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RESUltEM 

Oebldo a los problemas de conservación a largo plazo de las 

especies que present.an semillas recal.cit.rant.es y que 

reproducen por vía veget.at.iva. En el presente t.rabajo se int.ent.ó 
est.ablecer el ost.udio preliminar para. la conservaci6n de 

germoplasma. largo plazo de las especies de dit'ícil 

almacenamiento. med1ant.e t.ec:nicas de crioconservación do bajo 

cost..o. 

Se int.ent.6 crioconservar fi'pices con placa basal de ajo 

Alt(1Jlft. •attvum. variedad Taiwan. El modio para est.ablecer los 

cultivos in. vttro del ajo tue. el de Murashige y Skoog CMS:> 

sólido sin hormonas con 7 g de agar. 

Se evalu6 el •tect.o ci lot.óxico quo present.an los explant.es 

al exponerlos a J.as mezclas de las soluciones crioprot.eet.oras 

dim.et..11 sulf'óxido COMSO) y glicerol· dit'erent.es 

concent.raeiónes.así corno a dif'ernet.es t.iempos de exposieión C15. 

30 y 00 nlln.). observando que las diterent.es mezclas y t.iempos. 

present.aron et'ect.os cit.ót.oxicos en la mayoría de los casos. 

Los ápices con placa basal se expusieron a las dif'erent.es 

mezclas de soluciones crioprot.ect.oras por lapsos de 30 y '50 

mJ.n., congelaron post.eriorment.e mecliant.e el mét.odo de 

enCriam.ient.o lent.o. hast.a llevarlos a una t.emJ>«'rat.ura de -40 •e 
para 1nt.roduc1rlos diréct.ament.e en Hit.rógeno L.íquido CNL.' y así 

dejarlos almacenados por espacio de 30 min. Post.eriorment.e los 

explant.es t'ueron descongelados rápidament.e, sembrados en MS 

scSlido y puest.os en una cámara de cult.ivo a 25 ± 2 •e, 1.000 lux 

y t'ot.operiodo de 16 hrs. , par.a su recuperac16n. 

Oespu41fs de siet.e meses los explant.es no reasumieron su 

crecimient..o, aunque present.aron act.1 vi dad molabdlica al 



realizarles la prueba de viabilidad con el 2, 3, !3 Cloruro de 

Trit'enil Tet.razolio CCTT'). por lo que el mét.odo aquí empleado 

ot'rec• la. posibilidad de cont.inuar invest.igando en al t.ema, para 

lograr la conservación de germoplasma valioso a largo plazo. 

Adem&s de est.ablecer las bases para el est.ud1.o de la 

crioconservacidn, se est.ableció um mét.odo de bajo cost.o para el 

ent'riamient.o mediant.e el empleo de los vapores que genera el 

nit.r6geno líquido en el int.erior del t.ermo y la alt.ura a la cual 

se colocan los explant.es, con lo que se logra obt.ener t.asas de 

ent'riamlent.o lent.as, mismas que han empleado para 

crioconservar la mayoría de las especies report.adas en la 

bibliograt'ía sobre el t.ema. 



l. INTRODUCCION 

Debido al creciente aumento poblac!onal. los recursos 

genéticos vegetales han jugado un import.ant.e papel como fuent.e 

original do energía. pero la variabilidad genética de muchas 

especies se ha vis lo disminuida pri ncipalmet.e porque las 

poblaciones silvestres han suf'rido alteraciones o pérdida de su 

hábitat. natural y a la necesidad de producir especies mejoradas 

para lograr grandes producciones que las hace dl t.ament.o 

homogéneas. De lo anterior surge la necesidad de conservar los 

recursos nat.urales. la propuesta de cualquier t.écnica disei'iada 

para la conservae16n do los recursos voget.ales debe estar 

encaminada a presei:-var la mayor diversidad posible par.'.l. su uso 

en un f'ut..uro CBrian. 1QQ0), Una ef'act.iva conservación genét.ica 

ayudará a cubrir las necesidades del t'ut.uro en t.érminos del 

mantonimient.o de las poblaciones vegetales t.ant.o silvestres como 

cul Uvadas. 

La estrat.egia de conservación del germoplasma veget.al. 

dependerá de la nat.uraleza dt:tl mat.ur!al biol6gico. det'inida 

prin1:ipalmente por su ciclo de vida. el modo de reproducción. el 

t.amar'io de los individuos y el estat.us ecológico Csilvest.re o 

domesticada) CRubluo. 1989). 

La t'orma tradicional de consQrvación mediante el 

almacenanúent.o de semillas que Roberts C1973) denominó como 

ortodoxas. est.as semillas pueden mant.enurso relat.t.•.rament.o f'ácil. 

ya que son almacenadas a temperat..uras i nt'eriores a -1e•c y con 

contenidos de humedad del '3 al 7"r.. manteniendo su viabilidad. 

af'ort.unadamente la mayoría de la il.l'Specic-s vegotal13'::i producen 

este tipo de semillas. pero existen espec.ies que no producen 

semillas y su reproducción es por vía vegetativa. otras especies 
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producen semillas recale! t.rant.es Cno pueden ser deshidrat.adas 

sin que pierdan rápidament.e su viabilidad) y por lo tanto 

pueden mant.enerse por vías t.radicionales. para est.e tipo de 

mat.erial se necesit.a implement.ar nuevas t.écnicas para 

conservación. una opción alt.ernat.iva es la conservación del 

germoplasma veget.al mediante las técnicas de cultivo ín vítro. 

El Buró Internacional para la Conservación do los Recursos 

Genét.icos CIBPGR por sus siglas en ingles). ha propuest.o ol 

est.ablecimient.o de bancos de germoplasma (n vi Lro. y los ha 

dividido en bancos act.ivos y base. 

Los bancos act.ivos de germoplasma in vt:cro o también 

llamados corlo-mediano plazo. ost.án encaminados la 

manutención del germoplasma por periodos cortos de tiempo 

t.rat.ando de que los subcult.ivos no sean t.an t'recuent.es. est.o so 

consiguo utilizando retardadores del crecimiento. induct.ores del 

estrés osm6t.ico 0 al t.oraciones tísicas dol medio de cultivo. 

~it'icación de la at.m6st'era en la que se mant.ienen los cultivos 

y el uso do bajas t.emperaturas. El gran problema de esta f'orma 

de conservación. es la posible al ter ación genética que pueden 

sut'rir los oxplantes cultivados in uítro. est.as alt.eraciones 

dependen principalmente del nivel de crganizac16n de los 

explant.es que son empleados para su conservación. siendo los 

meristernos las est.ruct.ura.s celulares que presentan una mayor 

estabilidad genét.ica. por lo que los hace los n~Jores candidat.os 

para aplicar las t.écnicas de conservaci6n in ut tro CKart.ha. 

1Q84). 

La conservación del germoplasma mediante ol cult.ivo de 

tejidos tn ut tro a largo plazo Cbanco base de germoplasma in. 

U( tro) ofrece la mejor al t.ernat.i va de conservación del 

germoplasma. dit'ícil de almacenar. debido a qu& se basa ·en la 

ut.ilización del la t.emperat.ura de ebullición del nitrógeno 

líquido y el empleo de sustancias eon propiedados 
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crioprot.ec:t.oras Csust.aricias que prot.egen a la célula del dal\o 

por congelac16n). para det.ener la act.ividad met.ab6lica de las 

células sin que ést.as suf"ran alt.eraciones genét.icas. 

Teóricament.e t.odas las part.es de una plant.a Cprot.oplast.os. 

células. polen. t.eJidos. embriones. et.e.) pueden 

crioconservados. 

A pesar que se han logrado conservar un gran número de 

especies. la crioconservacicSn os una t.écnica que no ha sido 

desarrollada lo suf"icient.e para aplicada de manera 

rut.inaria. por lo que la necesidad de cont.inuar la 

invest.igacicSn en est.e campo es alt.ament.e priorit.aria. 
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II. ANTECEDENTES 

Los recursos genét..icos veget.alos. han jugado un papel 

import.ant.e- a lo largo de la historia, el hombre ha dependido 

básicament.a de los vegetales como f'uent.e original de energia 

CRubluo, 1Q8S) y ha procurado mant.enor est.os recursos para su 

utilización posterior. Los agricultores han sido los custodios 

de los recursos genéticos veget.ales, los han preservado en sus 

habilat.s naturales o en campos de cultivo, esta riqueza la han 

estado mantenido desde hace 10.000 aNos, salvando y almacenando 

semillas y clones para sus cultivos subseeuent.es, generalrnent.e 

al af'l:o siguiente. Tambi(iin los cult.ivos propagados 

veget.alivament.e, los han mantenido durante unos meses, mediante 

el almacenamiento de t.ubérculos en lugares f'r!os y secos 

CPlucknet.t., et al.. ,1087) 

Pero la necesidad de alimentar a una población cada vez má,s 

crec!enle que sobrepasa los 5.500 rn.tllones, ha obligado el 

incremento del us., de lierras para la producción. penetrando 

hasta los conlros de origen de la especies veget.ales y 

destruyendo material gonQtico valioso, aunado a esto, ol hombre 

ha seleccionado plant.as por su Sabor, color, aroma, text.ura y 

cualidades aliment.icias, originando una "erosión genQtica" 

Cpt!rdida de la plast.icidad en la respuest.a del genoma f'rent.e a 

las al t.eraciónes ambientales) al hOrt'O(Jonizar cul t.1 vos 

CRubluo, 1Q85; Plucknet.t, et al., 1987). 

Oo lo ant.erior surge la necesidad de conservar el 

germoplasm.a, para mantener de una menara posible, la tna)'Or 

variabilidad genQt.ica de la población de espeei~ vegetales, ya 

sean sil vest.res o dornest.i cadas. 

Hoy en día el mat.erial vegelal valioso esta preservado 

bancos de germoplasma y la est.rategia de conservac16n dependerá 

de la naturaleza del mat&rial, de los objetivos y alcances de la 

act..1 vidad. La na.l.uraleza del mal.erial está d.af'inida por la 
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longit.ud del ciclo de vida. el modo de roproducción. ol t.amal'io 

de los lndi viduos y su est.at.us ecológico. ya sea sil vest.re o 

domost.icada CFrankel. 1970). 

La estrategia de conservación se debe considerar en dos 

dimensiones en el tiempo. cuando el almacenamiento es: 

corto-mediano plazo o a largo plazo y donde s&rá establecido el 

al macenami en to. 

Hay dos propuestas básicas para la conservación de 

germoplasma. llamadas conservación in sLtu y ex sttu. 

II.1. Coniscr-vaciÓn In s&'. tu 

La conservación in si tu se ref'ire a mant.ener a las 

plantas. incluyendo a los parientes silvestres. en lugares 

naturales, procurando mant.ener la integridad genát.ica del lugar 

y de las comunidades en un medio est.able. Es· una propuest.a que 

se aplica principalm'<tnte a especies relacionadas a cultivos 

f'orestales y de f'orrajo. CFord-Lloyd y Jackson, 1986; Plucknet.t. 

et <XL. 1907J 

Algunos cient.if'icos piensan que la diversidad genática de 

los cultivos y sus parientes silvestres. se conserva mejor &'.n 

st tu, ya que de esta manera pueden ser mantenidas bajo 

condiciones la cuales están adaptadas, continuando 

interacción con su ambiente y as! poder continuar su evolución. 

El establecimiento de reservas genéLJcas naturales reconoce 

los objet.ivos de largo plazo y las necesidades para con~inuar la 

evolución dentro de ambient.es nat.urales. La aplicación de la 

conservación tn s( tu no es una ópcion viable. por la rápida. 

pérdida de la variación genét.ica a t.ravés del remplazo de los 

cultivos y el germoplasma veget.al no ast.ará disponible para su 

inmediata utilización por part.e de los agricultores CFord-Lloyd 

y Jackson. 1986; Plueknet.t et al., 1987:>. 

7 



11.z. Coa•ervaaiÓn Ex s L tu 

La conservac16n ex situ se ref'iere a que las especies 

vegetales, sem.tllas o part.os de ellas son preservadas t'uera de 

su ~rea de creeim.ient..o original. CPlucknet.t. et a.l •• 1997). 

Los jardines bot.ánicos y arboret..ums, son las f'ormas más 

ant.iguas de conservación en Europa desde los siglos XV y XVI. y 

en sentido amplio, ést.a t'orma de ~onservac16n no representan un 

alinacenamient.o en una escala global. paro pueden representar un 

papel import.ant.e en un banco de gerrnoplasma si tu 

principalment.e para la conservación de las especies con semillas 

recale! t.rant.es y las que se propagan veget.at.1 vament.e. 

Se han dist.J.nguido varias clases de conservación ex sl'.tu; 

'"eonservaciÓn evolut.iva" la cual implica la iniciación de 1ma 

nueva evolución ria.t.ural (selección nat..ural en el medio ambient.e 

de adopción) y "eonservac.tón selectiva", la cual implica la 

aplicación de presiones de selección contra caract.erísticas 

claramente indeseables. sin el indebido agotamiento de la 

diversidad disponible. Ot.ra :rorma de conservación la 

.. conservaciÓn estática"' la cual est.á encaminada a ret..ener como 

sea posible la est.ruct.ura genét.ica de la población original. Es 
posibl• dist.inguir ent.re conservación de la Crocuencia de 

genotipo y la. :f'recuencia del gen; lo primero s6lo puede ser 

llevado a cabo en el mat.erial que se propaga veg;ot.at.ivament.e. La 
met.a es prevenir la pérdida de 1nCorrnaci6n genética. La 

conservaci6n est.át.ica principalment.e t.oma la Corma de 

almacenamiento de semillas o matar.tal ~et.at.ivo en un banco de 

germoplasma. CFord-L..loyd y .tacksc:in. 1QB6) 

II.s. Tipa• de col.eccione• de ger110plae11a 

Un banco de germoplasma no debe ser visto como un museo de 

plantas y sus respectivos órganos, donde las reliquias del 
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pasado son merament.e preservadas o exhibidas CP.1.uclcnet.t.. et al... 

1987) • si no un lugar donde el mat.er 1 al genét.i co veget.al es 

mant.enido. ordenado y principalment.e ut.ilizado. 

Para los bancos de germoplasma. el Buró Int.ernacional para 

los Recursos Genét.icos Veget.ales CIBPGR) en 1976 clasificó a los 

recursos genét.icos como: colecciones a) base. (llamadas t.ambi~n 

colecciones a largo plazo:>. b) act.ivas C6 colecciones a cort.o y 

mediano plazo) y e) duplicadas. 

El almacenamient.o de las colecciones base es dest.inado a la 

conservación largo plazo. en donde las semillas son 

generalment.e deshidrat.adas hast.a un ~4 de su cont.enido de 

humedad y almacenadas en frascos sellados o paquet.es do hojas de 

aluminio al vacío y colocadas en cuart.os con t.emperat.ura de 

ent.re los -1o•c -2o•c. bajo estas condiciones pueden 

permanecer por largos períodos de t.iempo CFord-Lloyd y Jackson. 

