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RESUMEN 

Este traba.io ¡¡.s.t.a enfocado a la crioPreservac:ión !o vi t.r11 deo ¡'p ic:es 

c:oti P la ca. b«sa l de .f1.U.i...I&¡¡ ~·il. ta Yll[! <a ;i o) , 

El establecimiento io vitre de este exPlantG> seo losró utili:;:ando MS 

sólido sin resii.üadores del c:rec:imi1mto. 

Como sol\.<c:ione:;:. cric•Protecteor~.=· se emPlearon c:oncentrac:ion"'s <1.l 0, 

5, 10, 15 >' 2o:i de 91 ic:e-rol en MS l Í<luido, 

encontrándose que se re<luio?ren Periodos ProlonSJ«dos d¡¡ exPosic:iéin Par.t. 

que lo9re- PenE1trar a h.s c:É<lul«s, en c:antidados sul'icient.es Para la 

c:rioProtec:c:ion, ;;;in er.1b~rso, c:u?:ndo el t..i<;>mPo d.;. exPosicio~i 

horas., las c:onc:&ntrac:iones rna»or&s del s;·: :11.on téSxic:as. 

24 

Los exPlantes fueron sometidos a un.-. s•Jluc:ión de S!licarol al 20;{ an 

MS l {qui do dur.-.nte una hor11, >' llevadc•s a ternP&raturas de -28 >' -38 • C 

con tasas lentas de ..-nfri.,.rni..-nto. OosPuilis. de 1>>1rmanecer li!n estas 

teroPeraturas Por 20 o 40 minuto», fueron llevados ri:Pidarnente a 

Ni tró9eno LÍ"luido <NL), donde se les alrn11.c:eno Pot• un.~ hora. Los 

exPlantes asr tratados fu.rron des.c:on9eladoi;. a 40•c: >' s.ernbrados en MS 

:;;.Ólido. 



.Con este Proc:edirroi1rnto no seo obtuuo sobreviu&nc:ia 

establecieron basli?s Para ·efectuar una comParacién entre la 

5 

Pero s,¡¡o 

Ei'fectividad 

del DMSO >' el 91 icerol en h. cri0Preslt'ru'-'.cior1 de aP ices con P l.:i.ca bas.al 

de .i..Jo, así como ar1tecedentes imPort.;¡,ntes "l.Llo? deb,¡¡n tomarse Qr• cui;¡nt.!l. 

P<>.ra hit.Liras ir1uest.isiaciones en ésta área, 

Por •::.tro lado, se desarrolló Lm método de E'lnfr iamlento Por tasas 

ler¡tas mediante el emPleo de los uaPores del t~L alroacvinado en ur1 t..e-rmo 

c1'io9énico, " z.e estL1dió o:ol en~rh.miento de h.s soluciones 

crioProtectoras de 9licerol al ser colocadas en los vaPores d&l NL, 

encontrándose relaciones. <tue Permiten Predecir la tasa de enfriamiento. 

El Presente estudio es Pionero en el área d& la crioPreseruación 1D. 

ill!::::!2· de Sloi?rmoPlasma ue9otal valio::.o en México. 
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I. IHTRODUCClON. 

L;;... val'h.bi l idad sienót.ic:a d• h ma»oría. deo h.:r. esPec:ies. c:ul tivad11.s >' 

si lw~strors h;;.. disminuido coriaider¡..blernente. Es.to se debe a dos c:auu,s 

fundamentalel!-• h. d\\'s.truc:c:ión deo los ecol!-is.t\lmu. Por sobrOG>XPlotación ~· 

contaminación Y la introducci6n de v.~riedil.de:s. de al ti. Produc:tividad 'l.Llit 

han sL1s.t.ituido Peor comPl<?to h.s varied~.des t.radicion~le~ •:Rober-t Y 

LoYoh,, 1995). 

Esta P&rdida de información 9en@tica. •s Particularmente Sra.ve. 

debido a <tue i.t. obtenci6n d& variedades de alto rendimiento resis.tentea 

a Patósenos, dePredad~res o condiciones ambi~ntales adversas. se basa 

en el uso·de 9enes del material biol.S9ico Preoxistent.rr <Ka.rth1..1sie:;::; 

Bh.nco, 1965). 

En México, País. <i.ue es centro dG". oriSl•n de varias P h.ntu. 

cultivadas. los.recursos 9eniticos han sufrido diversos Slrados de 

"erosión" desde <1.uo s.e instalaron los Primorosi. Pobla.dor"'''" Y "!<n l'!'. 

ac:tu<l.l id.i.d exi::.te uni. :a.eria <>.me11-.z;i.. sobr• l.t. v.J.rit.bi l idad '!.u& a.ún 

existe. Los conservadores mt:r. c:elosos del recurso senitic:o han sido lo$ 

camPesinos Y los sruPos ind!sen<>.s. <Montes, 1976>. 

La crC!ac:ión de banc:os. do s;iormoP 1<1.sorr1<1. ro;oPro;osent.._ una de lu. mis. 

l.mPortantea Posibilidades Para losr.t.r la Presorvac:ión do .la ri<tyez.J. 

sa-nitic:<1. en Gol mundo <K;;..rtha, 1962; Etlat;"ICO• 1995). Esta c:onserva.ción 

tiene como Prima-r obJa-tivo h. intl"oducción d• m"'terid sien&tico • UM. 

determinad ... resi5n; como s•9undo obJetivo el de fitomeJora.miento; Y Por 

últir.\o, h. inv,..sti9i.ción • en camPos como t.9.xonomf.p,, evolución. 

cítosenética., 9G>nética,, fisíolo9i'.t., entr• otros. L ... con~ervación 'l.Lleo so 

realiz.a. en México tiene como obJetivo central oel fitorneJor.t.rniento, >' si.e 



7 

ü rM.cen<>.rn i en to <Mont.es, 1978). 

d~fir1ida ~l resPecto. Lo P~co que se ha realizado hasta la fech~ ha 

e>~P l 1:ir.!fi.c i i5n .• )i ' rna1zJ Por 

t.¡:cnicc•s naciona.le::. ~· de la Fund<o.ciÓn Rocl'~efeller, ~· lo re¿,.l izado en 

frijol Por el Instituto M.9.cic•n,>,l de Imiesti9ao:ior,.?s Agrícolas (!MJA) 

v.;,.ría.n se9•~n la n.¡1.turaleza del m.~.terial biológico, Y así tenemos d¡:¡.sde 

al te• riesgo de P&rdida.s P•:•r roaniP1..1laci•:•ri o desastres. 

(Sirnmond::=.~ 1981). 

La Preserv<o,ción Por h. vía tradicional del a.lmacenamient.c. de 

c?.r~.ct!"rf<r-tica:!'.• 1) ReProdL1cci6r1 ~ie9&tativa.• 2) Prc•ducc'ir.)n de semillas. 

no ferti les, qu¡:¡. Present;,.n un Periodo corto de vi<>.bi l idad, o bien, 'tU8 

se deteriora.n ráP idamente Po:or lv. Pres.enci.'< de PatÓ9¡¡nos <Karth.;,... 1982), 

Plantas t..roPicalE-::. Pere-r1nes, Por lo ·:tue son de Particular irnPorta.nci;,. 

En estos ca.so:os .. un~. alternativa vía.ble >' rnis :;.~tisf«.cto1··ia es el 

establecir~iento de b«.nco;; de 9errooPl.;,.sma nH?diante las té'cnicas de>l 
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Cul tivc• de T&:J idos l,'e9etales i!'.l ~· l<o.::. c•Jales ofrecen lil.$ 

almacenar un n•:Ímero el e•J<i.do de 

clon?.s en un esP<o.cio reducid(:>.· 2) El Problero<i. d•: Plant<«s infectada::. es 

Prictic~mente elimin~do) Y 3) Los costos se ~baten una vez inici~do el 

s.1s.tern~ (Rubluo .. 19ü5). 

1) A corto-mediano 

Pl<i.ntas medi<i.nte el use• de ternf'erd.t•.ir;i.s ba._ia::. cerc<1.r1as "· 0 ºC), 

,ji.;.ri\inuciÓn de n•.1trier1tes, 3.dición de inhibidores del cro?ciroiento o?ntre 

otros <t<arth<l ... 1985); Y 2) A largo Pla:<:c•.. donde se miriiroiz<o. el 

metabolismo cel•.ilar con el emPl.;.o de temPer«.tur<i.s. rnu>" b<das do? 

alrededor di? -196'C .. lo cual mantiene la integridad del material 

9en;¡.ti•:o >' Pl?rrnite su Preser<>.;..ciót1 Por tiemPo indefinido (l<artha., 1985; 

MerYman Y Williams .. 1985; FinKle Y col. 1985). 

En los b.r..ncos de 9ermoP l«.sma i!J ~ .. la F're::.erv.:..ciÓn 

corto-mediano Plazc• s.irve cc•mc• colecci6n <o.cti<.>;, .. ; Y la crioPreserv¡;.ciÓn 

como colección base. P<l.ra. mont.ar .,;;;.tos :;:.istemas de alrnao.cen<i.roiento se 

req1.1iere de investi9«.ción bá::.ica antes de alcanzar la etapa. de 

aPlicación deseable <Rubluo. 1985). 

La criobiolo9Ía e-::. un ár·ea relativ«.rr1'?r1te nueva 'tue oft"o?C'? un 9ran 

Pot'?nci~l Para la PrG'servaci.:Ín d€' 9t1rr110Pl«sr11.~. valioso <K.;..rth.;.., 1982; 

~li th'?rs, 1980); sin eorob<1.r9o. no se ha Podido esta.blecer Lln Protc•cc•lo 

9eneral Par;,. Preservar Lma Gostructlira deterroir1adi1 ... ~"a qui? los Pro•=esos 

involucrados son rou;" coroP leJc•s ~· l«S· resPuest~.s de c.;..da esPeocie al 

con9elaroiento son mÚltiPlG's. E:;; por ésto que la:=. o;;xPerimemtaciones 

bas<o.da.s en el ensa~"o >' error s.c•n Pa.rte imPortar1te ,.n este carnPc .. 
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II. ílNTECEDENTES 

I I. 1. TEORlfl DEL co•·lGELl'lMIEJHO 

1!.1.1. FISICA DEL AGUA A TEMPERATUPAS 8A.JO CERO 

Lo;; Procesos f is i o 1 Ó9 i co;. se h;;i.cen m¿..s 1 e·r1t.o;. c1...1a.ndo st? encuent.r.~.r1 

a t~rnPer.:-.t•...tr.:-.s s1..;b5Pt:.imas; sin erúbc.rg(),. lc•s rn&.'.>,ores d.:..1~c·s se Presenta.n 

c1.lando el '1.~1frnico <?senci«.l de l.;.. •Jidi! .. • el a.91.l<'! .. • se ccon9el<> .• 

El «9W•. torna. P<>.rte en l.;.. mallor{¡¡. de las re¡¡,cciones rneta.ból icas o 

bic1:=.intét.ic,3.s ... '.;Jtj. =·~"?o. cc•u10 Pr•:1d1..~ct.o o como re~.ctii..Jo.: está Ínt.irna.mer1te 

l i9<>.da al mantenimient·~ de la estructure. molecular.: acti'.:ia •=orno s1::¡lvenb? 

de l«.s sustancias <i.1.1{rnic<>.s intra >' e>:tr•.celul«.rei;.; es el medio de 

tr~nsP1:irte de los nutrient.€-s a tr.;..i...•5-::. del or.9a..nísm1:i .. Y es tambiér1 ·=t• ... den 

remLieve los Productos de desecho. (fra.nKs, 1985). 

L.;,.s ProP iedades físicas del a9ua son e:~tremadarnente sensibli?s .~. los 

cambios de temPer.;,.tura Y o.. los cambios en la concentración de lo::. 

solL~tos. Esta sensibilid<i.d se ve amPlificada en l.;,. resP1.~esta de las 

estruch~ras biolÓ9ic<i.s Y l•:.OS Proce:=.o:=. de la vida, Pro•.Jocada. Pc:•r los 

cambios en l.:;,s Pa.trones de Puentes de hidr6:=ieno "lLle i?xi;;.ten en ol .~.9ll? .• 

<Fr~.r1Ks,. 1985). 

El PLmto de f1.Asi6n <Pf) del a91.la corresPonde a o•c, :=.in err1bar9o, 

Para que el con9P.>l·>.miento tome 11~9ar se re<i.uiere l" Presi?ncia. de 

11 ri1~cleos 11 o 11 seroi l la.s 11 de nuclea.ción.· alrededor de los cuales las 

molécul'.>.s de a9ua Puedan a9re9arse Y f.:;,rrnar cri:=.tales. De e:=.t:..3, forma, 

en au~.encia de núclec:•s o cuando éstos ::.on r11uY Pe·=tuerio:., Podi?mos obteneor 

<i.9ua. en >?Stado l Í't• .. lido Por ab~. jo del Punto de fusión. 11 'i'Ste e:st<i.do se 



lE> denomina 11 sobrefusi6n 11 <Fra.nv.s.J 1985). 

L<>. crist.;.liza.ci•Sn o con9eb.miento del -~.9w1 S·E' ll€0v_;, a •=ab•:i Por dos 

p."rt.ícub.s de F'1:il1_.10> 

rnicri:1cristal6-s .. cu:urr~ l.:i. cr .. ista.lización Pe.ir ... nucleac1Ón h .. ?tero9é'ne¿. .. En 

.;.,1.J::,.enci.~. de r11~clec1s h1::-ter0:=iéneoz. J el .39ua Pt~E:·de sobt'efusion¿.i.r:a.e hast.;.. 

a.Pror:irn<o.damente -4o•c .. temperatura. a. la. cua.l se forma.n a9re•9a.ciones. al 

1 a.s c1~-3. les d~.n lu9ar ·"-

horr109Ér1e.:... (MerYrn~.n ::. .. i·li 11 i.:i.rt1.=... 19f:E1). 

C1.E1.ndc• el .;tgu~. se tl"'-Z4.nsforr11~. en hielo se liber~, et)~r::IÍa, 1-~ c1..u.l es 

l la.rn«.d<>. •=albr latente de fl.1:=.ión. Cuando el a9ua en :;;.obrefL1sión es 

11 sernbr-~.d~. '1
) el c.~lc1r i.~tente de fusi6n se f'ri:•P.:t.9-~ ráP id.aruer1t2 ~· l~. 

t.;:rnPera.tL1ra. se elev . ._ r1ast.<1. alc<i.nza.r el Pf norrnii.L entonces ocurt"e el 

con9e l aro i ento < Mer~1ma.n ~, ~ü 11 i .;,.rns, 1985). Ver f i 9 1. 

I I. 1. 2. CONGELAMIENTO DE SüLUCim1ES ACUOSAS CONCENTRADAS 

La l"rezcncia do? ,;.olutos en <".9u<i. disminuYe el Pf en un<i. ProPorc:ión 

aProximadil. <1. h. conc:entra.ción rnoh.l de 11". solución. Cuando el 

con9el¿;.miento toma. l•.19a.r en 1..1na solución acuosa .. a medid.;.. 'l.Lle el agu¿;. 

se v~. con9ela.ndo, la solución se vuelve m5.s cc•ncentr·a.da Y su Pf se 

reduc:e Pr.,:i9res iv.;,.mente. 

La fi9ur<i. 2 rouest.ra una. curva. típica de ent'ri~.miento Pa.ra. una 

t.emP er·it.tur.a. obseor1.,1.~da '.:-1 h. remarcad.~. 

co:in9el,..rniento, es decir .. a l<i. <>.c1,1111•,1l,..ción de hi;;lc •• 

l.;i. 

al 

lni•:i.,..lruenl;o¡¡o el 

1Íq1_1ido E·e sobref•.1s.iona (este 9rado de sobreh1sión est<!. 9obern,..do Por 

10 
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1 

l i ber«.c i án dE> 1 

l~t0r1t.e do fusi6n hace que la tem~·Eratura ~e eleve hasta ~l Plinto ds 

fu~ ié•ri < l"fu) .. donde es rn.~.nte-nid;,. Por un t.iE·mPi::• dur~.nte el ct~~.l ::.e 

.:i.cur11u l.~. ·~ 1 h i ~: 1 o Y l.~. :::.ei l uc i é.n re:::. i du.;.. l .=;.E;' 1 ... •t~·? l •.)e rf1.;..:=. cor1cerit.r~.da ... 

E.sto •Ál ti roo 

1 a. cc•roP ete ne i a. Por 

e·.:..P~.cio' h. 

t.~·mP E·r·.:i.tltr.;.. l)tAel e...ie ;:,, ti.) .. ;.;._r en C. Cu.a.ndci 1 ~- t.ernPerc.t.1 .. w·~. .;..l c.:..nzd. D} el 

conS11;.l.~.rnier11::.c1 es c1:ir11Ple-t•:i :,:..o la t¿..s.¿.. de enfri.:i.rnier1t1:1 .;c,hor.~. dE·Pend•:.o de l~ 

conducth'i•j.~d t8rroic«. del hielo. (Lu~··.,,t, 1966.: Fr¿..r1K: ... 19:~:5). 

FI t~.s: . .?i.s de €•r1fri.:i.r1'1ient.1::i mi...tY r-~P idas) el •=alor l¿..tente e:=. r 12m1.:ie.,iido 

Tfu. Entonces. l<i. 

c: .. i.;..t .. ~.li..::-:t.•~ié1n es inhibida F·.;..rci-~.lrt1'1.:.r1te (Fr~i.nKs .. l.985). 

L~. t.~.s.a. de er1fri~roientc1 infll~Ye de m.21.r1E<r::i. crítico. E·n l-". tet.s-~. de 

crecirnii:nb~ di? los cristales~-' en s1..1 m1:irf1:•lc19Í.:i .• <Fr.~.nl.(s, 19:::5). C1...J.:•.nd1:i 

l.;¡.,;. t.:..s:.;;. d;;. enfri4.mi.:nto son lent<o.:;., E<i cre-cirni<?nto de los cris.t.ales 

Pr•:i9re:: . .;t . .:.. i:·art.ir de los cet~1tros d~ nuclea1=ié1n inici.~.li:iz~.· Por le• q,uEi :su 

t.<i.rn.J.f'ao f i.nal es sr.~.nde. r:::uando 1.ai.s ta,s(l.:s. de enfriarnientc• se 

En el 

ternPer.~.tura.s ba .. jei ce-ra P• .. 1ede s.::1r controlado Por las. S· i 9U i E:rntes. 

•.)ar1.:-..bles1 temPer.;..t:.ur.~ ..... cor1cent.r.:ii.i::ión :~·· t.a~.~:~. de einfri )rni.::•nto. 
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Fig 1. Ciráf ic:a del c:on9eh.mi•:ritc• de <.<.9w" Pura ( 1 inea. reomarc<i.d<-.). 
Tf•,1 es la ternPeratur .•. ~'n el P1,1nt•:• de f1,1si6n; Thet corresPonde a l<'. 
temPeratura de n1,1cle:;,.c:ión hetero9er1ea, la C:llal oc~irre desPu~s de la. 
sobrefusión. (Modif io::ado d.;;o Mer!>'rn.;i.n ~, LH l liarns, 1985), 

o .. 
.;! 
tJ .. 
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g_ Thet 
E .. 

..... 

tiempo 

Fi9 2. C:~irv<o. tÍP ic:a de enfriamiento 1 A es h. temPerat~1r<1. de 
m.ic:leaci6n; ftB corresPonde <1. la 1 iberac:i6n del c-'!.lor latente; e 
córresPonde '.1.1 PrinciP io del c:on9elarnient.o '1.ue no e._u: en e'l.ui l ibrio; 
el con9e l arn i ent•:l .;.::. t$. comP l 1?to l?n D. L.i.. 1 i ni:.,, remarc¡¡,d.;,. c:orri:sP ondo? .;. l 
c:on9el.¡¡,rniento. Th1 •?s l.;.. t<?rr1PE>rJ.tu1-a del Punto deo fus.i6n >' Thet 
corresPcndo:o .3, l.•. t.emP<?r.;.tur.;, de nu•:le<o.ci6n he-tero9én>?a. <Tornado de 
FranKs, 1985). 



11.1.3. CONGELAMIENTO Y OESCONOELAMIENTO DE SISTEMAS BIOLOOICOS 

Lln11. 1,•ez que se in'lr.:ia h. formación de hielo, h. tasa de C·i\mbio l!tn 

l« t.emPeratura afecta a las céolulas Por lo «1enos. en tr&s. fc·rmas• 

1) Determina el tiemPo en el que las c.?lulas Permane-cen <o.rrib.ll. del 

Ptmt.o eutéctico, ~, a.sL determina· la dt1racián d;; la exPos.ición a le•!:!. 

sollitos conce11tr.,.dos; 

2) Oet.errnit1a la. Probabilidad del con9eh.rniento intraceltii...r, >' 

3) Determina el tama"o Y forma de los cristales. 

Cu.¡,.ndo w1 te~ ido o una stisPención de c~lulas coroien:za ó<. con:ilelarsa-, 

el hielo casi siemPre se forma iriicialmente entre las cé-lulas, h1ás que 

dentro d'-' ellas. Dado 'lL1e el hielo se cc°'r1Pc•ne sólo de a9ua,, el Prc•cesc• 

de con9elarniento rerr1ueve a9Lia de l.;.. solución Y consecL1enternente 

concentr«. los sol1.1tos 'lue quedan en el l {quicio. La s.oluci6n l {<1.1.lida 

extr~ce-lular debe conc:ttnl;.r,¿..rs-=- .::ontinuame1"1to medid!*. l~. 

temPer.¡,.t.ura disminu:Ye. 

Las rr1isr;1a:=. consider¡,,cion€i's se aP 1 ican dentro de las c"11•li.1las, 

o::certo Por •.tn~. diferenc:i;;o. imPort«1'1te-. A temPeratL1r<1.s Por arriba de 

¡),Proxi«1adamentr,¡o -10•c, la membrana celular Previene &l Pa.so de los 

cristales de hielo extra.celulares .~.l interior celular. Como resllltado, 

€•1 conteni.do celular tiende a sobrefusion<).rse, >' da.do 'lue la membrana 

es Permeable al a9ua >' la concentración de solutos es rn«Yor en el 

exterior, el asua er1 sobrll'fusión tenderá a flllir hacia afuera de h. 

célula Y se con9eoh.rá extar11amente. Esta deshidratación concer1tra los 

se• hitos i ntrac:& l u 1 are•s. 

Si una. c~lula es mu>' Permeable al .;,.gua, o si la velc•c:idad de 

enfriamiento e:;; rnuY baja, los conte11ido:is celuh.res Podrin de.s.hidratars.;. 
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lo suf icien+..emen+..e- r$.P ido Para mantener el e<tui l ibrio en h. PrE-sión de 

vaPor con el hielo externo. Estas no se 

intern<o.roente. El da.ño c;,.us<o.do Pc•r las velocidll'.des muY lento-.s de 

enfriamiento .. es debido a ''ll1e Producen 1.ma exPosición Pro:>lon9«.da a la 

deshidratación Y a l<>. concentr<>.ción de solut..os. 

F'ot' el otro lado, si w1a. célula es rel.;¡,tiv".mente Permeable .9,l a9ua, 

o s.i l<. velc•cidad de enfriar1iiento es r11u'.>' a.lta .. el <'.9ua. celuh.r no Podrá 

s.~. l ir leo suf icientem,¡¡.nte ráP ido:> al <'!.ument<o.r la concentración 

extr<1.cel1_1lo-.r. Leos contenidos celuh.r&::. estarán cada vez en mo.>"or 

sobref•Jsi6n, y si l<'l. temPera.tL1ra Pasa Por a.baJo de -40•c l<>. nu•:le.9.ción 

homeo9én'7.'<>. da.r'á ori9en a la. forrí1a.ci•::n de hieleo intracelL1l<i.r. Este hielo 

es let.;.,l Por o?l d.;o.ño mecánico q1_1e Provoca en l<o.s estructuras 

intr<o.co?lulc..res >' E-n la membrana P las.r11~.tica .. <MazL1r, 1966; Mer>"mco.n >' 

1-li 11 iams.. 19:35) 

Se9Ún Farr<'l.nt Y col (1977), la. Presencia de hielo intracelular no 

es ne-: ... sariamente letal Para las c"'li..11;,.s, a menos que s& P&rrnit.;. l;¡, 

recrist.;¡,l izaci6n durante el calE-ntamient•::i. Las tasas altas. de 

E-nfriamiiinto tienden a Producir cri:stal<?s P o?''lueños. Estos son 

r&lativamE·nte- in&stables Y dada. un;,. velocidad de ca.lent0<.mio?nto 

suf iciento?roo?nte lo?nt.:1. comenzarán a crecer Por ro?cristal iza.ció11, dando 

lu9<1.r a cri:st.<o.les da.ñinos. Sin embargo.. Cltando el . ca.lo?r1t<1.mio?nto se 

l lev.a .;!. cabo ráP ioj.¡i,mente, estos cri:stales so? fllnden antes de que ten9an 

tiemPo Sllficiente Pa.ra forrnar crista.le:s d<'l.ñinos <Mazur, 

~ <l. l.. 1$<77). 

1966.; F«.rr,;o.nt 

La cantidad do? hielo intra.c&luh.r o.fe.eta el movirnie.nt.o c·~uoóticc• do?l 

>9u.~. durante El'l descon9elamiento. Cuando ha.>" hi""lº intern.:1. 

14 
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externamente no se feoi·ma.rár1 9radientes osméiticc•s, Pero cuando no existe 

hiel•:i intracel•..1lar, $..e orisinar~ LW• flL1jo de ¡¡.91.1;.. del exterior al 

int.ericor, Y C•CL1rre l<o. rehidr;:..t<o.cion o d.:?Pla:::.molisis .• Entonces el dal'io 

c;,.us.;..do t.;..mbién dePend•? de l.~. habilidad de lo.;. sistem.;o.s membranosos 

Par.J. =obrel le~.oar • .. H"• c;,.mbio c•s.mótico dw··ante- e-1 

<Farrant tl tl• 1977). 

descc•n9'11 affli ento 

baja.s 

ter<1P era tur.11.s, p od<?rúos di f .:rene i a.r entr,; los efe-e tos Producidos Por 

mecanismos f {sicos Y mec;,.nisroos f isico<tuÍmicos (Al tar<drano, 1985) • 

a) Mecatüsmos f isicoq1.iÍrnicos. o d>? concentr.;.ción • son los daños 

Producidos Por la. dest-.idratacié.n sene-rada durante el enfriamiento 

lento. Esta de::.hidr.-.t.~c:ié.n cau::.a. redLicc:ión d.;¡.l volumen celular, a.umento 

en J.;. c:or1centrac:ión de ·sale::. t6xic<o.s Y Pérdida de-1 as1..1a que rodea a los 

c:omF·onentes c"'lulares, e:. decir, .~.9•.1« estruc:tL1ral. (Chen ~ ll·, 

MerYman Y Hilliarns, 1977). 

1984; 

b) Mecanismos físicos o med'.nic:os 1 son los daf1os causados Por l.;... 

forro~.ción de cristales intracelulares c:u<-.ndo h. tas<i. de enfriamiento es 

ráPida.<MerYman Y Williams, 1985). 
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II.1.4. 

