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TOLERANCIA A CRIOGENIA EN PLANTAS DE Solanum tuberosum L.
Diana Rocio Ruiz Saenz, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN
La criogenia se ha convertido en una herramienta importante para la obtencién de materiales libres
de virus y el almacenamiento a largo plazo de germoplasma via ex situ. Factores diversos estan
involucrados en los procesos criogénicos que promueven estrés oxidativo y dafios en el explante
vegetal, asi como la alteracion de la actividad enzimatica. En papa pretratamientos de AS y H20:
han demostrado inducir tolerancia a frio y congelamiento, sin embargo, el uso de H>O y su funcién
como sefializador es un &rea de investigacion inexplorada en criogenia. El &cido salicilico en
criopreservacion ha incrementado los porcentajes de supervivencia y regeneracion, ademas de
permitir la obtencion de plantas libres de virus en Solanum tuberosum L. El objetivo del presente
trabajo de investigacion fue estudiar el efecto del acido salicilico (AS) y el perdxido de hidrogeno
(H202), como moléculas sefializadoras e inductoras de tolerancia al estrés generado en procesos
criogénicos en plantas de Solanum tuberosum L. asi como los cambios que ocasionan ambas
moléculas en el contenido de prolina, contenido de peréxido de hidrégeno, potencial hidrico,
actividad enzimatica de CAT y POX. Las evaluaciones fueron realizadas antes y después de
criogenia. Adicionalmente se evaluo el potencial hidrico (¥a) 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 hidrico
en ambos clones. Se observé un incremento en la actividad de prolina a las 12 horas en los
tratamientos de perdxido de hidrogeno de ambos clones. Se obtuvo un incremento de la actividad
de CAT y POX a las 72 horas después de criogenia. El contenido de perdxido disminuy6 en las
yemas provenientes de AS después de criogenia en ambos clones. El uso de SA y H.O; puede
inducir tolerancia al estrés originado en criogenia, incrementando los porcentajes de supervivencia

sin importar el clon.

Palabras clave: Estrés oxidativo, criopreservacion, antioxidantes, sefializacion redox, EROS.



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 H.O> have been shown to induce tolerance to cold and freezing,
however the use of H2O, 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 (H203), 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 (¥a) 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
H20- can induce tolerance to cryogenic, increasing survival rates regardless of the clone.

Keywords: Oxidative stress, cryopreservation, antioxidants, redox signaling, ROS.
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muestran diferencias significativas dentro de clones (Tukey, o
=0.05).

Efecto del &cido salicilico en el contenido de perdxido de hidrogeno
(H20>), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72
horas posteriores a la regeneracion. 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, o =0.05).

Efecto del acido salicilico en el contenido de prolina (Pro), en yemas
de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la
regeneracion. Yemas provenientes de tratamientos de AS,
sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el
promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran
diferencian significativas dentro de clones (Tukey, o =0.05)

Efecto de acido salicilico en el contenido de prolina (Pro) en yemas
de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la
regeneracion. 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, o =0.05).

Efecto de la incubacion en H2O: en la altura de la vitroplanta en 2
clones de Solanum tuberosum L. a los 30 dias de edad. Esquejes
incubados por 1 h en H.O> y sembrados en medio MS. Las barras
representan el promedio de 24 observaciones + E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a =0.05).

Efecto de la incubacion en H2O> en la longitud de la raiz de las
vitroplantas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a los 30 dias de
edad. Esquejes incubados por 1 h en H20, y sembrados en medio
MS. Las barras representan el promedio de 24 observaciones + E.S.
Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o
=0.05).

Efecto de la incubacion en H202 en el peso fresco de las vitroplantas
de 2 clones de Solanum tuberosum L. de 30 dias de edad. Esquejes
incubados por 1 h en H20, y sembrado en medio MS. Las barras
representan el promedio de 24 observaciones + E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)
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Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura. 25

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Efecto de la incubacion en H202 en el nimero de entrenudos de
vitroplantas de 2 clones de Solanum tuberosum L. de 30 dias 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, o
=0.05)

Efecto del perdxido de hidrogeno en la actividad de catalasa (CAT),
antes de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.
a los 30 dias posteriores a la incubacién en H.O. Las barras
representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, o. =0.05)

Efecto del peréxido de hidrégeno en la actividad de peroxidasa
(POX), antes de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a los 30 dias posteriores a la incubacién en H20-. Las
barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)

Efecto del peroxido de hidrdgeno, en el contenido de perdxido de
hidrégeno (H202) antes de criogenia, en yemas de 2 clones de
Solanum tuberosum L. a los 30 dias posteriores a la incubacién en
H20-. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S.
Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o
=0.05)

Efecto del peroxido de hidrogeno en el contenido de prolina (Pro),
antes de criogenia, en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.
a los 30 dias posteriores a la incubacién en H.O. Las barras
representan el promedio de 9 observaciones * E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)

Efecto del tratamiento de peroxido de hidrégeno en el potencial
hidrico (Wa) después de la deshidratacion 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, o =0.05)

Efecto del perdxido de hidrogeno en la supervivencia después de
criogenia de yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.Yemas
provenientes de tratamientos de H20., diseccionadas, sometidas a
criogenia y regeneradas por 3 dias. Las barras representan el
promedio de 72 observaciones £ E.S. Letras diferentes muestran
diferencias significativas dentro de clones (Tukey, a =0.05)

Efecto del perdxido de hidrogeno en la actividad de catalasa (CAT),
en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12 horas
posteriores a la regeneracion. Yemas provenientes de tratamientos
de H.O>, diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las
barras representan el promedio de 9 observaciones = E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)

XV

64

65

66

67

68

69

70

71



Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Efecto del perdxido de hidrogeno en la actividad de catalasa (CAT),
en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72 horas
posteriores a la regeneracion. Yemas provenientes de tratamientos
de H20», diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las
barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)

Efecto del perdxido del hidrogeno en la actividad de peroxidasa
(POX), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12
horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de
tratamientos de H>O,, diseccionadas, sometidas a criogenia y
regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones
+ E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,
o =0.05)

Efecto del perdxido del hidrogeno en la actividad de peroxidasa
(POX), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72
horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de
tratamientos de H>O,, diseccionadas, sometidas a criogenia y
regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones
+ E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,
o =0.05)

Efecto de perdxido del hidrogeno en el contenido de perdxido de
hidrégeno (H202), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.
a las 12 horas posteriores a la regeneracion. Yemas provenientes de
tratamientos de H20», diseccionadas, sometidas a criogenia y
regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones
+ E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,
a =0.05)

Efecto de peroxido del hidrdgeno, en el contenido de perdxido de
hidrégeno (H20.) en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a
las 72 horas posteriores a la regeneracion. Yemas provenientes de
tratamientos de H20», diseccionadas, sometidas a criogenia y
regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones
+ E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey,
a =0.05)

Efecto de perdxido del hidrdgeno en el contenido de prolina (Pro)
en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12 horas
posteriores a la regeneracion. Yemas provenientes de tratamientos
de H>O, diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las
barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)
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Figura 36.

Efecto de perdxido del hidrogeno en el contenido de prolina (Pro)
en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 72 horas
posteriores a la regeneracion. Yemas provenientes de tratamientos
de H20,, diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las
barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras
diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o =0.05)
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1. INTRODUCCION

La criogenia se ha convertido en una herramienta importante para la obtencién de
materiales libres de virus y para el almacenamiento a largo plazo de germoplasma via ex situ.
Factores diversos estan involucrados en los procesos criogénicos que promueven estres y dafios en
el explante vegetal, incluidos cambios en la estructura celular, deterioro de la membrana
plasmética y alteracion de la actividad enzimatica (Wen et al., 2010) y generacion de estrés
oxidativo. Una produccién sin control de especies reactivas de oxigeno (EROS) se conoce que
causa reduccion en la regeneracion 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 produccién de EROS es mayor que los antioxidantes, esto resulta en el estrés
oxidativo. La produccion de EROS es controlada por el sistema antioxidante enzimatico
conformado por superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX),
glutation reductasa (GR) y el sistema antioxidante no enzimatico incluidos acido ascorbico (AsA)
y glutation (GHS). El sistema antioxidante transforma a las EROS a especies menos reactivas,
reduciendo la concentracion y deteniendo la produccion de subproductos tdxicos de los iones
metélicos e inhibiendo las complejas reacciones en cadena de los radicales (Foyer et al., 1994). En
bajas concentraciones las EROS son mensajeros primarios, especialmente el (H202) el cual
interviene y desencadena toda una compleja cadena de sefializacion que induce tolerancia en las

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

Para evitar los dafios por la sobreproduccién de las EROS durante criogenia, en la fase
previa se adicionan moléculas con capacidad antioxidante o funcion de elicitor (Lynch et al.,
2011). El é&cido salicilico (AS) en criopreservacién ha incrementado los porcentajes de
supervivencia y regeneracion 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 obtencion de plantas libres de virus, asi como para
incrementar los porcentajes de supervivencia en Vitis vinifera y Solanum tuberosum L. (Pathirana

etal., 2016; Ruiz-Saenz et al., 2019). EI AS y el peroxido de hidrégeno (H202) son dos moléculas



importantes en los mecanismos de sefializacion en cascada y ambos inducen tolerancia en plantas
a condiciones de estrés abiotico, reduciendo los efectos negativos ocasionados por temperaturas
bajas a través de mecanismos enzimaticos (Dat et al., 2000). En papa, pretratamientos de AS y
H>0- han demostrado inducir tolerancia a frio y congelamiento (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-
Herrera y LoOpez-Delgado, 2006; Lopez-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
obtencion de plantas libres de virus y efectos fisioldgicos en la fase de regeneracion (Ayala-
Hernandez et al., 2019; Ruiz-Saenz et al., 2019). En criogenia la generacion de EROS durante
todo el proceso y su relacion con el sistema antioxidante ha sido estudiado, centrandose en los
dafios que producen o su rol en la muerte celular (Lynch et al., 2011; Georgieva et al., 2014; Jiang
etal., 2019).

El H202 y su funcion como sefializador es un &rea de investigacion inexplorada en
criogenia. Hasta el momento la aplicacion de H2O: se ha realizado Unicamente en la especie de
Celosia plumosa, donde se encontr6 que tratamientos de perdxido de hidrégeno adicionados en la
fase de carga pueden inducir cambios enzimaticos y aumentar los porcentajes de supervivencia;
por tanto, inducir tolerancia a criogenia (Li et al., 2019). Evaluar el efecto de pretratamientos como
AS y H>03, asi como los cambios que ocasionan en contenido de prolina, contenido de peréxido
de hidrégeno, potencial hidrico, actividad enziméatica de CAT y POX, permitira entender mejor
los mecanismos posiblemente relacionados con la tolerancia a criogenia y el aumento en los

porcentajes de supervivencia.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos generales

1) Evaluar la relacion entre la induccion de tolerancia a estrés por criogenia mediante acido

salicilico y enzimas antioxidantes en Solanum tuberosum L.

2) Evaluar el efecto de perdxido de hidrégeno en la induccion de tolerancia a estrés por criogenia

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

2.2. Objetivos especificos

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

Solanum tuberosum L. pretratadas con acido salicilico o peroxido de hidrégeno en criogenia.

2) Determinar los contenidos de peroxido de hidrégeno y prolina en plantas de Solanum
tuberosum L. pretratadas con &cido salicilico o perdxido de hidrégeno en criogenia.

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

con &cido salicilico y peroxido de hidrogeno durante la etapa de deshidratacion en criogenia.



3. HIPOTESIS

Si el &cido salicilico y el perdxido de hidrégeno participan en respuestas comunes de
tolerancia a estrés en Solanum tuberosum L. y el &cido salicilico induce tolerancia a criogenia en
Solanum tuberosum L., por lo tanto, el peréxido de hidrogeno podria inducir tolerancia al estrés
por temperaturas ultrabajas. Si el peroxido de hidrégeno induce respuesta a la tolerancia a
temperaturas de congelamiento, entonces podria inducir tolerancia a temperaturas ultrabajas,
pretratamientos de &cido salicilico y perdxido de hidrégeno en plantas de Solanum tuberosum L.
induciran cambios en la actividad enzimatica antioxidante de CAT y POX al igual que en los

contenidos de perdxido de hidrogeno y prolina asociados a tolerancia al estrés por criogenia.

La deshidratacion inducida por 90 min, durante el proceso criogénico estara asociado a un

valor de potencial hidrico (W) constante, estable y reproducible.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Descripcion del cultivo de papa

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta dicotiledonea perteneciente a la familia
Solanaceae, con 90 géneros y 2800 especies. Solanum tuberosum se divide principalmente en dos
subespecies: a) la subespecie andigena, la cual es una especie diploide adaptada a condiciones de
dias 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 taxonomicas, incluidas 19 series portadoras de tubérculos
y dos series no tuberosas (Spooner et al., 2005). La clasificacion taxonémica de la papa descrita
por Spooner et al., 2005, es la siguiente:

Reino: Plantae

Subreino: Viridiplantae
Divisién: Traqueofita
Subdivision: Espermatofitas
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales

Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum L.

Solanum tuberosum L. es una planta perteneciente a las herbaceas, la cual esta formada por
dos partes principalmente: a) la seccion aérea la cual consta de tallos principales y secundarios,
hojas, flores, frutos; y b) la seccion subterranea conformada por la raiz, estolones, tubérculos.
(Coutifio-Magdaleno et al., 2018). En la parte aérea; la planta presenta un color marrén 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 pequefio y puede llegar a poseer alrededor de 400 semillas (Andrade et al., 2015;



Coutifio-Magdaleno et al., 2018). En la parte subterranea la raiz estd compuesta por varias raices
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; Coutifio-Magdaleno et al., 2018). El tubérculo se forma a partir de un tallo lateral que crece
en direccion positiva gravitropicamente llamado estolon el cual presenta una zona meristematica
subapical, formandose generalmente entre 35 y 45 dias después de la siembra (Coutifio-Magdaleno
et al., 2018; Zarate-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 produccién total de 365 millones de toneladas por afio
(FAOSTAT, 2021), después del arroz y el trigo, su rendimiento de materia seca y proteina por
hectarea es mayor que el de los principales cereales (Andrade et al., 2002). Las papas contienen
proteinas de alta calidad, asi como todos los aminoacidos esenciales y vitamina C (Zarate-Polanco
et al., 2014). En México, el cultivo de papa estd entre los seis cultivos de mayor importancia
nutricional. Por su alto rendimiento, resistencia y caracteristicas agronomicas, ha sido
ampliamente sembrado en 19 estados del pais, 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, nematodos, protozooarios y virus causantes de diversas enfermedades (O’ Brien
y Rich, 1976). Los virus de papa producen un alto porcentaje en la produccion 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) (Salomdn et al., 2004). Los virus atacan principalmente organelos
celulares para su replicacion, también Ilamados viroplasmas (cloroplastos, mitocondrias, el nicleo,
entre otros), volviendo dificil su eliminacion al transmitirse de una generacion vegetativa a otra,

provocando dafos tanto fisioldgicos y metabolicos (Escudero et al., 2016). Por este motivo se



requiere del uso de herramientas biotecnoldgicas que permitan la obtencion de plantas libres de

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

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

tuberosum L.

Las herramientas biotecnoldgicas empleadas comiunmente para la obtencién de plantas
libres de virus en diversos cultivos y en papa, se presentan a continuacion: el cultivo de meristemos
es la técnica cuyo fundamento es la obtencion de células meristematicas con baja o nula presencia
de virus (Faccioli, 2001; Kabir et al., 2010; Ramgareeb et al., 2010), la quimioterapia mediante la
adicién de antivirales (Hsu et al., 2000; Matthews 1953; Skiada et al., 2009), la electroterapia a
través de la aplicacion de corriente eléctrica (O’nofre et al., 2018), la termoterapia que consiste en
mantener plantas o parte de ellas en temperaturas entre 35 °C y 54 °C (Aguilar-Camacho et al.,
2016; Lépez-Delgado et al., 1998; 2004; Panattoni et al., 2013) y la crioterapia basada en la
aplicacion de temperaturas ultrabajas (Ruiz-Séenz et al., 2019; Wang y Valkonen, 2008; 2009 a,
b).

Una de las desventajas que tienen en comun todas las técnicas descritas anteriormente, es
la obtencidn de bajos o nulos porcentajes de supervivencia, inducida por el tipo y tamafio de
explante, tipo y concentracion del virus, ademas de la susceptibilidad de diversas especies al estrés
generado a lo largo del proceso (Sanchez et al., 1991). Sin embargo, la aplicacion de tratamientos
en la fase previa en cualquiera de estas técnicas ayuda a mejorar los porcentajes de eliminacién de
virus. Como se ha demostrado en papa mediante el uso de AS y H>O, en termoterapia y crioterapia,
para incrementar la supervivencia y el nimero de plantas libres de virus de PVX 'y PVS (Aguilar-
Camacho et al., 2016; Lopez-Delgado et al., 1998; 2004; Ruiz-Saenz et al., 2019). Mejorando su
calidad fitosanitaria para su multiplicaciébn o almacenamiento en bancos de germoplasma
cumpliendo con normas oficiales (NOM-025-FITO-2000; 2000).

4.2. Conservacion genética de Solanum tuberosum L.



Hoy en dia la conservacion de recursos vegetales ha cobrado relevancia a nivel mundial
como consecuencia del cambio climatico y la destruccion de ecosistemas, 1o que conduce a la
pérdida de la diversidad genética vegetal. EI mejoramiento genético de cultivos, busca individuos
con caracteres de interés para su conservacion de manera in situ o ex situ. La conservacion in situ
es aquella que se realiza protegiendo el habitat natural, teniendo como principal desventaja la
pérdida de material genético por el cambio climatico; recurriéndose asi, como principal alternativa,

a la conservacion ex situ (Fernandez y Gutiérrez, 2012).

La conservacion ex situ, es la conservacion de materiales fuera de su hébitat natural, en
zonas de cultivo especializadas, invernadero o en condiciones in vitro. Las metodologias de
conservacion 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 bidticos y abi6ticos
(Panis y Lambardi, 2005). Los métodos in vitro de conservacidn de recursos genéticos se clasifican
en dos categorias: (1) procedimientos de crecimiento reducido, donde las accesiones de
germoplasma se mantienen como tejidos o plantulas vegetales en medios nutritivos, brindando
opciones de almacenamiento a corto y mediano plazo; y (2) crioconservacion, donde los materiales
vegetales son almacenados en nitrégeno liquido (NL) para su resguardo a largo plazo (Engelmann,
2004; Engelmann y Engels, 2002).