1986; Plucknett. et al •• 1907). 

A las colecciones base se les puede "dividir en cuat.ro 

grupos que comprenden: a) colecciones substanciales de un amplio 

rango de especies; b) colecciones subst.anciales de un rango 

limitado de especies~ e) colecciones especiales propuestas. 

signif'icati vas y originales y d) réplicas de unas o todas las 

ant.eriores CBass. 1984), Las coleccionos base est.arán bajo la 

cust.odia de un banco de germoplasma para la post.eridad y no 

podrán ser ext.raidas excepto para realizar prueb;;lS de viabilidad 

y regeneración subsecuente o si la sem.J.ila e.os urgentemente 

requerida y se puede obtener de ninguna ot.ra fuente 

CFord-Lloyd y Jackson, 1986). Las colecciones act.i vas o de 

t.rabajo engloban a las colecciones tant.o de corto como las de 

mediano plazo. 

En las colecciones de corto plazo. ol. material es usado 

f'recuontemente. por lo menos una vez al afio y muest.ras de osta 

colección pueden ser incorporadas a las colecciones dt)l plazo 

mediano o largo CPlucknett. et at .. 1987). 

En el almacenamiento a mediano plazo, el material es 
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mant.enido a t.emperat.uras cercanas a la congelación. en f'rascos 

de vidrio plá.st.ico y paquet.es de hojas de aluminio. 

CPluncJcnet.t. et al., 1007). Las colecciones act.ivas Ccort.o y 

m&diano plazo), se usan para la multiplicación, evaluación, 

document.acJ.ón, di1Dt.1"".l.bucJ.ón y uao CBa.1111, 10G•:a. Lcu~ muoat.ra.a 

pueden t'ácilment.e ser enviadas a cient.íf'icos que trabajen en 

et.ros cent.ros u otorgadas a cultivadores en general CFord-Lloyd 

y JacJcson, 198e). 

L.as colecciones duplicadas son réplicas de las colecciones 

base que est.an alojadas una localidad geográt'icamente 

dif'erent.e para mayor seguridad cont.ra la pérdida por desast.res 

naturales, errores humanos o trastornos políticos. CBass, 1Q94• 

Plucknet.t et al •• 1Q87). 

En términos de conservación est..át.ica, la t'orma ·más 

conveniente de mantener el germoplasma vegetal al macen ando 

semillas ort.odoxas que soportan contenidos bajos de humedad C3 a 

~-<> y a t.emperat.uras bajas Chast.a -2o•c) con una pQrdida pequetta 

o ninguna en su viabilidad CBass. 1Q94). 

La principal excepción a lo ant.erior son las plantas que 

se propagan normal mente por vía veget.at.1 va y no producen 

senU.lla.s viables, y cultivos en donde las semillas que producen 

son de vida muy corta, estas últimas son las llama.das semillas 

recalcit.ranles. Cno sobreviven a la desecación y a la exposición 

a bajas lemperaluras) CBass. 1Q84; Plucknett. ~t al .• 1987'. 

II • .c. Proble.... coa cul t.i vos de propag:nciÓa vegetat.i va y 
ae-ai.1189 recalcitrantes. 

Como se indicó anteriormente, la conservación de los 

recursos genéticos debe erectuarse utilizando semillas. siempre 

y cuando óst.as puedan ser almacenadas y deben ser conservadas 

con el f'in de incrementar la diversidad disponible cuando sean 

riequieridas y así lograr economía en las operaciones do 

rnanulencicSn. CWilkins y Oodds, 1983;. IBPGR, lQSO). 
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Pero ex.ist.en especies a las cuales no se les puede mant.ener 

mediant.e la t.é-cnica de preservación tradicional para las 

semillas CKart.ha. 1984; Chen y Kart.ha. 1987) debido a que: 

1) Algunas plantas no producen semillas y se propagan por 

vía veget.at.iva mediante t.ubérculos. ralees. esquejes et.e, 

2) En algunas especies las semillas permanecen viables por 

un período limit.ado de l.iempo (semillas recalcit.rant.os que al 

ser secadas son daftadas de inmediat.o y pierden su viabilidad). 

3) Algunas semillas son muy het.erocigas y no es posible 

mant.ener el genot.i po. 

4) Las semillas de ciertas especies 

rápidamente debido a que contiene pat.ógenos. 

deterioran 

5) Algunos árboles de vida larga. incluyendo angiospermas y 

gimnospermas. no producen semillas por muchos af'{os. 

Cul.t.ivos de pl"opagaaión veget.at.iva 

La conservación de cult.ivos que se propagan vegetativanlent.e 

(Tabla 1) presenta problemas especiales. quizá algunos de esos 

cultivos son sexualmente !'értiles pero no conviene propagarlos 

comercialmente a t.ravés de semillas, porque t.ienen altos nivolos 

de het.erocigocis y los horticultores requieron de clonos 

uni!'ormes. Hay cultivos propagados veget.at.ivamenlo que son 

sexualmente estériles o t.ienen reducida su t"ert.ilidad lo cual 

evit.a la posibilidad de almacenar sus semillas. CBass. 1984' 

Los órganos veget.at..i vos' que son almacenados, ya sea 

tubérculos, rizomas. esquejes et.e., t..ienen relat..ivament.e una 

vida corta y se deterioran rápidamente después de la cosecha. 
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Tabla .1 Algunas especies de propagación veget.at.i va 
de int.eres econ6mico. 

CWilkins. y Dodds. 1Q83; López, lQBS) 

NOM•aE CIENTIFICO NONDRlt C:ONUN 

Di.scoreo.. spp. Rame 

Husa spp. Plátano 

Solc:m\Cn\ spp. Papa 

Han!hot spp~ Casa va, Yuca 

1 po111Dea batatas Camote 

Alli'Wr\ sati:uum Ajo 

Al l i.wn. cepa Cebolla 

AlLt1.Un. 6rau•oL•ns Apio 

Da.uct.ts carota Zanahoria 

Aspa.rQ.8US offtetnalts Espárrago 
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.:..ún baJo las condiciones idealo~ de almacenamiento. El cultivo 

de est.o tipo de colecciones afio t.ras ai'io es cost.osa y está 

expuesta a enfermedades in!'ecciosas. alteracion-:!'s climáticas. 

plagas. errores humanos y muchos otros riesgos. CKart .. ha. 1992:: 

Bass. 1994) 

Especies con sea.il1as recalai t.raat.es 

El método más común de almacenamiento para las especies con 

semillas recale! t.rantes es ex si: t.u y al igual que las especies 

que se propagan veget..at.i vamente. son mant.enidas en campos de 

cult.ivo. lo que represent.a una labor intensiva y cost.osa. ade~s 

de que las colecciones est.an expuestas al ataque de 

microorganismos. insect.os, enf'ermedades y 

clim,1ticas CKart.ha. 1Q84;. Pluck:net.t. ot. al.. 1Q97) 

al t.eraciones 

El pequerto progreso que se ha hecho on el almacenamiento de 

semillas recale! lranles C t.abla 2:) ha sido encaminado a procurar 

mant.ener las semilla~ viables el tiempo suf"iciente para 

sobrevivir al período de colección. Las semillas recalcitrant..es 

son susceptibles al da~o por desecación, daf'{o par enf'riamient.o. 

at.aquos de hongo-:;. y gormi.nación durante ol almacenamiento CBass, 

1984) El rllejor mét.odo registrado involucra el almacenamiento en 

un est.ado complet.ament.e ombabido on un mudio húmedo 

condiciones aeróbicas Cen una bolas de poliet.ilono no cerradas 

hermét.tcamente). donde las semillas han recibido un tratamiento 

preliminar con agua cal.ient.o o un Cungicida para inhibir el 

crecimiemt.o microbiano. CFord-Lloyd y Jakson. 1986; Wilk:ins. y 

Oodds • 1 Q83) . 
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Tabla 2 Algunas especies d$ import.anci a económica. 
que poseen sem.11.las recale! t.rant.es 

CW!lkins y Dodds. 1983; Wit.hers. 1980~ Karlha. 1995) 

NOMllRJ: c11:NT1r:rco NOUllRE COMUN 

ELaets eruLneensLs Palma de aceit.e 

Han15Lfera LndLca Mango 

Hevea bra.s L l. L ens L s Caucho 

CastClJ\tJQ spp. Cast.afl'o 

Ouercus spp. Roble 

Juntrlan.s spp. Nogal 

CLnnamomwn. sp. Canela 

Persea amsri.cana Aguacat.e 

Cocos nt.tCL/era Coco 

Cof/eo. spp. Ca.fG 

Theobrom.a. cacao Cacao 

ZLzanLa aqt.tattca Arroz 

Thea sLnensLs Té 
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n:.s. Conservación de germoplasaa in uitro 

Las t..:,Cnicas de cult.ivo in tJ'Ltro se comenzaron a concebir 

desde que el bot.:.,nico alemán Haberland en 1902. plant.eo la 

hip6t.es1s del pot.encial de regeneración de una plant.a a part.ir 

de una sola célula Cconcept.o de la t.ot.ipot.encialidad celular). y 

fue hast.a los aNos cincuentas cuando una planta en su t.ot.alidad 

fue regenerada de un cultivo de células aisladas CWilkins y 

Dodds, 1903). A part.ir de est.os descubrimientos. se ha planteado 

la pos! bi l i dad de est.abl ecer bancos do germopl asma med.i ant.e 

cultivo de t.ej!dos voget.ales CRubluo. 1985). 

El t.ermlno in uitro o cultivo do t.ejidos vegetales. cubre 

un amplio rango de t.écnicas que involucran el crecimiento bajo 

condiciones asépticas de la t.ot.alidad de órganos vegetales como 

merist.emos, raices. ant.eras. óvulos, polen y embriones, o ol 

cult.ivo do masas de células desorganizadas Ccallo) o células 

individuales y aón células desprovistas de. su pared celular 

llamadas prot.oplast.os. CWilkins y Dodds. 1Q83). 

Las t.Qcnicas de cult.ivo celular pueden ser ampliament.e 

categorizadas como: 

a) Cult.ivo de órganos 

b) Cult.ivo de callo 

e) Cult.ivo de células en suspensión 

d) Aislamiento y cult.ivo de células individuales y 

prot.opl ast.os. 

e) Cultivo de ant.eras y polen. 

Las t.écnicas mencionadas. se han empleado para la 

conservacion de germoplasma y es evidente que la aplicac16n de 

unas t.écnicas son más Cact.iblos que otras para det.erminado Cin. 

CWilkins y Dxtds. 1G83). 

Para las especies semillas recalcit.ra.nlos y de 

propagación voget.at.i va. se hd propuesto un número de t.écnicas 'n 

15 



uitro para su conservación. Qst.as pueden efeclurse de dos 

f"ormas: corto-mediano plazo y largo plazo 

Ccrioconservaci6n). o bancos de germoplasma act.ivos Ln uLtro y 

bancos de germoplasma base Ln uitro respect.ivament.e CIBPGR. 

1986) Cf"igura 1.). 

Las t.Qcni cas de conservación a cor t.o-medi ano plazo. 

refieran a periodos do almaconamienlo de germoplasma de al 

menos un af'(o sin subcult.ivos y pueden ser agrupadas en t.ros 

cat.egorias: CWilkins y Oodds, 1993: Rubluo. 1995). 

1) Alt.eración de las condiciones f"isieas del cult.ivo. Est.o 

puede incluir la temperat.ura. o las condiciones gaseosas den~ro 

del mismo. 

2) Alt.eración del medio de cultivo b~sico. por ejemplo la 

disponibilidad de los nut.rient.es a condiciones sub 

supernormales. la omis16n/reducc16n de algun f"act.or el cual 

esencial para el crecimiento normal. 

3) Adici6n d.e ret.ardadores de crecimient.o como al ácido 

abscisico CAJ3Al o compuestos con ef"ect.os osm6t.icos como l.os 

alcoholes azucarados manit.ol y sorbit.ol. 

Las t.Qcnicas arriba mencionadas. pueden usarse do manera 

independiente o en conjunción de dos o más de ellas. 

La reducción de la t.emperat.ura para el almacenam!en~o de 

germopl asma tn ui tro mostrado ser efect.i va para su 

conservación. y muchas especies se han almacenado mediante est.o 

mQt.odo CTabla 3). 

Pero se debe considerar que las especies est.en adaptadas a 

diferent.es condiciones ecológicas. por lo que la t.emperat.ura 

empleada tendrá que variar con cada una de ellas. CRubluo. 1996; 

Wilkins y Oodds. 1083). 
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FIGURA 1 ProcodimJ.ent.o para. el est.ablecim.iont.o de bancos de 
germoplasma i.n vLLro Ct.omado de IBPGR. 1980) 
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Tabla 3 Especies que se han conservado in v(tro a mediano 

plazo mediante la reducción de la t.emperat.ura. 

NON8Rlt ClltNTlf'1CO NOMBRE COMUN TIEMPICRA-
TURA t 'e> 

Beta vutiJarl'.s Remolacha 1a 

f'raiJa.ri.a v.sca Fresa o a -6 

1 pomocta batatas Camot.e -15 a -20 

Hatus domestica Manzana o a -6 

Han.ihot escul.ctntwn. Casa va -15 a -ao 
Sotam.un. spp. Papa o a -6 

Vt'.t ts rupestrts Uva -Q 

Varias herbáceas o a -6 

El agua ha sido solialada como uno de los f'aclores que 

inducen un período de ret.raso el desarrollo de las 

poblaciones celulares. ocasionado por una det.ención del 

crecimient.o. se ha usado man! t.ol y sacarosa para est.e f"in 

CRubluo. 1Q95i). Honshaw et al.. C1980). olovó el nivel de 

sacarosa de 3 a 8" para ret.ardar el erecimient.o de merist.omos de 

Sotanwn. spp. Los ret.ardadores 

cult.ivo de t.e-Jidos vegetales 

de crccimient.o empleados 

son: ~cido abscísico CASA). 

manit.ol. sorbit.ol. :fosf'án O, hidrazida málica. diaminazida. 

clorhidio de t.rJ.met.11 amonio. ent.re et.ros. CWilJcins y Dodds. 

1993). 

