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CARACTERIZACIQN MOLECULAR Y CRIOPRESERVACION DEL
TOMATE DE CASCARA (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.)

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND CRYOPRESERVATION OF
HUSK TOMATO (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.)

Karen Carstensen Benavides' y Aureliano Pefia Lomeli?

RESUMEN

El tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot. ex
Horm.) es una hortaliza muy importante en la dieta y
economia mexicana. Actualmente su caracterizacion
morfoldgica se basa en la guia publicada por la UPOV-
SNICS, pero no se cuenta con caracterizaciones
moleculares. Con la finalidad de obtener los perfiles
moleculares de las doce variedades de referencia
contempladas en dicha guia, se utilizaron 22 iniciadores
ISSR para determinar su utilidad en la discriminacion de
genotipos. Los 22 iniciadores amplificaron 208 bandas
con 83 % de polimorfismo y un promedio de ocho
bandas por iniciador. Por otro lado, el principal medio de
multiplicacion y conservacion de germoplasma de
tomate de cascara es la semilla. En este contexto, el
cultivo de tejidos ha surgido como una alternativa
potencial para conservar germoplasma, y en conjunto
con la criopreservacion es una importante herramienta
para la conservacion a largo plazo. Con el objetivo de
disefiar un protocolo exitoso de criopreservacion para la
especie, se probé la aclimataciéon en frio (4 °C) de
yemas por cinco y siete dias con medios ricos en
melatonina, glutatiobn y acido ascoérbico para determinar
los efectos en la recuperacion de los explantes después
de la criopreservaciébn por sumersion en nitrégeno
liguido. La maxima regeneracién (0.2667) después de la
encapsulacion-vitrificacion con PVS2 ocurri6 en las
yemas con cinco dias de aclimatacibn en frio y
pretratadas en medios con melatonina (0.1 pM), las
cuales presentaron un desarrollo normal. El protocolo
establecido provee un método de criopreservacion para
la conservacion de germoplasma de tomate de cascara.

Palabras clave adicionales: Physalis ixocarpa, ISSR,
multiplicacion in vitro, conservacion largo plazo,
melatonina.

ABSTRACT

The husk tomato (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.)
is a very important vegetable in the diet and the
economics of Mexico. Recently the morphological
characterization is described in the guide of the
UPOV-SNICS, but there is not a molecular
characterization. With the objective of obtaining the
fingerprint profiles of the twelve reference varieties
of the guide we used 22 ISSR primers to determine
their utility for the discrimination of genotypes. The
22 primers amplified 208 bands, with 83 % of
polymorphism across the samples, having an
average of eight bands per primer. The principal
method of multiplication and  germplasm
conservation is by seed, but it presents a high
genetic variation. In vitro germplasm storage has
been a potential alternative of seed banks, and in
conjunction with the cryopreservation is an important
tool for long-term storage. With the goal of designing
an effective protocol of cryopreservation for the
specie we tested five and seven days cold
acclimated shoot tips (4 °C) precultured in enriched
media with melatonin, glutathione and ascorbic acid
to determine the effects on regrowth following
cryopreservation in liquid nitrogen. The maximum
regrowth (0.2667) following PVS2 Vvitrification-
encapsulation occurred with shoot tips with five days
of cold acclimatation and pretreatment on melatonin
(0.1 pM). Shoot tips showed normal development.
This protocol provides an important long-term
storage method and makes possible to use
cryopreservation for increasing the storage of
germplasm of important varieties of Husk tomato.

Additional keywords: Physalis ixocarpa, ISSR, in
vitro multiplication, long-term storage, melatonin.
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l. INTRODUCCION

El miltomate, tomatillo, tomate verde, tomate de fresadilla, tomate de
cascara o0 simplemente tomate (Physalis ixocarpa Brot ex. Horm.) es una
especie botanica originaria de México, perteneciente a la familia de las
solanaceas. Se conoce en México desde tiempos precolombinos y era cultivado
por los Aztecas y Mayas. En México se ha incrementado la superficie destinada
a este cultivo en los ultimos 15 afos, por lo que las compafiias productoras de
semillas y las universidades se han enfocado al desarrollo de nuevas

variedades con las caracteristicas que requieren los diferentes mercados.

El tomate de cascara es una especie albgama obligada por presentar
autoincompatibilidad gametofitica, caracteristica que dificulta su mejoramiento
por métodos tradicionales. México es su centro de origen y aun se encuentra
una gran diversidad genética, principalmente en cuanto a habito de crecimiento,
color, tamafo, forma y firmeza del fruto, precocidad y rendimiento (Pefia y

Marquez, 1990; Santiaguillo et al., 2010).

Investigaciones realizadas con base en caracteres morfolégicos y
evolutivos, han agrupado las diversas poblaciones de tomate de cascara
Physalis ixocarpa Brot ex. Horm. en ocho razas: Milpero Silvestre, Milpero
Cultivado, Arandas, Tamazula, Manzano, Rendidora, Salamanca y Puebla,
proponiendo este orden de acuerdo al grado evolutivo presentado (Pefa et al.,

1998).



El Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacién de Semillas (SNICS) es
un organo desconcentrado de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, encargado de normar y vigilar el
cumplimiento de las disposiciones legales en materia de semillas y variedades
vegetales. En el SNICS se encuentran registradas once variedades de tomate
de cascara: CHF1-Chapingo, Diamante, Manzano Tepetlixtla, Milpero Tetela,
Potrero, Puebla SM3, Rendidora, Salamanca, Tamazula SM3, Tecozautla 04 y
Yema de Huevo (SNICS, 2012), las cuales estan descritas morfolégicamente
con base en la guia para la descripcion varietal de tomate de cascara de la
Union para la Proteccion de las Obtenciones Vegetales (UPOV). La guia tiene
como referencia las once variedades registradas en el SNICS y consta de 49
caracteristicas concentradas en 11 grupos: Plantula, Planta, Tallo, Hoja,
Peciolo, Flor, Fruto, Caliz, Pendudnculo, Semilla, Floracién, Cosecha vy

Poscosecha (Pefia et al., 2011).

Las variedades vegetales, nativas o mejoradas, son el resultado del
trabajo de los productores que las usan y conservan y de la investigacion
agricola, que requiere grandes cantidades de recursos su conservacion,
proteccion y mejoramiento. Por ello, es necesario proteger el germoplasma
mediante el registro y control de variedades a favor de quien logra una nueva
variedad. Con este propoésito, la UPOV cuenta con guias para la descripcidon
varietal en la mayoria de especies cultivadas a gran escala en el mundo. En
particular, la guia para la descripcion de variedades de tomate de cascara se

basa en caracteristicas morfologicas; aspecto sin duda importante pero que



adolece criterios mas precisos que permitan la identificacion enequivoca de
variedades con fines de proteccion, ya sean estas nativas o producto del
mejoramiento genético. Por lo anterior, se han buscado diferentes alternativas
para describir las variedades de forma precisa, aspecto donde el uso de

marcadores moleculares tiene ventajas y esta en pleno desarrollo.

Por otro lado, si bien la conservacion de semillas ortodoxas en bancos de
germoplasma ha permitido resguardar la diversidad genética de las especies
cultivadas como el tomate de cascara (Santiaguillo et al., 2012 y se han
obtenido y registrado variedades mediante los métodos clasicos de
mejoramiento, se ha reportado que mediante el uso de las técnicas de cultivo in
vitro de tejidos vegetales es factible el mejoramiento genético del tomate de
cascara, lo que contribuye a superar los problemas que limitan el mejoramiento
del cultivo (Pefia y Marquez, 1990; Pefa et al., 2008; Pefa et al., 2011). En
este contexto, la micropropagacion de cultivares y la criopreservacion de
germoplasma es una buena alternativa para el apoyo en el mejoramiento
genético (Robert y Loyola, 1985), siempre y cuando se cuente con una

metodologia de manejo in vitro que asegure su buen desarrollo y multiplicacion.

La criopreservacion es la conservacion de especies vegetales como
complemento a las colecciones y bancos de germoplasma clasicos. Es un
proceso que consiste en la preparacién, mantenimiento y preservacion a largo
plazo del material vegetal en condiciones de temperatura ultrabajas (-196 °C).

Es un método rapido, sencillo, no altera la estabilidad genética y reduce



sustancialmente el esfuerzo y los costos que representa el mantenimiento de

colecciones de germoplasma vegetal in vivo.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se evaluaron 60
iniciadores ISSR para determinar  aquellos de mayor utilidad en la
discriminacion de genotipos y que permitieran obtener los perfiles moleculares
de las doce variedades de referencia contempladas en la guia UPOV para la
descripcion varietal de tomate de cascara. Por otro lado, con el objetivo de
disefiar un protocolo de criopreservacion para la especie, se probé la
aclimatacion en frio (4 °C) de yemas por cinco y siete dias con medios ricos en
melatonina, glutation y acido ascorbico, para determinar los efectos en la
recuperacion de los explantes después de la criopreservacion con sumersion en

nitrogeno liquido. Los objetivos e hipétesis de escriben a continuacion.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General
Caracterizar las variedades de referencia de la Guia UPOV-SNICS de
tomate de cascara, a partir de marcadores moleculares de DNA tipo ISSR y

establecer un protocolo de multiplicacion in vitro y su criopreservacion.

2.2. Objetivos Especificos

1. Identificar los iniciadores ISSRs que muestren mas bandas polimérficas en
tomate de cascara.

2. Obtener los perfiles moleculares de ISSRs de las variedades de referencia de
la guia para la descripcion varietal de tomate de cascara.

3. Disefiar un protocolo de criopreservacion y recuperacion de plantas.



2.3. Hipotesis

La caracterizacion de las variedades de referencia del tomate de cascara
mediante marcadores moleculares (ISSRs) permitira la diferenciacion de los
cultivares de esta especie y servird como complemento de la caracterizacién

morfolégica.

Es posible disefiar un protocolo de criopreservacion para la conservacion
de germoplasma de tomate de cdscara Physalis ixocarpa Brot. ex Horm. a largo

plazo.



lll. REVISION DE LITERATURA

3.1. Generalidades del cultivo

3.1.1. Origen

El miltomate, tomatillo, tomate verde, tomate de fresadilla, tomate de
cascara 0 simplemente tomate (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.) es una
especie botanica originaria de México, perteneciente a la familia de las

solanaceas.

La especie es originaria de Mesoameérica, de donde su nombre original
en nahuatl es "tomatl" que significa "agua gorda" y pas6 al espafiol como
"tomate". También es conocido como tomate de cascara y que el hombre la ha
venido manejando desde tiempos precolombinos. Diversos hallazgos
arqueoldgicos prueban que su uso en la alimentacion y de forma medicinal en la

poblacién mexicana se remonta a tiempos precolombinos (Saray y Loya, 1977).

Se han encontrado vestigios de la utilizacion de Physalis como alimento
en las excavaciones del valle de Tehuacan (900 a.C - 1540 D.C.). En tiempos
prehispanicos, en Meéxico era mucho mas apreciado que el jitomate
(Lycopersicon esculentum Mill.); sin embargo, esta preferencia no se ha

mantenido, excepto en el medio rural, donde, ademas de la persistencia de



hébitos alimenticios antiguos, aln es estimada la mayor resistencia del tomate a

la putrefacciéon (FAO, 1992).

3.1.2. Importancia econémica

El tomate de cascara es una especie horticola de importancia en México
por su amplio consumo en la alimentacibn de la poblacién, con amplias
perspectivas de mejorar dicha importancia al incrementarse el rendimiento y el
consumo per capita, lo que por consecuencia aumentaria los ingresos

economicos al mejorarse la productividad, industrializacion y exportacion.

En la actualidad, el tomate de cascara se ubica entre las principales
cinco especies horticolas cultivadas en México, solamente superada por el chile
Capsicum annun L., la papa Solanum tuberosum L., el jitomate Lycopersicon
esculentum Mill. y la cebolla Allium cepa L. La superficie nacional dedicada a
este cultivo es de 43,505 ha con un rendimiento promedio aproximado de 14
ton.ha™® (SIAP, 2012), aunque diversas investigaciones reportan un potencial

productivo de hasta 40 ton.ha™ (Santiaguillo et al., 1998).

Desde varios puntos de vista, el cultivo del tomate verde es de
extraordinario interés nacional. Forma parte de los cuatro productos basicos en

la alimentacion del mexicano junto con el maiz Zea mays L., frijol Phaseolus



vulgaris L. y chile Capsicum annun L. Su importancia econémica va en auge
dado que su cultivo se ha extendido a otros paises con fines alimenticios y/o
comerciales. Asimismo, en la medicina tradicional desde épocas remotas se ha

usado para la cura de diversas enfermedades (Villatoro, 1996).

3.1.3. Variabilidad genética

El género Physalis incluye mas de ochenta especies entre hierbas
perennes y anuales, varias comestibles y cultivadas, muchas silvestres y poco
conocidas. Por ser considerado centro de origen, distribucion y domesticacion;
México es poseedor de una amplia diversidad genética de tomate de cascara,
misma que ha sido agrupada en ocho razas: Silvestre, Milpero, Arandas,
Tamazula, Manzano, Rendidora, Salamanca Yy Puebla (Pérez et al., 1992),
distribuidas practicamente en todo el pais en altitudes que van desde los 8
hasta los 3 350 msnm (L6pez et al., 1994; Santiaguillo et al., 2010). Las razas
mas importantes por la magnitud de su uso comercial son Rendidora, Puebla,
Tamazula y Salamanca, siendo la ultima la Unica en que no existen variedades

mejoradas (Saray et al., 1978; Pefia y Marquez, 1990, Pefa et al., 2011).