OBTENCION DEL PERFIL TEMPERATURA-TIEMPO Y TASF\S DE ENFRIAMIENTO 

Debido a <1.ue las o.•elocidades de enfriamiento ).-' cal ent . .¡,_m i &nto 

P•.1-=-den te-ner ef-=-ctos nc•civos en l<-. sobre~.tivencia de las células >' 

te>Jidos, es imPortante 'l.ue estas velocidades se«n medidas <Mazur, 

1%6). 

El con9eh.miento consiste esencialmente en el Paso del <i.sua del 

estado l{'l.uido al s6li.do. L9. tasa de conselamiento es, entonces, la 

raPidez a l<>. cual este c<>.mbio OCLlt're. Ahora bien, si se relaciona la 

te>mPeratLira con el tiémPo cuando dismimWe h. temPer~.tura, se obtiet1e 

Lma cL1r•n tÍPica de enfriaroient.o. Cuando ocurre el con9elamient.c•, esta 

curo.•a debe rePresent.a.r el emfriamiento ant.,,,.:;;., dw•.•.11t... Y d°"'sPt.!~S del 

cc•n9¡¡.lamiento (v,;,r fisura 2). Si se relacionan las mism<1.s variables 

cuando la temPer<1.tL1ra aumenta, se obtienei Llna curva tÍP ica d.¡;. 

c:aleintamiento. Cuando ocurre el desconseh.miento.. eista curva debe 

rt\Ostrar .,1 calti1ntamie11to antes, durante Y desPués del descon9elamient.o. 

La Cllt'Va de la fi9ura 2 sirve Para visualizar este- Proceso si s,¡¡o le& en 

sentido inverso Y sin torn<1r G>n cuenta la sobrefusiót1, que en e:s.te c<1.:s.o 

nunca se Preisenta (LLWet, 1966>. 

Cuando se llevan a cabo Procedimientos de crioPreservaci6n, la 

información más comPlet<1. del con9e-lamiento ~· o;.>nfriamiento SLlbso:-cuent,¡¡ 

del mati=rial biol69ico i:¡os.f:.<>.r~. dada Por estas Cut'V<ls de emfriarflient:.o >' 

c:aler1tamiento. Sin embar9o, l"<1ra Poder hacer comPara.cione:;; de los 

resLiltados del con9elamient.o de este rnaterial con ma>'or facilidad, es. 
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de <>Y•.1da. tener una s•:::il.i. medid.l. de la velocid<o.d o t.;..sa. de enfri<i.mi€<nto, 

1966; 

Mer~'m<i.n. 1966b.: Rinfret, 1966>. 

el d•.ñ•:::i Por co9<?l~.miento, a.un·~•.1e l.;>. pos.ibi l id.;..d de ·~ue un choq1.1e 

t.érmii:c• P•.1ed¿.. c¿o.1.1sar daf\c• indeP€•r1dienteroente.. ne• debe ser i9r1orada. 

CMerYman, 1966b). 

En la. fi9•Jr&. ;<:,. l<i. re9i6n cc•mPrendida entre A ~" D corresPonde "'· la 

meseta de cambio de fase. En asta re9i6n, la deshidrataci5n celular no 

h..:.i. alcar1'7·:1'·~~ lé!.S Pr0Pc1rciones. s.1...ificientes. Para. ser dafdr1.;t ... Por lo "=t.•Je 

Pl..ti?de t.:i.rnbiér1 i9nor..:..rse (Mer>'rn.:i.n, 1966.:i.). 

Es en el int.er~Jalc• qLH? o?;;.ta juste.mente deba.je, dE>l F'f hasta cerca de 

-5~::i·c dond•? la nHYoría de los. ef,,.ct.·~s biol69i•=os inmedb.t.os oc1.1rre•n, 

ci..~ando los sistem.:i.s bic•l69icc•s est.án toda.1 ... 1 Í~. en e:::.t~.do 1 í·=ttAido >~ está 

•:•curriendo l.;.. remoci6n de c«.l•)r del hiel•::i e~:terno. Los teJ idos de 

ve9at .. ¡o,les .. al9as, bac:terh.s, b~.ct.eriÓf <.9os, Prc•tozo<i.r·ios, i l"IS>?CtC•S" 

esParro.l.tcozoides de bc•<)it"1•::i .. es.t.9.n dentro da lc•s sistern<i.s que exhiben 

dicha sensibilidad CRinfret. .. 1966), 

La mek>r medida. de la t&.sa. de enfri.;..miEmto es el tiemPo .re<!llarido 

Par·a qL1e h. t.emreratura. dismim1:''" d•?sde a.lrededor di? -5ºC, en la cual 

el cambio de fase esti casi coroPlat.o .. hasta abajo de -50 ºC o hasta 

dentro de los. 5 •e antes. de l« ternPer«.ti.~r«. final <Tf) Preo...•ia <i. la 

inmersi6n en NL. 

De mane~a siroilar·~ la mejor~ íl1edida de la tasa de calentamiento es 

el tiemPo requerido Pa~a que la tamPl?ratu~a se eleve desda arriba de 

los -70'C, o desda arriba da la temPe~at.ura del ba~o de congelamiento; 



ha;;.t.¡o. unos cuantos 9rados aba~o del Pf de la s1.,1sPensión •::> te.iido. 

Dentro de este int.erva..lo h. teomPera.tura es una flinci6n aProxirnadamente 

l ir.e.•.l con resPect•:> .¡¡.l tiemPo.. Por lo que 1.,1na s•:•la mo¡¡·did.¡,. de l<i. 

velocidad tiene si9nific:ado. 

Es.ta=· tas;..s sc•n rePorta..d<i.s en t:?rminc•s. de ºe Por minuto o Pc•r 

se9und·~· ~unto con .;l intor'.J.al•' de donde fue tomad<i. la medida Y h. 

loc:aliz<i.ciÓn del teormoPar en el s-isterna. <MerYrnan.• 1966b; M<i.zur, 1966), 

Par•. mo;odir los c.a.mbios en ternPer<o.tura.. dLirante el enfriamiento se 

uti l iz«n ter·rooPa.res, de los cu~.les los. rn&.s usados son los de 

i ntel'V·a lo de +4ü Y 

-200 •c. Estos t6'rrr10Pares son c:onec:tado;;. a un ~'oltíroetro: el C:Llal 

detec:t~. >' amP l if ica las dife1'<.mcias de Potencia.l 9enerad.as entre la 

PLmta. d.;,l terrnc•P<'.r que rnide la terr1Pera.tura de=-conoc:ida >' la l'LU'1i:.a d.:?l 

termc•P-9.1' <1.1.,1e se encuentra .a (lºC corno referencia (J.;o.9odzinsKi, 1966). 

II.2. CRIOPRESERVACION 

I I. 2. 1. FACTORES 1;tUE UlTERl/IEHEt·l EM LA CRIOPRESERVACIOM 

Dentro del Proc~zo de cri0Preser<1<1.c:i6n Pod>?roos encontrar, •?ntri¡¡ 

otras, lé!.s 2-iSuientes ~iariabl•:s <rnodific;o.do de HenshalJ . ..JU: .aJ., 1985) • 
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1. ExPhnte• 
- ti Po de exP l.ar1te-
- tamaño del exPla.nte 
- edad>' fis.ic•log{a. de la Pl<o.nta. 
- condiciones de crecimiento de la Planta 
- 9enotiPo de la Planta 

2. C•.lltio.;o antes del con9el<o.rniento• 

3. CrioProtección• 

4. Almacenamiento• 

comPonente::;. del rnedio de cul ti~'º 
~- cc1nd i e: i C•nez d1:i i ncub.;~c i 6n 
- duraci6n del Periodo de cultivo 

acl irn.;.to-.ci6n .;,.l frÍ•:i 

- tiPo de cric•Protector 
- m•?zcl.¡., d"' crioProtectores 
- concentra.ci6n del crioProtector 
- dyt~aci6t1 del tt~atamiento 

ternPeratura del tratamiento 
- t•:ixicid¡¡.d del crio::>Pr•:itector 

- teroPer.9.tur?. dE' a.lroacenamiento 
- d•.ir.;..ci6n d'-?l .;ümacen.,,miento 

5. Mltodo de EnfriamiE'nto• 
a) ráPido• - terr1Per-il.t•.ira. de alrnacenamiento 

- d•.lr·"·ción en la temPer.~.tura de almaceharniento 
b) Por Pasos• - n~mero de Pasos 

- temPer-il.turas en cada Pa.::.o 
- ter<1Per?t•Jr<-. finü <o.nt.,.,;. de lle9ar a -196"C 
- d•.lr<1.ci6n del Periodo a -196ºC 

e) Por tasas• - v.¡¡.locida.d d.¡¡. enfriamiento 
- temPeratura final antes de lle9ar a -196"C 
- duración del Periodo a -196"C 

6. Descon9elamiento• 
a) ráPido• - ternPer.¡¡,tura finü 
b) ler1to• - V'.?l•:>cid;,.d d<? ·".umentc• de t ... mPer.~.tLira 

- ternPeratura f ina.l 

7. Cultivo dasPues del tratamiento 

8. Crecirnient.o' 

- cornPonento?s del medio d•? culthJc• 
- c•::tr1dicioni?s d 1? incubac:ión 

- duración d<? la fas.e "la9" ~.nt.es del 
crecimiento 

- resPw?st.« rnc•rfof is.ic•lo9ic;;, 
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1 I. 2. 2. E)(PLArffES 8 IOLOG I COS 

susP en.si ón, embrior1i?S Pr·otoP la:::. tos, a?mbriones, 

e-ndcas.Permo, Ovulc•s, <1.r1tera.s .. • .s.eroi 112'.s- (t<.:i.rth;..,, 1981). 

Oebidc• ~. q1.Je l.~.:s célul.:i.s meris.teíi1.5'.t.ic~1.z :::.on rneni:is diferer1Ci.it.das ~·· 

9enét i c~ment.e más es ta.b 1 e~., e 1 cu 1 ti vc1 in ·~ de rner is. ternos,, ha 

~·ermitido el rl•·•.ntenimiento de ·1<o. e:::.t.<o.bilid•.d genética de i.,_ Pro9.:·nio? 

o:•btenid.i .• Este il.tributo (Ínico hace de le•:::. rn,;,r·ist>?rnc•s los candidatos 

ide<o.l<>S· P.;o.ra. l.,. Preser•.J.~.ción de 9errooPl.~.:::.m.;... El PrinciPa.l ob:;.táculo 

Par«. el Liso de rnerister11os es. su 1 íroit.¿o.da. c<i.P'l.cidad de prof'«.9a.ción 

\ntento f'or 

crioPre:::.E:•r• . ..oa.rlos., se deben e:::.t<i.blecer rr1éto::•dos que ase9uren una al ta 

frecuencia de re9o?ner¿,.ción do? Pl<o.nt.i.s .;. Partir de los exPl."'ntes 

<K<i.rth~., 1985.: Harada. tl Sl.l• 198::>>. 

1!.2. 3. PRECUL TI\10 

El Prer.:•.ütivo de· los rneristernos Ya sea en medio nutritivo solo o en 

mo?dio .i.dicion.l.do con niveles no t(Sxico:s de criof'rotector, ha. demostrado 

:::.er un f<:>.ctor der.:isivo en el incr·emento de l<>. suPervivencia desPués del 

con9ela.roiemtc•. Sin eroba.r9o, los roec:;,.nisroos q1_¡e oPeran p;,.ra lo9rar l.;¡, 

Prc•teccion del material con9eh.dCJ :;;.on desconc•cidos <Ka.rthl)., 1982; 

Di•Jerso:=. a.zuca.res (E:utenl<o il Ü• 1984) .. roe<.nitol qolit.hers. ~· Street., 

1977).. :=.orbit•:.l <Chen .id .¡U, 1984b·,, h.~.n ·:.ido •.A:=.a.d•)S en culti<.,ios como 

-it.9ente::. c1.srf1éit. i cos. q1.Jé d1?creme<nt¿._r1 e 1 t.9.ro~.ño i::e- l tA l .;..r ~ i ncrementari la 

c;.c•brevi• . .ienci.~. °"n el con9ela.roiento. El diro•?ti l SLllfo.•ddo CDMSaJ), otros 

cornP1.~~.:i::.teiz cri0Pr1:itectores o cc1rc1biri~.cic.1r1ei:.=- di? cornPlH?rtos. h,:,.n sidc1 
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p¡,,r.3. dar ro«Yc•r Protecci6n <FinKlé< et !U' 19:35; l<uo Y Lineber9er.• 1985). 

En ocasiones la aclim.,.t..~ci61·'\ al frío, cl~¿~t"1d(:i se C·~loc.:i.n lo:= 

c•.ilti•.)OS a 4 ºe en l.a oscllrida.d .. d;.,. 

sobrevivenci<o .• Se Piensa. •:i.ue dur~.nte este tr.o.t~.roienb:i las o:i~lulas 

Prc•ducen coroPues.tos crioProtectc•res. Y a. ;;s.to se le ha. denominado 

11 h¿..rden i n9 11 
, es de•: ir.• endurec i rn i er1t·~ < t<i..aa Y L i neber9er > 1985) • 

I I. 2. 4, CR I OPROTEC:TOF:ES 

Le. llti 1 iz<i.ción d\? s1.1st<i.ncia.s. ceon ProP iedades crioProtectora.s. ha 

F·errfii tid·~ mantener la. viabilidad celul~.r .;. baj.;.s ternPer.::>.tura.s., eo.l 

minirniza.r lo::. daños . "' . t1s1cos >' Los a.9entes 

Peneot.r<t.ntes >' no Penetrantes. 

II.2.4.1. AOENTES F'EHETRANTES 

Estos compuestos deben entr<1.r <1. h. céli..11 ... Y no debe-n ser tóxicos, 

:.·a. <1.1.1e :s<.> les r<.>'luiere en .3.ltas concentraciones Para Proteser .a 2a· 

célula del daf10 P•:ir con9elarnienteo (MerYma.n, 19?1). 

A la Protecciot1 'lu<? ejercen GOstos a.sentes, se le ha denornina.do 

col ig.¡¡.tiva. Es.tos crioPrc•tect.ores. dis.rninuYen el P1.1nto de fusi6n del 

Esto d'.l. corno rE>sultado 'l1.1e e>(ist.a. a9u.;. t10 con9e:·h.d«. 'l•.h? e::.t¿;'. actu.ando 

encontrarse t.¡¡,nto i ntr.;.ce 1u1 ~.r cornc1 extr.2\CI? 11.~ l .:i.rroent.e r€-duc12r1 l 4. 

Presión osrnotica caus.ada Por la con9e-l ación e>:tr.;..ce-l~ilar <Mi 11 i«rris, 
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1983.; FinKle .fil¡ g, 19:35). 

L«. sobreo.•ivencio.. de las células Prote9idas. di? e>stq, manera no 

dePende de t.;..s.~.s e::PecÍfíc.~.s de con9el.a.mit?r1to Y des1=or19el~mientc1, ~ .. · 

Puedl?n s.er toli?r<o.da.s la.s t.a.s.as ro•.e lenta.,;. (~Jilliaros, 1983). La 

teroPer.o.t•.Jr.¡¡, Pre<.,ia. a l.:.. inr1\o0'1'si6n er-1 HL está en un inter<)a.lo entre . -J.i<1 

~·' -613°G (Me Gann.• 1978). 

. Entre> los a9entes. Penet.ra.ntes s.e ha.n L1t.i 1 iza.de•' 

di•,•ers•::is 91 i•=oles ~· DMS;O. 

etanol, 

El 9licerol P~.re•=e s.er el roa'.s <o.de>c•.1<>.do Ya. <t.ue Para. rnuch.¡¡,,;;. o&sPecies 

no e:•s tó>.:ico t-n alt.~.s coh•=entr.~.cione;: ... sitt embar9o, s•J Perme¿¡.bilid~.d e:::. 

Pobre Y re<Luiet'e de cuidados. dur;,.nte sL1 intrc•dw::ci6n Y elirninacic•n Para. 

e• . .Jitar choques 1:i::.rn1:1tico::.J a.sí cortlo tiemPos 1.:i.r91:1:s de i:oxPosi•=iOn :;.J 

ternPera.t.ur~.s de adi•=ión cerc¿..na.s ~. 2c1·c. E::.t.o ::.e- a.Plica a. t.odc•.:::. los. 

comPi.~estos q1,.H? F't'n6'ti· .Eo.i~. L:,nt.::-.ment'?.. (Fir1Kle ~ u.. 15'85). 

I l. 2. 4. 2. AGEMTES MO PEMETRAMTES; 

Por 10 9ene>r.?.l son comPL1est•:is de il.lto Pes.o rnolecular <t.•.Je no entran 

<o. la cé\Lil:a Por lo <!.•.Je su acción Prc•tectora se d;;.. e>xtracelularm-=nte. 

91?ne>r<i. l mento? 

re><Lu: l?re>n de> tasas m$.s ráP idas de enfri<o.rniento Y cal<:nt.a.rnie>nto p¡¡_r.3. 

confe>r' r Protección (Me>r~··rnan, 1971; Mer·~··man tl tl' 1977). 

Esto,;;. a9F>nt.e,;;. "e>>~Priff1en" osr(lotic:ar11ent1? el a9ua de l<o.$ células 

durante> l¿.,s fase>s inici.des de congelamiento .3. t.;.rnPe>r->.tur:..s er1tre -10 y 

-2(1ºC c1...1and:..i es.tos .3.dit..i1.)os ~.ei •.)1~~elt..Jer1 más cc1ncer1tr.:i.do.s. en la.s re9ic•ries. 

intervalo crucial 

:::.obre ~l 1=Lrn.l 1~ te.·rnPeir~.tur.3. d+?bFZ• :::.er contr1::ilada. Fu·~dc .. est¿..r er1t.rei -5 '.'.-' 

-20 ºe, Y l.¡.. '-"><Perienci.3. indic.~ <!.•.Je 1.in enfri<•.rni.;.nt..::i lento abq,;jo de -20 
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ºe PltE•de cor1trib1.Jir sc•lamente ;,. un d.¡,fio osm6tico a.dicional a l<.>.s 

c.?l•..1b.::. (ME>rYrn.an et <>.l, 1977; Me Gann.• 1978.: Chen. 1984<>.). 

Entre los cric0P1-otectores actú<o.n e>~t.race l lt 1 arrnente se 

encuentr.u1 la saca.rosa, 9luco; .. ;¡,, l«.c:tosa, mani tol, sorbi t.ol .. Prol in¿o. Y 

<1.l9lmos Pol {meros como el P"IP (Pol ivini lP irrol idona) .. 

(hidroxietil almid6n) <MerYman, 1971; Chen, 1984a>. 

dextr~.n Y HES 

Cuando se h<'.bló de los cric•Prot.ectc•res P<:>net.rantes se hizo m6'nc:i6ro 

del modo d;;. Pl'•:>tecci6n coli9¿o.ti<J<1 .• Se ha d;;.tect.ado tambH;n lm rr1ecanisrno 

de P rot.ecc l. Ón Por con9e h.m i ento c i n8t i co el Clta 1 aP rc•vecha el modo de 

<>.cción de los .~.9entes Penetr.¡..ntes '.>" ne• Pe1wtrante;;. 

E>:isten dos ch.ses de d<>.ño Pc•r con9elaroient.o, 1) ci ... ñc• f is.ico<tldrnico 

o Por concentración, >' 2) 

rnecáriico.; sin ernbar9o.· ambos son dePendientes de un s6lo Par$.rnetrco1 la 

deshidra.tac:ión. 

Demasiada deshidrataci6n, corno resulta.do dei con9;¡.l~.r.-.io?nto lento, 

d«ña la o::l?lul<1,, Pos.iblemente Pc0r el .¡,urr1ent.o en le. concent.r.!l.ción do? 

sa.les, Pérdida del a9lla estructural >' ltna excesiva ri:•duccion del 

volumen celular, Poca deshidrat.aci6n, resltl t.ado del •=on9elarniento 

r·aPido, Produce la formación de hi,¡¡olo int.r.¡o.co?h1lar >' da.ñc• c«usado Por 

la dL:;.torciÓn d,¡¡. las. estructuras intracelul«res o Por h. ruPhtra f(s.ica 

deo 1 a mer1\bra.na c&- lt.1 l <i.r cc•roo cons.ecuenc i a de lm 1 e:~ de i ncreroo?nto en e 1 

vol uo1en de 1 a.91..ia con9e l ad<i.. <Ch en, 19:34 b). 

Par." escaP ... r al daño, •..1na cé'l1..ila no debe es.t.ar· s.•..1ú;.t~. a dero.~.si.!t.da. 

deshidrataciein .;,.un<tue loz coroP1.1o:stos celul;,res deb<?n e::.t ... r lo:> 

suf icienternente conc€•ntra.dos Pa.ra Prevenir el de:;.arrol lo de hie•lo a. 1.1n 



24 

9rado dañino, mediante la di::.roit'1LlciÓn del PUt"1t•) oje fu;:,ion del <!.9ll«. 

1. Los. c:rioProt,,.ct.ores que Peme~ran reducen h deshidratación 

•=elular inducid" Por el a.ume-nto de l.:< concentr<>.cic•n deo si\les <tn ol 

medie• ext,,.rno durante el con9el~.mientc•, Adeo·,;.;'.s- de Pr,,.s¡¡.ntar efecto::. 

col i9ath,o::.. 

2.Los crir.:•Prot¡¡.ct.ores que ne• PE·netr.¡.,n reduc•?n el a9Lla intrace-lular, 

e:=. de•= ir .. e'llli l ibr.~n la acción d>: los c1:ioP1··ot.;ct.oroz 'lllO sí p..,n,..tr?.n. 

Ademas también Pre:: . .,.nt«.n ProPieda.d6's coli>iativas. >'a <!.lle reducen la tasa 

de cris.t3.lización o:?xt.r3.celLil.~r, ~' Por ende, r>?dlicen también la tasa de 

<o.wnentc• en l <o. concent.r3.c i 'ón cie sal es. 

Se obt:iene a.sí w1 sistema '.?n el cLial la deshidrat.ació11 celular ~s 

Sllf icient.e Para red1~cir el ir1ter~·alo inicial de cris.tal izacic•n.• Pero no 

tan el.;¡ov.,.,da coroo Parao. desor9anizar lao.s .;st.rL1cturas celt..1lao.r<?s o como 

Para no Poder disolve•r h.s sust.:o.ncias tóxicas. •:Chen .S:S. al, 1::.84a), 

La vent.a.Ja del con9elaroiento cinético comP0t.rado con el 

con9elamiento coli9ativo, es Únicamente la nEi'cesid<!.d de una menor 

concentracion de crioProtector. 

El con9elamiento col i9ativo tieone< la ventiJ.Ja de <1.ue l¡¡.s. t.u.as deo 

enfri«mie•nto V descon9elamiento son menos 6'Xi9entes, el alrn<o.c,..nar~iento 

PLU;•dEi' ser a temPeraturas de -80 •e O mas al tas, Unao. fal h. er1 el Prc1c,¡¡.so 

de con9ehmiento 110 causa catástrofes, >·' el Porcenta;ie de sobr,¡¡.vi•...o,..nci11. 

de las c~lulao.s ,¡¡.s frecu¡mtomonte rn~.:s. «.lto. L<o. d&s;v•mta . .i-~. es que se 

necesit..0<.n cor1centracion.¡¡.s alt.«s de crioProtectr.:or. Esto limit.,., ao. 

est:<::o9'71r solut.o:=. no t6;<icos corno el 9licerol el cual .. debido «. su lenta 

difLisi6n a tra~.oés de la rneombr.~.na, Pres.;ntc. 

pr,¡\'•::tic:o:; .. (Mer:vmat1 >' Milli<i.rns, 19Et5), 

obst.~culos 
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I!.2.4.3. TOXICIDAD DEL LOS CRIOPROTECTORES 

Se ha rePortado ciert.o 9rado de toxicidad Por la simP le <>.dici6n Y 

el imin.~.ción de los crioPr·otect.ores, aÚro sin someter los exP lantes <1.l 

cc•n9elarnientc• .. o bién después dP. un Periodo de creci111iento ero medio de 

·Lo.. to>dcidad s.e ro.~nifiest.«. en v;...rios 9rados, des.de la mliert.e del 

exP lante h<>.s.t.a la mc:•dif icación en la resPuesta morfo9énica de h.s 

célula:;. en cultivo. Ei:;t.o Pllede ser debido a. •J«.rios fact.ores.. entre ,, 
ellos• D Efectos osmóticos, 2> Efc·ctos de solvent.e > .. 3) Efectos del 

cornPllestc• es.Pec{fico. Debe tenerse esPecial ClüdC".do Para saber si los 

efecto::. observ.~.dos son debidos '-'.l comPuesto i?sPecí"f ic.o en sí, más que a 

h.s imPurezas que contiene. (FinKle tl '11• 1985). 

La citotoxicida.d d"' los crioProt.ectores est.~ es flmción de su 

naturalez<>. qli{mica .• la concentración a h. cual se encu,;intr.,., >' el 

tiemPo de exPosidón al Cli<>.l se somete el exP lante <Ka:rtha, 1985). La 

resPuesta a estos factores. dePender~ '!:!el $rado de sensibi l id<".d de la 

esPecie en estudio así como del tiPo de e>:Plant"? ernPleado. 

Los. efectos citotóxicos Pueden P res.ent.<1.rse aún 

concentraciones cuando los tiemPos de 9XPosición son Prolc•n9.l'.dos.· De 

auerdo con esto, dEibe encontrarse h. cc•ncentración Y tiemPo de 

,..xP,osición ÓPtimos del crioProtector, asf como el mefor m€:tod•:. d.;; 

aP l icación >' el imin.aciÓn del mismo. (Kart.ha, 1985). 
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II.2.4.4. ADICIOM Y ELIMHIACION DEL CRIOPROTECTOR. 

La de l«s s.us-tancia.s c:rioProtec:toras. 

esPeci.¡¡.lmente aq1.iel l.¡¡.s <tue P>?netr'a.n lent<o.mente al interior •:elular, o 

no Penetran.• .ilH?9;;.n un P;...Pel c•shc•tic:c• ;;.l ;;.tr;...er <?l a9Lla hac:i« el 

•?xter i or :>"' Provocar 1 a P l .~.smó l is is. Es.to h."- .;,. tom«r 

Prec:auc:iones er1 la. adición de los cric•Protect.ores., c:uYa c:onc:ent.rac:i6n 

es aument<o.d;... 9radu.~.lmente P<o.ra d«r tiemF"::i a. q1.1e Penetrer1 <i.l interior 

celular sin Producir' daño os.fi1otico. (Fin1<:le cl ;U, 1985), 

Debido a los efectos tóxicos que los crioProtectores Pueden tener 

s.obre el crec:imientc• d.? los e>(P h.nt.es, frecuent..emente s.e les di lu>'e o 

•?l imitH. desPués del descon9elamiento (f<arth.a, 1985). Para evitar 

cho<tLl>?s. osmóticos. se r>?comiend« la dihición 9ra.dL1a.l con rM~dio deo 

CL1lti~"º lí'<tuido ::-iti •:l'ioProte•:t.or (f<<l.rth.,,, 1981), 

La t.emPeratura de adición >' eliminación de los crioProte-c:tores 

Puede también .~.fectar la. s•:•bre-<,•ivencia >'/o la est.r1-1ctura celular, Por 

lo "l.Lle debe ser eo,,•<o.luada erriPÍricamente P&.ra cad&. esPec:ie <FinKle ~ u, 
1985). Por lo '.:lenor~l ol OMSO se .:i.dicion0o. ·'- O º C , ... '1.u& P&neti--.-.. 

raP idarnente )1 además es toxico.: >' los crioProtec:tc•res "l.Ue difunden 

lent.amente como l<>. 9lucosa Y el 9lic:eroL soti a.dicior1ados a 20ºC. 