Tambii:.n se ha logrado suprimir el crecimient.o allerando las 

condiciones at.mosf'4iricas de los cultivos de callo de 

Ch.rysanthe-m.u mortfol.i.\.un.;: Lycopersicon ascu.l.entum. y Ntcot tan.a. 

tabacwn.. bajando la presión at.mosf'ériea a 40 mm Hg y l.a. precs:16n 

parcial de oxigeno a 7.6 mm Hg CWit.hers. 1980). 
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u.a.1. Est.abilidad genéLica en cul~ivos tn vitro 

Los mét.odos de cult..ivo in vLtro son esenciales para 

conservar el germoplasma de especies en donde es impráct.ica, 

dif"ícil o imposible la conservación mediant.o semillas. CIBPGR, 

1Q95J. Pero el preservar el germoplasma in ut tro por periodos 

largos de t.iempo, puede llevar producir variaciones 

somaclonales, el mant.onimient.o de una linea genética a t.ravQs de 

varias generaciones requiere de proceso ordenado de 

replicación cromosdm.ica t.an preciso como ocurre en las células 

del ápice y de las dem,is reg16nes merist.emat.icas, por lo qu~ los 

cult.ivos de celulas desorganizadas como el callo y células 

suspensión que son más propensas a la inest.abilidad genét.ica, lo 

que es alarmante, debido a que el f"in principal do la 

conservación es lograr mant.ener la est.abilidad gen{lt.ica do las 

especies almacenadas. CPluncket. 6t al. 1Q87; Ford-Lloyd y 

Jackson. 1Q86). 

Anormal 1 dades euploidia y anouploidia. es decir 

niveles de ploidla. est.ruct.ura cromos6mica, caract.erist.icas 

morfológicas, bioquimicas y cambies en el genoma, pueden ser 

encont.radas on los cult.lvos de t.ejidos veget.ales asi como en las 

plant..as regeneradas part.ir de dichos cult.ivos. Est..as 

'anormalidades pueden est..ar relacionadas a. la het..erogeneidad de 

la plant.a. p.-.rent.al, genot.ipos, niveles de ploidla y nat.uraleza 

del explant.e pero aparent.ement.G desarrollan con ntas 

frecuencia durant.e la iniciación del cult.ivo. La IBPGR C1Q05) 

afirma que est.e t.ipo de variaciones somaclonales, ocuren si no 

en t.odos, si en la mayoria de los sist.emas de propagación in 

vttro. CIBPGR, 1Q95; Wit.hers, 1Q90). La inest.abilidad gen~t.ica 

se pue9"e present.ar en cult.ivo de t.ejidos veget.ales de un grado 

menor a uno mayor, en los cult.ivos de murist.emos, brot.es 

advent.icios, embriogQnesis som1a.t.ica, organogónesis de callo. 

células en suspensión y cult.ivo de prot.oplast.os CIBPGR, 1995). 

A pesar de que la inest.abilidad genética de callos es muy 
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f'recuent.e. exi.st.en ejemplos de que est.as est.ruct.uras mant.ienen 

est.ab1lidad genética. Rubluo et al. C1984:>. demost.raron 

est.&b111dad gen~t.ica en cult.ivo in uitro de callo de chícharo. 

al encont.rar di f'erenc1 as si gni !' i cat.i vas en sus 

caract.erist.icas morf'ológicas. pat.rones elect.roforét.icos de 4 

isoenzimas y número cromos6mico. 

A pesar de lo ant.erior. los métodos de conservación a 

corlo-mediano plazo in vttro. pueden garant.izar la 

est.abilidad genét.ica por periodos largos de cul U vo. adem,is de 

que puede exi.st.tr el r1.esgo de contaminación microbiana y/o 

f'allas en el equipo CKart.ha. 1992). Por lo que la conservación a 

largo plazo Ccrloconservación:>, es decir el almacenamient.o del 

mal.erial biológico en ni. t.rógeno l.iquido CNU a -1oo•c. la cual 

produce la 1nmobilizac1.Ón de casi t.odas las actividades 

met.&b6licas, puede segura.menle suspender los cambios progresivos 

en el genoma. El almacenamtent.o a t.emperat.uras superbaJas de 

6rganos veget.ales paseé el pot.encial de conservación do 

germoplasma. en una ''suspensión animada" CKart.ha, 1Q94; Henshaw, 

1004) 

A.1-.aeaaaient.o a largo plazo CCrioaonservaaiÓa> 

La crioconservación se puede def'inir como la conservación 

en est.ado congelado del ma.t.erial biológico mediante la reducción 

y subsecuente suspensión de la act.ividad motabólica al ser 

expuesto temperaturas super bajas del ni lr6geno liquido 

c-uae•o CKart.ha. 1996). A est.a t.emperat..ura casi t.oda la 

act.ividad met.aból1ca de .las c4luJ.as est.á suspendida, por lo que 

la rnuest.ra puede ser preservada en t.al est.ado por periodos 

ext.ensos de tiempo. Pero solament.a muy poco material en su 

est.ado natural puede ser congelado a t.omperat.uras superbaJas. 

sin af'eclar su viabilidad celular CKart.ha, 1987). Por lo que so 

han t.enido que usar compuestos quimlcos que prot.ejan a las 
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células del daf'(o causado por los t'enómenos que ocurren en la 

congelación. El descubrimient.o de compuest.os crioprot.ect.ores ha 

permitido t.ener un avance signif'icat.ivo en el desarrollo de las 

t.~nicas criogánicas para el almacenam.ient.o a largo plazo de 

germoplasma veget.al CChen y Kart.ha. 1Q97). 

Como las células vegetales son inherent.ement.e 

t.ot.ipot.enciales, las t..écnicas de cult..ivo de tejidos vegetales 

pueden. conj unci 6n con una mani pul ación de mét.odos 

criobiológicos. provochosament.e ser usados para el almacenaj9 y 

conservación de especies de importancia económica. 

Ant.es de explicar los pasos que se deben seguir para la 

cr1oconservac16n de germoplasma vegetal, se explicaran los 

fenómenos t"isicos y quimicos que ocurren durante el enf'riamient.o 

Cbaja de temperatura:> y la congelación Ct.ransf'ormac16n de Case 

liquida a fase sólida:> do una solución. 

Daf'{o po~ congelación 

Existía la conf'usión de los efect.os directos e indirectos 

del hielo; Mazur en 1905 disipó ást.o, f'ormulando la hipótesis 

del doble :ract.or para el darte por congelación, el cual propone 

que el daf'(o celular resulta. ya sea de la concentración de 

solut.os por el hielo ext.racelular que genera una salida de agua 

para equilibrar 141- presión de vapor, que refirió como "efecto 

do solución'' o por la presencia do hiolo int.racolular causant.e 

probablemente del daNo mecánico. CMeryman y Williams. 1905) 

También los daf'(os se puede dividir en efectos físico y 

fis!coquimicos: 

a) Mecanismos fisicos o mecánicos: son los da~os produetdos 

p.::ir l.a. formacl6n de crist.ales intracelulares cuando la t.asa deo 

enfriamien~o es r~pida. CValanzuela, 1gee:> 

b) Mecanismos f'isieoqutrnicos o de concent.ración~ los 

daffo& producidos por la deshidrat.aci6n generada durant.e el 
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enf"riamient.o lent.o. Est.a deshidrat.ación causa reducción del 

volumen celular. aument.o int.racelular dtol' la concent.raci6n de 

sales t.6>Cicas y pérdida del agua que rodea a los component.es 

celulares. es decir. agua est.ruct.ural CValenzuela. 1980). 

El agua t.iene un punt.o de rusión de o•c. al ser congelada 

tiene punt.os de nucleaci6n. est.os son reglones de superficie no 

acuosa; paredes de los cont.enedores. part.iculas de polvo o 

macromoléculas las que act.uan como base para el crecimient.o de 

crist.ales a lo que se le ha denominado nucleación het.erogQnea 

CN. het..) CMeryman y Williarns. 10BS; Valenzuela. 19S8). 

En ausencia. de nócleos. podemos obtener agua en su est.ado 

líquido por debajo da su punt.o de fusión. logrando una 

"sobrerusión01 en donde el agua puede ser superenfriada a -4o•c. 

en est.e est.ado las moléculas daol agua act.uan como nucloadOres 

'\, para dar la congelación. ren6meno llamado. nucleación homogén6a 

CMeryman y Williarns. 1Q95; Franks. 1Q05) 

La presencia de solut.os disuelt.os en el agua. bajan el 

punt.o de congelación en proporción aproximada a la concent.ración 

molal de la. solución acuosa debido a que el agua es congelada 

primeramente. la solución empieza a ser ~s concent.rada y el 

punt.o de congelación es reducido CMeryman y Williams. 1985), 

Cuando se enfría el agua. hast.a el punto de nucleaci6n 

CGr.&rica 1) y se comienza a transformar en hielo se libera 

energta. la cuP.1 es llamada calor lat.ent.e d& rusiÓn. Est.a 

energ{a se propaga rápidament.e y la t.emperat.ura se oleva hast.a. 

alcanzar el punt.o de fusión normal. donde est.a t.emporat.ura es 

mant.enida por algún t.iempo. durant.~ el cua.l la acumula.ci6n de 

hielo se present.a y la solución residual se concont.ra, est.e 

ret.ardo en el congelam.ient.o se present.a cuando se agot.a el agua 

y exist.e compet.encia por el espacio. al pasar esta et.apa se 

present.a el congelamient.o CHoryman y Williams. 1Q85; Franks. 

1Q85). 

Cuando el congelamient.o es lento. como generalmente se 

present.a en la nat.uraleza. la f"ormación de hielo se da en los 



G:r-Átlaa 1 Curva de entrlamient.o t.ipica de una solución, en 
donde A es la t.emperat.ura do nucleación. AD es la liberación de 
calor lat.ent.e. de BC se acumula el hielo y de CD se logra la 

congelación t.ot.al. CTomado de Franks. 1995) 

espacios ext.racelulares. En el caso de las células veget.ales. el 

hielo invade la pared celular pero no el plasmalema. CMeryman y 

Williams. 1Q95). Al crecer los hielos la solución se concent.ra 

por lo que la presión osm6t.ica aument.a. lo que causa quo al agua 

deje la célula. reduciendo el volúmen de ést.a y coneent..rando 

. sus . cont.enidos celulares. ocasionandole deshidrat.aci6n 

osm6t.ica y la precipit..ac16n de los element..os celulares. ,<Meryman 

y WillLa.ms. 1005J. 

El hielo es un crist.al de agua pura y como se f'orma 

ext.racelularment.e. excluye a los solut.os t.ales como sales. 



azticares y proteínas. por lo que los .t'luidos llegan a ser cada 

vez más concentrados. lo que ocasiona un "estrés osmótico". es 

decir. el agua !'luye f'uera de la célula y los solut.os entran. El 

proceso se detiene cuando la concentración de solutos llegan a 
ser lo suf'icientement.• alta para prevenir la pérdida de agua on 

hielo CSLorey y Storey. 1990). 

Se ha observado que cuando las c~lulas llegan a cierta 

temperatura se da una pérdida de agua. debido a la presión 

osmótica y ltst.as mueren. Se ha postulado que para cada célula 

hay un volumen nd,.s a.llA del cual l.a célula no puede ser reduc.ida 

sin causar daf{o. concepto que se le denominó "h.ipót.es.is d9l 

volumen m{niinc>º'. Se ha encontrado que al. reducir el volumen por 

la presión osrn6tica que ejercen los ef'ectos del congolamiento. 

existe pérdida de material de la membrana CMeryman y Williclms, 

1Q85l. 

Cuando existe congelación r~pida se presenta f'ormación de 

hielo intracelular. o cuando existe la ruptura de la membrana. 

ocasiona nucleación i;ntracelular, causada por el hielo 

ext.racelular. lo que es de consecuencia letal. debido al daf'to 

m&e~nico p~oducido a las organelos celulares. 

II.6,2, Velocid4d de efttriaaiento 

Cuando la velocidad de enf'riam.ient.o es lenta. hay un tiempo 

adecuado para que el agua se dir'unda t:uera de la célula. se 

cr1st.a.11ce a hielo y así el sistema entero pueda aprovechar el 

equilibrio de presi6n de vapor y la congelación intracelular no 

pueda c>currir. a partir del punto de congelación de la solución 

intracelular la temperatura a la cual se encuentre seré idéntica 

a la de la muestra y presumiblemente. no habrá nucloacJ.6n 

intracelular heterogénea. bajo estas condiciones el da.No celular 

será por el resultado de la desh.idrat..acidn y reducción del 

voltlmen CMeryman y Wi.lliams~ 1905). 
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El entriamient.o rápido no da el t.iempo suficient.e para que 

ol agua int.racelular pueda difundir f'uera de la célula para 

contribuir a la formación de hielo ext.racelular. como result.ado. 

el inlerior de la célula es progresivament.e superenf'riado 

conforme la t.emperalura de la muest.ra baja. Al'pasar por debajo 

de -40 •e se da la nucleación homogénea y una gran cantidad de 

microcrist.ales del inlerior celular son formados. Hay evidencia 

de que si la velocidad de enfriamiento es muy rápida la 

formación de núcleos inlracelulares no crece, y si la velocidad 

do descongela.mlenlo es lo suficient.emenle rápida para prevenir 

el crecim.ienlo de los cristales. la células podrían sobrevivir 

al congelamiento inlracelular. ya que si exi~t.e crecim!enlo de 

hielo inlracelular. ésle resulla generalment.e let.al. 

La velocidad ópllma de enfriam.lont.o para minimizar el darío 

por deshidra.lación y el congelamient.o int.racelular. dependeran 

de la velocidad a la cual el agua deja la célula. Est.o depende 

de la viscosidad do la solución inlracelul-ar • la proporción 

superficie-volumen de la célula y la cercanía de los crist.ales 

do hielo y la viscosidad de la solución sin congelar. 

Keaaais.o• de criopro~ecciÓn natural 

Bajo condiciones naturales de congelación. después de unos 

grados do superenfriamiont.o. los organismos empiezan 

congelarse y ol hielo se Corma en lodas las cavidades y fluidos 

ext.racelulares, est.os fluidos ext.racelulares se concftnt.ran. por 

la pérdida osmó~ica del agua celular y plasmolisis de la célula. 

En general la deshidrat.ación de las c~lulas vegot.a.les es 

~olerada hast.a que el 55 - 75 ~ del agua se ha perdido. En esle 

ponlo ocurre un daffo irrevorsiblo de la membrana por la rupt.ura 

de ést.a o por la pérdida de algún const.it.uyent.o. ocasionando la 

entrada del hielo exlracelular al inlerior de la célula CMoryman 

y Williams, 1QB5). 
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Exi st.en especies 

productor a de lana 

temperaturas hast.a de 

de insect.os t.errestres como la oruga 

<Gynaeph.ora 11roenl.andica..) que soport.a 

-50 •c. Al igual que algunos percebes. 

mejillones y caracoles marinos que llegan a est.ar a tt3'mperat.uras 

bajo cero CStorey and Storey. 1QQ0). 

Se ha encont.rado que cuat.ro especies de ranas comúnes; La 

rana del bosque CRan.a syl.uat tea). la i·ana sal t.adora CHytu 

cruc1.ferJ. la rana gris <Hyl.a. t.iersicol.or) y la rana rayada 

CPset.1.dacris trtseriata..) pueden sobrevivir por semanas cuando el 

65% de su agua corporal es hielo. La salamandra siberiana 

CHynabi:us k.eyserl. infS'L) puede sobrevivir a -35 •c. la tort.uga 

pintada CCh.rysemys ptca) eclosi6na al f'inal del verano. pero 

emerge hast.a la primavera. conservandose a -s•c. CSt.orey and 

Storey. 1QQO). 

