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ÁCIDO SALICÍLICO Y PERÓXIDO DE HIDRÓGENO, INDUCTORES DE 

TOLERANCIA A CRIOGENIA EN PLANTAS DE Solanum tuberosum L. 

Diana Rocío Ruiz Sáenz, M.C. 

Colegio de Postgraduados, 2021 

 

RESUMEN 

La criogenia se ha convertido en una herramienta importante para la obtención de materiales libres 

de virus y el almacenamiento a largo plazo de germoplasma vía ex situ. Factores diversos están 

involucrados en los procesos criogénicos que promueven estrés oxidativo y daños en el explante 

vegetal, así como la alteración de la actividad enzimática. En papa pretratamientos de AS y H2O2 

han demostrado inducir tolerancia a frío y congelamiento, sin embargo, el uso de H2O2 y su función 

como señalizador es un área de investigación inexplorada en criogenia. El ácido salicílico en 

criopreservación ha incrementado los porcentajes de supervivencia y regeneración, además de 

permitir la obtención de plantas libres de virus en Solanum tuberosum L. El objetivo del presente 

trabajo de investigación fue estudiar el efecto del ácido salicílico (AS) y el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), como moléculas señalizadoras e inductoras de tolerancia al estrés generado en procesos 

criogénicos en plantas de Solanum tuberosum L. así como los cambios que ocasionan ambas 

moléculas en el contenido de prolina, contenido de peróxido de hidrógeno, potencial hídrico, 

actividad enzimática de CAT y POX. Las evaluaciones fueron realizadas antes y después de 

criogenia. Adicionalmente se evaluó el potencial hídrico (ΨA) durante criogenia. La supervivencia 

en ambos clones, con ambas concentraciones, mostraron incremento en la supervivencia antes y 

después de criogenia. Durante el proceso de criogenia se obtuvo un aumento del potencial hídrico 

en ambos clones. Se observó un incremento en la actividad de prolina a las 12 horas en los 

tratamientos de peróxido de hidrógeno de ambos clones. Se obtuvo un incremento de la actividad 

de CAT y POX a las 72 horas después de criogenia. El contenido de peróxido disminuyó en las 

yemas provenientes de AS después de criogenia en ambos clones. El uso de SA y H2O2 puede 

inducir tolerancia al estrés originado en criogenia, incrementando los porcentajes de supervivencia 

sin importar el clon. 

 

Palabras clave: Estrés oxidativo, criopreservación, antioxidantes, señalización redox, EROS. 
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SALICYLIC ACID AND HYDROGEN PEROXIDE INDUCERS OF TOLERANCE TO 

CRYOGENY IN PLANTS OF Solanum tuberosum 

Diana Rocio Ruiz Saénz, M.C. 

Colegio de Postgraduados, 2021 

ABSTRACT 

 

Cryogenics has become an important tool for obtaining virus-free materials and long-term storage 

of germplasm via ex situ. Various factors are involved in the cryogenic processes that promote 

oxidative stress and damage to the plant explant as well as the alteration of the enzymatic activity. 

In potato, pretreatments of SA and H2O2 have been shown to induce tolerance to cold and freezing, 

however the use of H2O2 and its function as a signal is an unexplored area of research in cryogenics. 

Salicylic acid in cryopreservation has increased survival and regeneration percentages in addition 

to obtaining of virus-free plants in Solanum tuberosum L. The objective of this research was to 

study the effect of salicylic acid (SA) and hydrogen peroxide (H2O2), as signal molecules induced 

of tolerance to stress generated in cryogenic processes in Solanum tuberosum L. plants as well as 

the changes that they cause. Both molecules in proline content, hydrogen peroxide content, water 

potential, enzymatic activity of CAT and POX. The evaluations were carried out before and after 

cryogenics, additionally the water potential (ΨA) was evaluated during cryogenics. Survival in both 

clones with both concentrations showed increased survival before and after cryogenics. During the 

cryogenic process an increase in the water potential was obtained in both clones. An increase in 

proline activity was observed at 12 hours in the hydrogen peroxide treatments of both clones. An 

increase in CAT and POX activity was obtained at 72 hours after cryogenics. The hydrogen 

peroxide content decreased in the buds from SA after cryogenic in both clones. The use of SA and 

H2O2 can induce tolerance to cryogenic, increasing survival rates regardless of the clone. 

 

Keywords: Oxidative stress, cryopreservation, antioxidants, redox signaling, ROS. 
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Figura 19.  Efecto de la incubación en H2O2 en la altura de la vitroplanta en 2 

clones de Solanum tuberosum L. a los 30 días de edad. Esquejes 

incubados por 1 h en H2O2 y sembrados en medio MS. Las barras 

representan el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05). 
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Figura 20.  Efecto de la incubación en H2O2 en la longitud de la raíz de las 

vitroplantas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a los 30 días de 

edad. Esquejes incubados por 1 h en H2O2 y sembrados en medio 

MS. Las barras representan el promedio de 24 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  

=0.05). 
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Figura 21.  Efecto de la incubación en H2O2 en el peso fresco de las vitroplantas 

de 2 clones de Solanum tuberosum L. de 30 días de edad. Esquejes 

incubados por 1 h en H2O2 y sembrado en medio MS. Las barras 

representan el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura 22.  Efecto de la incubación en H2O2 en el número de entrenudos de 

vitroplantas de 2 clones de Solanum tuberosum L. de 30 días de 

edad. Esquejes incubados por 1 h en H2O2 y sembrado en medio 

MS. Las barras representan el promedio de 24 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  

=0.05) 
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Figura 23.  Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de catalasa (CAT), 

antes de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. 

a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las barras 

representan el promedio de 9 observaciones  ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura 24.  Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de peroxidasa 

(POX), antes de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las 

barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura. 25  Efecto del peróxido de hidrógeno, en el contenido de peróxido de 

hidrógeno (H2O2) antes de criogenia, en yemas de 2 clones de 

Solanum tuberosum L. a los 30 días posteriores a la incubación en 

H2O2. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  

=0.05) 

67 

Figura 26.  Efecto del peróxido de hidrógeno en el contenido de prolina (Pro), 

antes de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. 

a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las barras 

representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura 27.  Efecto del tratamiento de peróxido de hidrógeno en el potencial 

hídrico (A) después de la deshidratación durante criogenia, en 

yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. Las barras representan 

el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura 28.  Efecto del peróxido de hidrógeno en la supervivencia después de 

criogenia de yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.Yemas 

provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, sometidas a 

criogenia y regeneradas por 3 días. Las barras representan el 

promedio de 72 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas dentro de clones (Tukey,  =0.05) 
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Figura 29.  Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de catalasa (CAT), 

en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12 horas 

posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos 

de H2O2, diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las 

barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura 30.  Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de catalasa (CAT), 

en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72 horas 

posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos 

de H2O2, diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las 

barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 
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Figura 31.  Efecto del peróxido del hidrógeno en la actividad de peroxidasa 

(POX), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12 

horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de 

tratamientos de H2O2, diseccionadas, sometidas a criogenia y 

regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones 

± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, 

 =0.05) 
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Figura 32.  Efecto del peróxido del hidrógeno en la actividad de peroxidasa 

(POX), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72 

horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de 

tratamientos de H2O2, diseccionadas, sometidas a criogenia y 

regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones 

± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, 

 =0.05)   
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Figura 33.  Efecto de peróxido del hidrógeno en el contenido de peróxido de 

hidrógeno (H2O2), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. 
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regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones 

± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, 

 =0.05) 
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± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, 

 =0.05) 
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Figura 35.  Efecto de peróxido del hidrógeno en el contenido de prolina (Pro) 
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77 



xvii 

Figura 36.  Efecto de peróxido del hidrógeno en el contenido de prolina (Pro) 

en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72 horas 

posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos 

de H2O2, diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las 

barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  =0.05) 

78 



 1 

1. INTRODUCCIÓN 

 

La criogenia se ha convertido en una herramienta importante para la obtención de 

materiales libres de virus y para el almacenamiento a largo plazo de germoplasma vía ex situ. 

Factores diversos están involucrados en los procesos criogénicos que promueven estrés y daños en 

el explante vegetal, incluidos cambios en la estructura celular, deterioro de la membrana 

plasmática y alteración de la actividad enzimática (Wen et al., 2010) y generación de estrés 

oxidativo. Una producción sin control de especies reactivas de oxígeno (EROS) se conoce que 

causa reducción en la regeneración de explantes criopreservados y muerte celular después del 

descongelamiento. Las EROS se producen en varias rutas del metabolismo celular (Foyer et al., 

1994). 

 

Cuando la producción de EROS es mayor que los antioxidantes, esto resulta en el estrés 

oxidativo. La producción de EROS es controlada por el sistema antioxidante enzimático 

conformado por superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), 

glutatión reductasa (GR) y el sistema antioxidante no enzimático incluidos ácido ascórbico (AsA) 

y glutatión (GHS). El sistema antioxidante transforma a las EROS a especies menos reactivas, 

reduciendo la concentración y deteniendo la producción de subproductos tóxicos de los iones 

metálicos e inhibiendo las complejas reacciones en cadena de los radicales (Foyer et al., 1994). En 

bajas concentraciones las EROS son mensajeros primarios, especialmente el (H2O2) el cual 

interviene y desencadena toda una compleja cadena de señalización que induce tolerancia en las 

plantas en condiciones de estrés (Foyer et al., 1994). 

 

Para evitar los daños por la sobreproducción de las EROS durante criogenia, en la fase 

previa se adicionan moléculas con capacidad antioxidante o función de elicitor (Lynch et al., 

2011). El ácido salicílico (AS) en criopreservación ha incrementado los porcentajes de 

supervivencia y regeneración en especies como Vitis vinifera (Pathirana et al., 2016), Melia 

azedarach (Bernard et al., 2002) y Solamun tuberosum L. (Ayala-Hernadez et al., 2019). En 

crioterapia se ha adicionado AS para la obtención de plantas libres de virus, así como para 

incrementar los porcentajes de supervivencia en Vitis vinífera y Solanum tuberosum L. (Pathirana 

et al., 2016; Ruiz-Sáenz et al., 2019). El AS y el peróxido de hidrógeno (H2O2) son dos moléculas 
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importantes en los mecanismos de señalización en cascada y ambos inducen tolerancia en plantas 

a condiciones de estrés abiótico, reduciendo los efectos negativos ocasionados por temperaturas 

bajas a través de mecanismos enzimáticos (Dat et al., 2000). En papa, pretratamientos de AS y 

H2O2 han demostrado inducir tolerancia a frío y congelamiento (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-

Herrera y López-Delgado, 2006; López-Delgado et al., 2018). En criogenia aplicada a papa, 

tratamientos de AS en la fase de precultivo mostraron tener efectos en la supervivencia, en la 

obtención de plantas libres de virus y efectos fisiológicos en la fase de regeneración (Ayala-

Hernández et al., 2019; Ruiz-Sáenz et al., 2019). En criogenia la generación de EROS durante 

todo el proceso y su relación con el sistema antioxidante ha sido estudiado, centrándose en los 

daños que producen o su rol en la muerte celular (Lynch et al., 2011; Georgieva et al., 2014; Jiang 

et al., 2019). 

 

El H2O2 y su función como señalizador es un área de investigación inexplorada en 

criogenia. Hasta el momento la aplicación de H2O2 se ha realizado únicamente en la especie de 

Celosia plumosa, donde se encontró que tratamientos de peróxido de hidrógeno adicionados en la 

fase de carga pueden inducir cambios enzimáticos y aumentar los porcentajes de supervivencia; 

por tanto, inducir tolerancia a criogenia (Li et al., 2019). Evaluar el efecto de pretratamientos como 

AS y H2O2, así como los cambios que ocasionan en contenido de prolina, contenido de peróxido 

de hidrógeno, potencial hídrico, actividad enzimática de CAT y POX, permitirá entender mejor 

los mecanismos posiblemente relacionados con la tolerancia a criogenia y el aumento en los 

porcentajes de supervivencia.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos generales  

 

1) Evaluar la relación entre la inducción de tolerancia a estrés por criogenia mediante ácido 

salicílico y enzimas antioxidantes en Solanum tuberosum L. 

 

2) Evaluar el efecto de peróxido de hidrógeno en la inducción de tolerancia a estrés por criogenia 

en Solanum tuberosum L. y la relación con enzimas antioxidantes. 

 

2.2. Objetivos específicos  

 

1) Determinar la actividad antioxidante enzimática de catalasa y peroxidasa en plantas de 

Solanum tuberosum L. pretratadas con ácido salicílico o peróxido de hidrógeno en criogenia. 

 

2) Determinar los contenidos de peróxido de hidrógeno y prolina en plantas de Solanum 

tuberosum L. pretratadas con ácido salicílico o peróxido de hidrógeno en criogenia. 

 

3) Determinar el potencial hídrico en plantas de Solanum tuberosum L., en plantas pretratadas 

con ácido salicílico y peróxido de hidrógeno durante la etapa de deshidratación en criogenia. 

 

 

  



 4 

3. HIPÓTESIS 

  

Si el ácido salicílico y el peróxido de hidrógeno participan en respuestas comunes de 

tolerancia a estrés en Solanum tuberosum L. y el ácido salicílico induce tolerancia a criogenia en 

Solanum tuberosum L., por lo tanto, el peróxido de hidrógeno podría inducir tolerancia al estrés 

por temperaturas ultrabajas. Si el peróxido de hidrógeno induce respuesta a la tolerancia a 

temperaturas de congelamiento, entonces podría inducir tolerancia a temperaturas ultrabajas, 

pretratamientos de ácido salicílico y peróxido de hidrógeno en plantas de Solanum tuberosum L. 

inducirán cambios en la actividad enzimática antioxidante de CAT y POX al igual que en los 

contenidos de peróxido de hidrógeno y prolina asociados a tolerancia al estrés por criogenia. 

 

La deshidratación inducida por 90 min, durante el proceso criogénico estará asociado a un 

valor de potencial hídrico (ΨA) constante, estable y reproducible. 
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4. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

4.1. Descripción del cultivo de papa  

 

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta dicotiledónea perteneciente a la familia 

Solanaceae, con  90 géneros y 2800 especies. Solanum tuberosum se divide principalmente en dos 

subespecies: a) la subespecie andígena, la cual es una especie diploide adaptada a condiciones de 

días cortos, crece principalmente en altitudes Andinas; y b) la subespecie tuberosum, que es una 

papa tetraploide la cual se cultiva en todo el mundo. Se reconocen 8 especies cultivadas y 228 

especies silvestres, divididas en 21 series taxonómicas, incluidas 19 series portadoras de tubérculos 

y dos series no tuberosas (Spooner et al., 2005). La clasificación taxonómica de la papa descrita 

por Spooner et al., 2005, es la siguiente: 

Reino: Plantae 

Subreino: Viridiplantae 

División: Traqueofita 

Subdivisión: Espermatofitas 

Clase: Magnoliopsida 

Orden: Solanales 

Familia: Solanaceae 

Género: Solanum 

Especie: Solanum tuberosum L. 

 

Solanum tuberosum L. es una planta perteneciente a las herbáceas, la cual está formada por 

dos partes principalmente: a) la sección aérea la cual consta de tallos principales y secundarios, 

hojas, flores, frutos; y b) la sección subterránea conformada por la raíz, estolones, tubérculos. 

(Coutiño-Magdaleno et al., 2018). En la parte aérea; la planta presenta un color marrón verdoso 

(Sifuentes et al., 2013), el tallo es grueso, fuerte y angulado, al principio es erecto y posteriormente 

postrado. El tallo puede alcanzar una altura de entre 0.5 y 1 m. Posee hojas compuestas con siete 

foliolos lanceolados y pilosos, las flores tienen una forma estrellada con pétalos fusionados de 

colores blanco, rosa o violetas con un centro amarillo, en lo referente al fruto es verde que asemeja 

a un tomate pequeño y puede llegar a poseer alrededor de 400 semillas (Andrade et al., 2015; 
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Coutiño-Magdaleno et al., 2018). En la parte subterránea la raíz está compuesta por varias raíces 

adventicias las cuales poseen largas y delgadas ramificaciones. Su mayor incremento se da en los 

primeros 0.20 m de profundidad, extendiéndose lateralmente de 0.30 a 0.60 m (Andrade et al., 

2002; Coutiño-Magdaleno et al., 2018). El tubérculo se forma a partir de un tallo lateral que crece 

en dirección positiva gravitrópicamente llamado estolón el cual presenta una zona meristemática 

subapical, formándose generalmente entre 35 y 45 días después de la siembra (Coutiño-Magdaleno 

et al., 2018; Zárate-Polanco et al., 2014). El tubérculo se utiliza en consumo humano, alimentos 

procesados, en diversas actividades industriales y como tubérculo semilla (Kloosterman et al., 

2013).  

 

El cultivo de Solanum tuberosum L. posee el tercer lugar en término de importancia 

agroalimentaria mundialmente con una producción total de 365 millones de toneladas por año 

(FAOSTAT, 2021), después del arroz y el trigo, su rendimiento de materia seca y proteína por 

hectárea es mayor que el de los principales cereales (Andrade et al., 2002). Las papas contienen 

proteínas de alta calidad, así como todos los aminoácidos esenciales y vitamina C (Zárate-Polanco 

et al., 2014). En México, el cultivo de papa está entre los seis cultivos de mayor importancia 

nutricional. Por su alto rendimiento, resistencia y características agronómicas, ha sido 

ampliamente sembrado en 19 estados del país, desde Baja California hasta Chiapas (Andrade et 

al., 2002).  

 

4.1.1 Virus en el cultivo de Solanum tuberosum L. 

 

El cultivo de Solanum tuberosum L. es atacado por diversos agentes patogénicos como 

bacterias, hongos, nemátodos, protozooarios y virus causantes de diversas enfermedades (O’ Brien 

y Rich, 1976). Los virus de papa producen un alto porcentaje en la producción y en el rendimiento 

(Frankham et al., 2017). En México los virus presentes son: el Virus X de la papa (PVX), Virus Y 

de la papa (PVY), Virus del enrollamiento de la hoja de papa (PLRV), Virus M de la papa (PVM) 

y Virus S de la papa (PVS) (Salomón et al., 2004). Los virus atacan principalmente organelos 

celulares para su replicación, también llamados viroplasmas (cloroplastos, mitocondrias, el núcleo, 

entre otros), volviendo difícil su eliminación al transmitirse de una generación vegetativa a otra, 

provocando daños tanto fisiológicos y metabólicos (Escudero et al., 2016). Por este motivo se 
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requiere del uso de herramientas biotecnológicas que permitan la obtención de plantas libres de 

virus para un mantenimiento, distribución y almacenamiento de material genético de interés.  

 

4.1.2 Métodos empleados para la obtención de plantas libres de virus en Solanum 

tuberosum L. 

 

Las herramientas biotecnológicas empleadas comúnmente para la obtención de plantas 

libres de virus en diversos cultivos y en papa, se presentan a continuación: el cultivo de meristemos 

es la técnica cuyo fundamento es la obtención de células meristemáticas con baja o nula presencia 

de virus (Faccioli, 2001; Kabir et al., 2010; Ramgareeb et al., 2010), la quimioterapia mediante la 

adición de antivirales (Hsu et al., 2000; Matthews 1953; Skiada et al., 2009), la electroterapia a 

través de la aplicación de corriente eléctrica (O’nofre et al., 2018), la termoterapia que consiste en 

mantener plantas o parte de ellas en temperaturas entre 35 ºC y 54 ºC (Aguilar-Camacho et al., 

2016; López-Delgado et al., 1998; 2004; Panattoni et al., 2013) y la crioterapia basada en la 

aplicación de temperaturas ultrabajas (Ruiz-Sáenz et al., 2019; Wang y Valkonen, 2008; 2009 a, 

b). 

 

Una de las desventajas que tienen en común todas las técnicas descritas anteriormente, es 

la obtención de bajos o nulos porcentajes de supervivencia, inducida por el tipo y tamaño de 

explante, tipo y concentración del virus, además de la susceptibilidad de diversas especies al estrés 

generado a lo largo del proceso (Sánchez et al., 1991). Sin embargo, la aplicación de tratamientos 

en la fase previa en cualquiera de estas técnicas ayuda a mejorar los porcentajes de eliminación de 

virus. Como se ha demostrado en papa mediante el uso de AS y H2O2 en termoterapia y crioterapia, 

para incrementar la supervivencia y el número de plantas libres de virus de PVX y PVS (Aguilar-

Camacho et al., 2016; López-Delgado et al., 1998; 2004; Ruiz-Sáenz et al., 2019). Mejorando su 

calidad fitosanitaria para su multiplicación o almacenamiento en bancos de germoplasma 

cumpliendo con normas oficiales (NOM-025-FITO-2000; 2000). 

 

 

4.2. Conservación genética de Solanum tuberosum L. 
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Hoy en día la conservación de recursos vegetales ha cobrado relevancia a nivel mundial 

como consecuencia del cambio climático y la destrucción de ecosistemas, lo que conduce a la 

pérdida de la diversidad genética vegetal. El mejoramiento genético de cultivos, busca individuos 

con caracteres de interés para su conservación de manera in situ o ex situ. La conservación in situ 

es aquella que se realiza protegiendo el hábitat natural, teniendo como principal desventaja la 

pérdida de material genético por el cambio climático; recurriéndose así, como principal alternativa, 

a la conservación ex situ (Fernández y Gutiérrez, 2012). 

 

La conservación ex situ, es la conservación de materiales fuera de su hábitat natural, en 

zonas de cultivo especializadas, invernadero o en condiciones in vitro. Las metodologías de 

conservación utilizadas para resguardar semillas recalcitrantes se basan en técnicas de cultivo in 

vitro, a fin de evitar la pérdida de cualquier germoplasma debido a factores bióticos y abióticos 

(Panis y Lambardi, 2005). Los métodos in vitro de conservación de recursos genéticos se clasifican 

en dos categorías: (1) procedimientos de crecimiento reducido, donde las accesiones de 

germoplasma se mantienen como tejidos o plántulas vegetales en medios nutritivos, brindando 

opciones de almacenamiento a corto y mediano plazo; y (2) crioconservación, donde los materiales 

vegetales son almacenados en nitrógeno líquido (NL) para su resguardo a largo plazo (Engelmann, 

2004; Engelmann y Engels, 2002).  

 

En papa la semilla botánica tiene una alta tasa de variabilidad genética y una tasa baja de 

germinación, por lo cual se utiliza la multiplicación asexual y clonar de manera vegetativa, en 

bancos de campo con colecciones in situ y ex situ (Corlett, 2017). La forma más eficiente de 

conservación de Solanum tuberosum L. es en condiciones in vitro, ya que presenta ventajas 

significativas sobre las otras formas de conservación de materiales genéticos, al poder establecerse 

el cultivo en condiciones fitosanitarias óptimas, conservándose un gran número de accesiones en 

un espacio reducido y con diferentes tiempos de almacenamiento (Fernández y Gutiérrez, 2012); 

se puede realizar a corto plazo utilizando técnicas de cultivo de tejidos, a mediano plazo en bancos 

de germoplasma en condiciones de crecimiento mínimo y a largo plazo mediante protocolos 

criogénicos (López-Delgado et al., 1998; Kaczmarczyk et al., 2012).  
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4.2.1. Conservación in vitro de Solanum tuberosum L. 

 

La micropropagación continua, es un tipo de conservación de germoplasma de Solanum 

tuberosum L., con periodos cortos de 4 semanas aproximadamente entre cada subcultivo 

(Macgayver et al., 2015), útil para el aumento de una población a partir de pocos individuos para 

su resguardo a mediano o largo plazo. La conservación de los explantes a mediano plazo tiene una 

duración de 6 meses a 2 años en cultivo in vitro, en condiciones de crecimiento mínimo, con 

medios adicionados con agentes osmóticos como manitol, sorbitol, polietilenglicol (García-Águila 

et al., 2007), y temperaturas bajas (Macgayver et al., 2015) almacenados en bancos de 

germoplasma, centros de recursos genéticos o bien colecciones privadas a lo largo del mundo 

(Engelmann y Engels, 2002). 