II.2.4.5. GEMERALIOAOES SOBRE EL GLICEROL 

En 1949, Pol9e, Smith Y PraKes C:Maurer, 1978) en·1Plearon Por Primer.a 

vez el 91 i cero l Para con9e 1 ar esP erroa tozo i des. de bovino, Para obtG<ner 

Protección contra. >?l c~.usa.do Por el de 

El 9lic:erol <C_,H,(OH> 1 > tiene Lm PLmtc• de ebullic:i6n de 29•'.l"C ~· es 

cons i d.;.r.~d•:> lm co1Y1P lie:=. t•:• fuertemente e 1 ectrone9.o. t, i vo por p r.;r::;.entar 
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9rL.1Pos hmciona.les OH. 

De todc•s lc•s •=rioProt,;ctores qus- se ha.n ProPuesto, el 91 icerol es 

o:-1 rn<o.s P<-.ro:-c:ido "·l .~.9u.3. e-n :=.u h"'.bi lidad Pa.r.~. f1\antener l«s fuerzas 

hidrc1f6bicéc.s. '=lt~e s.c1n e::.i;.ncia.les Para 1-:i. cc1nforrnlt.ci6r1 terci.;,.ria >" 

•=•.n.tei-nari.~. de h.s rn.-.cron1ol;f,c:L<l·"-~· ~· l.~. e::.t«.bi l id«.d do:- las bicaP.;o.s de l.?. 

membr«na. L.¡.. er1e-r9Í« de s•JF•erficie deo :2.olucior1e-;;. de 9licerol t«.rribién es 

•=omPar.~.ble con l<>. del <-.9u.r..; es.ta ProPiedad es iM·ortanl:."' Par... l.?. 

i nte9ri d.;,.d de la rúembt'ana ü1er>'H1a.n ~· ~Ji 11i~.ros .. 19E:5:>. 

Entre los 'J.3.rios c:oriiPuest·~:a. "l.ue se PW?den emPlear en la 

cr·ioProtecc:iéin artificia.l.. el 9licerol P<o.r"'c'" ocuPar Ln-1a. Posiciór1 

r1-i•)il>?9i.B.da. d>?bid·~ .>. la ausenci~. de toxic:id.;..d e-n .'!.!tas c:oncenl;.raciones 

en 1~>c.ri3.:=. e.•s.F'eci€-s <Mer'.>·'rnan ~_, Milli.a.rnsJ 1985). 

La ba,ia. toxi•=ida.d del glicerol est:;. b.¡¡.sad;.. en much<i.s obse1'•J<t.o:iones 

de in:=.ectos '1.Lte lo sintct.iz~.n <o.lta:=. concentr.-.c i C•n0<s c:or110 

•=rioProtector natural. El 0<jemP l·~ m~=· sobresal i<:·nte l?S el r..-Porta.do en 

un es.car.~.bajo de Al<i.sl<a <Pt.erostichus bret.>icornis) "l.1.10< ..-labora 9lic:erol 

.;,. Lm-'. concontr.?.ci6n de tod•J &l \::uerPo cercana a 2.5 M Y que no es;. 

d:i,f'l.11.do dura.rite rrieses:. de conS!elaroiento ... -40 ºC, t.•:mPerBtL1ra a la cL1<1,l 

del.:iG' existir Lm e~~c;:::;o de concentr<>.c i ón de 6 M < Mer>'man, 1971). 

Ounal iS'lla., lm -:i.19<>. "l.ue crece en el Ma.r· ~1Liertc... Puede si11t&ti:Z<l.r 

91 icerol Y ;..lcanzar cor1centraciones del orden de 4 M como una defens.~. 

contra. el medio sa.linc.. De- e:=.ta forma. el 9licerol hmciona como 

Proteoctor osmótico contra. la deshidra.t.~.ción (Men·m.¡o.n >' Wi ll ian,s, · 19E:5). 

A Pes.~.r de l~. ·toler.;.nci.;., a.l 9licerol "!.lle m1.1est.ran al9Ltnos insectos 

la exPeriencia con otros tiPos 

celulares ha mostr.;,.do que el 9licer·ol sí es t.6>::icc0 , Por lo <tue haY qw;• 

t.oma.r •?t1 cL1•mt.;,. <t•;e no tcu;l.~.s las e:H•ecies rePonden i::iual a las r~isma.s 
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cc•ndicionE-s., ~·· efectua.r Pr1.;<?t:'"·"'· de toxicida.d. Esto.a. estLidios de 

toxicid<>.d deben incl•.lir form.~.s c1.ddados.as de .;.dición Y elirilinacii5n P¡¡.r.;.. 

El PrinciPa..l 

.;.. l 9r~.d i ente o:;.rnót i •::o .:t.r1t.es -=tue el 9lici::•ro1 F' t~ed.3. ent.r.:..r. Puede ocurrir 

entonces un dai'10 hiPerc•s.mótico. Dur<i.nte l.;.. E'l iroinaciiSn dE'l 91 ic..:•r·ol el 

volu111er1 celul<o.r >' ocurre da.Pie• Por lisis. hiPot6nicil .• Esto últirnc• no se 

lisis. CMerYman Y Williams. 1985) 

Me. Gann 097:3) indicó que la Perme«bi l ida.d de l<i.s cehil.¡..s de 

<>.nirnales al 91 icerol es muY b<1,ja a o•c >' al ta .;. 2o•c, Por lo <we sE' 

Pu e de ·~ti l izar como a.9ente P en<?trante o no P enetr,;,.nte resP eci;. i < .. •a.mente. 

H1.mt.er en 1970 de:=.cribi6 et·1 eritrocit•::is de P.~.loma, <1.ue el 

rr10•,,1iHd.;onto del 91 i1;erol a tr-7.v&s. de sll m<:rnbrana, es. d.;obido a un 

mecanismo de diftisión facilit.;.d.;. Y no de difusión simPle, es decir, "l•Je 

existe 1.m sis terne. acc.rre,;,.dor E-n 1 a mE-mbr¡..n¿.,, lo cu.;.. l exP l i ca su amP l i a 

del 91icero1 con 1 a ternP era tura ( MerYma.n, 1971 ) • 

•::i m.:i.s. 

Debido al cuidado que deb& teners.e en la introducci6n Y r·emociSn 
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r<1inutos.. Pa.r.:<. alc:ar1za.r w1a. c:onc:entr«•=i 6n suf icienternente• al ta Para 

c•bt;;;ner 1.m buen result.•.dc• cor1tra el d~.ño Por con9elamiento. <H:r>'r11an :.-· 

~li 11 i.,.rr1::., 19E:5). Sin erí1t•argc, SI? sabe que el 91 ic:erc•l po;¡·netr."< PC•CO «. 1<1.s. 

puede recurrir a aumentar los tiemPos de exPosici6n al crioProtec:tor 

(lürth.,,, 198(1; FinKle et~" 19:~5> .. o utiliz.arsele corno crioProt•¡¡ct.or 

.;i;;~t.err10. 

I I. 2. 5. METOOOS DE EHFR IAM I Et'lTO Y DESCot40ELfiMI EHTO 

I I. 2. 5. 1. TEMPERATUl<:A DE ALMACEHRM I EHTO 

Cuando h. Prot>?cción contra el con9el<o.rni-=-nto es c:olisiativa, e::. 

d>?•:ir. so;> emPlean altas conc-=-ntr.>.ciones del cr ioPrc•tec:tor P<o.r;.. 

dis.rninuir el Pf, los ;:r·itrocitos d"' hur11<i.no::., Por ej>?ruPlo,. :;.or1 es.ta.bles 

dlira.nte años a. -60°C c1_¡.;o.ndo s.e les con9ela con lma c:onc:entr.!!.c:ion 

inicial de 5.5 molal de 9licerol. 

La duración d,¡¡l almac:enarítiento zin <tue ca.u~.e da.fíe• a. lc•s exPl.o.ntes 

-110 

co.P rc•x i madaroente" deb& ser determ i n¡¡,da e•rnP { r i carner1te. Las reacciones 

rnet;;..b61 ic:<1s P1.iedet1 todav{a contin•.1ar a t.~.s.,.s. muY lentas, Y con10 l;;..s 

c5lulas est.in exPuestas a una soluci6n salina hiPerosm6tica. el influJo 

lento de s.011.itos e>(tr<o.celub.re8. Put-d<? •= ... us.;.,r ·:i.1.ie las c:Glul.¡.,z d'.l' 

<'.rtim•.les. s.&an OSffiÓtica.mo:?nte ir1E'Stabl&S durante> .;.l dE•.SC:Ort9el&lftient.o. 

El a.lm ... cenami>?ntc• en t·lL (-196ºC> C• &n l•. f.,,se d(:' "'·~Pc•r s.c.bre .;:-1 ML 

(cerca da -120 ºC), debe conferir esencialmente una 

indefinida en la conservaciSn. 

Una. g.1,¡~.Pensi6n celuh.r con9el;;..da Pc•r G•l modo c:in.:::t.ic:o 
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111.:·taestable Y debe $er .a1m.ac0n.o.d-~ a •.m.~. temPera.h1r-?. suf icii;ontemente 

ba3a Para Prevenir la redistrit~ci5n del a9ua. Esto si9nifica que Para 

el ;.¡,lr1l·:i.cen~~r1lient.•::. Prolc1ng.;.,do l.::..s ternf'er¡..t.1..~ra.s deben t?star .:..b.:. .. )1:.i de -12'-3 

•e, en t-~L o sus 1.;.;i,Pore:=. (M12r~~'r'1~.n ~·· ~·-li 11 i.:i.rns.. 19:::5). 

111 .;.na l izar los e•Jentos f i :;;. i •:•:.qu Ím i c•::.s. ·=tue oc1.1rren d•.irante el 

cor19eilamient.o .. Pi:•demo:;. t.Jer ·=tue t...tn1:1 deo los Puntos. críticos Pari>. el 

rnantenirniento de 1.:i. 1..Ji.~.bilid.:..d .. es l.;.. forrn-~ en l.;.. 1=uc.l se 1,,iei.n enfri~ndo 

la.::. 1í1ue;;tras biol5gic<i.s .• Exis.ten <)<o.rio::. r11i?todo.=., lo::. c1.1ales. s.e e>:Plica.n 

II.2.5.2, Et-lFRIAMIEMTO RAPIOO 

Las ta.sa.s de enfriaroientc• imPuest.a.s dur··¿..r,te el c:c1r19el.;i.rtdi:r1to r$'.Pid.::1 

son del orden de ')a.rios 9t'a.d•::is Por minuto Y frecuent.ernent.;, ne• existe 

control E>n la t.<>.s.<>. a la. cua.l l¡¡.::. célul.i.::. ::.c•n con9el<o.d;,.s. 85.sica.rnent.e, 

los exP i.,,ntes son 1 le•Jados d ire•=tar.•c·nte h ,_,,.t... la to?rnP er.•.t.lff·a dE> l ML. 

Este método :=.E> ba.sa. en el rneca.nisr11c• de LuYE>t q1.ie s1.~9iere <tu<? la. 

•.)i.>.bi lidad P1.~ede set' rnanti?nid.t< a.l Prevenir el cro?cirniE>nt.c• de crist.alE>s 

de hielo intracelL1lar forma.dos dut'a.ntE> el enfría.miento rS.Pido. Este> se 

lo9r.;.. cuando se Pas<o. el te.i ido r~.P ida.merite:• a t.ra.•"•és d•? la :zc•n.a de 

t.emP.:•rat1.1ra. en la. cual ocurre el crecir11ientc. de cri::.tales de hielo 

l<.>tales. 

En la roa.Yor!a. de l·~:=. e.ierr1F'lC•S de enfri<i.mient.eo raPido, la. •.Ji<o.bilid~.d 

de los meristemos 1=ri0Preserl.).~.do:a. no e:=. rn1...i;.·· .~.lta. '.:-' ha sido demo:=.tr.:i.dc1 

quei una. me.jc+r :.Sot1rei....1i 1 ... 1era1=i.,. Pt.h?de ::.er obtenidit. Pcir cc•t19 .. ::;il¿.i.fílíent..o lento. 

(J(.~.rth<>., 1985). 
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I l. 2. 5. 3. E~4FF~ !AMI E~HO POF: P1=tSOS 

si~:~ner~.1.lms~r1te .::. -:30 o -40ºC .. ~·· s~ le dej.;,, .: •. hí i=·or 1.n-1 Periodo de ti.;omPc 

1::•ncontr -~.di:• emi:· Írii=c.rneni:.e .. Pür··lo 9ener.;i.J. d•? lü c1 15 rtiir11.~tos ... de:=.Pui?s de-

lo cual se 11~ transfiere a NL. (Ver· fig 3). 

La Protecci5n del ·con9el~wiento Por dos Pasos ha sido atribuida a 

en el cual se mantiene constarite, de m~nera que se minimize o evite el 

cc•n9e l .~.mi en to i ntr.:i.•=e 1 u l .:i.r d1.w·.~.r1t.e un ettf r i .E\rn i er1to s.1.~bs:.ec1.h::-nte a -196 

ºC. L¿.. ocurrenci«. del con9el ;.r11ient.r.:o int.ra.celul«.r «. la ternPera.t•~r~. 

cot1::::.t.:1.nte .. di:·f ine l~. t..:irf1Pi:?r.~.tur.~ rn~.s b.;. ... i.:i. l Ímí te P-z..r.9. el us1:> de esta 

t¡cnica <Me Gan1~~ 1978). 

Una curv.:i. t Í P i C-3. de e-nf r i ;_f,) i enti::i Por dos P ¿.,so:.:. es. l .:c. '4.t..~e s.e m1~J?s tra 

et1 l¿.. f i91.~r~. :3. 

K<o.rt.ha ( 19:32), rePr.:orta <?l uso de 1.m ·núr11ero rn.~Yor de P«.Sc•s: la. 

m1.H?::. tr.?. se va. cr.:on9e l a.nd•:i Por •= i ert.os Peric•dos teroP er.;.. t.1.ir<>.s 

se- le 

transfiere a NL directamente. 

II.2.5.4. ENFRIAMIENTO POR TASAS 

Las célula.s :;.ot1 enfría.das cot\ t .. ?.:=.as de enfria.roient•:i iSPtimas hast.<1. 

l le9ar a -30 o -40"C, '?n donde tcida. el ~.91..l<i. cr.:on9el«ble de la céli.1la. h;,,. 

l?SC.ri.P~.do P;...r.:i. con(,1Ett~·tir2.e •?n hielo ~:::d:.!!•rr10. De .,.'=t.uÍ las célt~l.:..s sot·1 

lo cu.::.. l no 

Si la tasa es demasiado lenta, las el!, l u l ?.~ .. • 
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Fig 4. \fari~.cufr, de l.;,. t.emPer<:<.t.L1r<i. en fílll•~str-<<S c:ori un<i. veloc:id•.d 
de enfriamiento Por tasas. <Modificado de Reinert Y 8aJaJ, 1977>. 
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::.obredeshidr.~tad<1.s, · est.;..rán e>;Puest;;.s "'· los ef.:c:tos d . .,i'\inos del a.umentc• 

<?n la c:oric:entracion de electrc•lit.os. Pot·· el otro lado, si 

rn~z ráP ida q1..h? el .:iPtimo.. l.~s 1:él•..tl-~s t1•-' ser¡:.n lo ::.uf icient.emente 

de;;.hidra.tado.s. >·' oclu-ririi: l.;. forro.;.ción de hielo intr.;.cehil«r. 

de enf r i .~rn i entc1 9eneralfl\ent.e Para la 

c:rioPreservaciÓro de células. de P l<o.nt-".=· se enclient.r<1.n en un esPacic• 

i::r1t.re (1.5 ::.. .. 2.oºc Por rnint~t.o .. ~) d¿..n r11uchc1 rnt?jores re.:.ultados o::t.ue el 

enf-ri.o.r,;ient.c• r:.'i.f'ido e• Por f'a::.os. (f'.a.rtha, 19:0:5; M<!.ztir .. 1966). 

P~.r;,_ obtent:?r rna'.l--'or Gx.iteiJ el cor-1Selarnient.o Por tasas lentas se 

~.cc1ífip.;t.ñ~. derl 1..~s.c1 de crioProt.ect.c•ri?s e>~ternos. e internos. '.>-' sus ml?:Z:Cl.Qi..S. 

II.2.5.5. EQIJ I PO::> DE EMFR IAM I EtHO 

E.w.ist..:-r. vo.rio=- tiros di:- crióstatos '.;' urtidades de con9elamiento con 

los ct•~.le:=. se Pued<:;m obtener tas;...s de e11friarnient.o entre 0. 1 Y 10 

"Clr11in.• con a.;»'l-ld-~ de s-ist.em.~s cornPu:t~.rizados. 

Eviste en el roerc<>.do -~ma unid>.>.d cu>'o fun•=ic•n.~ mhmt.o Puede servir 

corno b.;,.se P<i.r<.o. desarrollar un <?'~uiP•:• de e•nfri.:i.mient.o de ba.Jo co:.to en 

el l;...bor-.;,.torio de Clilti~"º de Te.iiclos Ve9et.~les. 

Esta lmidad (fi9 5 R,F) 5.e 0Pe1-.;,. rr1<i.nualr11ente, » los rnateri-~les 

bio:•lo9iccs Pueden ser con9el.r..d•::>s a l.o. t.¡..sa de .;-nfriami<.•nt.o d&sE:ada. 

Est.l. tasa de enfriarniento está determin<i.da Pc•r el nÚmEiro de tubos o 

~.rnPoll"?tas (fi9 5E) >' la dist<o.nci.;,. s•::ibre el niv•?l del t-IL, o.ue es 

deternnrtada Por la Pc•sic:ión del ;millo de 9orna del t.aPÓn BF-6 (fi9 SF). 

Des.Pul?:;;. del •=on9elarnient.o c:ot1t.rol;...do, las .. ;..rnPol let..3.5 =·•'n coloc.;,d<>.s en 

cont;;;,-,;¡.dc•r>?s (fig 5C) d;;. l;i. unida.d de c:on9•:laroi&nt.o. C•:on este ~.Par.;,.to 

=:.e Pt;ed~n cor19el~.r 8 ,:.,rnr;·ol l12t..~.==· .a.l iliisrno tieornP•:t. 



e 

Fis 5A-F. Unid<i.d de 
<Torn.;¡,do de· Ri;-inert Y 8."'j.,_,;, 

conselarnientc• LR-33 Biolosiq.l Freezer-6 
1977). (Pa.ra la descriPciÓn ver el texto). 
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II.2.5.6. OESCONOELAMIENTO 

Existen dos formc.s de des.con9el.oorniento: a t<:<sas lenta:=., Cl1ando SH? 

deja 'llle lQs e:x:P la.ntes <:<lca.ncen la. temPer«t~1ra <:<rnbienteo; >'·a una. t.~s.o. 

ráPida .. llev".ndo lc•s e>:Pl-~.ntes "· 40°C: en un bai'io marÍi!. Por o 2 

mim1t.os (K¡..rtha.. 19é:2). El Proceso r~.P ido tieno: corno f Ít)al idad evi t.;;.r 

la recrista.lización >-º Por tantc•.. el daf-10 rnecár1ico. La exPeriencia 

muestra 'lueo ;;.ste Últin-10 método •:h mejore:=. result«dos. 

La tasa de c.;o.lent;:..miento v.;..rÍ.;,. s.i el b.;..ño se a9it« o no. Por 

e,iemPlo c~1ando una m•..aest.ra es l lev.".d"' desde la temPeratltra del NL hast.,.._ 

37°C en lm baño sin <i'.9iti!.r la ta.sa es de 350 °C/min >" \i'n un baño 

"v•i9orosamente .;.,git.a.do la tasa es de 64o•c,"min (M•= Ga.nn .. 1978). 

II.2.6. PRUEBAS DE \IIABIL.IOAO Y CRECIMIENTO. 

La siembra. >' recuPeraciot) del crecünent.o es el li1.,.Jot' mStcdo P~.r·~. 

determinar la viabilidad de los exPh.r1t.es ... ~'a 'lue Permit.e saber si hubo 

cambios 9enéticos o morfo9enE-ticos en el rnaterb.l t.r.;o.t<o.do, adem'ás de 

indicar si sobrevivieron al Procese• d., criorr~·sert,,•<o.ciC.n. 
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I I. 3.1. DESCRIPC:IOtl BOTAt-lICA DE f1l.l.ll!m ¡¡.g.tiv1-mi L 

esPecies dis.trib•..iid¡¡,s en -=-1 he·rois.f&rio nc•rte, muchas nativas de 

norteam!?ri•:<>.; con 1..in fuerte olor característic•:o , al9Lmas se cultivan 

Para aPrc•Ve•:hars.e corno hortal iz;;.s o cc•rr10 ornaroent.ales, Son Pl«ntas 

'"°:sc;;.mosas, l.l\ m,)."or!i con hoj."<:s sub-basa.les o r .. ¡.,dicales Únicarnente, las 

CLl«les al i9Llal que el esc;;.F·o son fistulc•sas o hLiecas ... con blilbo!!. 

tunicados; flores peqL1eñas en umbel.;..s. t.erri\inaleo:s.• Poc~.s o n•;m-=-~os.¡i.s, 

'l1-1e emer9en de c;;. l i P tr<>.$ es.c:<>.r i o:s;;.:s 'lue son d<? 

bl~.nc<o.s, verdosas, amari 11;;.:s, rosas. •:• PÚrPuras., con· 6 se9met~tos 

del Perianto.: Pis ti lo con •.m ovario s.úPero de tres c<o.v i dades i 

del9ado >' ent..<?ro o con un &sti9ma trí'f ideo.: &l frut.o es. lltH. 

estilo 
• ! 

Pe~U&th, 

L"< e:.pecie fil.li.u¡¡¡ "-Ü·i"•uro L. es una hiE-rba eorect?-1 de 30 a 60 ero de 

;.<.l t.01 con rafees adventic:i<>.s suPerf ici.¡¡,les. Lc•s bL1lbos se c:omPonen de 

un tallo circular, escamas del9a.d.~.s >' S'i?cas las cuales;. son l.;o, ba¡.e de 

brotes a>dlares. de h.s hojás más j6vene$ do?l follaJe. Los. di&nte:;. est..S.n 

'n.ina Prot.'.l'ctora ci l !ndric.;.., LW1a v~.ina forrn~.d;... Por Llna. s•::il« he J.;,. de 

·>.lrn<o.cenamiento en9ro:;.¡.,.;fa ~· Lm brote central Pe'lw?fio. ::O;i se Pl.;,,nt.<>.ti 

ProdL1ce un Único dient<:> :;;ól ido conocid•::i corno r•?d•:•ndo, 
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El limbo de la hoja es lineal~ li$.O~ s6lido, de 2.5 cm o m~nos de 

.:..nch1::i .. ~.e d·:ibl.:i. lon9it.1Adin:..lmer1t..e.· con '=t•.Ailla en st~ ss..~i:·erficie m!i:s 

b~d~).. 

Al91..tno::. dientes no Producer1 inflore-scen·=ic.s.. o 6-::.t.~.s Pueder1 ser 

P.;..rcialment.e o no del tcuj1::i Pri:1'./ect.;i.d~.s. Cu¡.i.r,do si? Prodi...ice .. e.s. 1..~n e:;.c.:i..~·o 

1 is;o, r->?dondo .. s•Sl ido. enrollado ·•.l PriciP io.: esPa.t.a rnernbranosa., P iclida 

~ lo l.;.rgo, her1did.;r. sobre un l.:i.d•::i.· ::.> '=1.1.Je Perm.;..,nece 1..~nid~. a l.~ tH1'bela. 

. Se Preid1...1cen bulbi l lc:is Pe·=t.uef11:i:=. en la inflorescencia; flores¡., 

Flores ero PedicE·lc•s. del9.1<dos; P.:¡•ria.nto de 

L.:i.s. ::.emi l las si:.::. Pre:.enta.n r.:-.r.a.rnerate .. si es "lue .;..19UtH. vez .. son 

P rod•~c i d-3.S. ( Purse91 o•,Je, 1975) • 

Il.3. 2. CLASIFICACION 

Anter i orrnent.e se c 1 a.si f i ca.toa. a El.l..l.lllli! "·?·t. ü.owo L. en la farnilia 

Arn.0<r>'l l id.0<ce.a.e <Hutchinson, 1959::0, Pero Cron<tuist. < 1981) la e la.si f ic.;, 

en la familia Liliace~, <tueda.ndo su clasi f ic.-..ci6n COrl!O 

<Cron"l•~ist, 19:31) • 

Reino l/e9etal 

División Ma.9n<:)l ioPh~'t.a 

Clase LilioPsidae 

Subclase Liliid.;..e 

Orden Li l ia.les 

Farnilia Liliaceae 

Oénero f!l l iurro 

EsPe•=ie Al l ium s .. ~.t.io.,ouro L. 
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1I. 3. 3, ORIGEN Y OISTRIBUCION 

El afo h1. s. ido conocido soh.m¡¡.nte come;. ~ma P h.nt:;o. cul t.iv1.da. 

AlSJunas ~.utoridades c:onsidera.n <i.ue BWlJm lon;;Hcu1p is Re91il'l, <i.uot &s 

end,mico del Asia Central, es. el ancestro silvestre. Se extendi6 en 

tiemPos remotos hac:h. h. ro;;Sit'm dol Medi t~rrS.neo Y fue 11.;.va.do a.l 

hemisferio oeste Por los EsPañoles. 

I I. 3, 4. COMPOSICIOH QUIMICA 

Los. dhmtes. dEI <1.Jo c:onticmctn a.Proxiroadamente • 63;~ de a:lilua; 7l': 

Proteina; 0.2x srasai 28X c:arbohidratos; 0.e~ fibra; 1.0X ceniza.s. 

El bulbo sin dañar contiene un aminoacido soluble en a.:lilua llamado 

a.lliin. incoloro e inodoro; cuando se tritura.. la onzima alinasa 

d'i!sc:omPone el. al liin Pa.ra Producir alic:ina.. c:uYo PrinciPal inlilredient• 

es el odor{fero disulfuro de a.lilo. 

II.3.5. USOS Y PROPIEpADES MEO~CINALES 

En el :lilenero al.l.iuln• el a.Jo es, desPu's de la. cebolla., el se:lilundo 

m(s amPlia.mente usado. Es utilizado como condimento Para dar sabor a 

otros alimentos. Es sembra.do Y emPleado extens:;o.mente en p:;o.{ses <i.ue 

bordean el MG<dit.G>r·r!n1110 Y eri &.rG>;..s <\UGI han sido Pobla.das. Por EuroPG>os 

~ur-eños. 

El aJo es c:oloc:ado cm trenzas on h. Ir1dh,, Y es. rt1uY ua.ado Por lo:a. 

Chinos. En l a.s F 111 P in.11,:11, ,¡¡.:a.te d!l As h., >' P ¡,,rte de 1 tr?SP i c:o, las P unta.:a. 

verdes. S.Gi' uti l izar1 11.l i9ual <i.ue- los. bu'J.bos.. 