En papa la semilla boténica tiene una alta tasa de variabilidad genética y una tasa baja de
germinacion, por lo cual se utiliza la multiplicacién asexual y clonar de manera vegetativa, en
bancos de campo con colecciones in situ y ex situ (Corlett, 2017). La forma mas eficiente de
conservacion de Solanum tuberosum L. es en condiciones in vitro, ya que presenta ventajas
significativas sobre las otras formas de conservacion de materiales genéticos, al poder establecerse
el cultivo en condiciones fitosanitarias 6ptimas, conservandose un gran nimero de accesiones en
un espacio reducido y con diferentes tiempos de almacenamiento (Fernandez 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 minimo y a largo plazo mediante protocolos

criogénicos (Lopez-Delgado et al., 1998; Kaczmarczyk et al., 2012).



4.2.1. Conservacion in vitro de Solanum tuberosum L.

La micropropagacion continua, es un tipo de conservacion de germoplasma de Solanum
tuberosum L., con periodos cortos de 4 semanas aproximadamente entre cada subcultivo
(Macgayver et al., 2015), atil para el aumento de una poblacion a partir de pocos individuos para
su resguardo a mediano o largo plazo. La conservacion de los explantes a mediano plazo tiene una
duracion de 6 meses a 2 afios en cultivo in vitro, en condiciones de crecimiento minimo, con
medios adicionados con agentes osmaéticos como manitol, sorbitol, polietilenglicol (Garcia-Aguila
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 conservacién de germoplasma a largo plazo es aquella donde partes vegetales con
células meristematicas se conservan en condiciones de congelamiento para su almacenamiento
durante largos periodos, comprenden desde afios hasta décadas (Benson, 2008). En 1995 el CIP
inicio la criopreservacion con el método de vitrificacion desarrollado por Steponkus (1992), con
200 cultivares de papa con diferente poliploidia y el 75% de estos cultivares mostrd regeneracion
exitosa. También se probaron otros métodos como encapsulacién-deshidratacion y métodos de
goteo. Los cuales permitieron el resguardo de 960 accesiones en un tanque de nitrogeno liquido
(NL) con 130 L reduciendo el costo de almacenamiento (Golmirzaie et al., 1999). Hasta
convertirse el dia de hoy en rutinas aplicadas en diversos institutos que poseen colecciones

criopreservadas de papa en Alemania, Japon, Per( 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 congelacion utilizando el NL como medio de enfriamiento. Estos se
basan en la eliminacion de toda el agua congelable en los tejidos mediante deshidratacion fisica u
osmotica, seguida de una exposicion a temperaturas bajas y ultrabajas. Dentro de los métodos
criogénicos se incluyen la criopreservacion y la crioterapia cuyo tronco comun es la aplicacion de

las mismas metodologias, que permitan alcanzar ambos objetivos.



Las técnicas de criopreservacion se clasifican en: a) clasicas, las cuales iniciaron su
desarrollo en los afios 70 (Kartha, 1985); b) técnicas nuevas, constituidas por la encapsulacion-
deshidratacion (Reed et al., 2005), la vitrificacion (Uragami et al., 1989), la encapsulacion-
vitrificacion (Uragami et al., 1989), deshidratacidn en crioplaca (Sakali, et al., 1991) o vitrificacion
en crioplaca (Yamamoto et al., 2012; Niino y Arizaga 2015), adicionalmente estas técnicas son

aplicables en crioterapia.

El éxito de los procesos criogénicos esta en funcion de: la condicién del tejido donador,
condiciones de cultivo, uso de osmoprotectores 0 crioprotectores, congelamiento,
descongelamiento y condiciones de regeneracion (Mustafa et al., 2011). Estos factores tienen un
impacto directo en la capacidad de supervivencia y regeneracion del material vegetal que se somete
a estos procesos. El tipo de explante y tamafio adecuado, influye en el éxito de la criogenia debido
a gue este tipo de explantes son mas 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 acttian sinérgicamente afectando gravemente a los tejidos vegetales (Wang y
Valkonen, 2009).

El uso de una aclimatacion previa (exposicion a temperaturas bajas), puede ser una
alternativa para el incremento de los porcentajes de supervivencia y regeneracion al inducir
moléculas sefializadoras, con la finalidad de activar mecanismos de tolerancia para el estrés
posterior a criogenia (Englemann, 2000; 2004). Los porcentajes de regeneracion de los explantes
han mostrado un aumento adn de especies no tolerantes, utilizando la aclimatacion (Benson, 2008).
Mecanismos que posiblemente se desencadenan son la acumulacion endogena de moléculas
asociadas al frio como son: el acido salicilico (AS), acido abscisico (ABA), perdéxido de hidrégeno
(H202), acumulacién de azucares, produccion de osmolitos y activando sistemas enzimaticos
(Kaczmarczyk et al., 2011). Moléculas sefializadoras pueden adicionarse exdgenamente en esta
fase de cultivo para el incremento de la supervivencia y regeneracion (Lynch et al., 2011). EI AS
en criopreservacion ha incrementado los porcentajes de supervivencia y regeneracion 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 obtencién
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de plantas libres de virus, asi como para incrementar los porcentajes de supervivencia en Vitis

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

Los osmoprotectores en la criogenia son soluciones con una alta cantidad de osmolitos que
ayudan a la reduccién de agua disponible en los tejidos vegetales. Los crioprotectores mas
comunes son dimetilsulfoxido (DMSO), polietilenglicol (PEG), glicerol, sacarosa, sorbitol y
manitol (Rajasekharan, 2006). Un ejemplo de su funcion es la adicion de glicerol, el cual penetra
a la membrana celular, reduciendo la concentracion 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 deshidratacion, protegiendo la membrana plasmatica (Kaczmarczyk et al., 2011).

El proceso de congelamiento en criogenia puede llevarse a cabo paulatinamente reduciendo
la temperatura en intervalos, o bien, de forma répida al sumergir directamente el material
precultivado y crioprotegido en NL. Esto a fin de evitar la nucleacion del hielo y con ello la lisis
celular, reduciendo los porcentajes de supervivencia y regeneracion (Benson, 2008). El
descongelamiento es el punto de la criogenia donde por medio de soluciones con altas
concentraciones de sacarosa se evade la recristalizacion del hielo por el cambio térmico, mismo
que puede llevarse a cabo en presencia de soluciones de sacarosa 0.8 - 1.2 M o descongelandolos
en agua a 40 °C (Hirai y Sakai, 1999) cabe sefialar que en la fase de recuperacion o regeneracion
se deben considerar factores como la duracion del subcultivo, medio, luz y temperatura de acuerdo

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

4.3.1 Criopreservacion
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La criopreservacion se aplica para la conservacion de tejidos y 6rganos diferenciados como
polen, semillas, ejes embrionarios, apices, embriones cigéticos y somaticos, lo cual permite

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

Las primeras aplicaciones y estandarizaciones de los métodos criogénicos se dividian en
dos de acuerdo con tipo de congelamiento: a) el enfriamiento en dos pasos, el cual consiste en una
diminucion de la temperatura mediante el uso de un sistema automatizado, usando una velocidad
de enfriamiento de 1 °C min hasta -0 °C para transferirse a NL (Benson et al., 1989); b)
congelamiento es el enfriamiento ultrarapido, usando una velocidad de enfriamiento 360 °C min*
(Towill y Bonnart 2003).

En la criopreservacion los métodos méas utilizados son: a) EI Método de vitrificacion;
consiste en la solidificacion de liquidos sin cristalizacion. Se aplica una solucién de vitrificacién
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 liquido suplementado con &cido giberélico (GA3),
sacarosa 0 manitol. Los explantes pasan por un tren de carga en soluciones de PVS2 (PVS2 al
20%; PVS2 al 60% PVS2 100%), con inmersion a NL de forma directa y la rapida. El
descongelamiento se realiza de forma rapida a 35 °C en medio MS con sacarosa 1.2 M y la
regeneracion se llevd a cabo bajo luz difusa (fotoperiodo de 16h, aprox. 6 umol m s~ ') a 24 °C

en medio MS de regeneracidn semisolido (Sakai et al., 1990).

b) EI Método de gota de DMSO (congelacién por goteo). Se colocan los explantes en gotas
de crioprotector colocadas en hojas de aluminio para su congelamiento y descongelamiento. Los
explantes se aislan e incuban en medio MS con 30 g/l de sacarosa, 0.5 mg/L de rib6sido de zeatina,
0,2 mg/L de &cido giberélico (GA3) y 0.5 mg/L de &cido indolacético (AlA). Se crioprotegen con
medio MS (Murashigue y Skoog; 1962) y DMSO. El congelamiento se realiza directamente en
NL y el descongelamiento rapido se lleva a cabo con gotas de agarosa (Schéfer-Menuhr et al.,
1994).
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c¢) La Vitrificacion por goteo combina elementos del método de gotas de DMSO vy la
vitrificacion. Los esquejes se incuban en medio liquido MS que contiene GA3, zeatina y AlA a 24
°C, se deshidratan en gotas de PVS2 sobre papel de aluminio y se colocan en crioviales
preenfriados para su inmersion directa al NL. El descongelamiento se realiza de forma rapida en
medio liquido con sacarosa. La regeneracion se lleva a cabo en medio semisélido a + 24 °C con

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

d) La Encapsulacion / Deshidratacion, en este método los explantes se subcultivan en
diversos medios enriquecidos, se suspenden en medio MS liquido libre de calcio con alginato de
sodio, posteriormente se trasladan a medio liquido con cloruro de calcio para la formacion de
perlas de alginato. Se incuban en solucion de sacarosa y deshidratan bajo el flujo de aire a
temperatura ambiente. EI congelamiento se realiza de forma rapida en NL, el descongelamiento se
lleva a cabo de forma rapida en una solucién de sacarosa 0.5 M y la regeneracion se lleva a cabo
en medio MS sélido (Fabre y Dereuddre, 1990)

e) Encapsulacion/Vitrificacion, esta metodologia combina ciertos elementos de
vitrificacion y encapsulaciéon/deshidratacion. Los explantes se precultivan en medio MS sélido, se
suspenden en medio MS sin calcio suplementado con alginato de sodio y sacarosa, transfiriéndose
a medio MS con cloruro de calcio para su polimerizacion, se realiza la osmoproteccién con medio
MS que contiene sacarosa y glicerol, se lleva a cabo una deshidratacion con solucion PVS2, el
congelamiento es directo en NL y el descongelamiento se realiza en presencia de sacarosa en un

bafio de agua a 38 °C

4.3.1.1 Método de deshidratacion-crioplaca (D-Crioplaca)

Dos de los métodos mas recientes para la crioconservacion por deshidratacidn-vitrificacion
son los métodos de crioplaca V, donde la deshidratacion se realiza utilizando la solucién de
vitrificacion PVS2, y el método de deshidratacion crioplaca (D-crioplaca) que es recomendado
para materiales que son sensibles a la solucién PVS2 (Yamamoto et al., 2012). En el método de
D-crioplaca la deshidratacion se consigue utilizando la corriente de aire de la cabina de flujo

laminar o gel de silice (Yamamoto et al., 2015). La principal ventaja de estos métodos es la
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manipulacion mas facil y rapida de las muestras. El objetivo principal de estos métodos es que los
explantes se adhieran a una lamina 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)
0 PVS2 es més sencillo, ya que con estos portadores la pérdida y lesiones del material vegetal se
disminuye. La etapa de congelamiento se realiza mediante inmersion directa en NL y la solucion
de descongelamiento respectivamente, incrementando los porcentajes de regeneracion vy
supervivencia. Las crioplacas de aluminio disefiadas (37 mm x 7 mm x 0,5 mm con 10 o 12
pocillos) estan hechas con aluminio de una pureza > 99.5 % y pueden colocarse en crioviales de 2
mL. Este método permite trabajar con un gran numero de muestras al mismo tiempo, la
manipulacion es mas 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 Criopreservacion de Solanum tuberosum L.

La criopreservacion de papa se inicio en el afio 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 critico debido a las diversas respuestas entre diferentes genotipos, lo
que se ve reflejado en las variantes entre los porcentajes de supervivencia y regeneracion
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 regeneracion. En el método de enfriamiento en
dos pasos se observaron porcentajes de regeneracion de 9-18 % (Bajaj, 1977), 21-85 % (Henshaw
et al., 1985), 33-70 % (Towill, 1984) y | % (Benson et al., 1989). La supervivencia reportada para
el método de vitrificacion es de Solanum Andigena 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
regeneracion de 2.5-22 % (Barandalla et al., 2003). Por el método de goteo se observo un 58 % de
supervivencias en alrededor de 1000 accesiones (Kaczmarczyk, 2008). En el meétodo de
vitrificacion por goteo, la supervivencia se reporto 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

14



Sakai (1999) la supervivencia en Solanum tuberosum L. por el método de encapsulacion-

vitrificacion puede alcanzar hasta un 70 % en diversos cultivares.

El método de encapsulacion-deshidratacion es uno de los métodos mas utilizado en rutinas
de crioconservacion y crioterapia; en el caso de este método Bouafia et al., (1996) obtuvieron entre
un 12-71 % de supervivencia, en comparacion 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 regeneracion.

Los bajos porcentajes obtenidos en las diversas metodologias en criopreservacion se deben
a multiples factores, entre ellos el estrés oxidativo, el estrés osmético 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 eliminacion de ciertos
fitopatdgenos erradicandolos con la exposicion de meristemos apicales a NL (Ruiz-Séenz et al.,
2019; Wang et al., 2003, 2009). En el caso de papa; Wang et al., (2006) reportaron la eliminacién
del virus del enrollamiento de la hoja de la papa (PLRV) y el virus Y de la papa (PVY) por medio
del método de encapsulacion/deshidratacion, encapsulacion/vitrificacion y goteo.

Pero al igual que en criopreservacion el porcentaje de supervivencia regularmente es bajo,
dependiendo de la concentracion y tipo de virus presente, ademas que la regeneracién no esta
asegurada, aunque exista un alto porcentaje de supervivencia (Ruiz-Séenz et al., 2019; Wang et
al., 2006). Ayala-Hernandez et al., (2019), obtuvieron incrementos de la supervivencia de entre
un 2.17 aun 3.21 veces los valores de referencia en procesos criogénicos, mientras que Ruiz-Saenz
et al., (2019) obtuvieron valores del 0-70 % en clones de papa sometidos a crioterapia, utilizando
en ambos casos el método de encapsulacion-deshidratacion. Lynch et al., (2011) sugieren el uso
de pretratamientos para reducir el estrés abio6tico generado en criogenia, con la finalidad de mejorar

los porcentajes de supervivencia y regeneracion.
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4.4 Estrés abiotico

El término estrés (bidtico o abidtico), es definido como cualquier factor ambiental que reduce la
tasa de algun proceso fisioldgico, ejemplificando: el crecimiento o la fotosintesis por debajo de la
tasa maxima que podrian alcanzar en condiciones normales de crecimiento (Azcén-Bieto y Talon,
2008). Algunos de los tipos de estrés son: sequia, falta de nutrientes, metales pesados, inundacion,
salinidad (Sewelam et al., 2016) y condiciones de temperaturas extremas (LOpez-Delgado et al.,
1998; 2018; Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y Lopez-Delgado, 2006). El estrés abiotico
tendra efectos bioquimicos, fisioldgicos, morfolégicos y estructuras diferentes, pero todos
conduciran al estrés oxidativo y en casos extremos a la muerte celular (Azcon-Bieto y Talon,
2008).

4.4.1 Estrés a temperaturas bajas y ultrabajas

La temperatura se considera un factor de estrés abio6tico y es estudiado ampliamente al
presentarse de forma global debido al cambio climético existente en las Gltimas décadas. El estrés
generado por temperaturas bajas se puede dividir en estrés por frio 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 frio (<0 °C) o a la congelacion (0 a -15 °C)
dependiendo de la especie y el genotipo (Saleem et al., 2020). Cada planta tiene un rango 6ptimo
de crecimiento apropiado para su crecimiento y desarrollo. Los cultivos de habitats calidos exhiben
sintomas de dafios 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 dafios a la exposicion a temperaturas entre 10-15°C (Sudesh, 2010), los dafios por frio
se ven a las pocas horas en reduccion de la expansion de las hojas, clorosis 0 necrosis y dafios en

la membrana plasmatica (Sudesh, 2010).

El estrés por congelamiento es resultado de una exposicion a temperaturas menores a cero
grados (Sakai y Larcher, 1987; Viswanathan et al., 2007), la formacion de hielo se puede llevar a
cabo dependiendo de la velocidad de enfriamiento o por la velocidad de extraccién de las

moléculas de agua de las células vegetales (Yoshida y Uemura, 1990; Guy, 1990). Durante la
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congelacion 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 congelacion
extracelular se caracteriza por la deshidratacion celular, el crecimiento de cristales de hielo en la
superficie externa, asi como la contraccion de su volumen celular a medida que sale por difusion
el agua fuera de la célula. La cristalizacion del agua interna puede llevarse a cabo por nucleacion
0 por la penetracion de cristales de hielo externo durante la congelacion intracelular (Guy, 1990).
Existiendo multiples respuestas entre especies y genotipos en la tolerancia a la congelacion, la
misma que se puede identificar, en las diferentes etapas de crecimiento o incluso dentro de la
poblacién (Sakai y Larcher 1987; Viswanathan et al., 2007; Thomashow, 2001). Las plantas suelen
preaclimatarse en condiciones subdptimas a las de su crecimiento normal para la produccion
endogena de moléculas de &cido salicilico (AS), &cido abcisico (ABA), especies reactivas de
oxigeno (ERQOS), azucares, osmolitos y la activacion del sistema antioxidante enzimatico para
inducir la tolerancia a estrés por congelamiento (Salisbury y Ross, 1991). A temperaturas

ultrabajas la generacion de estrés presenta similitudes a lo mencionado en frio y congelamiento.