 

 La conservación de germoplasma a largo plazo es aquella donde partes vegetales con 

células meristemáticas se conservan en condiciones de congelamiento para su almacenamiento 

durante largos periodos, comprenden desde años hasta décadas (Benson, 2008). En 1995 el CIP 

inicio la criopreservación con el método de vitrificación desarrollado por Steponkus (1992), con 

200 cultivares de papa con diferente poliploidia y el 75% de estos cultivares mostró regeneración 

exitosa. También se probaron otros métodos como encapsulación-deshidratación y métodos de 

goteo. Los cuales permitieron el resguardo de 960 accesiones en un tanque de nitrógeno líquido 

(NL) con 130 L reduciendo el costo de almacenamiento (Golmirzaie et al., 1999). Hasta 

convertirse el día de hoy en rutinas aplicadas en diversos institutos que poseen colecciones 

criopreservadas de papa en Alemania, Japón, Perú y México (Kaczmarczyk et al., 2011). 

 

4.3. Métodos criogénicos (Criogenia) 

 

Los métodos criogénicos (criogenia), son un conjunto de técnicas utilizadas para mantener 

un material en un punto de congelación utilizando el NL como medio de enfriamiento. Estos se 

basan en la eliminación de toda el agua congelable en los tejidos mediante deshidratación física u 

osmótica, seguida de una exposición a temperaturas bajas y ultrabajas. Dentro de los métodos 

criogénicos se incluyen la criopreservación y la crioterapia cuyo tronco común es la aplicación de 

las mismas metodologías, que permitan alcanzar ambos objetivos. 
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Las técnicas de criopreservación se clasifican en: a) clásicas, las cuales iniciaron su 

desarrollo en los años 70 (Kartha, 1985); b) técnicas nuevas, constituidas por la encapsulación-

deshidratación (Reed et al., 2005), la vitrificación (Uragami et al., 1989), la encapsulación-

vitrificación (Uragami et al., 1989), deshidratación en crioplaca (Sakai, et al., 1991) o vitrificación 

en crioplaca (Yamamoto et al., 2012; Niino y Arizaga 2015), adicionalmente estas técnicas son 

aplicables en crioterapia.  

 

El éxito de los procesos criogénicos está en función de: la condición del tejido donador, 

condiciones de cultivo, uso de osmoprotectores o crioprotectores, congelamiento, 

descongelamiento y condiciones de regeneración (Mustafa et al., 2011). Estos factores tienen un 

impacto directo en la capacidad de supervivencia y regeneración del material vegetal que se somete 

a estos procesos. El tipo de explante y tamaño adecuado, influye en el éxito de la criogenia debido 

a que este tipo de explantes son más aptos para este proceso (Kaczmarczyk et al., 2011). En el 

caso de crioterapia se recomienda que las plantas infectadas solo tengan la presencia de un virus, 

ya que algunos virus actúan sinérgicamente afectando gravemente a los tejidos vegetales (Wang y 

Valkonen, 2009).  

 

El uso de una aclimatación previa (exposición a temperaturas bajas), puede ser una 

alternativa para el incremento de los porcentajes de supervivencia y regeneración al inducir 

moléculas señalizadoras, con la finalidad de activar mecanismos de tolerancia para el estrés 

posterior a criogenia (Englemann, 2000; 2004). Los porcentajes de regeneración de los explantes 

han mostrado un aumento aún de especies no tolerantes, utilizando la aclimatación (Benson, 2008). 

Mecanismos que posiblemente se desencadenan son la acumulación endógena de moléculas 

asociadas al frío como son: el ácido salicílico (AS), ácido abscísico (ABA), peróxido de hidrógeno 

(H2O2), acumulación de azúcares, producción de osmolitos y activando sistemas enzimáticos 

(Kaczmarczyk et al., 2011). Moléculas señalizadoras pueden adicionarse exógenamente en esta 

fase de cultivo para el incremento de la supervivencia y regeneración (Lynch et al., 2011). El AS 

en criopreservación ha incrementado los porcentajes de supervivencia y regeneración en especies 

como Vitis vinifera (Pathirana et al., 2016), Melia azedarach (Bernard et al., 2002) y Solamun 

tuberosum L. (Ayala-Hernadez et al., 2019). En crioterapia se ha adicionado AS para la obtención 
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de plantas libres de virus, así como para incrementar los porcentajes de supervivencia en Vitis 

vinífera y Solanum tuberosum L. (Pathirana et al., 2016; Ruiz-Sáenz et al., 2019). 

 

Los osmoprotectores en la criogenia son soluciones con una alta cantidad de osmolitos que 

ayudan a la reducción de agua disponible en los tejidos vegetales. Los crioprotectores más 

comunes son dimetilsulfóxido (DMSO), polietilenglicol (PEG), glicerol, sacarosa, sorbitol y 

manitol (Rajasekharan, 2006). Un ejemplo de su función es la adicion de glicerol, el cual penetra 

a la membrana celular, reduciendo la concentración de la salida y el volumen de agua congelada. 

En contraste con la sacarosa la cual solo penetra la pared celular y extrae el agua de la célula 

durante la deshidratación, protegiendo la membrana plasmática (Kaczmarczyk et al., 2011). 

 

El proceso de congelamiento en criogenia puede llevarse a cabo paulatinamente reduciendo 

la temperatura en intervalos, o bien, de forma rápida al sumergir directamente el material 

precultivado y crioprotegido en NL. Esto a fin de evitar la nucleación del hielo y con ello la lisis 

celular, reduciendo los porcentajes de supervivencia y regeneración (Benson, 2008). El 

descongelamiento es el punto de la criogenia donde por medio de soluciones con altas 

concentraciones de sacarosa se evade la recristalización del hielo por el cambio térmico, mismo 

que puede llevarse a cabo en presencia de soluciones de sacarosa 0.8 - 1.2 M o descongelándolos 

en agua a 40 ºC (Hirai y Sakai, 1999) cabe señalar que en la fase de recuperación o regeneración 

se deben considerar factores como la duración del subcultivo, medio, luz y temperatura de acuerdo 

al tipo de explante (Benson et al., 2008; Kaczmarczyk et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

4.3.1 Criopreservación  
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La criopreservación se aplica para la conservación de tejidos y órganos diferenciados como 

polen, semillas, ejes embrionarios, ápices, embriones cigóticos y somáticos, lo cual permite 

mantener una estabilidad genética (Benson, 2008; González-Benito et al., 2004). 

 

Las primeras aplicaciones y estandarizaciones de los métodos criogénicos se dividían en 

dos de acuerdo con tipo de congelamiento: a) el enfriamiento en dos pasos, el cual consiste en una 

diminución de la temperatura mediante el uso de un sistema automatizado, usando una velocidad 

de enfriamiento de 1 ºC min-1 hasta -0 ºC para transferirse a NL (Benson et al., 1989); b) 

congelamiento es el enfriamiento ultrarápido, usando una velocidad de enfriamiento 360 ºC min-1 

(Towill y Bonnart 2003). 

 

En la criopreservación los métodos más utilizados son: a) El Método de vitrificación; 

consiste en la solidificación de líquidos sin cristalización. Se aplica una solución de vitrificación 

de plantas 2 (PVS2), conformada por medio Murasigue y Skoog (MS; 1962) adicionado con 

sacarosa 0.4 M y una mezcla de crioprotectores (glicerol, etilenglicol y DMSO). En este método 

los explantes se precultivan en medio MS líquido suplementado con ácido giberélico (GA3), 

sacarosa o manitol. Los explantes pasan por un tren de carga en soluciones de PVS2 (PVS2 al 

20%; PVS2 al 60% PVS2 100%), con inmersión a NL de forma directa y la rápida. El 

descongelamiento se realiza de forma rápida a 35 °C en medio MS con sacarosa 1.2 M y la 

regeneración se llevó a cabo bajo luz difusa (fotoperíodo de 16h, aprox. 6 μmol m− 2 s− 1) a 24 °C 

en medio MS de regeneración semisólido (Sakai et al., 1990).  

 

b) El Método de gota de DMSO (congelación por goteo). Se colocan los explantes en gotas 

de crioprotector colocadas en hojas de aluminio para su congelamiento y descongelamiento. Los 

explantes se aíslan e incuban en medio MS con 30 g/l de sacarosa, 0.5 mg/L de ribósido de zeatina, 

0,2 mg/L de ácido giberélico (GA3) y 0.5 mg/L de ácido indolacético (AIA). Se crioprotegen con 

medio MS (Murashigue y Skoog; 1962) y DMSO. El congelamiento se realiza directamente en 

NL y el descongelamiento rápido se lleva a cabo con gotas de agarosa (Schäfer-Menuhr et al., 

1994).  
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c) La Vitrificación por goteo combina elementos del método de gotas de DMSO y la 

vitrificación. Los esquejes se incuban en medio líquido MS que contiene GA3, zeatina y AIA a 24 

°C, se deshidratan en gotas de PVS2 sobre papel de aluminio y se colocan en crioviales 

preenfriados para su inmersión directa al NL. El descongelamiento se realiza de forma rápida en 

medio líquido con sacarosa. La regeneración se lleva a cabo en medio semisólido a ± 24 °C con 

subcultivos a medio solido (Panta et al., 2009). 

 

d) La Encapsulación / Deshidratación, en este método los explantes se subcultivan en 

diversos medios enriquecidos, se suspenden en medio MS líquido libre de calcio con alginato de 

sodio, posteriormente se trasladan a medio líquido con cloruro de calcio para la formación de 

perlas de alginato. Se incuban en solución de sacarosa y deshidratan bajo el flujo de aire a 

temperatura ambiente. El congelamiento se realiza de forma rápida en NL, el descongelamiento se 

lleva a cabo de forma rápida en una solución de sacarosa 0.5 M y la regeneración se lleva a cabo 

en medio MS sólido (Fabre y Dereuddre, 1990)  

 

e) Encapsulación/Vitrificación, esta metodología combina ciertos elementos de 

vitrificación y encapsulación/deshidratación. Los explantes se precultivan en medio MS sólido, se 

suspenden en medio MS sin calcio suplementado con alginato de sodio y sacarosa, transfiriéndose 

a medio MS con cloruro de calcio para su polimerización, se realiza la osmoprotección con medio 

MS que contiene sacarosa y glicerol, se lleva a cabo una deshidratación con solución PVS2, el 

congelamiento es directo en NL y el descongelamiento se realiza en presencia de sacarosa en un 

baño de agua a 38 ºC  

 

4.3.1.1 Método de deshidratación-crioplaca (D-Crioplaca) 

 

Dos de los métodos más recientes para la crioconservación por deshidratación-vitrificación 

son los métodos de crioplaca V, dónde la deshidratación se realiza utilizando la solución de 

vitrificación PVS2, y el método de deshidratación crioplaca (D-crioplaca) que es recomendado 

para materiales que son sensibles a la solución PVS2 (Yamamoto et al., 2012). En el método de 

D-crioplaca la deshidratación se consigue utilizando la corriente de aire de la cabina de flujo 

laminar o gel de sílice (Yamamoto et al., 2015). La principal ventaja de estos métodos es la 
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manipulación más fácil y rápida de las muestras. El objetivo principal de estos métodos es que los 

explantes se adhieran a una lámina dura (crioplaca), que es reutilizable y posee una alta 

conductividad térmica sustituyendo el uso de hojas de aluminio; el uso de soluciones de carga (LS) 

o PVS2 es más sencillo, ya que con estos portadores la pérdida y lesiones del material vegetal se 

disminuye. La etapa de congelamiento se realiza mediante inmersión directa en NL y la solución 

de descongelamiento respectivamente, incrementando los porcentajes de regeneración y 

supervivencia. Las crioplacas de aluminio diseñadas (37 mm x 7 mm x 0,5 mm con 10 o 12 

pocillos) están hechas con aluminio de una pureza > 99.5 % y pueden colocarse en crioviales de 2 

mL. Este método permite trabajar con un gran número de muestras al mismo tiempo, la 

manipulación es más sencilla y ha sido aplicado a una amplia variedad de especies de papa, 

incluidas algunas silvestres y variedades diploides como Inca-no-Mezame (Niino et al., 2014, 

Yamamoto et al., 2015). 

 

4.3.1.2 Criopreservación de Solanum tuberosum L. 

 

La criopreservación de papa se inició en el año 1977 (Bajaj et al., 1977) con porcentajes 

bajos de supervivencia, pero los estudios realizados a lo largo del tiempo en Solanum tuberosum 

L. indican que tiene un punto crítico debido a las diversas respuestas entre diferentes genotipos, lo 

que se ve reflejado en las variantes entre los porcentajes de supervivencia y regeneración 

obtenidos, como resultado de la susceptibilidad a estos procesos criogénicos (Panta et al., 2009; 

Kaczmarczyk et al., 2008; 2011). 

 

En los siguientes experimentos realizados en Solanum tuberosum L. utilizando diversos 

métodos, refleja los porcentajes de supervivencia y regeneración. En el método de enfriamiento en 

dos pasos se observaron porcentajes de regeneración de 9-18 % (Bajaj, 1977), 21-85 % (Henshaw 

et al., 1985), 33-70 % (Towill, 1984) y l % (Benson et al., 1989). La supervivencia reportada para 

el método de vitrificación es de Solanum Andígena 29 % (Golmirzaie y Panta, 2000) mientras en 

Solanum tuberosum L. 21.3-58 % (Kryszczuk et al., 2006), 2.3-71 % (Zhao et al., 2005) y de 

regeneración de 2.5-22 % (Barandalla et al., 2003). Por el método de goteo se observó un 58 % de 

supervivencias en alrededor de 1000 accesiones (Kaczmarczyk, 2008). En el método de 

vitrificación por goteo, la supervivencia se reportó en los rangos de 8.8-55.5 % (Halmagyi et al., 

2005), 78.7-94.4 % (Kim et al., 2006), 33.4-88.7 % (Yoon et al., 2006). De acuerdo con Hirai y 
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Sakai (1999) la supervivencia en Solanum tuberosum L. por el método de encapsulación-

vitrificación puede alcanzar hasta un 70 % en diversos cultivares.  

 

El método de encapsulación-deshidratación es uno de los métodos más utilizado en rutinas 

de crioconservación y crioterapia; en el caso de este método Bouafia et al., (1996) obtuvieron entre 

un 12-71 % de supervivencia, en comparación con el 32 % y el 61 % obtenidos por Benson et al., 

(1994) y Harding y Benson (2001), respectivamente. Yamamoto et al., (2015) reportaron un 76-

100 % de supervivencia y regeneración.  

 

Los bajos porcentajes obtenidos en las diversas metodologías en criopreservación se deben 

a múltiples factores, entre ellos el estrés oxidativo, el estrés osmótico y la respuesta propia del 

genotipo (Benson, 2008). 

 

4.3.2 Crioterapia en Solanum tuberosum L. 

 

Otro uso de la criogenia es la crioterapia, mostrado ser eficaz en la eliminación de ciertos 

fitopatógenos erradicándolos con la exposición de meristemos apicales a NL (Ruiz-Sáenz et al., 

2019; Wang et al., 2003, 2009). En el caso de papa; Wang et al., (2006) reportaron la eliminación 

del virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) y el virus Y de la papa (PVY) por medio 

del método de encapsulación/deshidratación, encapsulación/vitrificación y goteo.  

 

Pero al igual que en criopreservación el porcentaje de supervivencia regularmente es bajo, 

dependiendo de la concentración y tipo de virus presente, además que la regeneración no está 

asegurada, aunque exista un alto porcentaje de supervivencia (Ruiz-Sáenz et al., 2019; Wang et 

al., 2006). Ayala-Hernández et al., (2019), obtuvieron incrementos de la supervivencia de entre 

un 2.17 a un 3.21 veces los valores de referencia en procesos criogénicos, mientras que Ruiz-Sáenz 

et al., (2019) obtuvieron valores del 0-70 % en clones de papa sometidos a crioterapia, utilizando 

en ambos casos el método de encapsulación-deshidratación. Lynch et al., (2011) sugieren el uso 

de pretratamientos para reducir el estrés abiótico generado en criogenia, con la finalidad de mejorar 

los porcentajes de supervivencia y regeneración. 
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4.4 Estrés abiótico 

 

El término estrés (biótico o abiótico), es definido como cualquier factor ambiental que reduce la 

tasa de algún proceso fisiológico, ejemplificando: el crecimiento o la fotosíntesis por debajo de la 

tasa máxima que podrían alcanzar en condiciones normales de crecimiento (Azcón-Bieto y Talón, 

2008). Algunos de los tipos de estrés son: sequía, falta de nutrientes, metales pesados, inundación, 

salinidad (Sewelam et al., 2016) y condiciones de temperaturas extremas (López-Delgado et al., 

1998; 2018; Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y López-Delgado, 2006). El estrés abiótico 

tendrá efectos bioquímicos, fisiológicos, morfológicos y estructuras diferentes, pero todos 

conducirán al estrés oxidativo y en casos extremos a la muerte celular (Azcón-Bieto y Talón, 

2008).  

 

4.4.1 Estrés a temperaturas bajas y ultrabajas  

 

La temperatura se considera un factor de estrés abiótico y es estudiado ampliamente al 

presentarse de forma global debido al cambio climático existente en las últimas décadas. El estrés 

generado por temperaturas bajas se puede dividir en estrés por frío y estrés por congelamiento. Al 

enfrentarse al estrés por temperaturas bajas, las plantas muestran variabilidad en la capacidad de 

desarrollar tolerancia al estrés generado por frío (<0 °C) o a la congelación (0 a –15 °C) 

dependiendo de la especie y el genotipo (Saleem et al., 2020). Cada planta tiene un rango óptimo 

de crecimiento apropiado para su crecimiento y desarrollo. Los cultivos de hábitats cálidos exhiben 

síntomas de daños a temperaturas bajas, pero no de congelamiento, por ejemplo, como en Zea 

mays, Glycine max, Gossypium hirsutum, Lycopersicum esculentum y Musa sp, donde se 

observaron daños a la exposición a temperaturas entre 10-15ºC (Sudesh, 2010), los daños por frío 

se ven a las pocas horas en reducción de la expansión de las hojas, clorosis o necrosis y daños en 

la membrana plasmática (Sudesh, 2010). 

 

El estrés por congelamiento es resultado de una exposición a temperaturas menores a cero 

grados (Sakai y Larcher, 1987; Viswanathan et al., 2007), la formación de hielo se puede llevar a 

cabo dependiendo de la velocidad de enfriamiento o por la velocidad de extracción de las 

moléculas de agua de las células vegetales (Yoshida y Uemura, 1990; Guy, 1990). Durante la 
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congelación extracelular, el hielo se congela fuera de las paredes celulares, mientras que los 

cristales de hielo se forman al iniciar el enfriamiento a temperaturas bajo cero. Esta congelación 

extracelular se caracteriza por la deshidratación celular, el crecimiento de cristales de hielo en la 

superficie externa, así como la contracción de su volumen celular a medida que sale por difusión 

el agua fuera de la célula. La cristalización del agua interna puede llevarse a cabo por nucleación 

o por la penetración de cristales de hielo externo durante la congelación intracelular (Guy, 1990). 

Existiendo múltiples respuestas entre especies y genotipos en la tolerancia a la congelación, la 

misma que se puede identificar, en las diferentes etapas de crecimiento o incluso dentro de la 

población (Sakai y Larcher 1987; Viswanathan et al., 2007; Thomashow, 2001). Las plantas suelen 

preaclimatarse en condiciones subóptimas a las de su crecimiento normal para la producción 

endógena de moléculas de ácido salicílico (AS), ácido abcísico (ABA), especies reactivas de 

oxígeno (EROS), azúcares, osmolitos y la activación del sistema antioxidante enzimático para 

inducir la tolerancia a estrés por congelamiento (Salisbury y Ross, 1991). A temperaturas 

ultrabajas la generación de estrés presenta similitudes a lo mencionado en frío y congelamiento. 

 

4.4.2 Estrés generado en criogenia  

 

La criogenia es una técnica compleja, donde se presentan múltiples tipos de estrés abiótico, 

derivado de cada una de las fases que induce un tipo de estrés en específico. La fase de cultivo 

previo a criogenia, la disección del tejido y su siembra en condiciones de preaclimatización o con 

algún agente adicionado, lo cual conduce a cambios bioquímicos, morfológicos y fisiológicos 

(Lynch et al., 2011). La deshidratación se realiza en una o varias etapas de la criogenia, eliminando 

la máxima cantidad de agua disponible en el tejido, sin que pierda la estabilidad de las membranas, 

la deshidratación excesiva hace que la célula se plasmolice, en contraste con esto, las células poco 

deshidratadas conducirán a daños en la siguiente fase de la metodología (Tomashow 1998). El 

siguiente estrés corresponde a la exposición al ultra-congelamiento, similar a lo que se presenta en 

frío o congelamiento, en este se busca evitar la formación de cristales de hielo, en este punto de la 

metodología todos los procesos metabólicos de la célula se detienen, por lo tanto, el daño 

significativo es aquel que puede generarse en presencia de agua y su cristalización (Benson, 2008). 

En el descongelamiento es donde ocurren algunos de los efectos que podemos equiparar a los 

encontrados en congelamiento, ya que al descongelarse un explante de criogenia éste regresa a un 

estado metabólico activo (Rahmad et. al., 2015; Danova et. al., 2012). Un descongelamiento 
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inadecuado, puede conducir a la recristalización del agua, generándose así la muerte celular. 

Además de lo anteriormente descrito, el tejido vegetal debe evadir la foto oxidación en los primeros 

días de regeneración (Kaczmarczik et al., 2012). 

 

4.4.2.1 Deshidratación en procesos criogénicos 

 

La deshidratación es la remoción de agua de los tejidos, en criogenia se presenta en una o 

más de las fases que constituyen a la metodología. La eliminación de agua se realiza en las primeras 

fases, antes del congelamiento mediante la adición de soluciones crioprotectantes, que ayudan a 

mantener la estabilidad de las membranas celulares y cuya función es aumentar la concentración 

de solutos, hasta que la solución líquida se vuelva cada vez más viscosa a medida que la 

temperatura disminuye, volviéndose así un sólido vítreo. Otra alternativa es mediante el uso de 

procesos físicos, como corrientes de aire y agentes desecantes como el sílica gel, cumpliendo 

ambas la misma función (Niino et al., 2015). La eliminación del agua en las fases anteriores ayuda 

a evadir la formación de cristales de hielo en la célula (nucleación del hielo) que se forman con el 

cambio de estado líquido a sólido del agua al entrar en contacto con el NL (-196 ºC), un control 

preciso de la eliminación del agua de los explantes, así como la prevención de las lesiones por 

toxicidad química o estrés osmótico durante la etapa de deshidratación se considera crítica para 

que el proceso criogénico sea exitoso. El tiempo óptimo de deshidratación depende de la especie 

y puede variar con el tamaño, la etapa y el estado morfológico del explante (Niino et al., 2015; 

Yamamoto et al., 2015). 

