, parecen tener su origen en e efecto
del cultivoin vitro y no durante la crioconservacion.
Es decir, existen diferencias significativas donde el
nimero de tallos por metro lineal es mayor en el
material de procedencia in vitro; sin embargo, el
didmetroy laaturade las plantas son menores que en
el material que procede del campo.

Estasdiferencias coinciden conlo informado por otros
autores cuando comparan plantas regeneradas del
material in vitroy del material de campo de |a cafia de
aztcar. Algunos investigadores plantean que € cultivo

88. Morrish F, Vasil V, Vasil IK. Developmen-
tal morphogenesis and manipulation in tis-

Variedades o (plantas por 500mg - A sue and cell cultures of the Gramineae. Adv
(%) de callos) detsjidosreduceloscomponentesdel rendimiento, COMo ~ Genet 1987;24:431-99.
CP52-43 98.8 a 230a Tabla 7. Comparacién en campo de las plantas obtenidas a partir de callos con estructuras
-NL - C91-301 69.5¢ 72c embriogénicas crioconservados con testigos regenerados de callos no crioconservados y de
C1051-73 44.1d 55d propagacion vegetativa convencional, después de seis meses de crecimiento en campo de la
CP52-43 89.0b 150 b cepa planta
+NL C91-301 38.8d 42e Origen de la cepa planta E
., rror
C1051-73 222e 25 f Evaluacién Callos Callos no Yemas tipico
Error fipico 0.190 1.421 crioconservados crioconservados aisladas P
Medias ©n letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < Didmc.eiro de los tallos (cm) 1.51b 1.45b 1.824 0.12
0.05). Los datos se transformaron para el andlisis del Longitud de los tallos (m) 0.57 b 0.49b 0.85a 0.10
porcentaje de supervivencia segun: x’ = 2 arcsen [(x/100)0.5]; Cantidad de tallos (tallo/m) 5.20 a 5.45a 422 b 0.35

y el nomero de plantas regeneradas, de acuerdo con:
x' = (0.5 + x)0.5.
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Medias con letras iguales no difieren (ANOVA, Tukey, p < 0.05).
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la masay el didmetro de los tallos; sin embargo,
incrementa la poblacion de tallos [11, 89-92].

Las formas de manifestarse el efecto del cultivo in
vitro podria explicarse porque en el nimero de tallos
por metro lineal, los materiales multiplicados invitro
siempre experimentan un rejuvenecimiento, en
comparacion con el material que se propagade manera
vegetativa. Por tanto, en mejores condiciones
fisioldgicas, |as plantas son capaces de generar mayor
cantidad de tallos. El diametro y la longitud de los
tallos dependeran de la competencia que se establece
entrelasplantasal aumentar ladensidad detallos (hasta
25%) por unidad de area. Sin embargo, a redizar las
evaluaciones de los diferentes caracteres agricolas de
la cafa planta (tabla 8) y del primer retofio (tabla 9),
no se observaron diferencias significativas entre el
material de procedenciain vitroy el de campo.

Los resultados indican que e crecimiento de las
plantas derivadas de call os crioconservados no difiere
entre si después de que |la cepa planta esté 12 meses
en el campo y 15 meses, €l primer retofio. Ademas,
fue necesario esperar 6 meses con el material en
condicionesde cultivo en campo paraquelas primeras
diferencias pudieran ser eliminadas.

Ello coincide con lo informado sobre las bajas
posibilidades de variacion somaclonal o una reversion
hacialas caracteristicas fenotipicas originales, después
de una propagacion vegetativadela cafiade azlcar en €
campo, lo cual disminuyelas perspectivasde utilizar el
cultivo detgjidos paralaobtencion deun nuevo cultivar.
Algunos investigadores [2, 89, 90, 93, 94-96] indican
gue estas diferencias sereducen significativamentey se
revierten hacia el fenotipo origina en el transcurso del
crecimiento en el campoy con laprimeramultiplicacion
clonal. Esto sugiere que las variaciones después del
cultivo detejidos parecen ser transitorias, como sucedio
en estainvestigacion.

Este estudio confirma algunas evidencias de autores
queindican laestabilidad del materiad vegetal despuésde
lacrioconservacion[29, 97). Laorigindidad eimportancia
de este experimento parala Criobionémicaconsisteen e
gran nimero de muestras estudiadas por tratamiento (mas
de 400 plantas), laextensa duracion del experimento (27
meses en el campo con dos ciclos de cultivos) y los
andlisisestadisticoscon loscaracteresagricolas. Hastala
fecha, la comparacion de la estabilidad del material
crioconservado en condiciones ex vitro hasido en casas

Tabla 9. Comparacién entre plantas obtenidas a partir de callos con estructuras
embriogénicas crioconservados, con testigos regenerados de callos no crioconservados y de
propagacion vegetativa convencional, después de 15 meses de crecimiento del primer

retono en campo

Origen de la cepa planta

Evaluacién Callos Callos no Yemas Error Tipico
crioconservados  crioconservados aisladas

Diametro de los tallos (cm) 2.62 2.59 2.65 0.10
Longitud de los tallos (m) 1.93 1.98 2.04 0.16
Masa fresca del tallo (kg) 1.50 1.51 1.54 0.21
Cantidad de tallos (tallo/m) 9.77 9.65 10.09 2.20
Rendimiento agricola (t/ha) 122.10 121.42 129.48 5.12
Brix del jugo (°brix) 23.22 23.02 22.98 1.79
Pol del jugo (%, m/m) 20.45 20.07 19.95 1.85
Pureza aparente del jugo (%) 88.07 87.71 86.81 1.34
Fibra en cafa (%) 12.9 12.17 12.5 0.35
Pol en cana (%, m/m) 17.81 17.62 17.45 1.80
Rendimiento agroindustrial (t/ha) 21.75 21.35 22.59 1.51
Rendimiento agricola/ 5.61 5.67 5.73 0.11

rendimiento agroindustrial

No se encontraron diferencias estadisticas (ANOVA).

de cultivo, después de un corto periodo de crecimiento
de las vitroplantas, a partir de observaciones, sin tener
en cuentalos andlisis estadisticos [57, 98-102].