Parte de esta diversidad se atribuye a que la especie presenta
autoincompatibilidad gametofitica, determinada por dos loci con alelos multiples
(Pandey, 1957), lo que ocasiona que sea aldbgama obligada y presente
poblaciones heterogéneas y heterocigética; las cuales tienen dificultad en su

9



clasificacion debido a esta heterogeneidad, asi como a la presencia de
poblaciones intermedias y con diferente estado evolutivo (silvestres, toleradas,
fomentadas, cultivadas y domesticadas). Esta diversidad, aunque de manera
limitada, se ha aprovechado en los programas de mejoramiento genético de la
especie, existiendo a la fecha once variedades registradas: CHF1-Chapingo,
Diamante, Manzano Tepetlixtla, Puebla SM3, Rendidora Precoz, Tamazula
SM3, Tecozautla 04, Salamanca, Milpero Tetela, Potrero y Yema de Huevo, de
las cuales las siete primeras son producto del programa de mejoramiento
genético llevado a cabo en la Universidad Autonoma Chapingo (Pefia, 1998;

Pefa et al., 2011; SNICS, 2012).

La utilizacion plena del potencial genético de cualquier cultivo depende
de la disponibilidad de una base genética amplia para poder aplicar procesos de
mejoramiento. Asi mismo, se relaciona con la existencia de colecciones
representativas de la diversidad, tanto de la especie objetivo como de los taxa
relacionados, asi como de un buen conocimiento de los atributos presentes en
los materiales de las colecciones (Lobo, 2006). En el mejoramiento genético
del tomate de cascara se hace necesaria la utilizacion de forma rapida y
continua de semilla, tanto para el establecimiento de lotes de evaluacion como
de seleccion. Se requiere también contar con variedades de referencia que
representen la diversidad genética de la especie, que para el caso son doce
(Cuadro 1), once de las cuales estan registradas (Pefia et al., 2011; SNICS,

2012)
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Cuadro 1. Variedades de referencia para la descripcion varietal de tomate de
cascara que corresponde a las estudiadas en el presente trabajo.

Raza Variedad
Milpero Milpero Tetela
Manzano Tepetlixpa
Manzano
Yema de Huevo
Tamazula Tamazula SM3
Salamanca
Salamanca
Potrero
Arandas Morado R
Puebla SM3
Puebla
Tecozautla 04
Rendidora
Rendidora
CHF1 Chapingo
Hibrido (Rendidora x Puebla) Diamante

3.2. Estudio de la diversidad genética

La variabilidad genética o diversidad genética en sentido amplio es el
componente basico de la biodiversidad y se define como las variaciones
heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una
poblacién y entre las poblaciones dentro de una especie. El resto de la

biodiversidad se deriva de los procesos evolutivos que operan sobre esas
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variaciones. Su conocimiento y comprension es de vital importancia tanto para
la conservacién y el avance de la genética evolutiva, como para la salud
publica, la sustentabilidad y la productividad agricola, pecuaria, pesquera y

forestal, la domesticacion y la biomedicina (Pifiero et al., 2008).

La diversidad genética que se presenta en las poblaciones naturales
permite entender como es que las especies se adaptan y evolucionan. Por lo
tanto, la pérdida de esta variacion puede reducir la capacidad de una poblacion
a adaptarse a los cambios de su ambiente. Entre los principales factores de la
variabilidad genética estd la distribucion geografica, los sistemas de
reproduccion, las formas de vida y las caracteristicas de dispersion del polen y
de las semillas; todos ellos influyen fuertemente en la estructura genética de las

poblaciones naturales (Santos, 2006).

Este conocimiento puede ser utilizado en varias vertientes: a] evaluar la
capacidad de respuesta de las poblaciones y especies ante los cambios
ambientales naturales o provocados por las actividades humanas conscientes o
inconscientes; b] evaluar los riesgos de la pérdida de especies, poblaciones y
recursos genéticos que disminuyen nuestra capacidad de sobrevivencia como
sociedad y como especie; c] conocer la riqgueza genética de la nacién y su
distribucion geografica; d] planear las estrategias de aprovechamiento y

conservacion de poblaciones, especies y recursos genéticos; e] entender la
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forma, la velocidad y las causas de la pérdida de la diversidad genética; f]
evaluar los riesgos de introduccidbn de enfermedades, plagas, especies
invasoras, variedades mejoradas y modificadas genéticamente sobre las
poblaciones, especies nativas y recursos genéticos de plantas, animales y

humanos.

3.2.1. Marcadores

Para Valadez y Kahl (2000) un marcador se refiere a cualquier molécula
de proteina, RNA o DNA de tamafo o peso molecular conocido que sirve para
monitorear o calibrar la separacién de las mismas utilizando electroforesis o
cromatografia, y un marcador genético como cualquier gen cuya expresion

permite un efecto fenotipico que puede ser detectado facilmente.

La importancia de los marcadores radica en que ofrecen la posibilidad de
estudiar poblaciones de organismos y seleccionar aquéllos que presentan
rasgos de interés para el hombre. En ocasiones, el uso de marcadores permite
seleccionar los individuos aun antes de que expresen el rasgo de interés.
Gracias al empleo de marcadores ha sido posible mejorar muchas especies que
son la base de la alimentacion del mundo. Hay dos tipos principales de
marcadores: los marcadores morfolégicos y los marcadores moleculares.
Algunos de los métodos para evaluar la variacion genética se basan en la
observacion de las caracteristicas morfolégicas, o bien, en los cambios en
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proteinas con actividades enziméticas especificas (isoenzimas), entre otros

(Santos et al., 2006).

3.2.1.1. Marcadores morfolégicos

Los marcadores morfoldgicos fueron el iniciador tipo que el hombre utilizo
desde la domesticacién de las plantas y animales. Se consideran marcadores
morfolégicos a los caracteres de un individuo que se expresan en un ambiente
especifico y que el hombre identifica con un objetivo determinado. Este tipo de
marcadores son muy utilizados para estimar la variacion morfologica existente
en una poblacion. Sin embargo, hay varias limitaciones para su uso, de las que
la principal es precisamente que se basan en las caracteristicas morfologicas
expresadas en el individuo (fenotipo), las cuales son fuertemente influidas por el
ambiente en que se desarrollan, ademas de que generalmente sélo se pueden

identificar y medir en individuos completos o adultos (Solis, 2005).

En el caso de tomate de cascara se cuenta con una guia de marcadores
morfoldgicos llamada “Manual Grafico para la Descripcion Varietal de Tomate
de Cascara (Physalis ixocarpa Brot ex. Horm.)”. La guia para la descripcion
varietal de tomate de cascara tiene 49 caracteristicas, concentradas en 11
grupos: plantula, planta, tallo, hoja, peciolo, flor, fruto, caliz, pedunculo, semilla,
floracién, cosecha y poscosecha. La guia de la UPOV, publicada en forma de
manual grafico, tiene el propdsito de facilitar su correcta aplicacion en la
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descripcioén y registro de variedades de tomate de cascara, ya sea en México o
en otros paises. Se espera que contribuya a motivar el registro de mas

variedades de Physalis ixocarpa Brot ex. Horm. (Pefia et al., 2011).

3.2.1.2 Marcadores moleculares

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado especies
vegetales, animales y microbianas basandose en el fenotipo. Las mejoras
genéticas eran posibles gracias a la variabilidad genética, a la heredabilidad del
caracter que se queria mejorar, a la eficacia e intensidad de la seleccion
aplicada, y al tiempo necesario para realizar un ciclo de seleccion. Sin embargo,
guedan muchos aspectos desconocidos, como son el numero y efecto de los
genes implicados en la expresion de un caracter, la localizacién de estos genes,
y su funcion fisioldgica. La aparicion de los marcadores moleculares esta
ayudando a eliminar tanto los inconvenientes de una seleccion basada en el
analisis exclusivo del fenotipo, como la identificacion de especies y variedades

de una forma mas rigurosa (Nonnatus, 2001).

Un marcador molecular es cualquier diferencia fenotipica controlada
genéticamente y utilizada en el analisis genético, por lo que es un locus
marcado que tiene que ser polimorfico. Como marcador puede utilizarse con
una doble finalidad, para marcar o sefalar el locus que controla la diferencia
fenotipica o para marcar otro locus proximo que controle algin caracter de
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interés (Nuez et al., 2000). Se puede considerar que cualquier molécula,
orgénica o inorganica, que sea caracteristica de un organismo 0 proceso sea un
marcador. Los marcadores idéneos son los de DNA, donde es valido cualquier
fragmento que se encuentre muy cerca del gen o de la secuencia de interés y
gue légicamente no afecte al caracter en estudio (SIDTA, 1999). Las
biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares son las proteinas y el
DNA. Cuando varios marcadores moleculares se asocian inequivocamente con
un rasgo genéetico forman un QTL (loci de carécter cuantitativos o

cuantificables) (Sun y Wong, 2001).

3.2.1.2.1 Marcadores moleculares de DNA

Los marcadores del DNA se basan fundamentalmente en el analisis de
las diferencias entre individuos en pequefias secuencias del DNA. Las técnicas
empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de
marcadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante (Karp
y Edwards, 1998). Los diferentes tipos de marcadores se distinguen por su

capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples (Simpson, 1997).

La Reaccién de Polimerizacion en Cadena (PCR, por sus siglas en
inglés) es una de las técnicas esenciales para la preparacion de huellas
gendmicas, si bien no vale para elaborar marcadores por si sola. La reaccion
basica de la PCR comienza con la desnaturalizacién del DNA original para

16



separar las cadenas, continta con el alineamiento de un par de oligonucleétidos
con su DNA molde, y termina con la polimerizacion para sintetizar un nuevo
DNA entre los dos oligonucleétidos. De aqui se vuelve a la desnaturalizacién

para comenzar un nuevo ciclo (Nonnatus, 2001).

3.2.2.2 Marcadores moleculares tipo ISSR

Es un marcador molecular conocido como Inter Secuencias Simples
Repetidas (Inter Simple Secuence Repeats, ISSR). Los ISSRs son un tipo de
marcador genético que permite obtener los niveles de variacion en las regiones
microsatélite que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente
el nuclear. Estas regiones consisten en repeticiones en tandem de segmentos
simples como (CT)n 6 (CA)n, ubicadas entre secuencias no repetitivas del
genoma nuclear eucarionte. Esta es una técnica relativamente nueva y es
similar a los RAPDs, excepto que en los ISSRs el iniciador es un di 6

trinucleotido repetido (Culley y Wolfe, 2001).

Las bandas que se obtienen con esta técnica van de 100 a 2000 pb. La
variacion alélica en los ISSRs consiste de la presencia o ausencia de los
productos amplificados. Comparada con los iniciadores de los RAPDs, las
secuencias de los ISSRs son usualmente largas, lo que resulta en una mayor

reproductibilidad de las bandas.
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Los ISSRs han sido utilizados en especies cultivadas desde 1994, pero
solo recientemente se han empleado en estudios de la variacion poblacional en
especies silvestres (Wolfe y Liston, 1998; Wolfe et al. 1998). Esta técnica ha
sido efectiva en especies donde la variacion poblacional con enzimas es

pequefia 0 no existe.

Una de las ventajas principales de los ISSRs es que producen un gran
namero de bandas polimorficas. Ademas, es una técnica relativamente facil de
montar, altamente repetible y ya existen iniciadores universales para plantas.
Por otro lado, las limitaciones de los ISSRs son: que las bandas son leidas
como marcadores dominantes, cuando tenemos la presencia de la banda no se
sabe si el individuo es homocigote dominante o heterocigote, que la estimacion
de la diversidad genética esta basada considerando que cada banda representa
un locus con dos alelos y que el alelo dominante esta en equilibrio de Hardy-

Weinberg con el alelo recesivo.

3.2.2 Antecedentes en Physalis

Wei et al. (2012) estudiaron 38 accesiones de seis especies de Physalis
utilizando 97 marcadores (COS, SSR y PIP) de jitomate y 25 marcadores ISSR

de P. peruviana para probar la similitud entre especies y su capacidad de
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amplificacion. Los resultados indicaron un 73 % de similitud entre Physalis y
Solanum lycopersicum por lo que los marcadores desarrollados en jitomate se

pueden utilizar en el estudio genético de Physalis.

Ye et al. (2005) encontraron que marcadores RAPDs se podrian utilizar
con éxito junto con iniciadores ISSRs para la deteccién genémica de nuevos
loci, lo que representa una manera nueva para el mapeo genoémico, toma de

huellas gendémicas y la marcacién de genes.

Simbaqueba et al. (2011) identificaron 932 repeticiones imperfectas y 201
repeticiones perfectas de secuencia simple (SSR) en las regiones no traducidas
(UTR), y 304 imperfectas y 83 perfectas de SSR en regiones codificantes del
ensamble de Physalis peruviana en transcriptoma de hoja. Los loci UTR SSR se
utilizaron para el desarrollo de 162 iniciadores para la amplificacion, obteniendo

asi el juego de iniciadores especificos para microsatélites en P. peruviana.

Vargas et al. (2010) probaron seis iniciadores ISSR: (GA)s YG, (CA)s RY,
(CA)s RG, RY(GACA)3, (CT)s RG y (CT)s RC) en ocho especies mexicanas de
Physalis para determinar su utilidad en la discriminacion taxondmica
interespecifica y evaluar su potencial para inferir las relaciones interespecificas.
Los seis iniciadores ISSR amplificaron 101 bandas, con un 100 % de
polimorfismo través de las muestras. El nimero de bandas por iniciador vario de

10 a 21, con un promedio de 16.8 bandas por iniciador.
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3.3. Conservacion de recursos

Una alternativa a los mecanismos de conservacion in situ son los
sistemas de conservacion ex situ, con el objetivo de resguardar el material
genético de las especies de importancia para el mejoramiento genético y para el
sector productivo, lo que permite ademds la conservaciébn de especies
vulnerables a procesos de erosion genética. La conservacion ex situ se refiere
al mantenimiento de los organismos fuera de su habitat natural, conservando
especies amenazadas y recursos genéticos en bancos de semillas, bancos
genéticos in vitro, bancos de genes, colecciones de campo y jardines botanicos

(Medina, 2008).