 

El tamaño de las células es un factor de estrés medular en la regeneración exitosa de los 

explantes sometidos a criogenia, derivado de que las células pequeñas y densas sobreviven mejor 

que aquellas vacuoladas y grandes, las cuales sufren mayores daños. La unión y presencia de todos 

estos factores de estrés generalmente provocan porcentajes reducidos o nulos de supervivencia o 

regeneración, la producción de daños en la membrana está ligada al estrés osmótico y relacionada 

con altas concentraciones de electrolitos y proteínas totales las cuales se originan después del 

proceso de descongelación (Snyman et al., 2011; Niino et al., 2015). 
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4.4.2.2 Potencial hídrico ΨA  

 

La herramienta con la que se cuenta para expresar y medir el estado libre del agua o los 

líquidos en general es el potencial hídrico ΨA (Bieto y Talón, 2013). El ΨA puede expresarse en 

megapascales (MPa = 10 bares), atmósferas o bares (1 bar = 0.987 atm) y varía en forma 

directamente proporcional con los valores de energía libre presentes en el sistema. El ΨA se define 

como la cantidad de trabajo suministrado a una unidad de masa de agua “ligada” a los tejidos de 

una planta, para que pase esta de un estado de unión a uno de referencia (Ψ=0); a la misma 

temperatura y la presión atmosférica del sistema o bien como el diferencial entre la presión de 

turgencia ejercida en la célula vegetal contra la pared celular y la presión osmótica (Bieto y Talón, 

2013; Taiz y Zeiger, 2006). El ΨA regula la capacidad de transporte de los metabolitos propios de 

la planta y su relación con los contenidos de agua dentro de la célula. Dentro de la transpiración 

de las hojas la dirección del ΨA dentro de la planta será siempre de mayor a menor (Zyalalov, 

2004; Moreno, 2009). Cabe señalar que un estrés hídrico puede ocasionar una afectación en la 

capacidad de transporte electrónico debido a diversos factores de estrés (Flexas y Medrano 2002). 

De acuerdo con Osmond y Grace (1995) existe también una reducción de centros funcionales 

relacionados con la integridad de la denominada maquinaria fotosintética, proceso conocido como 

foto-inhibición crónica.  

 

Es importante conocer a detalle que las relaciones hídricas de los tejidos pueden ayudar a 

mejorar la supervivencia de explantes en criogenia, si se tiene de referencia la cantidad de agua 

disponible en la célula, debido a que ayudaría a prevenir el daño causado por el encogimiento 

excesivo debido a una sobre deshidratación, daño que puede ser mecánico y de carácter reversible. 

El estudio de relaciones hídricas es relevante en los procesos criogénicos, ya que el estrés osmótico 

generado en estos procesos determina en gran medida la recuperación de los tejidos, ya que evita 

la formación de cristales de hielo, los cuales son letales para la célula (Engelmann, 2000).  

 

4.5 Estrés oxidativo  

 

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio entre la producción de EROS y el 

sistema antioxidante (Wang et al., 2013), la presencia de EROS cumple un papel doble, bajas 
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concentraciones de estas funcionan como moléculas señalizadoras y a niveles superiores producen 

daños celulares e incluso la muerte. Las EROS a niveles altos inhibe la función de las enzimas y 

destruye las proteínas celulares, los ácidos nucleicos y los lípidos. Cuando las plantas están 

expuestas a condiciones ambientales desfavorables, la destrucción oxidativa ocurre cuando cambia 

el equilibrio entre la producción de las EROS y su desintoxicación a través del sistema antioxidante 

es parcial (Foyer y Noctor, 2005; Scandalios, 2005). El estrés oxidativo en niveles más altos de 

los basales, pero no superiores a niveles de señalización, desencadenan diversos procesos de la 

cascada de señalización, donde se activan diversos procesos bioquímicos y fisiológicos en el 

denominado sistema antioxidante (Peralta-Pérez et al., 2012). 

 

4.5.1 Especies reactivas de oxígeno 

 

En todos los organismos vivos se producen moléculas con una alta capacidad de reacción, 

las EROS son una respuesta a factores de estrés abióticos o bióticos que en grandes 

concentraciones pueden dañar gravemente la célula (Carvajal, 2019; Gondim et al., 2013; Saed-

Moucheshi et al., 2014; Gill y Tuteja, 2010; Che et al., 2020). Las EROS se producen en diferentes 

partes de la célula, principalmente cloroplastos y mitocondrias, por medio de la fuga de electrones 

de las cadenas transportadoras de O2. Las oxidasas y peroxidasas ubicadas en el apoplasto; 

principal fuente de oxígeno originando el superóxido (O2
-),  mientras que por medio de la 

fotorrespiración se genera H2O2 en los peroxisomas (Gechev et al., 2006; Halliwell, 2006). Las 

EROS tienen alta actividad de reacción y capacidad oxidante. Se pueden generar en varias partes 

de la célula como son la mitocondria y el retículo endoplasmático. Entre las EROS producidas se 

encuentra el ion O2
–, el peróxido de hidrógeno H2O2, el radical hidroxilo (OH-) y el oxígeno en 

singulete (1O2) (Lay et al., 2014; Di Meo et al., 2016; Gondim et al., 2013). Todas las EROS son 

producidas a partir de la reducción del O2
–, en una primera reducción produce radicales (O2

−); 

posteriormente existe una dismutación enzimática (causada por la superóxido dismutasa SOD) o 

espontánea (al liberarse un electrón) donde se forma peróxido de hidrógeno (H2O2), este a su vez 

es transformado por medio de la reacción de Fenton en el radical hidroxilo (OH-) o eliminado por 

la catalasa o en el ciclo del ascorbato-glutatión. La formación del oxígeno en singulete (1O2) se 

forma por efecto de la fotoactivación (Khan et al., 2018). 
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4.5.2 Síntesis y función del peróxido de hidrógeno 

 

El H2O2 en un inicio era considerado únicamente como un metabolito celular tóxico 

(Azevedo-Neto et al., 2005); diversos autores han demostrado que solo es tóxico en altas 

concentraciones y puede servir como una molécula señalizadora, además poseer una actividad 

antioxidante, ya que es el compuesto más estable de las EROS (Uchida et al., 2002; Szechynska-

Hebda et al., 2012). Esta molécula no polar fue descubierta por Louis Jacques Thenars en el año 

de 1818, y utilizada principalmente como un producto industrial.  

 

El H2O2 es considerado la molécula más estable de las EROS y se difunde a través de las 

membranas celulares por diversos canales (Neill et al., 2002), formando radicales hidróxilo de 

vida media corta, los cuales reaccionan directamente con otras EROS y biomoléculas próximas a 

su origen, lo cual lo convierte en una molécula señal de transducción (Mori y Schroeder, 2004). El 

H2O2 se genera como respuesta a diversos estímulos, participa en la regulación de diversos 

procesos biológicos, además del remodelamiento vascular y el cierre estomático en las plantas. 

Posee una gran movilidad entre tejidos, además de servir como sustrato en varias reacciones y 

pueden ser utilizada como una molécula señalizadora en plantas (Khan et al., 2019).  

 

Se produce de forma natural en las plantas, encontrándose en concentraciones de 

condiciones óptimas (60 μM – 7 mM, dependiendo la especie) (Jiang y Zhang, 2001). El H2O2 

posee una participación activa en diversas funciones fisiológicas de las plantas, además de ser un 

intermediario entre respuestas a diversos tipos de estrés, es considerada una molécula señalizadora 

en procesos en la aclimatación y en la tolerancia cruzada (Foyer et al., 1997; Neill et al., 2002; 

Uchida et al., 2002; Azevedo-Neto et al., 2005; Gondim et al., 2012; 2013). 

 

El H2O2 es un importante regulador de transducción de señales en organismos eucariontes, 

cuando es producido durante el llamado estallido oxidativo tiene una función de molécula señal, 

la cual induce la transcripción de genes que posteriormente codifican en proteínas como lo son la 

fenilalanina amonioliasa (PAL), la glutatión-S-transferasa, enzimas para la biosíntesis de lignina, 

la Glutatión transferasa en la periferia celular y peroxidasas (Khan et al., 2018). La conversión de 

H2O2 a H2O por la ascorbato peroxidasa (APX) ocurre por la oxidación del ascorbato (ASC) a 
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monodehidro-ascorbato (MDA), que puede regenerarse por la monodehidro-ascorbato reductasa 

(MDAR) con NAD(P)H como reductor. El MDA puede dismutarse espontáneamente en dehidro-

ascorbato (DHA), por la oxidación del glutatión (GSH) a glutatión disulfuro (GSSG). Finalmente, 

la glutatión reductasa (GR) puede regenerar GSH a partir del GSSG, usando NAD(P)H como 

agente reductor. La glutatión reductasa (GR) también detoxifica H2O2 a H2O utilizando al GSH 

como reductor. Así, las formas oxidadas del ASC y el GSH son conducidas a sus estados reducidos 

iniciales, cerrando el ciclo y previniendo así la acumulación de H2O2 (Khan et al., 2018). 

 

El H2O2 juega un papel importante en la transducción de señales de defensa en las plantas 

y podría inducir la expresión génica y la síntesis de proteínas a favor del mecanismo de tolerancia. 

(Apostol et al., 1989; Burdon et al., 1995; Karpinski et al., 1999). Activando una compleja red de 

rutas metabólicas que intervienen en la catabolización por catalasa, en presencia de sustratos 

reductores por peroxidasas en el ciclo del ascorbato-glutatión (Khan et al., 2018; Sofo et al., 2015). 

 

4.6 Sistema antioxidante  

 

El sistema antioxidante en plantas tiene como función prevenir la oxidación de otras 

moléculas a medida que se producen EROS por las reacciones de oxidación, las cuales conducen 

a daños o muerte celular. El sistema antioxidante es aquel sistema constituido por compuestos 

enzimáticos y no enzimáticos en la célula que intervienen en el proceso de regulación y 

detoxificación de EROS en la célula. El sistema antioxidante enzimático está constituido por un 

grupo de enzimas que intervienen en la eliminación de las EROS (Asada, 1992). Conformado por: 

catalasa (E.C.1.11.1.6, CAT), superóxido dismutasa (E C 1.15.1.1, SOD), peroxidasa (E C 

1.11.1.7, POX), ascorbato peroxidasa (E C 1.11.1.11, APX), glutatión peroxidasa (E C 1.11.1.9, 

GPX), dehidroascorbato reductasa (E C 1.8.5.1, DHAR), guaiacol peroxidasa (E C 1.11.1.7, POD), 

tiorredoxina reductasa (E C 1.8.7.2, TRXs), etc. Siendo moléculas responsables de la eliminación 

de los radicales libres, los cuales se producen de manera natural, en los sitios de actividad 

energética celular (Benavides et al., 2009; Saleem et al., 2020).  

  

El sistema antioxidante no enzimático está constituido por moléculas, como compuestos 

lipofílicos, hidrofílicos, alcaloides, carotenoides, flavonoides, ácidos fenólicos, ascorbato, ácido 
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ascórbico (AsA), y GSH, (Gill y Tuteja 2010; Hasanuzzaman et al., 2012). Estos compuestos, 

regulan la producción y eliminación de EROS (Azevedo-Neto et al., 2008, Munns y Tester 2008, 

Murillo et al., 2007). En las plantas una reacción rápida de defensa es la explosión oxidativa, por 

medio de la cual se producen EROS, principalmente O2
– y H2O2 las cuales son eliminadas 

posteriormente por los mecanismos de reacción enzimáticos o no enzimáticos (Gondim et al., 

2013; Gill y Tuteja 2010).  

 

4.6.1 Catalasa 

 

Las CAT son enzimas homotetraméricas que poseen hierro en su estructura molecular, con 

un peso molecular en el rango de 210-280 kD, se localizan principalmente en los peroxisomas, 

mitocondrias, glioxisomas y orgánulos relacionados donde se encuentran las enzimas generadoras 

de H2O2, como la glicolato oxidasa (Willekens et al., 1994, 1995, 1997). Existen tres formas 

principales o isoenzimas de catalasa: a) CAT1, la cual se localiza en gran parte de las hojas y es 

dependiente de la luz, además de que participa en la eliminación de H2O2 durante el proceso de 

fotorrespiración; b) CAT2, localizada en tejidos vasculares y la cual participa en la eliminación de 

H2O2 localizado en los glioxisomas, semillas y plantas jóvenes; c) CAT3 se puede localizar en 

células del mesófilo y pericarpios, es regulada por el ciclo circadiano, principalmente localizada 

en hojas y raíces (Chance y Maehly 1955; Havir y McHale 1989; Havir, 1992; Ni y Trelease, 1991; 

Scandalios et al., 1997). 

 

Entre sus funciones se encuentra la dismutación del H2O2, en agua y oxígeno; la regulación 

del metabolismo de los organismos y su ambiente; además de la reducción de altas cantidades de 

H2O2 debido a su intervención directa con el H2O2 (Scandalios, 2005; Willekens et al., 1995; Foyer 

y Noctor, 2005; Scandalios, 2005). De acuerdo con diversos autores, existe una relación directa 

entre la actividad catalasa y los factores presentes dependiendo de la intensidad, duración y tipo 

de estrés al que se le somete (Sharma et al., 2012; Beers y Sizer, 1952). 

 

4.6.2 Peroxidasa 
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La POX, es una proteína formada con un grupo hemomonomérico y es parte de una gran 

familia de peroxidasas de poca especificidad de sustrato, se localiza principalmente en los 

cloroplastos, vacuolas, peroxisomas, así como en la pared celular (Mittler, 2017). La POX cataliza 

la oxidación de diversos sustratos (fenoles, aminas aromáticas, e hidroquinonas) utiliza 

principalmente al peróxido de hidrógeno como cofactor (Mittler, 2017, Sgherri et al., 2001). Está 

relacionada en la protección celular contra cualquier daño oxidativo causado por la presencia de 

altos niveles de H2O2 (Asada, 1992; Shigeoka et al., 2002), interviene además en la respuesta de 

resistencia a patógeno, tolerancia a estrés abiótico, oxidación enzimática, la abscisión de flores, 

hojas, germinación y desarrollo, senescencia, dormancia, desarrollo de frutos, entre otros 

(Mehlhorn et al., 1996; Jansen et al., 2004). La clasificación de las peroxidasas se realiza a partir 

del sustrato que se utiliza como donador de electrones, debido a lo anterior podemos clasificar a 

las peroxidasas como: glutatión peroxidasa (GPX), ascorbato peroxidasa (APX) y la guaiacol 

peroxidasa (POX) (Mehlhorn et al., 1996). De forma particular, la guaiacol peroxidasa (POX) 

funciona en diversas reacciones peroxidativas en la célula, removiendo el H2O2 (Asada, 1992; 

Shigeoka et al., 2002). A pesar de que diversos autores reportan incrementos en la actividad 

peroxidasa frente a diversos estrés bióticos o abióticos (Gechev et al., 2003) su función específica 

y su regulación permanecen aún en estudio (Mehlhorn et al., 1996). 

 

 

 

 

 

 

4.7 Osmolitos 

 

Se denomina osmolito aquél compuesto que se disuelve dentro de la célula y juegan un 

papel vital en la regulación de la cantidad y el equilibrio hídrico de la misma, derivado de que un 

nivel elevado de azúcares solubles puede inducir una respuesta de tolerancia a la planta bajo estrés 

(Murakeözy et al., 2003). Varios de los osmolitos identificados tienen una función osmoprotectora, 

entre los más conocidos encontramos a la sarcosina, taurina, glicerofosfocolina, mioinositol y 

prolina, entre otros. Su función osmoprotectora se basa en la desintoxicación de especies reactivas 
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de oxígeno, el equilibrio enzimático o proteico, la regulación osmótica y el mantenimiento de la 

integridad de la membrana (Verbruggen y Hermans 2008). 

 

4.7.1. Prolina  

 

La prolina es un aminoácido sintentizado a partir del ácido glutámico, que se desprende de 

las rutas metabólicas, que son las de glutamato y ornitina (Avendaño et al., 2005; Ashraf y Foolad, 

2007). Está localizada en cantidades basales dentro de las plantas de manera natural, estas 

cantidades incrementan en condiciones de estrés, ya que la prolina actúa en estas circunstancias 

como un agente osmótico el cual protege a la planta de la deshidratación, además de disminuir el 

potencial hídrico y contenido relativo del agua (Tajdoost et al., 2007). Funciona como 

osmoregulador de acuerdo con lo descrito por Yoshiba et al., (1995). Además, Iyer y Caplan 

(1998), mencionan que la prolina actúa como estabilizador de membranas proteicas, e induce genes 

relacionados con el estrés osmótico. Brugière et al., (1999) sugieren el uso de la prolina como 

fuente de carbono y nitrógeno para la rehidratación celular. La relación de la acumulación de 

prolina en respuesta de tolerancia se ha probado en diversos tipos de estrés como salinidad, déficit 

hídrico y temperaturas bajas (Jiménez-Bremont et al., 2006, Avendaño et al., 2005; Konstantinova 

et al., 2002), actuando en conjunto con diversas moléculas señalizadoras como lo son el H2O2, y 

el AS (Foyer et al., 1997; Foyer y Lelandais, 1993; Foyer y Noctor, 2005; Gong et al., 2001; Neill 

et al., 2002; Levine et al., 1994). 

 

Signorelli y Monzac, (2017) mencionan que la prolina acumulada debido a estrés osmótico 

es una de las primeras respuestas de defensa de la planta, por lo que la prolina se convierte en un 

marcador de estrés confiable. Por otro lado, Tamura et al., (2003) indican que la acumulación de 

prolina induce cierta tolerancia al desequilibrio osmótico protegiendo a las membranas celulares 

de la deshidratación y regulando con ello diversos radicales libres presentes. De acuerdo con 

diversos estudios existe un incremento en la cantidad de prolina en diversos factores de estrés 

como sequías (Barnett y Naylor 1966; Singh et al., 1973); estrés por temperaturas bajas 

(Köşkeroğlu y Tuna, 2010; Kishor et al., 1995). En la mayoría de las plantas sensibles a 

temperaturas bajas no se obtiene una tolerancia a dicho estrés, hasta que no existe una mayor 
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concentración de prolina dentro de la misma antes del estrés (Kushad y Yelenosky 1987; Xin y Li 

1993).  

 

4.8 Ácido salicílico  

 

El ácido salicílico o ácido 2-hidroxibenzoico (AS; C7H6O3) es un constituyente natural de 

origen fenólico de las plantas, además se puede considerar como un regulador del crecimiento, ya 

que posee funciones tales como, retrasar la senescencia de la planta, inducir la floración o 

tuberización, entre otros (Bourbouloux et al., 1998, Raskin, 1992), además de tener la función de 

una molécula señalizadora debido a su función inductora de tolerancia al estrés biótico y abiótico 

(Raskin 1992; Mady, 2009; Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011). La síntesis del AS se puede 

llevar a cabo por la ruta de los fenil-propanoides a partir de la biosíntesis de la L-fenilalanina con 

ayuda de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL); o por la ruta del iscorismato donde la enzima 

isocorismato sintasa (ICS) y la isocorismato piruvato liasa (IPL) son las encargadas de sintetizar 

el iscorismato para formar finalmente el AS (Janda y Ruelland, 2015; Kumar, 2014; Rangel et al., 

2010). La movilidad del AS se da principalmente dentro de la planta por medio del floema. Se 

difundirá a través de la membrana dependiendo del tamaño de la molécula, el número de donadores 

de hidrógeno, así como del área superficial disponible (Bonnemain et al., 2013). En la vía de 

isocorismato (IC), el ácido corísmico (CA) se transforma en ácido isocorísmico en presencia de la 

enzima isocorismato sintasa (ICS), convirtiéndose finalmente en ácido salicílico en presencia de 

la enzima isocorismato piruvato liasa (IPL; Fragniere et al., 2011). 

 

También es posible que tenga acceso a otras células vecinas por medio de los 

plasmodesmos (simplásticamente) o de la pared celular (apoplásticamente). El AS endógeno puede 

entrar en las células vecinas, a través de los plasmodesmos (vía simplástica) o la pared celular (vía 

apoplástica) acumulándose en el citosol (Bonnemain et al., 2013). Cualquier tipo de estrés estimula 

la biosíntesis de SA en el cloroplasto, que luego se transporta al citosol (Fragniere et al., 2011; 

Maruri-López et al., 2019), lo cual funciona como una molécula señal para la respuesta a estrés, 

el AS debe unirse a una célula blanco o a un receptor, los cuales pueden ser proteínas de unión con 

funciones señalizadoras (Yan y Dong, 2014; Vlot et al., 2009; Kumar, 2014). Se ha reportado que 

el AS inhibe la actividad de la catalasa (CAT) así como del ascorbato peroxidasa (APX) citosólica, 
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incrementando los niveles de H2O2; contribuyendo así a la acumulación de H2O2 durante el 

estallido oxidativo, el cual se ve iniciado en presencia de diversos tipos de estrés bióticos o 

abióticos (Vlot et al., 2009; Yang y Dong, 2014).  

 

4.9 Ácido salicílico (AS) y su relación con el peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

La acumulación de AS endógeno es promovida por efecto de un estrés por bajas 

temperaturas en algunas especies vegetales, permitiendo que éste actúe en la regulación de 

respuestas de tolerancia a dicho estrés (Miura y Tada, 2014). A pesar de que el AS puede ocasionar 

un estrés oxidativo, esto debido a la acumulación de H2O2 (Hara et al., 2012), el AS induce estrés 

oxidativo en las plantas por la acumulación de H2O2, a pesar de ello un tratamiento con bajas 

concentraciones de AS puede tener una acción de aclimatación, lo que induce tolerancia a 

condiciones de estrés abióticos como resultado del incremento de la capacidad antioxidante (Janda 

et al., 2003). 

Lo anterior se debe a que los tratamientos con AS inducen un aumento en la concentración 

de H2O2 lo que hace que se cree una señalización de la expresión génica (Janda et al., 2015) Esta 

inducción de tolerancia a frío por AS está asociada con el aumento del sistema antioxidante como 

se ha demostrado en especies como papa (Mora-Herrera et al., 2005; Mora- Herrera y López-

Delgado 2006), trigo (Yordanova y Popova 2007; Mutlu et al., 2013), maíz (Fryer et al., 1998; 

Janda et al., 1999; Ahmad et al., 2015), plantas de tomate (Salwa et al., 2015), arroz (Kang y 

Saltveit 2002), plántulas de sacha inchi (Plukenetia volubilis) (Luo et al., 2014), aceituna 

(Hashempour et al., 2014) y hojas de fresa (Zhang et al., 2008).  

 

Por su parte el H2O2 es un intermediario de las respuestas de tolerancia inducidas por AS, 

ya que señaliza la inducción de tolerancia a estrés al frío. La aplicación de H2O2 de forma exógena 

induce tolerancia a temperaturas bajas mediante cambios en el sistema antioxidante en diversas 

plantas, como se ha reportado en microplantas de Solanum tuberosum L. (Mora-Herrera et al., 

2005; Mora-Herrera y López-Delgado, 2006), plántulas de maíz (Ahmad et al., 2015) y Brassica 

juncea L. (Kumar et al., 2010). El tratamiento con ácido salicílico (AS) en plántulas de maíz indujo 

un aumento en los niveles de H2O2 endógeno, desencadenando una cascada de señalización de 

enzimas antioxidantes incrementando los niveles de tolerancia a diversos factores de estrés como 
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el frío (Janda et al., 1999). La aplicación exógena de AS en plántulas de trigo redujo los daños de 

la membrana celular, esto después de someterlas al estrés por congelamiento; resultando en el 

incremento de los niveles endógenos de H2O2 y ABA desencadenado respuestas de tolerancia a 

estrés (Wang et al., 2018).  

 

4.10 Efecto del ácido salicílico y peróxido de hidrógeno a temperaturas bajas  

 

En diferentes investigaciones se ha reportado que el AS y el H2O2; participan en la 

inducción de tolerancia al estrés generado por diversos factores en plantas, tales como trigo, 

tomate, maíz y arroz (Gunes et al., 2007, Bezrukova et al., 2001), y se relaciona con el aumento o 

decremento de la actividad enzimática antioxidante de CAT, APX y SOD (Gunes et al., 2007). 