Algunas ranas usan la sacarosa como erioprot.ect.or. Además 

los animales tolerant.es al f'río. bajan su t.asa metabólica de 1 a 

10% de su met.abolismo normal. CSt.orey and St.oroy. 1990:>. 

Mient.ras est.an congelados todos est.os anima.les. no muest.ran 

movim.ient.os respirat.orios, lat.idos del corazón o circulación 

san9uinea, -solo muest.ran actividad neurológica apenas 

apreciable. Est.os animales tolerantes al f'río. han desarrollado 

dos estrategias para crioconservar sus órganos y evit.ar el dafto 

por congel amJ.ent.o: 

1) Algunos animales como los pocos marinos polares y muchos 

artrópodos t.errestres desarrollan prot.e!nas ant.icongelant.es que 

evit.an la f"ormación de hielo hasta t.emperat.uras de -1s•c, lo 

cual les permit.e mant.enerse act.ivos en ~l invierno. CSt.orey and 

storey, 1QQO:>. 

a:> Ot..ros animales que requieren una mayor protecc16n. han 

desarrollado ant.icongelant.es en lugar de proteínas para bajar el 

punt.o de fusión. Existen insect.os que producen moléculas de bajo 

peso como alcoholes polihidroxilados (Azúcares). 

26 



l..a oruga CEpi.bl.ema scuddert:ana). presenta 40~ de glicerol 

en su cuerpo, lo que le perm.ite soportar temperat.uras hast.a de 

-39•c. CStorey and storey, 1QQO). 

La elaboración de glicerol para 9vit.ar la deshidratación 

es poco comdn. Ciertos insect.os de Alaska pueden llegar a t.eoner 

en el cuerpo concentraciones del orden do 4. 5 M C25Y.J en 

respuest.a. a t.emperat.uras subcongelantes. Dun.al. l'.el. l.a sp. • una 

alga marina present.a concent.raciones de 4 M para af'ront.ar el 

medio marino. Los carbohidrat.os sorbi t.ol y t.rehalosa han 

mostrado ser un sust.i t.uto del glicerol come:. un crioprot.ect.or 

nat.ural en insect.os CMeryman y Williams. 1985). 

Para sobrevivir a la congelación. los animales deben 

controlar la f'ormación de hielo, el crecimient.o debe ser 

iniciado en los f"luidos ext.racelulares y deben mant.ener· la 

velocidad de enf'riam.iento lent.a y el tamaNo de los cristales muy 

pequef'{os. 

La mayoría de los animal.es tolerantes al Crío, sintet.izan 

substancias crioprotect.oras durante el otof'{o, así que poseen 

altas concentraciones de solut.os no t.óxicos, para que cuando 

ocurra el congel.a.m.ient.o, la reducción del volumen celular pueda 

soer rninimizado. 

Algunas orugas almacenan glicogeno en su cuerpo en otoi'io 

que lo transf"orrAan en glicerol y sorbit.ol. Los cr.loprotect.ores 

persisten a t.ravés del inv.lerno y son nuevament.e convertidos en 

azllcares en la primavera Cst.orey and Storey, 1990). 

11,6.4, Criopl"ot.eaaiÓn aZ"t.if'ioial. 

En los mét.odos criogénicos. la actividad metabólica celular 

se detiene, debido a la f'al t.a de la disponibilidad de agua 

liquida, con lo que los cambios genát.icos son minimizados. 

Desaf"ort.unadament.e, poco malerial veget.al como las especies do 

madera dura de invierno y los bulbos veget.at.i vos de varios 
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Arboles f'rut.ales. pueden ser congelados a la t.emperat.ura de 

-19e•c. sin t.ener un efect.o adverso en su viabilidad. CChen y 

Kart.ha. 1987) por lo que se ha t.enido que int.ensif'icar la 

b~squeda de compuest.os quimicos con propiedades crioprot.ect.oras. 

Por lo que ha sido necesario encont.rar compuest.os quimicos que 

sean capasez de evit.ar o minimizar el dafio celular durant.e los 

event.os de congelación. 

Las soluciones crioprot.ect.oras se han est.udiado desde 

principios del siglo, Maximow en 1Q12, detectó la protección de 

la glucosa, alcoholes y sales de ácidos inorgánicos y orgánicos 

al ent'riamient.o; Woodcock et. at. 1941 report.6 et'ect.iva 

crioprot.eción a -1oo•c on eritrocit.os de oveja t.rat.ados con 

glucosa al !3 y a "'· Polge &t al.. en 1g4g usó glicerol para. 

crioconservar células espermát.icas huma.nas, 10 artos después se 

int.rodujo el dimot.il sulf'6xido CDHSO), uno de los más ef'ectivos 

crioprotectores conocidos para tejidos t.ant.o vegetales como 

animales Ccitado por Finkle. Z1.vala y Ulrich, .1Q05) 

La erioconservaci6n de células animales y humanas, 

tenido grandes éxit.os y Stl han crioconsorvado. erit.rocilos. 

plaquet.a.s, leucocitos, cQlulas de la médula ósea, protozoarios, 

insectos, helmintos par~sit.os de anima.les y del hombre CKart.ha, 

1982). El almacenamiento de espermat.ozoides en nit.rógeno liquido 

y su subsecuent.e uso para la inseminación artif'icial es on la 

act.ualidad un procedimient.o rut.inario CBajaj, 1Q79). 

A comparación d& los avances que so ha t.onido en la 

crioconservación de células anima.les, la crloconservación de 

veget.aleS est.á t.oda.vía en la inf'ancia, el primer reporte de 

crioconsorvación exit.osa para mat.erial vegetal rué realizada por 

Se1dert. C1Q76) Ccit.ado por Kart.ha. 1084) con ápices da clavel 

CDia.ñ.t.hus ca.ryophyttus). 

Exist.en dos t.ipos de dario celular. dashidrat.ación y 

ccngolamient.o int.racolular. ambos son realmant.e dependient.es do 

un solo paráment.ro. deshidrat.ación. Para evit.ar el dafio se puedo 

considerar que cualquier solut.o puede f'uncionar como 



crioprot.ect.or coligativo Cpuede bajar el punt.o de fusión de una 

solución). con t.al que cumpla con dos requerimientos: 

1) Debe llegar al interior de la célula. de lo contrario causará 

deshidratación osm6t.ica y producira un daf'ío muy severo. efecto 

contrario para lo cual está disenado CMoryman y Williams. 1996). 

a) No debe ser tóxico en concent.raciones suficient.ement.e al t.as 

para producir una cantidad út.il de depresión del punt.o de 

congelamient.o. Solut.os ponet.rant.es como el et.ano!, met.anol. una 

variedad de gliceroles y dimet.il sultóx.ido CDHSO) son igualmente 

etect.ivos en una base molal CMeryman y Williams. 1985,, 

Debido a que el DMSO t.iene una propiedad más efect.iva de 

penetración a la célula que la del glicorol, permitió introducir 

el concepto de crioprot.ect.ores penetrant.as y no penet.rant.es. 

II.6.B. Criopro~ea~ores pene~rar.tes y no pene~rantes 

La aplicación de sustancias crioprot.ect.oras. son esenciales 

para la crioconservación de material vegetal en nitrógeno 

líquido, los crioprot.ect.ores tienen la función de ovit.ar los 

dan.os celulares t.ant.o tisicosquímicos como mecánicos causados 

por el congelamiento-descongel.amient.o y sobre todo mantener la 

viabilidad celular CChen y Kart.ha. 1987). 

El agent.e crioprot.ect.or ideal debe cumplir los siguientes 

pun~os CBajaj 1078) 

1) Bajo peso molecular 

2) Ser fácilmente miscible con el disolvon~e 

3) No ser t.óx.ico aún a alt.as concentraciones 

4' Ser Cácilrnent.e lavable de las células 

5) Permear rápidament.e al in~erior de la célula 



Las subst.ancias crioprot.ect.oras usadas para el 

congelamiento del material vegetal se pueden dividir en dos 

cat.egorias dependiendo de su velocidad de penetración, con 

respect.o a la membrana del plasmalema: CChen y Kart.ha, 1997~ 

Meryman, 1971) 

a) Agentes Penet.rant.es. los cuales concent.raci6nes 

molares prot.egen a las células vivas contra el daf'i.o durante la 

congelación lent.a. 

b) ~ nQ. ponet.rantes, que protegen en concent.raci6nes 

molares bast.ant.e bajas y generalmente requieren t.asas m:&.s 

r:.,pidas de congelación y doscongelación para of'recer un ef'ect.o 

prot.ect.or. 

Los agent.es penet.rant.es deben int.roducirse rápidamente a la 

célula o de ot.ra manera ellos mismos deshidrat.arAn osmóticament.e 

a la célula y est.imulará el dafio por congelación, además no 

deben ser t.óxicos en al t.as concent.raci6nes molares lo cual es 

necesario para prevenir la excesiva Cormaci6n de hielo CMeryma.n, 

1Q71;. Valenzuela, 1989). t..os agentes penet.rant.os, son do bajo 

peso molecular y ofrecen una prot.ecci6n coligat.iva, est.e agent.e 

perm.1 t.e que exista agua no congelada que act.úa como agua 

est.ruct.ural y como di sol venle de las sust.ancias t.6xieas que se 

encuent.ran int.racelular y exlracelularment.e. reduciendo la 

presión osm6t.ica causada por la congelación ext.racelular: 

CValenzuela. 1Q88). Ent.re los agent.os penet.rant.es se han 

utilizado el e~anol. met.anol, glicerol. diversos glicoles y OMSO 

CTabla 4) CKart.ha. 1094). 

Los agent.es no penet.ran~es, son compuestos de alt.o peso 

molecular que no ent.ran a la célula. por lo que la acción 

prot.ec~ora se da ext.racelularment.e, pueden prot.eg:er en 

concen~raciones molares bajas y generalment.e requieren do t.asas 

más rápidas de enf'riamient.o y calent.amient.o para conf'erir 
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protección CValenzuela. 1988). Los "acanismos de protección que 

conf'ieren est.os agent.es. no est.án bien establecidos. pero se 

cree que la protección que dan es por permitir un f'lujo interno 

y externo de solut.os durant.e la Congelación y descongelación. de 

est.a manera perm.it.e las cltlulas ovit.ar los ot'ie.::t.os 

irreversibles de gradient.es excesl vamente osmóticos CHeryrnan. 

1971). 

Ent.re los crioprotectores que actuan ext.racelularment.e se 

encuentran la sacarosa, glucosa, lactosa. mani t.ol, sorbi t.ol, 

prolina y algunos pol !meros como el PVP Cpolivi nilpirrolidona). 

PEG Cpoliet.ilen glicol). dext.rán y HES Chidro>d.et.il 

almidón) CTabla 4) CChen y Kart.ha. 1Q87) . 
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Tabla .( Crioprot..ect.or05 ponet.rant.ec y no pen.at.rant.ec u:r::ados 
mét.odos cr i ogéni cos 

COllPUESTOS CONCEllTRACIOll 
o GRUPOS 

DLm•~L-

aul roxldo 
CDKSO> 

o\. i.cerol 

•~u ca.ro•, 110.ca.-
roaa., glucocia., 
aorbl lo\., m•-
nllol.. 

Ami.no ~ci.doa: 
pro\.i.na., 
hi.droxt.pro\.ina., 
a.•pa.rta.lo, 
gl \.c\.na.,. bola.Lna.. 

M•la.no\. 

Pollm11ro11 do 
a. l lo pevo mo­
l•cu L9r: PV:?',. 
almt.don hldro­
IC'lol l\., 

(molar> 

o •• - z 

o.o - z 

> z 

o.o - • 

) ... 

N•zclaa: Z a.~ 1.0 - Z 
compon•nlea de 
Loa compue11lo• 
do buJo poao 
mo~ocu\.ar; lam-
bí.en ••,,Lncluyon 
a.l •lt.len gllcol 
y poli.el1.len gli.eol 

l'IETODO 

R~pLda. o 
\.•ni.a. 

R~pi.da. o 
lonla. 

R~pi.da. o 
lon\.a. 

Lonla. 

L•nla. 

· Lonla. 

Lonla. 

NOTAS 

Puodo vor a.plica.da. 
a.l proc•dimi.onlo: 
loxLci.da.d a. a.l loo 
n1.vele1i1; orecllva. 
eola. o en mezcla.,. 
oepeci.a.\.monle 
gli.cero\.. 

Predlvpon• a. l<:us 
celula1il al dol'\o 
por d11cip\.a11moli.vl11 
a.nlLcongola.nto na.­
lural. 

Ra.ramonl• orocl iva 
aola; efocl i.va. on 
procroci.mlonto. , 

Erocllva. con colu­
la.e y or9a.neloa, 
muy ba.ja. loxlcLdad 
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m11z:cla1i1. 
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l' inexplorada. on 
colula.a vegola.laa. 

Ex1.ala conlrovor­
ai.a vobr• or\.ci.on­
ci.9' y modo do a.c­
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Ampl la.man lo oroc­
li.vo: gran ca.nli.­
dad do mazclu111 po­
ai.bloa; uaua.Lmenlo 
conlleno un crlo-­
proleclor eonvon­
cional <DKSO o - -
9l i. coral> puodu ~ 

lonor gra.n 011lab1,­
l 1. dad r1.ai.ca. a. ul-
t raba.Jo• L ompora.- ! 
lurav que un aolo 
cr1.oproteelor. 



tlezclas de crioprot.cct..ores 

En la mayoría de los casos de adición de crioprot.ect.ores en 

los proc::edimient.os de congelación. se utiliza un sólo compuesto 

crioprot.ect.or. El OMSO es el compuest.o que don11na en la. 

lit.erat..ura veoet.a.l. con el glicerol o sacarosa apareciendo 

t.amhién en ot:.ros tant.os experiment.os, Presum.i.blement.e algún 

efoct:.o sinergét.ico es obtenido mediante la combinación de 

diferent.es t.ipos de crioprotect.ores. CFinkle et al. 1Q09) 

Se han realizado int.ent.os para mejorar los efect.os de los 

compuest.os crioproteetores mediant.e el uso de mezclas. debido a 

que la aplicación de un solo compuesto, no proporciona una alta 

sobrevivencia de las muestras congeladas. 