El a~o d'Íl':&>hidr..tado. en Pol•;o o :;JN.nuh.do. rl?G>Cl\P l.io.za. lo:a. bulbo:a. 
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.~. l 91..u-10::. i::itrc.:.;. P -~ Í ses. 

Sus ProP ied.).dt?s medicina le~ fuerc•n reccinoc:id~.s. desde hac~ u11..~cho 

tiemPo .. Pero no están e::.t.ablecid.;.s of ici~.lment.e en las f<o.rm.;.,coPe.<>.s del 

de todo tipo. L<o. .;. l i e in.•. del .;., jo t. i ene i mP ortarotes P r•:•P i ed<-.des 

bron'\1.litis, infl«noa.ciones del inteztino, F·resion .alta, diabetes. <Font 

Ouer, 1980) 

I I. 3. 6. PLAGAS 'r' Et-lFERMEOAOES 

Por tratarse de una esPecie de multiPlicacién exclusivamente 

•,.oe9<?ta.tiv«., l.;o.s Pl3.9as >' enfermedades constitu>'en un serio Problema 

d<-.dO '\U!? la diEeminacion de E'st.o:;;. Pé>.t09E•t"lO~· est¡:: asociada fntiroarroente 

a h. F-roP.~.9acion v<i'9etat.iv.;. (bl4lbo~.-di.;;nt¡¡¡z) <FAO, 1988). 

Entre los. insectos que .;..tacan ü a.je• está'.ro el nerroatodo del t.;i.llo >' 

>' el 
,,. 
.~caro 

tul iPa.e. 

Las enfermedades Provoc<o.d<.'o.s Por hon9os >" '\ue causa.n maYc•ro¡¡.s. daños 

son la Pudrición Producida Por SclerptjOJW sP.; la 1··¿.,fz rosada c.;,.us.;i.da. 

l I, 3. 7, METODOS DE PROPrlOAC 1 Ofl 

El <do es. une. es.Pecie a.Porroíct.ic<o. C•bl i9<>.da, PC•t· tanto, no Prod1.4ce 



El l •::< i mr· id·:· 

L~.s 11 .:.eiwill.:i.s. 11 dient.E-:2·.• 

ProP.:.9.,.ciÓt~ t,1esieota.ti 1 . ..a.:. .• Lo:=. bulbi l lo::::. '=tui? n¿1.cen i::•n l.::.::.:. urul:•(?l-~:5- Pt.IE.•dE•r1 

1.~t.i l i:;:J.rs:.e f'.:i.r:...~. s.er<1br.:1.r} P.;:.ro s.i son Pe<t1..ieF1c1s t.a.rd,3.r~n 2 ~.ñcis.- iE-s. 

decit~} 2 ciclos, en Producir Plant~s de t~ma~o comerci~l. 

I i. ;;:. :::. Pr.:::JDUCCICH~ 

E;::.P<:>.Í-1<:>. es €-l maYor Produ•=tor de .;do con mas de 100 .. •312'0 t•:inelad.;..: .. Pc•r 

.;.Pi1:1. Ot.r·oz Prodttctore::. irn~··:•rt.:+.r1tes sot-. E9iPto,, Fr.ar1ciaJ Mé::(i1=•:i ~· Br.;..si 1 

En l'li?xico l.,_ :=.1.~Pt-rficie n~.cional cult..it.J.:t.dc. de ajo se ~;:.t.iw~. G"n 7'000 

l•:is 

e-s.t.-!l.dos de Ou-~r1aJ u~.t.o" G!uerét.¿:..ro .. A9UB.:=-cc. 1 i entes> .Ja 1 i seo ~.> Mi choa1=á'n .• 

en los cL1ales. se l•:ic.;..liz~. r~.rs d>7l 50;' del t•::<tal de l.~. ::.l1F'erf ici.;. 

na.cicor1a.l d_,dicad~. al CLll ti~''"· ([IÍ~.z.. 197€:). 

I I. 3. 9. VARIA8ILIDF1D GEttETICfl 

:Sl~P 01 1-?r:E.e .• es.Pee: ie 

40 
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colc•r de 

lci;. b1..tlb az, ;,.) de l.;i..s. t-10,i.:a.s ·~·1···1 1 ,, 1:1l• . .-1r=:·nt.es, t,~rnaño '.,·· t1úr1)ero d~ lc•s dii?nteos~ 

>' cit.ras c:.;-,,t·.,~.cterístic~.s t..3,le~. 1.:omc1 rendir1)it;;•nto •.,.. c~.l idad. (FAO .. 1988). 

I I. 3. 10. ALMACENf!MIEtlTO DE :'::EMILLl=t f!CiRICOLii 

. Los b•.ilbos 

condicior1e:;. •:h? alrn;i.•::en.~mient.o .. L?.s condiciones de t.er11P~r~.tura son de 0 

ºe, l<o. humeda.d relati~.1<o. está entre• el 70 >' 75 ;·; >' la dura.cil.'.•n <:o.Prc•ximad.¡¡. 

del Periodo:• de .almacenamiento e-s entre 6 >·' 8 n1eses. <DenL;en.. 1979). 

II.3.11. 8ANCO DE GERMOPLASMR 

Debido "'· sus cara.cter is t. i c.¡..s de e:=.trictam«nte 

ve8et.ativa .. el a.jo Para Pres.er~>arse en b«ncos di? sermoPlasm.¡¡. debe 

rn.~nt.eners.e en e 1 c~rnP o ~.. renov.~'.r~.l:? c:ad.~. 4.f10 .. 

Peligros Y limitacione:=.• Pªrdida de material Por maniPulación, 

enfermedades o des,;o.s.t.1-es nat.ur_;.le:=. Y costos, entre otros. 

El m¡>,teri.al <tl1e consti tu>-'e lln b<o.110.::0 d0 OC'rmor lasm?. d.;> a.io del llHA 

se encuentra en el Carr1PC• E>'.Perirnent<i.l d<?l Ba.i{c•. 

Los diferentes m<l.ti?riales de ajo se m¡>,11tienen Por sierúbras en el 

c:arflPC• año con año. En lc•s lotes establecido,; st:• efec:tt'.ian insrecc:iones

c:ontínu"-S P<o.ra el imin.ar las Pos.ibles- rne:::cl.:¡_s entre cultivares, ~-· .:n el 

roorn<?nto de la cosecha )' del des9rane ::.e h<i.ce l1n.a última selección.. la 

cual de-Pende de las car.¡¡.c:terí"stic-~.s de cada m.:¡,terial. <Día:i: .. 1978). 
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OBJETIVOS 

En México exist.e un srave Problema d& alrnac&nami¡mt.o dG Ph.t1ia.:!l

cu:~o serrnoP l.\\srn.¡i. no PUl?doJ< :a.er !ili.w.rdado Por las vfa.;; tradicion<dli'r:o. )-'.~ 

'llH? Present.an reProd~1c:c:ió11 Vli':ilíi<t.at.iva e• bien :iotls serni l l,t,:i, son 

rec:.;o.lc:itr.-.nt-.;o$; rnuc:has e:E">Pec:it?s t.roPical,..s d.., Sr<1.n intoa-ri?s lii'conórnic:o 

caen en este 9ruPo. 

Probl,..rna 

bancos de serr~oPl~sroa of reo: i 1?t1do 

c:reaciein 

rnitodo 

al rnac:enam i ento <-. cort.o-rnGod h.no Plazo Y a h.1"'90 P h.zo F' or 

c:rioPreset'vac:ión. Esta Úl t.im.a es h. instancia rni<.:;;. «dec1.iada P&I"'·~ 

conservar.la estabilidad sen&tica de los materiales biol59icos. 

El Cornit.é Interna•=ional P-11.N. los. Rec:ur:;;o:;; Q,¡on;tic:os de Ph.nt ... :r. 

< IBPOR, 1983) ha seria lado al s.?nero e..ll.i!::!m corno ut1 Slt'llPo c:u>'• 

Pr.s-serv.;o.c:ion lo ~ •?s Priorit•ria. 

El ob.leth.•c• seneral del PrG>s,...nte trabado "s. '11 an¡lisia del ProcG<so 

de crioPrl?s'i!rvac:ión d"' .ft• ..... i;. i "\1ill' ernr l~;.tidc c:c;,10 cr·io?r•;ol:.'i'i;t.or al 

:iillicGrol, s .. Pr.-;,t.G-nde ut.ilizar un sis.terna de enfriamiento lento deo b._Jo 

co:E.to. 

Los ob.l,..tivos Particulal"'es son los sisuientes1 

1. 0.:¡.s .. rrol h.r un :;d:r.ternb. <\UEI Perrni ta obt.;m.;¡r distinla.s taiu.s dit 

enft"iarniento, al varh.r la conc:¡¡.ntN.c:i6n do h. soluci'6n de 

crio~rotector Y la temPl?N.tura ext6'rna a h cu.t.l es sometido. 

2. Encontrar el tiernPo 5Ptirno de exPos.ic:ion dG" los exP h.nt••· ._ 

diferentes conc:et1trac:ionez de crioF't•otector, d• manera <\U.¡¡> iitstot tio 

re su 1 t& t.óx i co. 

3, Real izar '"'xPerirner1tos Pt".:¡ol irninf.res. dG< cc:•n9'1'hrniento dé 

exPhntes, m.;od!<>.ntOii' ool emPleo d&l i>i:a.terna d& <.1nfriarohmto des.&rl"'oll.!!.do. 
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IV. MATERIALES 'r' METCIOOS. 

IV.!. OESCRIPCIC~ GENERAL 

El Presente trabajo fue dividido en tres Partes• 1. Desarrollo de 

un sistem.,. ecorióroico de ~t1fria.rnient.o .?. t.:i.s~.=· lent.:i.s.• ·~Lle P ermi ti er.~ 

llevar a cabo Procedimientos de 2. Est.t~dici de l.;.. 

de rn.3.nera •=t.1..&e se 1 e P 1.Jedc. ewF· 1 e~.r corno cr i c1P roter:tor J :3. 

La fi9•Jra. 6 roues.tra •.m dia9r«.rna. general del trab<>.jc, efectu&.dc•. A 

cont.in1...1aciÓn :.se e>~P 1 ica cad.:c. ur1.;;. de- :=.1Js Pa.rtes. 

IV. 2. SISTEMA DE ENFF~IAMIEMTO 

Pa.r'1. d:sa.ri- ~l la.r un sistema que Permitiera la obtención de 

distintas tasas de enfriamiento::), basa.do en una. ide-"- similar a la del 

LR-33 E:iolo9ica.l-Freezer-6" (Reinert >' E:<o.ja_j, 1977), se l leo.;arc•n a. cabo 

l.;..s. si9uientes Pruebas• 

IV. 2. 1. Tt:F:MO CRIOGEtUCO 

Pa.ra. obtener temPer.¡¡.tur-a.s entre 0 >" -40°C s.<? <?rflP le<1.rcor1 lc•s v.a.Pore>s. 

de> 1 NL .a. l roa.cenado en un term•:> •=r i o9én i •=o con c.a.P a.e i d .... d de 40 1 i tros. 

Los ~o.a.Porr>s formaron Lm 9radiente de temPer·.¡¡.tura. des.dE• la. suPerf icie 

del NL h . .=-t.:, 1-'" bo:>c . .,, del termo. L.;.. temPer<1.ttira de> los o.,•<>.Pores (Te:..:t) 



Gradiente de temperatura 
del termo crlogénlco 

Curvas de enfriamiento 
del glicerol 

Determinación de tasas de 
enfriamiento 

JJ 
1 Sistema de enfriamiento 1 

Cultivo In vitro de óplces con 
placo basal de Alllum satfvum 

D 
Pruebas ele foxlcldad al 
glicerol (crloprotector) 

D 
Selecc16n de tiempos de exposición 

y niveles no tóxicos del crloprotector 

,__ _________ .,., CRIOPRESERVACION EN 
,__ _________ ....,, NITROGENO LIQUIDO 

D 
Recuperación de los explantes 

Fi9 6. Esq_l1ema del rnétodo de traba.fo, el cual fue dividido en tres 
Partes• D Sistema de enfriamiento; 2) Toxicid<>.d del crioProtector; y 
3) CrioPreservaci6n en NL. 
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Por C•tro ladc• <l. 1.m rnult{metro (fi9 7). 

El terrnoPar fl..1e coloc.;.do .;., di:sta.nci.;o.s Pree:;.t<o.ble•::id.;o.:s, medid.;.:=. .¡¡_ 

P.:u"·t:.ir dE- l.;., bcu=.ci. del t.erro+:• (b) .. >1 1-:i. Te>J:. a. li.<. '=l.tH:· ::.e enccirrtr¿..b¿,, fr_~e-

obtenid~ transforn1ando los milivolts ~ 9rados centfgrados, mediante el 

7). 

La t11edida. de l.;. di.st.<1.nci.;o. «. P-•.rtir de la. boc.;.. d•:?l terrnc• (b) e:s. útil 

en l-E4. Prácti1=a., J:•ero Par.3. i?l·~.bcir.;..r 1..w1 .;..n.;..lisis del cc•mPc1rtarnient1::i de 

lo,;. <,•.;o.Pores fue necesario h<i.l~a.r lo. di:s.t<.i.ncia existente entre e•l roi~iel 

del t1L <n de tlL) Y el terrnoPar (h) cc•n la sil'.ltliente forr11t.ll<i.• 

h = 52.5 - n de NL - b. (f i9 7). 

Con los datos de Text Y h, :se elaboraron los Perfiles de 

t.emPer.;,.tura Pa.r.;.. distintas c.;..ntid<o.do¡,s. de HL. C.¡,_d.;. Perfil f1.1e aJ1,1:;.t.;>.dc• a 

1.m.:.. re•::ti< c1.1~·'a Pendient.<? nos indica. el 9radient.e d€' ternPer<o.tura que 

e)d::;te en el inter•.oalo de ·"·ltur<:<. tr¿ .. b.;d.;..do (6 .,. 14 cm medido::; a P<o.rtir 

de la boc¿., del termo). 

De- los r.:•:st1l t<i.dos- de los Perfile::; se escc•S:iÓ una terr!Per<o.h1ra de 

los vaPores de- -20 •e P.;.ra :s<i.ber l·•. rel.~.ciÓt1 entre h Y el ni•.Jel de HL. 

fl l.;. temPer<i.tW'·"· de los va.Pc•r€-s. CTe>:t) se le 11<>.méo ternPera.t1.1ra. 

e:~tert1.;i., ~· es l<i. ·:i•.i;;o :se uti 1 izó P.o<.ra. lc•9t'éo.r el descenso de ten·1Per<i.tw-.¡¡_ 

de l.E4.s soluciones cri0Prc1ti:ictor.E-1.:=- cc•n c1 sin exPlant..eis biol.S9ici:1:=. .. 

La alt•.1ra. del nivel de ML •=orotenido en el terr(lo fue medida. c:on 

aYLid«. de tina re9l.¡¡,, ~, res1,1l tó ~.er tn-1«. roed ida rr1ás. Pr:.ctic<o. q1,1e el 

volumen del mismo. 
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IV. 2. 2. COMPORTAMIENTO DE SOLUCIONES CRIOPROTECTORAS 

C1_1ando se cor19elan :;.Qlucionez. conc:entrad.;..s se obtier1t?n diz.tintos 

cornPortamientos, ·::i.ue dePenden de la conc:entr·a.ción Y la Te>(t a la cua.l 

z.ea.n coloca.das. Es nec:e:=.a.rio conocer Por ta.nto este comPortamiento P.?.ra. 

saber cyal e:. la. diná'.mic-3. de con9ela«iiento de los exPlantes. 

L.;i.s soli.iciones crioProtectoras <v/v) fueron PreParadas con 

distintas concentr«.ciones de.9licerol (8<J.Ker), en medio de cultivo 

lÍ<luido de Mur.;..shi9e >' 9Koo9 <MS) <Murashi9e >' SKoog, 1961). 

Se estudió el comPc1r·tamier1to de soluciones de 9licerol a.l 0 .. 5, 10, 

20 y 30 ;:: exp1,,¡est<1.s a l<i. misma. Text, a.sí como el enfriamiento d>? 

solliciono?s al 0, 5, 10, 15 >' 20;·; exPuest<l.s a diferentes T e;'{terna.s de 

manera <ltie ,;..lcanzaran -30 >' -40"C de terr1Perat1.ira. 

También :.e trabajó c:c•n .soluciones de 9licero1 al col,oc:~.dc>.s. 

distintas T externas. 

Se efectuó una Prueba. Pa.ra comParar el enfri«.rniento de una y Cll<l.tro 

amPol letas de 9licerol al 5;.;, al ser c:o::1loc:adas a l~. mism.;.. T ext. 

Las soluciones fueron colocadas en aroPol letas «.biertas. <ACII I, 

calibre 4 con capacidad de do::. mililitros» de m«.nera <We Pt1diera 

entrar el termoPar Pa.ra. <tuedar en contacto directo con la solliciÓn. El 

disPositivo <tuedó como lo muestra. la figur.;., 8. 

Una. ~iez montado el s.isteroa. la a.rnPollet.a fue sumerSlida en los 

•;aPore:;; de HL a. la .9.ltur'<>. corresPondientE- a la Text des.ead.;... 

La din~mica. de enfria.miento f1J12 detecta.da. en el rnult{rnetro, 

tom~.ndose lectur.;,s d1.w .. ~.nte 1..1n t.iemPo tc•tal de 413 r1,in<Jtc1s. 

fl Partir di? P.stc•:=. elatos ;;.e 9rafic6 la to:;-rnPera.tura de la soll1ci6n 

hizc• el an~.lis.is. c:orresPondiente Para ha.lla.r lo-. relaciGn entre la. Tf 
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Fis 7. Es.•:i.1.hwo". del te-rrno Ct'iosénico >' e-1 terrnoPll.r cc:•nec:t<i.do «.l 
rnul t{rnetro y ll. l.;. refE?r•:mcia. L«. .;..l tLir<i. del t•?rrno corr"1:sPt.:inde <i. 52. 5 
cm; b es l<o. <o.lhir¿., entre l<-. boc¿.. d•?l t"'rrrio >' e•l t€'r1110Par; h i.?S la 
¡¡, l tlira entre e 1 t>?r·rnoF">-r :·' e 1 ni L,.'1? 1 de rlL. L<o. temP er« tw-a do¡¡ los 
vaPc•re:s dismimwe .9.l .;,,cerc<>.r>!.f.? '-'· l<i. s.1.iPeri'i•:ie d•.?l ML • 

0.9cml .f.5cm 

Fis 8. ArnPoll•;•t¿., lis.t". P.•.r::.. 'el consel«.nliento. En 
e>:Perirner1tos. •?l t.1?rr111:.P.o.r SI? colocó '-' 1.ina .&.ltlir;;.. sobre l.¡,, 
unPol leta de 0. 9 cm >' l<o . .;i.l't1.1r.;.. d,; h. s.ol1.ici6n fue de 
terwoPar Y la amPolleta se colocaron ·en Yn soPorte 
d~s.1:i laz~.rlos. en G·l -t:.ermr.:1. 

todos. los 
ba$,.. de la. 
1.5 cm. El 
'lue F'>?rrn i t.,. 
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al•:anz<o.da Por la solución Y la T>:-)<t a. la <tue fue exPue::.ta.: l<>. ta.:..;. de 

enfria.miento de la sc•ll1ciÓn >' la. va.ria.ción del Pf. 

La. tasa de enfri.l<miento fu.:- medida en h. sección de l.;¡, cur•..'a <tue 

c:orresPonde a una línea. recta., desPw~s del Periodo de con9el<1.miento 

hasta -2i<:1"c aProxirna.da.mente. P.;.r.;,. •:ada tasa de enfriarnient•::i :se indicó 

el i nter''ª lo de temP .;?ra. hlra emP 1 e".do. 

IV.3. PRUEBAS DE TOXICmAD AL GLICEROL. 

I"l.3.1. CULTIVO iJl ~ 

En esta. inve:sti9ac:ión se emPleÓ la variedad Taiw«n de la esPecie 

~ sativ1.1m, l« cu<.l fu;? dcn.:i.d~. Por .;-1 Centro de Inv'1sti9a.cione::. 

A9r{colas del Bajío, Ro<tw:, Carretera. Sa.n Misuel Allende, Gto. 

Los exP hnt,_s. utilizados fueron los áP ices meristemáticos con su 

Pl;;.c;. b;i.::..:i.l, ot:-t<?nidos a Partir de los "dientes" d&l a.Jo <"s¡¡milla." 

a9ron6mica). A estos dientes se les eliminó su cL1bi'1rta Y se les lavó 

con a9Lla. corriente. Llna. ''ez 1 imP ios. 5.e- les llevó a la ca.rnPa.na. de flujo 

la.minar >' se les sumersió en et;;..n•:il a. l 96% dur<>.t1te un minuto. 

El dhinte se dividió en dos Partes, de fc•rma tra.nsveorsa.l al eJe d¡¡ 

cr..,cimiento, sobre Lma. ca.Ja de Pe>tri esteril; a.l fra9mento <tue contiene 

e 1 ;,P ice con su P la.ca basa 1 se le <tuitó e>l teHdo sobrante. Este 

rna.teria.l se colocó en una. solución de el:.~.nol al 70:·: Por dos minutos, e 

inmediatamente se Pasó a. una :..olw::ión de hiPoclori to d& sodio a.l 33. 3;~ 

durante dili'Z min•..1tos. 

Se enjL1a9Ó tres 1,oece-s con a.9ua destila.da. es:.ti?ril >" se Procedió a. la. 

disección del ~P ice 'con Placa b~.::.a.l etl un rnicroscoP i•::i e>stero;·c•:=.cóP ico 

(fig 9). 
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T 
0.8cm 

.1 
Fi9 9. Sec•.1enci.~. de los cortes efect•.1<>.d•:is p.;..ra 1-3. obtención del 

lPice con Placa basal. En 1 se muestra el corte inicial Para eliminar 
l.;.. roit;:..d suPerior del ,>.jo; en 2 so:? sefhl<>.n los c•:irtes 'lue deben 
realizars.e Para eliroin<>.r la ho.ia di? ;,.lrn,.<.cen<>.r11ient.o.; 3,4 >·· 5 :a.e l'e<l.liz:.•.n 
b.a;io el microscoPi•:i estereosc•SPicc•. El ~.Pio=e- C:C•l1 s•.1 Ph .. =c>. basal tü•no:-
1.111,). "l t.•.1r;:.. <>.Pr·oxiro.~.d<>. de 0. 8 cm. 
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El m(Jdio d6' cultivo emPleaclo flle el MS <Murashi9e- >' SKoo9.. 19611 

:;;in re9uladore:s del c:r>l?cimiento, e-1. cuaL en exPerü\entos Previos, ha 

demostrado ser adecua.do Para la reosieneraciÓn de Pla.nt.a.s <NomEi' .fil;, ll• 

1991), El PH ;¡¡e .!\justo a 5.? con Na.OH o HCl (K.r..rth.¡¡., 1982). 

1\1.3,2. RESPLIESTA AL GLICEROL 

Para. enc:ont.ra.r el t.iemPo ÓPtimo de exPosic:ión de los exPlantes a 

distir1tas c:onc:entrac:iones del crioProtec:tor, es;.tos fl1eron tratados c:on 

medio MS <Murashi9& >' SK.:109, 1961) ad i c:i onado c:on diversas 

c:onc:imtrac:iones. v/v de 9lic:Ei'rol (Q,5,10,15,20:0 a distint.o::. tiemPo:» de 

exPosic:i6t"I .. 't una tEi'mPera.tura dii 2o•c. 

Un Primer lote dEi' exPlantes fll>l? colocado ~n conc:entrac:iot1es de Q, 

5, 10, 1::1 Y 20 t. de li.lHc:erol ,..11 MS ll'<tuido c:on .:\:::lit.:-.c::!.e:'."'l ci::on~'\:·1'.ni: ... 

dllrant"1' 24 horas. La cantidad de soluc: ión emP lea.da fue de 20 ml. 

Lln iu1sundo lote fue t.ratado cot1 0.. 10, 15 >' 20 ;·: d@ 91 icerol eon 

MS 1 {"luido dur~nto unl). her~ ... et1 <'.mPol lo?t.;:i.s. de 1. 2 ml. Las amPol letas 

fueron selladas c:on el mechero. 

Llne. o.•&:z C:llMP l ido el tiemPo de exPosición.. los exp lantes fueron 

lava.dos;. durante cinco minut.os en 30 ml de MS l{<1uido sin crioProt.ector. 

Como puede notarll·ll'1 la adición )! eliminación del Slice-rol se llevó 

a cabo en Yn solo Paso, s.in diluir las solucioneos. 

Los. 'l'XPh.ntesa. as{ tratados fueoron sembrados asS::Ptic:amente en MS 

basal s.Slido c:ot~tElnido •m h1bos de ensa>'o >' coloc:.;..dos a 27 "e deo 

tl'rnPerJl).tura con 16 hor;¡,s deo ll1z >' 1000 ll1x de int.eonsidad himinosa. 

El nún,ero d0 6\'XPlantes Por Prl1<?ba fl1e de di,¡¡z aPro:dmad<o.met1t.e Y se 

tomaron c:orno ref.;¡.rencia exPerime11tos Previos, c:c•n result.-dos Pc•sitivos. 

Todos los Proc:edimiet1to:;; anteriores se llevaron a c:abo et1 h. 
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C<).mPa.r1a de flujo la.rnin;.r; el m.a.te~-i.~.l Y h.s solucione:;. fueron 

Para :;.abe<r el efecto di?l crioProtectc•r, seo hicien:.n medicion"'::. d"' 

1 a 1 on9 i tud d'.\" 1 as P 1 ant.;;.s. a. 1 os 30 d í.i.s deo cu l t hi•:- J.n ~' i tro .. 
, 

~.Sl 

obs.ervacione-s de h. resPuesta. morfofisiolÓ9ica. 

IV. 4. COMGELAMIE~lTO DE E>(PLAtHES de .B.· s.i.ti•.·l~m. 

Los €':<P lante-s fw:ron •:?XPues.tos a una. sc•lución de 91 icerol al 20:~ 

durante lma hora -".ntes de-1 con9el,¡o,rniento. 

Ci.d~. lotl? de e>(P l~.nt<?s fl.1e distribuido en trc•s a.rnPolletas ~· e;l 

.;;.mPolletas fl.1er•::.n selh.d.l.S Y CQlocadas en la mesa. de a.9it."-ci6n orbita.l 

durante UtH. hora a. te-mPeratura. del l«bor-"-torio. 

El llenado de l.>s amPol leb.s >' l.:i. colQcaciÓn del termoP,¡o,r fue iSu.¡.,l 

'!Lle p.;,ra. el estudi<::• de h.s s.olL1ciones. de glicerol (<.,1er f i9 8). 

Estas. tres .a.mPol letas ,i1.mto c•::.n Lma cL1arta 'll1e contenía el 

terrnc•Par, f1.1eron coloc<1.das a. h. misrna. altura. alrededor del sc•Porte 'lue 

Perrni tió desP l.Jl.zarlas em el interior del termo. 

. ' 
Se ernPleÓ un mét.odo de enfriamientc• Por tas-Jl.s. lentas ha.sta. lleg.,_r a 

w-.a temPeratura Pree<sta.blecida .. Esta temPera.tw-a se rilantu•.,10 •:onst.¡..nte 

Por cierto tiemPo antes. de h. inmersi6n en el ML. 