Existen variadas estrategias de conservacion de recursos fitogenéticos,
las cuales dependeran del tipo de germoplasma y de los objetivos de la misma.
La conservacion no se limita a la consecucion y posesion fisica de los
materiales, sino que requiere asegurar la existencia de éstos en el tiempo en
condiciones viables y con sus caracteristicas genéticas originales (Jaramillo y
Baena, 2000). Una parte esencial en sistemas de conservacion de
germoplasma ex situ, como los bancos de semillas 0 de almacenamiento a
largo plazo, es la ejecucion de pruebas cuantitativas de germinaciéon y
crecimiento a partir de las cuales se establece la viabilidad y longevidad de una
muestra de semillas, con lo que se obtiene el conocimiento con respecto a la

capacidad de sobrevivencia de las mismas.
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Existe una infraestructura minima adecuada para la conservacion ex situ
de recursos fitogenéticos; es decir, los bancos de semilla, y en algunos casos la
infraestructura para la conservacion de colecciones in vitro. EI problema comun
es la falta de recursos para desarrollar actividades propias de mantenimiento de
las colecciones, situacion que conduce a que los bancos de germoplasma sean

solamente depdsitos de semillas (Seguel, 2001).

3.3.1. Conservacion in vitro

La conservacion in vitro es el cultivo de tejidos vegetales, la cual se basa
en la totipotencialidad celular para la obtencion de plantas completas. Con estas
metodologias se controlan relativamente los procesos morfogenéticos,
fisiologicos y bioquimicos de los tejidos. EI mantenimiento de células, tejidos u
organos ocurre asépticamente y el explante desarrollara las distintas partes de
la planta hasta obtener un individuo completo. Cada cierto tiempo hay que
tomar un nuevo explante y repetir el proceso, o que genera una técnica que
requiere trabajo continuo, ademas de ser un método caro que debe optimizarse
para cada especie (Santos et al., 2006). Siempre se debe tener en cuenta el
ciclo morfogénico, la especie a conservar, la parte de la planta a utilizar, el
estado vegetativo y el tiempo que el material vegetal tiene que permanecer

conservado.
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Un factor no deseable en la conservacion in vitro de germoplasma es la
variacion somaclonal, que puede ser atribuida a diversos factores como los
medios de cultivo, los reguladores de crecimiento, el tipo de explante y el
namero de subcultivos. Por ésto, es importante manejar los factores que
inducen variacién somaclonal y evaluar posibles alteraciones, utilizando analisis

citologicos o moleculares en los materiales conservados in vitro (Seguel, 2001).

3.3.2. Conservacion a largo plazo

La conservacion de germoplasma comienza a ser una herramienta de
gran utilidad para el aprovechamiento de los recursos fitogenéticos. Las
técnicas basadas en el cultivo in vitro se estan haciendo imprescindibles para la
conservacion ex situ. Estas técnicas estan basadas en la disminucion de la
temperatura para retardar el proceso de deterior, permitiendo un estado de
suspension animada por periodos largos de tiempo. El paso mas critico para
lograr un protocolo viable es reducir el contenido de humedad del material a

conservar, evitando asi la formacion de cristales de hielo (Toribio et al., 2000).

Como metodologias de conservacion in vitro a largo plazo existe la de
congelamiento a ultrabajas temperaturas, que ha demostrado ser muy eficiente
para detener los procesos metabdlicos de los organismos y se lo conoce como
criopreservacion o sistema criogénico de almacenamiento (Day y McLellan,

1995).
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3.3.2.1. Criopreservacion

Durante el ultimo medio siglo los cientificos han desarrollado y probado
una serie de técnicas de criopreservacion para la conservacion de las células y
los tejidos de las plantas, pero el almacenamiento de germoplasma vegetal, a
excepcion de la conservacion las semillas en nitrogeno liquido (LN), es una
practica relativamente nueva (Engelmann, 2004). El enfriamiento con velocidad
controlada, la vitrificacion, deshidratacion-encapsulacion, la preservacion de las
yemas dormantes y combinaciones de estas técnicas, son ahora directamente
aplicables para genotipos de plantas de cientos de especies. Un numero
creciente de laboratorios son la base de estas técnicas para la conservacion

alternativa de recursos genéticos.

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad
y funcionamiento celular a temperaturas bajas. La criobiologia se refiere a
entender los efectos de las temperaturas bajas sobre los sistemas celulares, ya
gue el tiempo biolégico es una consecuencia de determinadas reacciones
bioquimicas y el frio lo prolonga puesto que retarda estas reacciones. Sin
embargo, éste no es un proceso exento de problemas ya que puede inducir
variaciones extremas en las propiedades quimicas, térmicas y eléctricas, las

cuales pueden alterar las membranas celulares, los organelos y la delicada
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interaccion célula-célula inherente en las células y tejidos a criopreservar (Avila,

2006).

El método de criopreservacion consiste en llevar material biolégico desde
su temperatura fisiologicamente normal hasta ultrabajas temperaturas
(generalmente en NL a -196 °C). A esta temperatura la division celular y los
procesos metabodlicos cesan, por lo que el material puede estar almacenado por
tiempo indefinido sin que sufra modificaciones o alteraciones. Sin embargo, el
éxito del proceso dependera del acondicionamiento que se le dé al material
para que resista tanto el congelamiento como el descongelamiento. El
acondicionamiento consiste en provocar una deshidratacion protectora en las
células y tejidos, de manera que se evite o disminuya la formacion de cristales
de hielo, que provoca grandes dafios en las membranas de las células

(Villalobos y Engelman, 1995).

La criopreservacion es un valioso método para conservar plantas
propagadas por clonacion o como un sistema seguro para el mantenimiento del
potencial embriogénico o metabdlico de cultivos importantes econdmica,

alimenticia o farmacéuticamente (Reed, 2007).

El almacenamiento en nitrogeno liquido es utilizado para conservar

diferentes materiales con caracteristicas especificas, como puede ser:
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suspension de células, protoplastos, callos, polen, embriones, apices

(Engelmann, 1991).

La criopreservacion es considerada un método alternativo para la
conservacién a largo plazo de los recursos fitogenéticos. Los resultados
obtenidos en este campo han demostrado su disponibilidad y aplicacién a
muchas otras especies (Niino et al., 1998). Esta técnica es préactica y requiere
de espacios pequefios, donde el material almacenado queda protegido de la
contaminacion y las necesidades de mantenimiento son muy pocas, por lo que
representa una opcion de conservacion a largo plazo y costos bajos (Rao,

2004).

3.3.2.2. Principios basicos

El método de congelacion, la deshidratacion, la vitrificacion y la
utilizacion de sustancias crioprotectoras, son los recursos existentes para
reducir al maximo los dafios que se producen en la célula durante el proceso de
congelacion. El hielo causa por si mismo dafos celulares, que se agravan
debido a que se produce el fenbmeno de recristalizacion, que consiste en que
los cristales de hielo se forman en el interior de la célula y durante el proceso de
congelacion se derriten y vuelven a formarse, dando lugar a estructuras

termodinAmicamente mas estables, es decir, cristales mas grandes con un
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efecto sumamente dafiino, que provoca una extensa destruccion de estructuras

protoplasméticas y la lisis celular (Westendorp y Encina, 2004).

El agua se congela a 0 °C y existe en ella un nucleo para la cristalizacion
(particulas de polvo, macromoléculas o la misma pared del contenedor)
conocido por los criobiélogos como nucleo heterogéneo (Meryman y Williams,
1985). En ausencia de este nucleo, el agua puede ser enfriada a -40 °C,
temperatura que es conocida como temperatura de nucleacion homogénea de
hielo, que se refiere al proceso en que, por debajo de los -40 °C, todo el agua
existente en el tejido se convierte en hielo. A temperaturas inferiores a -40 °C
ocurren agrupaciones de moléculas de agua, formando cristales de hielo que se
expanden por todo el material biolégico. Cuando el agua se convierte en hielo
(nucleacién) se presentan eventos exotérmicos (desprendimiento de calor en
forma desordenada) los cuales liberan energia como calor latente de fusién

(Meryman y Willims, 1985).

En el sistema de congelacion lenta, el hielo comienza a formarse desde
el exterior hacia el interior de la célula. El agua sale hacia el exterior del
citoplasma y la vacuola, provocando una diferencia de potencial osmoético que
causa un aumento de concentracién del soluto en el interior celular, lo que va
en detrimento de la posibilidad de supervivencia de la célula. En el caso del

sistema de congelacion rapida ocurre lo contrario: se forma hielo desde el
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interior celular al exterior, el agua entra y la diferencia de potencial osmotico
provocada es menor que en el método lento, por lo que los dafios celulares
debido a una alta concentracién de solutos no son tan criticos (Westendorp y

Encina, 2004).

Cuando la temperatura no es tan baja como para que se forme hielo en
el tejido tiene lugar el llamado dafio por enfriamiento, relacionado con el hecho
de que los fluidos celulares de la plantas pueden mantenerse en estado liquido
a temperaturas inferiores al punto de congelacién, fenémeno conocido como
sobre enfriamiento. Los dafios por enfriamiento incluyen lesiones generalizadas
en las membranas celulares, producidas porque los lipidos que las componen
sufren una transicion de fase y pasan del estado de liquido cristalino, que es el
fisiologico, al de sdlido cristalino o gel. Las alteraciones en las membranas van

acompafnadas por considerables cambios en su permeabilidad.

A temperaturas muy bajas, se forma hielo en los liquidos intra o
extracelular y se produce el llamado dafio por congelamiento. La formacién de
hielo intracelular es casi siempre letal, presumiblemente porque los cristales de
hielo lesionan las membranas internas de las células; el fendmeno, sin
embargo, es poco frecuente, ya que requiere descensos bruscos de la

temperatura, que pocas veces acontecen en la naturaleza.
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Generalmente, la aparicion de hielo ocurre en las soluciones acuosas del
espacio extracelular, en las cuales el hielo formado no incluye las sales, que
permanecen en el agua no congelada, con el consiguiente aumento de su
concentracion en ella; esto ultimo provoca la transferencia, por ésmosis, de
agua desde las células al medio extracelular y la consecuente deshidratacion
celular, causante de alteraciones metabdlicas generalizadas. La velocidad de
descongelamiento, si es elevada, contribuye al dafio, porque la célula no logra
reparar a tiempo las fisuras ocasionadas por el congelamiento (Westendorp y

Encina, 2004).

La criopreservacion de tejidos bioldgicos es posible solo si se evita la
formacion de los cristales de hielo intracelularmente, si esto no ocurre, causa
dafios irreversibles a las membranas celulares, dando como resultado una
destruccion de su permeabilidad (Panis y Lambarri, 2005). La formacion de
cristales solo puede evitarse con vitrificacion, que se refiere al proceso de
transicion de una solucion acuosa a un estado amorfo, cristalino o viscoso
(Panis y Lambardi, 2005). Para que una célula se vitrifique debe reunir dos
aspectos: tasas rapidas de congelamiento y una solucion celular altamente
concentrada. Las tasas altas de congelamiento (6 °Cseg™) se alcanzan
normalmente poniendo los explantes en crioviales y sumergiéndolos
rapidamente en nitrdgeno liquido, mientras que las tasas de congelamiento ultra
rapidas (60 - 130 °Cseg™) se logra con el protocolo de vitrificacién de gota, en

donde las muestras son inmersas directamente a -196 °C sobre gotas de
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solucién crioprotectora colocadas en laminas de papel aluminio (Schafer y

Shumacher, 1997).

De acuerdo con Mazur (1984), los periodos criticos para la supervivencia
celular durante la criopreservacion son la fase inicial del enfriamiento y el
periodo de retorno a condiciones fisiol6gicas. Las membranas celulares son las
estructuras que sufren mayor dafio en los procesos de congelacion en general,
debido a la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos. La transicion de
lipidos fluidos a sélidos se presenta a temperaturas entre 10 y 16 °C alterando
todas las funciones de la membrana y confiriéndole un alto grado de fragilidad
(Grossmann y Santald, 1991). La bajas temperaturas y la rapidez con la que
suceden los cambios osmoéticos en los procesos de congelacion y
descongelacion hacen muy dificil el movimiento de moléculas a través de la
membrana mediante procesos de transporte activo (dependientes de ATP), la
disminucién de temperatura desde 25 °C a 10 °C reduce en un 60 % la actividad
de las bombas dependientes de ATP vy la difusidn facilitada o como transporte,
en consecuencia, los procesos de difusién y 6smosis son los que predominan

en los momentos de estrés osmético (Avila, 2006).

La difusion es el proceso mediante el cual las moléculas de una
sustancia tienden a alcanzar una distribucion homogénea en todo el espacio

gue les es accesible. La 6smosis es el movimiento del agua desde soluciones
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con baja concentracion hasta soluciones con alta concentracién de soluto; y la
presion osmoética es la presion hidrostatica que se genera a través de una
membrana con un gradiente de concentracion al lado y lado (Avila, 2006). La
lesion celular crio-inducida se explica en funcién de la formacion de hielo
intracelular y el estrés osmotico al que se ven sometidas las membranas
celulares durante la congelacion, Meryman (1985) propone la hipoétesis del
volumen celular minimo, que relaciona el efecto de la deshidratacién producida
durante la concentracién de solutos y la muerte celular con la vuelta a las
condiciones isotonicas después de la congelacion (choque osmotico), el
volumen celular minimo se basa en que el volumen se reduce la relacion a el
aumento de la osmolaridad extracelular; a medida que la célula pierde volumen
por la pérdida de agua, la compresion del contenido citoplasmatico aumenta la
resistencia de la célula a seguir perdiendo volumen, y al excederse la
resistencia fisica de la membrana se produciran cambios irreversibles en su
permeabilidad, en este caso los crioprotectores actuarian reduciendo la

cantidad de hielo formado a una temperatura determinada (Avila, 2006).

Aunque los métodos de congelacion son variados, curiosamente casi
todos los autores coinciden en que el proceso de descongelacion debe
realizarse de forma répida para evitar la recristalizacion, siendo el método mas
habitual la inmediata introduccion del material congelado en agua caliente a 40

°C (Westendorp y Encina, 2004).
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3.3.2.2.1. Seleccién de germoplasma.