Teniendo principalmente una acción inhibidora de la actividad de CAT y APX, por lo que la 

concentración de H2O2 incrementa a fin de intensificar y dispersar señales para inducir respuestas 

de adaptación en las plantas (Rao et al., 1997). Así el H2O2 y el AS se ven involucrados en diversas 

respuestas de aclimatación y tolerancia a temperaturas bajas, el H2O2 formado durante un estrés 

abiótico es parte de la señalización en cascada la cual conlleva a cambios fisíologicos.   

 

Como consecuencia de la función señalizadora del AS, por lo cual es utilizado como 

tratamiento en el cultivo de papa para inducir tolerancia a diversos tipos de estrés a los que el 

cultivo se ve sometido (López-Delgado et al., 1998; Dat et al., 1998; López-Delgado et al., 2004; 

Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y López-Delgado 2006). 

 

Algunos efectos del AS bajo estrés por frío, se ven reflejados directamente en: la 

germinación de semillas, debido al retraso de la germinación y crecimiento, al presentar una 

inhibición de la longitud promedio del coleoptilo y la radícula (Sharifi, 2010). El crecimiento y 

desarrollo de la planta se puede ver afectado por el frío el cual reduce la acumulación de materia 

seca en las plantas, también puede causar alteraciones de varios procesos citológicos, bioquímicos, 

fisiológicos y moleculares como la fotosíntesis, la permeabilidad de la membrana plasmática, el 

estado del agua, el equilibrio osmótico, entre otros procesos (Janda et al., 2015). A nivel molecular, 

el estrés por frío afecta la síntesis de proteínas y expresiones génicas y favorece el desarrollo de 

estructuras secundarias en el ARN (Rajkowitsch et al., 2007; Ruelland et al., 2009). El H2O2 tiene 
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un papel crucial en la aclimatación y la inducción de tolerancia cruzada (Neill et al., 2002). La 

producción endógena de H2O2 puede aumentar la tolerancia del estrés por frío (Prasad et al., 1994).  

 

La exposición a temperaturas bajas o ultrabajas disminuyen la actividad de algunas enzimas 

con función reguladora, impidiendo la reducción adecuada de los productos generados por la 

fotorreducción del oxígeno asi como una menor actividad de las enzimas defensivas a temperaturas 

frías (Kang et al., 2003; Anderson, 2002; Mora-Herrera y López-Delgado, 2006). El AS y el H2O2 

se involucran en diversas respuestas de aclimatación (López-Delgado et al., 2018), así como 

tolerancia a temperaturas ultrabajas en diversas especies (Bernard et al., 2000; Pathirana et al., 

2016; Benson, 2008).  

 

Las concentraciones bajas de AS pueden aumentar la capacidad antioxidante y la tolerancia 

al estrés abiótico, pero al ser una molécula alelopática las concentraciones altas de AS pueden 

causar la muerte celular o la susceptibilidad al estrés abiótico (Hara et al., 2012). El AS es una 

molécula de señalización importante en las plantas, ya que de acuerdo con la literatura presenta 

diversos efectos al ser aplicada, como lo son el incremento de la tolerancia al enfriamiento y la 

promoción de la emergencia sincrónica del maíz mediante la activación de antioxidantes (Farooq 

et al., 2009); además la aplicación de AS induce tolerancia al frío en maíz, pepino y arroz (Kang 

y Saltveit, 2002). Las papas tratadas con AS presentan inducción de tolerancia a la congelación 

(Mora-Herrera et al., 2005). La aplicación de AS en banano induce tolerancia al enfriamiento 

(Kang et al., 2003). Miura y Tada (2014), sugirierón que la señalización de SA puede estar 

interrelacionada con la inducción de la tolerancia al frío y que ésta puede ser específica de la 

especie y depender de la concentración y periodo de aplicación. Quan et al., (2008), concluyerón 

que el H2O2 está implicado en la síntesis de AS, donde la conversión del ácido benzoico en AS se 

cataliza por el H2O2 a través de la activación del ácido benzoico-2-hidroxilasa y que cualquiera de 

las aplicaciones de H2O2 o AS se induce mutúamente.  

 

4.11 Uso de AS y H2O2 en procesos criogénicos 

 

Los métodos criogénicos imponen una serie de condiciones de estrés en el material vegetal, 

que podrían inducir modificaciones en los cultivos crioconservados y en las nuevas plantas 
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regeneradas (Engelmann, 2000). Las investigaciones para las especies con semillas recalcitrantes 

se encuentran aún en una fase preliminar (Engelmann, 2000), debido a que la supervivencia es 

extremadamente variable, y la regeneración frecuentemente está restringida a callos o al desarrollo 

incompleto de plántulas y generalmente el número de accesiones evaluadas por especie es muy 

bajo (Engelmann, 2000).  

 

La adición de antioxidantes a los crioprotectores o el medio de recuperación es esencial 

para obtener un incremento en la regeneración (Baek and Skinner, 2012; Uchendu et al., 2010a; 

b). La formación de especies reactivas de oxígeno (EROS) durante procesos criogénicos puede 

ocurrir en los pasos involucrados en el proceso (Kazmarczyk et al., 2012) y se ha demostrado que 

la adición de antioxidantes exógenos durante la crioconservación resulta en una mayor 

supervivencia en algunos casos (Uchendu et al., 2010a; Wang y Deng, 2004). El AS induce un 

incremento de enzimas antioxidantes durante periodos de pre-aclimatación a bajas temperaturas 

en plantas tratadas (Sasheva et al., 2010; López-Delgado et al., 2018). Mora-Herrera y López-

Delgado (2006), encontraron que el AS induce tolerancia a temperaturas bajas en papa. 

 

 

La aplicación exógena de H2O2 a concentraciones bajas realiza una función señalizadora 

para la inducción de respuestas de defensa en plantas contra el estrés oxidativo desencadenando 

mecanismo de resistencia (Aguilar-Camacho et al., 2016; López-Delgado et al., 2018; Mora-

Herrera et al., 2005). A pesar de ello el uso de H2O2 en procesos criogénicos aun es un campo un 

inexplorado. 
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5. JUSTIFICACIÓN 

 

Todas las fases que constituyen a la criogenia presentan la producción y acumulación de 

especies reactivas de oxígeno, causando daños o muerte celular influyendo en la disminución de 

porcentajes de supervivencia y regeneración en varias especies (Chen et al., 2015). Se ha 

demostrado que las enzimas antioxidantes como la catalasa, la peroxidasa y la concentración de 

peróxido de hidrógeno, junto con osmolitos como la prolina, están asociados a la tolerancia al 

estrés generado en procesos criogénicos (Lynch et al., 2011; Danova et al., 2012; Vianna et al., 

2019). El uso de moléculas cuya función esté relacionada con cambios en el sistema antioxidante 

y con la producción de especies reactivas de oxígeno, se ha utilizado como pretratamientos en 

procesos criogénicos (Cuenda et al., 2010a; b; Pathirana et al.,2016; Lynch et al., 2011). El ácido 

salicílico (AS) ha sido utilizado como inductor de tolerancia a temperaturas ultrabajas en procesos 

criogénicos en plantas de Solanum tuberosum L. para aumentar la supervivencia, la generación de 

plantas libres de virus y aumentar variables relacionadas con la regeneración (Ruiz-Sáenz et al., 

2019; Ayala Hernández et al., 2019). Se ha reportado que la interacción entre AS y H2O2 puede 

conducir a una señal de amplificación y desencadenar respuestas de señalización a varios tipos de 

estrés en papa (Aguilar-Camacho et al., 2016; López-Delgado et al., 2004; 2018; Mora-Herrera et 

al., 2005). El uso de pretratamientos de peróxido de hidrógeno (H2O2) ha sido utilizado para 

inducir tolerancia al estrés a temperaturas bajas en plantas de Solanum tuberosum L. (Mora-

Herrera et al., 2005; López-Delgado et al., 2018). Aunque se ha reportado que el AS induce 

tolerancia a crioterapia, no existen reportes que establezcan la asociación directa con la 

supervivencia, por lo cual se justifica estudiar el incremento de la supervivencia y la posible 

asociación en la actividad enzimática de CAT, POX al igual que en el contenido de H2O2 y prolina. 

El H2O2 no ha sido aplicado en procesos criogénicos con la finalidad de investigar su función de 

señalización, por lo tanto, se justifica el estudio de pretratamientos H2O2, en la supervivencia de 

explantes de Solanum tuberosum L. y la relación CAT, POX, contenido de H2O2 y prolina, en la 

inducción de tolerancia al estrés generado por los procesos criogénicos. 

 

 

 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 
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6.1 Material biológico 

 

Todos los experimentos se realizaron con vitroplantas de los clones 981818 y 06-27 

provenientes del banco de germoplasma in vitro del laboratorio de Fisiología y Biotecnología del 

Programa Nacional de Papa del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y 

Pecuarias (INIFAP) en Metepec, Estado de México, México. 

 

6.2 Condiciones de cultivo 

 

Todos los experimentos se iniciaron a partir de esquejes nodales (con una yema axilar y 

hoja). Los esquejes fueron sembrados y subcultivados cada 30 días en medio MS (Murashige y 

Skoog, 1962) y micropropagados de acuerdo al método descrito por Espinoza et al. (1986), con la 

finalidad de mantener e incrementar el material biológico. El cultivo in vitro se mantuvo con un 

fotoperiodo de 16 horas de luz, con una temperatura promedio de 20 ± 1 °C y una radiación 

fotosintéticamente activa de 35 µmol m2 s-1 y 400-700 nm. 

 

6.3 Medio de cultivo para propagación 

 

El medio básico se preparó con 100 mL de sales inorgánicas del medio MS (Murashige y 

Skoog, 1962) adicionado con sacarosa, glicina, tiamina, mio-inositol, ácido nicotínico, piridoxina, 

y ácido giberélico (Anexo A). El pH del medio de cultivo se ajustó con hidróxido de potasio (KOH, 

1 N) hasta un pH final de 5.7, seguido de la adición de fitagel disuelto mediante calor.  

 

El medio caliente se colocó en un volumen de 20 mL en frascos de vidrio de 70 mm de 

altura y diámetro de 45 mm con tapa de plástico transparente. También se añadieron 2 mL de 

medio líquido sin gelificante y frío en tubos de 100 mm de altura y 10 mm de diámetro; los tubos 

contenían un puente de papel de 60 mm x 9 mm doblado en forma de M, con tapa de aluminio de 

40 mm x 40 mm. El medio de cultivo se esterilizó durante 18 min a 15 lb a 120 °C. Todos los 

materiales utilizados en la micropropagación como pinzas, bisturís, matraz y cajas petri se 

esterilizaron durante 18 min a 15 lb a 120 °C. 
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6.4 Solución madre de Ácido Salicílico  

 

La solución de ácido salicílico (AS) se preparó pesando 5 mg AS, disolviéndose con 40  

µL de Dimetilsulfóxido (DMSO) aforando con agua destilada hasta 10 mL para obtener una 

concentración final de 3.6 x 10-3 M. La solución madre se utilizó para la preparación de medios 

que contenían AS, estos medios se prepararon de la misma manera durante toda la investigación.  

 

6.5 Preparación de soluciones de Peróxido de hidrógeno para incubación 

 

Se prepararon 20 mL de solución individual a las siguientes concentraciones: 0, 1, 2.5, 5 y 

10 mM en fresco para cada una de las incubaciones, empleando peróxido de hidrógeno (H2O2) al 

30 % y aforando hasta el volumen indicado. 

 

6.6 Incubaciones en Ácido Salicílico 

 

La concentración seleccionada para esta investigación se basó en reportes de la literatura 

donde la incubación de AS 10-6 induce tolerancia a frío (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera 

y López-Delgado, 2006), congelamiento (López-Delgado et al., 2018) y finalmente en criogenia 

(Ruiz-Sáenz et al., 2019; Ayala-Hernández et al., 2019). Demostrando ser la concentración con 

una posible actividad biológica, al inducir cambios enzimáticos, contenido de peróxido de 

hidrógeno y aumentar la supervivencia en frío (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y López-

Delgado, 2006; López-Delgado et al., 2018) 

 

Se utilizó medio de propagación MS como base y se adicionó AS proveniente de la solución 

madre hasta alcanzar la concentración final de 10-6  M. Se colocó un volumen de 20 mL del medio 

MS con AS en frascos de vidrio de 70 mm de altura y diámetro de 45 mm con tapa de plástico. El 

medio de cultivo se esterilizó durante 18 min a 15 lb y 120 °C. 

 

Esquejes nodales de vitroplantas se diseccionaron (5-6 mm longitud) en condiciones 

estériles. Se sembraron 8 esquejes nodales sin hoja por frasco en las concentraciones 0 (control) y 

10-6 M de AS. El cultivo in vitro se mantuvo durante 4 semanas en condiciones de cultivo. 
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6.7 Incubaciones en Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

Esquejes nodales sin hoja provenientes de vitroplantas se diseccionaron (5-6 mm de 

longitud) para ser incubados en H2O2. Los esquejes se incubaron en 20 mL de solución en 

concentraciones de 0, 1, 2.5, 5 y 10 mM de H2O2 durante 1h en cajas petri, en condiciones de 

oscuridad utilizando papel aluminio. Transcurrido el tiempo, los explantes se enjuagaron 3 veces 

con agua destilada y se sembraron inmediatamente en frascos con medio de propagación MS. El 

cultivo in vitro se mantuvo durante 4 semanas en condiciones estandar de cultivo. 

 

La selección de concentraciones se realizó con base en los datos obtenidos en los 

parámetros de crecimiento, donde se encontró que la aplicación exógena de H2O2 en estas 

concentraciones no inducía muerte en los clones 981818, pero sí inducía reducción en algunos 

parámetros. Las concentraciones seleccionadas para este estudio fueron las de 1mM al 

considerarse la concentración más baja para probarse y 5mM donde se encontró reducción de 

algunos parámetros; una reducción significativa se observó en plantas provenientes de la 

concentración 10 mM de H2O2 en comparación al control. Aunado a lo anterior, la incubación en 

las concentraciones de 1 y 5 mM han demostrado inducir tolerancia a estrés térmico (Aguilar-

Camacho et al., 2015, Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y López-Delgado 2006; López-

Delgado et al., 1998; 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

6.8 Fases experimentales  

 

Fase Cero (F0): Evaluación de los efectos de AS y H2O2 en parámetros de crecimiento a 

los 30 días de desarrollo en clones de papa. 
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Esta fase consistió en la evaluación del efecto de ácido salicílico y peróxido de hidrógeno 

en parámetros de crecimiento (altura de la planta, longitud de raíz, peso fresco, número de 

entrenudos) en plantas de los clones 981818 y 06-27 a la edad de 30 días. 

 

Fase Uno (FI): Evaluación de efectos de incubaciones de SA Y H2O2 en actividad 

antioxidantes CAT POX, contenido de H2O2, contenido prolina y potencial hídrico antes de la 

criogenia de los clones de papa.  

 

Fase dos (FII): Evaluación de efectos de SA y H2O2 en los parámetros considerados 

después de criogenia de los clones de papa.  

 

6.9 Método de D-crioplaca en FII 

 

Disección 

 

Yemas axilares por tratamiento fueron diseccionadas (1-2 mm de longitud) y transferidas 

a medio MS basal (0.3 M sacarosa) a 21°C durante 3 días. Transcurridos los 3 días del subcultivo 

se realizó el método de criogenia denominado Deshidratación-Crioplaca de acuerdo con el 

protocolo de Yamamoto et al., (2015) modificado por Niino y Arizaga et al., (2015). 

 

Método de Deshidratación-crioplaca 

 

Crioplacas de aluminio de un tamaño de 7 x 37 x 0.05 mm y 12 pozos ovalados fueron 

utilizadas en esta metodología. 

1. Se depositó por pozo una gota de 2 µL de una solución Alginato de sodio (3% p/v 

alginato de sodio y 0.4 M sacarosa en solución basal de medio MS, Anexo A y B) 

2. Yemas diseccionadas y provenientes de cada tratamiento fueron transferidas a cada pozo 

y cubiertas nuevamente con 2 µL de solución de alginato de sodio. Una hoja de papel BEMCOT 

esterilizada (7 x 30 mm) fue colocada sobre la crioplaca, seguido de la adición de 400 µL de una 

solución de cloruro de calcio (0.1 M cloruro de calcio y 0.4 M sacarosa en solución basal de medio 

MS, Anexo B) hasta cubrir completamente. La polimerización del alginato de sodio se completó 
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al término de 15 min, bajo condiciones de temperatura ambiental. El exceso de solución de cloruro 

de calcio fue removido de la crioplaca. 

3. La crioplaca con las yemas y el papel BEMCOT adherido fueron transferidas a una 

solución de carga (SC: 2.0 M glicerol y 1.0 M sacarosa en solución basal de medio MS, Anexo B) 

durante 45min. 

4. La crioplaca fue removida de la SC y se prosiguió a la deshidratación en cajas petri que 

contenían 35 g de sílica gel seco. La crioplaca con las yemas y el papel BEMCOT adherido se 

mantuvieron durante 90 min en las condiciones antes mencionadas.  

5. Posterior a la deshidratación, la crioplaca se transfirió a criotubos (2 mL) montados en 

una criocaña y llenos con nitrógeno líquido, manteniéndose en un termo hermético con nitrógeno 

líquido, durante 60 min. 

6. Para la regeneración, se recuperarón los criotubos del nitrógeno. Las crioplacas se 

sumergieron en 2 mL de una solución de sacarosa (1.0 M sacarosa con solución basal de medio 

MS, Anexo B) durante 15 min a temperatura ambiente. 

7. El papel adherido con las yemas se retiró de la crioplaca y se colocó en una caja petri 

con 20 mL de medio MS sólido. Las yemas se removieron del alginato y se colocaron en medio 

sólido fresco. 

8. Para la regeneración se colocarón las yemas en cajas petri en oscuridad por 24 h para 

evitar una fotoxidación.  

 

 

 

 

 

 

6.10 Potencial hídrico en la deshidratación en criogenia 

 

Material vegetal 
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Treinta y seis yemas por muestra, para cada tratamiento de microplantas de Solanum 

tuberosum L. provenientes de los pretratamientos AS y H2O2 fueron sometidas a criogenia, 

utilizando el método de D-crioplaca (Yamamoto et al., 2015). La determinación de potencial 

hídrico (A) se evaluó en la etapa de deshidratación, utilizando cámaras psicrométricas (Wescor, 

C-52) conectadas a un microvoltímetro de punto de rocío (Wescor, HR-33T) (Boyer et al., 1985). 

 

Calibración del equipo 

 

Se determinó el coeficiente de enfriamiento de cada cámara, mediante el uso de soluciones 

de cloruro de sodio de 0.1 - 0.6 M (Anexo G). Un disco de papel filtro se embebió en cada una de 

las soluciones y se colocó dentro de cámaras psicrométricas C-52 (Wescor Inc. Logan, UT, USA) 

y se incubó durante 30min. Una vez transcurrido el tiempo, cada cámara se conectó a un 

microvoltímetro de punto de rocío (HR-33T, Wescor Inc. Logan, UT, USA), se ajustó su 

coeficiente de enfriamiento, se ajusto a cero y se determinó el potencial por el método de punto de 

rocío. Repitiendo la operación con cada cámara psicrométrica. 

 

La determinación del potencial de agua en las muestras de tejido se llevó a cabo colocando 

36 yemas encapsuladas en alginato de sodio, correspondientes a cada uno de los pretratamientos 

en el contenedor de muestra de la cámara, se introdujo dentro de la cámara psicrométrica donde se 

mantuvo en incubación durante 3h. Transcurrido el tiempo se determinó el potencial de agua 

siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en cada una de las cámaras psicrométricas. 

 

 

 

 

6.11 Supervivencia  

 

Se determinó la supervivencia a los 3 días posteriores al descongelamiento y se confirmó 

a los 15 días posteriores, se consideró el número de plantas vivas a aquellas que no presentaban 

oxidación de los tejidos, pérdida de turgencia, cambio de color (blanco) y que retomaron su 

crecimiento normal con base en observaciones visuales.  
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6.12 Evaluaciones enzimáticas y de contenidos (CAT, POX, H2O2 y Prolina) 

 

Para todas las determinaciones enzimáticas de la CAT, la POX y los contenidos de H2O2 y 

prolina, previamente se realizó la disección del material vegetal como se menciona a continuación 

para la Fase uno (FI). Para la evaluación de tratamientos antes de criogenia, yemas axilares y 

apicales provenientes de pretratamientos de ácido salicílico o peróxido de hidrógeno se 

diseccionaron en un tamaño de 1-2 mm para su subcultivo, colocándose 50 unidades por muestra 

sobre un papel filtro (4.5 x 3.5 x 1 cm) en una caja petri con 20 mL de medio MS (Murashige y 

Skoog, 1962) durante 3 días, de acuerdo con lo marcado en el protocolo de Yamamoto et al., 

(2015) antes de la exposición a agentes osmoprotectores. Para la fase dos (FII) el material vegetal 

se diseccionó de igual manera que en la FI, se sometió a criogenia y se transfirieron a medio MS 

para realizarse las mediciones a las 12 y 72 h de regeneración.  

 

6.13 Determinaciones enzimáticas de CAT y POX 

 

Extracción de proteína total para lectura de enzimas 

 

Cien miligramos de material vegetal por muestra se maceraron en frío con 400 L de 

solución amortiguadora de potasio 50 mM, pH 7.2; dithiotheitol (DTT) 5 mM, ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM y Polyvinylpirrolidona (PVP al 2% para CAT y 1% para 

POX. Anexos C y D). La muestra se centrifugó a 10 000 g, 15 min a 4 ºC. La fase líquida final se 

colocó en un tubo eppendorf limpio para la lectura de muestras. 

 

6.14 Catalasa 

 

La cuantificación enzimática de la catalasa (E C 1.11.1.6) se realizó de acuerdo con el 

método de Aebi (1984) mediante espectrofotometría. La actividad enzimática de la catalasa se 

cuantificó utilizando como blanco 2.98 mL de una solución de fosfato de potasio y sodio 50 mM 

(Anexo C), pH 7 y 20 L del extracto de proteína, para tener un volumen final de 3 mL. Para la 

lectura se colocó 1.98 mL de la solución amortiguadora y 20L del extracto de proteína y 1 mL 
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de solución de H2O2 30 mM a 25 – 28 ºC. Se midió el consumo de H2O2 como el decremento de 

absorbancia a = 240 nm en intervalos de 20 s durante 3 min. Para obtener la actividad de la 

catalasa se usó el coeficiente de extinción para H2O2 de 39.4 mM-1 cm-1, los resultados se 

expresaron en mol H2O2  min
-1

 mg prot
-1

. 

 

6.15 Peroxidasa 

 

La cuantificación enzimática de la peroxidasa (E C 1.11.1.7) se realizó de acuerdo con el 

método descrito por Srivastava y Dwivedi (1998) mediante espectrofotometría. La actividad 

enzimática de la peroxidasa se cuantificó utilizando como blanco una mezcla de reacción que 

contenía: solución de fosfato de potasio 50 mM (Anexo D) pH 7, 3.33 mM de guayacol, 4 mM de 

H2O2. Para la lectura de muestras se colocó 2.98 mL de la mezcla de reacción y 20 L del extracto 

de proteína a 25 – 28 ºC. Se midió el incremento de la absorbancia con base en la oxidación del 

sustrato (guayacol) a   470 nm, en intervalos de 30 s durante 3 min. La actividad específica se 

determinó midiendo la formación de una mol de tetraguayacol, utilizando un coeficiente de 

extinción molar de 26.6 mM-1 cm-1 y los resultados se expresaron como mol guayacol min
-1 

 mg 

prot
-1

. 

 

6.16 Determinación de contenido de peróxido de hidrógeno  

 

El contenido de peróxido de hidrógeno se determinó de acuerdo con el método descrito por 

Sergiev et al., (1997). Se pesó 0.15 g de tejido vegetal proveniente de cada uno de los tratamientos 

y se maceró en frío con 1.8 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0.1% (p/v), el extracto se centrifugó 

a 12,000 g, 15 min a 4 ºC. El sobrenadante se colocó en un tubo eppendorf limpio evitando 

resuspender sedimentos del fondo. 