El estudio que més coincide con los resultados de esta
propuesta metodol égica es € redizado por Cotey cols.
[103]. Estos autores informaron € comportamiento de
plantas de banano en condiciones de campo, obtenidas
de la regeneracion, a partir de suspensiones celulares
crioconservadasy controles, cuando eval uaron diferentes
descriptores del desarrollo vegetativo del cultivo. Durante
€ primer ciclo del cultivo se encontraron diferencias en
dos de los once descriptores utilizados; y en € segundo
ciclo no se encontraron diferencias significativas.

Los resultados de la variacion fenotipica inicia en
papa, bananos o en la cafla de azlcar, pueden tener su
origen en un efecto residual persistente y ain
desconocido del cultivo detejidos[97]. Algunosautores
[104] serefieren alaherenciasométicadelos caracteres
y alareduccion del efecto del cultivo de tejidos con
varios ciclos de crecimiento vegetativo. Por lo tanto, se
sugiere que la variacion inicia no sea heredada en las
subsi guientes generaci ones sométicas, como se observé
en las plantas procedentes de material crioconservado.
Se hainformado que estetipo de variacion esinestable,
0 Sea, Son eventos epigenéticos[77]. Ademas, seplantea
que las plantas requieren laregulacion epigenética para

Tabla 8. Comparacién entre plantas obtenidas a partir de callos de cafa de azdcar (variedad CP52-43)
crioconservados y testigos no crioconservados, después de 12 meses de crecimiento en campo

Origen de la cepa planta

Evaluacién Callos crioconservados  Callos no crioconservados Yemas aisladas Error Tipico
Diametro de los tallos (cm) 2.58 2.51 2.66 0.09
Longitud de los tallos (m) 1.85 1.90 1.70 0.11
Masa fresca del tallo (kg) 1.37 1.33 1.49 0.09
Cantidad de tallos (tallo/m) 9.80 10.55 9.32 1.50
Rendimiento agricola (t/ha) 111.88 116.93 115.72 2.62
Brix del jugo (°brix) 22.07 21.22 24.69 1.87
Pol del jugo (%, m/m) 19.17 18.37 19.35 1.93
Pureza aparente del jugo (%) 86.86 86.57 86.47 1.33
Fibra en cafa (%) 11.55 11.23 11.52 0.43
Pol en cafa (%, m/m) 16.95 16.30 17.12 1.90
Rendimiento agroindustrial (t/ha) 18.96 19.06 19.81 1.51
Rendimiento agricola/ 5.89 6.13 5.84 0.68

rendimiento agroindustrial

No se encontraron diferencias estadisticas (ANOVA).
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mantener su plasticidad genémica en el desarrollo,
durante su interaccion con el medio ambiente [59].

En general, no hubo diferencias significativas en
cuanto a las observaciones fitosanitarias de las
enfermedades de primer orden de la cafia de azlicar en
las distintas parcelas, en los tres tratamientos. Para el
carbén (Ustilago scitaminea H. Sydow) se determind
como promedio, un indice de infeccion de los tallos
menor que € 5%, que se manifesté principal mente por
la formacion de latigos. Para la roya (Puccinia
melanocephala H. y P. Sydow) se determiné como
promedio un indice deinfeccion menor que e 15%, con
sintomas de manchas cloréticas y necréticas con
pequefias protuberanciasen el envésdelashojasvigas.

Metodologia integradora para la
crioconservacion de callos de cana de azucar
con estructuras embriogénicas, obtenidos a
partir de inflorescencias inmaduras

Conlosresultados de estos estudios selogré establ ecer
una metodologia integradora para la crioconservacion
de callos de cafia de azlicar con estructuras embrio-
génicas, obtenidosapartir deinflorescenciasinmaduras
(Figura 10). En esta se integran todas las etapas de
trabajo, queincluyen: selecciondel callo, crioproteccion,
proce-dimiento simple de enfriamiento hasta -40 °C,
amacenamiento en nitrégeno liquido, descongelacion,
recuperacion, regeneracion de plantas, aclimatizacion

Micropipeta

\/ Criovial

. B

5 Hielo

0.3 molL'sacarosa
y 10% (v/v) DMSO

(1) Seleccién

15 dias post-cultivo (1) Crioproteccion

(VIl) Regeneracién (V1) Recuperacién

(VIIl) Plantas en
aclimatizacién

embriogénicas.

de las plantulas regeneradas, evaluacion de los
indicadores fisiologicos, y determinacion de los
rendimientosagricolay agro-industria durante 27 meses,
en dos ciclos de cultivo.
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Figura 10. Metodologia integradora para la crioconservacién de callos de cafia de azucar con estructuras
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