Burt.on y colaboradores al est.udiar modelos fí.sicoquím1cos. 

indicaron la ventaja de usar mezcla~ de crioprotect.ores como la 

de glicerina-DMSO Ccit.ado por Finkl.e et at. 1905>. 1..a mezcla de 

crioprot.ect.ores ha sido bonéfica para aumentar la sobrevivencia 

de explant.es expuestos al congelamiento CChen y Kart.ha. 1Q97). 

por ejemplo Chen en 1S?Q, encont.r6 par.a la ca~a de azúcar. que 

el OM$O al 10'-' proporciona mayor protección que al SY. 0 pero la 

combinación con glicerol dió la mayor prot.ecc16n. CChen et at .• 

1Q7Q), Una mezcla sill\1.lar CDMSO 5% y glicerol al 16 o 20:0 para 

cultivo de células en suspensión de arroz fue usada para su 

crioconservac16n CSala et al •• 1Q7Q), Ot.ra mezcla que favoreció 

la crioconservación de caNa de azúcar fue l.a u~ada por Ulrich et 

a.L. la mezcla involucró a: PEG. glucosa y OHSO. (10-8-10 v/v 

respoct.ivament.e). Withors y colaboradores han aplicado mezclas 

crloprot.ect..oras de DMSO 0.5M + glicerol 0.5M + sacaro:;a. 1M o 

DMSO o. 5M + glicerol O. 5M + prolina 1M. para una variedad de 

cultivos celulares Cci.tado por Chenn y Kart.ha, 1987:>. 

La ventajas de usar mezclas c:r1oprot.ectoras do acuerdo a 

Fink:le et al.. C198'3) son: 

1) Pueden tener mayores efectos en mantener la viabilidad 

post.congelamiento que los compuestos sencillos (comparada con 
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base a molaridad combinada total presente en la solución 

crioprot.ect.ora). 

2) La proporción de los componentes son important.os para 

que puedan ser mezclados. 

3) Un aument.o del erect.o erioprot.ect.or es capaz de llevarse 

a cabo mediant.e la disminuci6n de la concent.ración de los 

compuest.os que poseen efect.os por judiciales 6 t.óxicos hacia la 

célula. ademis que el erect.o crioprot.ect.or de los compuest.os 

combinados puede ser adl t.i vo. 

Ef'eat.os t.óxicios de los arloprot.ect.orcs 

Un grado de toxicidad de la adición de compuestos 

crioprot.ectores 

etect.os han si do 

t.ejido vegetal ha sido reportado. Tales 

observados simplemente por la adici6n y 

remoción de compuestos. por ejemplo el OMSO a. concent.raciones 

mayores del lOY.. ya sea sin congelar. congelado o después de un 

periodo de crecimiento en un medio cont.eniendo ol compuesto. 

llega a ser t.6xico. en el caso del OMSO al 10-20% o a nivolo:s. 

más al t.os es t.óxico. l.a t.oxicidad se debe a varios f'act.ores: 

efect.os osmót.icos. erect.os del disolvente y efect.o como 

compll4'Sto específ'ico CFinkle et al .• 1Q85). poro la nat.uraleza 

de toxicidad de los ag&ntes erioprot.ectores no ha sido bien 

est.ablecida. pero os claro que un gradiente exce-sivament.e 

osmótico produce la remoción de agontes que pueden sor do.l'ilnos 

para la célula CMeryman. 1971). 

La mayoría de los crioprot..ect.ores exhiben varios grados do 

cit.ot.oxicidad. abarcando desde la muerte complet.a 

modif'icaciones en la respuesta morfogenét.ica de las células 

cultivo. En t.C>dos los casos. altas concent.racionos de est.os 

compuest..os ejercen cltot.oxicidad. ésta puede ocurrir cuando los 

rnerist.emos son expuestos a bajas concont.raciones por largos 

periodos CFinkle 11t al.. 1095:>. También la t.oxicidad involucra 
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e!'eclos irreversibles de la solubilidad de lípidos de la 

membrana o la desnaturalización de las proteínas. 

H.7. 

:u:.7.1. 

Ca.z-aat.erÍ•t.icas del Glicerol y Di.et.il sulf"Óxido 

CDllSO>. 

Glicerol 

El glicerol CCaHoCOH)a) tiene un punto de ebullición de 

200•c y es considerado un compuest.o .f'uert.emenle elect.ronegat.ivo 

por present.ar grupos !'uncionales OH. 

Dent.ro de las soluciones que se han ost.udiado por sus 

e.f'ectos crioprolectores; el glicerol ccupa posición 

privilegiada debido poca t.oxictdad alt.as 

concentraciones. además de que es el n~s parecido al agua en la 

habilidad do mant.ener las !'uorzas hidro.f'óbicas que son 

oscenciales para la con!'ormación terciaria y cuat.ornaria de las 

macrornoléculas y la astabilidad de la bicapa de la membrana 

CMoryman y Williams. 1996). 

Desde el punt.o de vist.a de crioprolección arli!'icial. el 

principal y quizá el único def'ect.o del glicerol es 

rolalivamenle baja velocidad de di!'usién a tr~vés de la men~rana 

celular lo que puede ocasionar dai'ío celular si se coloca a la 

c.t>lula en un medio concentrado de glicerol, por la presión 

osm6l.ica que ejerce. os decir. si una célula. es t.ransforida 

abrupt.amonte de un medio libre de glicerol a uno quo conlonga 

una concenlrac16n alt.a de ~sle. el agua ~aldr~ rápidamente de la 

célula en respuesta al gradiente osmótico antes que el glicerol 

pueda enlrar, ocurriendo un dafio hiporosmót.ico. Duranle la 
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eliminación del glicerol el agua penet.ra ant.es de que el 

cr!oprolect.or salga. ~ncrement.ándose el volumen celular y ocurre 

un dafto por lisis hipolónica. Est.o ~lt.imo no se aplica a células 

con pared celular ya que ést.a lo prot.ege cont.ra la lisis 

CValenzuela, 1Q88), 

McGann C1978) indicó que la permeabilidad del glicerol en 

las células animales a o•c es muy lent.a y alt.a a 2o•c. por lo 

que se le puede utilizar como agent.e penelranle y no penetrante 

respect.1 vament.e. 

DimetilealtÓxido CDl'ISO> 

El DMSO es un compuesto orgánico allamente polar. miscible 

en agua y en algunos disolventes orgánicos como el alcohol, éter 

y solVenles clorados aromáticos. Se obtiene por oxidación en el 

aire del dimetil sulf'uro en presencia de óxidos nit.rogenados, Su 

molécula esta compuest.a por un át.omo de azu:rre central. unido 

por medio de una doble ligadura a un átomo de oxígeno que 

present.a una marcada electronegatividad, lo cual le con:f'iere la 

propiedad de ser acept.or do hidrógenos. las valencias restantes 

son ocupadas por dos grupos metilo• t.iene un punto de :rusión de 

-10.s•c y un punto de ebullición de 1SQ•c CLópez, 1988). 

Una cualidad de este agent.e es su penetración univorsal, el 

OHSO actda en :f'orma. similar al glicerol gracias 

propiedades coligat.ivas. minim.izando los dai'ios que se producen 

al ser congelados. Gener&lment.e es ut.ilizado al 5 o 10% debido a 

que a eoneentraeidnes más alt.as puede llegar a ser t.dxico. 
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n.o. CriopreservaciÓn. de .erist.e.as y Ápices 

L.os merist.emos y ápices t.ienen muchas ventajas sobre los 

cult.ivos en suspensión o callos. debido a que son est.ruct.uras de 

gran est.abilidad genética lo cual se debe presum.lbl.emont.e a su 

continuo crecimiento organizado después del alma.cenarnient.o 

CIBPGR. 1Q95). Los merist.emos son tejidos en el que las células 

son anat.ómicarnent.e indistinguibles. de pared delgada, alt.ament.e 

cit.oplasm,it.icas presentan pequeftas vacuolas. están agrupadas 

arbit.rariament.e, en capas como la túnica, cuerpo, células madres 

cent.rales y merist.emos lat.erales. El merist.emo ápical es el que 

se f'orma primero durant.e el desarrollo embrionario y pormanece 

except.o por los periodos de dormancia, en un est.ado act.ivo de 

división a t.ra.vés de l.a fase veget.at.lva de la plant.a CKart.ha, 

1985; IBPGR, 1Q05). 

Los cult.ivos in ui t.ro de merist.emos y ápices present.an un 

crecimient.o 

agricult.ura. 

rápido 

Las 

y t.ienon •,Jran 

células const.iluyent.QS 

aplicación en 

dol merist.emo 

la 

genét.icamente ost.ablos. la regeneración do plant.as rosult.a en 

individuos idénticos la planta donadora. La estabilidad 

genét.ica es doseable y muy necesaria. part.icularmente en 

mat.erial experimental CICartha. 1981). 

Una de las aplicaciones más import.ant.os del cultivo de 

moristemos es la producción do pla1'\t.as libres de pat.ógenos 

especialmente de virus. esta técnica on conjunción con la 

criogenia.. garant.i:a. el almaconam.ient.o de germoplasma a largo 

plazo libre de entermedades CKart.ha, 1084). 
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n.a.1. Técnica para la arioconservaciÓn de merist.eaos 

L..a t.écnica para una crioconservacidn ex! t.osa de merist.emos 

vegot.ales involucra los pasos siguientes: 

1) Aislamiento aséptico de ápices o merist.emos. 

2) Condicionam.ient.o al t'río de merist.emos tn ul'. tro. 

3) Precult.ivo de merist.emos en un medio de cultivo 

apropiado suplementado con crioprot.ect.ores por un 

período de t.iempo que se determina experiment.alment.e. 

4) Adición de crioprot.ect.ores al explant.o antes del 

congelamient.o. 

5) Control de, ent'riamient.o y congelación del explant.e. 

6) Almacenamient.o en ni t.r6geno líquido. 

7) O.Scongelaci6n rápida de los merist..emos congelados.· 

8) Remoción del crioprot.ect.or. 

Q) Recult.ivo tn vL~ro de los merist.omos recuperados e 

inducción de la rogonerac.idn da la planta, 

llét.odos de coagelaaíÓn de .eriet.emos 

La conservación de germoplasma t.ravés de la 
crioconservación ha t.enido un mayor desarrollo durante las 

tilt.imas dos decadas. los métodos que se han empleado son 

diversos. éstos princi.palment.e se basan en las caract.orísticas 

del mat.orial que se quiere crioconservar. Los mét.odos empleados 

para cri.oconservar meristemos o ápices. se agrupan CKart.ha. 

1Q99) principalment.e en; 

1) Congelam.lent.o rápido: En este método. generalmente se 

practica la inmersión directa en nit.r6gono l·fquido de los 

mer-ist.emos pret.ratados con el criopr-ot,.ect.or. Al bajar 

rápidamente la t.emperat.ura la células no llenen el tiempo 

sufic1ent.e para equilibrarse con el hielo ext.erior mediante el 
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flujo de agua hacia af'uera causando congelam.ient.o intracelular, 

el cual es let.al para la mayoría de los espeeimenes biológicos 

CKart.ha, 1Q05). Sin embargo est.e mét.odo se ha usado con éxit.o 

para crioconservar, clavel. papa, y Brassica n.apus ent.re ot.ras 

especies. 

2) Congelam.ient.o lent.o: 

disminución gradual de la 

Est.e mét.odo basa en la 

temperat.ura. empleando t.asas de 

enf'riamLent.o de alrededor de 0.2 a 1•C/min. hast.a llegar a una 

t.emperat.ura ent.re -3o•c a -4o•c, ent.onces la est.ruct.ura veget.al 

se int.roduce en ol nitrógeno líquido. Est.o permite que el agua 

int.racelular pueda salir y que se f'orme hielo Cuera de la célula 

evit.ando el dal'io por congelación intracelular. que como se ·ha 

mencionado es letal. La velocidad de enf'riamiento varia según la 

especie. por ejemplo la crioconservación de meristemos de 

chícharo se realizó con una t.asa de enfriamiont.o de O, e•C/mJ.n. y 

mientras que los moristemos de Cresa requirieron de 0.84•C/min. 

Aumentar o disminuir la tasa ópt.ima rosult.a Gn una reducción de 

la viabilidad CKart.ha. 1985). 

3) Congelamiento EQ..C... pasos: Est.e método consiste 

congelar la muestra en etapas y temperat.uras predot.erminadas. 

Cuando la muestra alcanza ent.re -3s•c y -4o•c. el agua 

congelable de la célula ha salido para convertirse en hielo 

ext.erno. entonces la muestra biológica se pasa directamente al 

nitrógeno líquido sin que provoque maycr dafto en sus 

est.rucluras·· este método es utilizado generalmenle en cultivos 

suspensión. CL6pez. 1Q99) 

4) Mét.odo 512. !A gotita congelada: La base del congelamient.o 

por goteo es idént.ica a la del congelamient.o lent.o, Esta t.écnica 

rue desarrollada para crioconservar mer1st9mos de casava y puede 

ser útil en especies tropicales muy sensibles al f'rto CKart.h~. 

1QBS). 
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En este método. la soluci6n crioproteet.of'a es puesta on 

pequef'ias got.as de a-:a µl en una hoja de papel aluminio contenida 

en una caja de Pet.rl. Cada merist.emo Ct.rat.ado con la misma 

solución crioprot.ect.ora'.), transferido a las got.as y 

congeladas a una velocidad de ent'riam.1.ent.o lent.a CO. s•C,.....min'.> 

hast..a alcanzar varias puntos Ct.emperat.uras bajo cero -zo, -25, 

-30, y -40•0 y Cinalment.e son alma.cenadas en nitrógeno líquido. 
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:u:. 9. DESCRIPCIOll DEL AJO 

i:x.0.1. Cl.asiticaciÓn t.axonÓ-.J.aa del ajo 

La clasif'icaci6n taxonómica del ajo según Cronquist. C1Q91). 

REINO Vegetal 

DIVISION Magnoliophyt.a 

CLASE Wliopsidae 

SUBCLASE Liliidae 

ORDEN Liliales 

FAMILIA 1-iliaceas 

GENERO Allium 

ESPECIE Atl.ium. satiuum. 

II.9.2. Origea 

El ajo junt.o con la cebolla son de las plant.as cult.ivadas 

más ant.iguas. el origen del ajo parece localizarse en Asia 

central. se considera que Atttwn. loJt6icu.spis Regel. endémico de 

Asia central, es el ancest.ro silvest.re d•l ajo. Do ahí oe 

ditundio a t.ravés de Asia menor y Egipt.o a t.oda. Europa y tue 

llevado .al hemisf'erio oeste por los espartoles. port.ugesos y 

tranceses. CBlock. 1985; López. 1gaa). 
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••o y propiedades del ajo 

El a.jo por miles de af"(os, ha f"ormado part.e de la medicina 

tradicional. Desde los Hebreos, Egipcios, Griegos y Romanos, se 

menciona al ajo como remedio para una variedad de enf'ermodades, 

incluyendo dolores de corazón, de cabeza, mareos, ant.ihelmínt.ico 

y t.umores CBlock, 1Q85). SUs propiedades medicinales f'ueron 

reconocidas desde hace mucho t.iempo, pero no est.An establecidas 

oficialmente las !"'armacopeas del oest.e mc>derno. Fuá 

considerado como un poder~o ant.ídoto cont.ra venenos de t.odo 

t.ipo CValenzuela, 1099). Algunas de las enf"ermedades que se cree 

que combate son:. bronquit.is, inf"lamaciones del int.est.ino, 

presicSn alt.a, diabetes. Ciert.os ext.ract.os del ajo 

ant.ibact.erianos y ant.if'ungicidas, ot.ros son ant.it.rombót.icos, 

evit.a la rormacicSn de coágulos sanguineos CBlock, 1Q0!3; 

Valenzuela, 1Q99). 