 

El blanco consistió en una mezcla de 0.5 mL de solución amortiguadora de fosfato de 

potasio 10 mM pH 7 y 1 mL de KI 1 M. Para la muestra se colocó 0.5 mL del sobrenadante 

adicionándole 0.5 mL de buffer de fosfato de potasio 10 mM pH 7 y se le añadió 1 mL de una 

solución de KI 1 M, la mezcla se incubó en oscuridad y 4 ºC durante 60 min. Para la lectura de las 
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muestras se homogeneizó la muestra durante 10 s, para su posterior lectura a = 390 nm. Los 

valores finales se calcularon con base en la lectura de una curva de referencia (ANEXO F). 

 

6.17 Prolina  

 

El contenido de prolina se determinó de acuerdo con el método descrito por Bates et al., 

(1973). Se pesaron 100 mg de tejido vegetal proveniente de cada tratamiento, se maceraron con 

2.5 mL de ácido sulfosalicílico al 3 %. El extracto se centrifugó a 14,000 rpm, 5 min a 4 ºC. El 

sobrenadante se transfirió a un tubo falcón limpio. 

 

Dos mL del sobrenadante de muestra vegetal se colocaron en un tubo de vidrio, se adicionó 

2 mL de ninhidrina ácida y 2 mL de ácido acético glacial, el blanco consistió en una mezcla de: 2 

mL de ácido sulfosalicílico, 2 mL de ninhidrina acida y 2 mL de ácido acético glacial. Cada tubo 

con la mezcla se agitó en vortex por 20 s hasta obtener una emulsión. Los tubos se colocaron en 

baño maría a 97 ºC, 45 min. Se transfirieron los tubos inmediatamente a agua con hielo durante 5 

min. A cada tubo se le adicionó 4 mL de tolueno y se agitó con vortex durante 10 s. Los tubos se 

colocaron en una gradilla hasta observarse la separación de las fases, la fase superior se recuperó 

y colocó en un tubo limpio para su posterior lectura en espectrofotómetro a una longitud de520 

nm. Para determinar el contenido se realizó mediante la preparación de una curva estándar como 

referencia para la cuantificación de contenido de prolina en muestras vegetales (ANEXO E). 

 

 

 

 

6.18 Diseño Experimental  

 

Se utilizó un diseño completamente al azar, con unidades experimentales iguales por 

tratamiento en cada repetición, con 3 repeticiones. Las mediciones enzimáticas se realizaron por 

triplicado muestreando 3 individuos para cada repetición. Las variables continuas se analizaron 

por medio de la prueba ANDEVA (P  ≤  0.05), en algunos casos los promedios de los tratamientos 
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se analizaron con la prueba de comparación múltiple de medias de Tukey (P  ≤ 0.05), los datos 

categóricos fueron analizados con la prueba de Χ2 mediante el programa Statgraphics plus 5.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. RESULTADOS 

 

7.1 Altura de la vitroplanta, número de entrenudos, longitud de la raíz y peso fresco en 

respuesta a la aplicación de ácido salicílico 
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Después de 30 días de crecimiento, las vitroplantas incubadas en el AS de los clones 

981818 y 06-27 disminuyeron su altura en un 58.6 % y un 42 % respectivamente, en contraste con 

sus controles (Fig. 1). 

 

 

Figura 1. Efecto de la presencia del ácido salicílico en la altura de la vitroplanta, en 2 clones de Solanum tuberosum 
L. de 30 días de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias 

significativas (Tukey,  . 
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Las vitroplantas del clon 981818 incubadas en el AS mostraron una disminución 

significativa de la longitud de la raíz del 64 % y las vitroplantas del clon 06-27 no mostraron 

diferencias significativas con respecto a sus controles a los 30 días (Fig. 2). 

 

 

Figura 2. Efecto de la presencia del ácido salicílico en la longitud de raíz de las vitroplantas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. de 30 días de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas (Tukey,  . 
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Las vitroplantas del clon 981818 incubadas en el AS mostraron una disminución 

significativa en el peso fresco del 53.3 %, mientras que en vitroplantas del clon 06-27 no hubo 

diferencias significativas en el peso fresco, en contraste con sus respectivos controles a los 30 días 

(Fig. 3). 

 

 

Figura 3. Efecto de la presencia del ácido salicílico en el peso fresco de las vitroplantas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. de 30 días de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas (Tukey,  . 
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Las vitroplantas incubadas de AS del clon 981818 mostraron diferencias significativas en 

el número de entrenudos del 41.4 % respecto al control mientras que las vitroplantas del clon 06-

27 no mostraron diferencias significativas respecto al control (Fig. 4). 

 

 

Figura 4. Efecto de la presencia de ácido salicílico en el número de entrenudos de las vitroplantas en 2 clones de 

Solanum tuberosum L. de 30 días de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey,  . 
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7.2 Actividad enzimática de la CAT y la POX, contenido de peróxido de hidrógeno y prolina 

antes del proceso de criogenia en respuesta a pretratamiento de ácido salicílico 

 

7.2.1 Actividad de la catalasa  

 

Yemas provenientes de vitroplantas pretratadas con AS del clon 981818 y 06-27 mostraron 

una disminución en la actividad de la catalasa del 28.3 % y 26.2 % respectivamente, ambos en 

contraste con sus controles (Fig. 5). 

 

 

Figura 5. Efecto del ácido salicílico en la actividad de la catalasa (CAT), antes de criogenia en yemas de 2 clones de 

Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 días, diseccionadas y 

subcultivadas a medio MS por 3 días. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05) 
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7.2.2 Actividad de la peroxidasa  

 

Yemas provenientes de viplantas pretratadas con AS mostraron una disminución en el clon 

981818 del 22.2 %, mientras que las yemas provenientes del clon 06-27 mostraron un incremento 

del 78 % respecto a sus controles en la actividad de la peroxidasa (Fig. 6). 

 

 

Figura 6. Efecto del ácido salicílico en la actividad de la peroxidasa (POX), antes de criogenia en yemas de 2 clones 

de Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 días, diseccionadas y 

subcultivadas a medio MS por 3 días. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.2.3 Contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2)  

 

Las yemas provenientes de las vitroplantas pretratadas con AS del clon 981818 y 06-27 

mostraron un incremento del 60 % y 41.4 % respectivamente, en el contenido de peróxido de 

hidrógeno en contraste con el control (Fig. 7). 

 

 

Figura 7. Efecto del ácido salicílico en el contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2), antes de criogenia en yemas de 

2 clones de Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 días, diseccionadas 

y subcultivadas a medio MS por 3 días. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± el E.S. Letras 

diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.2.4 Contenido de prolina  

 

Yemas provenientes de vitroplantas pretratadas con AS del clon 981818 mostraron un 

incremento de 2.3 veces en el contenido de prolina, a su vez las yemas pretratadas con AS del clon 

06-27 mostraron un incremento del 48 % del contenido de prolina en ambos clones respecto a sus 

controles (Fig. 8). 

 

 

Figura 8. Efecto del ácido salicílico en el contenido de prolina (Pro), antes de criogenia en yemas de 2 clones de 

Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 días, diseccionadas y 

subcultivadas a medio MS por 3 días. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05) 
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7.3 Potencial hídrico en yemas de dos clones pretratados con ácido salicílico en la etapa de 

deshidratación en el método criogénico D-crioplaca 

 

Las yemas del clon 981818 y 06-27 provenientes de pretratamientos de AS mostraron un 

incremento significativo de 24.5 % y 12.4 % respectivamente; en comparación con los valores de 

potencial hidríco de los controles (Fig. 9). 

 

                        

Figura 9. Efecto del ácido salicílico en el potencial hídrico A), después de la deshidratación durante criogenia en 

yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 días, 

diseccionadas y subcultivadas a medio MS por 3 días. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.4 Supervivencia posterior a criogenia de dos clones pretratados con ácido salicílico  

 

Las yemas pretratadas en AS y sometidas a criogenia del clon 981818 mostraron un 

incremento en la supervivencia del 200 % y 96.2 % en las yemas pretratadas de AS del clon 06-

27 ambos respecto a su control (Fig. 10). 

 

 

 

Figura 10. Efecto del ácido salicílico en la supervivencia después de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan 

el promedio de 72 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas dentro de clones (Tukey, 

=0.05). 
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7.5 Actividad enzimática de la CAT y la POX, contenido de peróxido de hidrógeno y prolina 

a las 12 y 72h de regeneración después de criogenia en yemas de dos clones pretratados con 

ácido salicílico 

 

7.5.1 Actividad de la catalasa  

 

Las yemas pretratadas en AS del clon 981818 mostraron una disminución del 57 %, así 

como las yemas pretratadas de AS del clon 06-27 mostraron un incremento del 57 % en la actividad 

de la catalasa, a las 12 h en la etapa de regeneración después de ser sometidas a criogenia ambos 

respecto al control (Fig. 11). 

 

 

Figura 11. Efecto del ácido salicílico en la actividad de la catalasa (CAT) en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12 

horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a criogenia y regeneradas Las barras 

representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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A las 72 h de regeneración, las yemas de Solanum tuberosum pretratadas con AS sometidas 

a criogenia, mostraron un incremento en la actividad de la catalasa en el clon 981818 de 92 % y 

del 86 % en contraste con su respectivo control (Fig. 12). 

 

 
 

Figura 12. Efecto del ácido salicílico en la actividad de la catalasa (CAT), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum 

L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a criogenia y 

regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias 

significativas (Tukey, =0.05) 
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7.5.2 Actividad de la peroxidasa 

 

Las yemas pretratadas en AS del clon 981818 mostraron un incremento de 2.2 veces, así 

como una disminución del 83.6 % en las yemas del clon 06-27 en la actividad de la peroxidasa, 

ambos clones respecto al control después de 12 h de regeneración (Fig. 13). 

 

 

 

Figura 13. Efecto del ácido salicílico en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a 

criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas (Tukey, =0.05) 
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Las yemas pretratadas en AS del clon 981818 mostraron un incremento de 1.5 veces en la 

actividad de la peroxidasa y de 99 % en las yemas pretratadas de AS del clon 06-27, ambas respecto 

al control a las 72 h después de la regeneración (Fig.14). 

 

 

 

Figura 14. Efecto del ácido salicílico en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a 

criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.5.3 Contenido de peroxido de hidrógeno H2O2  

 

A las 12 h de regeneración, las yemas pretratadas en AS del clon 981818 mostraron una 

disminución del 71.0 % y del 31.4 % en las yemas pretratadas de AS del clon 06-27 en el contenido 

de H2O2, ambas respecto al control (Fig. 15). 

 

 

Figura 15. Efecto del ácido salicílico en el contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2) en yemas de 2 clones de 

Solanum tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas dentro de clones (Tukey, =0.05) 
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Las yemas pretratadas en AS del clon 981818 y 06-27 mostraron un decremento del 56.0% 

y 46.5% respectivamente, en el contenido de H2O2, ambos en contraste al control a las 72h después 

su regeneración de criogenia (Fig. 16). 

 

Figura 16. Efecto del ácido salicílico en el contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2), en yemas de 2 clones de 

Solanum tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.5.4 Contenido de prolina  

 

Después de 12 h de haber sido sometidas a criogenia, las yemas pretratadas con AS del 

clon 981818 no presentaron diferencias significativas en el contenido de prolina, mientras que las 

yemas pretratadas con AS del clon 06-27 mostraron un incremento 1.06 veces, ambos con respecto 

al control (Fig. 17). 

 

 

 

Figura 17. Efecto del ácido salicílico en el contenido de prolina (Pro), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. 

a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a criogenia y 

regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias 

significativas dentro de clones (Tukey, =0.05). 
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Las yemas pretratadas con AS del clon 981818 mostraron un decremento del 22.0 % en el 

contenido de prolina y un incremento de 16.3 % en las yemas del clon 06-27, ambos casos respecto 

al control a las 72 h después ser sometidas a criogenia (Fig. 18). 

 

 

 

Figura 18. Efecto del ácido salicílico en el contenido de prolina (Pro) en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. 

a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de AS, sometidas a criogenia y 

regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias 

significativas (Tukey, =0.05). 
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7.6 Altura de la vitroplanta, número de entrenudos, longitud de la raíz y peso fresco de 

vitroplantas en respuesta a la aplicación de peróxido de hidrógeno (H2O2) 

 

En el clon 981818 y 06-27 las vitroplantas provenientes de tratamientos de H2O2, mostraron 

en la altura de la vitroplanta una disminución respecto al control del 44.6 %  y  35.1 % 

respectivamente en la concentración de 5 mM, mientras que para la concentración de 10 mM se 

presentaron disminuciones del 45.9 %  y 56.2 % respectivamente, ambos clones en contraste con 

sus controles a los 30 días posteriores a la incubación (Fig. 19). 

 

 

Figura 19. Efecto de la incubación en H2O2 en la altura de la vitroplanta en 2 clones de Solanum tuberosum L. a los 

30 días de edad. Esquejes incubados por 1 h en H2O2 y sembrados en medio MS. Las barras representan el promedio 

de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  . 
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En el clon 981818 las plantas provenientes de tratamientos de H2O2 mostraron una 

disminución en la longitud de la raíz respecto al control del 27.8 %, 43.6 %, 46.44 % y 53.3 % en 

las concentraciones de 1 mM, 2.5 mM, 5 mM y 10 mM respectivamente a los de 30 días posteriores 

a la incubación (Fig. 20). En el clon 06-27 las plantas provenientes de tratamientos de H2O2 

mostraron una disminución en la longitud de la raíz respecto al control del 36.5 %, 30.4 %, 23.4 

% y 21.1 % en las concentraciones de 1 mM, 2.5 mM, 5 mM y 10 mM respectivamente, a los 30 

días de edad (Fig. 20). 

 

 

Figura 20. Efecto de la incubación en H2O2 en la longitud de la raíz de las vitroplantas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a los 30 días de edad. Esquejes incubados por 1 h en H2O2 y sembrados en medio MS. Las barras 

representan el promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, 

 . 
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En el clon 981818 las vitroplantas provenientes de tratamientos de H2O2 mostraron una 

disminución en el peso fresco respecto al control en las concentraciones de 2.5 mM, 5 mM y 10 

mM del 30.3 %, 36.4 % y 38.8 % respectivamente, a los 30 días posteriores a la incubación (Fig. 

21). En el clon 06-27 las vitroplantas provenientes de tratamientos de H2O2 mostraron una 

disminución en el peso fresco respecto al control en las concentraciones de 1 mM, 2.5 mM, 5 mM 

y 10 mM de un 21.3 %, 36 %, 50.4 % y 39.8 % respectivamente, a los 30 días después de la 

incubación (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Efecto de la incubación en H2O2 en el  peso fresco de las vitroplantas de 2 clones de Solanum tuberosum 

L. de 30 días de edad. Esquejes incubados por 1 h en H2O2 y sembrados en medio MS. Las barras son el promedio de 

24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  . 
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A los 30 días posteriores a la incubación en peróxido de hidrógeno, las vitroplantas del clon 

06-27 provenientes del tratamiento 10 mM de H2O2 mostraron una disminución en el número de 

entrenudos de un 50.51 %, mientras que vitroplantas del clon 981818 provenientes de todos los 

tratamientos de H2O2 no mostraron diferencias significativas en el número de entrenudos en 

plantas del clon  981818 (Fig. 22). 

 

 

 

    

 

Figura 22. Efecto de la incubación en H2O2 en el número de entrenudos de vitroplantas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. de 30 días de edad. Esquejes incubados por 1h en H2O2 y sembrados en medio MS. Las barras son el 

promedio de 24 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,  . 
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7.7 Efecto de pretratamientos de H2O2 en la actividad enzimática de la CAT y la POX, 

contenido de peróxido de hidrogeno y prolina antes de someterse a criogenia 

 

7.7.1 Actividad de la catalasa  

 

Yemas del clon 981818 provenientes de los tratamientos de peróxido de hidrógeno en las 

concentraciones de 1 mM y 5 mM, mostraron un incremento respecto al control de 45.4 % y 23.3 

% veces, correspondiente a cada tratamiento (Fig. 23). Las yemas de Solanum tuberosum L. del 

clon 06-27 provenientes de los tratamientos de peróxido de hidrógeno en las concentraciones de 1 

mM y 5 mM presentaron un decremento respecto al control de un 30.7 % y 46.1 % correspondiente 

a cada tratamiento (Fig. 23). 

 

 

Figura 23. Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de la catalasa (CAT), antes de criogenia en yemas de 2 

clones de Solanum tuberosum L. a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las barras representan el promedio 

de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.7.2. Actividad de la peroxidasa  

 

En el clon 981818 las yemas de Solanum tuberosum L. provenientes del tratamiento 1 mM 

de H2O2 mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa del 44 % respecto al control, 

mientras que las yemas provenientes del tratamiento 5 mM de H2O2 no mostraron diferencias 

significativas respecto al control (Fig. 24). En el clon 06-27 los microesquejes provenientes de los 

tratamientos 1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa del 75.3 

% y 1.3 veces respectivamente, en contraste con el control. (Fig. 24).  

 

 

 

Figura 24. Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de la peroxidasa (POX), antes de criogenia en yemas de 

2 clones de Solanum tuberosum L. a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las barras representan el 

promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.7.3 Contenido de peróxido de hidrógeno  

 

En yemas del clon 981818 provenientes de los tratamientos 1 y 5 mM de H2O2, se observó 

un incremento respecto al control en el contenido de peróxido de 1.1 y 2.1 veces respectivamente 

(Fig. 25). Las yemas del clon 06-27 provenientes del tratamiento 5 mM de H2O2 mostraron un 

incremento en el contenido de peróxido del 44.5 % respecto al control (Fig. 25). 

 

 

Figura 25. Efecto del peróxido de hidrógeno, en el contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2) antes de criogenia, en 

yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las barras representan 

el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.7.4 Contenido de prolina  

 

Yemas de los clones 981818 y 06-27 de Solanum tuberosum L. provenientes de los 

tratamientos de peróxido de hidrógeno no mostraron diferencias significativas respecto al control 

en el contenido de prolina (Fig. 26). 

 

 

Figura 26. Efecto del peróxido de hidrógeno en el contenido de prolina (Pro), antes de criogenia en yemas de 2 clones 

de Solanum tuberosum L. a los 30 días posteriores a la incubación en H2O2. Las barras representan el promedio de 9 

observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, α=0.05). 
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7.8 Potencial hídrico en yemas de dos clones pretratados con peróxido de hidrógeno, en la 

etapa de deshidratación en el método criogénico D-crioplaca 

 

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes de los tratamientos 1 y 5 

mM de H2O2 mostraron un incremento en el potencial hídrico de un 19.1 % y 23.7 % 

respectivamente, en contraste al control (Fig. 27). En yemas de papa del clon 06-27 provenientes 

de los tratamientos 1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento del 15.5 % y 16% respectivamente, 

en el potencial hídrico en contraste con el control (Fig. 27). 

 

 

Figura 27. Efecto del tratamiento de peróxido de hidrógeno en el potencial hídrico A), después de la deshidratación 

durante criogenia, en 2 clones de Solanum tuberosum L. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.9 Efecto de pretratamientos de H2O2 en la supervivencia a criogenia 

 

En el clon 981818 las yemas de Solanum tuberosum L. provenientes de los tratamientos 1 

y 5 mM de H2O2 y sometidas a criogenia, mostraron un incremento en la supervivencia de 2.3 y 

1.6 veces respectivamente, en comparación con el control. En el clon 06-27 las yemas de papa 

provenientes del tratamiento 1 y 5 mM de H2O2, después de ser sometidas a criogenia, mostraron 

un incremento en la supervivencia del 100 % y 58.3 % respectivamente, en comparación con el 

control (Fig. 28).  

 

       

Figura 28. Efecto del peróxido de hidrógeno en la supervivencia después de criogenia, de yemas de 2 clones de 

Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, sometidas a criogenia y 

regeneradas por 3 días. Las barras representan el promedio de 72 observaciones ± E.S. Letras diferentes muestran 

diferencias significativas dentro de clones (Tukey, =0.05). 
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7.10 Actividad enzimática de la CAT y la POX, contenido de peróxido de hidrógeno y prolina, 

a las 12 y 72h de regeneración después de criogenia con un pretratamiento de ácido salicílico 

 

7.10.1 Actividad de la catalasa  

 

Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 y 06-27 provenientes del 

pretratamiento 5 mM de H2O2, mostraron un incremento en la actividad de la catalasa del 47.8 % 

y 48.3 %, mientras que las yemas de ambos clones provenientes del pretratamiento de 1 mM no 

mostraron diferencias significativas respecto al control, después de someterse a criogenia y 

permanecer 12 h en medio de regeneración (Fig. 29).  

 

 

 

Figura 29. Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de la catalasa (CAT), en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes de los pretratamientos 

1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento respecto al control en la actividad de la catalasa 

después de someterse a criogenia y permanecer 72 h en medio de regeneración del 64.5 % y 51.4 

% respectivamente (Fig. 30). Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes de 

los pretratamientos 1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento respecto al control en la actividad 

de la catalasa, después de someterse a criogenia y permanecer 72 h en medio de regeneración de 

53.9 % y 90 % respectivamente (Fig. 30). 

 

 

Figura 30. Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de la catalasa (CAT), en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.10.2 Actividad de la peroxidasa  

 

Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del pretratamiento 5 

mM de H2O2, mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa a las 12 h en medio de 

regeneración después de criogenia del 71 % respecto al control, mientras que las yemas del clon 

06-27 provenientes de ambos tratamientos, así como las yemas provenientes del tratamiento 1 mM 

de peróxido de hidrógeno, no presentaron diferencias significativas en la actividad de la peroxidasa 

en contraste a sus controles (Fig. 31).  

 

 

Figura 31. Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, 

sometidas a criogenia y regeneradas Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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Las yemas del clon 981818 provenientes de los pretratamientos 1 y 5 mM de H2O2 

mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa, después de someterse a criogenia y 

permanecer 72 h en medio de regeneración con un incremento estadísticamente significativo de 

3.6 y 2.6 veces respectivamente, en contraste con el control (Fig. 32). Yemas del clon 06-27 

provenientes de los pretratamientos de 1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento 

estadísticamente significativo a las 72 h de regeneración en la actividad de peroxidasa de 2.1 y 1.6 

veces respectivamente a cada tratamiento y tomando como referencia al control (Fig. 32). 

 

 

Figura 32. Efecto del peróxido de hidrógeno en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, α=0.05). 
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7.10.3 Contenido de peróxido de peróxido de hidrógeno 

 

Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del pretratamiento 5 

mM de H2O2 mostraron una disminución en el contenido de peróxido de hidrógeno a las 12 h de 

ser regeneradas del 54.0 % respecto al control, mientras que las yemas de papa provenientes del 

pretratamiento de 1 mM no mostraron diferencias significativas respecto al control (Fig. 33). Las 

yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes de los pretratamientos 1 y 5 mM de 

H2O2 mostraron una disminución respecto al control en el contenido de peróxido de hidrógeno 

después de someterse a criogenia y permanecer 12 h en medio de regeneración del 51.8 % y 33 % 

respectivamente (Fig.33). 

 

 

Figura 33. Efecto del peróxido de hidrógeno en el contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2), en yemas de 2 clones 

de Solanum tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, 

diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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Las yemas del clon 981818 provenientes del pretratamiento 5 mM de H2O2 mostraron un 

incremento de 3 veces respecto al control, mientras que las yemas de papa provenientes del 

pretratamiento de 1 mM no mostraron diferencias significativas respecto al control (Fig. 34). Las 

yemas del clon 06-27 provenientes de los pretratamientos 1 y 5 mM de H2O2 mostraron una 

disminución en el contenido de peróxido de hidrógeno después de someterse a criogenia y 

permanecer 72 h en medio de regeneración con una disminución de un 58.6 % y 67.7 % respecto 

al control (Fig. 34). 