4.4.2 Estrés generado en criogenia

La criogenia es una técnica compleja, donde se presentan multiples tipos de estrés abiotico,
derivado de cada una de las fases que induce un tipo de estrés en especifico. La fase de cultivo
previo a criogenia, la diseccion del tejido y su siembra en condiciones de preaclimatizacion o con
algln agente adicionado, lo cual conduce a cambios bioquimicos, morfoldgicos y fisiologicos
(Lynchetal., 2011). La deshidratacion se realiza en una o varias etapas de la criogenia, eliminando
la maxima cantidad de agua disponible en el tejido, sin que pierda la estabilidad de las membranas,
la deshidratacion excesiva hace que la célula se plasmolice, en contraste con esto, las células poco
deshidratadas conduciran a dafios en la siguiente fase de la metodologia (Tomashow 1998). El
siguiente estres corresponde a la exposicion al ultra-congelamiento, similar a lo que se presenta en
frio o congelamiento, en este se busca evitar la formacion de cristales de hielo, en este punto de la
metodologia todos los procesos metabdlicos de la célula se detienen, por lo tanto, el dafio
significativo es aquel que puede generarse en presencia de agua y su cristalizacion (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 metabdlico activo (Rahmad et. al., 2015; Danova et. al., 2012). Un descongelamiento
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inadecuado, puede conducir a la recristalizacion del agua, generandose asi la muerte celular.
Ademas de lo anteriormente descrito, el tejido vegetal debe evadir la foto oxidacion en los primeros

dias de regeneracion (Kaczmarczik et al., 2012).

4.4.2.1 Deshidratacion en procesos criogénicos

La deshidratacion es la remocion de agua de los tejidos, en criogenia se presenta en una o
maés de las fases que constituyen a la metodologia. La eliminacion de agua se realiza en las primeras
fases, antes del congelamiento mediante la adicion de soluciones crioprotectantes, que ayudan a
mantener la estabilidad de las membranas celulares y cuya funcion es aumentar la concentracion
de solutos, hasta que la solucién liquida se vuelva cada vez mas viscosa a medida que la
temperatura disminuye, volviéndose asi un solido vitreo. Otra alternativa es mediante el uso de
procesos fisicos, como corrientes de aire y agentes desecantes como el silica gel, cumpliendo
ambas la misma funcion (Niino et al., 2015). La eliminacion del agua en las fases anteriores ayuda
a evadir la formacion de cristales de hielo en la célula (nucleacion del hielo) que se forman con el
cambio de estado liquido a sdlido del agua al entrar en contacto con el NL (-196 °C), un control
preciso de la eliminacion del agua de los explantes, asi como la prevencién de las lesiones por
toxicidad quimica o estrés osmotico durante la etapa de deshidratacion se considera critica para
que el proceso criogénico sea exitoso. El tiempo 6ptimo de deshidratacion depende de la especie
y puede variar con el tamafio, la etapa y el estado morfolégico del explante (Niino et al., 2015;
Yamamoto et al., 2015).

El tamafio de las células es un factor de estrés medular en la regeneracién exitosa de los
explantes sometidos a criogenia, derivado de que las células pequefias y densas sobreviven mejor
que aquellas vacuoladas y grandes, las cuales sufren mayores dafios. La unién y presencia de todos
estos factores de estrés generalmente provocan porcentajes reducidos o nulos de supervivencia o
regeneracion, la produccion de dafios en la membrana esta ligada al estrés osmotico y relacionada
con altas concentraciones de electrolitos y proteinas totales las cuales se originan después del

proceso de descongelacién (Snyman et al., 2011; Niino et al., 2015).
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4.4.2.2 Potencial hidrico ¥a

La herramienta con la que se cuenta para expresar y medir el estado libre del agua o los
liquidos en general es el potencial hidrico Wa (Bieto y Talon, 2013). El Wa puede expresarse en
megapascales (MPa = 10 bares), atmosferas o bares (1 bar = 0.987 atm) y varia en forma
directamente proporcional con los valores de energia libre presentes en el sistema. E1 Wa 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 union a uno de referencia (W¥=0); a la misma
temperatura y la presion atmosférica del sistema o bien como el diferencial entre la presién de
turgencia ejercida en la célula vegetal contra la pared celular y la presion osmotica (Bieto y Talon,
2013; Taiz y Zeiger, 2006). El Wa regula la capacidad de transporte de los metabolitos propios de
la planta y su relacion con los contenidos de agua dentro de la célula. Dentro de la transpiracion
de las hojas la direccion del Wa dentro de la planta serd siempre de mayor a menor (Zyalalov,
2004; Moreno, 2009). Cabe sefialar que un estrés hidrico puede ocasionar una afectacién en la
capacidad de transporte electronico debido a diversos factores de estrés (Flexas y Medrano 2002).
De acuerdo con Osmond y Grace (1995) existe también una reduccion de centros funcionales
relacionados con la integridad de la denominada maquinaria fotosintética, proceso conocido como

foto-inhibicidn cronica.

Es importante conocer a detalle que las relaciones hidricas 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 ayudaria a prevenir el dafio causado por el encogimiento
excesivo debido a una sobre deshidratacion, dafio que puede ser mecanico y de caracter reversible.
El estudio de relaciones hidricas es relevante en los procesos criogénicos, ya que el estrés osmatico
generado en estos procesos determina en gran medida la recuperacion de los tejidos, ya que evita

la formacion 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 produccién de EROS vy 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 sefializadoras y a niveles superiores producen
dafos celulares e incluso la muerte. Las EROS a niveles altos inhibe la funcion de las enzimas y
destruye las proteinas celulares, los acidos nucleicos y los lipidos. Cuando las plantas estan
expuestas a condiciones ambientales desfavorables, la destruccion oxidativa ocurre cuando cambia
el equilibrio entre la produccion de las EROS y su desintoxicacion a través del sistema antioxidante
es parcial (Foyer y Noctor, 2005; Scandalios, 2005). El estrés oxidativo en niveles mas altos de
los basales, pero no superiores a niveles de sefializacion, desencadenan diversos procesos de la
cascada de sefializacion, donde se activan diversos procesos bioquimicos y fisiologicos en el

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

4.5.1 Especies reactivas de oxigeno

En todos los organismos vivos se producen moléculas con una alta capacidad de reaccion,
las EROS son una respuesta a factores de estrés abidticos o bidticos que en grandes
concentraciones pueden dafiar 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 O. Las oxidasas y peroxidasas ubicadas en el apoplasto;
principal fuente de oxigeno originando el superdoxido (O27), mientras que por medio de la
fotorrespiracién se genera H2O> en los peroxisomas (Gechev et al., 2006; Halliwell, 2006). Las
ERQOS tienen alta actividad de reaccion y capacidad oxidante. Se pueden generar en varias partes
de la célula como son la mitocondria y el reticulo endoplasmatico. Entre las EROS producidas se
encuentra el ion Oz, el perdxido de hidrégeno H-0., el radical hidroxilo (OH") y el oxigeno en
singulete (*O) (Lay et al., 2014; Di Meo et al., 2016; Gondim et al., 2013). Todas las EROS son
producidas a partir de la reduccion del Oz, en una primera reduccion produce radicales (O2°);
posteriormente existe una dismutacion enzimatica (causada por la superéxido dismutasa SOD) o
espontanea (al liberarse un electron) donde se forma peroxido de hidrégeno (H20z), este a su vez
es transformado por medio de la reaccion de Fenton en el radical hidroxilo (OH") o eliminado por
la catalasa o en el ciclo del ascorbato-glutation. La formacion del oxigeno en singulete (*02) se

forma por efecto de la fotoactivacion (Khan et al., 2018).
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4.5.2 Sintesis y funcion del perdxido de hidrogeno

El H202 en un inicio era considerado Unicamente como un metabolito celular toxico
(Azevedo-Neto et al., 2005); diversos autores han demostrado que solo es toxico en altas
concentraciones y puede servir como una molécula sefializadora, ademas poseer una actividad
antioxidante, ya que es el compuesto mas 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 afio
de 1818, y utilizada principalmente como un producto industrial.

El H>O: es considerado la molécula mas estable de las EROS y se difunde a través de las
membranas celulares por diversos canales (Neill et al., 2002), formando radicales hidréxilo de
vida media corta, los cuales reaccionan directamente con otras EROS y biomoléculas préximas a
su origen, lo cual lo convierte en una molécula sefial de transduccién (Mori y Schroeder, 2004). El
H>O> se genera como respuesta a diversos estimulos, participa en la regulacion de diversos
procesos bioldgicos, ademas del remodelamiento vascular y el cierre estomatico en las plantas.
Posee una gran movilidad entre tejidos, ademas de servir como sustrato en varias reacciones y

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

Se produce de forma natural en las plantas, encontrdndose en concentraciones de
condiciones dptimas (60 uM — 7 mM, dependiendo la especie) (Jiang y Zhang, 2001). EI H>0>
posee una participacion activa en diversas funciones fisioldgicas de las plantas, ademas de ser un
intermediario entre respuestas a diversos tipos de estrés, es considerada una molécula sefializadora
en procesos en la aclimatacién 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 H20. es un importante regulador de transduccion de sefiales en organismos eucariontes,
cuando es producido durante el llamado estallido oxidativo tiene una funcion de molécula sefial,
la cual induce la transcripcion de genes que posteriormente codifican en proteinas como lo son la
fenilalanina amonioliasa (PAL), la glutation-S-transferasa, enzimas para la biosintesis de lignina,
la Glutation transferasa en la periferia celular y peroxidasas (Khan et al., 2018). La conversion de

H20, a H>O por la ascorbato peroxidasa (APX) ocurre por la oxidacion 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. EI MDA puede dismutarse espontaneamente en dehidro-
ascorbato (DHA), por la oxidacién del glutation (GSH) a glutation disulfuro (GSSG). Finalmente,
la glutation reductasa (GR) puede regenerar GSH a partir del GSSG, usando NAD(P)H como
agente reductor. La glutation reductasa (GR) también detoxifica H,O. a H2O utilizando al GSH
como reductor. Asi, las formas oxidadas del ASC y el GSH son conducidas a sus estados reducidos

iniciales, cerrando el ciclo y previniendo asi la acumulacion de H20- (Khan et al., 2018).

El H20; juega un papel importante en la transduccion de sefiales de defensa en las plantas
y podria inducir la expresion génica y la sintesis de proteinas a favor del mecanismo de tolerancia.
(Apostol et al., 1989; Burdon et al., 1995; Karpinski et al., 1999). Activando una compleja red de
rutas metabolicas que intervienen en la catabolizacion por catalasa, en presencia de sustratos

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

4.6 Sistema antioxidante

El sistema antioxidante en plantas tiene como funcion prevenir la oxidacién de otras
moléculas a medida que se producen EROS por las reacciones de oxidacion, las cuales conducen
a dafios o muerte celular. El sistema antioxidante es aquel sistema constituido por compuestos
enzimaticos y no enzimaticos en la célula que intervienen en el proceso de regulacion y
detoxificacion de EROS en la célula. El sistema antioxidante enzimatico esta constituido por un
grupo de enzimas que intervienen en la eliminacion de las EROS (Asada, 1992). Conformado por:
catalasa (E.C.1.11.1.6, CAT), superoxido 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), glutation 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 eliminacién
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 enzimatico esta constituido por moléculas, como compuestos

lipofilicos, hidrofilicos, alcaloides, carotenoides, flavonoides, acidos fenolicos, ascorbato, acido
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ascorbico (AsA), y GSH, (Gill y Tuteja 2010; Hasanuzzaman et al., 2012). Estos compuestos,
regulan la produccion y eliminacién de EROS (Azevedo-Neto et al., 2008, Munns y Tester 2008,
Murillo et al., 2007). En las plantas una reaccion rapida de defensa es la explosion oxidativa, por
medio de la cual se producen EROS, principalmente O2™ y H20 las cuales son eliminadas
posteriormente por los mecanismos de reaccion enzimaticos o no enzimaticos (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 organulos 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, ademas de que participa en la eliminacion de H>O, durante el proceso de
fotorrespiracién; b) CAT2, localizada en tejidos vasculares y la cual participa en la eliminacién de
H20> localizado en los glioxisomas, semillas y plantas jovenes; ¢c) CAT3 se puede localizar en
células del meséfilo y pericarpios, es regulada por el ciclo circadiano, principalmente localizada
en hojas y raices (Chance y Maehly 1955; Havir y McHale 1989; Havir, 1992; Ni y Trelease, 1991,
Scandalios et al., 1997).

Entre sus funciones se encuentra la dismutacion del H20», en agua y oxigeno; la regulacion
del metabolismo de los organismos y su ambiente; ademas de la reduccidn de altas cantidades de
H20> debido a su intervencion directa con el H.02 (Scandalios, 2005; Willekens et al., 1995; Foyer
y Noctor, 2005; Scandalios, 2005). De acuerdo con diversos autores, existe una relacién directa
entre la actividad catalasa y los factores presentes dependiendo de la intensidad, duracion 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 proteina 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, asi como en la pared celular (Mittler, 2017). La POX cataliza
la oxidacion de diversos sustratos (fenoles, aminas aromaticas, e hidrogquinonas) utiliza
principalmente al peréxido de hidrogeno como cofactor (Mittler, 2017, Sgherri et al., 2001). Esta
relacionada en la proteccion celular contra cualquier dafio oxidativo causado por la presencia de
altos niveles de H20. (Asada, 1992; Shigeoka et al., 2002), interviene ademas en la respuesta de
resistencia a patdgeno, tolerancia a estrés abidtico, oxidacién enzimética, la abscision de flores,
hojas, germinacion y desarrollo, senescencia, dormancia, desarrollo de frutos, entre otros
(Mehlhorn et al., 1996; Jansen et al., 2004). La clasificacion 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: glutation 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 H2O, (Asada, 1992;
Shigeoka et al., 2002). A pesar de que diversos autores reportan incrementos en la actividad
peroxidasa frente a diversos estrés bidticos o abiodticos (Gechev et al., 2003) su funcién especifica

y su regulacién permanecen aun 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 regulacion de la cantidad y el equilibrio hidrico de la misma, derivado de que un
nivel elevado de azUcares solubles puede inducir una respuesta de tolerancia a la planta bajo estrés
(Murakedzy et al., 2003). Varios de los osmolitos identificados tienen una funcidén osmoprotectora,
entre los mas conocidos encontramos a la sarcosina, taurina, glicerofosfocolina, mioinositol y

prolina, entre otros. Su funcidon osmoprotectora se basa en la desintoxicacion de especies reactivas

24



de oxigeno, el equilibrio enzimatico o proteico, la regulacion osmotica y el mantenimiento de la

integridad de la membrana (Verbruggen y Hermans 2008).

4.7.1. Prolina

La prolina es un aminoacido sintentizado a partir del acido glutamico, que se desprende de
las rutas metabolicas, que son las de glutamato y ornitina (Avendaiio et al., 2005; Ashraf y Foolad,
2007). Esta localizada en cantidades basales dentro de las plantas de manera natural, estas
cantidades incrementan en condiciones de estrés, ya que la prolina actla en estas circunstancias
como un agente osmotico el cual protege a la planta de la deshidratacion, ademas de disminuir el
potencial hidrico y contenido relativo del agua (Tajdoost et al., 2007). Funciona como
osmoregulador de acuerdo con lo descrito por Yoshiba et al., (1995). Ademas, lyer y Caplan
(1998), mencionan gue la prolina actia como estabilizador de membranas proteicas, e induce genes
relacionados con el estrés osmético. Brugiere et al., (1999) sugieren el uso de la prolina como
fuente de carbono y nitrogeno para la rehidratacion celular. La relacion de la acumulacion de
prolina en respuesta de tolerancia se ha probado en diversos tipos de estrés como salinidad, déficit
hidrico y temperaturas bajas (Jiménez-Bremont et al., 2006, Avendano et al., 2005; Konstantinova
et al., 2002), actuando en conjunto con diversas moléculas sefializadoras como lo son el H202, y
el AS (Foyer et al., 1997; Foyer y Lelandais, 1993; Foyer y Noctor, 2005; Gong et al., 2001; Neill
etal., 2002; Levine et al., 1994).

Signorelli y Monzac, (2017) mencionan que la prolina acumulada debido a estrés osmotico
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 acumulacién de
prolina induce cierta tolerancia al desequilibrio osmotico protegiendo a las membranas celulares
de la deshidratacion 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 estres
como sequias (Barnett y Naylor 1966; Singh et al., 1973); estrés por temperaturas bajas
(Koskeroglu y Tuna, 2010; Kishor et al., 1995). En la mayoria 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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concentracion de prolina dentro de la misma antes del estrés (Kushad y Yelenosky 1987; Xiny Li
1993).

4.8 Acido salicilico

El &cido salicilico o acido 2-hidroxibenzoico (AS; C7HsOs) es un constituyente natural de
origen fendlico de las plantas, ademas se puede considerar como un regulador del crecimiento, ya
que posee funciones tales como, retrasar la senescencia de la planta, inducir la floracién o
tuberizacion, entre otros (Bourbouloux et al., 1998, Raskin, 1992), ademas de tener la funcién de
una molécula sefializadora debido a su funcion inductora de tolerancia al estrés biotico y abidtico
(Raskin 1992; Mady, 2009; Rivas-San Vicente y Plasencia, 2011). La sintesis del AS se puede
Ilevar a cabo por la ruta de los fenil-propanoides a partir de la biosintesis 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
difundira a través de la membrana dependiendo del tamafio de la molécula, el nimero de donadores
de hidrégeno, asi como del area superficial disponible (Bonnemain et al., 2013). En la via de
isocorismato (IC), el &cido corismico (CA) se transforma en &cido isocorismico en presencia de la
enzima isocorismato sintasa (ICS), convirtiéndose finalmente en &cido salicilico 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 (simplasticamente) o de la pared celular (apoplasticamente). EI AS enddgeno puede
entrar en las células vecinas, a través de los plasmodesmos (via simplastica) o la pared celular (via
apoplastica) acumulandose en el citosol (Bonnemain et al., 2013). Cualquier tipo de estrés estimula
la biosintesis de SA en el cloroplasto, que luego se transporta al citosol (Fragniere et al., 2011,
Maruri-Lopez et al., 2019), lo cual funciona como una molécula sefial para la respuesta a estrés,
el AS debe unirse a una célula blanco o a un receptor, los cuales pueden ser proteinas de union con
funciones sefializadoras (Yan y Dong, 2014; Vlot et al., 2009; Kumar, 2014). Se ha reportado que

el AS inhibe la actividad de la catalasa (CAT) asi como del ascorbato peroxidasa (APX) citosdlica,
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incrementando los niveles de H.O»; contribuyendo asi a la acumulacion de H>O> durante el
estallido oxidativo, el cual se ve iniciado en presencia de diversos tipos de estrés bioticos o
abidticos (Vlot et al., 2009; Yang y Dong, 2014).