El Primer lote de •?>~Plantes fu;:,> l le•;<i.d•:> a ~ma ternPerati...1ra de -28 ºC 

cor1 una tasa. m:»cim.B. de er1fri~.miento de -i3. 6 ºC:/rnin. Se dejó ~. -28 •e 

dur<o.nte 20 rnin•.it•::.s ~.r1t.es de l.;;. inmersión et1 ~1L. 

Un S!?9undo lote fue tratado de 19. misma. rn<>.m?ra. 'lue .,.-., a.nt.eorior Pero 



en esi;.a ocasión el tiernPo a t.ernPer<i.tur.;. cor1s.ta1"lt1? .rntes de la inrr1ers.ión 

fue- de. 40 rninutoi;., 

El Último lote se llevo <i. -38°C con tma tasa mi.xirna de- enfri«miento 

de -1.0'C/min Y se mantt10.•o a dicha ternPeratL1r<o. dt1rante 20 r11inutc•s antes 

de la ir1rr1e.rsión en t..jL. 

Los exF'larii;es Perrnanec:ieron una hora en NL, desPtH?:. de lo cual se 

Procedi6 al desconselamiento en un baño «. 40 ºe con a9it<o.ción h<o.st.~. 

alcanzar la ternPeratL1ra ambiente e•n 2 rnintitos aPrc•ximadarnente•. 

Inmediatamente se efectuó un lav.¡,,do de 5 mintitos en t'IS l Í<!.uido >·' se 

s:.embrÓ en MS sólido a 27°C Y 1000 lux de int.;,nsid-l.d lt.miinosa. 

Los testi9os ft1eron trat<o.do:. de h. misma forma 'lue 

exPeriment<>.les Pero sin s.orn .. terlo=· <i.l C:C'i'!:,?•:l amiento. 

Las observaciones se e-fectuaron ~- los ::::o oj{as de cultivo ll1 vitr...,, 

Cw1.ndo :s.e efoct.uan Pruebas; de con9el.¡,.rniento de exPlant.e:e. has.ta su 

comPleta inmersión en NL, s.e e•)«Pora un.;i. cantidad considerable de 

1 íquido, Por lo que, Para m11.nten"'r el ni~>el d6' t~L lo más constante 

Posible fuo;¡. conveniente utilizar dos termos• tln termo exclusivo P.o.ra 

conse9uir ti.sas. lentas de enl'riarnient..o hQsta alcanza.r la temPeratLira 

deseada. >' otro Para mantener las ml1•·;-stras inmersas en el NL. 

52 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 

v, 1, SISTEMA DE ENFRIAMIENTO 

1/,1,1. TERMO CRIOClENICO 

V.1.1.1. RESULTADOS 

La fisura 10 muestra las ternPeraturas obtenidas al colocar el 

termoPar en los vaPores del ML a distancias P1'eestc.blec.idas, medidas. a 

Partir de h. boca del termo (b) con un nivel de NL de 13 <:m. El 

termoPar disminuYe su temPeratura r<;;; ioJ;,.r¡,0r.-::.o ~· ~.lc?.!"!Z<'. "" ... s.tJi.bi l i:z:arse 

en 5 minutos aProximadamente. 

En la fililura. 11 se obs.ervan los Perfiles de ternPeratura <Text vs h) 

hallados Para di~-1;,irota;;;. c.;..nt.idades de NL; ~· la tabla 1 contiene las 

Pendientes obtenidas Par1< ca.d;;.. Perfil al vari~.r l« cantidad de NL, 

como su Promedio. 

Estas Pendientes indican qué tanto disminuYe la temPeratura con 

resPec:to a. la. altura, es decir, no::. d~.n el 9radiente de temPeraturas 

del termo <m=A Text/A h). De loi va.lores da las Pendientes, se obtuvo un 

Promedio Para. el sradiente de temPeraturas de 10.3"Clcm con un error 

estándar de 0.3ºC/cm. 

La relación encontrada Para n en función del nivel de NL a una Text 

de -20°C fue 1 ine«l Y se Puede rePreserotar Por la si9uiente f6rmula • 

h= -1.03 <n de NL> + 43.e. Est&. ecuación es .:Ítil Para un niv@l de NL 

<\ue var-!a entre 5.5 Y 25,5 ero. 
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Tabh. 1-. Pendientes (r¡i¡) ;• ordenadas ~.1 ori9en <ci) c•btenidas a.1 
rel<i.ciona.r h. Text con la al.tura. h, Par<;. di::.t.intas cantid~.d•?:S· de ML. Se 
incluYe el Promedio de la.s Pendientes (i,) con Sl1 errc•r Y des•.,1iac:i6n 
esta.ndar. 

Nivel de NL Text .. mi (h) +c. 
1 

iñ ± fül DE 
(cms) {ºC/cm) (ºC/cm) 

mi c. 
1 

-5.5 10.4 - 412.1 

9.0 9.0 - 324.4 

12.0 9.9 - 334.9 

10.3 ± 0.3 0.8 
13.0 10.2 - 336.2 

15.0 10.8 - 336.0 

25.5 11.4 - 212.6 
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h ( cm ) 
Fis 11. Perfiles de ter11Perat1..1ra <Text vs. h) del terrno Para los 

cuatro niveles de Nl indicados en h. f i9LlN .. Colocando h en funci6n d.;¡l 
niv,..l de Nl ;,. Lma ternP..,ratura deterrnin;,.d;,,, se Puede encc.ntrar el valor 
de h Par~. c•J~.l<tuier ca.ntidad de NL, en un interv.alo de 5.5 <o. 25.5 crn. 
Cc•n un PLmto Y !;,. Po;.ndiE·nte Prc•medio s-e Puede tr.azar el Perfil de 
temF·er.~.t•..ira b•..isc«.do. 
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V.1.1.2. OISCUSION 

El NL $e Puede 9uardar en reciPientes <tue utilizan el alto vacío 

como ii.hlante, m<1nt~niindo:;,e as! tma tasa de evaPor.¡i,ci6n lo más ba.i« 

Posible <Heiras, 1984; 1986). 

Si el termo no se llG>na. a toda su caPacidad, se forma ut1a 

vaPores sobre h. suPerf icie del HL <\Ufil' se extiende h.;o.sta h. 

tormo. 

caPa de 

boca del 

Los r4:.'sult<1.dos muestran (fig 11) <tue estos vaPoraos eostablecen tm 

continuo de temPeraturas desde 20°C <temPeratura ambiente en la boca 

del termo) Mas.ta -196° C <temPeratura de ebullici5n del NL). La 

t01r11P"1ratur-a di:aminu>'e a raz6n de 10.3•c Por centímetro <tabla 1), Por 

lo menos. cm un intG>rvalo de temPeraturas entre 5 -50 o c. 

independientemente de la cantidad de NL Pr&sente. Por deba.lo de -50 º C 

el sradiGmte Puede cambiar drásticamente dGil valor de l0.3 ° C/cm. O;;. 

hecho se conoce <tu~ en la re:'1il.Ín cercana a ·la s.uPerfic::ie del NL el 

gradiente de temPeratura es muY lilrande; a distancias del or-den de unos 

cuantos m{limetros de la suPeorficie del NL; los vaPor¡¡s se encuentr.ao.n a 

un.9. temPG>ra.tura -.lrededor de -120•c (Mer>'rnan Y Williams, 1985), 

Reinert Y BaJ.ao.J (1977) señal.ao.n ~ue este continuo de temPeri.turas 

ba .jo cero s;e eomP le-. cm 1 a unidad de c::on9e 1 ami en to "LR-33 B i o los i ca 1 

Freezer-6", en h. cual las rnuestras. se colocan a distintas .11.1 tura:» 

sobr-e el nivel de NL Para obtener distintas tasas de enfriamiento Y 

temPeratuN.s Previas ~ la inmo;ir:;;ión en NL. Este rno¡¡canii;;rr10 también e;. 

9mP lea.do en el Presfmte trabajo >' los resulta.dos concuer·da.n con lo 

señalado Por estos autor-es. 

Ur1a v&z <\Ue so¡¡. sab¡¡¡ <tu& &l Slradient& de t.emP¡¡¡ratur-41. r10 cambh., sólo 

Precisa encontrar la altura h <o b) Par.ao. alcanzar la Text deseada, Ya 
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<we la curva Text contra h <Perfil de terr1Per<>.t.llr'1.) s.e des.Plaza. d& 

ac:uerd>::. -~. la cantid4.d de ML c:ont•?tüdo en el terr110 (•.;er f i9 11). 

Cc>r1 1<1. <rcu~.c:ión et~cont1•ad<>. Pa.i-·"· h en fur1c:iÓr1 de-1 ni•.iel d.r t·ll a 1..m<i. 

Tel<:t de -20•c (h := -1. 0:3 [n d,;;. NLJ + ·Vi:. :3) so? ~·1.1E-d>?n obtene1- Put·1t.::.s en 

la 9rá.fic:a. de lo.= P•?rfile:;. P>.o.ril. l.llH Te>(t = -2i3°C. Cc•n un Pt..into >' e-1 

•.;alor Promedio de la. Pendi<?nte (1(1.:3 ° C/cril) se 6'i<tr;..Pola el Perfil 

dr;.s.e«.do Pa..ra deterrnina.da. c:¡..ntidad d& tlL. 

Es m~s conver1iente Y soncillo medir distancias a Partir de l~ boc~ 

del termo hast<?. la Posición del ter·rooPa.r q1_ie d<i1sde el nivel de t~L; Por 

lo tanto Pc.ra fines Pr-~c:tico:s se Pu•?de utiliz«.r l.¡, si9•.üent.- ecuación• 

b = 52.5 - Cn de NL) - h. que relaciona b con h. 

L<J. exP er i ene i ·"· dur'->.nte el des".rro 11 o del Presente es. t•~d i o h~. 

deroostr:.>.do <\ue e". Pref.;rible uti 1 iza.r una. c; •. ntid>.d ro.o.~'c•r de t~L en el 

termo <25 c:rn) r'<-. <We se ti.,neo .o.sí •.m siste;rri.o. donde el •?''l.Uilibrio de los 

vaPores es más establ<.?, le• <11.ie Pt"oduc:;; un« rnaYor reProduc:ibilidad en 

los exPerimento:= .• 

Los resultados seon v.).lidos exc:lu~dv~.rnente Para. el terrno ernPle.o.do en 

e11tG? tra.b.aJo. Tornando en cuenta ·:i.ue >?Xisten c:ornPorta.roiento$ difo?r.,.nte$ 

se;sGn la caPac:id«.d Y efic:ienci~. del termo, es imPortante rnencic•n.o.r que 

se pi..¡ede emPlear el método de traba.fo aq1.1Í dE-sc:rito P.o.ra €11 est1~dio d€' 

otros tiPos de to:rrnos. 
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V.1.2 SOLUCIOMES CRIOPROTECTORAS 

1/. l. 2. 1. RESIJL TADOS 

En l<o. f i9ura 12 )l la tabla 2 se Presenta. una comParación de las. 

cur~ias de enfri.;,.rniento obtenid.,,_s a.l cot~9el.~.r soluciones de glicerol 4.l 

0 .. 5, 10 .. 20 Y 30 :~ e>:P•.testa.s. a la. misma Text. <-14ºC>, de manera que 

a.lca.nza.ran entre -30 Y -40°C de Tf. 

Se Puede obs.ero.)a.r en ella.s los si9uientes hechos.1 

1. L.a.s curo.).~.s de enfriarniento :;;i9•Jen lln comPort<o.roiento tiP ico de 

enfría.miento de soluciones ... cuosa.s cono::entra.da.s tal o::omo el de la 

f i9ur-a. 2. 

2. El 9ra.do de sobrefusión varia. de o.cuerdo a h. Proba.bi l ida.d de 

nu.::leJ.ci6n. 

3. El Pf disroinuYe a medida. que aumenta la concentración de la 

solución. si9uiendo un.a reh.o::ic·n Poter,.=ial. Gr5f ica.mente lo Podemos ver 

en h. curva. de la. f i9ura. 13. 

4. La. Tf que se a.lca.nza es ProPorcional a. la ccincentraci6n del 

cri0Protector 1 entre ma.Yor ¡;¡s; la concentr<o.ci6n má'.:;; alta. es l.~. Tf 

a.lc:anz;,.d;i. Por la. soluci6n. Esto se 

concEmtr<o.ción, 

(Landa.u, 1983). 

la. solución tiene 

debe a. <l.UE? entre roa>'or 

•.tna ca.Pa•=idél.d c.;i.lor!fica 

5. La ta.sa dE? enfria.rniEmto, que corres.Pende al cambio en la 

t.rmPerat•.tra. de l'J. sol•.tciÓn <Tsol> entre el carnbio <?ro el tio?mPo (t), es 

roás lenta entre roa.Yor '"'"' l~. c:onc:entr~.ciÓn, exis.tiendo entre ella.s; una. 

rel<1.ció11 Potenc:ia.l corno lo indic:~. l;i. fi9ur.;,. 14. 
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Al con9elarse soli.A•:iones de 91 i•:erol «l $~ ;,, dis.tint<:o.s T externas 

se .;mcor1tr•5 lo si9Llient.o: (ver· t."bb. :;:) • 

1. El 9r;,.do de :s.obrefl.isión ~"ari;,., debido a. que dePende de lo. 

Prob;,.bi 1 idad de nuclo;.0<.ci6n. 

2. La Tf alc;,.nza.d<i. simie un comPc•rt<i.miento 1 ineal e-n función a la 

Text. Con ob.ieto de loc.;:d izar la Te,-:t se le 9N.f icó en ftmciÓn d•? Tf 

(f i9 IS>. La fórm1..1l.a encontrada Perrrti t.e Pred<?cir la. Te-xt <>. h. cwd tienE< 

q1..1e colo•:.arse la soluci6n P«ra alcanz<.>.r h. Tf desea.da, en 1..1n interv<l.lo:i 

eritre + 10 >' -50 ° C, Y no deP ende de la <i. l tur;,. del t~L en e 1 terrnc• cc•mo::i se 

~sPera. 

3. L<o. tasa de enfriaroiento <~ Tsol/4 t) si9ue un comPortarnient.o 

lineal con resPecto a la Tf alcanz<.>.d.;, Por l.:i. S•)lL1ciÓn. Se 9ra.ficó Tf en 

fLmciÓn de la tasa de enfriamiento (f i9 16), Y l<i. ecua.ciÓr1 eru:ontr<o.da 

Permite conocer la. Tf neces.;,.ria P«ra. c>bt.e•tK·r la t.i.sa de enfria.rniento 

busca.da. 

La tabla 4 muestra el a.n~l is is de- las curvas de enfriarnier1to, hast<o. 

lo::. 40 rnin1..1to;;, d.;;. las dif<?t'ent ... s soluciones de 9licerol e>:P1..1estas a 

determinadas T externas, de rnan;-ra que alcanzaran una Tf de -30 )' -40 

•c. En todo·s los c;,.sos la ternPerat1.ira t'i!ndi6 ·" -.?.O.t<o.bil izarse a los 35 

mir1uf:.os .• 

La fi9lira. 17 Present;;. los res.ultados c•bt,..nidos. al Sll.ietc.r a 

A.nfria.rniento una Y cuatro arnPollo;;-t.;i.s con 9licerol al 5% colocadas a la 

misma Text. (-48°C). Se C•bser•y1a ql~e .;,lea.rizan .;,Proximada.rnente la mism<i. 

Tf, sin emb~.rgo, cua.ndo s.e congelan cuatro an1Po:¡lletas Juntas l.~. tas.:i. ds

enfri~.miento e:;; más lenta. >' Pc•r -.?nde el tiemPo en alcanzar la Tf es 

ro.:..;.)or. 
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Ta.bla 2. ComPortamiento de distintas soluciones de 9licerol en MS 
1 Í<to,iido colocadas a o,ina Text de -14 •c. Tf corresPonde a la temPer;•.t1.~ra 
f ini!.l alcanza.da. Por la soluci6n "· un tiempo <t) de 40 minutos; AT es la 
diferencia entre h. Tf Y la Text; Pf corresPonde a la temPeratura en el 
Plmto de fus.i6n; Ps es la temPeratura fina.l de sc•brefusi6n. La tasa de 
enfriamiento de l<>. solución Cd Tsol/At) h1e tornada. en el intervalo de 
temPera.tllr<i. indica.do Para cada. caso Y Pre:;.enta un coeficiente de· 
correlaci6n cercano a 1. 

glicerol Tf 'AT Pf Ps 
(ºC) 

Tasa de enf. 
(ºC/min) 

intervalo 
(ºC) ( % ) (ºC) (ºC) (ºC) 

o -39.4 -25.4 - 0.2 - 4.5 -5.5 - 3 a -19 

5 -38.6 -24.6 - o.a .:.10.5 -3.6 -4. 5 a -22 

10 -36.6 -22.6 - 2.2 -2.9 -5.5 a -19.5 

20 -35.2 -21.2 - 6.0 - 7.0 -2.5 -8 a -20.5 

30 -33.4 -19.4 -11.5 -1.7 -13 a -20 



Fi9 12. Curvas de enfriamiento de diferentes. soluciones dE< 
9licerol en MS lí'qr~ido colocad<i.s <l. h. mi:sro.;.. Text (-14"C>. Se obser•J.;.. el 
srado de sobrefusión .. l<i. mes.eta de carrrbir.:• de f&.s.e >' la Tf alcanz«da. 
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Fis 13. El Punto de fusi6n disrninuYe al aumentar la concentraci.:Sr1 
de slicerol (Cg) en MS l!<tuido cuando son colocadas a la mism.-. Text 
<-14°C), si9üiendo h. relaci6n Potencial mostr<-.d<>. en la fisura. 
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·~ 

o 5 10 20 30 

%Glicerol 

Fis 14. La · tasa de enfriarniento disrninu>'e al a.urnentar la 
concentrac:i.S11 de 9licerol en MS U'.'ctuido desde -5.5 ªC/min Para una 
c:oncentraci6n del 0r. hasta -1. 7ºC/rnin Para una concentrac:i6n del 30r.. 
La Text corresPonde a -14•c Y la ec:uaci6n encontrada es la fu1'1ci6n 
Potencia'l "'ostr<'l.da en la f i9ura, donde C9 es la conc:entrac:i6n de 
91 icerol. 



·T ext 
(ºC) 

- 0.3 

- 1.0 

- a.o 

- a.o 

-13.0 

-14.0 

-14. o 

-14.0 

-15.8 

-33.a 

-4a:o 

Tabl<l. 3. ComPortamiento de una !O.oluc:ión de 91 icerol <>.l 5¡; en MS 
líquido colocadas a diferer1tes T externas. \ler tabla 2 Para la 
exP licación de las abreviaturas. 

T final AT Pf Ps Tasa de enf. intervalo 
(ºC) (ºC) (ºC) (ºC) (ºC/min) (ºC) 

-19.5 -19.2 -1.2 - 1.3 -38 a -14 

-26.5 -22.2 o.o - 7.5 - 1.8 - 2 a -20 

-32.0 -24.0 -2.6 - 6.0 ... 2.1 - 5.5 a -19.5 

-32.0 -24.0 -0.2 - 5.5 - 2.9 - 3 a -20 

-40.0 -27.0 - 3.0 - 8.5 - 3.6 - 3.8 a -21 

-38.3 -24.3 -1. o - 3.4 - 2.4 a -22.3 

-38.6 -24.6 -o.a -10.5 - 3.6 - 4.5 a -22 

-43.0 -29.0 -0.8 - 1.0 - 4.5 - 3.3 a -21.5 

-41 -25.2 -2.0 - 4.5 - 4.0 - 4.5 a -20 

-i0.3 -36.5 -3.5 - 7.7 - 3.8 a -19 

-92.0 -44.0 -3.3 - 3.5 -11.3 - 4.3 a -26.8 
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Fi9 15. La relco.ción erotre lo. Text :,.. la Tf si9l~e un c.omPortarniento 
linea.L donde Text= 0.66 Tf + 12.75. Los resultados corresPonden a una 
solución de 9licerc•l al 5;~ (tabla 3). 
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Fi9 16. La Tf Y la tasa de enfriamier1to sía•..ien una relación 
lineal, donde .Tf = 7.08 (Tasa) - 13.24. Los d;..tos corresPonden a una 
soluci6n de 9licerol al 5~ <tabla 3). Conociendo Tf Para una tasa de 
er1friamiento determinada, se Puede saber la Text a la cual se debe 
coloc~r la sol•..ic'i6n utilizando la ecuación de la fiaur.a 15. 



1 
To.bh. 4. ComPor-tarniento de distintas soluciones de Slicerol en MS 

líquido l lev<i.das a una temPer<i.turas f in.;..les cerc<>.nas a -30 Y -40 •c. Ver 
la ta.bla 2 r;;.r.;.. la exP l i c.;..ci 6n de las abr~·Ji<>.tllr<).s .• 

glicerol T ext T final lit Pf Ps Tasa de enf. intervalo 
\\ ( ºC) (ºC) (ºC) (ºC) (ºC) (ºC/min) (ºC) 

o - 7 -JO.O -23.0 +0.6 - 3.7 -2 a -20 

-13 -40.6 -27.6 o.o - 3.5 - 6.7 -2 a -20 

5 - 8 -32. o -24.0 -0.2 - 5.5 - 2.9 -3 a -20 

-14 -43.0 -29.0 -o.a - 1.0 - 4.5 -3.3 a -21.5 

10 - 9 -31.0 -22.0 -2.0 - 3.0 - 2.4 -5 a -20 

-14 -40.5 -26.5 -2.3 - 3.4 -6 a -19.3 

15 -10 -31.8 -21.8 -3.5 - 4.0 - l. 9 -6.5 a -19.5 

-15 -41.5 -26.S -4.0 -- 3.1 -7.5 a -19.5 

20 -10 -29.8 -19.8 -5.0 - 5.3 - 1.6 -9.8 a -20.a 

-15 -40.8 -25.8 -5.a - 6.4 - 2.5 -7.4 a -20 
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Fi9 17. Curvas de enfriarnient.o de una )' cuatro ar11Polletas con 
9licerol al 5~ a. una Text de -48ºC. La Tf <l.lcanzada. es la r11isma. Pero 
la tasa de enfriamiento es maYor P.ara ut1a que Pa.ra cuatro arnPollet~.s 
<-11. 3 >' -7.1 "C/min re;¡¡.Pectivamente). 

1 
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V.1.2.2 OISCUSION 

di rectamente en los vaPOl'C•Z de 1 ML.· :;:.on col oc.:;.. dos E<n un s is.t.o?ma acuos•:> 

concentr<i.do dentro dE< un vi<1.l de <,oidrio >'.<w1Peol lEd:.<>.). Est.E• sis.tema. 

resP•:or1de a los v."Pc•res del ~1L ,je ro¿,.ner.;. distinta -~. COOK• lo h-~.ce el 

t.ermoP<:1.r, Por lo <tw? s.e le h<1. est1.1dia.dc• a.P.;,.rte Pa.r.3. conocer su dinámica. 

este sistema acuoso <soluciones de 91 icer-.:ol i;m MS). 

Se observó l~n comPortami•?nto tíric1:i de ~t1friamier1b:1 (fi9 2) en 

todas. las solucic•nes de 9lic€•rol, Por lo <tue se 1..-s P•.1ed..- es.tudb.r de 

.~.cuerd•:i a l<>. física di? la.s solucione:: acuosas concentradas. (Fr".tw:s., 

1985) •;1, Por ende.• a. las. ProPieda.des coli9a.th•a.s. dePendientes de la 

COt"tCt?ntr<t.C i Ón. 

L.i. Tf alcanz.i.d.?. Por lc.s solltcion"'.s no corresPonde a la t.emPera.tura 

de los v«.Pores <Te:><:t) -~. la c•.A-3.l fu€.'ron exPuest.¡,s. El sist.erna alcc.nz<1. un 

e<H1ilibrio terrnodin{rnico donde l¿¡. Tf es. más ba.fa. <tue la Te>(t. Es 

po;¡¡,ible 'lue é:!:.to s..-.;.. debido "· la e<.,1a.Pora.ci6n continua del ML, sin 

embar9c• no se ha. encontrado una. E•XP l i c<1.c i 6n cc•rnP l et<.>. P ar<1. es te 

fenómeno. 

L« solución se enfrÚ. ;:o,l Ponerla. en cc•nt'-'.Cto con le•"' •Ja.Pores del 1-lL 

a una t<1.s¿¡. de enfri<o.miento detet'min.;,.da. Por l.~ •:ond•.~·=t.ivid-~.d t.érmi•:a ~, 

13. caPacidad c<1.lorí'fica del sistema. (solución+ ;...rf1Polleta). Esta. ta.sa 

de enfri~mi~nto es inuers~mente ProPorcional a la concentraci6n (ver 

fi9 14). 

OesPlH?.s de ;..lca.nz,).do::. los. -2~:°C a.Prmdh1a.da.m..-nte, la •.,oelocidad d..-

enfria.rni..-ntc, ernP ieza a. dismin1.1ir no:ot.;.blernente hasta ;;;.er c0ro (f i9 12:.0. 

En es.te Punto s..- <1.lca.nz«. b. Tf :,, se h~.ce e~Jident.e- l;;. dif..-r·e-nci¿¡. entr·e 
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la caPa.cida.d c.;..lorÍfica de •..in.;,. >' c•tr.;.. concentr.;..ción. Entre rna~'or es h. 

cc•ncentración, l<o. Tf alcanz.~.da es ro-.5.::. al t.<\, indic:¿,.ndo <tue .:.u caPa.cidad 

ca.lorí'fic<o. eos ma!>-'or. 

El 9ra.do de s.obreofus.iÓn de l.:i.s 
, 

va.ria., ·~ue 

9obernado Por 1 <o. P rob."b i 1 i d.,.d de 
- . , t orrn.¿t_C 1 on es. decir,, 

dePende de la a9re9<i.ciÓn a.z<i.ro::.'3. de la.::. rroc•l.?c:ul;...s de a.9w>... e• de 

factor~s externos a la. sol1;ciÓn como el rnovimient.o o la luz <FranKs, 

19€:5). 

En al9L~na.s. Prueb-2t.s de er1fri¿¡.rnient.c• <ta.bl¿..s 2):3 ~) 4) l.:.. sobrefu:::.ión 

est.~. ¿t,1...1::.ent.e .. est.o F·uede ser debidc• .c:1. l~ forrn.zt.•:ión de nucli?os qui:-

C•.::,ít'iit·nzan el Proceso d(? crist.~l iz:a.ciÓn e imP iden l.,. sotir-·efusié•n de la 

solución, e• bien a que los. ,aP;...r~.to::. d•? medición ernPle~dos r10 son 

c<1.Paces. de detect.<>.rl;, ... Y<l. sea. Por la t'aP idez CC•t'1 la <tue se Present.<i. e• 

detecta .. 

El Pf dePE•nd.;. d"' la concentración de l¿o, s.•:·lt~ción' alm1<?ntando 1 c. 

conc:<:>ntr«c:iÓn de h. ;;;.olu•=ión, disrllinu~'e el F'f, siendo l.;.. :.ol1..1cion 

s.at.ur<>.da l«. <iue- Preser1t.a el Pf roá::. b;do (Landau .. Giese .. 1984). 

el Pf s.e ~.b3.t.e <>.l 3.uro-ientc..r le.. c:oroc:ent.ra.c:ión do? l~. :s.olt1ciÓn si91.üerrdo 

ltt)I relac:i6n Potencial Cver fi9 13). 