 

 

 

Figura 34. Efecto del peróxido de hidrógeno, en el contenido de peróxido de hidrógeno (H2O2) en yemas de 2 clones 

de Solanum tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, 

diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. 

Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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7.10.4 Contenido de prolina  

 

Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes de los pretratamientos 

1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento respecto al control en el contenido de prolina a las 72 

h de ser regeneradas del 77.6 % y 1.5 veces respectivamente (Fig. 35). Las yemas de Solanum 

tuberosum L. del clon 06-27 provenientes de los pretratamientos 1 y 5 mM de H2O2 mostraron un 

incremento del contenido de prolina después de someterse a criogenia y permanecer 12 h en medio 

de regeneración de 5.0 y 6.6 veces respectivamente a cada tratamiento, en contraste con el control 

(Fig. 35). 

 

Figura 35. Efecto del peróxido de hidrógeno en el contenido de prolina (Pro) en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, =0.05). 
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Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes de los pretratamientos 

1 y 5 mM de H2O2 mostraron un incremento en el contenido de prolina a las 72 h de ser 

regeneradas, del 37.1 % y 90.1 % respecto al control (Fig. 36). Las yemas de Solanum tuberosum 

L. del clon 06-27 provenientes del pretratamiento 1 mM mostraron una disminución en el 

contenido de prolina de un 25.1 % respecto al control y las yemas provenientes de la concentración 

5 mM de H2O2 mostraron un incremento en el contenido de prolina del 36.6 %, respecto al control 

(Fig. 36). 

 

 

Figura 36. Efecto del peróxido de hidrógeno en el contenido de prolina (Pro) en yemas de 2 clones de Solanum 

tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneración. Yemas provenientes de tratamientos de H2O2, diseccionadas, 

sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones ± E.S. Letras diferentes 

muestran diferencias significativas (Tukey, α=0.05). 
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 Evaluación del efecto del ácido salicílico en parámetros de crecimiento en Solanum 

tuberosum L.  

 

El efecto de la incubación en AS (10-5, 10-6 M) en parámetros de crecimiento ha sido 

reportado anteriormente en microplantas de papa, donde se observó un incremento del peso fresco, 

la longitud de tallo y raíz (Ruiz-Saenz et al., 2019) antes de someterse a crioterapia. En contraste 

con lo anterior, la misma concentración de AS (10-6 M) utilizada en esta investigación con 

microplantas del clon 981818 presentó una disminución en las mismas variables (Fig. 1, 2, 3) y 

microplantas del clon 06-27 mostraron una reduccion en la longitud de raíz (Fig. 1), sin cambios 

en los demás parámetros estudiados (Fig. 2, 3, 4).  

 

En microplantas del clon 981818 incubadas con AS (10-6 M), se observó un efecto de 

inhibición en el crecimiento (Fig. 1, 2) , al igual que se reporta una inhibición de tallos y raíces en 

microplantas de papa en presencia de AS en la concentración de 0.1 mM (Mora-Herrera y López-

Delgado, 2006). Los clones 981818 y 06-27 mostraron una disminución significativa en la altura 

de la planta en presencia de AS (Fig.1), efectos de reducción de longitud de tallos de microplantas 

de papa se han reportado al utilizar salicilatos, específicamente en presencia de ácido acetil 

salicílico, en concentraciones de 250-750 M ( López-Delgado et al., 1998). 

 

En esta investigación las microplantas del clon 981818 presentarón un aumento en el 

contenido de H2O2 (Fig. 7) y una diminución de la actividad en las enzimas CAT y POX (Fig. 5, 

6), lo cual se refleja en una disminución general de su crecimiento (Fig.1, 2, 3, 4), mientras que en 

el clon 06-27, las vitroplantas presentarón un aumento en el contenido H2O2 (Fig.7) y la actividad 

de POX (Fig. 6) además de una disminución en la actividad de la CAT (Fig.5), por lo que podemos 

inferir que la presencia AS es genotipo dependiente (Mora-Herrera y López-Delgado et al., 2006) 

y interacciona con el AS en parámetros de crecimiento vegetal y en el sistema antioxidante 

enzimático (CAT, POX ; Arfan 2009; Khan et al., 2016).  
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8.2 Evaluación del efecto de ácido salicílico en la supervivencia en Solanum tuberosum L.  

 

La respuesta fisiológica obtenida por incubaciones de AS en microplantas de papa (Fig. 1, 

2, 3), ha sido reportada en clones de papa, donde se mostro el efecto de inducción de tolerancia a 

criogenia (Ruiz-Saenz et al., 2019), al igual que se encontró en esta investigación (Fig. 10). La 

evaluación de parámetros de crecimiento como los de la presente investigación (Fig. 1, 2, 3, 4 ), 

aporta información sobre el estado fisiológico del explante antes de criogenia, complementado con 

su estado enzimático en la CAT (Fig.5), la POX (Fig.6) y contenidos de H2O2  (Fig.7) y Prolina 

(Fig.8), lo cúal podrían dilucidar los posibles mecanismos involucrados en un aumento de la 

supervivencia (Fig.10). En concordancia con Kaczmarczyk et al. (2012), donde se expone que las 

condiciones previas a criogenia tienen un efecto directo en la supervivencia y regeneración. 

 

En papa los porcentajes de supervivencia suelen fluctuar dependiendo de la especie y el 

genotipo, como los reportados en la recopilación de Kaczmarczyk et al. (2012), en esta 

investigación los porcentajes obtenidos fuerón de un 8.3 % para el clon 981818 y un 17.7 % en el 

clon 06-27 en ausencia de AS (Fig. 10). 

 

Cuando los porcentajes de supervivencia o regeneración son bajos, los medios se adicionan 

con reguladores del crecimiento en la fase inical o final a criogenia, algunos ejemplos son: zeatina, 

AIA (acido indolacetico), BAP (bencilaminopurina), ANA (ácido naftalenacetico) y GA3 

(Giberelico; Hirai y Sakai, 1999). En este estudio en ninguna etapa se adicionarón fitohormonas, 

la adición de AS en el medio de cultivo es una alternativa al uso de fitohormonas, ya que de igual 

manera incrementa los porcentajes de supervivencia (Fig.10). 

 

La incubación de moleculas relacionadas con la tolerancia a temperaturas bajas como AS 

ha sido probado en criogenia para aumentar los porcentajes de supervivencia y regeneración en 

especies como Vitis vinifera (Pathirana et al., 2016), Melia azedarach (Bernard et al., 2002) y 

Solamun tuberosum L. (Ayala-Hernadez et al., 2019), en el presente trabajo en papa se confirmo 

que el uso de AS es una alternativa como tratamiento antes de criogenia, para la inducción de 

tolerancia a criogenia, al incrementar los porcentajes de supervivencia (Fig.10). 
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Los factores involucrados en los procesos criogénicos como son, la producción de las 

EROS, la actividad enzimática y la acumulación de osmolitos han empezado a ser estudiados en 

diversas especies y en las diferentes fases de la criogenia (Poobathy et al., 2013; Jia et al., 2016; 

Lynch et al., 2011; Zhang et al., 2015). Previamente incubaciones de AS realizadas en 

microplantas de papa mostraron una inducción de tolerancia a crioterapia, con efectos deseables 

en regeneración en procesos criogénicos (Ruiz-Saenz et al., 2019).  

 

Las yemas de los clones 981818 y 06-27 provenientes del tratamiento de AS mostraron que 

la supervivencia podría estar ligada a la fase de precultivo (Fig. 5, 7, 8), ya que de manera similar 

a lo descrito por Pathirana et al., (2016), la presencia de AS en el medio de cultivo por varias 

semanas induce una respuesta de tolerancia a criogenia, aumentando los porcentajes de 

supervivencia y regeneración. Un aumento general de la supervivencia en yemas de ambos 

genotipos provenientes de AS, puede estar ligado a una respuesta en común en la fase anterior a 

criogenia, observandose que la concentración de 10-6 M de AS induce una reducción de la actividad 

de la CAT (Fig.5), un aumento del contenido de H2O2 (Fig.7) y un aumento en la acumulación de 

Pro (Fig.8) independientemente del genotipo. 

 

El estado fisiológico y bioquímico de los explantes es considerado un aspecto importante 

en la criopreservación, siendo esencial para obtener condiciones exitosas de deshidratación, 

tolerancia a baja temperatura y regeneración (Sakai y Engelmann 2007). Niveles bajos de la 

actividad de la CAT y la APX se reportan en la etapa previa a criogenia en Passiflora Suberosa 

con una relación de supervivencia del 40.0 % (Vianna et al., 2019), lo cual coincide con resultados 

presentes en esta investigación donde yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. y proveniente 

del tratamiento de AS mostraron una actividad de la CAT baja en la fase previa a criogenia (Fig.5) 

pero valores de supervivencia de entre 25- 34.3 % (Fig. 10) . 

 

 En el presente estudio yemas incubadas en AS, presentarón un mismo patrón de respuesta 

en el contenido de peróxido de hidrógeno, a lo largo del proceso criogénico en las 3 fases evaluadas 

(Fig. 7, 15, 16), un incremento de los niveles de H2O2 en la fase anterior a criogenia pudo ser un 

disparador de mecanismos de señalización (Fig. 7), resultando en la fase posterior en un 
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incremento de la actividad enzimática de la CAT (Fig.12) y la POX (Fig. 14), en la fase de 

regeneración a las 72 h y conduciendo a un aumento de la supervivencia (Fig. 10). En concordancia 

con la descripción de Vianna et al., (2019), donde se menciona que una reducción de las EROS en 

la fase posterior a criogenia, esta relacionada con un aumento en la actividad enzimática como se 

observo en Passiflora suberosa . 

 

Para poder explicar mas a fondo, los resultados se abordaron en cada fase, así como los 

mecanismos relacionados, a fin de analizar si la presencia de AS induce un mecanismo general en 

clones de papa ó si existen múltiples mecanismos que se expresan y que permiten de forma 

acumulativa inducir un aumento en los porcentajes de supervivencia.  

 

8.3 Efecto del Ácido Salicílico en la actividad enzimática la CAT, la POX y los contenidos de 

H2O2 y Pro antes de criogenia 

 

La catalasa (CAT) es una enzima que se ha reportado que se inhibe en presencia del AS en 

concentraciones de 0.01 y 0.1 mM (Mora-Herrera et al., 2005). De igual manera incubaciones de 

AS en microplantas de papa en los clones 981818 y 06-27, presentarón una disminución en la 

actividad de la CAT (Fig. 5). Una disminución de la actividad de la CAT, puede conducir 

directamente a una acumulación de H2O2 desencadenando la cascada de señalización ante estrés a 

frío o congelamiento (Hossain et al., 2015). Una acumulación en ambos clones del contenido de 

H2O2 (Fig.7), se mostró con relación a una diminución en la actividad de la CAT (Fig.5), en la 

presente investigación en plantas pretratadas con AS, lo cúal coincide con lo observado por López-

Delgado et al., (2018), donde reportarón un incremento del contenido de H2O2 inducido por una 

disminución de la CAT en plantas de papa asperjadas con AS 10-5 M antes de ser expuestas a -6 

ºC (López-Delgado et al., 2018). 

 

Por otra parte, la actividad de la peroxidasa (POX) mostró un patrón opuesto entre las 

yemas pretratadas con AS de los clones 981818 y 06-27 (Fig.6). El incremento de la actividad de 

la POX y una disminución en la actividad de la CAT, solo se presentó en yemas del clon 06-27 en 

presencia de AS (Fig.6). Un aumento de la actividad enzimática en frío se ha reportado, enzimas 

como la ascorbato peroxidasa (APX), la guayacol peroxidasa (POX) y la gluthation reductasa (GR) 
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junto con una disminución de la actividad de la catalasa durante aclimatización a frío (Kocsy et 

al., 2001; Baek y Skinner 2012; Janda et al., 2015). Saleem et al., (2020) han reportado que la 

aclimatización induce per se una acumulación endógena de moléculas como el AS, lo cual podría 

inducir los mecanismos de señalización anteriormente mencionados. 

 

La actividad de la POX y su correlación con la tolerancia al congelamiento en criogenia ha 

sido poco explorada, pero se ha demostrado que la actividad de la POX se incrementa en presencia 

de agentes osmóticos, mientras los niveles de la CAT bajan, aún así los tratamientos mejoran la 

supervivencia en embriones somáticos de olivo, (Lynch et al., 2011), lo anterior indica una posible 

relación entre la supervivencia a criogenia (Fig.10), ligada a los niveles enzimáticos previo en la 

actividad de la POX en yemas del clon 06-27 proveniente de la incubación de AS, en conjunto con 

la actividad enzimática de la CAT (Fig.5). 

 

Mientras que la relación entre una disminución de la actividad de la POX en yemas 

pretratadas con AS del clon 981818 (Fig. 6), más una disminución de la actividad de la CAT (Fig. 

5), puede estar relacionada con un aumento en los niveles de Pro (Fig. 8), como se ha reportado en 

callos de O. Europea, donde un tratamiento osmótico previo a criogenia, disminuyo la actividad 

enzimática de la CAT y la POX, pero incremento los niveles de Pro, resultado en un aumento 

significativo de la supervivencia en criogenia (Lynch et al., 2011). Lo cúal indica que la actividad 

de la POX previa a la exposición a temperaturas bajas o ultrabajas puede inducir tolerancia 

dependiente de la sensibilidad del genotipo. 

 

La acumulación de H2O2 en plantas de Solanum tuberosum L. pretratadas con AS antes de 

someterse a frío ó congelamiento ha sido reportado en diversos trabajos (Mora-Herrera et al., 2005; 

Mora-Herrera y López-Delgado, 2006; López-Delgado et al., 2018), respuesta similar encontrada 

en yemas de los clones 981818 y 06-27 de Solanum tuberosum antes de ser sometidos a criogenia 

(Fig. 7), donde se observó una disminución de la actividad de la CAT (Fig.5), generando cambios 

en el sistema antioxidante en la fase de regeneración, resultando en un incremento significativo en 

la supervivencia de ambos clones (Fig. 10). Un disminución en la actividad de la CAT puede 

conducir a la acumulación de H2O2. en diversas fases en los procesos criogénicos (Poobathy et al., 

2013).  
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Este incremento de los niveles de H2O2 conduce a la señalización y producción de 

moléculas que inhiben su sobreproducción, como lo son acumulación de azucares o producción de 

osmolitos como prolina o glicina betaína que evitan los daños celulares (Kumar y Yadav 2009; 

Iqbal et al., 2015; Noreen et al., 2018) Lo anterior coincide con la respuesta presente en esta 

investigación donde yemas pretratadas con AS de los clones 981818 y 06-27 mostraron un 

incremento del contenido de H2O2 (Fig. 7), una disminución de la actividad de la CAT (Fig.5) y 

un incremento del contenido de Pro (Fig. 8) antes de criogenia. 

 

En el presente trabajo se observó un incremento en el contenido de prolina en yemas 

pretratadas con AS de Solanum tuberosum L. de los clones 981818 y 06-27 (Fig.8) lo cual coincide 

con lo descrito por Eraslan et al., (2007) donde la aplicación de AS regula la acumulación de 

prolina y reduce la acumulación de iones tóxicos en raíces. Hayat et al., (2010) menciona que la 

presencia de AS en diversos niveles organizacionales en la célula conduce a un incremento en la 

producción y acumulación de prolina en presencia de factores de estrés biótico o abiótico, 

particularmente Pro mantiene el balance redox en la homeostasis celular durante estrés y puede 

mitigar el efecto dañino de las EROS (Ignatenko et al., 2019). Niveles superiores de supervivencia 

estan ligados a la presencia de Pro (Lynch et al., 2011; Georgieva et al., 2014; Vianna et al., 2019), 

en la fase previa a criogenia, como se muestra en este trabajo en yemas de microplantas incubadas 

en AS (Fig.8). 

 

 En criogenia la inducción de osmolitos es sumamente importante ya que se ha demostrado 

que estos ayudan a la estabilización de la membrana plasmática durante los diversos estadios en 

los procesos criogénicos (Georgieva et al., 2014; Vianna et al., 2019). Lo cual podría ser un factor 

relacionado con el incremento en los porcentajes de supervivencia de yemas pretratadas con AS y 

sometidas a criogenia (Fig. 10) del presente trabajo de investigación.  

 

8.4 Efecto del pretratamiento de Ácido Salicílico en Solanum tuberosum L. en el potencial 

hídrico en la deshidratación en el método criogénico D-crioplaca 
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El incorporar o modificar los protocolos como la adición de moléculas antioxidantes como 

pretratamientos puede reducir el riesgo de daños celulares importantes. La adición de compuestos 

con cualidades crioprotectantes, en el precultivo se realiza con agentes osmóticos (Rajasekharan, 

2006; Lynch et al.,2011), los cúales incrementan de forma indirecta los niveles de enzimas 

antioxidantes y los niveles endógenos de AS, H2O2 y osmolitos (Lynch et al., 2011). La 

cristalización del agua se puede evitar disminuyendo el punto de congelamiento, adicionando altas 

concentraciones de solutos, hasta que la solución liquida se vuelva cada vez más viscosa a medida 

que la temperatura disminuye, volviéndose un sólido vítreo. (Meryman 1977). La reducción de 

agua celular es crucial para una criopreservación exitosa, los métodos empleados en la 

deshidratación en criogenia carecen de una base cuantitativa y solo son reportados por estadios de 

tiempos en soluciones vitrificadoras, flujo laminar o gel sílica. Esto requiere que se establezca la 

relación termodinámica entre el estado energético del agua en el aire (potencial hídrico,A) y el 

del agua contenida en el tejido seco (Livingston et al., 1992, Liang y Sun 2000). En este trabajo 

yemas provenientes de pretratamientos de AS de los clones 981818 y 06-27 mostraron un aumento 

en el potencial hídrico en deshidratación a los 90 min en gel sílica con un valor de entre -18.87 y 

-18.22 MPa (Fig. 9), con un incremento de los porcentajes de supervivencia después de criogenia 

(Fig. 10). Los valores anteriores coinciden con Percy et al., (2001) donde se reporta una alta 

regeneración de embriones somáticos de Picea glauca deshidratados en condiciones controladas 

y sometidos a criogenia, los cuales mostraron valores deA de entre -15 y -20MPa en la 

deshidratación y que indica que son valores cercanos a los límites apoplásticos.  

 

Yemas del clon 06-27 del grupo control mostraron un A de -20.81 MPa (Fig. 9), lo cual 

indica que se encuentran al borde del límite de A ideal que propone Percy et al., (2001) mientras 

que las yemas del clon 981818 del grupo control mostraron un A de -24.98 MPa (Fig. 9) y una 

supervivencia sumamente baja de 8.33 % (Fig. 10).Valores más altos o más bajos de potencial 

hídrico reducen significativamente los porcentajes de supervivencia en los explantes regenerados 

como reporta Percy et al., (2001). Los efectos adversos de la deshidratación y la oxidación pueden 

minimizarse incorporando antioxidantes en el medio de cultivo previo a criogenia. Tal como se 

muestra en plantas pretratadas con AS y sometidas a deshidratación en el procesos de criogenia de 

este estudio (Fig. 9). La adicion de los agentes inductores ha sido probado exitosamente en la 

criopreservacion de kiwi (Mathew et al., 2018), mora (Uchendu et al., 2010 ) y Vitis vinífera (Volk 
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et al., 2018). Siendo este el primer reporte en papa donde se realiza la medición del potencial 

hídrico, en la fase de deshidratación de manera reproducible como alternativa de la estandarización 

de protocolos de especies de interés. El establecer formas mas cuantitativas de evaluación de la 

deshidratación en los tejidos, ayudara a mejorar e implementar los métodos criogénicos en diversas 

especies de interés. 

 

8.5 Efecto del pretratamiento de AS en Solanum tuberosum L. en la CAT, la POX, contenidos 

de H2O2 y Pro, después de criogenia 

 

Los niveles enzimáticos y el contenido de las EROS en los procesos criogénicos ha sido 

estudiados en especies de Hypericum (Georgieva et al., 2014 ), protocormos de Dendrobium (Jia 

et al., 2016; Poobathy et al., 2013), callos embriogénicos de Agapanthus preacox (Zhang et al., 

2015), embriones somáticos de olivo (Lynch et al., 2011) y ápices de Passiflora suberosa (Vianna 

et al., 2019). En esta fase se determino el efecto del AS despues de criogenia en yemas de papa en 

los parametros de la CAT, la POX, contenidos de H2O2 y Pro. 

 

La actividad de la CAT en plantas del clon 06-27 pretratadas con AS a las 12 h y 72 h en 

regeneración mostraron un incremento del 56.7 y 86 % respecto al control (Fig. 11, 12) lo cual 

coincide con lo reportado en plantas pretratadas con ácido abscísico (ABA) donde se 

incrementaron los niveles de la CAT en la fase de regeneración después de criogenia en especies 

de Hypericum, con un incremento en la actividad de la CAT del 220 % para Hypericum 

rumeliacum y 115 % en Hypericum tetrapterum (Georgieva et al., 2014). Donde se observa que 

moléculas involucradas en procesos de tolerancia a temperaturas bajas como el AS y el ABA 

pueden ser alternativas en la etapa de precultivo y con una posible activación del sistema 

antioxidante en la fase de regeneración, ya que el AS puede incrementar la cantidad de ABA 

(Scandalios et al., 1997; Saleem et al., 2020).  

 

Vianna et al., (2019) reportaron un decremento en la actividad de la CAT en las primeras 

horas de recuperación después de criogenia en ápices de Passiflora Suberosa y un aumento en la 

actividad de esta enzima a los 10 días, datos que coinciden con los resultados obtenidos en esta 

investigación donde yemas del clon 981818 pretratadas con AS, sometidas a criogenia y 
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muestreadas en la fase de regeneración a las 12 h mostraron una disminución en la actividad de  la 

CAT de un 57 % respecto al control (Fig.11), y un aumento significativo del 92 % de la actividad 

de la misma a los 3 días (72 h; Fig. 12). Ambos clones pretratados con AS muestran un aumento 

en la actividad de la catalasa en la fase de regeneración de 3 días (Fig. 12), respecto a las 12 h (Fig. 

11), lo cúal coincide con un aumento de la actividad de esta enzima en la criopreservación de 

Passiflora Suberosa, Hypericum y Agapanthus praecox (Vianna et al., 2019; Georgieva et al., 

2014; Zhang et al., 2015).  

 

López-Delgado et al., 2018 reportan que plantas provenientes de minitubérculos de 

Solanum tuberosum L. cv. Granate pretratados con AS (10-5 M) y expuestos a congelamiento (-6 

ºC, 4h) mostraron un incremento en la actividad de la CAT y un menor contenido de H2O2, niveles 

que afectarón positivamente en la supervivencia de papa con un incremento respecto al control en 

la supervivencia de 1.47 veces. Resultados similares fueron obtenidos en esta investigación donde 

yemas provenientes de AS (10-6 M) del clon 06-27 y expuestas a criogenia, a las 12 h en 

regeneración mostraron un incremento del 57 % veces en la actividad de la CAT (Fig. 11), una 

diminución del contenido de H2O2 en un 31.35 % (Fig. 15), resultando en niveles de supervivencia 

con un aumento de 94.2 % veces (Fig.10). 