El jugo del ajo inhibo el crecim.ient.o de bacterias del 

género St.aphytoeoccus, St.reptococcus. Vtbrto (incluyendo V. 

choter09) y Bacttlus, también exhibe un gran espect.ro cont.ra la 

act.ividad zoopat.ogénica CBlock, 1Q85). En la India se ha usado 

como una loción ant.isópt.ica. 

El ajo es usado como condimento y se consume macerado, en 

Jugo, corno infusión de los dient.es o t.rozos crudos, masticado. 

Su sabor crudo se debe a un compuest.o ant.1biót.1co poderoso, la 

alieina que es fungicida y bact.ericida. El ajo deshldra.t.ado en 

polvo o S1f"&nulado, remplaza 

doms~ico indust.rial 

Valonzuela, 1988). 

los bulbos rrescos para el uso 

algunos países CL.ópez. 1Q:98; 
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cada 100 g de porc16n comest.ible del ajo cont.iene: 

Agua 61.0 g Niacina 0.7 mg 

Prót.einas 4.0 g Vit.amina C Q-10 mg 

Lípidos 0.5 g Calcio 10-24. mg 

Gltfcidos 20.0 g Fósf"oro 40-125 mg 

Tiam.ina 0.20 mg Hierro 1. 7-2. 3 mg 

RiboClavina .11 mg Pot.asio 540 mg 

Carbono 15 mg Magnesio 32 mg 

Sodio 10 mg 

C Tomado de López • 1009) 

P1agas Y Enl'ermedades del ajo 

El, ajo puede ser at.acado por plagas en el campo como en los 

bulbos almacenados. Ent.ro los organismos que at.acan al ajo se 

encuent.ran: 

El nemát.odo Dt tytenchus dipsa.ct que at.aco. el t.allo y 

bulbo. 

El ácaro Aceria tulipae que act.ua sobre las hojas y t.allos. 

Ent.re los hongos que lo at.a.can: 

Pyronochaata. terrestrts en raíz Cra!z rosada) 

Botryti~ a.lli que produce la pudrición blanca 

Pentc'l t lwn. corymb(/er'UJR. causando pudrición 

El moho Trt.ps t.abaci at.aca hojas y t.allos 

Sclorot i\IJft. que causa pudrición. 

CNovák. Havel y Dolezel 1Q86; Valenzuela. 1989) 
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111, JUSTIFICACION 

Como se ha mencionado. exislen especies que presenlan 

semillas recale! t.rant.es o se reproducen veget.at.1 vament.e. como es 

el caso del ajo CA. sat ivwn) que es una especie apom{ct.ica et.odas 

las f'ormas son estériles). Por est.a razón el germoplasma de est.a 

especie se conserva en campos de cult.ivo CPluncket.t. et al.. 

1Q97.). lo que provoca problemas muy serios. ya que est.~ expuesta 

a !'actores cli~t.icos adversos, plagas. enfermedades y errores 

humanos en la manipulación. lo que podría llevar a perder part.e 

del germoplasma valioso de est.a especie, La IBPGR C1Q83) 

mencionó al género A.tttum. corno de alt.a prioridad para la 

conservac16n de germoplasma, la cual se puede realizar medi8..nt.e 

el cultivo tn uttro a corlo mediano plazo utilizando inductores 

del est.rés osrn6t.ico o bajas temperaturas (Miranda, 1Q92:). pero 

mediante el uso de est..a técnica. la estabilidad gen~t.ica a largo 

palzo no se puede garantizar. solamente el empleo de técnicas 

criogénicas puede garantizar la estabilidad genética de la 

especie CKartha. 1007.). 

L.os sist.emas comerciales para la crioconservación son muy 

costosos y ante la necesidad de trat.ar de preservar células 

veget.ales. resultaría muy llt.il poder cent.ar con un equipo más 

económico en el qua se puedan variar y cent.rolar tasa.s da 

enf'riamiento. as{ estudiar el comportamiento de las 

soluciones crJ.oprot.ect.oras durante el proceso de enf'riamient..o. 

como requisi t.o previo para int.ent.ar el alm3.cenam.iont.o de 

germoplasma a largo plazo. 

Los sistemas de en!'riamient.o de bajo costo están diseNados 

para obt.ener tasas de enf'ria.mient.o que se puedan controlar. 

mediante la cantidad de nJ.t.rógeno líquido y los vapores 

genera.dos por Qist.e. as! la al t.ura de la solución 

crioprot.ect.ora con sin axplant.a en la ampolleta de 

almacenamient.o colocada en el interior del termo criogénico. 
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4sLos son los f"act.ores que det.erminaran en gran medida la t.asa 

de enf"riamient.o. 

Se han realizado int.ent.os por preservar el germoplasma de 

ajo mediant.e el empleo de un sist.ema. de crioeonservaci6n de bajo 

cost.o. con los que obt.uvo result.adoa promet.edorea al 

emplearlo CLópez. 1088; Valenzuela. 1Q.80). 

El disef"(o ant.eriorment.e usado por López et al. • 1QSQ 

consist.ia de un t.ermo criog~nico 'con 40 lit.ros de capacidad. que 

cont.enia una cuart.a part.e de n.1 t.r6geno 1 íquido de la capacidad 

t.ot.al. las t.eniperat.uras generadas por los vapores de ést.e. eran 

det.ect.adas por un· t.ermopar do cobre-const.ant.an. Un ext.remo de 

ést.e regist.ra las t.emperat.uras en el int.erior del t.ermo y el 

ot.ro •>et.remo se coloca en contact.o con una ref"erencia a o•c 
Cvaso de precipit.ados 

ext.remos del t.ermopar 

con hielos y agua dest.ilada). Ambos 

estaban conectados un mul ti metro 

digital. qua registra las leet.uras en milivolts. para ser 

convert.idas en grados cent.icrados modiant.e el ·uso de la t.abla de 

conversion especirica para el termopar de cobre-const.ant.an. 

El termopar. se col acaba en una varilla graduada 

cent.imet.ros. la cual. est.aba sujeta a un soport.e universal • 

. rnediant.e una pinza de t.res dedos para permi t.ir su ascenso y 

descenso on el int.erior del termo criogénico. 

El sist.ema ant.es: mencionado. poseia muchas def"iciencias 

debido quo los materiales ut.1lizados Cvar1lla. soport.e 

universal y pinza de t.res dedos) no est.aban rijos ent.re s!. lo 

que ocasionaba imprecisiones y complicaciones para su manejo y 

hacía muy dif"icil t.rat.ar de realizar repet.iciones oxporimentales 

bajo las mismas condiciones. pues el márgen do error era muy 

grande en la manipulaci6n al ascender o descender la varilla con 

el t.ermopar. L.a varilla de acero no poseia ningdn soport.B para 

la colocación de las soluciones. ést.as se f"ijaban a la punt.a 

t.erm1nal modiant.e telas adhesivas. 

Con eslos ant.ecedent.es se ha retomado est.as invest.igac16nos 

con el int.erés de lograr los siguient.es objet.ivos: 
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IV• OBJETIVOS 

1) El mejoramient.o de un sist.ema económico de enfrJ.amient.o. 

est.ablecido ant.ariorment.e en el laborat.orio da BJ.ot.ecnologia 

Veg•t.al y Ge~t.ica del .Jardin Bot.~co del l:nst.it.ut.o de 

Biología. UNAM. que permita aplicar los mét.odos criogénicos. 

a:> Evaluac1«$n del ef'ect.o cit.ot.óxico de US me:zclas de 

crioprot.ect.ores COMSO-Glicerol) sobre el desarrollo de 'los 

ápices da ajo en cul t.1 vos tn ut tro. 

3) Monit.orear el comport.arnient.o de las 10 mezclas de 

DMSO-Glicerol al ser enfriadas para determinar la velocidad de 

antrimamJ.ent.o a emplear. 

4) CrJ.oconservac16n de los ,ipices con placa basal del ajo. 

ut.ilizando el nuevo sist.ema. y su subsecuente recuperación y 

desarrollo bajo condiciones In uttro 
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V• IL\TEUALES Y llETODOS 

v.~. Sis~eMa de enfiralm.ieni.o de baJo eoa~o. 

El mejoramient.o 

implement.ación de una 
del disefto se h.J.zo mediant.e 

ost.ruct.ura de acero inoxidable, 

la 

que 

consist.o en una varilla en forma de cint.urón del ancho del t.ermo 

C146 cm:>, a.l cual se mant.iene f'ija medlant.e t.res t.ornillos de 

3/4 de pulgada, del cint.ur6n sal.en t.res varillas de 150 cm de 

longit.ud dispuest.as a dlst.ancias similares del perimet.ro del 

cint.urón y que sost.ienen un pequeflo .a.ro de 12.a cm de di~met.ro 

por encima de la boea del t.ermo, de est.e a.ro salen t.res varillas 

unidas en forma de riel de Q1 cm de largo que posee una cint.a 

rrét.rlca graduada en mllimet.ros, paralelament.e ~st.a se 

encuent.ra una varilla cilindrica de alumin:lo de 100 cm de 

longit.ud, ambas est.~n unidas ent.re si por un soport.e que posee 

un t.ornillo que permit.e a la varilla ser desplazadas de manera 

ascendent.e o descendent.e a. lo largo del riel y dot.enerlo a 

cualquier alt.ura del mismo. la varilla de aluminio posee en la 

part.e final una t.uorca que permit.e ~ijar una canast.illa circular 

de aluminio de 6 cm de largo por 4 cm de diámet.ro int.erno. con 

capacidad de cont.oner siet.e ampolletas de dos m1 CAC/II. calibre 

4 de Ampolletas de México). En la base de la canastilla present.a 

pequeti:as per:foracioncs que perm.lt.en la salida del nit.rógeno. 

Cent.ro de los mojoramient.os. se cuent.a con un t.ermómet.ro 

digit.al C1-1rt.nd Keld Thormomet.ers Digit.al. Series 450. tnod. 

4!50-A'IT. t.ipo T. Orne.gal y un t.ermopar de eobre-const.ant.an. El 

termopar se coloca a la largo de la varilla y su punt.a t.erminal 

unida llega hast.a la base de la canast.illa. Las lect.uras que 

proporciona el ~e~M6ftlét.ro digit.al son en décimas de grado 

cent.tgrado. 
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V• 2. Det.erainaaiÓn de1 perf'i1 de t.c•perat.ura 

Un volumen conocido de nit.r6geno liquido produce 

gradient.e de t.emperat.ura ascendent.e desde su superf'.(cie hast.a la 

boca del t.ermo. est.as t.emperat.uras se det.ect.aron ut.ili2ando el 

t.ermopar de cobre-const.ant.an conect.ado al t.erm6met.ro d1g1 t.al y 

adherido a la varilla de aluminio con la punt.a terminal en el 

lnt.erior de la canast.illa. 

Para medir las dlf'erent.es t.emperat.uras. se lomó la boca del 

t.ermo como ref'ereneia Ccero cent.1met.ros) y se regist.raron la 

t.emperat.ura cada m.inut.o hast.a que ést.a se rnant.onía conslati.t.e. 

para bajar la varilla un cent.imet.ro más y se t.omó la lect.ura 

respect.ivas y as.( se procedió sucesivament.e Cgráf'ica 2). A las 

dist.int.as t.omperat.uras finales regist.radas les denominó 

t.emperat.ura ext.erna CT. ext..) C~ópez, 1Q90) 

Con las diferent.es T. oxt... se est.ableeió el porfil de 

t.emperalura. en relación a la cant.idad de nit.rógeno líquido que 

contenga el t.ermo, quo sirve para det.erm.inar la alt.ura y T. oxt.. 

a la que serán expuestas las soluciones y explant.os.para que se 

lleve a cabo una lasa de enfriamient.o lent.a. por ejemplo O a 
a•c...-min. 

GRAFICA 2 R11GciM 1!\tr1 lo olluia a lo 
qui H catoca 11 lcrmapat' d•nlfo del 

l•rmar1ot.1•1.quc11r'"9lllra 

• 1 11 1.1 .. ,. u n • 
r-(mon) 
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V.3. Elaboración de .ezclas criopro~ct.oras 

Se prepararon dieciseis mezclas dif"erenles utilizando dos 

sustancias crioprotectoras. el DHSO y glicerol varias 

concentraciones. Ct.abla 9) disueltas en medio liquido de 

.Murashige y Skoog MS C1962). 

A la par de la elaboración de las mezclas. se prepararó 

medio basal MS liquido. asi como medio basa1 MS sólido a un pH 

de 5. 7 y se .esterilizaron en un aut.oclave a 20 lb/pulg de 

presión y 1ae•c durant.e 16 m.ln. para ut.ilizarlo corno meclio de 

~ult.ivo y recuperación de los explant.es. 

Tabla B Mezclas de soluciones crioprot.ect.oras COMSO y Glicerol) 
on medio basal MS 1 i qui do usadas en los 

dif"erent.es experimentos 

NUMERO DE MEZCLA 
SOLUCION 

00 1 2 3 .. 5 6 7 B B 10 11 12 13 14. 15 16 

D!ISO ªº 20 .. . ªº zo .. . ªº 20 . . " ªº zo .. . 
GLICEl<OL . . . • .. . ,, .,, .. 20 20 20 •o ªº ªº •o ao 

!IS-L ª" 7• "º PO .. ª" 70 00 "º ªº ª" 7• 'º "º .. ª" 

Para evaluar el comportam.lent.o que presentan las 16 mezclas 

elaboradas al ser superenf"ri~das. se colocó un mililitro de cada 

solución en ampolletas abiertas con capacidad de dos mililitros. 

Qst.as fueron colocadas de manera individual y en contacto con ol 

termopar, en la canastilla del slst.ema mec~nicu dent.ro dal t.ermn 

criogénlco a una T.ext.. predet.erm.1nad3. Se tomó el rc~ist.ro del 

descenso da la t.ernperat.ura mediant.e el t.ermómat.ro d1git.al cada 

minuto. 
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Con los dat.os obtenidos. se rea..lizaron gráficas de 

t.emperat.ura de la solución contra el tiempo Ccurvas de 

entriamJ.ent.o:>. para obt.ener la t.asa de enCriamient.o y el punt.o 

de fusión de cada solución. La t.asa de enf'riamient.o fue medida 

en la sección de linea rect.a de cada curva Cgráf'ica 3) 

ut.iliznado la siguient.e f"órmula: 

Tf - Ti 
T. E. a ------

t. 

donde T. E. es la t.asa de enfri.amient.o; Tf es la t.emperat.ura 

Cinal alcanzada en la part.e l.i.neal de .la curva; Ti la 

t.emperat.ura inicial de la part.e recta de la curva y t. es el 

t.iempo en m.lnut.os. 