La adquisicion del germoplasma es de suma importancia para poder
almacenarlo a largo plazo. Esta técnica es aplicable a semillas frescas o partes
vegetativas (4pices y yemas), tomando en cuenta su previo manejo in vitro
(Benson, 1999). Se deberdn tomar en cuenta factores como la estructura
genética de la poblacion y el germoplasma disponible. Se pueden almacenar
apices, meristemos, semillas, embriones cigoticos y somaticos, polen y células
(Seguel, 2001). ElI material debe ser seleccionado de plantas sanas vy, en el
caso de proceder de material de cultivo in vitro, los parametros de cultivo se
deben optimizar antes de la criopreservacion, ya que el éxito de este proceso va
a depender tanto de los tratamientos utilizados antes de someter al material al
nitrogeno liquido como de los utilizados una vez recuperado el material. Por lo
tanto, es de suma importancia poner especial atencion en la composicién de los
medios de cultivo donde se incube el material vegetal antes y después de

introducirlo en nitrégeno liquido para su conservacion (Sakai et al., 1993).

Etapa fisiologica. Las células vegetales con crecimiento exponencial son mas

tolerantes al congelamiento que aquellas obtenidas durante la etapa de
detencién del crecimiento, debido a las caracteristicas que presentan, como

son: células pequefias, contienen pocas y pequefias vacuolas, por lo que
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contienen menor cantidad de agua, adquiriendo un citoplasma denso y en el

gue existe un alto balance entre nacleo y citoplasma (Withers, 1985).

Origen del material vegetal. Se prefiere el material proveniente de cultivo in

vitro, debido a que los explantes estdn en tamafio pequefio y libres de

contaminacion (Engelmann, 1991).

Periodo de cultivo in vitro. La permanencia de los tejidos bajo cultivo in vitro por

periodos prolongados antes de la criopreservacion reduce significativamente la
sobrevivencia al congelamiento, por ejemplo en apices de papa (Harding,

1991).

Pretratamiento. El pretratamiento corresponde a someter a un cultivo por un

tiempo a condiciones que lo preparen antes de los procesos de congelamiento
(Engelmann, 1991). Se pueden utilizar pretratamientos en frio, uso de
antioxidantes u otros crioprotectores en los medios de cultivo, condiciones de
luz/obscuridad o inclusive inoculacion de algunas cepas. Este se aplica al
explante como crioproteccion, ya que por si sélo el material biolégico no es
capaz de soportar la criopreservacion y generalmente la sobrevivencia aumenta

cuando se usan varias estrategias combinadas (Benson, 1999).

Para la crioproteccion se recurre a agentes quimicos como son los
crioprotectores, sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el
punto eutéctico de una soluciéon dada (punto en el cual una composicion
solidifica como un elemento puro). El descenso del punto eutéctico implica que
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se alcanzara una concentracion dada de solutos a una temperatura menor, de
forma que la célula estara més deshidratada y el gradiente osmatico al que seréa
sometido es menor (Avila, 2006). Los crioprotectores se dividen de acuerdo a
su permeabilidad en la célula en: a) Penetrantes, son de bajos pesos
moleculares y permeables a través de la membrana celular. Son utilizados el
glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO) y propanodiol (PROH). El dimetil sulféxido
es un solvente bipolar aprético, hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde el
descubrimiento de sus propiedades crioprotectoras por Lovelock (1959), el
DMSO se ha usado como un crioprotector. Su accion crioprotectora se atribuye
principalmente a su habilidad de prevenir acumulacion excesiva de electrolitos y
otras sustancias durante el proceso de congelamiento, y la formacion de
cristales de hielo que rompen la estructura de la membrana; su bajo peso
molecular permite la entrada rapida través de la membrana celular, modula la
estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos (Avila, 2006). b) No-
penetrantes, son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades
altas de congelacién, son importantes por ejercer su accion crioprotectora
promoviendo la rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los
agentes penetrantes. Los mas utilizados son sacarosa, glucosa y dextrosa,
generalmente son polimeros que forman puentes hidrégeno con el agua,
reduciendo la actividad de agua a una magnitud mucho mayor que la que se

reduciria por su concentracion molar (Avila, 2006).
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La adicion del criopreservante per se genera estrés osmético sobre las
células porgue aumenta la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se
deshidratan para compensar la fuerza osmoética inducida por la presencia de los
ACP (agentes crioprotectores) y después se hidrata. La definicion de los
parametros biofisicos de cada célula y el estudio de la interaccion con los ACP
durante la congelacion y descongelacion de las células deben ser definidos
para establecer los limites fisicos que aseguren la supervivencia de la célula
(Avila, 2006). Para incrementar los efectos de la utilizacion de los
crioprotectores, el material vegetal puede precultivarse en un medio que
contenga altas concentraciones de azucares que reduciran el contenido hidrico
de la célula, disminuyendo asi la formacion de hielo intracelular. El trabajo
preliminar para la conservacion en cada especie es determinar su tolerancia a
la deshidratacion y ajustar los protocolos de congelacién para obtener una
elevada supervivencia y viabilidad del material criopreservado, con el propdsito

de poder manejar los bancos de germoplasma (Benson, 1999).

Se pueden identificar dos grandes grupos de procedimientos utilizados
para la criopreservacion. Los métodos clasicos, que consisten en el
pretratamiento del material con sustancias crioprotectoras como el dimetil
sulféxido (DMSO), el glicerol, la sacarosa y el polietilenglicol, asi como mezclas
de ellas durante unos minutos, horas o dias para lograr la deshidratacion lenta
de las células. El pretratamiento es seguido por un congelamiento controlado

que se lleva a cabo lentamente (0.3 a 2 °Cmin™) hasta -40 °C, luego se
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almacenan las muestras en NL (Abdelnour, 1999). Los métodos modernos
evitan la formacién de hielo durante los procesos de criopreservacion, los

cuales se basan en vitrificacion (Benson, 1999).

Los procedimientos basados en vitrificacion son operacionalmente
menos complejos que los clasicos. Estos procedimientos son mas apropiados
para congelamiento de 6rganos, como apices o embriones, los cuales contienen
gran variedad de tipos de células, cada uno con requerimientos especificos bajo
condiciones de deshidratacion inducido durante el congelamiento. Esta técnica
posee gran potencial por su amplia aplicabilidad en comparacion con las
técnicas clasicas, puesto que se requieren modificaciones en menor grado para

optimizar los protocolos (Engelmann, 1997; Withers y Engelmann, 1997).

3.3.2.2.2. Técnica de encapsulacién-vitrificacion

Se basa en la tecnologia desarrollada para la produccion de semilla
sintética; consiste en encapsular meristemos, apices y embriones somaticos en
alginato de sodio y cultivarlos en medio liquido a concentraciones altas de
sacarosa durante diferentes periodos. Antes de congelarse en nitrogeno liquido
las capsulas se someten a procesos de vitrificacion. Para la recuperacion, las
muestras se colocan en medio de cultivo estandar (Fabre y Dreuddre, 1990).

Este método se sustenta en el hecho de que la encapsulacion protege a los
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explantes, haciéndolos mas resistentes a tratamientos que podrian ser letales

(Takai, 2000; Gonzalez y Engelmann, 2006).

Esta técnica comprende las siguientes etapas: Pre-cultivo,
encapsulacion, pretratamiento, deshidratacion, congelamiento,
descongelamiento y recuperacion. Las plantas madre o los explantes a
criopreservar deben someterse a condiciones de tratamiento, con la finalidad de
incrementar su tolerancia a los procesos de estrés (Gonzalez y Engelmann,
2006). En especies tolerantes a frio, las plantas madre in vitro o sus apices
pueden mantenerse a bajas temperaturas por varias semanas (Hirai y Sakai,

1999).

La vitrificacion consiste en el pretratamiento de las muestras con
soluciones concentradas de crioprotectores (sacarosa, glicerol y DMSQO) por
unos minutos; una de las mezclas mas utilizadas es la de PVS2 (30 % glicerol,
15 % etilenglicol y 15 % DMSO en un medio liquido de MS con 0.4 M azucar),
seguido por el congelamiento en NL para alcanzar un estado de vitrificacion de
los solutos internos. Para incrementar los efectos de la utilizacion de los
crioprotectores, el material vegetal puede precultivarse en un medio que
contenga altas concentraciones de azucar. Los azucares reducirian el contenido
hidrico de la célula, disminuyendo asi la formacion de hielo intracelular. Como

estas soluciones son toxicas para las células, es importante controlar
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cuidadosamente el tiempo de incubacion y removerlas gradualmente después

de descongelar las muestras (Sakai et al., 1990).

Las soluciones vitrificadoras son mezclas de crioprotectores que tienen la
capacidad de desplazar el agua formando una estructura sélida. Los explantes
contenidos en crioviales, se enfrian rapidamente por inmersién en nitrégeno
liquido para lograr la vitrificacion de los solutos internos. El descongelamiento
de los explantes se realiza tan rapido como sea posible para evitar la de-
vitrificacion, que puede llevar a la formacién de cristales de hielo, letal para la

integridad celular (Meryman y Williams, 1985).

3.3.2.3. Perspectivas

En el &mbito mundial, la criopreservacion ha sido utilizada hasta ahora en
aproximadamente 100 especies, lo que permite suponer que en el futuro
cercano se convertira en la metodologia de conservacion mas eficaz, segura y
de bajo costo. La criopreservacion se reconoce como la unica opcion disponible
para el almacenamiento, a largo plazo, del germoplasma de especies
propagadas vegetativamente, aquellas con semillas clasificadas como
recalcitrantes e intermedias en cuanto al almacenamiento (Villalobos vy

Engelmann, 1995).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion de la fase experimental

La presente investigacion se desarroll6 en dos etapas. La primera
consistid en la caracterizacion molecular de las doce variedades de referencia
de la guia UPOV-SNICS de tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot. ex
Horm.) (Pefia et al., 2011), la cual se realiz6 en el Laboratorio de Semillas del
Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo. La segunda
fue establecer las condiciones de manejo in vitro y adaptar los protocolos para
la criopreservacion del tomate de cascara, estudios que fueron realizados en
The Plant Cell Technology Laboratory, Department of Plant Agriculture,

University of Guelph, Ontario, Canada.

4.2. Pruebas de germinaciéon

Se utilizaron semillas obtenidas del Banco de Germoplasma del
Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autbnoma Chapingo. De cada
variedad se obtuvieron dos gramos de semillas para la realizacion de los

experimentos.

Para realizar las pruebas de germinacién se utilizaron 300 semillas por
variedad en seis repeticiones por tratamiento. Las semillas se desinfectaron

sumergiéndolas en hipoclorito de sodio al 15 % durante quince minutos,
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posteriormente en alcohol al 70 % durante un min y se enjuagaron tres veces
con agua destilada estéril. Se sembraron 50 semillas por placa en la cAmara de
flujo laminar (seis placas por tratamiento) y luego se las rotuld y sellé. El primer
estudio consistio en determinar la germinacion de las semillas en incubadora.
Las semillas se sembraron sobre papel toalla estéril humedecido con agua
destilada estéril. Las cajas se colocaron en germinadoras a una temperatura de
28 °C y en un fotoperiodo 16/8. Para el estudio de la germinacién in vitro las
semillas se sembraron en medio con las sales inorganicas de Murashige y
Skoog (1962), (MS) al 100 %, suplementado con mio-inositol 100 mgL™,
tiamina 0.4 mgL™, sacarosa 3 % y agar 7 gL™*. En ambos estudios se determin6

el porcentaje de germinacion de las semillas a los siete y catorce dias.

4.3. Caracterizacion molecular
4.3.1. Extraccion y purificacion del DNA

Para la obtencion de plantulas se sembraron seis cajas petri de cada
variedad con 100 semillas por caja y se colocaron en camaras de incubacion a
28 °C por cinco dias. La extraccion de DNA se realiz6 con el método descrito
por Dellaporta et al. (1983) con algunas modificaciones. A partir de la plantula
completa, se tomaron 0.3 mg de tejido fresco para macerarlo en nitrégeno
liquido; el tejido pulverizado se pasé a tubos de 1.5 ml, conteniendo 700 pl de
amortiguador de extraccion precalentado a 65 °C con el que se mezcldé hasta

homogenizar; se incub6 a 65 °C por diez minutos, con inversién ocasional de
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los tubos; se adicion6 200 pl de acetato de potasio 5 M, se agitd por inversion
hasta homogenizar y se colocaron en un bafio de hielo por 60 minutos, después
se centrifugd a 12,000xg durante 20 minutos a temperatura ambiente, se
transfirié el sobrenadante a un tubo con 600 ul de isopropanol frio. Se mezclé
por inversion y se dej6 a -20 °C durante 60 minutos para la precipitacion del
DNA; en seguida se centrifugd por 5 minutos a 10,000xg a temperatura
ambiente. Después se decant6 el sobrenadante con cuidado de no eliminar la
pastilla de DNA, el precipitado fue disuelto en 700 pl de solucién para diluir, se
dejé reposar durante la noche a 4 °C para la adecuada disolucion del

precipitado.

Una vez disuelto el DNA se afiadieron 4 pyl de ARNasa y se incubo a 37
°C por una hora, para la reprecipitacion del DNA se agregaron 75 pl de acetato
de sodio 3 My 500 ul de isopropanol frio; se mezcld por inversion y se dejo a -
20 °C por dos horas. Después se centrifugé por cinco minutos a 10,000xg a
temperatura ambiente y el sobrenadante se eliminé cuidando la pastilla. El
precipitado se lavé con 300 ul de etanol al 70 % (grado reactivo), se centrifugo
a 8000xg durante cinco minutos, eliminando el sobrenadante y se dejé secar la
pastilla a temperatura ambiente. Posteriormente se disolvié en 50 pl de TE y se
almacen6 a 4 °C. En el Cuadro 2, se hace referencia a los reactivos y sus

concentraciones empleados en la extraccion de DNA.
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Cuadro 2. Soluciones y reactivos utilizados para la extraccion de DNA

Reactivos

Concentracion

Amortiguador de extraccion

Acetato de potasio
Soluciéon para disolver DNA
ARNasa

Acetato de sodio

Etanol

Isopropanol frio

TE

Tris HCI 100 mM, EDTA 50 mM, NacCl
500 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM,
SDS 1.3 % (pH 8.0)

5M

Tris HClI 50 mM, EDTA 10 mM (pH
8.0)

10 mgmL™ en Tris-HCI 10 mM, CaCl 2
mM, glicerol 50 % (pH 7.0)

3 M

70 % (grado reactivo)

Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM (pH 8.0)

4.3.2. Cuantificacion, calidad y pureza del DNA

La cuantificacion de DNA se realizé utilizando un espectrofotometro

NanoDrop ND-1000. Una vez obtenidas las concentraciones de las extracciones

se realizé un “bulk” por variedad. Para preparar el bulk se tomaron 500 ng de

DNA de cada una de las diez extracciones por variedad y se mezclaron

guedando al final un total de 5 ug, lo cual se diluyé hasta 500 yL con agua

grado biologia molecular para obtener una concentracion final de 10 nguL™.