 

Yemas del clon 981818 pretratadas con AS, sometidas a criogenia y cuantificadas a las 12 

h en regeneración mostraron una disminución de la actividad de la CAT (Fig. 11) y de contenido 

de peróxido de hidrógeno (Fig. 15), aunque la CAT es la principal enzima que se encarga de 

dismutar al H2O2, existen otras enzimas encargadas de eliminar la sobreproducción de H2O2 como 

lo son las peroxidasas (la APX, la POX, la GPX; Zhang et al., 2015), en este caso en suponer se 

puede explicar los niveles más bajos de H2O2 por un incremento en la actividad de la POX de 2.2 

veces respecto al control a las 12 h (Fig. 13), lo cual ayudo aumentar los niveles de supervivencia 

(Fig. 10). 

 

La estabilización de algunas enzimas se puede dar en un periodo de tiempo de recuperación 

más extenso, que depende de la especie en cuestión que se desee analizar, además de considerar 

que la respuesta genética individual estará presente; en este trabajo se observó que a las 12 h se 
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muestran algunos cambios enzimáticos y en el contenido de peróxido de hidrógeno, en respuesta 

celular al estrés generado en la criogenia. 

 

A las 72h de regeneración los niveles enzimáticos de la CAT y la POX en ambos clones 

mostraron un aumento significativo en las yemas pretratadas con AS (Fig.12, 14) , así mismo se 

mostró una disminución de los niveles de H2O2 (Fig.16), pero sin un patrón similar en prolina 

(Fig.18), con un aumento en los porcentajes de supervivencia (Fig.10) lo cual indica una inducción 

de tolerancia a criogenia que se puede visualizar con una activación de los sistemas antioxidantes 

en los primeros días de regeneración en explantes de Solanum tuberosum L., los cuales muestran 

un incremento significativo en la supervivencia de ambos clones (Fig. 10). 

 

La producción de la EROS en temperaturas bajas se presenta a lo largo del proceso 

criogénico. El estrés térmico (frío) genera estrés oxidativo y la producción de una gran cantidad 

de las EROS como O2
-, OH- y H2O2 (Mittler et al., 2002), en respuesta a este incremento se activan 

varios sistemas enzimáticos antioxidantes como la SOD, la CAT, la POX, la APX; las cuales se 

pueden alterar con pretratamientos de AS en estrés térmico (Mutlu et al., 2013). AS controla la 

expresión de varias enzimas claves como la gluation reductasa (GR), la glutation sintetasa (GSH 

sintasa), la glutation peroxidasa (GPX), la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) y la 

dehidroascorbato reductasa (DHAR), lo que refleja el rol vital del AS en la tolerancia a estrés 

abiótico en plantas vía ciclo del Glutation-Ascorbato (Mustafa et al., 2018; Yan et al., 2018). El 

AS reduce la sobreproducción de EROS mediante el ciclo del ascorbato-glutation e induce la 

actividad de la SOD que se asocia con un incremento de los niveles de Ca+ y H2O2, lo que estimula 

la actividad antioxidante conduciendo a la eliminación de radicales libres (Arfan 2009) y 

adicionalmente AS induce el metabolismo de prolina, que puede deberse a la inducción en la 

enzima biosintética (pirolina-5-carboxilato reductasa γ-glutamilkinasa) dando a las membranas 

celulares más crioestabilidad lo cual es un prerequisito de la tolerancia en plantas a frío o 

congelamiento (Gusta y Wisniewski 2013; Luo et al., 2014). 

 

8.6 Evaluación del efecto de peróxido de hidrógeno en parámetros de crecimiento en 

Solanum tuberosum L. 
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La presente investigación es el primer reporte, donde se realizo la incubación de peróxido 

de hidrógeno, para la inducción de tolerancia a criogenia, en yemas de papa y su relación con las 

enzimas antioxidantes (la CAT y la POX) y contenidos de peróxido de hidrógeno y prolina. 

 

Plantas de Solanum tuberosum L. de los clones 981818 y 06-27 provenientes de 

incubaciones en 5 y 10 mM de peróxido de hidrógeno mostraron una disminución en las variables 

de crecimiento, como altura de la planta, longitud de la raíz y peso fresco (Fig. 19, 20, 21). Mora 

Herrera y López-Delgado (2006), reportan que microplantas de papa incubadas en concentraciones 

de 0.1–50 mM no mostraron inhibición en el crecimiento de tallos y raíces. El peróxido de 

hidrógeno bajo condiciones de estrés y no estrés muestra localizaciones especifican en los tejidos, 

generalmente se asocia con los tejidos vasculares como las nervaduras de las hojas (Beltrán et al., 

2018) y se localiza en mayor concentración en la parte foliar, ya que este se genera de forma normal 

durante la fotosíntesis. El peróxido de hidrógeno reacciona con facilidad con biomoléculas, regula 

los patrones de expresión en los procesos de ciclos celulares (Slesak et al., 2007). La longitud de 

la raíz en ambos clones de papa particularmente se inhibió en presencia de H2O2 (Fig. 20), Xiong 

et al., (2015) reportaron que la aplicación exógena de H2O2 induce una inhibición en la elongación 

de raíces, pero incrementa la expansión celular y el diámetro de las raíces. Vanderauwera et 

al.,(2005) reportan evidencia de la relación existente entre el peróxido de hidrógeno y la 

acumulación de reguladores del crecimiento en plantas. Un incremento en los niveles de auxinas, 

disparan la acumulación de H2O2 resultando en una reducción de la elongación y crecimiento de 

las raíces. Plantas de papa de clon 06-27 incubadas en presencia de H2O2 en la concentración de 

10 mM mostraron una disminución del número de entrenudos (Fig.22) así como en las demás 

variables (Fig.19, 20, 21). Una adecuada elección del material vegetal antes de someterse a 

criogenia es fundamental para el éxito del protocolo criogénico por lo cual se eligieron las 

siguientes concentraciones 1 y 5 mM para ser evaluadas en las siguientes fases experimentales.  

 

 

 

 

8.7 Efecto del pretratamiento de peróxido de hidrógeno en la supervivencia en Solanum 

tuberosum L. antes de someterse a criogenia 
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Medios adicionados con antioxidantes en la fase de precultivo pueden incrementar la 

regeneración a la exposición a temperaturas ultrabajas (Benson et al., 1995 ). En este trabajo se 

encontró que la aplicación de AS (Fig. 1, 2, 3, 4) y concentraciones de H2O2 (Fig. 19, 20, 21,22) 

inducen una reducción en parámetros de crecimiento. Este contraste nos permite observar los 

efectos del H2O2 en explantes de papa de los clones 981818 y como las concentraciones podrían 

estar implicadas en los procesos enzimáticos y contenidos de peróxido de hidrógeno, como 

evaluación del explante vegetal antes de criogenia, para poder correlacionarlo con la supervivencia 

obtenida.  

 

Este trabajo comprueba que efectivamente la aplicación de peróxido de hidrógeno en la 

fase previa incrementa los niveles de supervivencia (Fig. 28) como se obtuvo en los resultados de 

AS (Fig. 10), posiblemente con mecanismos similares entres los tratamientos de AS y H2O2 en la 

concentración 1 mM, donde se observaron similitudes entre el contenido de peróxido de hidrógeno 

previo a criogenia (Fig. 7, 25), conduciendo a una posible inducción del sistema antioxidante , ya 

que en la fase final se obtuvo un incremento en AS y H2O2 en la actividad enzimática de la CAT 

(Fig. 12, 30), la POX (Fig. 14, 32) y contenidos de H2O2 (Fig. 16 ,34) y Prolina (Fig. 18, 36), 

resultado finalmente en un incremento en la supervivencia con ambas moléculas. 

 

Actualmente se desconocen los mecanismos exactos que nos permiten relacionar 

directamente a la supervivencia de forma lineal, por lo tanto, podemos deducir que la supervivencia 

es el resultado de la inducción de un conjunto de mecanismos que ayudaran a que las células 

vegetales, soporten el estrés generado en las fases criogénicas. Algunos puntos clave dentro de la 

criogenia son la deshidratación, el congelamiento y descongelamiento (Benson, 2008). Cada uno 

genera diferentes condiciones de estrés abiótico, en criogenia se ha monitoreado la relación entre 

la producción de EROS y la actividad del sistema antioxidante, dando como resultado cambios es 

los porcentajes de supervivencia (Zhang et al., 2015; Jia et al., 2016; Lynch et al., 2011; Rahmad 

et al., 2015; Danova et al., 2012).  

 

En papa la aplicación exógena de H2O2 ha sido utilizada con la finalidad de minimizar 

daños causados por estrés biótico y abiótico (Aguilar-Camacho et al., 2016; López Delgado et al., 
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1998; 2004; 2018) especialmente en frío y congelamiento (Mora-Herrera et al., 2005, Mora-

Herrera y López-Delgado 2006; López-Delgado et al., 2018).  

 

El efecto de las aplicaciones exógenas de las concentraciones de H2O2, 1 y 5mM, se 

abordan a continuación en cada una de las fases y se proponen cuales podrían ser los posibles 

mecanismos que se pueden ir disparando en cada una de las fases analizadas, adicionalmente que 

se aborda la relación del peróxido de hidrógeno en cada variable y como estos factores afectarón 

los porcentajes de supervivencia (Fig.28). 

 

De manera general podemos abordar lo siguiente, pretratamiento de H2O2 en las 

concentraciones de 1 y 5 mM muestran inducir tolerancia a criogenia, al causar cambios en el 

sistema antioxidante en la CAT y la POX (Fig. 23, 24, 29, 30, 31, 32), producción de osmolitos 

(Fig. 26, 35, 36) y contenido de peróxido de hidrógeno (Fig. 25, 33, 34), durante la fase de 

precultivo y regeneración de criogenia. Por otra parte, en la fase de deshidratación se mostró que 

aplicaciones de H2O2 tienden a aumentar el potencial hídrico, manteniéndolo en un rango que va 

desde -18 a -20 MPa (Fig.27), al igual que se encontró en los experimentos de AS (Fig. 9). La 

suma de todos los factores analizados en la presente investigación determina que el peróxido de 

hidrógeno es un inductor de tolerancia al estrés en criogenia al aumentar los porcentajes de 

supervivencia (Fig. 28). 

 

8.8 Efecto del pretratamiento de peróxido de hidrógeno en la actividad enzimática de la CAT 

y de la POX, contenido de peróxido de hidrógeno y prolina en Solanum tuberosum L. antes 

de someterse a criogenia 

 

Un aumento indirecto de la producción de EROS se realiza en la criogenia al someter 

explantes vegetales a condiciones de aclimatización ó en medios osmótico-adicionados con 

manitol, sorbitol y altas concentraciones de azucares. El H2O2 es la especie reactiva de oxígeno 

con menor reactividad, siendo una molécula relacionada con diversos procesos fisiológicos en las 

plantas al poder penetrar la membrana celular y funcionando como una molécula señalizadora 

(Noctor et al., 2014). En este trabajo se observó que plantas de Solanum tuberosum L. provenientes 

de los tratamientos de 1 y 5 mM de H2O2 del clon 981818 incrementarón los niveles de actividad 

de la CAT (Fig. 23) y al mismo tiempo se incrementarón los niveles de contenido de H2O2 respecto 
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a los controles correspondientes (Fig. 25). De acuerdo a la literatura la actividad de la CAT está 

relacionada directamente con los niveles de peróxido de hidrógeno, por mecanismos antes 

descritos como es el ciclo de autoamplificación de AS/H2O2, donde el AS inhibe la actividad de la 

catalasa y aumenta los niveles de H2O2, sin embargo no es una regla estricta y se puede inducir un 

aumento de ambos o ningún cambio, como por ejemplo en Agapantus praecox donde se observó 

que en la fase de precultivo la actividad de la CAT, no mostro cambios respecto al control mientras 

que se incrementó el contenido de H2O2, mostrando porcentajes de un 41.9 % de viabilidad (Zhang 

et al., 2015). Especialmente plantas provenientes del pretratamiento de 1 mM de peróxido de 

hidrógeno mostraron un incremento en la actividad enzimática de la CAT (Fig. 23) y POX (Fig. 

24), al igual que se incrementó el nivel de H2O2 (Fig. 25), por lo que podríamos especular que el 

aumento en los niveles de H2O2 se debe a un incremento de la actividad de la SOD. En criogenia 

se ha observado que un incremento en la actividad de la CAT indica una alta actividad de la SOD 

en las fases de criopreservación (Poobathy et al., 2013). Zhang et al., (2015) observaron que 

plantas tolerantes al estrés mostraban una mayor actividad enzimática antioxidante de la CAT, la 

POX, la SOD y la GR. Lo cual podría ser un factor clave en los porcentajes superiores de 

supervivencia en esta concentración (Fig. 28), estudios comparativos entre Solanum y Ribes se 

encontró que existe un amplio rango de factores que determinan la supervivencia del explante y 

un punto importante es el genotipo y las condiciones de cultivo (Harding et al., 2009). 

 

Por otra parte, microesquejes de Solanum tuberosum L. pretratados con 1 y 5 mM de H2O2 

mostraron una disminución de la actividad de CAT (Fig. 23) y un aumento en la actividad de POX 

(Fig. 24). El contenido de H2O2 no se alteró significativamente en yemas del clon 06-27 pretratadas 

con 1 mM, mientras que en la concentración de 5 mM se mostró un aumento del contenido de 

peróxido del 44.5 % respecto al control (Fig. 25), ambos pretratamientos de H2O2 mostraron una 

inducción de tolerancia al estrés en criogenia (Fig. 28). Interesantemente en este clon se muestra 

la inducción de señalización dosis dependiente. Un posible incremento en el contenido de peróxido 

de hidrógeno se originó con la reducción de la actividad de CAT (Fig. 23), lo cual a su vez resulto 

en la actividad de otras enzimas antioxidantes como la POX (Fig. 24), para reducir los niveles de 

H2O2 (Fig.25). Černý et al., (2018) menciona que las enzimas peroxidasas (POX) son la familia 

de enzimas más abundantes en la eliminación de la sobreproducción de H2O2, participando en la 
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detoxificación del peróxido de hidrógeno través de la vía de oxidación de compuestos fenólicos, 

pero también contribuyen a su aumento a través del estrés oxidativo. 

 

Es importante destacar que yemas provenientes de tratamientos de peróxido de hidrógeno, 

no mostraron inducir una señalización para la producción y acumulación de prolina (Fig. 26) como 

se observó en los microesequejes del tratamiento de AS (Fig. 8). Esto podría explicarse porque el 

ácido salicílico está directamente implicado en la expresión de genes de producción de este 

osmolito (Gusta y Wisniewski 2013; Luo et al., 2014). La aplicación exógena de moléculas como 

los EROS, en específico el peróxido de hidrógeno ha sido pobremente explorado como inductor 

de señalización en criogenia, aunque existen múltiples reportes donde se resalta su importancia 

dentro de los pasos de la criogenia y su impacto en altas concentraciones (Lynch et al., 2011; 

Georgieva et al., 2014; Vianna et al., 2019) y monitoreando su actividad durante el proceso 

criogénico en diversas especies, para evaluar los puntos claves, para la mejora de protocolos 

criogénicos como se ha realizado en especies de Hypericum, protocormos de Dendrobium, ápices 

de Brassidium, embriones somáticos de olivo y callos embriogénicos de Agapantus praecox 

(Zhang et al., 2015; Jia et al., 2016; Lynch et al., 2011; Rahmad et al., 2015; Danova et al., 2012).  

 

Li et al., (2018) evaluaron la adición directa de H2O2 en las concentraciones de 0, 2, 4 y 8 

μmol L-1 en cada paso de la criogenia y su efecto en la actividad de la CAT, contenido de MDA, 

contenido de H2O2, supervivencia y regeneración en semillas de Celosia plumose. Donde 

encontrarón que la aplicación exógena de 8 μmol L-1 de peróxido de hidrógeno, en la fase de carga 

del protocolo de PVS2-vitrificacion mostro ser el mejor tratamiento con resultados de un 77.08 % 

de supervivencia e incrementando la actividad de la CAT y esta actividad se mantuvo en las fases 

posteriores. Interesantemente los porcentajes obtenidos en esta investigación demuestran un efecto 

de inducción de tolerancia en criogenia con el uso de pretratamientos de peróxido de hidrógeno en 

Solanum tuberosum L. (Fig.28). 

 

8.9 Efecto del pretratamiento de peróxido de hidrógeno en él potencial hídrico en Solanum 

tuberosum L. antes de someterse a criogenia 
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Una reducción del contenido del agua en los tejidos sometidos a criogenia es necesario en 

la fase de deshidratación, con el uso de crioprotectantes que reducen los daños, causados por la 

formación de cristales de hielo (Volk y Walter, 2006). Guler y Pehlivan (2016) sugieren que 

pretratamientos con bajas dosis de H2O2 disminuyen la perdida de agua y también se reporta que 

el contenido de H2O2 incrementa la tolerancia a la sequía con una inducción del sistema 

antioxidante en soya Glycine max L. En el presente trabajo se determinó el potencial hídrico (ΨA) 

en los tejidos encapsulados de papa, en el punto de deshidratación justo antes de entrar en contacto 

con nitrógeno líquido, para poder establecer si la adición de moléculas señalizadoras como AS o 

H2O2 inducen algún cambio.  

 

Percy et al., (2001) encontraron que valores ΨA en un rango de -15 y -20 MPa en la fase de 

deshidratación, aumentan significativamente los porcentajes de supervivencia en la criogenia de 

especies como Picea glauca. En este trabajo plantas de Solanum tuberosum de los clones 981818 

y 06-27 provenientes de los tratamientos de H2O2 mostraron un aumento del potencial hídrico en 

ambos tratamientos (Fig. 27). Lo valores encontrados en la presente investigación mostraron que 

yemas del clon 981818 provenientes del tratamiento control presentaron un potencial de -25.13 

MPa (Fig. 27), por otra parte, yemas del clon 06-27 provenientes del control mostraron un 

potencial de -20.76 MPa (Fig. 27). Valores similares se encontraron en yemas provenientes del 

tratamiento control en los experimentos de AS (Fig.9). Una respuesta propia del genotipo y su 

posible deshidratación excesiva se puede observar contrastando los valores obtenidos en las 

mismas condiciones entre los controles de los clones 981818 y 06-27 en los experimentos de AS 

y H2O2 (Fig.9, 27). Yemas del tratamiento control del clon 981818 muestran valores más bajos de 

potencial hídrico (Fig. 9, 27) y fuera de los límites reportados por Percy et al., (2001) y los 

porcentajes de supervivencia en papa observados son de entre un 8.33-11.11 % (Fig.10). En esta 

etapa de deshidratación se ha reportado, que existe una acumulación de H2O2, que se dispara 

significativamente como se reporta en Agapanthus praecox, influyendo en los porcentajes de 

supervivencia posteriores (Zhang et al., 2015). En papa la incubación de 1h en las concentraciones 

de 1 y 5 mM de peróxido de hidrógeno en la fase de precultivo, inducen respuestas fisiológicas 

ante condiciones de estrés. La aplicación de H2O2 induce termotolerancia durante termoterapia en 

microplantas de Solanum tuberosum L., tolerancia a frío o congelamiento y también a estrés 

osmótico en condiciones de sequía (Martinez-Gutiérrez et al., 2012). Los métodos criogénicos 
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utilizados en papa se optimizan utilizando variaciones en los tiempos que permanecen los tejidos 

en las diferentes etapas (deshidratación), por lo cual establecer el rango óptimo de ΨA en la fase 

de deshidratación, puede darnos un indicio del éxito en la supervivencia.  

 

El uso de moléculas como el H2O2, como pretratamientos en la fase de precultivo indican 

que pueden ser inductores de tolerancia a la deshidratación en criogenia, activándose mecanismos 

aun no reportados. Aunque se conoce que el peróxido de hidrógeno participa en mecanismos de 

tolerancia a estrés osmótico, incrementando los metabolitos en Zea Mays (Terzi et al., 2014), 

inducción de la producción de antioxidantes en déficit hídrico (Ashraf et al., 2015) y protegiendo 

ultraestructuras de las células del mesófilo, mejorando la fotosíntesis y disminuyendo los efectos 

negativos en sequía en Tagetes erecta (Liao et al., 2012). 

 

8.10 Efecto del pretratamiento de ácido salicílico en Solanum tuberosum L. en la actividad 

enzimática de la CAT y la POX, contenidos de peróxido y prolina en dos tiempos de 

regeneración después de criogenia (12 y 72 h de regeneración) 

 

López-Delgado et al., (2018) reportaron que la incubación de la concentración de 1 mM de 

peróxido de hidrógeno en la fase previa a la exposición a un estrés térmico resulto en la inducción 

de tolerancia a temperaturas de congelamiento, aumentando con ello los porcentajes de 

supervivencia. Zhang et al., (2015) reportan que la acumulación de EROS en la fase de 

regeneración está relacionada con los posibles niveles de expresiones de genes de la SOD y la 

CAT. Yemas de los clones 981818 y 06-27, sometidas a criogenia y en medio de regeneración por 

12 h mostraron patrones diferentes no solo entre cada genotipos, sino también en la inducción de 

cambios en las variables de actividad enzimática de la CAT, la POX, y contenidos de H2O2 y 

prolina (Fig. 29, 31, 33, 35). Posteriormente al transcurrir las 72 h en la fase de regeneración, se 

observó que los niveles enzimáticos de la CAT y la POX se incrementaron (Fig. 30, 32) y la 

incubación en las concentraciones de 1y 5 mM pueden ser concentraciones con actividad biológica 

en criogenia, al aumentar los porcentajes de supervivencia (Fig. 28). Un aumento de los 

porcentajes de supervivencia (Fig.28) en plantas provenientes de ambos clones pretratados con 5 

mM de H2O2 a las 72 h muestran diferencias entre las variables de contenido de peróxido de 
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hidrógeno y prolina (Fig. 34, 36) que se abordaran más a fondo a continuación hipotetizando cada 

una de las variables involucradas.  

 

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del tratamiento del 1mM, 

en la fase de regeneración a las 12 h mostraron actividades enzimáticas de la CAT, y la POX sin 

diferencias significativas respecto al control (Fig. 29, 31). Algunas especies donde se monitorea la 

actividad enzimática especialmente de la CAT en criogenia, muestran que en las primeras horas 

de regeneración puede existir una disminución como se reporta en la criogenia de ápices de 

Passiflora Suberosa (Vianna et al., 2019), un aumento como en especies de Hypericum (Georgieva 

et al., 2014) o en algunas especies no existen cambios como en Celosia plumosa (Li et al., 2018), 

efectos dependientes de múltiples variables como lo son la especie vegetal, precultivo, agentes 

osmóticos, condiciones de regeneración, entre otros. Similarmente no se observaron cambios en el 

contenido de peróxido de hidrógeno, esto podría explicarse de la siguiente manera. Un análisis 

completo desde la fase de precultivo mostró que en yemas del clon 981818, los niveles de H2O2 

eran mayores (Fig. 25), al igual que la actividad enzimática (Fig. 23, 24) y el contenido de prolina 

no mostro diferencias significativas (Fig. 26), una posible señalización inducida por el H2O2 en las 

fases siguientes como la deshidratación, pudo inducir una acumulación de azucares o la 

señalización para la síntesis de osmolitos como prolina; lo anterior también es relacionado con la 

tolerancia que se presentó en la fase de deshidratación. Investigaciones previas han demostrado 

que el H2O2 incrementa el contenido de azucares totales en sequía. Ishibashi et al., (2011) proponen 

que tratamientos con H2O2 resultan en un ajuste osmótico con la vía de acumulación de solutos 

compatibles y no tóxicos en altas concentraciones. Existe evidencia de que la aplicación exógena 

de H2O2 incrementan el contenido de azucares solubles, prolina, poliaminas y decrecen los niveles 

de MDA en condiciones de sequía (Saleem et al., 2020). Mismos efectos que se mantienen a las 

72 h, presentando una activiad enzimática mayor de la CAT y la POX (Fig. 30, 32) respecto al 

control y sin un incremento significativo del peróxido de hidrógeno (Fig. 34) pero con un 

incremento en los porcentajes de supervivencia (Fig. 28) Por lo tanto podemos concluir que la 

aplicación exógena de 1 mM de peróxido de hidrógeno en el clon 981818 induce tolerancia a 

criogenia y aumenta los porcentajes de supervivencia (Fig. 28). 