La exis.tenciil. del sc•l•.1to dificulta la crü:.t.c..liza.ciÓro, Por lo 'tllE< se 

he..2. t.~. e i ertos l í ro i tes de 

de la~ ProPiedades del soluto Y SG determina sol~mente Por 1~ cantidad 
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En conclusiÓr1 se 
, 

Podra esPerar a.l ut. i l izar 

concentracion<i's durante el co119eh.mi&nto Y enfriamiento s.•.ibaecuento: de 

exP l antes seo P rE'senten los si :ilLli entes. resu 1 tados. • 

1. Una menor diferencia i:ntre el Pf Y el Ps. Este 9ra.do de 

sobref us i Ón Parece no afectar la sobre•Ji~iencia. aun<l.Lie no se ha 

demostrado con<" i ncentemente < M;:rYm ... n, 1966a). 

2. Una dismir1uc:ión c:oliSJa.t.iva del Pf, aumentando la Prob•.bi lid«.d do 

encontrar .t.Slua no con9elada, q1,,1e a.l rooment•::i de trabajar con e;:Pl.~.nt.es 

servirá como a9ua estructur<>.1 ~, como solvente de sustancia.s tóxic<;.s, le• 

cual es. .¡,l t<.>.me11te deseable OH l liams, 1983; Fir1Kle I' col. 19E:5). 

3. Una tasa. doil' enfriamiento m.is. lenta que a<tLiel la ·cc<r1se9Llida con 

baJ<.>.s o::oncent.r.-.ciones, la c:ual Perrni tirá. l.;. deshidrat . .-c:ión celular 

evit.ando la formación de cristales letales intracelulares (Maz1.1r, 1966; 

MerYman Y Williama. 1985). 

Si el Sil icerol actúa c:omo crioProt.ec:tor intracelLilar (a.Siente 

Penetrante), será Óptimo emP lear al tas concentraciones de est&o Para 

con9G<l<o.r los ei<P lante:r. <MerYma.n. 1971). 

Si o?l 91 icerol no Penetra entonco?s tendrá qua- reclirrirse a 

c:oncentra.ciones bafa:r. >' tasil.E· más ráP ida.s de enfriamiento <Mer>'man. 

197 li Mer>'m~.n tl tl, 1977) • 

El estudio del c:onSlelarriiento Y cmfrh.miento subsec:uo:onte de 

soluciones de 91 ic:erol al 5X c·~loc.adas ¡¡, distinta.s T ext.ern<1.s <tabla 3) 

Permitió encontr<>.r h. re-h.c:ión exiltE?nteo entr<? la Text Y l~. Tf 

a 1 canzada.. siendo es ta. un.;, fLmd ón l i n'ii'<>. l < f i g 15). El c:oo¡¡ofi e: i ento? de 

correlación encontrado (r:.0. 9974) es rnu>' al te• lo cual indic¡¡. <tue e-n el 
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interv.¡¡_lo estudi<>.do la Tf sólo dePende de la T•?:<t. 

A Pe-s .. ar de 'W•? el m'.im.;¡.rc• de PLmtc•s exPerimentales es b.;do, la 

ecuaci6n h.11.l lad;i. h.~. sido corrob•::.rad;;. exPerin1entalmente Ya 'lue Permitió 

Predecir con b;;.:o.ta.nte exci.ctihid Pur1tos exPerim>?nt.<o.les <t<>.bl.a 3). 

La Tf >' la t;¡,;¡¡.a de enfriamiento::< también Presentan un alto 9rado de 

correlación, Permitiendo Predecir la tasa de eni'riartiiento ;:.i se conoce 

la Tf 'lue alc<o.nzará la solución (fi9 16). 

En ~.mb•:1s ca.sos ser$. neces~.rio re~.l iza.r un ma~··or n1.:imerc• di:- Prueb;,.s 

Pó<ra. encontrar el interval•::. de confianza de las extraPolaciones. Pci.ra 

la. Tf Parece ser 'lLle el ir1terv<i.lC• e::. de :t 1.0 •e ~· Para la tasa de 

1?nfri<1miento de'!' 0. 5 'C/min. E~t.¿. Úl time• i nterva. l ei si bien es amrlio. es 

b<i.s.t;;.nte e.c:eP t B.b 1 e $-i se tom?.n en cuenta. las. condiciones. del sist.em.:t. 

P•::.r otro l~.d:OJ . ;). medida. 'l1.,1e le-. Text 8'$ . í1).;_S b;d.a, el ti T entre h. 

Text Y h. Tf ;;,lcanzada. v;,. «.wnent;¡.ndc• <tabla 3). Es.to indica <tue h 

c:a.Pacid<o.d calorífica. de la sol<.,ic:ión va disminuYendo a medida <tLie la 

Text es. más bafa. I9uales conclusiones han sido seña.h.da.s Por Landa.u 

<1983). 

Este estudio deo una sohición <i.l s;~ de 9licerol Puede servir corno 

Punto de Partida Para el análisis de sol•.Aciones más concentr.¡.,du.. Corno 

datos adicionales <tue PLieden ser Útiles a este fin se Presentan los 

resultados del co111Portllmiento de distint.¡o,s concentraciones de 9licerol 

llevadas a una Tf de '-30 >' -40°C <tabla 4). 

El número de amPollet.;.s q1.,1e se coloc.¡o,n en ·el termo influ>'e 

deterroin.¡..nt.emente E·n l.~ tas.!l. de enfriamiento de las. s.oluciones, Por lo 

'lue habrá 'tue efectu<o.r lm estu•:!1·:• •=orno el .anterior Pero 1.,1tilizando 2 >' 
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4 amPolle-tas e-n lu9ar de Lma Para Poder Predecir h. Tf Y la ta:;.a de 

'?nfriarüento. 

Como Llna 9Lií'a se Pue-der1 ernP le-ar lc•s resul tadc•s mostrados et~ h. 

fHlura 17, donde se observ.;j. <t•..1e la Tf tiende a ser la misma Par.~ 1 Y 4 

amPol letas. i::.in embar9co.• el tiernPo ·lue tardc-.r1 

i9ual. 

en alcanzarla no es 

Esto se exP l ica Pc•r<tue C:LM.ndo ~.e tiene un maYeor nÚm<?rC• de 

amPolletas, la cantidad de materia es maYor, tomándole ma~•or ti.;mPo .a. 

los vaPore» el extraer calor de 4 a.mPollet;;o.s <tue de un;;o, sola. 
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V.2. PRUEBAS DE TO~ICIDAD AL GLICEROL 

V. 2. 1. RESULTADOS 

La resPu6'sta morfolÓ9ica a lc•s 30 dí'<1.s de cultivo io illJ:!;: de los 

exPlantes su.ietos a las distintas concentraciones de 9licerol en MS 

l fq,uido durante un Periodo de 24 horas de exPosiciÓn se rnuest.ra E<n l ... 

tabla 5. 

La exPresiÓn 9ráfic<l. de e-stos datos se mueS>tra en la fisura 18 A Y 

B, q,ue Permiten visual i:zar meJor el efecto tóxico . q,ue Prod•.ice el 

crioProtector. La aParienci¿¡. 9eneral de l<>.s. Plár1tulas obtenidas se 

Puede observar en la f i9L1ra 19. 

Los resL1ltados indican <tue a medid3. 'l.Lte aw~enta la concentración 

P h.nta not"mal. 

A esta t"e:SPLl&st~. :.e le h«. llamado "rnalforrnaciÓn" ~· ze Presenta corno 

un enroscamiento de las ho.ias sobre sí misma:>., ensanch;..mi.;;.nto Y 

ad<tuisición de un as.Pecto rusos.o en su SLIPE-rficie, <tue serneJa a simPle 

vista un "callo". 

En concentN.ciones del 15 Y 20 ;-; l« ho.i<1. externa t.oma un color 

blanco Y no se desarrolla• es una hoJa muerta. En estos casos.la hoJa u 

hoJas internas son las <tue crecen enroscadas Y rusos.as, alcanzando una 

altura no maYor de los 2 centímetros. 

En los exPlantes tratados con 9licerol al 10 ~ se Presentan varias 

resPuest.as. En al9w1os c-i..:e.os las P lant4.s form~.n hoJas anch.a.s, 

ent"oscadas >' rL19osas. con Lm creciroierito rna~'or <tue en 15 >' 20 ::-: (fi9 

19). En otr<>.s es la ho J ¡¡, externa h. <tLl.r toma es t~ asP ecto Y las ho .l ~.s 
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internas lo9ran des;.,.rrol la.rs>? rv:.rrna.lrnent>?.: ·'· esta. res.Pu>?stc.. tarobi.rn se 

le consid~?r15 com•:i malform~.cié1n. s:ólo 1..~n núri·1ero redu1=ido d•? i?>~Pl.~nt.es 

lc•9ra forrr1<l.r P la.nt;...s norma le:: .. 

La::. P la.ni:.a.s Pro,Jenientes. de un trc..t;,.rriiento c:r.m 5;~ de 91 ic:erol no 

p reser1t<'.n rna 1 f orr1i·~.c iones .. un.~. 1 i9i::r.:i. 

disr1iin1;c:iÓn en la. t'.!.l la. Es. Probc.ble ·=tue esta. disrnin•Jc:iÓn del 

c:rec:imiento ::.ea re::.ult.¡¡,do del tiemPo <tlle le torria .a la. Planta el 

rec:liPera.rse de la. c.c:c:ión ca.usad« Pc•r el c:rioPrc•tec:tor. 

Debido ·•· l.,, toxicidad del c:rioProtec:tor '" conc:entr.~.c:iones del 10, 

15 y 20 ;-; en tie~1Pos Pr·•::ilon9c-.dos de exPo::.ic:iÓru s.e efec:t•JÓ una Pr1Jeba 

sujetando lo::. e>(Pl-antos un.a hora a.l c:rioProtector. 

Los re::.ultc..dos de esta Prlmba. ::.e rnuestra.n en la. tabla 5 >' la fi9Llra. 

20. Et1 este c:aso no se F'resent.an rn-~.lforfl'1ac:iones >' oi?l t.:i.rn~.F'10 di;. las 

Plántulas tr;,.tad;,.s es semejante "-1 testi9o. 

L« ;..,dición >' el iminac:iÓn del 91 icerol se l le•JÓ «. c:abo rá.'P id.~.roente, 

contrario ;,, lo <tl1e :se rec:oroienda en la l i te-r<-.tLlra.. Sin erc1bargo, estos 

resultados indic:c.n <t•Je más <t1;e la forma de a.dic:iÓn-elirninac:iÓn del 

c:rioProtec:tor., es el tie-rnPo de ;?>(PCosic:iÓn lo q1;e- está afec:t<o.ndo a. los 

exPlantes. 



Tabla 5. Lon9itud Y 9rado de malforroaci6n de exPlantes do? .a. 
¡;.atiyum e>:Puestos ;;¡, disti11tas concentraciones de 9licerol en MS l{quido 
durante una Y 24 horas exPres~.dos en Promedios y Porcentajes. Los 
e>:P l ;:,.ntes. tier1en 30 días de cult~vo in ill!:f! en rt1edio MS sin 
cr i oP rotector. 

Tiempo [ ] x longitud talla Plantas X Malfor 
X expos. (mm) (n-1) X normales rnaci6ñ 

1 hora o 92 15 100 12/12 100 0/12 o 

10 111 24 120 3/3 100 0/3 o 

15 9B 26 107 4/4 100 0/4 o 

20 9B 10 107 22/22 100 0/22 o 

24 horas o 87 9 100 7/7 100 0/7 o 

5 61 10 76 10/11 91 1/11 9 

10 lB 6 21 3/10 30 7/10 70 

15 11 1 13 0/10 o 10/10 100 

20 10 1 12 0/9 o 9/9 100 

·'• 



-E 
E 
~ 

o 
::> 
1-
(.9 
z g 

w 
J 

~· 
z 
w 
ü 
o:: 
o 
o.. 

120 

80 

40 

o 

A. 

120 

80 

40 

o 

B. 

~LJCJ 
o 5 '10 '15 20 

[ l GLICEROL (o/o) 

o 5 '10 15 20 

[ J GLICEROL (ºlo) 

e:::¡ 
normales 
mm 
malformación 

Fis 18A-8. Efectc• del tr~.t.;;.ff1io:-nto de ~.P ic•3•S. con Placa bas;,,l de ft, 
«iltiu•Jio con distintf/.:=. ~.ol•.4•=i·~rt•?:E d•? 9licer•'l e1·1 MS l{q1Jido d~u:-.fl.nto:- 24 
horas. sobre la lonsitud C18A) Y mc~fofisiolos!a de l&s Plantas (188) a 
los 30 d{as de c1Alt.ivo io uit:.t"··-·· 



O'lo 5º/o '10°/o '15º/o 3J% 
Fi9.19. AsPecto 9ener.:<.l ~.los 30 d{.:-.s de cultivo in uit:.i:g de, l<•.S 

Plar1tas obtenid'-<S desPués del tr~.ta.r,,iento con l<i.s distint.¡,.s 
CC•ncentraciones de 9licerol Por· un Periodo d~· 24 hor~.rc .• ::::olo los .~Pices 
tr;¡.t¡¡.dos COJn 9licerOJl .11 5i! se lo9r.¡,_n recuPer'-<r Por comPleto. 
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Fi9 20A-E:. Efectc• del t.r;;<.t:.<.roie~t.o de $.pic<?s. con Ph.ca bas~.l de .a. 
p.tü.o~ml con db;.tit~t .. >.::. soli.1cior1.,.s. d•? 91 icer•:il en MS l {<11.lido dur.~.r1te una 
hora, sc•bre la lc•n9i tud <213A) ~' rocor-fc•f is.iolo9!a di.¡. h.s Plantas (208) a. 
los 30 d L.:=. de cultivo .io. ~- H Ct si 9n i f i ca r1•=> d'l't'l'rrr1 i n~.do. 
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V.2.2 DISCUSION 

ALm<iue el 9licero1 h.?. demo~. tr<o.do no ser t6x i co en alta.s 

concentraciones en ciertos tiPos celulare:: .. existen otras esPecies en 

las CLlale:s el efeocto tóxico s{ :se Preseonta (Mer:>"man .. 1971>. 

L.;.. toxicid.~.d que P•.h?de Provocar el crioProtector es función do? la 

nat1Jralez<1. qLiímica del rnismo, la concentr;i.ción a h. cu;¡_¡ se encL1entra, 

el ti ernP o de exP os i c i ó'n ~. l cL1a l se somete- e 1 e>~P 1 ante, e 1 9rado::i de 

so; ns i b i 1 i dad de 1 a ,¡¡.sP ec i E? E?n E?S tl1d i o >' el ti P C• de E?>(P l ;...nte ernP l E?.;,.do 

0(-l!.rth.~... 1985>. 

cu ... ndo los áP ices con P 1 <1.ca basal de ~ Sil.ti <.Jurn son exP uE?s tos 

durante 24 horas."· concentr«.ciones de ::;licero! de-1 10, 15 ,, 20%, se 

ma.nifiestan efectos tóxicos cc•mc• dismir1ución de l;... t;i.11<>. 

malformación. Este efo?cto tóxico Pue-de so?r debido, en P«rte-, al choque 

osmótico Prolon9;i.dc• c~.us.¡¡.do Pc•r la lent<-. difusión del 91 icerol al 

interior celul"'.r <Mer>'m•.n Y Williarns, 1985); >'' Por otro lado, a h. 

concentr;,.ciÓn de 9licerol ·=we lo9r<>. Penetr<o.r al interior celul<o.r, l;i. 

cua.l :sobrePa:s<1. los límites tolerables Provocar.de• daños sobre el 

rneta.bo l i smo. 

Cwmdo el exPle>.nte &$ colocado en soll1ciones hiPertÓnicas, las 

c~lulas sufren deshidrat.¡._ciÓn •::> PlasmÓlisis ~· el Pr•:otc•Pla::.to de cad.;,. 

célula se ret.rae «.!rededor de su o sus <)~.c~1ol.;,.i;.. Al mismo tiemPo se 

Pr•::iduce un ir1terc«mbio de molé°'c•Jla::. de «.9ua Y molécul.3.s de soli.~to .3, 

tr«vés de 1 a. 111E>mbr<1.n«. P l asmá. ti ca. entr·e el interic•r ~" el e>(terior, 

c<i?l•Jlar. A mlildid.;.. qui;. o?ntr.;.n 111oléc:ulas de soluto en l·"-"'· célul.3.s, el 

~.9•Ja, a s.u vez, entra ha.st<o. q1;e ,;.e re=.ti t•;Ye el ~·olurnen celul ~.r norro¡d. 



82 

Si el so luto entrara rá'.P id.3.roente es.ta rehidrat."ción C• deP h.s.mÓl is is se 

Produciría. con raP ide= <Oiese .. 1984). 

La:;; consec:1..1-.mci.;,.s de la deshidr.~t:.ciÓn so11 c:oroP le.ias P<o.r.;.. el 

ProtoP lasma. vivc1. L<-. Pri111>:ra consecuenc i .;,, directa. 

p robab l ernente en la. Pérdida. de roo l .?cu l .~s d>.? a9ua q1..1>.? actúar1 cc•rllo •=·?.P <>.s 

Protector~.s alred>.?dor de l<i.s roicelas coloidale:: .. 0 sc•bre la.s rnerobr;..na.s. Y 

sobre la estructura terci,¡,.ria de las ProteÍ'nas <Bidl·Jell, 1979). 

Las roohfculas de <i.91..1¡¡, actúan no sólo CC•rt10 un solvent'? Para 

susta.nci<l.s qu(roicas sino com•:.1 esPa•=i.adores que aYud<o.n '-'· rn«.ntenP.r los 

fluidos comP ledos. en una conf i9uraciÓn estable. Cuando s.on el irnina.da.s .. 

las Partfculas o suPerf icies con car9<l. se aProxiro«.n entrP. s.[. Mo sÓlo 

se cc•t1centran las soluciones. sino <tue las Sl~Perficies coloid¡¡.les. 

desnaturc.l izar1 (E:idw:ll, 1979). 

El desbalancP. de los Proces.os bio<tuíroicos caus<>.do Por las 

concentra.ciones de met.;,.bolitos ,;.,n.;¡rmalmente ~.ltas, Pueden contrib1..1ir <>. 

la desor9aniz.;..ci6n rnoiecular. Lo~. ion>?s &n solución forr11<;.n una ~sfer~. 

de moléc:ula.:S de asua ;,.ll"'ededor de ""l lo:;¡. Por atracciones diPolo, ~· 1.m.;¡, 

al ta conc:~mtración de sales. Puede dar como reE.ul ta.do 'lue el a.sua. l ibr.;;o 

se asocie a las mismas, h.~.·=iénd•:.1la n•::> disPonible Para. la estit.bi 1 iz.~.ción 

de las mac:r·omoléc1..1las cell1lares, >' Provoca.ndo la PrG>ciPit<>.ciO::"n de 

' Proteina.s (Connor Y Ash~iood-Sr~i th, 1973). El H1is1110 re~ul ta.do Puede ser 

Por los ca.rnbios de- PH celular causados Pc•r l<o. concent.ra.ciÓn d'.? s.ola.1tos. 

ionizados. ácidc.Js o b'\.sicc1s.(8idt·J1?llJ 1979). 

L.¡¡, P l c.smÓl is is no n;;cesar i <>.r11,;nte daña en f orrr1a. P errria.nente a 1 as 

c~lul.as. Si éstas SE' c:olocan de nue'.'º en lWI« sollic:i•)n hiPot.Ónic:a, 
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rec:uPeran rtP ida.mente el a.9ua Perdid<.<. >' su l~llr9encia rf1ediante Ósroosis .• 

Si el Periodo ~, la severid.".d de la Pl.;.smÓlisis no so11 dem«.si.;o.do:o 

grandes, h.s céltrl<o.s Probablerr1ente rico :S·'? da.ña.rán. (E:idL0Jel 1, 19?9). 

En el •=<1.so del 9lice1·01, los ro?S•Jlt.;..dos (t.abla 5> indica.n ·~•.lo'? s•.,r 

Penetración es mu~" lent<> .. · corno ceinsecue-nc: i il. un¿¡., 

de:shidr<1.tac:iÓn Prolon9 ... da donde la dePlasmo5'1isis octrrre ler1t.~.rr.ente. A 

medida q1,re a.urnenta. la concentración de la so:illic:ión en l;:.. cual s.on 

colocados los exPlantes .. el 9r.;o.do de deshidr4.tación C•:?lular es ma.>"01-. 

Cuando el tiemPo de exPosir.ión a es.t-3.S c:ondic:icon<?s e:=. corto úma. 

hora.), el d<-.ño ca•.rs<o.do Por deshidr<o.ta.ción 
, 

es a1.~n 
, 

·~:Sl 

mismo .. h. entra.da de moléCllb.s de 91 icercol es. l i1o1i t<l.d<o,, debido .-.. su 

lenta difusión. Es Peor ésto que no se Present;...n l?f~·cto::¡. tól<ic:os (t.o.bl.~. 

s .. fi9 20). 

ma>'ores del 5% se rn:;..nifiest"" daño Por deshidr-ataciÓn Prolon9ad.>.. Asf 

mismo, el tiemPo es slrficiente Para que Penetre lma "'ª>'or c:antid0o.d d;;. 

moléculas de 9lic:erol al interior .:.;;lul<i.r. A co:mc.;;ntra.ciones maYores en 

la solución, e>dstirá llt1 maYor influjo de 91 ic:erol. Posibl¡¡.mente, con 

9lic:erol al $~ la conc:entr;,,.ciÓn interna. a.lca.n::ad-3. no sea.. t6xica,, 

rr1ientra.s <tuo;i a. l 10, 15 Y 20;~ l<>. conc,¡¡.nt1'a.c:iÓn interna. se.o. lo 
,, 

é.uficientemente alta como Para actuar ne9ativarnente en el met.o.boli:s.rno 

De;:.pués de tra.nsc:urridco el tra.ta.rniet1tco ( 1 >' 24 hcor·a.s)" s.e efectuó 

un la..')a.do ráPido de 5 min•Ato::.. E:ste la0Jado :sólo elimina el 9lio:o;,rol 

e)<tern¡¡.mente. 

Cuando el tiernPo de exPosiciÓn es de hor~ .. el 9licerol se 

encuentra. en ca.ntida.des no tÓxica.s en o;-1 interior celt.ib.r. E.=.te l.¡..v.;,.do:o 
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es sLtficiente Par<>. elimir1ar el 9licerol externco, Lc•s exPlante:;;. se 

siembran ~· s•J desarrollo es norm<i.l. 

Cuando P.l tiemPo de e>(Po:.iciÓn es de 24 hor-3.s.• 

ir1terna de 91 icerol es m~.'.:lor .. Y s1J el irninaciÓt1 no es P•:isible cor1 l~r1 

lavado de 5 minutos Por :;;.u lent;;. difusión 01en··m;...n ~· lüllia.ms, 1985). 

Por tanto, aun"'l•Je se elimine el 9licerol externo .. 1 os exP 1 ;;.ntes son 

sembrados con concentr;;.cion;¡.s tóxicas en SLI interior. Al P;;.2.c• del 

tiemPo se obs.erv.1 <iue los e>(P l.~.ntes •=o loca.dos .;o.l 5;-; s.on los L~t;icos <t•.1e 

se recuPeran del daño Pc•r deshidrata.ciÓn >' t.o~dcida.d.: mientras q1_1E· los. 

exPlante:s s1Jjetos a concentr;;.ciones maYores. sufren da.ñc•s irre~iers.ibles. 

En a.mbos ca.sos el da.ño Por 1 is is hiPotc~nico. dL1r;;.nte· el lav:;.do es 

e<)itadc• Por la Presencia de la P:...red celular .. la cual limit:;. el vol•.,m1en 

e imPide "'lL1e entre un exceso de •.9u<i. O:Giese .. 1984.: Mer~'m•.n Y IHlliams., 

1985). 

Si le• 'l.ue está afE?ct.;.ndo a los exp la.ntes es el tiernPo Prolc•n9ado de 

exposición en al tc.s concentraciones., se Pl1ed.;; eliminar"" la rosibi l id;:i.d 

deo '\lle el efecto tóxico sea Provoca.do Pc•r la forma. de adición >' 

elimino.ción del crioProte-ctor. E:,to se ve reforz<o.do ·•.l cobserva.r los 

resultadc•s Pa.ra un tiemPo de e>(PC•sición de una hora, donde no haY dar10 

incluso al 20~: (tabla 5, fi9 20). Se Pue-d.:- d.:ocir que las célo.ü;i.s 

toleran la d6'shidrata.ción ráP id~ causada Por la adición directa. de l<l.s 

distinta:s concentr.).cione:s, a::.í cc•rn•:;, 1.3. rehidrat.¡¡.ciÓn ráPid.a ca1.,1s<'.da. a-1 

coloca.r los exP lante:. en rnedio sin crioProtectcor·. 

La adi•=ión >' el irnir1~.ción Por P.;..si:i.s ser1.;.. 1j°t..i l si el 91 icerol 

Penetrar;.. )1 :.aliera r.[;.Pidarroente de las c.?lulas .. ta.l cc•rno oc•Jrre en 

alsiwu.s célul<i.s animal.¡¡.s. En e~t.e c.¡¡.s.o, donde el 9licerol difunde 
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lentamente.. el Proceso de adi·=ión y eliminación Por se 

Prolon9ar{;¡. dema.si•.d.;i, lle<.•ándose •_.1ari.0<.s hor.;.s, lo cLial 

Práctico. 

El 9licerol In sido <".rnP 1 ia.mente rePcor·tado un 

cric•Protector Penetr<>.nte en •=élula.s de aroimales <Ho.mter, 1970; Mer:>"man, 

1971; Me Oann .. 1978; Altaro\in.no .. 1985). em célula.::. de 

ve:3et.~.les el 91 icerol Penetra. Pc•bremente, 

t..iemPos Prole<1'"19adc•s Pa.ra a 1 cc-.n:z<l.r concentr~.c i Ón 

interna lo suficier,temente <>.lt<o. P<l.r<'. Prc.te:3er contra el da.'f',.J Por 

con:3E•la.mientc• (f<;¡..rth-..... 1980.: Me-rYma.n » Wi 11 i•.r11::.. 19:::~:;:>. 

Se ha encontrado qo_i•? en ·=.?lo.il.>.s de .,.nimal·~s l.,. F'ermea.bil iada.d al 

9licerc•l es alta a 20°C <Me Ga.nn, 1978). Sir1 erribar90.• 

como la. electrone9ati~Jidad >' el tam<i.f'oo molecular. 

Las susta.nci«.s no electrol{tic.as tienden a difundir ,¡¡, través de 

m<:mbr.;.ro~.s ?. •.in;.. t.~.s~ má!;. o met1os ProPorcional a su s.c•lLibi 1 idad en a:3ua., 

e inversamente ProPorcional a ::.u tamo..ño · rrooleco.ilar (8id~Jel l, 1979; 

Gie-s.e.. 1984). 