Una vez realizados los “bulks”, se verificd su integridad y calidad en un

gel de agarosa al 0.8 %, se prepar0 en un matraz Erlenmeyer y se disolvié en
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amortiguador TAE 1X, se calentd con ayuda de un horno de microondas
cuidando que no llegara a punto de ebullicion para evitar derrames, se agito
vigorosamente y se repitid la operacién hasta que la agarosa se disolvid bien,
se dejo enfriar a aproximadamente 50 °C y luego se vacio en el portageles con
el peine, cuidando que no se formaran burbujas. Se dej6 solidificar el medio, se
acomodo el portagel con los pozos hacia el lado negativo en la camara de

electroforesis y se agreg6 el amortiguador TAE 0.25 X hasta cubrir el gel.

A partir de lo “bulks” se cargaron 100 ng de cada variedad. Para ello,
sobre un pedazo de papel parafilm, se mezclaron 2 yuL de amortiguador de
carga y 10 uL de DNA y la mezcla se coloco en los pozos del gel, anotando el
orden. Una vez cargadas las muestras se tapo la camara de electroforesis y se
conecto a la fuente de poder. La electroforesis se llevo a cabo a 200 V, una vez
concluida se procedio a la tincion del gel (Cuadro 3). El gel se escurrio bien y se
sumergié por 20 min en una solucién de bromuro de etidio 0.5 pgmL™, usando
guantes de nitrilo, cuidando de no salpicar y no contaminar el portageles.
Transcurrido el tiempo y con ayuda de una espatula se colocé el gel en el
transiluminador del documentador DigiDoc-It® Imaging System, UVP y se tomo

la foto.

42



Cuadro 3. Soluciones utilizadas para tefir geles de agarosa

SOLUCIONES REACTIVOS

Amortiguador TAE Tris-base 40 mM (pH 7.8), acetato de
sodio 20 mM, EDTA 2 mM (pH 8.0)

Amortiguador de carga 0.2 % azul de bromo fenol, 0.2 %
xileno cianol, 25 % glicerol, 5 mM
EDTA, 50 Mm Tris-HCI (pH 8.0)

Bromuro de etidio 0.5 pgul-1 en TAE 1X

4.3.3. Obtencidon de los patrones ISSRs

En un ensayo previo se probaron 60 iniciadores tipo ISSRs existentes en
el laboratorio, de los cuales se eligieron los que presentaron mayor namero de

bandas.

El “bulk” (10 ngpuL™) se utilizé6 para hacer las reacciones de PCR con los
iniciadores seleccionados. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se preparé la mezcla

de reaccién para un volumen total de 25 uL de acuerdo al Cuadro 4.
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Cuadro 4. Mezcla de reaccion PCR para obtencion de los patrones ISSRs.

REACTIVOS [INICIAL] [FINAL] 1x REACCION
(1x, 25pL)
Agua - - 5.2uL
dNTPs 500 UM c/u 200 pM 10 pL
Amortiguador 10x 1x 2.5 uL
MgCl, 50mM 3.0mM 1.5 uL
Iniciadores 10ng pL* 30ng 3 uL
DNA Taq pol 5U-uL™ 1.5 U/reaccion 0.3
DNA 10nguL™ 25ng 2.5

Se prepard una mezcla de reaccion madre, adicionando cada uno de los
componentes con excepcion del DNA. Al agregar la DNA Tag polimerasa, se
mezcld y repartio la mezcla en microtubos Eppendorf de 0.2 mL, marcados
previamente, Se adicion0 22.5 uL de la mezcla y después el DNA
correspondiente. La mezcla se agitdé y se coloco en un termociclador TECHNE
TC412 con el programa descrito en el Cuadro 5. Se llevo a cabo la amplificacion
del DNA de las doce variedades, asi como una muestra no relacionada (en este

experimento se utilizé germoplasma de chile) y un blanco.
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Cuadro 5. Programa del termociclador para amplificacion de ISSRs.

T°C Tiempo Ciclos
Pre desnaturalizacion 93 1min 1
Desnaturalizacion 93 20seg
Alineamiento * 1min 40
Extensién 72 20seg
Extension final 72 6min 1
Enfriamiento 10 © -

*Dependid de la temperatura de alineamiento de cada iniciador.

Una vez terminada la reaccion los tubos se conservaron a 4 °C. El
cargado del gel se llevd a cabo de la siguiente manera. En un parafiim se
mezclaron 10 pL de cada muestra y 2 pL de amortiguador de carga, se fueron
depositando en los pozos del gel anotando el orden de las muestras; en el
primer y ultimo pozo del gel se cargaron 4 uL de marcador de peso molecular
de 1 Kb (Invitrogen No. 15615-016). Los productos de la amplificacion se
separaron por electroforesis en geles de agarosa ultrapura Invitrogen (Cat. No.
16500-500) al 2 % sumergidos en TAE 1x a 200 V, durante aproximadamente
dos horas; transcurrido el tiempo los geles se tifieron con bromuro de etidio por
20 minutos, se fotodocumentaron y de cada variedad se registré el patron de

bandeo.

45



4.4. Criopreservacion

Para desarrollar el protocolo de criopreservacion se adecuaron las
condiciones de germinacién y multiplicacién de las plantas in vitro. Las plantas
utilizadas en el experimento fueron obtenidas a partir de semillas de Physalis

ixocarpa, las cuales se obtuvieron de la empresa “Johnny Seeds” (USA).

4.4.1. Pruebas de germinacién

Para determinar las condiciones y viabilidad de las semillas se realizo
una prueba de germinacion. Las semillas se desinfectaron sumergiéndolas en
cloro comercial al 25 % durante quince minutos y en condiciones asépticas se
realizaron tres lavados con agua desionizada estéril. En cajas petri con medio
basal MS 100 % (suplementado con vitaminas B5, 3 % de sacarosa y 2.2 gL™
de phytagel) se sembraron 50 semillas por caja en cuatro repeticiones. Se
mantuvieron en obscuridad por tres dias y luego se transfirieron a la luz. La

germinacién se tomo a los siete y catorce dias.

4.4.2. Medios de multiplicacion in vitro

Para la multiplicacion de las plantas se sembraron semillas en medio
basal liquido (MS 100 % + vitaminas B5 + 3 % de sacarosa), en tubos de
ensaye con 15 ml de medio y un soporte de papel filtro. Se colocaron tres

semillas por tubo, teniendo 40 tubos.
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Después de siete y veintiun dias de la germinacion se realizaron pruebas
para la induccion de embriogénesis somatica u organogénesis en distintos
explantes. Para las plantulas de siete dias se utilizaron los hipocotilos y
cotiledones, mientras que para las plantulas de 21 dias se incluyé el cultivo de
raices y hojas. Cada explante fue cortado de aproximadamente 0.5 cm y
colocado en diferentes medios suplementados con thidiazuron (TDZ) (Cuadro

6).

Cuadro 6. Tratamientos suplementados con thidiazuron (TDZ).

Tratamiento  Composicion

T1 Basal (MS 100% + vitaminas B5 + 2.2uM BA + 3% de
sacarosa)

T2 Basal + 1yM TDZ

T3 Basal + 10 yM TDZ

T4 Basal + 20 yM TDZ

Después de un mes todos los explantes fueron resembrados en medio
fresco para seguir promoviendo la respuesta. Cuando se observo
organogénesis o embriogénesis el tejido se trasplantdé a un medio basal
suplementado con 2.2 uyM de 6-benzilaminopurina (BA) para la induccién de

tallos. Los tallos resultantes se trasplantaron en cajas magenta con
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tratamientos de BA para la induccién de la multiple formacién de tallos. Los
tratamientos fueron: T1 control (MS 100 % + vitaminas B5 + 3 % de sacarosa),
T2 basal + 2.2 yM BA 'y T3 basal + 4.4 uM BA. En cada caja se colocaron seis
tallos con tres repeticiones, la variable a evaluada fue el nimero de brotes por
planta. Los brotes resultantes de los tratamientos se trasplantaron en cajas con
medio basal (MS 100 % + vitaminas B5 + 3 % de sacarosa) para homogenizar

el crecimiento.

4.4.3. Encapsulacion-vitrificacion

Los brotes de aproximadamente 20 dias, obtenidos a partir de los medios
de multiplicacion, se utilizaron para las pruebas de criopreservacion. Se
cortaron las yemas apicales y axilares (aproximadamente 5 mm de largo) y se

colocaron en cajas petri con medio basal suplementado segun el tratamiento.

Para el iniciador experimento se utilizé MS 100 % + 0.3 M sacarosa,
donde dos cajas se colocaron en un acondicionamiento frio (0 °C) por 24 horas.
Transcurrido el preacondicionamiento y con ayuda de un estereoscopio se
disectaron las yemas apicales y axilares (2 mm aproximadamente), las cuales
se colocaron en una solucibn de alginato de sodio 3 % + vitaminas B5
utilizando el método de gota, el cual consiste en absorber y se dejar caer la gota
de alginato con el tejido en una solucion cloruro de calcio 75 mM + 3 %
sacarosa, lo que induce la polimerizacion y forma las capsulas. Se mantuvieron
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en agitacién en una solucién de cloruro calcio y 20 minutos después de que se
formd la ultima capsula. Pasado el tiempo se drend el cloruro de calcio y quince
capsulas se sembraron en medio MS 100 % + vitaminas B5 + 2.2 yM BA + 3 %
de sacarosa como control, el resto de las capsulas se prepararon para la

crioproteccion.

Las cépsulas se sumergieron 20 minutos en la solucién de carga (LS, 2
M glicerol, 0.4 M sacarosa y MS 100 %), después se drenaron y se pasaron al
medio de deshidratacion PVS2 (30 % glicerol, 15 % etilenglicol, 15 % DMSO y
0.4 M sacarosa) por diez minutos y se drenaron. Posteriormente se colocaron
en crioviales con 2 ml de la solucidon PVS2 y se separaron dos tubos para el
tratamiento sin nitrogeno liquido, los demas crioviales se sumergieron por diez
minutos en nitrégeno liquido (NL), pasado el tiempo se pasaron a un proceso de
temperado en el cual los viales se sumergieron un minuto en agua a 45 °C y

después se transfieren otro minuto en agua a 25 °C.

Las capsulas se sumergieron en una solucion de MS 100 % + 1.2 M
sacarosa para lavar el exceso de PVS2 y reactivar el tejido. Se realizaron tres
lavados con la solucion, dejando las cépsulas quince minutos en el Ultimo
lavado, después se removio el exceso de solucion pasando las capsulas por un
papel filtro y se sembraron en medio basal + 2.2 uM de BA. Las cajas petri se
dejaron en obscuridad por tres dias y luego se transfirieron a la luz (16 horas luz

por 8 de obscuridad) a 25 °C.
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Para el segundo y tercer experimento se incluyeron tratamientos con
antioxidantes (Cuadro 7), con dos tiempos de acondicionamiento en frio, cinco y
siete dias. Las yemas disectadas de los tratamientos de multiplicacion se
colocaron en medios MS 100 % + vitaminas B5 + 3 % sacarosa + 2.2 yM de BA

+ antioxidante segun el tratamiento.

Cuadro 7. Tratamientos para la criopreservacion con antioxidantes

Antioxidante Concentracion
Control Sin antioxidante
Melatonina 0.1uM

0.5uM
Glutation 0.1mM

0.3mM
Acido Ascérbico 1mM

smM

Las cajas petri se colocaron en las condiciones de acondicionamiento frio
por el periodo a evaluar (cinco y siete dias). Transcurrido el acondicionamiento
se sigui6é el mismo procedimiento que para el primer experimento, separando
las capsulas para el tratamiento sin vitrificacion e identificando las cdpsulas en

los tratamientos con y sin ser sumergidos en NL. Las cédpsulas se colocaron en
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sus respectivos medios de regeneracion segun el antioxidante en el que fueron

preacondicionadas.

4.4 4. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados en dos enfoques: en el primero se
compararon los 30 tratamientos y en el segundo se hizo un analisis factorial. En
el andlisis por tratamientos para la proporcién de plantas recuperadas se realizé
la comparacion de proporciones binomiales bajo la hipétesis de igualdad de

proporciones (Infante y Zarate, 1984).

En el andlisis factorial se estudio la duracion de la aclimatacion (cinco y
siete dias), el tratamiento con nitrdgeno liquido (con inmersion y sin ella), el
antioxidante usado en la aclimatacion (Melatonina, Glutation, Acido Ascorbico y
sin antioxidante), y la concentracion de antioxidante utilizada. Los datos de

proporcion de plantas recuperadas se transformaron mediante la férmula:

PPRT =arcsen(./PPR-100)- 180
T

Donde:
PPRT = Proporcion de plantas recuperadas transformada

PPR = Proporcion de plantas recuperadas
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Con los datos transformados se hizo un andlisis de varianza y las
pruebas de comparacion de medias (Tukey, P = 0.05) correspondientes,

considerando el modelo:

Y.

ijkim

=p+D, +N; + A, +C,, +DN,; + DA, +NA, + DNA,, +¢

ijlim

Donde:

Yixm = Valor de la variable PPRT en cada una de las observaciones.

M = Media comun a todas las observaciones.

D; = Efecto del i-ésimo nivel del factor duracion de la aclimatacion.

N; = Efecto del j-ésimo nivel del factor nitrégeno liquido.

A = Efecto del k-ésimo nivel del factor antioxidante.