4.9 Acido salicilico (AS) y su relacion con el peréxido de hidrégeno (H202)

La acumulacion de AS enddgeno es promovida por efecto de un estrés por bajas
temperaturas en algunas especies vegetales, permitiendo que éste actle en la regulacion 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 acumulacion de H20. (Hara et al., 2012), el AS induce estrés
oxidativo en las plantas por la acumulacion de H20., a pesar de ello un tratamiento con bajas
concentraciones de AS puede tener una accidon de aclimatacion, lo que induce tolerancia a
condiciones de estrés abidticos 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 concentracién
de H20: lo que hace que se cree una sefializacion de la expresion génica (Janda et al., 2015) Esta
induccidn de tolerancia a frio por AS esta asociada con el aumento del sistema antioxidante como
se ha demostrado en especies como papa (Mora-Herrera et al., 2005; Mora- Herrera y Lopez-
Delgado 2006), trigo (Yordanova y Popova 2007; Mutlu et al., 2013), maiz (Fryer et al., 1998;
Janda et al., 1999; Ahmad et al., 2015), plantas de tomate (Salwa et al., 2015), arroz (Kang y
Saltveit 2002), plantulas 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 H2O> es un intermediario de las respuestas de tolerancia inducidas por AS,
ya que sefializa la induccion de tolerancia a estrés al frio. La aplicacion de H.O> de forma exdgena
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 Lopez-Delgado, 2006), plantulas de maiz (Ahmad et al., 2015) y Brassica
juncea L. (Kumar et al., 2010). El tratamiento con &cido salicilico (AS) en plantulas de maiz indujo
un aumento en los niveles de H20. enddgeno, desencadenando una cascada de sefializacion de

enzimas antioxidantes incrementando los niveles de tolerancia a diversos factores de estrés como
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el frio (Janda et al., 1999). La aplicacion exdgena de AS en plantulas de trigo redujo los dafios de
la membrana celular, esto después de someterlas al estrés por congelamiento; resultando en el
incremento de los niveles enddgenos de H-O> y ABA desencadenado respuestas de tolerancia a
estrés (Wang et al., 2018).

4.10 Efecto del acido salicilico y peroxido de hidrogeno a temperaturas bajas

En diferentes investigaciones se ha reportado que el AS y el H>O»; participan en la
induccién de tolerancia al estrés generado por diversos factores en plantas, tales como trigo,
tomate, maiz y arroz (Gunes et al., 2007, Bezrukova et al., 2001), y se relaciona con el aumento o
decremento de la actividad enzimética antioxidante de CAT, APX y SOD (Gunes et al., 2007).
Teniendo principalmente una accién inhibidora de la actividad de CAT y APX, por lo que la
concentracion de H2O> incrementa a fin de intensificar y dispersar sefiales para inducir respuestas
de adaptacion en las plantas (Rao et al., 1997). Asi el H2O, y el AS se ven involucrados en diversas
respuestas de aclimatacion y tolerancia a temperaturas bajas, el H>O> formado durante un estrés
abidtico es parte de la sefializacion en cascada la cual conlleva a cambios fisiologicos.

Como consecuencia de la funcién sefializadora 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 (Lopez-Delgado et al., 1998; Dat et al., 1998; Lopez-Delgado et al., 2004;
Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y Lépez-Delgado 2006).

Algunos efectos del AS bajo estrés por frio, se ven reflejados directamente en: la
germinacién de semillas, debido al retraso de la germinacién y crecimiento, al presentar una
inhibicidn de la longitud promedio del coleoptilo y la radicula (Sharifi, 2010). El crecimiento y
desarrollo de la planta se puede ver afectado por el frio el cual reduce la acumulacién de materia
seca en las plantas, también puede causar alteraciones de varios procesos citolégicos, bioquimicos,
fisiologicos y moleculares como la fotosintesis, la permeabilidad de la membrana plasmatica, el
estado del agua, el equilibrio osmatico, entre otros procesos (Janda et al., 2015). A nivel molecular,
el estrés por frio afecta la sintesis de proteinas y expresiones génicas y favorece el desarrollo de
estructuras secundarias en el ARN (Rajkowitsch et al., 2007; Ruelland et al., 2009). EI H.O: tiene
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un papel crucial en la aclimatacion y la induccion de tolerancia cruzada (Neill et al., 2002). La

produccion endogena de H2O> puede aumentar la tolerancia del estrés por frio (Prasad et al., 1994).

La exposicion a temperaturas bajas o ultrabajas disminuyen la actividad de algunas enzimas
con funcion reguladora, impidiendo la reduccion adecuada de los productos generados por la
fotorreduccion del oxigeno asi como una menor actividad de las enzimas defensivas a temperaturas
frias (Kang et al., 2003; Anderson, 2002; Mora-Herrera y Lopez-Delgado, 2006). EI AS y el H20>
se involucran en diversas respuestas de aclimatacion (Lopez-Delgado et al., 2018), asi 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 abidtico, pero al ser una molécula alelopatica las concentraciones altas de AS pueden
causar la muerte celular o la susceptibilidad al estrés abidtico (Hara et al., 2012). ElI AS es una
molécula de sefializacién 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
promocion de la emergencia sincronica del maiz mediante la activacion de antioxidantes (Farooq
et al., 2009); ademas la aplicacién de AS induce tolerancia al frio en maiz, pepino y arroz (Kang
y Saltveit, 2002). Las papas tratadas con AS presentan induccion de tolerancia a la congelacion
(Mora-Herrera et al., 2005). La aplicacion de AS en banano induce tolerancia al enfriamiento
(Kang et al., 2003). Miura y Tada (2014), sugirieron que la sefializacion de SA puede estar
interrelacionada con la induccién de la tolerancia al frio y que ésta puede ser especifica de la
especie y depender de la concentracion y periodo de aplicacion. Quan et al., (2008), concluyerdn
que el H2O> esta implicado en la sintesis de AS, donde la conversion del acido benzoico en AS se
cataliza por el H2O2 a través de la activacion del &cido benzoico-2-hidroxilasa y que cualquiera de

las aplicaciones de H202 0 AS se induce muttamente.

4.11 Uso de AS y H202en procesos criogénicos

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

que podrian 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 aun en una fase preliminar (Engelmann, 2000), debido a que la supervivencia es
extremadamente variable, y la regeneracion frecuentemente esta restringida a callos o al desarrollo
incompleto de plantulas y generalmente el nimero de accesiones evaluadas por especie es muy
bajo (Engelmann, 2000).

La adicion de antioxidantes a los crioprotectores o el medio de recuperacion es esencial
para obtener un incremento en la regeneracion (Baek and Skinner, 2012; Uchendu et al., 2010a;
b). La formacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) durante procesos criogénicos puede
ocurrir en los pasos involucrados en el proceso (Kazmarczyk et al., 2012) y se ha demostrado que
la adicion de antioxidantes exdgenos durante la crioconservacion resulta en una mayor
supervivencia en algunos casos (Uchendu et al., 2010a; Wang y Deng, 2004). ElI AS induce un
incremento de enzimas antioxidantes durante periodos de pre-aclimatacion a bajas temperaturas
en plantas tratadas (Sasheva et al., 2010; Ldpez-Delgado et al., 2018). Mora-Herrera y Lopez-
Delgado (2006), encontraron que el AS induce tolerancia a temperaturas bajas en papa.

La aplicacion exogena de H20- a concentraciones bajas realiza una funcion sefializadora
para la induccién de respuestas de defensa en plantas contra el estrés oxidativo desencadenando
mecanismo de resistencia (Aguilar-Camacho et al., 2016; Lopez-Delgado et al., 2018; Mora-
Herrera et al., 2005). A pesar de ello el uso de H202 en procesos criogénicos aun es un campo un

inexplorado.
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5. JUSTIFICACION

Todas las fases que constituyen a la criogenia presentan la produccion y acumulacion de
especies reactivas de oxigeno, causando dafios o muerte celular influyendo en la disminucion de
porcentajes de supervivencia y regeneracion en varias especies (Chen et al., 2015). Se ha
demostrado que las enzimas antioxidantes como la catalasa, la peroxidasa y la concentracion de
peroxido de hidrdgeno, junto con osmolitos como la prolina, estdn 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 funcion esté relacionada con cambios en el sistema antioxidante
y con la produccidn de especies reactivas de oxigeno, se ha utilizado como pretratamientos en
procesos criogénicos (Cuenda et al., 2010a; b; Pathirana et al.,2016; Lynch et al., 2011). El &cido
salicilico (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 generacién de
plantas libres de virus y aumentar variables relacionadas con la regeneracion (Ruiz-Saenz et al.,
2019; Ayala Hernandez et al., 2019). Se ha reportado que la interaccion entre AS y H20> puede
conducir a una sefial de amplificacion y desencadenar respuestas de sefializacidn a varios tipos de
estrés en papa (Aguilar-Camacho et al., 2016; Lépez-Delgado et al., 2004; 2018; Mora-Herrera et
al., 2005). El uso de pretratamientos de peroxido de hidrégeno (H20.) ha sido utilizado para
inducir tolerancia al estrés a temperaturas bajas en plantas de Solanum tuberosum L. (Mora-
Herrera et al., 2005; L6pez-Delgado et al., 2018). Aunque se ha reportado que el AS induce
tolerancia a crioterapia, no existen reportes que establezcan la asociacion directa con la
supervivencia, por lo cual se justifica estudiar el incremento de la supervivencia y la posible
asociacion en la actividad enzimética de CAT, POX al igual que en el contenido de H20O: y prolina.
El H.O> no ha sido aplicado en procesos criogénicos con la finalidad de investigar su funcion de
sefializacion, por lo tanto, se justifica el estudio de pretratamientos H.O2, en la supervivencia de
explantes de Solanum tuberosum L. y la relacion CAT, POX, contenido de H20zy prolina, en la

induccidn de tolerancia al estrés generado por los procesos criogénicos.

6. MATERIAL Y METODOS
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6.1 Material biologico

Todos los experimentos se realizaron con vitroplantas de los clones 981818 y 06-27
provenientes del banco de germoplasma in vitro del laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia del
Programa Nacional de Papa del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas 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 dias 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 bioldgico. EIl cultivo in vitro se mantuvo con un
fotoperiodo de 16 horas de luz, con una temperatura promedio de 20 + 1 °C y una radiacién

fotosintéticamente activa de 35 umol m? s*y 400-700 nm.

6.3 Medio de cultivo para propagacion

El medio bésico se prepar6 con 100 mL de sales inorganicas del medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) adicionado con sacarosa, glicina, tiamina, mio-inositol, acido nicotinico, piridoxina,
y acido giberélico (Anexo A). El pH del medio de cultivo se ajusté con hidréxido de potasio (KOH,

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

El medio caliente se colocé en un volumen de 20 mL en frascos de vidrio de 70 mm de
altura y diametro de 45 mm con tapa de plastico transparente. También se afiadieron 2 mL de
medio liquido sin gelificante y frio en tubos de 100 mm de altura y 10 mm de didmetro; los tubos
contenian 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 esteriliz6 durante 18 min a 15 Ib a 120 °C. Todos los
materiales utilizados en la micropropagacion como pinzas, bisturis, matraz y cajas petri se

esterilizaron durante 18 mina 15 Ib a 120 °C.
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6.4 Soluciéon madre de Acido Salicilico

La solucién de &cido salicilico (AS) se prepar6 pesando 5 mg AS, disolviéndose con 40
pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) aforando con agua destilada hasta 10 mL para obtener una
concentracion final de 3.6 x 10 M. La solucién madre se utilizé para la preparacion de medios

que contenian AS, estos medios se prepararon de la misma manera durante toda la investigacion.

6.5 Preparacion de soluciones de Perdxido de hidrdgeno para incubacion

Se prepararon 20 mL de solucién individual a las siguientes concentraciones: 0, 1, 2.5,5y
10 mM en fresco para cada una de las incubaciones, empleando perdéxido de hidrogeno (H20.) al

30 % y aforando hasta el volumen indicado.

6.6 Incubaciones en Acido Salicilico

La concentracion seleccionada para esta investigacion se baso en reportes de la literatura
donde la incubacion de AS 10 induce tolerancia a frio (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera
y Lopez-Delgado, 2006), congelamiento (Lépez-Delgado et al., 2018) y finalmente en criogenia
(Ruiz-Saenz et al., 2019; Ayala-Hernandez et al., 2019). Demostrando ser la concentracion con
una posible actividad biolégica, al inducir cambios enzimaticos, contenido de per6xido de
hidrdgeno y aumentar la supervivencia en frio (Mora-Herrera et al., 2005; Mora-Herrera y Lépez-
Delgado, 2006; Lopez-Delgado et al., 2018)

Se utilizéd medio de propagacion MS como base y se adiciond AS proveniente de la solucion
madre hasta alcanzar la concentracion final de 10° M. Se colocé un volumen de 20 mL del medio
MS con AS en frascos de vidrio de 70 mm de altura y didmetro de 45 mm con tapa de plastico. El

medio de cultivo se esteriliz6 durante 18 mina 15 Ib 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° M de AS. El cultivo in vitro se mantuvo durante 4 semanas en condiciones de cultivo.
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6.7 Incubaciones en Peroxido de hidrogeno (H202)

Esquejes nodales sin hoja provenientes de vitroplantas se diseccionaron (5-6 mm de
longitud) para ser incubados en H>O2. Los esquejes se incubaron en 20 mL de solucidn en
concentraciones de 0, 1, 2.5, 5 y 10 mM de H202 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 propagacion MS. El

cultivo in vitro se mantuvo durante 4 semanas en condiciones estandar de cultivo.

La seleccion de concentraciones se realizd con base en los datos obtenidos en los
pardmetros de crecimiento, donde se encontré que la aplicacion exdgena de H2O. en estas
concentraciones no inducia muerte en los clones 981818, pero si inducia reduccion en algunos
parametros. Las concentraciones seleccionadas para este estudio fueron las de 1mM al
considerarse la concentracion mas baja para probarse y 5mM donde se encontr6é reduccion de
algunos pardmetros; una reduccion significativa se observd en plantas provenientes de la
concentracion 10 mM de H>O2 en comparacion al control. Aunado a lo anterior, la incubacion 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 Lépez-Delgado 2006; Lopez-
Delgado et al., 1998; 2018).

6.8 Fases experimentales

Fase Cero (F0): Evaluacion de los efectos de AS y H.O> en parametros de crecimiento a

los 30 dias de desarrollo en clones de papa.
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Esta fase consistio en la evaluacion del efecto de acido salicilico y perdxido de hidrogeno
en pardmetros de crecimiento (altura de la planta, longitud de raiz, peso fresco, numero de

entrenudos) en plantas de los clones 981818 y 06-27 a la edad de 30 dias.

Fase Uno (FI): Evaluaciéon de efectos de incubaciones de SA Y H.O, en actividad
antioxidantes CAT POX, contenido de H20., contenido prolina y potencial hidrico antes de la

criogenia de los clones de papa.

Fase dos (FII): Evaluacion de efectos de SA y H20: en los pardmetros considerados

después de criogenia de los clones de papa.

6.9 Método de D-crioplaca en FlI

Diseccion

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 dias. Transcurridos los 3 dias del subcultivo
se realizd el método de criogenia denominado Deshidratacién-Crioplaca de acuerdo con el

protocolo de Yamamoto et al., (2015) modificado por Niino y Arizaga et al., (2015).

Método de Deshidratacion-crioplaca

Crioplacas de aluminio de un tamafio de 7 x 37 x 0.05 mm y 12 pozos ovalados fueron
utilizadas en esta metodologia.
1. Se depositd por pozo una gota de 2 puL de una solucion Alginato de sodio (3% p/v

alginato de sodio y 0.4 M sacarosa en solucién basal de medio MS, Anexo Ay B)

2. Yemas diseccionadas y provenientes de cada tratamiento fueron transferidas a cada pozo
y cubiertas nuevamente con 2 pL de solucion de alginato de sodio. Una hoja de papel BEMCOT
esterilizada (7 x 30 mm) fue colocada sobre la crioplaca, seguido de la adicion de 400 pL de una
solucion de cloruro de calcio (0.1 M cloruro de calcio y 0.4 M sacarosa en solucién basal de medio

MS, Anexo B) hasta cubrir completamente. La polimerizacion del alginato de sodio se complet6
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al término de 15 min, bajo condiciones de temperatura ambiental. El exceso de solucion de cloruro
de calcio fue removido de la crioplaca.

3. La crioplaca con las yemas y el papel BEMCOT adherido fueron transferidas a una
solucién de carga (SC: 2.0 M glicerol y 1.0 M sacarosa en solucién basal de medio MS, Anexo B)
durante 45min.

4. La crioplaca fue removida de la SC y se prosiguio a la deshidratacion en cajas petri que
contenian 35 g de silica 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 deshidratacion, la crioplaca se transfirio a criotubos (2 mL) montados en
una criocafia y llenos con nitrégeno liquido, manteniéndose en un termo hermético con nitrégeno
liquido, durante 60 min.

6. Para la regeneracion, se recuperaron los criotubos del nitrdgeno. Las crioplacas se
sumergieron en 2 mL de una solucién de sacarosa (1.0 M sacarosa con solucién basal de medio
MS, Anexo B) durante 15 min a temperatura ambiente.

7. El papel adherido con las yemas se retird de la crioplaca y se coloc6 en una caja petri
con 20 mL de medio MS s6lido. Las yemas se removieron del alginato y se colocaron en medio
solido fresco.

8. Para la regeneracion se colocardn las yemas en cajas petri en oscuridad por 24 h para

evitar una fotoxidacion.

6.10 Potencial hidrico en la deshidratacion 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 H2O> fueron sometidas a criogenia,
utilizando el método de D-crioplaca (Yamamoto et al., 2015). La determinacién de potencial
hidrico (‘\Pa) se evaluo en la etapa de deshidratacion, utilizando cAmaras psicrométricas (Wescor,

C-52) conectadas a un microvoltimetro de punto de rocio (Wescor, HR-33T) (Boyer et al., 1985).

Calibracion del equipo

Se determin0 el coeficiente de enfriamiento de cada camara, mediante el uso de soluciones
de cloruro de sodio de 0.1 - 0.6 M (Anexo G). Un disco de papel filtro se embebio en cada una de
las soluciones y se colocé dentro de cdmaras psicrométricas C-52 (Wescor Inc. Logan, UT, USA)
y se incubd durante 30min. Una vez transcurrido el tiempo, cada cdmara se conectd a un
microvoltimetro de punto de rocio (HR-33T, Wescor Inc. Logan, UT, USA), se ajustd su
coeficiente de enfriamiento, se ajusto a cero y se determiné el potencial por el método de punto de

rocio. Repitiendo la operacidn con cada camara psicrométrica.