TEMPERATURA ·e 

Ti 

'º 

-·· 
-20 

-lO 

'º 

Tf - Ti 
=--l-

Ti = Temperatura inicial 

Tf := Temp'eralura finla 

T.E. = Tosa de enfriamiento 

IS 20 25 

TIEMPO (min.) (t) 
'º 

Orál'ica S Curva de enf"riamient.o de una solución acuosa 
que nos ayuda a dot.ermi nar la velocidad de enf'riamient.o 

de la misma.. 
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V.4. Ext.Jr"acci.Ón de ápices con placa basal de A satiuvm. 

El mat.erial bioló;ico ut.ilizado en el present.e esLudio fue 

la especie Al. l. i.um. sat i.uwn var~edad Taiwar:. don3da por el <:ent.ro 

de Investigaciones Agricolas dol Bajío. El Roq1J9, <!.J.rret.or.l. .;:. 

San Miguel de Allende. Gt.o. CINIFAP). 

Los explant.es utilizados fueron los ápices con placa basal 

de ajo. ést.os se localizan en la part.e basal de cada .. dient.e" 

Csernilla agronómica)• unidos a la placa basal o t.allo vordadero. 

L.a t.écnlca de ext.racc16n de ápices ut.ill.zada una 

modi:C'icación a la desarrollada por Lópe:z::. 1QSB y Valt:tnzuela. 

1QBB C:C'igura 2). 

t.os bulbos :rueron separados en sus unidades o ''dient.es". a 

los cuales se les eliminaron las hojas que lo rodeaban. a cada 

'"dient.e .. y con la ayuda de un bist.uri y pinzas de disección. se 

le realizó un cort.e t.ransversal al eje de crecimiont.o para 

eliminar su part.o superior. A la part.e basal que cont.iene el 

ápice con su placa basal, se le ret.ir6 el tejido que la rodeaba 

real izando dos cort.~s a los lados del t.ejido para exponer el 

ápice y as! no da~arlo. Al ápice se le disect.aron los primordios 

f"oliares. hast.a dejar únicament.e el primer o segundo par de 

ellos. con lo que se obt.uvleron explant.es de 5 a 8 mm de 

longit.ud. 

L.os explant.es se lavaron en agua corrient.e por espacio de 

10 min. post.eriorment.e se introdujeron a una campana de f'lujo 

laminar para su desinrecclón. la cual so llov6 a cabo en 

4 pasos; 

1) Agit.a:ción de los explant.es en alcohol o• .. ilico al 96~ 

durant.e 1 minut.o. 

2) Cambio de los explant.es a alcohol et.ílico al 70~~ durant.e 

2 mlnut.os. 
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FIGURA 2 Metodología poro lo desinfectociOn de ópicu con ploca basal del ajo Allium sotivum 

A) Cabeza de ajo B) SeparaciOo en unidades 11dientes11 C) Corte horizontal del "diente'' 

O) Porte basal del "diente" que contiene al ópice E) Cortes longitudinales poro e:itponer al ópice 

F) Apice can placa basal G) Lavodo con aguo corriente H) Lavados can alcohol etrlica ol 96r. 

durante 1 min. y alcohol etílico al 70X d1.1ron!e 2 min. 1) Lavado con hipoclorito de sodio 

comercial ar •UC por 1 O min. J) lavado con agua destilada y esterilizado. de 3 o 4enjuogu~ 



3) Hipoclorit.o de sodio comercial al 4n por un lapso de 10 

nlln. y f'inalmenle. 

4.) De 3 a 4 enjuagues con agua dest.ilada. y est.erilizada. 

Después d• lo ant.erior y para su utilización post.erior. se 

deposi t.aron en un f'rasco de vidrio de 100 ml de capacidad con 

una. pequerta cant.idad de agua dest.ilada y esterilizada para 

evi lar su desecación. 

V.B. Expo•lciÓa de l.o• ápiaee a las mezclas 
oz-ioprot.eat.oz--

Los ef'eclos cit.ot.óxicos de las mezclas crioprot.ect.oras. se 
evaluaron mediante la exposición do los explant.es las 

dit'erent.es mezclas a t.res tiempos dit'erent.es. 15. 30 y 60 

mi nulos. 

Se int.odujeron 15 ápices previa.monte desint'ect.ados y bajo 

condiciones de asepsia. C5 ápices por cada t.iempo de exposición. 

16. 30 y 60 rnin •• respect.ivament.e:> en cada uno de los !'rascos de 

vidrio de 100 m1 de capacidad que cont.enian 50 m1 de cada mezcla 

crioprot.ect..ora Ct.abla 5), y se deposit.aron en una plat.af'orma de 

agit.aci6r. orbit.al a a•c± 2•c. Al t.ranscurir cada uno da los 

tiempos y siempre bajo condiciones asépticas. se ext.rajeron los 

5 ápices para eliminar la mezcla do crioprot.ect.ores mediante un 

lavado por un período de 30 min. en medio basal MS liquido. ol 

cual s• ma.nt.uvo en agit.aci6n y a temper~t.ura de 25•c± 2•c. 
Transcurrido el t.iempo de lav.a.do de los explant.es. éslos 

sembraron en medio MS basal sólido cont.enido en t.ubos de esaye 

de 150 X 25 mm y. puestos en una cámara de cult.ivo a as•c± a•c. 

con f'ot.operiodo de 16 horas de luz y 1000 lux de intensidad 

luminosa. 
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El of'ect.o cit.ot.óxico se det.ermincS mediant.e la medición de 

longit.ud de las plántulas ast como dQ> sus caractertst.icas 

morrorisiológicas a los 30. eo y QO dias de su siembra. 

Para realizar la congelación de los explantes. se 

int.rodujoron e de ellos disect.ados y est.erilizados, en 

ampollet.as, a las que se les adicionÓ con ayuda de una pipet.a 

Past.eur, un mililitro de una d• las soluciones crioprot.ect.oras 

Ct.abla 6), en sus t.res dif•r•ntes t.iempos d• exposición C16, 30 

y 00 min.), las ampollet.as t"ueron selladas al calor con un 

mechero Bunsen, al cumplir el t.iempo respect.ivo de exposición. 

colocaron en la canast.illa del sistema M9Cánico de 

enf'riamiento y en una ampolleta abierta se colocó 1 ml do la 

misma soluc16n. a la cual se le introdujo el termopar para 

regist.rar el comport.amient.o de la solución mientras se enCriaba, 

la canastilla se colocó dent.ro del termo a una T. ext.. 

pred•t.•rlftinada. dependiendo de la concent.ración de la solución y 

de la cantidad de nitrógeno liquido~ para lograr obtener una 

t.asa de enf'riamient.o .lent.a. se realizó el regist.r-o del descenso 

de temperatura madiant.e el termómetro digit.al cada minut.o hast.a 

quo la. t.emperat.ura de la solución alca..hzara -4o•c. entonces se 

sumergió la canast.illa con las ampollot.as en HL y so dejó 

almacenada por 30 min. , a una temperatura de -1go•c. 
Después del 30 mi n. de al macenamJ. ent.o las ampolletas s• 

ext.rajeron y se descongelaron sumergiéndolas en un bafto de agua 

caliente a 4o•c por 1.S rnin .• realizando movirnient.os circulares 

suaves, ya descongelados, se llevaron a la campana de flujo 

laminar para abrirlas asépt.icament.e, ext.raer el cont.enido y 

vaciarlo dentro de Crascos de vidrio de 100 ml é!e cap~cidad. 

cont.eniendo 20 ml de medio MS liquido para eliminar la mezcla de 
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crioprot.ectores mediant.e la agitación de los !'rascos durante 

30 min. en iguales condiciónes que las mencionadas previamente. 

Transcurrido el tiampo de lavado. los ~picas rueron 

sembrados al igual que un lote t.est.igo de 6 explant.es. en medio 

MS basal id4nt.ico al usado para evaluar el erecto cit.otóxico de 

las mezclas y puest.o bajo las mismas condicion&s. 

Periódicamente se revisaron los cultivos. para poder 

obsevar si habia ocurrido alguna recuperación de los explantos 

congelados. para evaluar el et'ect.o crioprot.ect.or de las 

dit'erent.es mezclas y determinar la mejor met.odolog!a aquí usada 

que pueda permitir la crioconservación de germoplasma del ajo. 



VI• RESULTADOS Y DISCUSION 

VI.1. NeJol"-1.eat..o del sist.elW:l de ol"iocon.acrvacii.Óa 

de bajo aost.o 

El disposit.ivo para enf'riar explant.es veget.ales. del 

presenta t.rabajo. se basó en el empleado por López C1Q89). dicho 

disel'fo se mojoró debido a que present.aba varios punt.os que era 

necesario modit'icar. para poder obtener una mayor precisión y 

t'aeilidad en la manipulación del material experimental. 

El primer cambio que se realizó t'ue el del mul t.ímet.ro por 

un t.ermómet.ro digi t.al CHand Held Thermomet.ers Oigi t.al. Ser.i es 

450 0 mod. 450-at.t., t.ipo T Omega). ya qua el mult.ímet.ro 

proporciana dat.os en milivolt.s que había que convertir a grados 

centígrados. mediante la tabla especít"ica de convers16n para 

termopar de cobre-const.ant.an. además que ol mult.írnet.ro necesita 

una rat'erencia de cero 'grados cent.ígrados Cagua dest.ilada con 

hielo) para proporcionar las lect.uras. 

En la Labla O se comparan las lect.uras tomadas por los dos 

inst.rument.os de medición y se puede observar que, en ol caso dol 

mult.{met.ro, al convert.i.r los milivolt.s a grados cent.í.grados, 

est.os dlt.imos descienden en int.ervalos de :!:: O. 3 •c. lo cual es 

una desvent.aja cuando se quieren realizar mediciones más 

exact.as, sobre todo cuando los cambios de t.e1nperat.ura a medir 

son pequeftos. como los que se present.an cuando una solución 

llega a su punt.o de t"usión. momo9nt.o en el cual se present.an 

cambios en la temperat.ura de la solución que son de gran 

J.mport.ancia registrar. 

Para evit.ar t.odos los problemas expuast.os arriba. 

adquirió un t.ermórnet.ro digital con termopar de cobre-constant.an. 

que adem6s de racilJ.t.ar el t.rabajo. proporciona loct.uras 

dJ.rectament.s en décimas de grado cenlígrado y no ut.iliza 

ref"erencia como la del mult.{met.ro para poder proporcionar los 
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registros~ debido a que est.a calibrado int.ernament.e a OªC y no 

presenta el problema de manejarse dent.ro de un rango ya quo las 

lect.uras son continuas. vent.aja que se t..iene cuando se necesit.a 

medir los cambios finos de t.emperat.ura. 

TABLA 6 Comparación de los rangos de t.emperat.uras C 6 C) 
lomadas con dos diferentes aparatos de medición 

Cmult.ímet.ro y t.ermómet.ro digit.al 

MULTIMETRO TERMOMETRO DIGITAL 

mllivot.s Cmv:> •e •e 

+ 0.66 17.0 17.0 

+ 0.65 16.B 16.Q 

+ 0.64 16.5 16.B 

+ 0.63 16.2 16.7 

+ 0.62 16.0 16.6 

- 1.14 -:u.o -31.0 

- 1.15 -31.2 -31.1 

- 1.16 -31.5 -31.2 

- 1.17 -31.B -31.3 

- 1.18 -32.0 -31.4 

El segundo cambio fuo la modificación de la part.e rnee~nica 

del sist.ema. do crioconservac16n. el cual <:onsist.16 de una 

est.rucLura de acero inox.J.dable, que consist.16 de una varilla en 

rorrna. de cint.urón del ancho del t.ermo C146 cm) que os mant..enida 
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f'iaja mediant.e t.res t.ornillos de 3/4 de pulgada. del cint.urón 

salen t.res varillas de 150 cm de longit.ud dispuest.as 

dist.ancias ·similares del perímet.ro de ést.e y doblados por· la 

rnit.ad en un ángulo de 120• y que permite sost.ener un pequ~fto aro 

de 12. 2 cm. de diámat.ro por encima. de la boca del t.er1n0. de est.e 

aro salen tres varillas unidas en !'orma de riel de 91 cm de 

largo que posee una cint.a mét.rica graduada en m.ilimet.ros. 

paralelament.e a est.a se encuent.ra una varilla cilíndrica de 

aluminio de 100 cm de longlt.ud. ambas astan unidas ent.re si por 

un soporte que cuent.a con un t.ornillo que permite a la varilla 

ser desplazada de manera ascendente o descendent.e a lo largo del 

riel y det.enerlo a cualquier altura del mismo. La varilla de 

aluminio posee en la part.e !'inal una canast.illa circular de 

alum.lnio de 6 cm de diámetro int.erno. con capacidad de cont.Óner 

siet.e ampollet.as de vidrio de 2 m.l de capacidad. la canast.illa 

presenta pequeftas perf'oraciones que permi t.en la salida del 

nit.rógeno líquido. La canast.illa puedo ser desmont.ada de la 

varilla para un manejo más cómodo mediante una t.uerca localizada 

en la parte interior. 