Ciw = Efecto del I-ésimo nivel del factor concentracion, anidado en el factor
antioxidante.

DN; = Interaccion de los factores duracion de la aclimatacion y nitrogeno
liquido.

DAi = Interaccion de los factores duracion de la aclimatacion y antioxidante.

NAj = Interaccion de los factores nitrégeno liquido y antioxidante.

DNAjx = Interaccion de los factores duracion de la aclimatacion, nitrégeno
liquido y antioxidante.

gjum = Error aleatorio en cada una de las observaciones.
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V. RESULTADOS

5.1. Pruebas de germinacion

A los tres dias en la mayoria de las variedades se empezaba a observar
la emergencia de la radicula. A los siete dias se contd el nimero de semillas
germinadas, eliminandolas y volviendo a sellar la caja para realizar el conteo de

las semillas germinadas a los catorce dias.

Todas las variedades presentaron un alto porcentaje de germinacion en
ambos tratamientos (Figura 1 ), por arriba del 55 % a los catorce dias, excepto
la variedad Tamazula que solo alcanzo el 31 % en la germinadora y el 52 % in
vitro. En contraste, la variedad Potrero alcanzé 91 % en la germinadoras y 90 %

en la germinacion in vitro.

En muchos casos la germinacion en las germinadoras fue mayor que en
in vitro, lo que se puede deber a que la germinacion in vitro se realiz0 seis
meses después y las semillas utilizadas se conservaron en condiciones no
Optimas, por lo que estas se van deteriorando. El deterioro de la semilla durante
el almacenamiento reduce su capacidad germinativa y esto se da por el
contenido de humedad, probablemente el factor mas importante que determina

su longevidad (Pérez et al., 2012). Si las semillas no se almacenan en un lugar
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con baja humedad relativa y bajas temperatura el CH aumenta y por lo tanto la

respiracién aumenta, lo que acelera el envejecimiento de las mismas.

100

90

80

70

60 m 7 dias Germinadora

50 m 7 dias In vitro
40 = 14 dias Germinadora

m 14 dias In vitro
30
20

10

PT PS RN SL DM MZ MR YH CH ML TC TA

Figura 1. Grafica del porcentaje de germinacion de las doce variedades de
referencia de Physalis ixocarpa en germinadoras y cultivos in vitro, a los siete y

catorce dias. PT = Potrero, PS = Puebla SM3, RN = Rendidora, SL

Salamanca, DM = Diamante, MZ = Manzano Tepetlixpa, MR = Morado R, YH

Yema de Huevo, CH = CHF1 Chapingo, ML = Milpero Tetela, TC = Tecozautla

04, TA = Tamazula SM3.

54



5.2. Caracterizacion molecular
5.2.1. Cuantificacion, calidad y pureza del DNA

Después de la extraccion del DNA se procedié a la cuantificacion de las
120 muestras para verificar la cantidad de DNA en nguL™. El NanoDrop
muestra directamente las concentraciones de las muestras y se observé una
buena cantidad de DNA en todas las extracciones (150—497 nguL™), lo cual es

aceptable para llevar a cabo las reacciones de PCR necesarias.

Conociendo la concentracion de DNA por muestra se procedio a realizar
los “bulks”, esto con el proposito de asegurar tener la mayor cantidad de
informacion genética de cada variedad, debido a la variacion genética presente

dentro de las variedades.

Después de realizados los “bulks” se prepard el gel de calidad con la
finalidad de observar la presencia y el estado del DNA. En la Figura 2 se
presenta el gel de agarosa de las doce muestras, donde se observa una banda
compacta y de alto peso molecular, lo cual indica que el DNA no esta

degradado y es adecuado para las reacciones de PCR.
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Figura 2. Gel de calidad de doce variedades de referencia de Physalis ixocarpa.
P = Potrero, PS = Puebla SM3, RN = Rendidora, S = Salamanca, DM =
Diamante, MZ = Manzano Tepetlixpa, MR = Morado R, YH = Yema de Huevo,
CH = CHF1 Chapingo, ML = Milpero Tetela, TC = Tecozautla 04, TA =
Tamazula SM3.

5.2.2. Prueba de iniciadores

En una muestra de DNA de Physalis ixocarpa tomada al azar se
probaron los 60 iniciadores existentes en el laboratorio y de acuerdo al bandeo
presentado se eligieron los 22 iniciadores que presentaron el mayor nimero de

bandas (Figura 3).
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Figura 3. Prueba de 60 iniciadores ISSR en una muestra de Physalis ixocarpa
M = marcador de peso molecular 1 Kb (Invitrogen No. 15615-016).

Las secuencias (5’-3’) y temperaturas de alineamiento de los iniciadores

seleccionados se muestran en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Secuencia (5'-3') y temperatura de alineamiento de iniciadores ISSR
utilizados para la obtencion de huellas genémicas de tomate de cascara.

Iniciador Secuencia Ta°C | Iniciador Secuencia Ta°C
ISSR 1 (CA)s AAGG 62 UBC 823 (TC)sC 52
ISSR 2 (CA)sAAGCT 62 UBC 835 (AG)sCTC 54
ISSR 3 (GA)sCTC 58 UBC 836 (AG)sCTA 52
ISSR 4 (AG)sCTC 58 | UBC 841 (GA)sCTC 58
ISSR 5 (AC)sCTA 56 | UBC 844 (CT)sAC 56
ISSR 6 (AC)sCTG 58 UBC 848 (CA)sAGG 56
ISSR 7 (AG)sCTG 58 UBC 873 (GACA), 48
ISSR 8 (AC)sCTT 56 PI101 (CA)AGCT 48
ISSR 10 (GA)sT 50 P102 (CA)AGG 48

UBC 811 (GA)sC 52 P103 AGCT(GACA); 48

UBC 822 (TC)sA 50 P104 (CT)sAGC 58

5.2.3. Obtencion de los patrones ISSR

Los resultados obtenidos al analizar las doce variedades de tomate con

los 22 iniciadores seleccionados se presentan en el Cuadro 9.

En total se obtuvieron 208 bandas, 172 de las cuales fueron polimorficas,
lo cual representd un porcentaje de polimorfismo general del 83 %. El nUmero
de bandas polimérficas obtenidas por iniciador oscil6 de una (UBC848) a 16

(ISSR2), con un promedio de 8 bandas polimérficas por iniciador. Los
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iniciadores mas informativos para la diferenciacion intervarietal fueron P04,

ISSR2, ISSR3, ISSR7, UBC841, UBC848 y UBC873

Los resultados obtenidos en el presente estudio contrastan con los
reportados por Vargas-Ponce et al. (2010), quienes con seis iniciadores ISSR
en ocho accesiones de diferentes especies del género Physalis obtuvieron 101
bandas 100 % polimérficas, con un promedio de 10 a 21 bandas por iniciador.
El menor porcentaje de polimorfismo y menor numero de productos
amplificados por iniciador encontrados en este trabajo pudo deberse a la menor
diversidad genética esperada al trabajar con doce variedades de la misma

especie (Physalis ixocarpa Brot. Ex. Hom.).
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Cuadro 9. Productos de amplificacion obtenidos con 22 iniciadores ISSR

doce variedades de referencia de la guia UPOV-SNICS de Physalis ixocarpa.

en

Iniciador Bandas Bandas Bandas % de
Totales Monomdrficas Polimérficas polimorfismo
P101 7 2 5 71.43
P102 7 4 3 42.86
P103 10 4 6 60.00
P104 11 0 11 100.00
ISSR 1 16 1 15 93.75
ISSR 2 16 0 16 100.00
ISSR 3 8 0 8 100.00
ISSR 4 8 4 4 50.00
ISSR 5 10 3 7 70.00
ISSR 6 13 2 11 84.62
ISSR 7 7 0 7 100.00
ISSR 8 9 1 8 88.89
ISSR 10 9 2 7 77.78
UBC 811 10 3 7 70.00
UBC 822 10 0 10 100.00
UBC 823 4 1 3 75.00
UBC 835 11 3 8 72.73
UBC 836 8 2 6 75.00
UBC 841 13 0 13 100.00
UBC 844 8 0 8 100.00
UBC 848 5 4 1 20.00
UBC 873 8 0 8 100.00
Total 208 36 172 82.69
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El uso de técnicas de DNA para huellas genéticas ha demostrado ser un
instrumento atil, rapido y de enfoque preciso para el estudio de las variaciones
inter e intra-especificas de las plantas (Shan et al., 2002), pues ayuda a realizar
una discriminacion adecuada y aislar genotipos. Con este propdésito, en la
Cuadro 10 se presentan los perfiles moleculares de las doce variedades
estudiadas, donde se puede observar que la variedad con mayor polimorfismo

promedio fue la Manzano y la de menor fue la Puebla SM3.
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Cuadro. 10. Perfiles moleculares de las doce variedades de referencia de Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.

PS

DM

ML

MR

Mz

RN

CH

YH

SL

TC

TA

PIO1

1772.3*
1099.8
913.5
738.9
458.5

2656.5
1719.9
1287.2
1086.9

896.0

2656.5
1678.9
1086.9

896.0

2656.5
2189.8
1719.9
1287.2
1086.9

896.0

2656.5
1678.9
896.0

2656.5
2243.3
1719.9
1086.9

896.0

2656.5
1678.9
896.0

2656.5
1678.9
1113.5

917.9

2656.5
2298.2
1678.9
1086.9

896.0

2656.5
2243.3
1719.9
1086.9

896.0

1719.9
1061.0
874.6

1719.9
1113.5
896.0
738.5

PI102

1359.6
1029.2
843.7
710.1
597.7
537.6
452.5
338.1

1683.3
1334
1215.6
1009.2
818.7
728.8

1644.6
1334
1187.6
986
818.7
695.7

1644.6
1334
1215.6
1009.2
837.9
712.1

1683.3
1365.4
1187.6
1009.2
818.7
712.1

1890.8
1683.3
1334
1215.6
1009.2
799.9
695.7

1847.3
1644.6
1334
1009.2
837.9
695.7

1847.3
1644.6
1334
1187.6
1009.2
818.7
712.1

1644.6
1365.4
986
837.9
695.7

1606.8
1303.4
1187.6
986
781.5
712.1

1606.8
1303.4
986
818.7
679.7

1644.6
1303.4
986
799.9
679.7

PIO3

1099.8
866.3
673.5
597.7
509.8

1665.3
1410.8
1061.7

661.1

1626.3
1061.7
661.1

2123.9
1965.7
1626.3
1410.8
780.3
661.1

1588.2
1036.9
661.1

2123.9
1874.7
1588.2
1223.9
988.9
661.1

1626.3
1410.8
1061.7
818.2
677

2061.1
1588.2
1410.8
1087.2

661.1

1588.2
1410.8
1036.9
818.2
677

1626.3
1345.5
818.2
677

1588.2
965.7
661.1

2123.9
1626.3
1377.8
1036.9

661.1

PI04

1099.8
729.2
516.6

1898
705.7

2123.8
1814.5
1550.3
1324.5

705.7

2844.9
2600.2
2076.6
1585.5
1385.4

1658.5
1385.4
1057.8
945.3
674.7

3461.2
2659.4
2221.5
2030.4
1515.8

3664.8
2719.8
2172.1
1855.8

1295

2477.7
1662.8
1197.4
925.2
651

2053.7
1513.9
1284.7
1040.3

903.8

2102.4

2102.4
1742.6
1411
1090.2
803.8

1586.6
1254.9
969.6
682.2
1455
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690

1266.2

789.7
538.8

484

138.9

ISSR1

978.9 1105.8
400.3 877.8
3404 782.1
540.5
429

1185.1 1924.7
1105.8 1675.7
940.7 1563.5
838.2 1080.5
729.7 940.7
566 782.1
481.6
400.3

1080.5
800.3
680.9
553.1
391.2

1880.7
1637.4
1105.8
857.7
620.8
391.2

1880.7
1675.7
1425.6
1158.1
1055.9
819
680.9
391.2

1837.8
1675.7
1185.1
1055.9
838.2
492.8
382.3

1754.9
1212.8
1055.9
665.3
340.6

1754.9
1185.1
1055.9
877.8
592.8
528.2
391.2

1837.8
1637.4
1330.1
1158.1
1055.9
696.8
566
373.5

1795.9
1299.8
1158.1
1055.9
857.7
696.8
553.1
382.3

ISSR2

1392.2
1155.2
1028.1
833.4
560.6

707.9 1425
615.5 1210.4
510.7 1102.6
1004.4

833.4

587.4

1757.8
1425
1077.2
560.6
465.2

3817.5
1458.6
1182.5
1077.2
741.7
587.4

1799.3
1564.3
1052.3
853.1
724.6
587.4

2349.2
1493.1
1128.6
691.6
573.9

1493.1
1298.1
1182.5
1052.3
936.5
777.1
547.7

2897.4
1929.7
1528.3
1238.9
1128.6

853.1

1493.1
1155.2
958.6
833.4
724.6
630

1717.3
1564.3
1210.4

ISSR3

1144.4 1212.5
889.6 904.9
700.8 569.4
613.8
523.5
452.5
376.1

2177.1 1212.5
1473.8 950.1
1183.3 7445
841.1 555.6
709.1
569.4
457.2

1212.5
927.3
841.1
744.5
569.4

480

1304.6
1183.3
950.1
820.8
555.6
424.9

2124.6
1547.4
1212.5
973.6
861.8
692
542.3
468.4

1438.2
1183.3
904.9
542.3
457.2

1510.1
1242.5
973.6
781.7
659.1
529.2
468.4

1212.5
997.6
861.8
709.1
555.6
468.4

1369.8
1127
820.8
569.4

1336.8
1154.8
950.1
762.9
569.4
468.4

ISSR4

1359.6 1791.7
1114.4 1404.2
963.2 1183.9

1881.2 1835.9
1404.2 1438.8
1155.4 1155.4

1438.8
1155.4
862.4

1927.7
1510.7
1183.9

1975.2
1474.3
1213.1

1975.2
1548
1243

1975.2
1548

1975.2
1586.1

2073.9
1586.1

1273.7 1273.7 1305.1

2120.8
1625.3
1337.3
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821.6
700.8
530.5