La determinacidn del potencial de agua en las muestras de tejido se llevé a cabo colocando
36 yemas encapsuladas en alginato de sodio, correspondientes a cada uno de los pretratamientos
en el contenedor de muestra de la camara, se introdujo dentro de la cAmara psicrométrica donde se
mantuvo en incubacion durante 3h. Transcurrido el tiempo se determiné el potencial de agua

siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en cada una de las cAmaras psicrométricas.

6.11 Supervivencia

Se determind la supervivencia a los 3 dias posteriores al descongelamiento y se confirmé
a los 15 dias posteriores, se considero el nimero de plantas vivas a aquellas que no presentaban
oxidacion de los tejidos, perdida de turgencia, cambio de color (blanco) y que retomaron su

crecimiento normal con base en observaciones visuales.
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6.12 Evaluaciones enzimaticas y de contenidos (CAT, POX, H202y Prolina)

Para todas las determinaciones enzimaticas de la CAT, la POXy los contenidos de H202 y
prolina, previamente se realizo la diseccion del material vegetal como se menciona a continuacion
para la Fase uno (FI). Para la evaluacion de tratamientos antes de criogenia, yemas axilares y
apicales provenientes de pretratamientos de &cido salicilico o perdxido de hidrégeno se
diseccionaron en un tamafio de 1-2 mm para su subcultivo, colocandose 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 dias, de acuerdo con lo marcado en el protocolo de Yamamoto et al.,
(2015) antes de la exposicion a agentes osmoprotectores. Para la fase dos (FII) el material vegetal
se disecciono de igual manera que en la FI, se someti6 a criogenia y se transfirieron a medio MS

para realizarse las mediciones a las 12 y 72 h de regeneracion.

6.13 Determinaciones enziméticas de CAT y POX

Extraccién de proteina total para lectura de enzimas

Cien miligramos de material vegetal por muestra se maceraron en frio con 400 uL de
solucion amortiguadora de potasio 50 mM, pH 7.2; dithiotheitol (DTT) 5 mM, 4&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM y Polyvinylpirrolidona (PVP al 2% para CAT y 1% para
POX. Anexos C y D). La muestra se centrifug6 a 10 000 g, 15 min a 4 °C. La fase liquida final se
coloc6 en un tubo eppendorf limpio para la lectura de muestras.

6.14 Catalasa

La cuantificacion enzimatica de la catalasa (E C 1.11.1.6) se realizé de acuerdo con el
método de Aebi (1984) mediante espectrofotometria. La actividad enzimaética de la catalasa se
cuantifico utilizando como blanco 2.98 mL de una solucion de fosfato de potasio y sodio 50 mM
(Anexo C), pH 7 y 20 uL del extracto de proteina, para tener un volumen final de 3 mL. Para la

lectura se colocd 1.98 mL de la solucion amortiguadora y 20 pL del extracto de proteina'y 1 mL
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de solucién de H20, 30 mM a 25 — 28 °C. Se midi6 el consumo de H20O, como el decremento de
absorbancia a A = 240 nm en intervalos de 20 s durante 3 min. Para obtener la actividad de la

catalasa se usé el coeficiente de extincion para H.O2 de [139.4 mM™ cm™, los resultados se

expresaron en umol H,0, min™* mg prot'l.
6.15 Peroxidasa

La cuantificacion enzimatica de la peroxidasa (E C 1.11.1.7) se realiz6 de acuerdo con el
método descrito por Srivastava y Dwivedi (1998) mediante espectrofotometria. La actividad
enzimatica de la peroxidasa se cuantifico utilizando como blanco una mezcla de reaccion que
contenia: solucion de fosfato de potasio 50 mM (Anexo D) pH 7, 3.33 mM de guayacol, 4 mM de
H>0,. Para la lectura de muestras se coloc6 2.98 mL de la mezcla de reaccion y 20 uL del extracto
de proteina a 25 — 28 °C. Se midio el incremento de la absorbancia con base en la oxidacion del
sustrato (guayacol) a A [J 470 nm, en intervalos de 30 s durante 3 min. La actividad especifica se

determindé midiendo la formacion de una mol de tetraguayacol, utilizando un coeficiente de
.y - -1
extincion molar de 26.6 mM™ cm™y los resultados se expresaron como umol guayacol min™ mg

prot'l.
6.16 Determinacion de contenido de perdxido de hidrégeno

El contenido de peroxido de hidrégeno se determiné de acuerdo con el método descrito por
Sergiev et al., (1997). Se pes6 0.15 g de tejido vegetal proveniente de cada uno de los tratamientos
y se macerd en frio con 1.8 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0.1% (p/v), el extracto se centrifugo
a 12,000 g, 15 min a 4 °C. El sobrenadante se colocd en un tubo eppendorf limpio evitando

resuspender sedimentos del fondo.

El blanco consistio en una mezcla de 0.5 mL de solucion amortiguadora de fosfato de
potasio 10 mM pH 7 y 1 mL de KI 1 M. Para la muestra se colocé 0.5 mL del sobrenadante
adicionandole 0.5 mL de buffer de fosfato de potasio 10 mM pH 7 y se le afiadié 1 mL de una

solucion de K1 1 M, la mezcla se incubd en oscuridad y 4 °C durante 60 min. Para la lectura de las
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muestras se homogeneiz6 la muestra durante 10 s, para su posterior lectura a 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 determiné 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 &cido sulfosalicilico al 3 %. El extracto se centrifugd a 14,000 rpm, 5 min a 4 °C. El

sobrenadante se transfirié a un tubo falcon limpio.

Dos mL del sobrenadante de muestra vegetal se colocaron en un tubo de vidrio, se adiciono
2 mL de ninhidrina &cida y 2 mL de &cido acético glacial, el blanco consistié en una mezcla de: 2
mL de &cido sulfosalicilico, 2 mL de ninhidrina acida y 2 mL de &cido acético glacial. Cada tubo
con la mezcla se agit6 en vortex por 20 s hasta obtener una emulsién. Los tubos se colocaron en
bafio maria a 97 °C, 45 min. Se transfirieron los tubos inmediatamente a agua con hielo durante 5
min. A cada tubo se le adiciond 4 mL de tolueno y se agitd con vortex durante 10 s. Los tubos se
colocaron en una gradilla hasta observarse la separacion de las fases, la fase superior se recuperd
y colocé en un tubo limpio para su posterior lectura en espectrofotémetro a una longitud de A = 520
nm. Para determinar el contenido se realiz6 mediante la preparacion de una curva estandar como

referencia para la cuantificacion de contenido de prolina en muestras vegetales (ANEXO E).

6.18 Diseflo Experimental

Se utilizo un disefio completamente al azar, con unidades experimentales iguales por
tratamiento en cada repeticion, con 3 repeticiones. Las mediciones enzimaticas se realizaron por
triplicado muestreando 3 individuos para cada repeticion. 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 comparacion multiple de medias de Tukey (P < 0.05), los datos

categoricos fueron analizados con la prueba de X? mediante el programa Statgraphics plus 5.0.

7. RESULTADOS

7.1 Altura de la vitroplanta, nimero de entrenudos, longitud de la raiz y peso fresco en

respuesta a la aplicacion de acido salicilico
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Después de 30 dias 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).
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Figura 1. Efecto de la presencia del &cido salicilico en la altura de la vitroplanta, en 2 clones de Solanum tuberosum
L. de 30 dias de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias
significativas (Tukey, o 11100,
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Las vitroplantas del clon 981818 incubadas en el AS mostraron una disminucion

significativa de la longitud de la raiz del 64 % vy las vitroplantas del clon 06-27 no mostraron

diferencias significativas con respecto a sus controles a los 30 dias (Fig. 2).
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Figura 2. Efecto de la presencia del &cido salicilico en la longitud de raiz de las vitroplantas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. de 30 dias de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran

diferencias significativas (Tukey, o] 000,
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Las vitroplantas del clon 981818 incubadas en el AS mostraron una disminucion
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 dias
(Fig. 3).
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Figura 3. Efecto de la presencia del acido salicilico en el peso fresco de las vitroplantas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. de 30 dias de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran
diferencias significativas (Tukey, o]0,
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Las vitroplantas incubadas de AS del clon 981818 mostraron diferencias significativas en

el nimero 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).
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Figura 4. Efecto de la presencia de acido salicilico en el nimero de entrenudos de las vitroplantas en 2 clones de
Solanum tuberosum L. de 30 dias de edad. Las barras son el promedio de 24 observaciones + E.S. Letras diferentes

muestran diferencias significativas (Tukey, o110 000,
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7.2 Actividad enzimatica de la CAT y la POX, contenido de peroxido de hidrégeno y prolina

antes del proceso de criogenia en respuesta a pretratamiento de acido salicilico

7.2.1 Actividad de la catalasa

Yemas provenientes de vitroplantas pretratadas con AS del clon 981818 y 06-27 mostraron
una disminucion en la actividad de la catalasa del 28.3 % y 26.2 % respectivamente, ambos en

contraste con sus controles (Fig. 5).
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Figura 5. Efecto del &cido salicilico 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 dias, diseccionadas y

subcultivadas a medio MS por 3 dias. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05)
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7.2.2 Actividad de la peroxidasa

Yemas provenientes de viplantas pretratadas con AS mostraron una disminucion 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).
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Figura 6. Efecto del acido salicilico 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 dias, diseccionadas y
subcultivadas a medio MS por 3 dias. 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 peroxido de hidrégeno (H202)

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 peroxido de
hidrdgeno en contraste con el control (Fig. 7).
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Figura 7. Efecto del &cido salicilico en el contenido de perdxido de hidrogeno (H20), antes de criogenia en yemas de
2 clones de Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 dias, diseccionadas
y subcultivadas a medio MS por 3 dias. 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).
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Figura 8. Efecto del 4cido salicilico 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 dias, diseccionadas y
subcultivadas a medio MS por 3 dias. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05)

50



7.3 Potencial hidrico en yemas de dos clones pretratados con acido salicilico en la etapa de

deshidratacion en el método criogenico 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 comparacion con los valores de

potencial hidrico de los controles (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto del 4cido salicilico en el potencial hidrico 71W,), después de la deshidrataciéon durante criogenia en
yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de microplantas incubadas en AS por 30 dias,
diseccionadas y subcultivadas a medio MS por 3 dias. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S.
Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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7.4 Supervivencia posterior a criogenia de dos clones pretratados con &cido salicilico

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).
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Figura 10. Efecto del acido salicilico 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=0.05).
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7.5 Actividad enzimatica de la CAT y la POX, contenido de peroxido de hidrégeno y prolina
alas 12 y 72h de regeneracion después de criogenia en yemas de dos clones pretratados con

acido salicilico

7.5.1 Actividad de la catalasa

Las yemas pretratadas en AS del clon 981818 mostraron una disminucion del 57 %, asi
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 regeneracion después de ser sometidas a criogenia ambos

respecto al control (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto del 4cido salicilico en la actividad de la catalasa (CAT) en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a las 12
horas posteriores a la regeneracion. 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 regeneracidn, 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).
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Figura 12. Efecto del &cido salicilico en la actividad de la catalasa (CAT), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum
L. a las 72 horas posteriores a la regeneracion. 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, o=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, asi
como una disminucién 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 regeneracion (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto del acido salicilico en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneracién. 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, a=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 regeneracion (Fig.14).

2.5 -
TS a
—_ 2 i
< Q
S g 2
©
- c
% E 1.5 b
T ©
© O
S g OClon 981818
2 g 1 - b b
< ® I Clon 06-27
5]
E o5 -
0 )

0 106
Acido salicilico [M]
Figura 14. Efecto del acido salicilico en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneracién. 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, a=0.05).
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7.5.3 Contenido de peroxido de hidrégeno H202

A las 12 h de regeneracion, las yemas pretratadas en AS del clon 981818 mostraron una
disminucion del 71.0 %y del 31.4 % en las yemas pretratadas de AS del clon 06-27 en el contenido

de H20,, ambas respecto al control (Fig. 15).
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Figura 15. Efecto del &cido salicilico en el contenido de peréxido de hidrégeno (H2O2) en yemas de 2 clones de
Solanum tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneracion. 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, a=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 H202, ambos en contraste al control a las 72h después

su regeneracion de criogenia (Fig. 16).
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Figura 16. Efecto del acido salicilico en el contenido de peroxido de hidrégeno (H20,), en yemas de 2 clones de
Solanum tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneracion. 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

Despueés 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).
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Figura 17. Efecto del &cido salicilico en el contenido de prolina (Pro), en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.
a las 12 horas posteriores a la regeneracién. 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, o=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).
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Figura 18. Efecto del acido salicilico en el contenido de prolina (Pro) en yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L.
a las 72 horas posteriores a la regeneracién. 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, a=0.05).
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7.6 Altura de la vitroplanta, nimero de entrenudos, longitud de la raiz y peso fresco de

vitroplantas en respuesta a la aplicacion de perédxido de hidrégeno (H202)

Enel clon 981818 y 06-27 las vitroplantas provenientes de tratamientos de H>O>, mostraron
en la altura de la vitroplanta una disminucién respecto al control del 446 % y 351 %
respectivamente en la concentracion de 5 mM, mientras que para la concentracién de 10 mM se
presentaron disminuciones del 45.9 % y 56.2 % respectivamente, ambos clones en contraste con
sus controles a los 30 dias posteriores a la incubacion (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto de la incubacion en H,O; en la altura de la vitroplanta en 2 clones de Solanum tuberosum L. a los
30 dias de edad. Esquejes incubados por 1 h en H,O,y sembrados en medio MS. Las barras representan el promedio
de 24 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o111
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En el clon 981818 las plantas provenientes de tratamientos de H.O, mostraron una
disminucion en la longitud de la raiz 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 dias posteriores
a la incubacion (Fig. 20). En el clon 06-27 las plantas provenientes de tratamientos de H>O>
mostraron una disminucion en la longitud de la raiz 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
dias de edad (Fig. 20).
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Figura 20. Efecto de la incubacion en H;O- en la longitud de la raiz de las vitroplantas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a los 30 dias de edad. Esquejes incubados por 1 h en H,O,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 H2O, mostraron una
disminucion 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 dias posteriores a la incubacion (Fig.
21). En el clon 06-27 las vitroplantas provenientes de tratamientos de H.O> mostraron una
disminucion 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 dias después de la
incubacion (Fig. 21).

450 -

400 - % a
350 - %

300 b b

- b
250 - a i
200 A b OClon 981818
150 - O Clon 06-27
100 A

Peso fresco de la planta (mg)

Ul
o
1

0 1 2.5 5 10

Perdxido de hidréogeno [mM]

Figura 21. Efecto de la incubacion en H2O- en el peso fresco de las vitroplantas de 2 clones de Solanum tuberosum
L. de 30 dias de edad. Esquejes incubados por 1 h en H,O, y sembrados en medio MS. Las barras son el promedio de
24 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, ol (110017
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A los 30 dias posteriores a la incubacion en peroxido de hidrdgeno, las vitroplantas del clon
06-27 provenientes del tratamiento 10 mM de H202 mostraron una disminucion en el nimero de
entrenudos de un 50.51 %, mientras que vitroplantas del clon 981818 provenientes de todos los
tratamientos de H.O2 no mostraron diferencias significativas en el nimero de entrenudos en
plantas del clon 981818 (Fig. 22).
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Figura 22. Efecto de la incubacion en H.O- en el nimero de entrenudos de vitroplantas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. de 30 dias de edad. Esquejes incubados por 1h en H,O,y sembrados en medio MS. Las barras son el
promedio de 24 observaciones * E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, o[ [0,
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7.7 Efecto de pretratamientos de H202 en la actividad enzimatica de la CAT y la POX,

contenido de perodxido 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 peroxido de hidrogeno 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 perdxido de hidrdgeno 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).
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Figura 23. Efecto del perdxido de hidrégeno en la actividad de la catalasa (CAT), antes de criogenia en yemas de 2
clones de Solanum tuberosum L. a los 30 dias posteriores a la incubacién en H,O,. Las barras representan el promedio
de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=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 H202 mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa del 44 % respecto al control,
mientras que las yemas provenientes del tratamiento 5 mM de H20. 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 H.O> mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa del 75.3

% y 1.3 veces respectivamente, en contraste con el control. (Fig. 24).
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Figura 24. Efecto del peréxido de hidrégeno en la actividad de la peroxidasa (POX), antes de criogenia en yemas de
2 clones de Solanum tuberosum L. a los 30 dias posteriores a la incubacion en H,0,. Las barras representan el
promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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7.7.3 Contenido de peroxido de hidrégeno

En yemas del clon 981818 provenientes de los tratamientos 1 y 5 mM de H20-, se observé
un incremento respecto al control en el contenido de peroxido de 1.1y 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 perdxido del 44.5 % respecto al control (Fig. 25).
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Figura 25. Efecto del peréxido de hidrégeno, en el contenido de perdxido de hidrégeno (H.0,) antes de criogenia, en
yemas de 2 clones de Solanum tuberosum L. a los 30 dias posteriores a la incubacion en H,O,. Las barras representan
el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=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 perdxido de hidrégeno no mostraron diferencias significativas respecto al control

en el contenido de prolina (Fig. 26).
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Figura 26. Efecto del peroxido de hidrégeno en el contenido de prolina (Pro), antes de criogenia en yemas de 2 clones
de Solanum tuberosum L. a los 30 dias posteriores a la incubacién en H.0,. Las barras representan el promedio de 9
observaciones + E.S. Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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7.8 Potencial hidrico en yemas de dos clones pretratados con perdxido de hidrogeno, en la

etapa de deshidratacion en el método criogénico D-crioplaca

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes de los tratamientos 1 y 5
mM de H20. mostraron un incremento en el potencial hidrico 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 hidrico en contraste con el control (Fig. 27).
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Figura 27. Efecto del tratamiento de perdxido de hidrogeno en el potencial hidrico [1Wa), después de la deshidratacion
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, a=0.05).
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7.9 Efecto de pretratamientos de H202en la supervivencia a criogenia

En el clon 981818 las yemas de Solanum tuberosum L. provenientes de los tratamientos 1
y 5 mM de H20 y sometidas a criogenia, mostraron un incremento en la supervivencia de 2.3 y
1.6 veces respectivamente, en comparacion con el control. En el clon 06-27 las yemas de papa
provenientes del tratamiento 1 y 5 mM de H20., después de ser sometidas a criogenia, mostraron

un incremento en la supervivencia del 100 % y 58.3 % respectivamente, en comparacion con el
control (Fig. 28).
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Figura 28. Efecto del peréxido de hidrégeno en la supervivencia después de criogenia, de yemas de 2 clones de
Solanum tuberosum L. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, diseccionadas, sometidas a criogenia y
regeneradas por 3 dias. Las barras representan el promedio de 72 observaciones + E.S. Letras diferentes muestran
diferencias significativas dentro de clones (Tukey, a=0.05).
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7.10 Actividad enzimatica de la CAT y la POX, contenido de peroxido de hidrogeno y prolina,

alas 12 y 72h de regeneracion despues de criogenia con un pretratamiento de acido salicilico

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 H20., 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 regeneracion (Fig. 29).
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Figura 29. Efecto del peréxido de hidrégeno en la actividad de la catalasa (CAT), en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, diseccionadas,
sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes de los pretratamientos
1y 5 mM de H.O> mostraron un incremento respecto al control en la actividad de la catalasa
después de someterse a criogenia y permanecer 72 h en medio de regeneracion 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 H20. mostraron un incremento respecto al control en la actividad
de la catalasa, después de someterse a criogenia y permanecer 72 h en medio de regeneracion de
53.9 % y 90 % respectivamente (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto del peréxido de hidrogeno en la actividad de la catalasa (CAT), en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, diseccionadas,
sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, a=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 H2O», mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa a las 12 h en medio de
regeneracion después de criogenia del 71 % respecto al control, mientras que las yemas del clon
06-27 provenientes de ambos tratamientos, asi como las yemas provenientes del tratamiento 1 mM
de peroxido de hidrogeno, no presentaron diferencias significativas en la actividad de la peroxidasa

en contraste a sus controles (Fig. 31).
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Figura 31. Efecto del per6xido de hidrdgeno en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, 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 H20:
mostraron un incremento en la actividad de la peroxidasa, después de someterse a criogenia y
permanecer 72 h en medio de regeneracion con un incremento estadisticamente 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 H202 mostraron un incremento
estadisticamente significativo a las 72 h de regeneracion en la actividad de peroxidasade 2.1y 1.6

veces respectivamente a cada tratamiento y tomando como referencia al control (Fig. 32).