Si b. molécuh. que entra en una merrobr<i.na. cehilar e:=. rno.i» solLible e-n 

<191~·"-• deben romPerse sus Poderosos enh.ces dE• hidrÓ9eno con <?l <o.9u.1\ ero 

et1 la membro..n¿¡. l iP í'dica, Por eso es qu.;¡. Par.:.. las 

hidrosolubles el Pa.s.c1 haci". la roertobra.na celula.r ~ .. .;., t.r'.<.<Jés de l;i. mis.r11;.o. 

<?S dif{cil )." requiere 9<1:sto d•? ener9{.;.. (Giese .. 19:34). El 9lio:erol 

Presenta treg. 9ruPos. OH s.iendo a.li:.;i.111erot<? Pi:ola.r.: es comPletam&nte 
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1S84). Oadéf.s es.téf.S cara.cter{sticéf.s es de esPer;¡.r lma ta.s.;.. deo difusió'n 

lenta .;.. travé's de- 1'1. m'?mbr«neo .• 
, 

roas 9r-~nde, tienen 

menores Posibi l ida.des de entr.;¡_r Por l.~ membr.~.n~. P 1<1.sm{tica. UrH. 

~.01.?cula de a.9ua tiene un diárne-tro de 0.3 nrn, llt"•"- rnc•léc•~la de llrea. 0.36 

r.r11, un.~ molécl1l~. de 9li·=erol 0.62 nm ~· lma nK1lécul.:i. de 9lucosa 0.86 nrn. 

La Permeabilidad de estas. moléculas dü.rninu:»e al alm1enta.r el dd:m ... t.ro. 

Giese ( 1984) h;¡,ce referenci<l. a lln oi's.t•.idio efectu<o.do Para deterrnin<o.r 

la.s. constante-s de Perme-atoi l id<>.d Po.ra. 16 esPecies de- céll1la.s ve9e-t<o.les. 

res.Pecto a la. entr.;>,da. de di•)er:=.«.s ;¡;ust.~ncia.s, o:-ntre el las eti len9l icol, 

llrea >' 91 icerol, se encontró <tue "-Unq1_1e la const¿o.nt.•:? de Perrnea.bi 1 id"d 

no es la rnisr1la P.;..ra esPecies diferentes., hs céll1lc.s de cad<o. un.~. de 

est"s esPecies suelen ter1er el rr1isrno orden relathio de Permea.bi 1 id«.d 

Para las di'stintas s.ust"t1ci<o.s.. siendo .;l eti len91 ico l E-1 m.{s Perrnea.ble, 

se9llido de h. urea, 91 icerol Y eri tri t.ol. La constante de Perrneabi l idad 

(KJ K= moles de su::.ta.nci.>. ql1e entra.n Por micra cuadr~.da Por 

sesundo/moles de dife-renc:ia de concentración dela sust<o.nci<l S e-ntrc- ol 

exterior Y el interior) encontr<>.da Par-3. el 9licerol cae en •.m intervalo 

entre- 10 -2 Y 10 -5 <Giese, 1984). DesafortLm.:>.daroente el intervalo es 

mu>' amPlio como Para dar una idea de h. PermE'abilid~.d do?l 9licerol en 

el a3o mediar1te e:<traPolación.• >' no e>dste un ro~tc.do ha.sta ahoré!. Para 

Predecir qufi volumen de 9licerol Puede entrar (Giese, 1984). Para 

conocer la Perrneabi lidad d,;ol a.,;o al 9liceroL se Pliede- efectu<o.r Lma 

P rlleba 'lu'"° indique el ti emP o en el c•.1a 1 se deP h.::.mo l i za.n cé 1 u las 

sujet«s a. distintas conce-nt.r;,.cicw1es. del mismo, E'S dE'cir.• el ritmo de 

et1t.rada del soluto Wiese, 1984). 
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El &xi to obtenido cuandc• se uti li:za. 9licerc•l come• c:rioProtect.or er1 

eritrocitos, a. p esa.r de su tasa. de- difusión 

Puede ser atrib1..1ido al hecho de- <tue las c:éll1h.::. roh.s Poseen lln 

mecanismo de tra.nsPorto? fa•=i lita.do Para el 91 ic:erol cc•n ut1 tiemPo medio 

de Penetración a. 37°C: do? 15 se9undo.si. aPrc•xima.d<>.roente-.: a.Ún a.s..{, la ta.sa 

de difusión del a.91..1a. es ~-·aria.s veces rn.¡¡,s. r<o':P id.,. <tue l"- d•?l 91 ice-rol. 

cr·e~.ndos.e 9r<>.dient.es os.mÓticos da.ñino:. dura.nte 5-ll introducc:iÓn >' 

C'l iminación <Me-r~'ma.n >' !Ji l l i«.rns, 1985). 

La maYor!a. de la.s células no Pose-en un meca.nisrnc• de> transPorte 

facilitado l" la. difus.iÓn transroen1bratv.. del 9licerol os rela.ti•,,amente 

l!?nta con un tiemPo me-dio de 3 a. 4 Niinutos o más. Pc.rticl1la.rmente el 

glicerol Penetr<i. pobremente .a las céli.il.as ~-·e::ietales .• <Mer>'rn<>.n >' 

Williams, i96S). 

Aunado a ésto, la exister1cia. de Pa.red c:elt.1lar está retardando, 

aun<tue en rnuc:ho menor 8ra.do, el Paso d.;¡.l 9lic:erol. Holtzman >' NotJiKc•ff 

09::0:6), menciomo.n <we lii- ma.triz de la Pa.red ceh1hr es rica en 

Polisacáridos, PriticiPa.lm.;mte hemicelulosas >' Pectinas. altamente 

hidrof Íl icas. Es.ta red de Polisacáridos caPta. >' f i ~<>. ;..,9ua, formando un 

9el, cuYa densidad >' consistenci.r. afecta l.r. caPaddad de las molécuhs 

Para atra.vesa.r la me•mbr-11.na Plasrnátic<o. de la célula. Antes de lle9ar a 

h. membra11a P lasmá.tica, o0>l 91 icerol tiene 'lll"-' -~.travesar est.e gel de 

Polisacáridos lo cual reti..rdi' 
, 

rnas su Penett-a.ciÓn a.l 

C:oroPar;..da. con el Plas.rria.lern••., l<o. estructw-a. entr·ecruzada de la Pared 

c:eluh.r imPide sólo li9eram.::•nt.;¡. la difusión de F'e'lue-ñas r11ol.Íc1..1h.s 

el a9ua. Y '21 a.zúca.r·. Por eJerriP le" e-n •.ma cé1'.1la con una Pared de 15 

de ~.m:ho, el 10% de la resistencia al f lu~o del a9ua entre el 
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citoPlasma >' el medio externo está dado Por la. Par·ed.: Y el resta.nte 90;-; 

es debido a h, membr.ana Pl.a.sm3°.tica. <Alberts, 1983). Como el glicerol es 

ur1a molécula. más 9ra.nde <t•.ie el a.9ua, Pc•dría esPer<o.rs'ó' ur1a resistencia. 

un poco ma.Yor Por Parte de la Pared cel1..1lar, a1..1nctue el Porcenta,ie má:::. 

a.lto •lo'·.=.i9a .. <1.Porta.ndo el Plasu1a.lerr1a. 

La. morfolo9Ía. Y la <tu{mica. deo la meornbrana ~· Pared celular>?s 

considera.blemente se9Ún las. esPecies y· los teo.Hdos <Holtzrnan ~· 

HoviKoff, 1986) ; es Por eso ctue se ti ene Lln« a.mP 1 i a. 9~.rt'l"- de 

Permeabilidad al 91 icerol, Y, en 9eneral, a todo» los comPuestos. 

Para establecer un método Práctico de crioPreservac;iÓn, el us•:> de 

material altamentli' or9anizado >' o?Structura.do, Por e,iE>mPlo brot?.s 

o.Pica.les en lu9a.r de células en ,;usPensión, es considerado como rni's 

desea.ble Para. lo9ra.r una. de las Plantas sin cambios 

en la citolo9Ía. cromosómica Y el· Poten•=ia.l morfo9énico <Harada tl il• 

1985). 

Los Probl&m;:.=. en 1<" ... ,.,...meabilidad se amPlifican cua.ndo uno Pro9resa· 

de una simPle susPesiÓn celul ... r hasta teHdos 
, 

u orsa.nos. los 

&9•ntes, deben alca.nzar células distantes Por difusíén a través de h.s 

membra.n&!> mediadoras <Mervr11an, 1Sl7D. La Penetr;,,.ciÓn d>?l 91icerol es 

mu>" 111nta en rna.terial veset;,,l G'f>t.ructura.do >' or9<>.niz<i.do (Ha.rada. et al, 

1985). 

En los experimentos efectl1a.do.s. en este trab;do, el á°Pice con su 

Placa basal es baña.do en toda su suPerficieo Por l;.,. solución de 

crioProtector, Por lo <we las c&lulas e:>(P•..1e;st.as dire;ctarnente se 

deo:=.hidr'a.tan Y cre ... n un Sra.diente osn10:.tico el c1..1a.l Proo.,, .. ::>ca ctue las 

c~luh.s mi:;;: interna.s se dest"tidrat<?n >' asr suce:=.iV'.'.roer1te. "Al · rn'isrr1•:.0 



tio¡;omPo el :ill icerol comienz.;,. "· po¡;or1etrar Pero ""s hierteroente irnP,..dido PC>t' 

l&. matriz de h Pared celuh.r >' el P lasrn«.l€•rr1a. S•.1 difus.íÓn h<:<ci<o. el 

into¡;orior ceh1lar ~, <i.l ir1t>?ri•:•r del teHdo es lenta >' s.5lo::i con t.iemPo<. 

m1 . .t>' Prolon9adc•s se Puede esPerar <tue difunda. Pc•r todo el t.eHdo. 

Mientr.:i.s b.nto, la do;?zhidr.:i.tación do;?l tejido Y el tien1Po de exPc•si•=iÓn 

<t. l<o. misma, Plledet1 ser lC< suficienternent•: severos. corno P«.r.ri. c<i.l1s.0.r 

d«.ños. irrev ... rziblez. 

89 
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V.3. CONGELAMIENTO DE E)<:PLRtHES 

V,3.1. RESULTADOS 

Las. f i 9uras 21, 22 Y 23 mues t.ra.n la cur'Jo.s de enf ria.mi en to dE? 1 os 

exPlantes tratados con 9licerol -3.l 20% durante llna hora. La. t .. ~.bla 6 

re:s1.ur1e es t.as cura..'3.s. 

En <?l Primer caso loi; ;:oxPl<i.ntes fw.:rc•n llev<i.dos a uru. Tf de- -28 °c, 

dejándose a "'""· temPeratlir.~. Por 20 roimitc•s. ~.nioo;.·s. d•? b. inmersión en t·lL. 

L« tasa de enfriamientc• fue de -0.6°C/rnin. 

El ;;.e9undo con9elamiento fue i9•.ial ~.l anterior P>?l'O los exPl.~.ntes 

Perroanecieron •· -28ºC dur<o.nte 40 minutos antes. de sumer9irlos en NL. 

En la tercA.ra. Pr•.leba los exP lantes se l leo.Jaron hasta -38 •e Y se 

rnantw.Jieron a esa tero1>erat1jra. Pc•r 20 minutos .;o.ntes de llC?va.rlos a NI-. 

La tasa de enfriamiento en esta ocasión fue de -i.0•c,'min. 

Las tasas obtenidas en estos exPerimentos hieron menores. a. la 

esPerada:s Para el Emfriarniento de WV< sola amPol lo?ta. 

con9elarcm cl¡atro amPolletas .. juntas. 

>'a G.ue se 

En nin9uno de lo;;. tres ca::-os so? c•btuvo sobrevhiE>ncia. coroo se indic.r.. 

en l« tabl<o. 7. 



No 
Exp 

1 

2 

3 

Tabh. 6. ComPortamiento de las =·olucione-s de 9licerol al 20i~ en MS 
lfq1.üdo, en la.s cu~.les f•..1er-on con9e-l<>.dos los exPlantes (4 <>.mPolletas). 
P<>.ra las ebrevi«.tura.s ver t<i.bla 2. 

Duraci6n de la 
T constante 

20 min 

40 min 

20 min 

T ext 

-12.0 

-12.3 

-16.5 

Tf At 

-27.8 -15. 8 

-27.5 -15.2 

-37.8 -21.3 

Pf Ps Tasa· intervalo 

-2. 6 ~0.6 -5.8 a -20.3 

-4.5 -4. 8 -0.6 -7.1 a -20.3 

-6.0 -7.3 -1. o -10.3 a -20.S 
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Fi9 21. Enfrbrniento d!? exP lantes llE"..Jados a -28°C con una. tasa. de 
enfriamier1to de -o.6•c1min }·' un Periodo ~- temPer.~.tur..;i. constar1te de 2~3 
minutos a.ntes de la. inrner~.i6n en NL. 
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Fis 22. Enfriamiento de exPlarotes llevc..dos a -28°C con • . .tn.;:i. tasa de 
enfrial(iiento de -0.6'Clmin Y un Periodo ;), temPer<i.tur;). consta.nte <-28"C> 
de 40 minutos antes de la inmersión en NL. 
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Fi9 23. Enfriamiento de exPlantes llevados <>. -3s•c con una tasa de 
enfrh.miento de --i.0•c/min >' un Periodo a temPerat•Ara constante (-'38.C> 
de 20 minutos <>.ntes de la. inmersi.Sn en NL. 



Tabla 7. Pc•rcen~.3e de sobrevi·vencia de exPlantes tratados con una 
soluciCSn de 91 icerol al 20(! en NS 1 Í<tuido m1r.;..nte una hora; ! leva.dos a 
una temPeratura constante <Tete) Previa a la inmersi6n en NL de -213 y 
-3S"C >' un tiemPo de almacenamiento en NL de una hora. 

T final Duraci6n de la 
exposici6n a 

Tete 

Sobrevivencia 
testigos 

(30 días) 

Sobrevi vencia 
experimental 

(30 días) (Cº) 

- 28 20 min 5/5 100 0/16 

- 28 40 min 5/5 100 0/15 

- 38 20 min 7/7 100 0/20 

o 

o 

o 
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IJ. 3. 2. OISCUSION 

Al uti 1 iz<o.r una. concentraci6n d¡¡. 9licerol al 20;~ dw-·«.nte un<o. hor<o. 

de e>:P os i c i ón, un.~ t.;..sa l ent.;.. de enf r i <1.m i en to Y Llroa ternP er.~. to.ir.~ P rev i .~. 

c. la inmersión en ~lL de -30 Y -40 'C,no se obtLiveo s.cobrevivencia ero los. 

exPlantes <tabla 7). 

Cuando s°" traba. ,i .;o. con DMSO ( 3.9ente · P E·netrante) en cond i o:: i on<:os 

si mi lares lil. resPuesta de los exP la.rotes es Pos i tiv.'!J.1 

rn.;..nteniéndolos hasta Peor unil. hcora a. temPera.tura consta.nte antes. de la. 

inmersión en NL CLoPez, 1988). Es tos resulta dos i nd i ca.n 'tlle e 1 

DMSO P W1etr,a., ;;.. 1 c.s cÉ-1t11 ~.s" e• 1._.1 i tando un ct-ioq1_.¡e C•s.r11ót. i cc1 ;-...• br· i nd:,.ndo una. 

Protección colisativa eficiente. 

Los reso.J l ta.dos obtenidos. ccon el g 1 i cero l refo.ierz«.n la idea de <tuE< 

:=.t., Pen.;.tra•=ié1n es. mu:>' lent.:i .. C·~n L~na heir¿,. de exF·osición la cantid.:a.d di? 

r11olécL1las. de glicerol ·:we ha lo9r.;..do Penetrar es insuficiente P.;..r¿._ 

conferir Protección ccol i9.;..tiva intracehilar. 

La acción P rotE<ctora d.;. l Dl-180 Parece es ta.r l i 9<i.d<o. a. s.us P roP i E<d<i.des 

col isativ.;..s, debido:. a 'tue reduce 1<1. cantidad de hielo forma.do a 

CL1a.l'tuier b~mPera.tura dura.rote el enfría.miento, Y Peor tanto, PosPeor1e un 

incremento en las condicionE<s. do? h1erza. iónic<o. a ternPE<t'.;o.tw··a.s rná;;; 

ba .. ias .. dc·nd.;. el dafio a la célula es. ret«.rdadc.. Corneo la céllila e;;. 

Permeable a.l DMSO, éste no contribLWe a.l 9r.~.dio?nte osméotico a. tr.~.v[.s do? 

l;,. rnembra.n~. celo.Jl«.r .. Por lo <to.1e no o:>>ds.te da.1'10 Pc•r cho<t1.1e osrnótico (Me 

Gann, 1978; L6Pez, 1988). 

Cc•mo ~l 91 icerc•l difunde ler1t('.~.rnente ¿,, t.r¿..t.Jés de- las. roerr1bran.;..s.,, 

F-1.~i.:de 1?;.t~.r ai::tuéi.nd•:i de fíld.ner;..i, sirni 1 :-.r .~.. los Pol Íll·10ro:::. cc•rno el 

tüd1-·•:•)do?l:.i l a.lmidón (HES) <Me G<i.nn.. 197:3). El HES no Penetr·a. "· l '•. 
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hielc1,. .se i....1a ccir1c:ent.rar1dc1 sol.:i.r;¡ente er1 l.;,.s r~9ion.-:::. e)~'f:.r¿¡.c~l1..~l:.•.res. .. 

mient1 ... as que otros solutos se 1 . ..iuel 1Ji;:on rn~s 1=or1ei?nt.r·.:o.do::; dt?nt.ro ~·' f1.~~r.;.. 

de la. •:.?1L'1a .• El HES Por sí mismo E'S· el res.Pc•ns.a.ble de un cho'lLi¡¡. 

o$rnÓtic:o sobre l,;. c•?l1jla, ·=tui? rest..~lt~ er1 la ~·érdid.;. de ,:;.91...i.:-. •=el1jl4.r .;.. 

temPeratL,ras .bajo cero. La Protecci6n contra un maYor enfr·iamiento es 

obtenida Por una disminuci6n del volumen c¡¡.lular o contracci6n osrn&tica 

debido al awnento en concent:.1··a.ción del HES en la. re9iÓn e~-<tracelula.r-. 

Sin emb<t.r9o, si la con1=er1t.ri'.CiÓn di? HES en el medio •?;;~tr~.cel1jl.:i.r es 

alta, PL1ede Prc•voca.rs.e Lm enco9imiento c>.:lul<i.r e)c,ces.ivo ük: Gann, 

19?:?;). 

El 91 ic•:rol .~.umenta s.u cc0ncentr.•.ci6n a medida. 'lu•? l<o. sc•lución se 

•=01·,.;iela, l le9ando has t.~. •.m 5C1:·: m.í.s "· una. temPera.tw-·a de -40 •e C:MerYro~n, 

1971 ·l ~ Si ":'l ~l ic.1.?r1:il &.1:t(Í:. ccirM:• -?! HES: lZ'ste ~.umc·nto en lv. 

concent.r.ac: i ón Puede tr.-.er c:on:s i 9•::> un fl.ierte cho<i•.1e osrf1Ót i c•::i sobre 1 os 

exP h.ntes, los cuales. ~ .. ? d8shidr&.t.eo.n rnl>.s «.l l~ de un 9ril.Ck• tolera.ble ~' 

Pierden su viabilidad. 

'El intervalo c:rL1cial s.obre el cual h. teroPeratur;¡, debe ser 

controlada Para los <>.9entes no Perietr.-.ntes c•:irno el HES 

enccintrar::.E> entre -5 ::.·· -20°c .. ~ ... 1..w1 enfri~.miento ler1to aba.Jo de -20 ºC 

:s6lo PL~ede contribuir "· un daño adicional a. las células (Me Ga.nn, 

1978). 

Los e:<Pla.ntes. fu¡¡.ron ll1?vados h.:i.sta ternPeratura.s. d•: -30 Y -40 •e a 

t.as<>.s lent ... s de enfri.;.rnient•::., incl•.1so f•-~erc•ri rn.ant.1?1-.idos "· 

ternPE•r<-.tw-a:;. Por 20 ~· 4•3 mim1tc•.s. Si ¡¡.l 91 icerc•l s¡¡. enceontr6 en a.l t<o.s 

concentr~acione3 en el medio extracelular.. este Procedimiento de 

enfri.~.rniento c:ontrib•.1:,16 a LW1i< >0:•:.;cE-s.i<.1<•. de.shidr.:<tac:ión ti<.nto Por lL;. 
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tasas lentas, las temPet~~turas Previas a la inmersi6n en NL Por abajo 

de -20ºc: .. como Por t:?l t.iernPo de e::\Posición a dich;,..s t.eu1P~r¿i.tur¿.,;;.. 

Ut1.:-. deshidr.:i.t.21.ci6n ::.e•.Jera Puede Proi..Joca.r 1-:i.. remoción di?l .~.9ua q1~~i? 

.;;·~. neice.s!-1.ri.:i. p;¡:r~. mantener la est.r1..~ctur~. rn~crornc•lecu!ar de- Prcit.eín~.s ~, 

membran~.s, Pr•::tce::..o q1~h~ Puede ser amPlific.c..do P•:•r la. Presen•:i.3. de iones 

en le. soluci6r1 <Ceinr1or '.:-) Ast-11.tJood-S:mith.· 1973). 

Por· •:>t.ro la.do, c1...1.:i.ndo 

des.hidratación .. excede un l!mite crítico. e-curre un.;.. Pérdida. de 

materi.o.l de membrana que >'·~. no F'Llede ser reca.Pt.w··adeo. Est.a e:'<istenci.~. 

dt? un '-..io l luner1 cr í ti cc1 .~s.C•C i it.do ccir, t? 1 dc.F'1c1 -9. 1 .tt. rnembra.na en e:~ l l~ 1 a;::. dE> 

ve9e·tale::. est.á. bien fL~nd.~.rnentc.do (Mer~~mc.n et . . :1.1 .• 1977> .. 

La Permea.bi 1 ida.d al 91 icerol ha. ::.ido e:>(.é•.1;1ir1;.'··=I~ Por Me · Ga.nn ( 197:3) 

9eneralG>s Pa.ro:-cer1 ~.er· qlie el 91 icerol no ne•.:e::.i t..'<. Penetrar a l<>. céltila 

Par-3. ofrecer Protec•=ión. L.:i. Per1et.r.:i.ciOt1 de tff1 .:..diti'-.)0 ~. 1~::. •:éll~las r10 

es un Prerrequisit.c• Pc.r<>. l.;. <>.cción Protectm-a .. 

de fres.:i. 

utilizando Lm Preculti1,•eo de 3 días. en rned)o ,.dicion.ado con 9licerol al 

5% ~, una <,•elocida.d de enfri.;;.r11iento de -0.:34ºC/rnin ha.st.a -4~3ºC .;.ntes de 

la inrnersdÓn en ~lL. Un incremento en 12. con::entr<o.ción do? 9lico?rc•l E>n el 

Precultiveo o desP1.1és, en l.;;. s.eohición P«.ra cor19elar, s6lo re:s•Jlt.o en una. 

P&rdida da viabilidad. 

Sus re::.ulta.dos indic.;.n q1.Je :: . .:- req1.1iere Lm tiemPo Proleon9a.do de 

exPo.sición Por l.~. reducid.:.. Perr11e.:i.bilid.~.d de lo:=. ~>~Plante:=. .~.l 9licerol, 

:i.J 1 .. 1n-3. cor1centr-:..1:ión b~) .. j:i. del rni::u10 P.:..ra. conferir Prot~cciór1 cc1r1tr·.!f. el 

con9e l .ar11 i ento. 

El 91 icerol ci.ctúa corno cri0Pr1:d:.ect.ot .. no Penet.r.t~.nte er1 ~.P ices con 
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Placa basal de fl.!.!..ild.m s~.tivum con lma hora de e-xPosici.Sn, Por t.~nto, 

e-xiste un<i. maYc•r Probabi l idil.d de sobrevivenci<i. si se toman en c:uer1t<1. 

la:=. si:3uientes considerac:i•:mes: 

1, Debe trab;dars.e en bah.s. concentraciones. 0::5~;), >' tiemPos. cortos. 

de e:><Posic:ión. 

2. La tasa. de enfriamiento debe ser más ráP ida... Pltdiéndose 

enc:ontra.r de:=.de -1.0'C/roin ha.::.t.~ -10'C/min. 

3. L<i. ternPer<1.t.ur·a. Previa. a la inmersión deberá estar en un 

intervalo ent1·e. -Hl >' -20 ºC. 

4. Deberá eliminarse el Periodo de, exPosiciór1 a temPera.tura. 

constante antes de la. inmersión en ~ll. 

De esta. forma se deshidr<i.tar~.n los exPlantes hasta lln 9rado que 

sea tolerable >' 'l•.ie imP ida la formación de hi .. lo intr·acelular. 

El t.iPo de exPl;..nte utilizado en el es 

Problemático debido:; ;,. l;,. exi::;tenc:i.:i. de V<.ri;;o.s c¿..P.;o.s celulares., lo:. c1.,1al 

imPide ql1e todas la.s c:.?llllil.s estén en contacto con la soll1ción 

r.:rioProtectora, cor¡10 en el ca.so de cél•..ila.s en SllSPensión. 

No c•bsta.r1te, existen menos ries9os de daña.r la información 

9ené-tica1 >' se Pueden obtener Plantas comPlet.~.s relati•Jamente fácil >' 

ráP ido cornP<i.rado con ca.l los Y c~lulas. en susPeni;i6n. 

Si se <tuiere lo9r.~.r la. •:rioPreservaciÓn de ma.terial ~ie9eta.l 

or9anizado de ajo, el 91 icerol no es. recomendable s.i se le ernP lea. solo, 

Por su lenta tasa de difusi6n. 

El c•.ndida.t.o rn~s dese.~.ble es. el DMSO (Lc'.Pez .. 1988), aunque se ha. 

rePortado que la mezcla da crioProt.i;,ctores externos a internos Puede 

tr~.er consi9o «.Ur'1ento er. la •Jiabi 1 ida.d. El us.o d•?l sil icerol no debe 
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desca.rtarse, Ya. q1.,1e Puede ser ~·fe•:tivo en dich.~.s roio;-zclas. 

VI • CONCLUSIONES GENERALES 

El sistema de enfriamiento desarrollado Permite lo9rar tasas lent<>.s 

de enfriamieroto, con un control entre -0.5 ºC/min l" -1ü ºC/min, no 

obstante <tue el e<tuiPo es Poco refinado. 

As( mi:irn10, el co:s.to del :sistema es bajo ~-· Por lo tar;t,, el método es 

factible de ser utilizado casi en cLial<i.uier 1,_boratorio. 

El termo emP lea.do en este estudio es d•? iroPort.~.ción, Pero >?n M~xico 

s;;, e=-tán fabric.;_ndo t·::rmos sirni lares. Ser!a rnLi>' Pr·ovechoso aP l icar el 

mismo ..,stlidio re.;.l iz.;i.do en el Presente traba.io a un termo nacional, 

Pues sLi uso abarata. lc•s costos Y al rnisroo tiemPo se irnPulsa el eroPleo 

de tecnolo9!a mexicana. 