974.2
841.6
763.4
529.6

998.2
821.3

745
542.7

998.2
862.4
542.7

727.1
628.2
556.1

905.5
745
542.7

883.7
763.4
556.1

1073.9
905.5
782.3
569.8

1073.9
883.7
745
598.3

950.7
821.3
583.9

927.8
801.6
598.3

974.2
628.2

ISSR5

1183.1
950.6
628.9

2498.7
1472.4
1099.9
974
763.8
644.3

2498.7
1472.4
974
782.6
644.3

2498.7
1437
974
821.6
644.3
517.7

2498.7
1508.6
1183.1
998
801.9
644.3

2498.7
1437
998
821.6
660.2

2498.7
1472.4
998
821.6
660.2
505.3

2498.7
1508.6
1272.6
998
821.6
660.2
517.7

2498.7
1472.4
998
821.6
660.2

2591.3
1508.6
1303.9
1154.7
998
660.2

2591.3
1472.4
1154.7
974
821.6
644.3

2498.7
2128.5
1472.4
1154.7
998
821.6
660.2

ISSR6

1893.7
1594
1433.6
1029.2
889.6
655.8
490
429.1
366
324.9

2268.2
1697.6
1270.5
1022.4
917.1
765.2
491.3
445.7
404.3

2351.9
1697.6
1270.5
1099.2
884.5
738
507.9
474.7
437.4
367

2351.9
1697.6
1270.5
1022.4
765.2
507.9
462.3
412.6

2268.2
1697.6
1317.4
986
765.2
513.7
466.4

2351.9
1697.6
1225.3
1022.4
765.2
487.1
445.7
387.7

2351.9
1637.2
1366
765.2
483
445.7
383.6

2268.2
1637.2
1317.4
1022.4
765.2
507.9
449.9
408.4

1697.6
1270.5
793.4
474.7
433.3
375.3

2187.5
1637.2
1270.5
765.2
513.7
491.3
400.1

2268.2
1697.6
1270.5
1099.2
853
765.2
507.9
478.9
404.3

2351.9
1637.2
1225.3
950.9
686.4
478.9
400.1

ISSRY

1460.6
1000.7
783.5
685.6
525

1745.2
1460.6
1069.8

819.1

685.6
469.7
402

1745.2
1493.5
1222.5
1000.7
801.1
685.6

1000.7
801.1

1706.8
1460.6
1169.3
1000.7
701
480.3

1745.2
1397.1
1118.4

525

1706.8
1428.5
1143.6
978.7
685.6
491.1

1397.1
957.2
429.7

1397.1
1000.7
685.6
548.8
491.1

1397.1
670.5
449.3

1366.3
1093.8
502.1

ISSR8

2128.5
816.9

1624.3
1504.9

1624.3
1504.9

1941.2
1624.3

1709.2
1504.9

2042.6
1624.3

1666.2
976.3

1666.2
927.8

1709.2
1001.4

1753.3
1624.3

1753.3
1583.5

1753.3
1001.4
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572 859.6
432.3 491

859.6
516.6

881.7
491

1053.7
859.6
586.8
478.6

904.5
737.8
529.9

881.7
543.6

756.8 617.4
543.6 516.6

1027.3 904.5
881.7 529.9
601.9
516.6

529.9

ISSR10

938.4 13194
770.5 1022.6
597.9 849.6
5121 510.3
350.1 352.3

1350.4
1022.6
869.5
522.3
344.2

1382
1175.1
1022.6

910.8
722.4
534.6

1382
1046.6
889.9
586.5
498.7
360.5

1350.4
1046.6
910.8
774.4
600.2
360.5

1382
1230.9
910.8
739.4
643.4
522.3
360.5

1382 1382
1230.9 1096.2
910.8 932.1
534.6 369
360.5

1382 1414.4
1096.2 1121.9
932.1 932.1
756.7 573
614.3
369

1783.2
1481.5
976.3
792.6
614.3
395.5

UBCS811

1143 1486
938.4 1071.6
7925 848.4
7375 507.5
549.5
519.5
370.4

1451.7
1096.9
809.7
507.5

1451.7
1096.9
809.7
507.5

1966.6
1261.9
1022.7
809.7
507.5

1557
1096.9
828.8
641.1
495.8

1451.7
1096.9
809.7
507.5

1418.2 1071.6
1096.9 809.7
809.7 484.4
484.4

1418.2 1451.7

1176.5 1022.7

1022.7 809.7
809.7 484.4
495.8

1966.6
1670
1451.7
1122.8
809.7
626.3
484.4
318.1

uUBC822

1095.7 1702.4
826.7 1382
589.6 1096.2
830.2
586.5
433.9

1956.3
1742.3
1096.2
600.2
433.9

2002.2
1825
1414.4
910.8
600.2

1742.3
1148.2
600.2

2114.3
739.4
586.5
476.1

2192.6
1825
1447.6
1096.2
889.9
658.5

2192.6 2192.6

1867.7 1230.9

1121.9 658.5
910.8 487.2
658.5

2192.6
1588.1
1230.9
1096.2
954
658.5

2002.2
1481.5
1319.4
1121.9
830.2
673.9

uUBC823

1168.7 1771.9
965.3 1504.9
718.1 1147.9

1740
1504.9
1168.7

2629.2
1771.9
1618.1

1740
1147.9

2671
1589
1326

3512.7
1589
1190

1618.1 1618.1
1211.6 1233.6

1837.6 1804.4
1589 1647.8
1233.6 1233.6

1804.4
1647.8
1256.1
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549.5
457.5

1147.9

1168.7

784.9

577.3

482.6

337.3

2611
UBCB835

3393.3 3131.1 3393.3
1826.6 1780.4 1488.3

1450.7
826.1
708.5
495.1
413.9
320.4

1488.3
963.2
805.2
708.5
548.5
482.6
424.6
320.4

805.2
708.5
548.5
482.6
320.4

1862.6
1826.6
708.5
577.3
482.6
328.7

3000
1862.6
1780.4
1378.3

826.1
708.5
562.7
482.6
413.9
320.4

2868.9
1922.5
1780.4
1488.3
963.2
826.1
726.8
577.3
482.6
422
320.4

2868.9
1862.6
1780.4
1450.7
963.2
784.9
690.6
548.5
482.6
422
320.4

3000
1910.6
1735.4
1450.7

805.2
708.5
562.7
470.4
304.4

2868.9
1922.5
1735.4
1414.1
826.1
726.8
470.4
320.4

3000
1691.5
1450.7

805.2
690.6
470.4

422
312.3

2868.9
1922.5
1735.4
1414.1
805.2
690.6
548.5
470.4
312.3

778.4
682.3
490.9

361

UBC836

1537.2
1234.2
1130.5
1013
667.5
449.6

1537.2
1289.6
1105.9
991
682.3
439.9

1537.2
1289.6
1058.4
697.5
459.6

1571.3
1289.6
1155.6
1013
682.3
469.8

1571.3
1318.2
1013
682.3
449.6

1503.8
1347.5
1058.4
697.5
459.6

1318.2
1035.4
697.5
459.6

1318.2
1035.4
712.9
469.8

1606.2
1181.2
1058.4
697.5
469.8

2254.1
1347.5
1155.6
1058.4
697.5
469.8

1571.3
1347.5
1081.9
728.8
512.9

858.2
443.9
345.7

UBC841

2441.6
2082.5
898.1
699.4
454.1
353.7

2497.7
2179.3
1415
898.1
668.3
434
345.7

2497.7
2179.3
1383.2
898.1
668.3
454.1
345.7

2229.4
1352.1
1127.3
898.1
699.4
434
353.7

2441.6
2179.3
1352.1
1153.2
918.8
699.4
443.9
361.8

2555.2
2130.3
1415
939.9
715.5
454.1
353.7

2441.6
918.8
715.5
454.1
361.8
294.9

877.9
715.5
570

939.9
748.8
464.6
370.1

2613.9
939.9
748.8
464.6
370.1

2179.3
939.9
732
464.6
370.1

UBC844 2323.7

1207.6

1234.8

1207.6

1291.2

2018.3

2120.8 1973.8 1129.3 1104.4 1056.1 1056.1
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1233.6
1049.3
917
749.1
499.9

863.8 1032.8
844.7

1056.1
844.7
577.9

1104.4 1104.4
826.1 826.1
552.6

1320.4
1080
826.1
604.3

1207.6
1010
807.8
552.6

755.5

772.5

772.5
516.8

755.5

UBC848

1392.8
1049.3
834.4
729.1

1974.1 1320.8

1320.8 1040.8

1040.8 802.7
802.7

1292.5
1018.5
820.2

1264.8 1712.7
1040.8 1349.7
838.2 1063.6
704.9 820.2
736.1

1349.7
1040.8
838.2

1320.8
1063.6
838.2
768.6

1379.2
1110.7
856.5
768.6

1379.2
1110.7
856.5
785.5

1440.3
1349.7
1110.7
856.5
785.5

1349.7
1110.7
894.4
785.5

UBC873

1615.2
1289.4
1015.7
664.6
559.4

2119.3 2222.8
1630.7 2020.7
1315.9 1630.7
965.4 1284.9
797.8 1012.5
6139 817.1

675.3

2170.4
1973.1
1670
1315.9
1012.5
836.8
659.4

2119.3 2170.4
2020.7 2069.4
1670 1518.2
1347.7 1284.9
1012.5 1036.9
836.8 836.8
691.5 675.3

1751.5
1347.7
1036.9
857
675.3

2170.4
2069.4
1670
1284.9
1036.9
836.8
691.5

2069.4
1670
1347.7
1036.9
836.8
708.2

2119.3
1710.3

2276.4
2170.4
1751.5
1012.5

675.3

P = Potrero, PS = Puebla SM3, RN = Rendidora, S = Salamanca,

DM = Diamante, MZ = Manzano Tepetlixpa, MR

= Morado R, YH = Yema de Huevo, CH = CHF1 Chapingo, ML = Milpero Tetela, TC = Tecozautla 04, TA =

Tamazula SM3. * = Pesos moleculares (pb) de las bandas obtenidas en cada una de las variedades con cada

iniciador.
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5.3. Criopreservacion

5.3.1. Pruebas de germinacion

Debido a que las semillas se obtuvieron de una empresa proveedora de
semillas y no se sabe el tiempo de almacenamiento que estas tenian se realizd

una prueba de germinacién para determinar su viabilidad.

Al transferir a la luz el tercer dia de establecida la prueba de germinacion,
se observo que las semillas ya habian empezado a germinar . Al séptimo dia el
porcentaje de germinacion era de 90 %, mismo que aumenté a 96 % a los 14
dias. El porcentaje de germinacion obtenido fue muy alto (96 %), teniendo en
cuenta que en promedio las variedades de referencia usadas en el presente
estudio tuvieron un 70 % de germinacion en charolas, diferecia que se debe al

tiempo y las condiciones de almacenamiento (Pérez, 2008).

5.3.2. Medios de multiplicacién

La mayoria de los explantes mostraron respuesta a los tratamientos con
TDZ. Los explantes mas jovenes (siete dias de germinados) tuvieron una mejor
respuesta a los tratamientos y en menos tiempo que los explantes mas viejos.
La respuesta en el tejido fue la formacion de callo generalizado, iniciando de los

extremos cortados del explante y algunos presentaron organogénesis.
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De los diferentes explantes de tejido el que mayor respuesta tuvo fueron
los cotiledones, pues en todos los explantes se observé la formacion
generalizada de callo y también algo de organogénesis en los tratamientos dos,

tres y cuatro (Figura 4).

Figura 4. Respuestas de los diferentes explantes en los medios suplementados

con TDZ. A) Explantes de cotiledén de siete dias de edad mostrando la
formacién generalizada de callosidad del tratamiento 2. B) Explante de cotiledén
de catorce dias de edad presentando organogénesis del tratamiento 4. C) Raiz
de 21 dias de edad con formacion generalizada de callo, presentando areas

verdes del tratamiento 4.

Los tejidos que mostraron organogeénesis se trasplantaron a un medio
fresco suplementado con BA para la inducir de formaciéon de tallos. Los tallos
obtenidos de estos tratamientos se resembraron en cajas con diferentes
tratamientos de BA para inducir la formacion mditiple de tallos. EI mejor
tratamiento para la obtencién de tallos uniformes y normales fue el medio

suplementado con BA al 2.2 yM.

69



Las plantas de 20 dias de trasplantadas a los medios se midieron y se
contaron sus brotes. Para el control se obtuvieron tallos de 15 cm de largo que
presentaron un tallo principal, sin brotes secundarios, por lo que su tasa de

multiplicacion fue uno.

Para el tratamiento 2 (2.2 uM de BA) se obtuvieron plantas con una
altura promedio de 9 cm y una tasa de multiplicacion de ocho, mientras que en
el tercer tratamiento (4.4uM de BA) se obtuvieron plantas con una altura

promedio de 5 cm y una tasa de multiplicacion de doce.

Para el tercer tratamiento se observo una gran cantidad de brotes pero
muchos de estos no eran normales, pues presentaban tallos engrosados o
crecimiento anormal de hojas, por lo que solamente los que se podian utilizar
para el trasplante por sus caracteristicas de tamafio y vigor eran
aproximadamente doce. En la Figura 5 D se puede observar el crecimiento

anormal de las plantas y los multiples brotes diminutos que presentan.
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Figura 5. Tratamientos de multiplicacion de plantas con medios
suplementados con BA. A) Tallos obtenidos de los explantes suplementados
con BA de los tratamientos que presentaron organogénesis. B) Siembra de los
tallos obtenidos por induccién de BA. B) Plantas con un solo tallo obtenidas del
medio control. C) Planta con mdltiples tallos de los medio suplementados con
2.2 yM de BA. D) Plantas con crecimiento anormal de tallos en los medio

suplementados con 4.4 uM de BA.