[uny
(=}
J

OClon 981818

i

—

O Clon 06-27

Actividad de la POX
(mmol guayacol min"' mg prot"

1
Mo

S B N W S U1 O N O VO
1
HH o
—
QO
Qo

0 1 5

Peréxido de hidréogeno [mM)]

Figura 32. Efecto del per6xido de hidrdgeno en la actividad de la peroxidasa (POX), en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, diseccionadas,
sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).
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7.10.3 Contenido de peroxido de peroxido de hidrégeno

Las yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del pretratamiento 5
mM de H20. mostraron una disminucion en el contenido de perdxido de hidrégeno 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 1y 5 mM de
H>0> mostraron una disminucion respecto al control en el contenido de peroxido de hidrogeno
después de someterse a criogenia y permanecer 12 h en medio de regeneracion del 51.8 % y 33 %

respectivamente (Fig.33).
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Figura 33. Efecto del peroxido de hidrégeno en el contenido de peréxido de hidrégeno (H202), en yemas de 2 clones
de Solanum tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,0,,
diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones * E.S.
Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=0.05).
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Las yemas del clon 981818 provenientes del pretratamiento 5 mM de H202 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 H>O> mostraron una
disminucion en el contenido de peroxido de hidrogeno después de someterse a criogenia y
permanecer 72 h en medio de regeneracion con una disminucién de un 58.6 % y 67.7 % respecto
al control (Fig. 34).
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Figura 34. Efecto del per6xido de hidrégeno, en el contenido de perdxido de hidrégeno (H202) en yemas de 2 clones
de Solanum tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,0,,
diseccionadas, sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones * E.S.
Letras diferentes muestran diferencias significativas (Tukey, a=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
1y 5 mM de H,O2 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 H202 mostraron un
incremento del contenido de prolina después de someterse a criogenia y permanecer 12 h en medio
de regeneracion de 5.0 y 6.6 veces respectivamente a cada tratamiento, en contraste con el control
(Fig. 35).
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Figura 35. Efecto del peroxido de hidrégeno en el contenido de prolina (Pro) en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 12 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, 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
1y 5 mM de HO> 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 disminucion en el
contenido de prolina de un 25.1 % respecto al control y las yemas provenientes de la concentracion
5 mM de H20. mostraron un incremento en el contenido de prolina del 36.6 %, respecto al control
(Fig. 36).
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Figura 36. Efecto del peroxido de hidrdgeno en el contenido de prolina (Pro) en yemas de 2 clones de Solanum
tuberosum L. a las 72 horas posteriores a la regeneracién. Yemas provenientes de tratamientos de H,O, diseccionadas,
sometidas a criogenia y regeneradas. Las barras representan el promedio de 9 observaciones + E.S. Letras diferentes
muestran diferencias significativas (Tukey, 0=0.05).
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8. DISCUSION

8.1 Evaluacion del efecto del acido salicilico en parametros de crecimiento en Solanum

tuberosum L.

El efecto de la incubacion en AS (10°, 10 M) en parametros de crecimiento ha sido
reportado anteriormente en microplantas de papa, donde se observé un incremento del peso fresco,
la longitud de tallo y raiz (Ruiz-Saenz et al., 2019) antes de someterse a crioterapia. En contraste
con lo anterior, la misma concentracion de AS (10° M) utilizada en esta investigacion con
microplantas del clon 981818 presentd una disminucién en las mismas variables (Fig. 1, 2, 3) y
microplantas del clon 06-27 mostraron una reduccion en la longitud de raiz (Fig. 1), sin cambios

en los demas parametros estudiados (Fig. 2, 3, 4).

En microplantas del clon 981818 incubadas con AS (10° M), se observé un efecto de
inhibicion en el crecimiento (Fig. 1, 2) , al igual que se reporta una inhibicion de tallos y raices en
microplantas de papa en presencia de AS en la concentracion de 0.1 mM (Mora-Herrera 'y Lopez-
Delgado, 2006). Los clones 981818 y 06-27 mostraron una disminucion significativa en la altura
de la planta en presencia de AS (Fig.1), efectos de reduccion de longitud de tallos de microplantas
de papa se han reportado al utilizar salicilatos, especificamente en presencia de acido acetil

salicilico, en concentraciones de 250-750 uM ( Lopez-Delgado et al., 1998).

En esta investigacion las microplantas del clon 981818 presentarén un aumento en el
contenido de H>O> (Fig. 7) y una diminucién de la actividad en las enzimas CAT y POX (Fig. 5,
6), lo cual se refleja en una disminucion general de su crecimiento (Fig.1, 2, 3, 4), mientras que en
el clon 06-27, las vitroplantas presentarén un aumento en el contenido H20; (Fig.7) y la actividad
de POX (Fig. 6) ademas de una disminucion en la actividad de la CAT (Fig.5), por lo que podemos
inferir que la presencia AS es genotipo dependiente (Mora-Herrera y Lopez-Delgado et al., 2006)
y interacciona con el AS en parametros de crecimiento vegetal y en el sistema antioxidante
enzimatico (CAT, POX ; Arfan 2009; Khan et al., 2016).

79



8.2 Evaluacion del efecto de acido salicilico en la supervivencia en Solanum tuberosum L.

La respuesta fisioldgica 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 induccion de tolerancia a
criogenia (Ruiz-Saenz et al., 2019), al igual que se encontrd en esta investigacion (Fig. 10). La
evaluacion de pardmetros de crecimiento como los de la presente investigacion (Fig. 1, 2, 3, 4),
aporta informacion sobre el estado fisioldgico del explante antes de criogenia, complementado con
su estado enzimatico en la CAT (Fig.5), la POX (Fig.6) y contenidos de H202 (Fig.7) y Prolina
(Fig.8), lo cual podrian 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 regeneracion.

En papa los porcentajes de supervivencia suelen fluctuar dependiendo de la especie y el
genotipo, como los reportados en la recopilacion de Kaczmarczyk et al. (2012), en esta
investigacion los porcentajes obtenidos fuerdn 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 regeneracion son bajos, los medios se adicionan
con reguladores del crecimiento en la fase inical o final a criogenia, algunos ejemplos son: zeatina,
AlA (acido indolacetico), BAP (bencilaminopurina), ANA (&cido naftalenacetico) y GAs
(Giberelico; Hirai y Sakai, 1999). En este estudio en ninguna etapa se adicionaron fitohormonas,
la adicién 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 incubacién de moleculas relacionadas con la tolerancia a temperaturas bajas como AS
ha sido probado en criogenia para aumentar los porcentajes de supervivencia y regeneracion 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 induccién de

tolerancia a criogenia, al incrementar los porcentajes de supervivencia (Fig.10).

80



Los factores involucrados en los procesos criogénicos como son, la produccion de las
EROS, la actividad enzimética y la acumulacion 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 induccion de tolerancia a crioterapia, con efectos deseables

en regeneracion 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 podria 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 regeneracion. Un aumento general de la supervivencia en yemas de ambos
genotipos provenientes de AS, puede estar ligado a una respuesta en comun en la fase anterior a
criogenia, observandose que la concentracion de 10° M de AS induce una reduccion de la actividad
de la CAT (Fig.5), un aumento del contenido de H2O- (Fig.7) y un aumento en la acumulacion de

Pro (Fig.8) independientemente del genotipo.

El estado fisioldgico y bioguimico de los explantes es considerado un aspecto importante
en la criopreservacion, siendo esencial para obtener condiciones exitosas de deshidratacion,
tolerancia a baja temperatura y regeneracion (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 relacion de supervivencia del 40.0 % (Vianna et al., 2019), lo cual coincide con resultados
presentes en esta investigacion 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, presentarén un mismo patron de respuesta
en el contenido de perdxido de hidrogeno, a lo largo del proceso criogénico en las 3 fases evaluadas
(Fig. 7, 15, 16), un incremento de los niveles de H20: en la fase anterior a criogenia pudo ser un

disparador de mecanismos de sefializacion (Fig. 7), resultando en la fase posterior en un
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incremento de la actividad enzimatica de la CAT (Fig.12) y la POX (Fig. 14), en la fase de
regeneracion alas 72 h y conduciendo a un aumento de la supervivencia (Fig. 10). En concordancia
con la descripcién de Vianna et al., (2019), donde se menciona que una reduccion de las EROS en
la fase posterior a criogenia, esta relacionada con un aumento en la actividad enziméatica como se

observo en Passiflora suberosa .

Para poder explicar mas a fondo, los resultados se abordaron en cada fase, asi como los
mecanismos relacionados, a fin de analizar si la presencia de AS induce un mecanismo general en
clones de papa 0 si existen multiples mecanismos que se expresan y que permiten de forma

acumulativa inducir un aumento en los porcentajes de supervivencia.

8.3 Efecto del Acido Salicilico en la actividad enzimatica la CAT, la POX y los contenidos de

H202 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, presentaron una disminucién en la
actividad de la CAT (Fig. 5). Una disminucion de la actividad de la CAT, puede conducir
directamente a una acumulacion de H.O> desencadenando la cascada de sefializacion ante estrés a
frio o congelamiento (Hossain et al., 2015). Una acumulacion en ambos clones del contenido de
H>0> (Fig.7), se mostrd con relacion a una diminucion en la actividad de la CAT (Fig.5), en la
presente investigacion en plantas pretratadas con AS, lo ctal coincide con lo observado por Lopez-
Delgado et al., (2018), donde reportarén un incremento del contenido de H>O> inducido por una
disminucion de la CAT en plantas de papa asperjadas con AS 10° M antes de ser expuestas a -6
°C (L6pez-Delgado et al., 2018).

Por otra parte, la actividad de la peroxidasa (POX) mostré un patron 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 disminucién en la actividad de la CAT, solo se presentd en yemas del clon 06-27 en
presencia de AS (Fig.6). Un aumento de la actividad enzimatica en frio 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 disminucién de la actividad de la catalasa durante aclimatizacién a frio (Kocsy et
al., 2001; Baek y Skinner 2012; Janda et al., 2015). Saleem et al., (2020) han reportado que la
aclimatizacion induce per se una acumulacion endogena de moléculas como el AS, lo cual podria

inducir los mecanismos de sefializacion anteriormente mencionados.

La actividad de la POX y su correlacién 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 osmoticos, mientras los niveles de la CAT bajan, aun asi los tratamientos mejoran la
supervivencia en embriones somaticos de olivo, (Lynch et al., 2011), lo anterior indica una posible
relacion entre la supervivencia a criogenia (Fig.10), ligada a los niveles enzimaticos previo en la
actividad de la POX en yemas del clon 06-27 proveniente de la incubacién de AS, en conjunto con
la actividad enzimatica de la CAT (Fig.5).

Mientras que la relacion entre una disminucién de la actividad de la POX en yemas
pretratadas con AS del clon 981818 (Fig. 6), mas una disminucion 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 osmotico previo a criogenia, disminuyo la actividad
enzimatica 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 cual indica que la actividad
de la POX previa a la exposicion a temperaturas bajas o ultrabajas puede inducir tolerancia

dependiente de la sensibilidad del genotipo.

La acumulacion de H2O> en plantas de Solanum tuberosum L. pretratadas con AS antes de
someterse a frio 6 congelamiento ha sido reportado en diversos trabajos (Mora-Herrera et al., 2005;
Mora-Herrera y Lépez-Delgado, 2006; Lépez-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 observo una disminucion de la actividad de la CAT (Fig.5), generando cambios
en el sistema antioxidante en la fase de regeneracion, resultando en un incremento significativo en
la supervivencia de ambos clones (Fig. 10). Un disminucién en la actividad de la CAT puede
conducir a la acumulacion de H2O.. en diversas fases en los procesos criogénicos (Poobathy et al.,
2013).
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Este incremento de los niveles de H>O> conduce a la sefializacion y produccion de
moléculas que inhiben su sobreproduccion, como lo son acumulacion de azucares o produccion de
osmolitos como prolina o glicina betaina que evitan los dafios celulares (Kumar y Yadav 2009;
Igbal et al., 2015; Noreen et al., 2018) Lo anterior coincide con la respuesta presente en esta
investigacion donde yemas pretratadas con AS de los clones 981818 y 06-27 mostraron un
incremento del contenido de H>O (Fig. 7), una disminucion 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 observd 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 aplicacion de AS regula la acumulacién de
prolina y reduce la acumulacion de iones toxicos en raices. Hayat et al., (2010) menciona que la
presencia de AS en diversos niveles organizacionales en la célula conduce a un incremento en la
produccion y acumulacién de prolina en presencia de factores de estrés bidtico o abidtico,
particularmente Pro mantiene el balance redox en la homeostasis celular durante estrés y puede
mitigar el efecto dafiino 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 induccién de osmolitos es sumamente importante ya que se ha demostrado
que estos ayudan a la estabilizacion de la membrana plasmatica durante los diversos estadios en
los procesos criogénicos (Georgieva et al., 2014; Vianna et al., 2019). Lo cual podria 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 investigacion.

8.4 Efecto del pretratamiento de Acido Salicilico en Solanum tuberosum L. en el potencial

hidrico en la deshidratacion en el método criogénico D-crioplaca
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El incorporar o modificar los protocolos como la adicion de moléculas antioxidantes como
pretratamientos puede reducir el riesgo de dafios celulares importantes. La adicion de compuestos
con cualidades crioprotectantes, en el precultivo se realiza con agentes osmoticos (Rajasekharan,
2006; Lynch et al.,2011), los cuales incrementan de forma indirecta los niveles de enzimas
antioxidantes y los niveles endogenos de AS, H20: y osmolitos (Lynch et al., 2011). La
cristalizacion del agua se puede evitar disminuyendo el punto de congelamiento, adicionando altas
concentraciones de solutos, hasta que la solucién liquida se vuelva cada vez mas viscosa a medida
que la temperatura disminuye, volviéndose un sélido vitreo. (Meryman 1977). La reduccion de
agua celular es crucial para una criopreservacion exitosa, los métodos empleados en la
deshidratacion en criogenia carecen de una base cuantitativa y solo son reportados por estadios de
tiempos en soluciones vitrificadoras, flujo laminar o gel silica. Esto requiere que se establezca la
relacion termodinamica entre el estado energético del agua en el aire (potencial hidrico, Wa) v 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 hidrico en deshidratacion a los 90 min en gel silica 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
regeneracion de embriones somaticos de Picea glauca deshidratados en condiciones controladas
y sometidos a criogenia, los cuales mostraron valores de Wa de entre -15 y -20MPa en la

deshidratacion y que indica que son valores cercanos a los limites apoplasticos.

Yemas del clon 06-27 del grupo control mostraron un Wa de -20.81 MPa (Fig. 9), lo cual
indica que se encuentran al borde del limite de ‘P a ideal que propone Percy et al., (2001) mientras
que las yemas del clon 981818 del grupo control mostraron un Wa de -24.98 MPa (Fig. 9) y una
supervivencia sumamente baja de 8.33 % (Fig. 10).Valores méas altos 0 mas bajos de potencial
hidrico reducen significativamente los porcentajes de supervivencia en los explantes regenerados
como reporta Percy et al., (2001). Los efectos adversos de la deshidratacion y la oxidacion pueden
minimizarse incorporando antioxidantes en el medio de cultivo previo a criogenia. Tal como se
muestra en plantas pretratadas con AS y sometidas a deshidratacién 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 vinifera (Volk
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et al., 2018). Siendo este el primer reporte en papa donde se realiza la medicion del potencial
hidrico, en la fase de deshidratacion de manera reproducible como alternativa de la estandarizacion
de protocolos de especies de interés. El establecer formas mas cuantitativas de evaluacion de la
deshidratacion 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 H202y Pro, después de criogenia

Los niveles enzimaticos 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 somaticos de olivo (Lynch et al., 2011) y apices 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 H2O> y Pro.

La actividad de la CAT en plantas del clon 06-27 pretratadas con ASalas 12 hy 72 hen
regeneracion mostraron un incremento del 56.7 y 86 % respecto al control (Fig. 11, 12) lo cual
coincide con lo reportado en plantas pretratadas con é&cido abscisico (ABA) donde se
incrementaron los niveles de la CAT en la fase de regeneracion 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 activacion del sistema
antioxidante en la fase de regeneracion, 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 recuperacion después de criogenia en apices de Passiflora Suberosa y un aumento en la
actividad de esta enzima a los 10 dias, datos que coinciden con los resultados obtenidos en esta

investigacion donde yemas del clon 981818 pretratadas con AS, sometidas a criogenia y
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muestreadas en la fase de regeneracion a las 12 h mostraron una disminucién 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 dias (72 h; Fig. 12). Ambos clones pretratados con AS muestran un aumento
en la actividad de la catalasa en la fase de regeneracion de 3 dias (Fig. 12), respecto a las 12 h (Fig.
11), lo cual coincide con un aumento de la actividad de esta enzima en la criopreservacion de
Passiflora Suberosa, Hypericum y Agapanthus praecox (Vianna et al., 2019; Georgieva et al.,
2014; Zhang et al., 2015).