Et1 9eneral. si se re'luieren tas.¡._:s. lent.<o.s de enfriamiento deberá 

1..1ti l izarse una concentra.ci.Sn al ta de crioProte•:tor, una t.eomPer.a.tura 

externa al ta, Y/o un maYor ni:irnero de a.rnPol letas .• 

Si se- re'luieren ta.s.._s ráP idas deberá ero·,p lo?arse Lma concentr.l\cion 

baja, dG> cri0Prot1?ctor .. L1t1a. ternPera.t.ura externa ba,ia,. 

menor de amPolleta:s .• 

Y/o ur1 r1Úmero 

El método •.Jsado Par~. estudia.r •.m,>. i;olucion de 9licerol 3.l $~ deber~. 
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ser aP l icado a las distint.~s co:•ncentraciot)es Para Poder Predecir h. Tf 

Y la Tasa de enfriamiento. 

El misrnc• Procedimiento P~1ede so¡¡.r utilizado Para conocer .;-1 

comPortamiento de- otros tiPos de- crioProtector. 

El número de a.mP o 11 et.as que se col o can en el termo i nf ll1»e 

determinantement& en la tasa de enfriamiento de la solución, Por lo <tue 

habrá '1.ue> efectuar lln esh1dio c:omo eol Present.e uti liz¡¡..ndo 2 >·' 4 

amPolletas en h19ar de una Para poder Predecir la Tf ~· h. T<>.S·"- de 

enfriamiento. 

Es imPortante mantener un re9istro del enfr-iamie-nto de la;, 

soluciones Para conocer la dinámica de enfriamiento de los exPlantes. 

Esto se ha losrado colocando un termoPar en una de h.s ampolletas quG

se someten al con9elaroiento. Sin embarso, se requiere la Presencia del 

exPerimentador P<>.r;¡, obtener las lech1ras del multírnetro su 

trans.formación a 9rados c:entísr<o.dos. Esta Parte del trabaj•::i Puede ser 

re-alizada Pc•r un.;.. comPutadora cone-ctad;... <o.l sistema de enfriamiento. Los 

costos aum,..ntan Pero el trabajo se acelera. 

Otra oPción consiste en tener bien definido el comPortamierot.o de 

la:s. distintas soluc:iotws de .;..c:•.1erdo a la altura sobre ... 1 nivel de ML >' 

el núrnero de amPol letas, de ll'oan~ra que al coloca.r los e>(P lantes baJc• 

l<1s mismas condiciones se Pueda s<o.ber su dinároica. de enfri.;¡.rnient•:i 

reroitiéndos,.. a estas cl1rvas Patrón. R<tuí sí es imPres.cindibl'2' rn<>.ntener 

la c:a.ntidad d°"' HL constante Para . que el Perfil deo ternPer.;,.t1,1r.~. no 

c.,,mbie. Este Parece ser o¡¡.l mecanismo bafo el c:ua.l funcion<>. el "LR-33 

Biolo9ic:~l Freezer-6" <Reinert >' BaJaJ, 1977). 
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IndeP&ndientemente de lo anterior .. tendrá <tue idearse un ~1ec:anisrno 

similar al del "LR-33 Biolo9ic:al Fr.¡¡ezer-6" q1..ie P~·rrnita colcn:;a.r •. la.:; 

amPol let;s >' el terrnoPar a la <>.l tura deseada c:on exa.cti tlid. De e:.t'-' 

manera se asesurar.i una bu.¡¡.na reProd•..ic:ibi. l id.;..d en los exPeriroentos. 

Al e';;tlldiar la toxic:id;,.d del 91 ic:erol sobre los exP lantes ~· 

efectliar las Prueb.,.s de. c:on9el<1rniento se lle9Ó a l;..s si9uiet1to0>s 

conclusiones. 

Por ser ~m cornf'ueosto alta.mente Pc•l;;o.r >' deo diámetro relativamente 

srande .. el 9lic:erol difunde lo?nta.rnente a tr«.vés del Pla.smalema de l.¡..s 

cÉ-lula.s o.,•e9etales. Aunado a é:.to.• no "·xiste un mecani'.:.rno de difusión 

f<o.ci libda <tue lo transf'orte <1.l interior celular >' la matriz 9oE'l«.tinos<1. 

de 1<1. Pared celo..ll«r· fo;-r¡,.::, u:-1:.>. b?.rrer.> "'xtra Par·a la Penetración del 

ro isrno. 

Para lo9rar la difusión d<;?l :i<Jlicerolen árices con Placa b«.sal de 

Rlliw.1 z:i.ti•Jum -;;."' re<tuieren tiernPos de exf'osicián Prolon9ados, sin 

e-rnba1-so, resulta ser tó:dco a concentr,:o.ciones ma)'ores del 5~:. 

Puede ernPlearse Cl)mo crioF·rotector extracelul<i.r. aút) en al tas 

concentraciones, si e-1 tien1Po de exPosiciÓn e:;; corto. 

Si SE' lE" des.;oa emPlear como .aSlente n•::> Penetrante se su9iere el uso 

de bajas concentraciones >' tiernPos cortos de exrosici5n; as.í como t¿,.sas 

de enfriamiento ro<\s ráPid¡¡.z. Y ternPerat1_.1ras Pre•Jüs <i. la inmersión en NL 

entre -10 Y -20•c. 

Eshidios. Pos.teric•res tr·.'l.tando <>.l 9licerol de es.ta mar1era.. Pu.,.den 

a>'lidar a d.¡¡f in ir si h. l:.eorÍ<>. Par.;.. los aditivo.:; extra.celulares es 

correcta ~· aP l icabl'"' al 91 icerc•l cu;i.ndo se adiciona sobr& $,p ice-s con 
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Pl3.C.¿4. b~=·~.1 de ~ :.;.;i.ti~.J1..m1 er1 Periodi::1s •:ortos de e;<Pcisi•=i•~n. 

El emP lec1 del 91 i1:6't"'C1l PLH?ci~? ::=er bl?nét= i•=C• c1.~¿..ndc1 s.e rr10.ne.;<4.n cé 11.~l .::•.s 

en s.usP ens i ón .. P rotoP l a.s to::. 1;:. cé 1 u las .:i.n i rri.~. les.. Pero e::. m1.61 1 i ro i t..21.di::i en 

el c~.so de ma.teri~.1 c•r9o.niza.do di? ori9en 1~"?9et..:i.1. Pc•r esto. r~.zór1 ::.e 

s1Jgiere trab.~.ia.r l~ zona. meristemáti•=·"·' c1.1Yo t.;,.ma.ñ·~ es del orden do? 

tW1C•S ro i l í rnetros Permitiondc1 rn,:t.>'or ccw1ta.cto cor1 la. 

rur·dio de cultivo adi cit.•l"1a.dc• con re91J lado re::. deo l c:reocimientc• .• que 

Permita la r.;-9ener.3.ci6n masi•.;a de P la.nta.s. 

A Pesar de la.s desvent«J<i.s encontr':'.ria.s a.l utiliz«.r el 9lice•rol come• 

Único crioPri:•tector, éste Pue-1:.ii::i ser mu:>> Útil si :=.e le c:ombin~. cor1 un 

«gent¿ P"nE' .r.3.nte como e' (IMSO P~.r.':'. l lE>• ... •<;.r a. ca.bo el con9el<o.miento 

cinético. 

fümque los estudic•s. iniciales- PLiedeon efectuars.eo con tiernPos- cortos 

de o¡;•xPosición en ML, deben realizarse Pruebas deo •Jiabi l idad con t.iemPos 

f' ro 1 C•n9a.dos P a.ra. as-e9urar, con bas-eos e>(P er i rnent.a l E>s .. la. efectividad del 

alm.~.cenarniento en ML. 

El Presente estudio Puede tener irnPc•rt.a.ncia >' ProYe•=ción en el área. 

del <>.lrnacenarCJiento de rn.9,terial bioló9i•=o· c1.lYo 9errooPla:sma no:> es 

factible de ser 9tla.rdado Por los m~todos t.ra.dic:ion<o.les, Ya que Pres-enta. 

un Procedimiento de crioPreservaci6n confiable, de ba.;io costo Y 

f;.,.ctible de ser lleva.do a cabo en c;,.si Clla.lquier l<o.bc•r.~.t.orio. 
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GLOSARIO 

C1.P•c:id1.d c:alor!fic:&• C.a.ntid1.d de C:.l.lor n1;1cesarh. Para. elevar h. 

temPer•tur• on 1 •c. La caPacidad calorífica disminuYi!' a.l -.umi'nt&.r h. 

temPer1.tura <L~nd~u, 1903), 

Conduc:tivicla.d t•rmic:1.• ProPa.sa.c:i6n del calor de un ob.!eto a otro, o 

1. tr .. vi1 del mi amo ob.!et.o, de la :cona m&.s; cal ia-nte a h. meno:11 c:1.l iente. 

Los. mct.!or(ll5 c:onduc:tores. s.on los meta.le$!.. Son méi1.lo:11 conductores. el 

vidrio y lo» l!'l.uido:!.· Los; !<la:Hs son lolli Peores c:onduc:tores de c.a.lor. 

<L1.nd,_u, 1983). 

Mat&•st.1.ble• D1.do <1.ue el hielo es. la fai;e es.table ci6'l a.5.'lua a.b~ . .!o d& 

h. tomPor1.tur¡;, del Punto de fusión, un sistem.._ no c:on:iilelado, Ya sea 

1!<1.Yido o sólido, or. mu>' imu•tabla <sobrefus.i6n Y zobr·w»o..tur:.d6n), S•..t 

tiemPo de vid¡;, dePende solamente de la Prob¡;,bilidad de nuc:leac:i6n la. 

c:u .. 1, a s.Y vo:c, estÁ on fu~c:ión d1;1 la$!. tasas d• difusión de los. 

c:omPoncmtos;, <fr¡,nKi;,' 1905). 

Punto eutóctic:o Para un s.istili'rn&. bina.do• Condiciones de 

· temPerat1..1ra1 Presión >' c:onc:entr-ac:ión, 1. la:& c:1~1.le:11 10:11> cr-is.~1.les de 

agua Y de soluto c:oexii>t•n en e<l.uilibr-io con el lÍ<1.uido. Aba..!o de la 

temP•ratYt"& e1..1téctic:¡;, el sistema con:&iste de una rna:cc:la de los dos. 

tiPo! d~ cristales <Fra.nKs, 1995), 

Pr-oP iedad c:ol iSilativa • La.s. ProP iaoda.des; col iSilativas de 

fusión, 

una. s.oluci6n 

elav¡,ci6n del s;on Proaión osm6tic:a1 dePr-ot:&ión del Punto 

Punto de ebul 1 ic:ión >' Pt"&s.iÓn d& ~11.Por-. P roP i ed1.du 

función del número do» rnolécuh.s. i.ctivasi. Por- unid~.d da volumen d9! 

si.oluc:iÓn, Y no de la c:1ase d~ Pa.rt!culas <Oies;~, 1994>. 



105 

REFERE~lC l AS 8 I E:L I 00Rt1F I CAS 

Alberts.8., D. Bra>'. J. Lawis. M. Raff, ~. Roberts Y J. Watson. (1983>. 
Molecular E:iolo9>' of the- C;;ll. G:,r-1;:,nd Publishin9.· IMC. MetJ Yon~ >' 
London 1146 PP. 

Alta.mir.ano, O. 0985). Ensa.Yo sobre con9el;..ci6n >' de-s.con9e-lación 
ráPida d..- embriones de r.~.t~ .• Tesis Pro:of.¡osiotnl Biol·~9Í3.• F.;..c. de 
Cienci<o.s UNAM. 

Baile>'• L.H. (1977). Manual of Cultluated Plants. Mac Millan. 
Once.a.va imPresión. Toronto, Ont"'rio. 

Balist., J. >' L.K. Miller <197~1). Va.ri ... t.ions in 9l>'c;;,rol content and its 
influence on cold hardines.s in t.he Rla;;K;..n c ... r«bid beetle. 
et.erostich!.J;;. br.,.yicrirnis. J. In:o.ect. PhYsiol., 16. 970. 

Bidwell, R.G.s., (1979). Fi:o.iolosifa Vegetal. AGT Editor. S.A. Mlxico. 
D.F. Primera. edicion en asPa.ñol. 784 pp, 

Blanco. A. (19:35). El Problero;,. del 9ermoPh.sroa en el m•.mdo. en M. L. 
Robert Y 1/. M. LoYola Ceds. ), El Culthio de TeHdos Ve9etales en 
M~x ico. CONACYT. 

Bi.itenKo. P.O., A.S. PoPov .. L.A. \.'olk:o~ia .. ·11.D. ChernYaK >'A.M. NosOl), 
C1984). Recover>' of ce 11 cu 1 tlire;; and the ir b i os>•nthet i c caP ~c i tY 
.!\fter stor.1.9e ot Discors:a tJ~lt.cdd¿.;... .::.tid 1=1~ ..... ~~-: a;r1c.&;or19 cells. in liCluid 
nitro9en. Plant Sci. Lqtt. 33, 
285-292. 

Cassereos, E. ( 1984). Prc•duc:ci6n de? Hc•rt.a.l iz<o.s. Centro lnteri'rnericano 
de Docurnent<i.ci6n e Informaci6n A9d'.cola -CIDIA- del Instituto 
Inter.o.we1'icano de CooPE>r;;o.ci6n Para la A9ric•..iltlira -1 ICA-. San Jos¡¡:, 
Cost~. Ric~ .• 

Connor. w. Y J. Ashwood-Srriith <1973). CrYoProtection of roarornalian cells 
in tis;.sue culture with PolYmers. Possible rnechanisrns. CrYobiolo9>' 1, 
488-496. 

Cron<tuist. A. 0981). An Inte9rated S~•stern of Classifica.tion of 
Flowerin9 Phnts, Columbia Univ,' Press. New Yorl<. 

Chen. T.H., K.K. 'K<>.rtha, F. Consta.bel.· Y L.V. Gusta ... <1984) a. Freezin9 
ch<1.racterii.>tics of cultured C•t.har0nt.hus rr-•s-=-w· <L.) G. Don cells 
trea.ted with DMSO <o.nd sorbitol in rehtion to cr>'Preservation. 
Pl<'.nt PhYsiol 75, 72~3-725. 

Chen, T.H., K.K. Kartha, N.L.Lei.n19, W.G. Kurz, K.8. Chatson Y F. 
Consta.bel, < 1984) b. Cr>'oPt'eserw.t ion of ~.1K-3.loid-Prod•..1·=i ng cel l 
cultures of PeriLJinK~e <C:·\th9>L1'nt.hcis rc•:=.e•..is). F'lant Ptwsiol. 75 .. 
726-731. 

Denis_.n, E. L. ( 1979). PrinciP les of Horticul ture. Se91..mda edici6n. 
Macrni l lan Publ ishin9 Co., Inc. USA. 



[li.;..:z A. (19?8>. fl.,o. en C12r 1 •• 1antci:: ~:~.rrt:.~.n:.:1. (~d.), R·::·i::ur.:.os. Gen~tico$ 
OisPot1ibles .:i. Mé::.::icCI. SOMEFl. Ch.;..~·in9o .. M~xici:1. 

Farr~nt> J., C.A. Walter~ HG~.t.et·· Lee Y L .• E. Me Gat1n (1977). Use of 
tl.Jo-st.eP 1:.i:iol i1·t9 f•r1:.iced1..ires. t,() e>::.:...rnir1e f -~.ctot· .;:. inf 1uet'lcin9 e•? 11 
.survi• . .,1:t.l fc1lli:.1i..11n9 fret?z1n9 .;i.nd t.h.:.L.Jin3. CrYc1t•i<.:·losiv. 14 .. 273-2f::6 

FAO .. (19:38). M.~.r1u.:.i.l de interc.Sf.H1bio ~.., H1.:in•?.jo dE.• 9errnoPl.:..s.m~ in 1 • .1it.:.ro 

106 

de a.;o (Al 1 iurn .:.a.i:.i 1J1.m1 L • ..i. F:·z.,d d~~ 1~:c10PE·r.~·.ci¿n Técnic.:: ... enF·rocl1..11::ciÓn 
de C1...1lti 1.)0S Alirnenti•=ios di::· 1.:1. Ofi1:i.n:i. F~1?9ion.~.l de l.~. FAO P.;1.r.zi. 

ArnÉ-ric~. L3.t.in.~. ::.-· el Ce.ribo en 0:11:.iP•2r··¿ici{1n con el It~IA Est...~.cibn 
ExPerimental La Platin~. Chile. 

Fin1<1>2, 8 •. J ... M.E. z~ .. ,~.l<o. '.•' J.M. 1Jlr·id·1 •.:1S1:35). C:r>'oProt&ct.i•..'E· 
comPou1 ... 1d·,;;. in t.he 1Ji¿1.ble freE-ziri'.:'.'J of Pl.:•.nt tis.;;:.ues> en ~<.!<. \c:.3,rth~. 

(ed .. ) J Cr'.:lc1Pres.eri... 1.3.tion of F'l~nt Cel l ~.rvJ Or9~ns • Ac:u.dE-rnic Prt?s.s. 

Font. 01Jer .. P. < 198~3). Pl.:i.nt.;;..s l1edi•=in.:~.1~2s. Ed. L¿i.bcir. :3e:).'~t.~. edici15r1. 
Barcelona• 890-892. 

Fr;.i.nv;s., F .. (1985). BieiPh>'.::.ics ~.nd Bicichemis.tr·).' ;.t.f;. Lc1t·J TernPer.::i.tures. 
Utiiver3it)' Press, Cambrid9e. 

Gie•:s.12 .. Ft .. C., (19t:l4). Fi:::.i-..·lc·SÍ..:. Cc·l!..il;o.~· v r-ter1~r~.l.Ed. InteraN1erican~. 
M'xico, D.F., quinta edicibn. 726 PP. 

Harada; T ... A. !naba, T. YaKur~a >'T. Tamura <1985). Freeze
Pres.erv<í.tioti of aP ic.e:=. i~c1l.~.ted frt:Hf• srn.:i.11 h1?~.d.s of brussels 
sP ro1..its.. Ho1 .... t ·::1= i enc-:d 20.. 678-6:30. 

Heir.;i..sJ J .. ( 19:::4). Infc1rrne Técnic¡.:i Cr·iobio::.t.~.tos. [lpt.i;:.. d& E.=.t.;i.do 
Sé.licio Y Crio9·?tüa. Institutc. dG· In•.n:=.ti9&.cione~. en l'lateri~.les. UMAM. 

Heir«.s, J.<19::0:6). AF'unt.es s.c.bre Crio9enb .. OPb::i. de Estado St>lid·::. 
Y Crio9e-ni .. ; .. Ins.t.it.utc .. d€' In•.;es.ti9a.ciones E•n Ma.teriales .• Ut·lAM. 

Hensha.~1, G.G., J.T. ü'H~.r«. ~·· .J.A. ::=;t;~.rr1P <1985). CrYoPres.•?rv.9.tion of 
Patato meristerns, en K.K. Kartha (Ed.), CrYoPreservation of Plant 
Cells and Orsans. Academic Press. 

H)ltzwan E. ~· A.8. Mo<;iKc•ff, 0986.l. Es.trc1ct1 .. w·<>. ~· Din~mica. Celul.:<.r. 
Ed. lnter¿..rneric~na .• MÉ->~ico, O. F. Tercer.;i. 1.::•diciÓn. 

Hunter, F.R. (1970>. Facilitat&d diffussic~ in PiS&on erYthrocYtes. 
Arn •. J. Ph~'si 1::il. 218. (6): 1765..:1772. 

Hutchinson, J. (1959). Familias of Flow&rin9 Plants MonocotYledons. 
Ed. Oxfcrd Urd•.)ersit'.:" Pr·=-.s.s) f-tmen Hou:=.e) Londora. 4; 639-1540. 

I BF'OR. RE>cornrr1enda t. i ons ( 1 '...:i::<:3) • 

JasodzinsKi, R. V. 0966). Obt;; inin9 the tin1e-temPei-·¡..ture Pr•::if ilE>. 
C:rYobí olc19:>' 2, 193. 



107 

K.;..rt.h<i-. K. I<. < 19:30). Cr~'oPreservat.ion of s+..ra.~Jbe>rr->' merist.erns .and rro;;..ss. 
ProPa9-3.tion of Pl.,_ntlet.s. J. Ame. Soc. Hort. S.::i. W5(4)' 481-484. 

Karth<"., K. K. ( 1981). Meristem cul t.ut'e 0o.nd cr'.>'oPres.ervation r~ethods .:•.nd 
aPPlic:.".tions in .a.9ric:ult.i,1re, en T.A. ThorPe (ed. ), Pl<>.nt TissL1e 
Cu l tur·e Methods M'"1d AP P l i ca ti C•ns in A9r i cu l t1.1re. AcadeH1 i e Pres s .• 

f~«.rtha, f(. K. ( 1982). Cn'oPreser•~.a.tion of 9errr,.:1P las.m, en O. T. Thor11es 
<<:>d. ) , AP P l i c.;i.t ion of P h.nt Ce 11 a.nd Ti ss1_,¡e C\1 l t.ure to Asr i cu 1 ture 
.and Ind•.1strY. Uni·~ersit~-' of Gt·JE'lPh, Cana.d.;i .. 

Karthc• .. • K. K. ( 1985). Meristern c:ul ture «.nd 9ermP h.sm Preserv~.tion .. E>n 
K. K. K<o.rtha. <ed.), Cr~'oPrE>seni.at.ion of Plant Cel ls and Or9a.ns. 
Ac<i.dernic Press. 

Kuo Chitm9-Chi >' R.O. Lineber9er 0:1985). "S1.ir~1ival ot in •)itrc• c1.1lt.L1red 
t.issue of 'Jon-3.th«.n aPP les exPosed to -196 C, Hort Science 213(4), 
764-767. 

La.nd.3.u, L. ( 1983). Moléc1.1las. Ed. Mir Moscu. 255 PP. 

LoPez, A. L. <1988). Acción del Dt1SO en ~.P ices de f!ll.i.'d!!! s».tivurn in 
vitro 
--;:;¡;;<;>t.idos a Hitr69eno Líquido. Tesis Profesional. Fac. Cienci<".s UHAM. 

LuYet B.J. (1966). An attemPt <>.t &. sYstem<o.tic anal>'sis of the notion of 
freezin9 rates and at an evaluv.tion of the rna.in contributor>' fa.ctors. 
Cr>'obiolo9Y 2, 198-

Maurer R. <1978). Fre'2zin9 ro<i.romalia.n erobrYos• Revie~J of techniques. 
Therio9enolo9y. 2< 45-68. 

Me Gann L.E. <1978). Differin9 actions of Penetratin9 and 
nonPenetr;i.ting crYoProtective .a.9ents. CrYobiolo9Y 15, 382-390. 

Ma:zur, P. 0966). Theoretic<i.l a.nd exPerirnental ef fects. of cool inSl 
and ~1«.rmin9 velocit>' on the si.1r•.)iva.l of fro:z.¡¡n and thawed cell:;.. 
Cr>'obiolo9Y. 2, 181. 

MerYroan T. H. ( 1966)a .• The interPretation of free:zin9 rates in 
biolo9ical rn<i.teria.ls. CrYobiolo9Y 2, 165. 

MerYrr.an T. H. <1966) b. S•.lrr1ro<1.rY of the Panel di scus.s. i ons, s.:-•roP os it11n 
on freezin9 r.;i.tes. CrYobiolo9>' 2, 2113. 

Mer>'man T. H. ( 1971). CrYC•Pr·otecti·~e :a.9ents. CrYobiolo9>' 8, 173-183. 

MerYman T.H., R.J. ~·lilli.3.n·1s .!l.nd M. St • . J. 001..191.-..s <1977). Fr'.?ezin9 
Irdur>' froro "solutic•n effects" a.nd its Prevention by na.t•.1r.:>.l or 
artif ici:a.l cr'·YoProtection. CrYobic•lo9>' 14, 287-302 

M<.?r>'rnan, T.H. >' R.J .. ~lilli0o.ms (19:35). Basic PrinciPles of fre·ezin9 
in J 1,1rY t•:l P l <".nt ce 11 s; n¿¡.tur.9. l t.o l er<o.nce «.nd a.F' P ro<".ches to 
cr>'oPreservation, ..-n K.K. Ka.rth-). (E!d. ), Cr>'0Pres'2rva.ticor1 of Plant 
Cel ls and Or9a.ns. Acaderoic Press. 



Montes J. < 1976). Estrate9h. P-\'.r?. h. c:or1serv;i.c:i6n de los re-cut'sos 
9en¡;ticos, en• Cervanti¡¡s Santan.ll. T. (ed), Reclirs1:is Genéticos 
Oist>c•nibl,..s a M&xico. Soc:ied;i.d MC?xico.m. de Fito9en~tic:a A.C. 
ChaPinso, México. 

Murashi9e, T. >' F. SKoo9 <1961>. A l'v•Jisod mc>dium for raP id 9rol~th 
and biossaYs with tob¡,cco tissue c•.iltlire. Ph>'siol. Plar1t 15•473-494. 

Hornw S.F .. A. Abril>' R. Reo.ce:~. <198D. Obt<mción de Plci,ntas. da ¡¡,Jo 
<.fil.l.i.!.:!r. iatiyym L.> libras de virus mediante el cultivo de 
meristemos aP ic:ales;, Ph>'t:.on 41; 139-151. · 

Purll\e9lov"1 J, ~4. < 1975). TroP ic:al CroP:s MonocotYledons. Sesunda 
imPresi6n. Longman .. London• 37-56 

Reinert Y 8.;¡.Jaj <1977), Ph.nt Call. Tiss1Je <t.nd Or9an Culture. 
SPri119¡¡.r-l/Qrl;i.9, Bc-rl!n. 1 

Rinfret A. P. <196'6). Concludin9 not&s on the :1WmPos.iurn on freezir1S1 
N.t ... s. Cr>'obiolosw 2, 206. 

Robert, M.L. >' V.M. Lo>'ola <1985), El cultivo do?. i:.€•.Hdos ve9etales en 
México, en M.L. Robert >' V.M. Lo>'ola (eds. ), El Cultivo de Tlil'Jidos 
Vw~et.~lw~ wn H!nic:c .. COMACYT. 

108 

Rubluo,A. (1985), Estrate9ias Para la Preservación del 9ermoPlasma 
vesetal iJ::¡ ~' en M.L. Rob&rt >' 11.M. Lo>'oh. <eds.,), El Cultivo de 
TeJido» Vos:iotales en M~xico, CONAC'r'T. 

Simmconds, N.W. <'1981). Oenetic conserv.fl.tion• the conte>~t of t:.he 
worKshop, en L.R. Withas >' J.T. Willi ... ms <Eds.), CroP Oenetic 
Resources thG" Cons.er1,.1a.tion of Difficult Mat;Gr·h.l. IUBS s11rie 942, 
UniversitY of Readin9, ReadinSI. 

Willh.rns R,J. 0983) The surfac@ a.ctivit.Y of PVP and other Pol>'rners. 
and their antihemol>'t.ic: c:aP•cit>'. Cr>'obiolo9>' 20, 521-526. 

With~rs., L.A. Y H.E; Street (1977). Freeze Preservation of culturad 
Plant cells, III. The Pre9rowth Phase. Plant PhYs.iol., 39, 171. 

~Ji thers., L. A. 0980). Tisi>uo Culture for Stora9eo and Oen11•t.ic: 
Conservation. IBPOR Sec:rirt.<1.rial Rorne. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Objetivos
	IV. Materiales y Métodos
	V. Resultados y Discusión
	VI. Conclusiones Generales
	Glosario
	Referencias Bibliográficas