De tallos normales obtenidos de la multiplicacion se cortaron los apices y
yemas axilares y se trasplantaron a medios MS suplementados con

crioprotectores segun el tratamiento.
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5.3.3. Pruebas de encapsulacion-vitrificacion

Para estas pruebas se tomo6 una caja preacondicionada por 24 horas en
frid, se extrajeron las yemas y se sembraron en un medio basal para comprobar
gue tenian potencial de regeneracion después del acondicionamiento en frio.
Se obtuvo un 100 % de regeneracion de las plantas por lo cual se procedio con

las siguientes pruebas.

En la siguiente prueba se realiz0 la criopreservacion sin ayuda de
antioxidantes o preaclimatacion con medios ricos en sacarosa, para determinar
gue tan sensible es la planta a las condiciones que se somete y si es capaz de
regenerarse. Se siguieron todos los pasos del protocolo, pero se considerd un
tratamiento sin sumergir en el nitrégeno liquido (NL). Después de quince dias
de sembradas las plantas se observé un 68 % de regeneracion de las plantas
gue no se sumergieron en NL y solo un 8 % de las que sumergieron en
nitrogeno liquido (Figura 6). Debido a la baja tasa de regeneracion de las yemas
para el protocolo de criopreservacion se ajustaron las cantidades y los tiempos

de exposicion afiadiendo tratamientos con antioxidantes.
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Figura 6. Respuestas a las pruebas de criopreservacion. A) Regeneracion de
las yemas que con se sometieron a criopreservacion. B) Crecimiento de la
yema que fue sometida al tratamiento sin NL. C) Respuesta de las capsulas

sometidas al protocolo con NL.

5.3.4. Andlisis estadistico

Las yemas preacondicionadas en fri6 por cinco y siete dias se cortaron
con ayuda de un estereoscopio para que el tamafio del tejido fuera de
aproximadamente 3x3 mm, luego se colocaron en la solucién de alginato de
sodio 3 % complementada con vitaminas B5, se siguié el protocolo con los

ajustes necesarios.

También se tom6 en cuenta el tratamiento sin NL para determinar el
efecto de las soluciones en el tejido y si éste es capaz de regenerarse antes de
someterse a las temperaturas ultra bajas. Las capsulas fueron transferidas a
los mismos medios en que fueron preacondicionadas, dejando una repeticién

en medio basal.
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En la comparacion de proporciones binomiales destacan los tratamientos
uno y 16 (Cuadro 10). Estos corresponden a los testigos con cinco y siete dias
de aclimatacion, respectivamente, los cuales permanecieron en medio MS
durante todo el proceso y fueron encapsulados en alginato de sodio. Dentro del
grupo de tratamientos en los que si se realiz6 el encapsulado, los tratamientos
cuatro, cinco, siete y nueve superaron al resto, y ademas fueron
estadisticamente iguales al tratamiento 16 (Cuadro 11). Cabe destacar que el
tratamiento cuatro es el Unico de los cuatro que fue sometido a inmersién en
nitrogeno liquido, lo cual implica que es el mejor tratamiento para la

criopreservacion.
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Cuadro 11. Comparacién de proporciones

binomiales

plantas recuperadas.

para proporcion de

No Tratamiento PPR

1 Cinco dias de aclimatacion 0.8000 a

2 Cinco dias de aclimatacién + Nitrégeno liquido 0.1000 def
3  Cinco dias de aclimatacion sin Nitrégeno liquido 0.1667 cde
4  Cinco dias de aclimatacién + Nitrégeno liquido + Melatonina 0.1 uM 0.2667 bcd
5 Cinco dias de aclimatacion sin Nitrégeno liquido + Melatonina 0.1 yM 0.3750 bc
6  Cinco dias de aclimatacién + Nitrégeno liquido + Melatonina 0.5 uM 0.1667 cde
7  Cinco dias de aclimatacién sin Nitrogeno liquido + Melatonina 0.5 uM 0.3125 bcd
8 Cinco dias de aclimatacion + Nitrogeno liquido + Glutatiéon 0.1 mM 0.1000 def
9 Cinco dias de aclimatacioén sin Nitrégeno liquido + Glutatiéon 0.1 mM 0.2500 bcde
10 Cinco dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Glutation 0.3 mM 0.0333 ef
11 Cinco dias de aclimatacion sin Nitrogeno liquido + Glutation 0.3 mM 0.1250 cdef
12 Cinco dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Acido Ascérbico 1 mM 0.1333 cdef
13 Cinco dias de aclimatacion sin Nitrégeno liquido + Acido Ascérbico 1 mM 0.1875 cde
14 Cinco dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Acido Ascorbico 5 mM 0.0667 ef
15 Cinco dias de aclimatacion sin Nitrégeno liquido + Acido Ascérbico 5 mM 0.1250 def
16 Siete dias de aclimatacion 0.5333 ab
17 Siete dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido 0.0400 ef
18 Siete dias de aclimatacion sin Nitrogeno liquido 0.0833 def
19 Siete dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Melatonina 0.1 yM 0.1000 def
20 Siete dias de aclimatacion sin Nitrégeno liquido + Melatonina 0.1 uM 0.1875 cde
21 Siete dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Melatonina 0.5 yM 0.0667 ef
22 Siete dias de aclimatacion sin Nitrégeno liquido + Melatonina 0.5 pM 0.1250 def
23 Siete dias de aclimatacién + Nitrégeno liquido + Glutatién 0.1 mM 0.0000 f
24 Siete dias de aclimatacién sin Nitrégeno liquido + Glutation 0.1 mM 0.0625 ef
25 Siete dias de aclimatacién + Nitrégeno liquido + Glutatién 0.3 mM 0.0000 f
26 Siete dias de aclimataciéon sin Nitrégeno liquido + Glutation 0.3 mM 0.0000 f
27 Siete dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Acido Ascérbico 1 mM 0.0333 ef
28 Siete dias de aclimatacion sin Nitrogeno liquido + Acido Ascérbico 1 mM 0.0000 f
29 Siete dias de aclimatacion + Nitrégeno liquido + Acido Ascorbico 5 mM 0.0000 f
30 Siete dias de aclimatacion sin Nitrogeno liquido + Acido Ascorbico 5 mM 0.0000 f
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En el andlisis de varianza se encontraron efectos significativos para los
factores duracion de la aclimatacién, tratamiento con nitrégeno liquido, uso de
antioxidantes y concentracion de antioxidantes. Ninguna de las interacciones

consideradas en el modelo resulté significativa (Cuadro 12).

Cuadro 12. Cuadrados medios del analisis de varianza para la variable

proporcién de plantas recuperadas transformada.

Fuente de Variacion Grados de Libertad Cuadrado Medio
D 1 3377.6640*
N 1 746.4205*
A 3 950.3734*
C(A) 3 225.3269*
D*N 1 69.6666
D*A 3 39.5238
N*A 3 66.2503
D*N*A 3 24.8757
Error 57 69.2202
Total 75

D: duracién de la aclimatacién; N: tratamiento con nitrégeno liquido; A: uso de
antioxidantes; C(A): concentracion de antioxidantes, anidado en el factor uso de
antioxidantes; D*N:interaccion de los factores duracion de la aclimatacion y
nitrogeno liquido; D*A: interaccion de los factores duracion de la aclimatacion y

antioxidante; N*A: interaccidn de los factores nitrégeno liquido y antioxidante;
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D*N*A: interaccion de los factores duracién de la aclimatacion, nitrégeno liquido

y antioxidante. *: Significativo (P = 0.05).

En la prueba de comparacion de medias para los niveles del factor
duracién de la aclimatacion (Tukey, P = 0.05) se encontr6 que con un periodo
de cinco dias se obtiene mayor proporcion de plantas recuperadas que con
siete dias (Cuadro 13). Este resultado contrasta con el obtenido por
Kaczmarczyk (2008), quien encontr6 que cuando se aclimatan las yemas
axilares de papa por siete dias antes de la criopreservacion, por el método de

encapsulacion-vitrificacion, se mejora el porcentaje de generacion en un 30 %.

Para el factor tratamiento con nitrogeno liquido, en la prueba de
comparacion de medias (Tukey, P = 0.05) se observé que la proporcion de
plantas recuperadas es mas alta cuando no se realiza la inmersion en nitrogeno

liquido (Cuadro 13).

Entre los niveles del factor antioxidantes destaca la melatonina, que en la
prueba de comparacién de medias (Tukey, P = 0.05) superé al resto de los
niveles estudiados (Cuadro 13). Este resultado concuerda con lo encontrado
por Uchendu (2013) donde encontré6 que el uso de melatonina, como
pretratamiento durante la aclimatacién en fri6 de yemas de olmo americano,
ayuda a tener un mayor porcentaje de regeneracion. No encontro diferencias

significativas entre 0.1 y 0.5 pM de melatonina, pero con su uso encontré un
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aumento del 20 % en el porcentaje de regeneracion, mientras que en el
presente trabajo se mejoro el porcentaje de regeneracion en un 15 % con el uso

de melatonina, en comparacion con el control.

Zi-Cheng (2004) encontr6 que el uso de glutation (0.3 mM) en los medios
del pretratamiento de yemas axilares y meristemos de cultivares de naranja
aumentd un 30 % el porcentaje de regeneracion de las plantas, mientras que en
concentraciones mayores se reduce el indice de regeneracion. De igual
manera, en el presente estudio se observd que con una mayor cantidad de
glutation se reduce el porcentaje de regeneracion de las plantas, pero en este
caso la regeneracion fue inferior al control, mostrando que probablemente la
concentracion de glutation usada en tomate de cascara es superior a la

tolerancia de dicha especie.

Uchendu (2010) encontré que el acido ascorbico (0.6 mM) mejord de
manera significativa el porcentaje de regeneracion (20 %) de meristemos de
grosella al suplementarse los medios de pretratamiento. En el presente trabajo
se observlé que en ambas concentraciones el porcentaje de regeneracion fue
mas bajo que el control. Sin embargo, la concentraciéon mayor (5 mM) presenté
un mayor porcentaje (5 %) de regeneracion que la concentracion baja (1 %).
Después de una semana de sembradas las capsulas se observo que el medio
se licud, lo que se debid a la alta concentracion de ac. ascérbico que acidifico el

medio y posterior a este evento los explantes murieron.
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Cuadro 13. Pruebas de comparacion de medias para los factores.

Factor PPRT PPR

Duracion de la aclimatacion

Cinco dias 21.196 0.1307 a*
Siete dias 7.669 0.0178b
DMSH 3.822

Tratamiento con Nitrégeno liquido

Sin inmersion 18.317 0.0988 a
Con inmersioén 11.899 0.0425b
DMSH 3.910

Uso de antioxidantes

Melatonina 24.091 0.1666 a
Glutation 9.716 0.0285b
Acido Ascorbico 9.457 0.0270b
Sin antioxidantes 14.473 0.0625 b
DMSH 7.144

PPRT: proporcion de plantas recuperadas trasformada; PPR: proporcion de
plantas recuperadas; DMSH: diferencia minima significativa honesta; “Valores
con la misma letra dentro de factores no difieren estadisticamente (Tukey, P <

0.05).
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Al comparar las concentraciones evaluadas para cada uno de los
antioxidantes utilizados en el estudio se encontrdé que con la concentracion alta
de Glutatién (0.3 mM) se obtuvo una mayor proporcion de plantas recuperadas
gue con la concentracién baja (0.1 mM). El mismo comportamiento se observé
para el Acido Ascorbico, donde la concentracion mas alta (5 mM) super6 a la
mas baja (1 mM). No se encontraron diferencias significativas entre las

concentraciones de melatonina evaluadas (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Pruebas de comparacion de medias para las concentraciones de

antioxidantes.

Concentracion PPRT PPR
Melatonina

0.5 uM 26.4214 0.1980 a
0.1 uM 21.7606 0.1374 a
Glutation

0.3 mM 13.4476 0.0541 a
0.1 mM 5.9845 0.0109b

Acido Ascorbico

5mM 13.2575 0.0526 a
1mM 5.6565 0.0097 b
DMSH 7.367

PPRT: proporcion de plantas recuperadas trasformada; PPR: proporcion de
plantas recuperadas; DMSH: diferencia minima significativa honesta; “Valores
con la misma letra dentro de factores no difieren estadisticamente (Tukey, P <

0.05).

Del analisis factorial se desprende que la mejor combinacion de factores
seria cinco dias de aclimatacién, sin nitrégeno liquido y con melatonina. Lo

anterior se puede corroborar en la comparacion de proporciones binomiales
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(Cuadro 11), donde los tratamientos cinco y siete, que corresponden a dicha
combinacién, son los mas sobresalientes dentro de los encapsulados. En este
mismo analisis se puede observar que el tratamiento cuatro es mejor de los
sometidos a inmersién en nitrégeno liquido. Considerando los resultados del
analisis factorial, la superioridad de este tratamiento se debe a que el efecto
positivo de la melatonina compenso el efecto adverso de la inmersion en

nitrégeno.
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VII. CONCLUSIONES

Con los datos obtenidos en el presente trabajo es posible establecer las
bases para generar una estrategia de uso, conservacion y mejoramiento para

estos materiales.

Se identificaron 22 iniciadores los cuales generaron un total de 208
bandas amplificadas, 83 % mostraron polimorfismo. Se obtuvo un promedio de
ocho bandas polimorficas por iniciador, lo cual los hace propicios para una
buena discriminacion entre genotipos y obtener patrones para la caracterizacion

molecular de las variedades de referencia.

La germinacion in vitro de las semillas en el medio basal liquido es
eficiente para obtener plantas sanas, de buen tamafio y vigor. El mejor método
de multiplicacibon es un medio suplementado con 2.2 uM de 6-
bencilaminopurina, debido a que presenta brotes sencillos con caracteristicas
uniformes de tamafio y vigor. La tasa de multiplicacion es satisfactoria porque
de cada semilla sembrada se pueden obtener hasta ocho plantas con las

mismas caracteristicas.
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El protocolo de criopreservacion usado es viable para el tomate de
cascara, debido a que se presenta regeneracion de los tejidos en un porcentaje
aceptable. La maxima regeneracién (0.2667) después de la encapsulacion-
vitrificacién con PVS2, ocurrié en las yemas con cinco dias de aclimatacién en

frid y pretratadas en medios con melatonina (0.1uM) como antioxidante.
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