Lopez-Delgado et al., 2018 reportan que plantas provenientes de minitubérculos de
Solanum tuberosum L. cv. Granate pretratados con AS (10 M) y expuestos a congelamiento (-6
°C, 4h) mostraron un incremento en la actividad de la CAT y un menor contenido de H2O>, niveles
que afectaron 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 investigacion donde
yemas provenientes de AS (10° M) del clon 06-27 y expuestas a criogenia, a las 12 h en
regeneracion mostraron un incremento del 57 % veces en la actividad de la CAT (Fig. 11), una
diminucion del contenido de H202en 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 regeneracion mostraron una disminucion de la actividad de la CAT (Fig. 11) y de contenido
de peroxido de hidrogeno (Fig. 15), aunque la CAT es la principal enzima que se encarga de
dismutar al H2O>, existen otras enzimas encargadas de eliminar la sobreproduccion de H.O, 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 mas bajos de H202 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 estabilizacion de algunas enzimas se puede dar en un periodo de tiempo de recuperacion

mas extenso, que depende de la especie en cuestion que se desee analizar, ademas de considerar

que la respuesta genética individual estara presente; en este trabajo se observé que a las 12 h se
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muestran algunos cambios enzimaticos y en el contenido de peroxido de hidrdgeno, en respuesta

celular al estrés generado en la criogenia.

A las 72h de regeneracion los niveles enzimaticos de la CAT y la POX en ambos clones
mostraron un aumento significativo en las yemas pretratadas con AS (Fig.12, 14) , asi mismo se
mostr6 una disminucion de los niveles de H202 (Fig.16), pero sin un patron similar en prolina
(Fig.18), con un aumento en los porcentajes de supervivencia (Fig.10) lo cual indica una induccion
de tolerancia a criogenia que se puede visualizar con una activacion de los sistemas antioxidantes
en los primeros dias de regeneracion en explantes de Solanum tuberosum L., los cuales muestran

un incremento significativo en la supervivencia de ambos clones (Fig. 10).

La produccion de la EROS en temperaturas bajas se presenta a lo largo del proceso
criogénico. El estrés térmico (frio) genera estrés oxidativo y la produccion de una gran cantidad
de las EROS como Oz, OH" y H2O, (Mittler et al., 2002), en respuesta a este incremento se activan
varios sistemas enzimaticos 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
expresion 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
abidtico en plantas via ciclo del Glutation-Ascorbato (Mustafa et al., 2018; Yan et al., 2018). El
AS reduce la sobreproduccion 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 H202, lo que estimula
la actividad antioxidante conduciendo a la eliminacion de radicales libres (Arfan 2009) y
adicionalmente AS induce el metabolismo de prolina, que puede deberse a la induccién en la
enzima biosintética (pirolina-5-carboxilato reductasa y-glutamilkinasa) dando a las membranas
celulares méas crioestabilidad lo cual es un prerequisito de la tolerancia en plantas a frio o

congelamiento (Gusta y Wisniewski 2013; Luo et al., 2014).

8.6 Evaluacidon del efecto de peroxido de hidrégeno en parametros de crecimiento en

Solanum tuberosum L.
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La presente investigacion es el primer reporte, donde se realizo la incubacion de peroxido
de hidrdgeno, para la induccion de tolerancia a criogenia, en yemas de papa y su relacién con las

enzimas antioxidantes (la CAT y la POX) y contenidos de peroxido de hidrogeno y prolina.

Plantas de Solanum tuberosum L. de los clones 981818 y 06-27 provenientes de
incubaciones en 5y 10 mM de peroxido de hidrogeno mostraron una disminucion en las variables
de crecimiento, como altura de la planta, longitud de la raiz y peso fresco (Fig. 19, 20, 21). Mora
Herrera'y Lopez-Delgado (2006), reportan que microplantas de papa incubadas en concentraciones
de 0.1-50 mM no mostraron inhibicién en el crecimiento de tallos y raices. El peroxido de
hidrogeno 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 (Beltrén et al.,
2018) y se localiza en mayor concentracion en la parte foliar, ya que este se genera de forma normal
durante la fotosintesis. El peréxido de hidrogeno reacciona con facilidad con biomoléculas, regula
los patrones de expresion en los procesos de ciclos celulares (Slesak et al., 2007). La longitud de
la raiz en ambos clones de papa particularmente se inhibi6 en presencia de H>O> (Fig. 20), Xiong
etal., (2015) reportaron que la aplicacion exdgena de H202 induce una inhibicion en la elongacion
de raices, pero incrementa la expansion celular y el didmetro de las raices. Vanderauwera et
al.,(2005) reportan evidencia de la relacién existente entre el peroxido de hidrégeno y la
acumulacioén de reguladores del crecimiento en plantas. Un incremento en los niveles de auxinas,
disparan la acumulacion de H>O: resultando en una reduccién de la elongacién y crecimiento de
las raices. Plantas de papa de clon 06-27 incubadas en presencia de H20z en la concentracion de
10 mM mostraron una disminucién del nimero de entrenudos (Fig.22) asi como en las demas
variables (Fig.19, 20, 21). Una adecuada eleccion 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 peroxido de hidrégeno 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
regeneracion a la exposicion a temperaturas ultrabajas (Benson et al., 1995 ). En este trabajo se
encontrd que la aplicacion de AS (Fig. 1, 2, 3, 4) y concentraciones de H20> (Fig. 19, 20, 21,22)
inducen una reduccion en parametros de crecimiento. Este contraste nos permite observar los
efectos del H2O2 en explantes de papa de los clones 981818 y como las concentraciones podrian
estar implicadas en los procesos enzimaticos y contenidos de perdxido de hidrdégeno, como
evaluacion del explante vegetal antes de criogenia, para poder correlacionarlo con la supervivencia

obtenida.

Este trabajo comprueba que efectivamente la aplicacion de perdxido de hidrégeno 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 H>Oz en la
concentracion 1 mM, donde se observaron similitudes entre el contenido de perdxido de hidrégeno
previo a criogenia (Fig. 7, 25), conduciendo a una posible induccion del sistema antioxidante , ya
que en la fase final se obtuvo un incremento en AS y H20> en la actividad enzimatica de la CAT
(Fig. 12, 30), la POX (Fig. 14, 32) y contenidos de H20: (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 induccion 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 deshidratacion, el congelamiento y descongelamiento (Benson, 2008). Cada uno
genera diferentes condiciones de estrés abidtico, en criogenia se ha monitoreado la relacion entre
la produccion de EROS vy 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 aplicacion exdgena de H2O> ha sido utilizada con la finalidad de minimizar

dafios causados por estrés bidtico y abidtico (Aguilar-Camacho et al., 2016; Lopez Delgado et al.,
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1998; 2004; 2018) especialmente en frio y congelamiento (Mora-Herrera et al., 2005, Mora-
Herrera y Lopez-Delgado 2006; Lopez-Delgado et al., 2018).

El efecto de las aplicaciones exdgenas de las concentraciones de H>O», 1 y 5mM, se
abordan a continuacion en cada una de las fases y se proponen cuales podrian ser los posibles
mecanismos que se pueden ir disparando en cada una de las fases analizadas, adicionalmente que
se aborda la relacion del perdxido de hidrdgeno en cada variable y como estos factores afectaron
los porcentajes de supervivencia (Fig.28).

De manera general podemos abordar lo siguiente, pretratamiento de H.O2 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), produccion de osmolitos
(Fig. 26, 35, 36) y contenido de perdxido de hidrégeno (Fig. 25, 33, 34), durante la fase de
precultivo y regeneracion de criogenia. Por otra parte, en la fase de deshidratacion se mostrd que
aplicaciones de H>O> tienden a aumentar el potencial hidrico, manteniéndolo en un rango que va
desde -18 a -20 MPa (Fig.27), al igual que se encontrd en los experimentos de AS (Fig. 9). La
suma de todos los factores analizados en la presente investigacion determina que el perdxido de
hidrogeno es un inductor de tolerancia al estrés en criogenia al aumentar los porcentajes de

supervivencia (Fig. 28).

8.8 Efecto del pretratamiento de peroxido de hidrogeno en la actividad enzimética de la CAT
y de la POX, contenido de peroxido de hidrdgeno y prolina en Solanum tuberosum L. antes

de someterse a criogenia

Un aumento indirecto de la produccién de EROS se realiza en la criogenia al someter
explantes vegetales a condiciones de aclimatizacion ¢ en medios osmotico-adicionados con
manitol, sorbitol y altas concentraciones de azucares. ElI H2O: es la especie reactiva de oxigeno
con menor reactividad, siendo una molécula relacionada con diversos procesos fisioldgicos en las
plantas al poder penetrar la membrana celular y funcionando como una molécula sefializadora
(Noctor et al., 2014). En este trabajo se observo que plantas de Solanum tuberosum L. provenientes
de los tratamientos de 1 y 5 mM de H2O: del clon 981818 incrementardn los niveles de actividad

de la CAT (Fig. 23) y al mismo tiempo se incrementaron los niveles de contenido de H2O> respecto
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a los controles correspondientes (Fig. 25). De acuerdo a la literatura la actividad de la CAT esta
relacionada directamente con los niveles de perdxido de hidrdégeno, por mecanismos antes
descritos como es el ciclo de autoamplificacion de AS/H202, donde el AS inhibe la actividad de la
catalasa y aumenta los niveles de H20-, sin embargo no es una regla estricta y se puede inducir un
aumento de ambos o ningin cambio, como por ejemplo en Agapantus praecox donde se observo
que en la fase de precultivo la actividad de la CAT, no mostro cambios respecto al control mientras
que se incrementd el contenido de H>O2, mostrando porcentajes de un 41.9 % de viabilidad (Zhang
et al., 2015). Especialmente plantas provenientes del pretratamiento de 1 mM de peroxido de
hidrégeno mostraron un incremento en la actividad enzimatica de la CAT (Fig. 23) y POX (Fig.
24), al igual que se incremento el nivel de H202 (Fig. 25), por lo que podriamos especular que el
aumento en los niveles de H.O> 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 criopreservacion (Poobathy et al., 2013). Zhang et al., (2015) observaron que
plantas tolerantes al estrés mostraban una mayor actividad enzimatica antioxidante de la CAT, la
POX, la SOD y la GR. Lo cual podria ser un factor clave en los porcentajes superiores de
supervivencia en esta concentracion (Fig. 28), estudios comparativos entre Solanum y Ribes se
encontrd 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 1y 5 mM de H.O>
mostraron una disminucién de la actividad de CAT (Fig. 23) y un aumento en la actividad de POX
(Fig. 24). El contenido de H20- no se altero significativamente en yemas del clon 06-27 pretratadas
con 1 mM, mientras que en la concentracion de 5 mM se mostré un aumento del contenido de
peroxido del 44.5 % respecto al control (Fig. 25), ambos pretratamientos de H,O> mostraron una
induccidn de tolerancia al estrés en criogenia (Fig. 28). Interesantemente en este clon se muestra
la induccidn de sefializacion dosis dependiente. Un posible incremento en el contenido de peroxido
de hidrogeno se origino con la reduccion 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
H.0> (Fig.25). Cerny et al., (2018) menciona que las enzimas peroxidasas (POX) son la familia

de enzimas mas abundantes en la eliminacion de la sobreproduccion de H.Og, participando en la
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detoxificacion del perdxido de hidrogeno través de la via de oxidacién de compuestos fendlicos,

pero tambien contribuyen a su aumento a través del estrés oxidativo.

Es importante destacar que yemas provenientes de tratamientos de perdxido de hidrégeno,
no mostraron inducir una sefializacién para la produccion y acumulacion de prolina (Fig. 26) como
se observo en los microesequejes del tratamiento de AS (Fig. 8). Esto podria explicarse porque el
acido salicilico estd directamente implicado en la expresién de genes de produccién de este
osmolito (Gusta y Wisniewski 2013; Luo et al., 2014). La aplicacion exdgena de moléculas como
los ERQOS, en especifico el peroxido de hidrégeno ha sido pobremente explorado como inductor
de sefializacidn en criogenia, aunque existen multiples 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, apices
de Brassidium, embriones somaticos 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 adicion directa de H20 en las concentraciones de 0, 2, 4y 8
umol L en cada paso de la criogenia y su efecto en la actividad de la CAT, contenido de MDA,
contenido de H»O» supervivencia y regeneracion en semillas de Celosia plumose. Donde
encontraron que la aplicacion exdgena de 8 umol L™ de peroxido de hidrogeno, 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 investigacion demuestran un efecto
de induccidn de tolerancia en criogenia con el uso de pretratamientos de peroxido de hidrégeno en

Solanum tuberosum L. (Fig.28).

8.9 Efecto del pretratamiento de perdxido de hidrogeno en él potencial hidrico en Solanum

tuberosum L. antes de someterse a criogenia
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Una reduccidn del contenido del agua en los tejidos sometidos a criogenia es necesario en
la fase de deshidratacion, con el uso de crioprotectantes que reducen los dafios, causados por la
formacion de cristales de hielo (Volk y Walter, 2006). Guler y Pehlivan (2016) sugieren que
pretratamientos con bajas dosis de H2O- disminuyen la perdida de agua y también se reporta que
el contenido de H>O. incrementa la tolerancia a la sequia con una induccion del sistema
antioxidante en soya Glycine max L. En el presente trabajo se determind el potencial hidrico (Wa)
en los tejidos encapsulados de papa, en el punto de deshidratacion justo antes de entrar en contacto
con nitrdgeno liquido, para poder establecer si la adicion de moléculas sefializadoras como AS o

H20> inducen algun cambio.

Percy et al., (2001) encontraron que valores ¥a en un rango de -15 y -20 MPa en la fase de
deshidratacion, 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 H202 mostraron un aumento del potencial hidrico en
ambos tratamientos (Fig. 27). Lo valores encontrados en la presente investigacion 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 deshidratacion 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 H20: (Fig.9, 27). Yemas del tratamiento control del clon 981818 muestran valores més bajos de
potencial hidrico (Fig. 9, 27) y fuera de los limites 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 deshidratacion se ha reportado, que existe una acumulacion 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 incubacion de 1h en las concentraciones
de 1 y 5 mM de peroxido de hidrogeno en la fase de precultivo, inducen respuestas fisioldgicas
ante condiciones de estres. La aplicacion de H20: induce termotolerancia durante termoterapia en
microplantas de Solanum tuberosum L., tolerancia a frio o congelamiento y también a estrés

osmotico en condiciones de sequia (Martinez-Gutiérrez et al., 2012). Los métodos criogenicos
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utilizados en papa se optimizan utilizando variaciones en los tiempos que permanecen los tejidos
en las diferentes etapas (deshidratacion), por lo cual establecer ¢l rango 6ptimo de Wa en la fase

de deshidratacion, puede darnos un indicio del éxito en la supervivencia.

El uso de moléculas como el H202, como pretratamientos en la fase de precultivo indican
que pueden ser inductores de tolerancia a la deshidratacion en criogenia, activandose mecanismos
aun no reportados. Aunque se conoce que el peréxido de hidrogeno participa en mecanismos de
tolerancia a estrés osmético, incrementando los metabolitos en Zea Mays (Terzi et al., 2014),
induccidn de la produccion de antioxidantes en déficit hidrico (Ashraf et al., 2015) y protegiendo
ultraestructuras de las células del meséfilo, mejorando la fotosintesis y disminuyendo los efectos

negativos en sequia en Tagetes erecta (Liao et al., 2012).

8.10 Efecto del pretratamiento de acido salicilico en Solanum tuberosum L. en la actividad
enzimatica de la CAT y la POX, contenidos de perdxido y prolina en dos tiempos de

regeneracion después de criogenia (12 y 72 h de regeneracién)

Lopez-Delgado et al., (2018) reportaron que la incubacion de la concentracién de 1 mM de
perdxido de hidrégeno en la fase previa a la exposicion a un estrés térmico resulto en la induccion
de tolerancia a temperaturas de congelamiento, aumentando con ello los porcentajes de
supervivencia. Zhang et al., (2015) reportan que la acumulacion de EROS en la fase de
regeneracion esta relacionada con los posibles niveles de expresiones de genes de la SOD vy la
CAT. Yemas de los clones 981818 y 06-27, sometidas a criogenia y en medio de regeneracion por
12 h mostraron patrones diferentes no solo entre cada genotipos, sino también en la induccién de
cambios en las variables de actividad enzimética de la CAT, la POX, y contenidos de H20; y
prolina (Fig. 29, 31, 33, 35). Posteriormente al transcurrir las 72 h en la fase de regeneracion, se
observd que los niveles enzimaticos de la CAT y la POX se incrementaron (Fig. 30, 32) y la
incubacion en las concentraciones de 1y 5 mM pueden ser concentraciones con actividad bioldgica
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 H2O. a las 72 h muestran diferencias entre las variables de contenido de perdxido de
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hidrogeno y prolina (Fig. 34, 36) que se abordaran mas a fondo a continuacién hipotetizando cada

una de las variables involucradas.

Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del tratamiento del 1mM,
en la fase de regeneracion a las 12 h mostraron actividades enzimaticas de la CAT, y la POX sin
diferencias significativas respecto al control (Fig. 29, 31). Algunas especies donde se monitorea la
actividad enzimética especialmente de la CAT en criogenia, muestran que en las primeras horas
de regeneracion puede existir una disminucion como se reporta en la criogenia de apices 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 mdaltiples variables como lo son la especie vegetal, precultivo, agentes
osmaéticos, condiciones de regeneracion, entre otros. Similarmente no se observaron cambios en el
contenido de perdxido de hidrégeno, esto podria explicarse de la siguiente manera. Un analisis
completo desde la fase de precultivo mostré que en yemas del clon 981818, los niveles de H20:
eran mayores (Fig. 25), al igual que la actividad enzimatica (Fig. 23, 24) y el contenido de prolina
no mostro diferencias significativas (Fig. 26), una posible sefializacion inducida por el H2O2 en las
fases siguientes como la deshidratacién, pudo inducir una acumulacion de azucares o la
sefializacion para la sintesis de osmolitos como prolina; lo anterior también es relacionado con la
tolerancia que se presento en la fase de deshidratacion. Investigaciones previas han demostrado
que el H202 incrementa el contenido de azucares totales en sequia. Ishibashi et al., (2011) proponen
que tratamientos con H2O; resultan en un ajuste osmotico con la via de acumulacion de solutos
compatibles y no téxicos en altas concentraciones. Existe evidencia de que la aplicacion exdgena
de H202 incrementan el contenido de azucares solubles, prolina, poliaminas y decrecen los niveles
de MDA en condiciones de sequia (Saleem et al., 2020). Mismos efectos que se mantienen a las
72 h, presentando una activiad enziméatica mayor de la CAT y la POX (Fig. 30, 32) respecto al
control y sin un incremento significativo del peréxido de hidrdégeno (Fig. 34) pero con un
incremento en los porcentajes de supervivencia (Fig. 28) Por lo tanto podemos concluir que la
aplicacion exogena de 1 mM de peroxido de hidrogeno en el clon 981818 induce tolerancia a

criogenia y aumenta los porcentajes de supervivencia (Fig. 28).
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Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 981818 provenientes del tratamiento de peroxido
de hidrégeno 5 mM, en la fase de regeneracion a las 12 h mostraron un incremento significativo
en la actividad de las variables enzimaticas (CAT, POX; Fig. 29, 31), un aumento en el contenido
de prolina (Fig. 35) y una disminucidon del contenido de peréxido de hidrégeno respecto al control
en cada variable (Fig. 33). Un aumento en la actividad enzimatica en las primeras horas de
regeneracion se ha reportado que minimizan los dafios 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 observo que el incremento de la actividad enzimatica de
la CAT y la POX permanece en los dos estadios de muestreo (Fig. 29, 30, 31, 32), aplicaciones
exogenas de la CAT en la fase de regeneracion han mostrado que inducen una reduccion
significativa del contenido de H>O> y reducen la expresion de la proteasa Caspasa-3 relacionada
con la expresion 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 relacion dentro del ciclo del AsA-GHS.
Adicionalmente en la criopreservacion de Agapanthus praecox la actividad de la POX no muestra
un patrén 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 H.O; en la fase de
regeneracion mostraron cambios en el contenido peroxido de hidrogeno a las 12 h, donde se
observé una disminucion significativa respecto al control (Fig. 33) probablemente producto de la
alta actividad enzimatica (Fig. 29, 31); pero a las 72 h mostro un incremento significativo respecto
al control.(Fig. 34), pero en contraste con el contenido de peroxido de hidrégeno en la fase de
precultivo mostro ser menor en este tratamiento, lo cual podria ser producto de una produccion de
fenoles causado por MDA en alguna fase de la regeneracion. El incremento en el contenido de
peroxido de hidrégeno podria 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 Lopez-Delgado (2006), donde observaron que en cultivares de
papa existe un efecto dosis dependiente de H20> en la supervivencia en la concentracion de 5 mM

en el cultivar mas sensible.
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Yemas de Solanum tuberosum L. del clon 06-27 provenientes del tratamiento de la
concentracion 1 mM de H20>, en la fase de regeneracion a las 12 h mostraron una actividad de las
variables enziméticas (CAT, POX) sin diferencias significativas respecto al control (Fig. 29, 31)
Un aumento en la actividad de ambas enzimas a las 72 h de regeneracion de igual forma que se
mostré en el clon 981818 (Fig. 30, 32), lo cual indica una misma respuesta fisioldgica
independiente del clon. El peréxido de hidrogeno 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 sobreproduccién y acumulacion 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 perdxido
de hidrégeno en la concentracion de 1 mM, en la fase de regeneracion a las 12 h 'y a las 72 h
mostraron una disminucion del contenido de perdxido (Fig. 33, 34), evidentemente producto de la
alta actividad enzimética en ambos puntos de la regeneracion (Fig. 29, 30, 31, 32), adicionalmente
se observd que aun en la fase de regeneracion se incrementd la sintesis y acumulacion de prolina
(Fig. 35, 36). Existen reportes de los efectos exdgenos del peroxido de hidrégeno, donde raices de
tomate pretratadas con una solucion de H.0, ImmoL™* tuvo un efecto en el contenido relativo de
agua bajo periodos cortos de frio, adicionalmente plantas pretratadas con perdxido de hidrdégeno
mostraron mayor acumulacién de contenido de prolina en las raices 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
concentracion 5 mM de HO, en la fase de regeneracion 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 incrementd a las
12 h (Fig. 31), puede existir la posibilidad de que otras enzimas implicitas en el mecanismo de
eliminacion de EROS este promoviendo la disminucion del peroxido de hidrégeno como lo es la
enzima APX; la cual ha sido reportada en criogenia y que regularmente se incrementa en las fases
de regeneracion (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
concentracion 5 mM de H2O, en la fase de regeneracion mostraron una disminucion en el
contenido de perdxido de hidrégeno a las 12 y 72 h de regeneracion efecto similar al observado en
el clon 981818 (Fig. 33, 34). Resultado de alta actividad enzimética 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 expresion de proteinas también se cree que es una respuesta fisioldgica contra
el estrés osmotico y puede conducir a los mecanismos de tolerancia a congelamiento (Jitsuyama
etal., 2002; Wang et al., 2004). El peroxido de hidrogeno tiene efectos positivos, ya que promueve
la activacion 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
sobreproduccién y acumulacién de EROS y manteniendo el balance redox en la célula (Hossain et
al., 2015). Ellouzi et al., (2017) notaron que pretratamientos de peréxido de hidrégeno tienen la
habilidad de disminuir los niveles endogenos de perdxido de hidrégeno seguido de un incremento
en la actividad antioxidante. Mecanismos anteriormente mencionados podrian estar presentes

aumentando asi la supervivencia a criogenia e induccion de tolerancia (Fig. 28).
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9. CONCLUSIONES

En este estudio se demostrd el efecto de moléculas sefial AS y el H2Oz en la induccién 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 enziméticos de la CAT
y la POX, contenido de perdxido de hidrégeno, prolina y potencial hidrico en la fase de

deshidratacion.

Tratamientos de AS y H20- inducen una respuesta similar después de criogenia a las 72 h de
regeneracion, con un aumento en la actividad enzimatica de la catalasa y la peroxidasa, asi

como una reduccion del contenido de perdxido de hidrogeno.

La presencia de AS como tratamiento en la fase previa a criogenia, induce una disminucién de
la actividad de la CAT, aumenta los niveles de H>O. y la acumulacién de prolina
proporcionando a las yemas una sefializacion independiente del genotipo, para reducir los

dafios causados por el estrés durante criogenia.

El tratamiento de incubacion en H.O> como tratamiento en la fase previa a criogenia induce
mecanismos diferentes en cada concentracion, pero que inducen el mismo efecto en la

supervivencia.

El tratamiento de AS induce una reduccion del contenido de perdxido de hidrégeno en la fase

de regeneracion en los tiempos de 12 'y 72 h en ambos clones de papa.
La incubacion de microplantas de papa en AS induce el mismo patron de respuesta en el
contenido de peroxido de en las etapas previa y posterior a criogenia en los clones 981818 y

06-27.

El H20- induce tolerancia a criogenia por diferentes rutas de sefializacion dependientes de la
dosis y el genotipo.
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La cuantificacion en la fase de deshidratacion del potencial hidrico es una metodologia

aplicable y replicable en Solanum tuberosum L.

El potencial hidrico en la fase de deshidratacion en criogenia en yemas de papa en un rango de

-18 a -25 MPa y equivalente a 90 min en silica gel.

Tratamientos de AS inducen para la acumulacion del osmolito prolina en ambos clones de

papa.

La aplicacion exdgena de la concentracion de 1 mM de H2O:z en el clon 981818 incremento la
actividad enzimética de la CAT y la POX en la fase de precultivo y regeneracion a las 72 h.

La aplicacion exogena de la concentracion de 5 mM de H>O; en el clon 981818 disminuyo la
actividad de CAT y incremento la actividad de POX en la fase de precultivo y regeneracion a
las 72 h.

La aplicacion exogena de la concentracion de 5 mM de H>O; en el clon 981818 disminuyo la

actividad de la CAT y incremento la actividad de la POX en la fase de precultivo y regeneracion
alas72h.
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ANEXOS

ANEXO A

Soluciones para medios de cultivo

Cuadro A-1. Soluciones madre para preparar medio Murashige Skoog

REACTIVO

PREPARACION

Sulfato de Magnesio

Pesar 3.7 g de Sulfato de Magnesio disolver en 100mL de agua
destilada. Guardar a 4°C

Sulfato de Hierro*

Pesar por separado Na.EDTA 0.75 g y FeSO4*7H.O 0.55 ¢
disolver cada uno en 20mL de agua destilada. Mezclar ambos y
aforar a 100 mL. Guardar a 4°C

Tiamina

Pesar 40 mg de Tiamina y disolver en 100 mL de agua destilada.
Guardar a 4°C

Pantotenato de calcio

Pesar 100 mg de Pantotenato de calcio y disolver en 100 mL de agua
destilada. Congelar en porciones pequefias

Glicina

Pesar 10 mg de Glicina y disolver en 100 mL de agua destilada.
Guardar a 4°C

Acido Nicotinico

Pesar 50 mg de Acido Nicotinico y disolver en 100 mL de agua
destilada. Guardar a 4°C

Piridoxina

Pesar 50 mg de piridoxina y disolver en 100 mL de agua destilada.
Guardar a 4°C

Acido Giberélico

Pesar 10 mg de Acido Giberélico y disolver en 2 mL de alcohol
etilico. Aforar a 100mL. Guardar a 4°C

Acido Naftalenoacético

Pesar 10 mg y disolver en 100 mL de agua destilada. Guardar en
congelacion

Bencilaminopurina

Pesar 10 mg y disolver en 100mL de agua destilada. Guardar en
congelacion

Inositol

Pesar 1g y disolver en 100 mL de agua destilada. Guardar a 4°C

*El Na,EDTA se calienta un poco para disolver

Cuadro A-2 Solucion madre de sales para medio ms

REACTIVO 1 LITRO
Nitrato de amonio 175¢g
Nitrato de potasio 20 ¢
Cloruro de calcio 459
Fosfato de potasio 1759
Acido borico 50 mg
Sulfato manganoso 200 mg
Sulfato de zinc heptahidratado 100 mg
Yoduro de potasio 10 mg
Molibdato de sodio 2.5mg
Sulfato cuprico/ 0.5mL

*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.

127




Cuadro A-3. Medio Murashige Skoog pH 5.7

REACTIVO 1LITRO
Sales 100 mL
Sulfato de magnesio 10 mL
Sulfato de hierro 5mL
Myo-inositol 10 mL
Glicina 20 mL
Tiamina 1mL
Acido nicotinico 1 mL
Piridoxina 1mL
Acido giberelico 1 mL
Sacarosa 309
Phytagel 2.25¢

Cuadro A-4. Solucion madre de sales para medio MS sin calcio

REACTIVO 1LITRO
Nitrato de amonio 175¢g
Nitrato de potasio 20 ¢
Fosfato de potasio 1.75¢
Acido borico 50 mg
Sulfato manganoso 200 mg
Sulfato de zinc heptahidratado 100 mg
Yoduro de potasio 10 mg
Molibdato de sodio 2.5mg
Sulfato cuprico*
Cloruro de cobalto* 0.5mL

* 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 1LITRO
Sales libres de calcio 100 mL
Sulfato de magnesio 10 mL
Sulfato de hierro 5mL
Myo-inositol 10 mL
Glicina 20 mL
Tiamina 1mL
Acido nicotinico 1mL
Piridoxina 1mL
Acido giberélico 1 mL
Sacarosa 309
Phytagel 2.25¢
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Soluciones para Criogenia

ANEXO B

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% 39
Agua 90 mL

Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alicuotas 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 1119
Agua 90 mL

Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alicuotas de 10mL a 4°C

Cuadro B-3. Solucion 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 alicuotas 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
Sacarosal M 34.23 ¢
Agua 90 mL

Nota: Esterilizar a 121°C, 18min y guardar en alicuotas 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

Solucidn de fosfato monobasico | Pesar 0.340g de fosfato monobasico de potasio y disolver en
de potasio 50 mL de agua destilada

Solucion de fosfato dibasico de | Pesar 0.879g de fosfato dibasico de potasio y disolver en 100
potasio mL de agua destilada

Nota: Guardar a 4°C. Afadir la solucién de fosfato dibasico a la solucién de fosfato monobasico hasta alcanzar el pH

Cuadro C-2 Buffer de extraccion, pH 7.2 para Catalasa

REACTIVO PARA 100mL
Solucion de fosfatos pH 7.2 50mM 100 mL
EDTA 1mM 0.037 g
PVP 2% 2g
DTT 5Mm 0.077 g

Nota: Guardar en alicuotas de 5mL en congelacion

Cuadro C-3 Buffer de fosfatos de potasio y sodio 50mM pH 7.0 para Catalasa

REACTIVO PARA 250 mL
Solucioén de  fosfato | Pesar 0.680 g fosfato monobasico de potasio y disolver en 100
monobasico de potasio mL de agua destilada
Solucién de  fosfato | Pesar 1.06 g fosfato dibasico de sodio y disolver en 150 mL

dibasico de sodio de agua destilada
Nota: Guardar a 4°C. Afadir la solucion de fosfato dibasico a la solucion de fosfato monobaésico hasta alcanzar el pH

Cuadro C-4 Solucion de peroxido de hidrogeno al 30% para Catalasa

REACTIVO PARA 50 mL
Peroxido de hidrégeno 30% 170 OL
Solucion de fosfatos de potasio y sodio 50 mM | 49.83 mL
pH 7.0

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
Solucion de fosfato monobésico de | Pesar 0.340 g de fosfato monobasico de potasio y disolver
potasio en 50 mL de agua destilada
Solucion de fosfato dibasico de | Pesar 0.87 g fosfato de dibasico de potasio y disolver en

potasio 100 mL de agua destilada
Nota: Guardar a 4°C. Afiadir la solucién de fosfato dibasico a la solucién de fosfato monobésico hasta alcanzar el pH

Cuadro D-2. Buffer de fosfatos de extraccion, pH 7.2 para peroxidasa

REACTIVO PARA 100 mL
Solucién de fosfatos pH 7.2 50mM 100 mL
EDTA 1mM 0.037 g
PVP 1% 1g
DTT smM 0.077 g

Nota: Guardar en alicuotas de 5mL en congelacion

Cuadro D-3. Buffer de fosfatos de sodio 50 mM, pH 7.0 para peroxidasa

REACTIVO PARA 250mL
Solucién de fosfato monobasico de sodio Pesar 0.344 g de fosfato monobasico de
sodio y disolver en 50 mL de agua
destilada
Solucién de fosfato dibasico de sodio Pesar 0.7098 g fosfato dibasico de sodio
y disolver en 100 mL de agua destilada

Nota: Guardar a 4°C. Afadir la solucion de fosfato dibasico a la solucion de fosfato monobaésico hasta alcanzar el pH

Cuadro D-4. Solucién de peroxido de hidrégeno al 30% para peroxidasa

REACTIVO PARA 50mL
Peroxido de hidrégeno 30% 170001
Solucion 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 reaccion para peroxidasa

REACTIVO PARA 125 mL
Peroxido de hidrégeno 30% 56.25 []L
Solucion de fosfatos de sodio 50mM pH 7.0 125 mL
Guayacol 51.25 [JL

Nota: Prepara en fresco cada que se realice la técnica.
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Contenido de prolina

ANEXO E

Cuadro E-1. Soluciones de prolina.

REACTIVO

PREPARACION

Acido fosférico 6 M.

Medir 8.12 mL de acido fosforico y mezclar con 11.88 mL de
agua destilada.

Ninhidrina acida**

Pesar 1.25 g de ninhidrina 'y disolver en 30mL de &cido acético
glacial y 20 mL de &cido fosforico 6M. Calentar un poco la
mezcla para disolver

Acido sulfosalicilico 3%

Pesar 3 g de acido sulfosalicilico y disolver en 100 mL de agua
destilada

Prolina

Pesar 0.1151 g de prolina y disolver en 50 mL de &cido
sulfosalicilico 3%

**Prepara en fresco cada que se realice la técnica. Nota: Guardar a 4°C

Cuadro E-2. Curva de calibracion de prolina.

Tubo Solucion de Prolina Solucion de Acido Concentracion de
(mL[] Sulfosalicilico (mL) 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 solucion diluida de 0.4mL de la solucién madre de prolina y se afora a 20mL de
solucién de &cido sulfosalicilico al 3%. Para obtener una concentracion de 400nmolesmL*

Cuadro E-3. Solucion madre de prolina.

REACTIVO PARA 5 mL*
Prolina 11.51 mg
Acido Sulfosalicilico 3% 5mL

*Equivalente a 0.00002molmL™.
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ANEXO F

Contenido de peréxido de hidrégeno por espectrofotometria

Cuadro F-1. Buffer de fosfatos de potasio 10 mM pH 7 para contenido de perdxido de hidrégeno.

REACTIVO

PARA 100 mL

potasio

Solucion de fosfato monobasico de

Pesar 0.068 g y disolver en 50 mL de agua destilada

potasio

Solucion de fosfato dibasico de

Pesar 0.174 g y disolver en 100 mL de agua destilada

Nota: Guardar a 4°C. Afadir la solucién de fosfato dibasico a la solucidn de fosfato monobaésico hasta alcanzar el pH

Cuadro F-2. Soluciones de yoduro de potasio para contenido de perdxido de hidrégeno

REACTIVO

PREPARACION

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 peroxido de hidrogeno para contenido de peréxido de hidrogeno

REACTIVO

PREPARACION

0.0057%

Peréxido de Hidrogeno al

Medir 57 (1L de peroxido de hidrégeno 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 calibracion de contenido de perdxido de hidrégeno

Tubo | Perodxido de hidrogeno Buffer de fosfatos de Yoduro de potasio | pumoles
0.0057% potasio 10mM (mL) 1M (mL)

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 solucion diluida de 1mL de la solucion madre de perdxido de hidrégeno y se afora
a 10mL con agua destiladas. Para obtener una concentracion de 557 “imoles mL™*
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ANEXO G

Potencial hidrico

Cuadro G-1 Soluciones calibradoras para potencial hidrico (100mL)

SOLUCION 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
0.6 474

Nota: aforar con agua destilada
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