 



 97 

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del tratamiento de peróxido 

de hidrógeno 5 mM, en la fase de regeneración a las 12 h mostraron un incremento significativo 

en la actividad de las variables enzimáticas (CAT, POX; Fig. 29, 31), un aumento en el contenido 

de prolina (Fig. 35) y una disminución del contenido de peróxido de hidrógeno respecto al control 

en cada variable (Fig. 33). Un aumento en la actividad enzimática en las primeras horas de 

regeneración se ha reportado que minimizan los daños inducidos en criogenia (Rahmah et al., 

2015; Danova et al., 2012; Jiang et al., 2019) y conduce a un aumento en los porcentajes de 

supervivencia. En el presente trabajo se observó que el incremento de la actividad enzimática de 

la CAT y la POX permanece en los dos estadios de muestreo (Fig. 29, 30, 31, 32), aplicaciones 

exógenas de la CAT en la fase de regeneración han mostrado que inducen una reducción 

significativa del contenido de H2O2 y reducen la expresión de la proteasa Caspasa-3 relacionada 

con la expresión de genes de muerte celular programada (Jiang et al., 2019). Las peroxidasas como 

la APX y la POX han demostrado tener un efecto importante dentro de los procesos criogénicos, 

siendo mayormente estudiada la APX por su relación dentro del ciclo del AsA-GHS. 

Adicionalmente en la criopreservación de Agapanthus praecox la actividad de la POX no muestra 

un patrón en las diferentes etapas del protocolo con cambios significativos entre estos (Jiang et al., 

2019). Yemas de papa del clon 981818 provenientes del tratamiento 5 mM de H2O2 en la fase de 

regeneración mostraron cambios en el contenido peróxido de hidrógeno a las 12 h, donde se 

observó una disminución significativa respecto al control (Fig. 33) probablemente producto de la 

alta actividad enzimática (Fig. 29, 31); pero a las 72 h mostro un incremento significativo respecto 

al control.(Fig. 34), pero en contraste con el contenido de peróxido de hidrógeno en la fase de 

precultivo mostro ser menor en este tratamiento, lo cual podría ser producto de una producción de 

fenoles causado por MDA en alguna fase de la regeneración. El incremento en el contenido de 

peróxido de hidrógeno podría reflejarse con la ligera baja de la supervivencia contrastando los 

porcentajes de supervivencia obtenidos entre las plantas del clon 981818 en el tratamiento de 5 

mM (29.16 %) y 1 mM (36.11 %) (Fig.28). Posiblemente este sea un efecto dosis-dependiente, 

como menciona Mora-Herrera y López-Delgado (2006), donde observaron que en cultivares de 

papa existe un efecto dosis dependiente de H2O2 en la supervivencia en la concentración de 5 mM 

en el cultivar más sensible.  
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Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes del tratamiento de la 

concentración 1 mM de H2O2, en la fase de regeneración a las 12 h mostraron una actividad de las 

variables enzimáticas (CAT, POX) sin diferencias significativas respecto al control (Fig. 29, 31) 

Un aumento en la actividad de ambas enzimas a las 72 h de regeneración de igual forma que se 

mostró en el clon 981818 (Fig. 30, 32), lo cual indica una misma respuesta fisiológica 

independiente del clon. El peróxido de hidrógeno tiene efectos positivos, ya que se activan genes 

relacionados a tolerancia en plantas bajo estrés, los cuales codifican para enzimas antioxidantes 

que tienen un papel importante en el control de la sobreproducción y acumulación de las EROS,  

manteniendo el balance redox en la célula (Hossain et al., 2015).  

 

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes del tratamiento de peróxido 

de hidrógeno en la concentración de 1 mM, en la fase de regeneración a las 12 h y a las 72 h 

mostraron una disminución del contenido de peróxido (Fig. 33, 34), evidentemente producto de la 

alta actividad enzimática en ambos puntos de la regeneración (Fig. 29, 30, 31, 32), adicionalmente 

se observó que aun en la fase de regeneración se incrementó la síntesis y acumulación de prolina 

(Fig. 35, 36). Existen reportes de los efectos exógenos del peróxido de hidrógeno, donde raíces de 

tomate pretratadas con una solución de H2O2 1mmoL-1 tuvo un efecto en el contenido relativo de 

agua bajo periodos cortos de frío, adicionalmente plantas pretratadas con peróxido de hidrógeno 

mostraron mayor acumulación de contenido de prolina en las raíces y una mayor actividad de la 

APX y la CAT (Iseri et al., 2013). 

 

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes del tratamiento de la 

concentración 5 mM de H2O2, en la fase de regeneración a las 12 h mostraron un incremento 

significativo en la actividad de la CAT (Fig. 29), la actividad de la POX no tuvo diferencias 

significativas (Fig. 31), pero a las 72 h ambas enzimas mostraron un incremento de su actividad 

(Fig. 30, 32). Es importante mencionar que, aunque la actividad de la POX no se incrementó a las 

12 h (Fig. 31), puede existir la posibilidad de que otras enzimas implícitas en el mecanismo de 

eliminación de EROS este promoviendo la disminución del peróxido de hidrógeno como lo es la 

enzima APX; la cual ha sido reportada en criogenia y que regularmente se incrementa en las fases 

de regeneración (Zhang et al., 2015; Klapheck et al., 1990). 
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Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes del tratamiento de la 

concentración 5 mM de H2O2, en la fase de regeneración mostraron una disminución en el 

contenido de peróxido de hidrógeno a las 12 y 72 h de regeneración efecto similar al observado en 

el clon 981818 (Fig. 33, 34). Resultado de alta actividad enzimática a las 72 h (Fig. 30, 32). La 

actividad de la catalasa y de la ascorbato peroxidasa son parte importante del sistema antioxidante 

como la POX. La expresión de proteínas también se cree que es una respuesta fisiológica contra 

el estrés osmótico y puede conducir a los mecanismos de tolerancia a congelamiento (Jitsuyama 

et al., 2002; Wang et al., 2004). El peróxido de hidrógeno tiene efectos positivos, ya que promueve 

la activación de genes relacionados a tolerancia en plantas bajo estrés (Hossain et al., 2015).  Genes 

que codifican para enzimas antioxidantes que tienen un papel importante en el control de la 

sobreproducción y acumulación de EROS y manteniendo el balance redox en la célula (Hossain et 

al., 2015). Ellouzi et al., (2017) notaron que pretratamientos de peróxido de hidrógeno tienen la 

habilidad de disminuir los niveles endógenos de peróxido de hidrógeno seguido de un incremento 

en la actividad antioxidante. Mecanismos anteriormente mencionados podrían estar presentes 

aumentando así la supervivencia a criogenia e inducción de tolerancia (Fig. 28).  
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9. CONCLUSIONES  

 

 

 En este estudio se demostró el efecto de moléculas señal AS y el H2O2 en la inducción de 

tolerancia al estrés en criogenia al aumentar los porcentajes de supervivencia en plantas de los 

clones 981818 y 06-27 de Solanum tuberosum L., mediado por cambios enzimáticos de la CAT 

y la POX, contenido de peróxido de hidrógeno, prolina y potencial hídrico en la fase de 

deshidratación.  

 

 Tratamientos de AS y H2O2 inducen una respuesta similar después de criogenia a las 72 h de 

regeneración, con un aumento en la actividad enzimática de la catalasa y la peroxidasa, así 

como una reducción del contenido de peróxido de hidrógeno. 

 

 La presencia de AS como tratamiento en la fase previa a criogenia, induce una disminución de 

la actividad de la CAT, aumenta los niveles de H2O2 y la acumulación de prolina 

proporcionando a las yemas una señalización independiente del genotipo, para reducir los 

daños causados por el estrés durante criogenia. 

 

 El tratamiento de incubacion en H2O2 como tratamiento en la fase previa a criogenia induce 

mecanismos diferentes en cada concentración, pero que inducen el mismo efecto en la 

supervivencia. 

 

 El tratamiento de AS induce una reducción del contenido de peróxido de hidrógeno en la fase 

de regeneración en los tiempos de 12 y 72 h en ambos clones de papa. 

 

 La incubación de microplantas de papa en AS induce el mismo patrón de respuesta en el 

contenido de peróxido de  en las etapas previa y posterior a criogenia en los clones 981818 y 

06-27. 

 

 El H2O2 induce tolerancia a criogenia por diferentes rutas de señalización dependientes de la 

dosis y el genotipo. 
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 La cuantificación en la fase de deshidratación del potencial hídrico es una metodología 

aplicable y replicable en Solanum tuberosum L. 

 

 El potencial hidríco en la fase de deshidratación en criogenia en yemas de papa en un rango de  

-18 a -25 MPa y equivalente a 90 min en sílica gel. 

 

 Tratamientos de AS inducen para la acumulación del osmolito prolina en ambos clones de 

papa.  

 

 La aplicación exógena de la concentración de 1 mM de H2O2 en el clon 981818 incremento la 

actividad enzimática de la CAT y la POX en la fase de precultivo y regeneración a las 72 h. 

 

 La aplicación exógena de la concentración de 5 mM de H2O2 en el clon 981818 disminuyo la 

actividad de CAT y incremento la actividad de POX en la fase de precultivo y regeneración a 

las 72 h. 

 

 La aplicación exógena de la concentración de 5 mM de H2O2 en el clon 981818 disminuyo la 

actividad de la CAT y incremento la actividad de la POX en la fase de precultivo y regeneración 

a las 72 h. 
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Zárate-Polanco L.M.; Ramírez-Suárez L.M.; Otálora- Santamaría N.A.; Prieto L.;. Garnica-
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ANEXOS 

 

ANEXO A 

 

Soluciones para medios de cultivo 

 

Cuadro A-1. Soluciones madre para preparar medio Murashige Skoog 

REACTIVO PREPARACIÓN 

Sulfato de Magnesio  Pesar 3.7 g de Sulfato de Magnesio disolver en 100mL de agua 

destilada. Guardar a 4ºC 

Sulfato de Hierro* Pesar por separado Na2EDTA 0.75 g y FeSO4*7H2O 0.55 g 

disolver cada uno en 20mL de agua destilada. Mezclar ambos y 

aforar a 100 mL. Guardar a 4ºC 

Tiamina Pesar 40 mg de Tiamina y disolver en 100 mL de agua destilada. 

Guardar a 4ºC 

Pantotenato de calcio Pesar 100 mg de Pantotenato de calcio y disolver en 100 mL de agua 

destilada. Congelar en porciones pequeñas 

Glicina Pesar 10 mg de Glicina y disolver en 100 mL de agua destilada. 

Guardar a 4ºC 

Ácido Nicotínico Pesar 50 mg de Ácido Nicotínico y disolver en 100 mL de agua 

destilada. Guardar a 4ºC 

Piridoxina Pesar 50 mg de piridoxina y disolver en 100 mL de agua destilada. 

Guardar a 4ºC 

Ácido Giberélico  Pesar 10 mg de Ácido Giberélico y disolver en 2 mL de alcohol 

etílico. Aforar a 100mL. Guardar a 4ºC 

Ácido Naftalenoacético Pesar 10 mg y disolver en 100 mL de agua destilada. Guardar en 

congelación 

Bencilaminopurina  Pesar 10 mg y disolver en 100mL de agua destilada. Guardar en 

congelación 

Inositol  Pesar 1g y disolver en 100 mL de agua destilada. Guardar a 4ºC 
*El Na2EDTA se calienta un poco para disolver 

 

Cuadro A-2 Solución madre de sales para medio ms 

REACTIVO 1 LITRO 

Nitrato de amonio 17.5 g 

Nitrato de potasio 20 g 

Cloruro de calcio  4.5 g 

Fosfato de potasio 1.75 g 

Ácido bórico 50 mg 

Sulfato manganoso 200 mg 

Sulfato de zinc heptahidratado 100 mg 

Yoduro de potasio  10 mg 

Molibdato de sodio 2.5 mg 

Sulfato cúprico/ 0.5 mL 
*Pesar 5 mg de cada reactivo y disolver por separado en 4mL, mezclar y aforar a 10mL para tomar el volumen 

requerido de acuerdo con la tabla. 
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Cuadro A-3. Medio Murashige Skoog pH 5.7 

 

REACTIVO 1 LITRO 

Sales 100 mL 

Sulfato de magnesio 10 mL 

Sulfato de hierro 5 mL 

Myo-inositol 10 mL 

Glicina 20 mL 

Tiamina  1 mL 

Ácido nicotínico 1 mL 

Piridoxina 1 mL 

Ácido giberelico 1 mL 

Sacarosa 30 g 

Phytagel 2.25 g 

 

Cuadro A-4. Solución madre de sales para medio MS sin calcio  

 

REACTIVO 1 LITRO 

Nitrato de amonio 17.5 g 

Nitrato de potasio 20 g 

Fosfato de potasio 1.75 g 

Ácido bórico 50 mg 

Sulfato manganoso 200 mg 

Sulfato de zinc heptahidratado 100 mg 

Yoduro de potasio  10 mg 

Molibdato de sodio 2.5 mg 

Sulfato cúprico* 
0.5 mL 

Cloruro de cobalto* 
* Pesar 5 mg de cada reactivo y disolver por separado en 4 mL, mezclar y aforar a 10 mL para tomar el volumen 

requerido de acuerdo con la tabla. 

 

Cuadro A-5. Medio Murashige Skoog sin calcio pH 5.8  

 

REACTIVO 1 LITRO 

Sales libres de calcio 100 mL 

Sulfato de magnesio 10 mL 

Sulfato de hierro 5 mL 

Myo-inositol 10 mL 

Glicina 20 mL 

Tiamina  1 mL 

Ácido nicotínico 1 mL 

Piridoxina 1 mL 

Ácido giberélico 1 mL 

Sacarosa 30 g 

Phytagel 2.25 g 
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ANEXO B 

 

Soluciones para Criogenia 

 

Cuadro B-1. Alginato de sodio pH 5.8 para método de D-crioplaca 

 

REACTIVO PARA 100 mL 

Medio MS sin calcio 10 mL 

Sacarosa 0.4 M 13.692 g 

Alginato de sodio 3% 3 g 

Agua 90 mL 
Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alícuotas de 1mL a 4°C.  

 

Cuadro B-2. Cloruro de calcio pH 5.8 para método de D-crioplaca 

 

REACTIVO PARA 100mL 

Medio MS sin calcio 10 mL 

Sacarosa 0.4 M 13.692 g 

Cloruro de calcio 0.1 M 1.11 g 

Agua 90 mL 
Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alícuotas de 10mL a 4°C 

 

Cuadro B-3. Solución de carga (LS) pH 5.8 para método de D-crioplaca 

 

REACTIVO PARA 100 mL 

Medio MS normal 10 mL 

Sacarosa 0.8 M 27.384 g 

Glicerol 2 M 14.722 mL 

Agua destilada 75.278 mL 
Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alícuotas de 45mL a 4°C 

 

Cuadro B-4. Sacarosa 0.4 M, pH 5.8 para método de D-crioplaca 

 

REACTIVO PARA 100mL 

Medio MS  10 mL 

Sacarosa 1 M 34.23 g 

Agua 90 mL 
Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alícuotas de 10 a 4°C 
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ANEXO C 

 

Actividad de catalasa 

 

Cuadro C-1 Buffer de fosfatos de potasio 50 mM pH 7.2 para Catalasa 

 

REACTIVO PARA 100mL 

Solución de fosfato monobásico 

de potasio  

Pesar 0.340g de fosfato monobásico de potasio y disolver en 

50 mL de agua destilada  

Solución de fosfato dibásico de 

potasio  

Pesar 0.87g de fosfato dibásico de potasio y disolver en 100 

mL de agua destilada 
Nota: Guardar a 4°C. Añadir la solución de fosfato dibásico a la solución de fosfato monobásico hasta alcanzar el pH 

 

Cuadro C-2 Buffer de extracción, pH 7.2 para Catalasa 

 

REACTIVO PARA 100mL 

Solución de fosfatos pH 7.2 50mM 100 mL 

EDTA 1mM 0.037 g 

PVP 2% 2 g 

DTT 5Mm 0.077 g 
Nota: Guardar en alícuotas de 5mL en congelación 

 

Cuadro C-3 Buffer de fosfatos de potasio y sodio 50mM pH 7.0 para Catalasa 

 

REACTIVO PARA 250 mL 

Solución de fosfato 

monobásico de potasio  

Pesar 0.680 g fosfato monobásico de potasio y disolver en 100 

mL de agua destilada  

Solución de fosfato 

dibásico de sodio  

Pesar 1.06 g fosfato dibásico de sodio y disolver en 150 mL 

de agua destilada 
Nota: Guardar a 4°C. Añadir la solución de fosfato dibásico a la solución de fosfato monobásico hasta alcanzar el pH 

 

Cuadro C-4 Solución de peróxido de hidrógeno al 30% para Catalasa 

 

REACTIVO PARA 50 mL 

Peróxido de hidrógeno 30%  170 L  

Solución de fosfatos de potasio y sodio 50 mM 

pH 7.0 

49.83 mL 

Nota: Prepara en fresco cada que se realice la técnica. 
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ANEXO D  

Actividad de peroxidasa 

 

Cuadro D-1. Buffer de fosfatos de potasio 50mM pH 7.2 para peroxidasa 

 

REACTIVO PARA 100 mL 

Solución de fosfato monobásico de 

potasio  

Pesar 0.340 g de fosfato monobásico de potasio y disolver 

en 50 mL de agua destilada  

Solución de fosfato dibásico de 

potasio  

Pesar 0.87 g fosfato de dibásico de potasio y disolver en 

100 mL de agua destilada 
Nota: Guardar a 4°C. Añadir la solución de fosfato dibásico a la solución de fosfato monobásico hasta alcanzar el pH 

 

Cuadro D-2. Buffer de fosfatos de extracción, pH 7.2 para peroxidasa 

 

REACTIVO PARA 100 mL 

Solución de fosfatos pH 7.2 50mM 100 mL 

EDTA 1mM 0.037 g 

PVP 1% 1 g 

DTT 5mM 0.077 g 
Nota: Guardar en alícuotas de 5mL en congelación  

 

Cuadro D-3. Buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH 7.0 para peroxidasa 

 

REACTIVO PARA 250mL 

Solución de fosfato monobásico de sodio  Pesar 0.344 g de fosfato monobásico de 

sodio y disolver en 50 mL de agua 

destilada  

Solución de fosfato dibásico de sodio  Pesar 0.7098 g fosfato dibásico de sodio 

y disolver en 100 mL de agua destilada 
Nota: Guardar a 4°C. Añadir la solución de fosfato dibásico a la solución de fosfato monobásico hasta alcanzar el pH 

 

Cuadro D-4. Solución de peróxido de hidrógeno al 30% para peroxidasa 

 

REACTIVO PARA 50mL 

Peróxido de hidrógeno 30%  170 l  

Solución de fosfatos de potasio y sodio 50mM pH 7.0 49.83mL 
Nota: Prepara en fresco cada que se realice la técnica. 

 

Cuadro D-5. Mezcla de reacción para peroxidasa 

 

REACTIVO PARA 125 mL 

Peróxido de hidrógeno 30%  56.25 L 

Solución de fosfatos de sodio 50mM pH 7.0 125 mL 

Guayacol 51.25 L 
Nota: Prepara en fresco cada que se realice la técnica.  
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ANEXO E  

 

Contenido de prolina 

 

Cuadro E-1. Soluciones de prolina. 

 

REACTIVO PREPARACIÓN 

Ácido fosfórico 6 M.  Medir 8.12 mL de ácido fosfórico y mezclar con 11.88 mL de 

agua destilada. 

Ninhidrina ácida**  Pesar 1.25 g de ninhidrina y disolver en 30mL de ácido acético 

glacial y 20 mL de ácido fosfórico 6M. Calentar un poco la 

mezcla para disolver 

Ácido sulfosalicílico 3%  Pesar 3 g de ácido sulfosalicílico y disolver en 100 mL de agua 

destilada 

Prolina  Pesar 0.1151 g de prolina y disolver en 50 mL de ácido 

sulfosalicílico 3% 
**Prepara en fresco cada que se realice la técnica. Nota: Guardar a 4°C 

 

Cuadro E-2. Curva de calibración de prolina. 

 

Tubo Solución de Prolina 

(mL  

Solución de Ácido 

Sulfosalicílico (mL) 

Concentración de 

Prolina (nmol) 

1 0 2 0 

2 0.05 1.95 20 

3 0.10 1.90 40 

4 0.20 1.80 80 

5 0.40 1.60 160 

6 0.60 1.40 240 

7 0.80 1.20 320 

8 1.00 1.00 400 

9 1.50 0.50 600 

10 2.00 0 800 
Nota: Para la curva se realiza una solución diluida de 0.4mL de la solución madre de prolina y se afora a 20mL de 

solución de ácido sulfosalicílico al 3%. Para obtener una concentración de 400nmolesmL-1 

 

Cuadro E-3. Solucion madre de prolina. 

 

REACTIVO PARA 5 mL* 

Prolina 11.51 mg 

Ácido Sulfosalicílico 3% 5 mL 
*Equivalente a 0.00002molmL-1. 
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ANEXO F 

 

 Contenido de peróxido de hidrógeno por espectrofotometría 

 

Cuadro F-1. Buffer de fosfatos de potasio 10 mM pH 7 para contenido de peróxido de hidrógeno. 

 

REACTIVO PARA 100 mL 

Solución de fosfato monobásico de 

potasio  

Pesar 0.068 g y disolver en 50 mL de agua destilada  

Solución de fosfato dibásico de 

potasio  

Pesar 0.174 g y disolver en 100 mL de agua destilada 

Nota: Guardar a 4°C. Añadir la solución de fosfato dibásico a la solución de fosfato monobásico hasta alcanzar el pH 

 

Cuadro F-2. Soluciones de yoduro de potasio para contenido de peróxido de hidrógeno 

 

REACTIVO PREPARACIÓN 

Yoduro de potasio 1M Pesar 4.15g y disolver en 25 mL de buffer de fosfatos 10mM 

pH 7 
Nota: Prepara en fresco cada que se realice la técnica. Guardar a 4°C. 

 

Cuadro F-3. Soluciones madre de peróxido de hidrógeno para contenido de peróxido de hidrógeno 

 

REACTIVO PREPARACIÓN 

Peróxido de Hidrógeno al 

0.0057% 

Medir 57 L de peróxido de hidrógeno al 30% y aforar a 100 

mL con agua 
Nota: Preparar en fresco cada que se realice la técnica. Guardar a 4°C. 

 

Cuadro F-4. Curva de calibración de contenido de peróxido de hidrógeno 

 

Tubo Peróxido de hidrógeno 

0.0057% 

Buffer de fosfatos de 

potasio 10mM (mL) 

Yoduro de potasio 

1 M (mL) 

μmoles 

1 0 1 1 557 

2 0.1 0.9 1 501.3 

3 0.2 0.8 1 445.6 

4 0.4 0.6 1 334.2 

5 0.6 0.4 1 222.8 

6 0.8 0.2 1 111.4 

7 1 0 1 0 
Nota: Para la curva se realiza una solución diluida de 1mL de la solución madre de peróxido de hidrógeno y se afora 

a 10mL con agua destiladas. Para obtener una concentración de 557 moles mL-1 
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ANEXO G 

 

 Potencial hídrico 

 

Cuadro G-1 Soluciones calibradoras para potencial hídrico (100mL) 

 

SOLUCIÓN DE CLORURO DE SODIO Gramos de Cloruro de sodio (g) 

0 0 

0.1 0.79 

0.2 1.58 

0.3 2.37 

0.4 3.16 

0.5 3.95 

0.6 4.74 
Nota: aforar con agua destilada 
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