Dicha est.ruct.ura permit.e un manejo más !'ácil y con mayor 

precisión. puest.o que al cont.ar con una escala graduada. en 

milimet.ros que puede ser ut.ilizada por más de un operador. sin 

que el error de medición sea muy grande. vent.aja que el diseNo 

ant.eriorment.e empleado para ost.e !'in no podia ofrecer. ya quo 

cont.aba con una escala en centimet.ros. la cual no ora muy 

con!'iable debido a que las lect.uras variaban de acuerdo a la 

apreciación de cada operador. Una vent..o.ja ~s del nuevo diseNo 

es que sus piezas est.an rijas ent.re si lo cual asegura que al 

realizar manipulaciones. ést.as variaran de su post.ura 

original. os decir. el riel que cont.iene la escala mant.iene !'!Ja 

a la varilla circular. mediant.e una estruct.ura de acero que 

posee un t.ornillo que permite a la varilla ascender 6 descender 

el int.erior del t.ermo. al f'inal posee una eanast.illa que 

la que port.a las ampollet.as. lo que racillt.a la colocación de 
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ést.as y que l~ condiciones exper1ment.ales sean iguales t.odas las 

veces que se int.roduzean. El disef(o ant.erior al estar 

conf'ormado por diversos piezas: soport.e universal. pinza 

universal y varil1a cilindrica. no se podía mant.ener en una sola 

posición ya que las piezas no est.aban f'ijas ont.re si. lo que 

originaba que cada vez que se manipulara. la posición de las 

muest.ras experiment.ales variaba. ocasionando que las condiciones 

oxperiment.ales no fueran las mismas. aunado est.o. las 

ampollet.as eran adheridas mediant.e una cJ.nt.a adhesiva al f'inal 

de la varilla. lo que originaba variaciones cada vez que eran 

colocadas. ya que no exist.{a ningún pat.r6n de colocación 

L.as grAt"icas 4 y s. muest.ran los perf'ilos de 

t..emperat.ura obt..enidos con los dos dist.int.os mec:anismos 

empleados. Se puede observar que las dif'erent.es curvas obt.enidas 

a part.ir del disposit.ivo original present.an una variación mayor 

que las obt..onidas con el nuevo mecanismo. dichas variaciones son 

do alrededor de O. 5 a 2 •c. ~stas son más· evJ.dont.es en las 

primeras lineas. cuando el termopar esta más expuest.o 

corriont.es de aire que hacen que !'luct.úen las lect.uras. En la 

grá.t'ica 5. se puede obsérvar que las variaciones son menores. 

alrededor de 0.5 •c. las f'luct.uaciones al igual que el dise~o 

anterior. se presentan prJ.neipalmente cuando ol termopar esta 

mis en cont.act..o con las corriente:; de aire, pero ést.e al estar 

prot.egido por la canastilla, evita que las lecturas Cluctuen en 

rangos mis amplios. 

l-as equipos de enfria1nlent.o comercJ.al.es son muy variadas, 

las hay desde los sistomas computa.rizados de enCriam.iento. que 

son de cost.os muy elevados y que ~oja.:,_ t.asas de enCriam.ient.o 

cont.roladas y const.antes que van desde 0.1 a 10 •C/m.in. , pero 

l.a.mbién &XlSt.en las unidades que t.raba.jan manualmont.e, 

controlando la cantidad d~ ampolletas y la alt.ura de las mismas 

con respecto al nitrógeno l !quido, con el fin do proporcionar: 

lasas de enfriamiento lent.as al igual que los sistemas 

comput.ari=ados. Dentro de esta úl t.ima eategor ía se ubica vl 
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GRArlCA 4 Perfil de temperatura ·e 
generada en el interior del termo, con 

el dispositivo anterior. 

6 7 8 9 10 ti 12 13 14 15 16 17 18 " 20 21 22 
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1-BOCA -+-4cm -0-&cm -e cm -o-1ocm 1 

GRAFICA 5 Perfil de temperatura ·e 
generado en el interior del termo, con 

el dispositivo nuevo 

12 15 15 21 24 27 30 JJ J6 J9 
Ti•mpO (mm.) 

l-eOCA ~2cm --4crn -&-ecm ~llcrn 1 
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diselio ut.ilizado para el act.ual t.rabajo, ya que se busca un 

sist..oma de enfrianúent.o de muy bajo coslo, de fácil manejo y de 

una al t.a ef'"iciencia, con el fin de poder ser ut.ilizado en 

cualquier lugar con la única dificult.ad de conseguir el NL y que 

además ofrezca. buenos resul lados, sobre t..odo on un país como 

México donde en muchos lugares que no se cuent.a con el capit.al 

para adquirir aparat..os de mayor cost.o. La unidad aquí propuest.a 

puede ofrecer una opción real para oxperiment.ar con diversos 

ma.t.erJ.alos a crioconservar con una alta posiblidad de obt.ener 

rosult.ados sat.isfact.orios. por lo que es ne-cosario realizar 

mayor invest.igación ut.ilJ.zando ot.ro t.ipo de plant.as corno modelo 

oxpor 1 ment.al. 

Como so pudo observar en las gráficas 4 y 5, exist.e un 

gradient..e de t.emperat.ura generado por los vapores del nlt.rógeno 

l !qui do desde su superf'icie hast.a la boca d~l t.ermo, lo cual 

permit.e cont.rolar la lemperat.ura ext.orna a la cual se quiere 

t.rabajar en el int.erior del t.armo. en la t.abla 7 se rouest.ran las 

difer"ent.es alt.uras Ch) del t.ermopar en el lnt..erlor del t.ermo con 

su respe-::t.iva t.emperat.ura. Con los dat.os se const..ruy6 la gráfica 

O en la que se pueda observar que el descenso de la t.emperatura 

está en función de la altura a la que es colocado el t.ermopar. 

presentándose un comport..amient..o lineal, los resultados del 

ajust..e de la recta, se muest.ran en la tabla 7, por lo que 

puede decir que . la t..emperat.ura generada~ por los vapor"es de 

nit.rógeno líquido es direct.amente ~~oporelonal a la altura a la 

cual se lo regist..ra en el int.erior del termo. 



Tabla 7 Oat.o:s: obt.enidos al regist.rar la t.emperat.ura en el 
int.erior del t.ermo con 10 lt.s. de nit.rógono líquido mediante el 
t.errnopar de cobre-const.ant.an a di~erent.es alt.uras. asi como los 
dat.os obtenidos para las mismas alt.uras al lineali:zar la rect.a. 

madiant.e la ecuación CY • -6.BSCh) +6.84) 

Alt.ura 
Ccm) 

o 

2 

4 

6 

9 

Temperat.ura Temperat.uras 
observadas calculadas 

e •e ) c•c) 

5 0.04 

-2 -6.22 

-22 -19. 20 

-32.2 -32.34 

-45.2 -49.40 

Ecuación de la rect.a 
Y ~ -6.53 Ch) + 6.04 

m = -e. 53 ± O. 4Q Error est.andar = 3. 00 

Con la ecuación encont.rada para la rect.a.. CY•-6. 53Ch)+6, 94) 

puede calcular la t.emperat.ura ext..erna generada en el int.erior 

de t.er~ con 10 lt.s. de nit.r6geno líquido hast.a los -50 •c. para 

cualquier alt.ura con un error est.andar do± 3,09 •c. la ecuación 

variará cuando la cant.idad de nlt.r6geno cambie. es decir la 

a.lt.ura se desplazará do acuerdo a la cant.idad'del NL. Valen:zuela 

C1Q89) encontró que el valor de las pendientes obt.enidas con 

cant.ldades variables de NL.. se mantubo const.ant.e. 
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GRAFICA 6 Perfil de temperatura generada 
en el interior del termo con 
10 lts de nitrógeno líquido 

Temperatura O 
10~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

x. 
-10 

-20 

-30 

-40 

-50'--~~~--'-~~~--'"~~~~'--~~~--'-~~---" 

o 2 4 e e ;o 
Altura cm (h) 

-a- puntos observados 

Los puntos calculados sa determinaron 
med/snte ta fórmula y• -B.53h•8.84 

03 

X puntos calculados 



YI.3 COllPORTAKIENTO DE LAS llEZCLAS CRIOPROTECTORAS AL 

SER ENFRIADAS 

El regist.ro del comport.amient.o de las mezclas: de las 

soluciones crioprot.ect.oras. se realizó t.emperat.ura 

ext..erior predet.erminada C-20 •cJ, la cual fué det.ect.ada con el 

t.ermopar en el int.erior del t.ermo a una pro!"undidad de 8 cm a 

part.ir de la boca del mismo. El regist.ro del descenso de 

t.emperat.ura se realizó cada minut.o. con los dat.os obt.enidos de 

cada mezcla se elaboraron gráficas de tiempo contra t.emperat.ura 

Cgráfiea.s 7 a 22). 

En la mayoría. de las soluciones se puedo observar .que 

present.aron un comport.amient.o similar a la curva t..ipica de 

enf"riamient.o de una solución acuosa, en la que exist..e una part.e 

en donde la solución permanece sin congelarse, hasta llegar a su 

punt.o de nucleación. en donde existe liberación del calor 

latente por lo que la t.emperat.ura so incrementa unos cuantos 

grados para dar paso al congelamiento y llegar a su punt.o de 

fusión para luego continuar superenfriandose. hast.a llegar a su 

t.emperat.ura final. que en ninguno de los casos estudiados 

corresponde a la temperatura externa a la que se colocaron. sino 

que en todos los ensayos la temperat.ura f'lnal alcanzada fue 

menor que la t.emporat.ura externa. 

En est.udios ant.erlores sobro el comportamiont.o do 

soluciones crioprot.ectoras CL.6pez. 1GBB; Valenzuela. 1908). 

ha encontrado que t.anto el OMSO y el glicerol. bajan el punto de 

fusión de una solución acuosa al ser enfriada. conform8 aumenta 

concentración. caract.or!stica necesaria para conf'erir • 

protección celular (vegetal o animal) cuando son congeladas. 

Est.e mismo erecto presenta cuando las dos soluciones 

crioporotect.oras CDMSO y glicerol) se mezclan en una sola. es 

decir. bajan el punto d~ fusión conforme se concentran. (gráfica 

23), Franks C1985). se~ala que el incrementó en la concentración 
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de solut.os de bajo peso molecular no solo baja el punt.o de 

Cus16n. sino que reduce la cant.idad de agua que es capaz de 

congelarse. 

En lo. t.abla e se muest.ran los punt.os de f"usi6n alcanzados 

por las 10 mezclas de crioprot.ect.ores empleadas. El punt.o de 

Cusión de algunas mezclas. 5, Q. 10, 13, 14 y 15, no se pudo 

determinar a la t.emperat.ura ext.erna colocada, por lo que dicho 

punt.o se debe localizar por debajo de las t.emperat.uras 

alcanzadas por las soluciones Cal rededor de -40 •o, ost.o se 

debe a qua la concent.ración de los crioprot.ect.ores f'ué alt.a 

Cmayor a 16" en ambos). 

Tüla 8 Punt.os de CusicSn alcanzados por las 1'5 mezclas de 
DHSC>-Glicarol empleadas como soluciones crioprot.ect.oras. 

MEZCLA DMSO GLI:CEROL PUllTO DE 

"' "' FUSION 

1 30 6 -34.1 
2 20 6 -21.7 
3 16 6 -19.0 .. 6 6 - Q.B 
5 30 16 -e 20 16 -36.0 
7 16 16 -30.0 
a 5 16 -19.6 
Q 30 20 -10 20 20 .... 

11 H5 20 -32.4 
12 5 20 -23.0 
13 30 30 -14 20 30 .... 
16 16 30 .... 
16 5 30 -31.0 

•• A la Lomp•ralura •kl•rna ompl•ada «-z9•c> 
pudo d•Lermi..nar au punLo de (uai.on. 
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En el resto de las mezclas. se llego a su punt.o de t'usión 

conforme se increment.ó la concent.ración t.ot.al de las soluciones 

crioprot.eet.oras. ya que se puede observar que los puntos de 

!'ustón result.aron muy similares al comparar las mezclas 3 y 8 

Cgráficas Q y 15); 2 y 12 Cgrát"icas a y 18); 1. O, 11 y 16 

Cgrát'icas 7. 12. 17 y 22). por lo que no se puedo establecer 

alguna dom.! nanci a por part.e de alguno de los dos 

cr i oprot.ect.ores. ya que si uno aument.aba y el ot.r o disminuía o 

visceversa se producía un punt.o de cusión muy similar, por lo 

que se puede decir que t.ant.o el OMSO y el glicerol contribuyeron 

de manera similar para bajar el punt.o de t'usión de las 

soluciones acuosas. 

Las mezclas que presentan un punt.o de fusión Cent.re -30 y 

-35 •o. presentan un descenso de t.emperat.ura más lent.o. que 

aquellas que presentan un punt.o de t'usión rd,s al t.o. por lo que 

las mezclas 1. e. 7, 11 y 1e serían las soluciones que podrian 

conferir mayor protección celular cuando estas son congeladas. 
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GRAFICA 23 Puntos de fusión alcanzados 
por las diferentes concentraciónes de 

las mezclas de DMSO-Glicerol. 

Temperatura C 
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--------- -10 

- 15 --------··-----· -15 
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o 5-5 15-6 5-15 20-5 5-20 15-15 5-30 15-20 30-5 20-15 

Concentración (DMSO-Gll) 
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VI.4 Etect.o cit.ot.Óxico de las .ezclas de cria'prot.ec:t.ores 

CDtmO-GLI> •obre ápices con placa basal de A sativwn. 

En las t.¿.enicas de cr1oconservaci6n. es necesario emplear 

soluciones con propiedades crioprot.ect.oras. Ccompuest.os químicos 

que t.ienen la función de prot.eger a la célula do los daf'{os 

!'isicoquímicos o rnec~nicos causados por el congelamient.o). 

dedido a que sólo muy poco mat.erial biológico en su est.ado 

nat.ural puede ser congelado a t.emperat.uras subcongelant.es sin 

afect.ar adversament.o la viabilidad celular CKart.ha. 1987). pero 

est.e t.ipo de soluciones presentan general ment.e di versos grados 

de cit.ot.oxicidad. que se pueden ca.t.alogar desde la muert.e del 

explant.e a modi!'icaciones en la respuest.a morf'ogenét.ica de ·las 

células en cult.ivo CFinkle ot al.. 1985). 

L.os explant.es que son pret.rat.ados soluciones 

crioprot.ect.oras, pueden presont.ar al t.eraciones morf'ogenét.ieas. 

ést.as dependen tant.o de las concent.raciones asi como del t.iempo 

al que son expuest.os en la solución. 

En el presente est.udlo se analizó el ef'ect.o que presentaron 

10 diferent.es mezclas de crioprot.ectores Ct.abla 5). sobre ápices 

con placa basal de ajo sometidos a tres dif'erent.es t.iempos de 

exposición es decir 15. 30 y 00 m.in. Los ápices se recult.ivaron 

en medio MS basal. L.os posibles ef'ect.os cit.ot.6xicos. 

evaluaron a los QO dias d~ cultivo. periodo en el cual los 

explant.es bajo condiciones de cent.rol. presentaron 

caracterist.icas bien desarrolladas y dist.inguibles, Se lomaron 

como mal!'ormaciones de los oxplant.os al crecimiento irregular. 

es decir. cuando los explant.es adquirian tallas por debajo do lo 

normal. ensanchamiento y enroscamient.o de las hojas. f'o:rmación 

de est.ruct.uras semejantes a callos. aspect.o rugoso de las hojas 

e inclusive. pobre desarrollo general seguido por la muerte del 

o><plante. .la tabla Q muest.ra el porcentaje de plant..l.s con 

desarrollo normal as! como de m.altormaciones obtenidos a partir 

del pretrat.arnient.o con las 16 di!'erent.es mezclas 
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diferent.es t.iempos de exposición y cult.ivadas tn t.1itro por un 

lapso de QO dias. 

TABLA. 9 Efect.o de mezclas crioprot.ect.oras. DMSO-glicerol 
sobre el desarrollo de ápices con placa basal de ajo 

T 

R 

A 

T 

A 

H 

E 

N 

T 

o 

s 

A sattuum. cult.ivados tn uitro. Result.ados regist.rados 
QO dias después del t.rat.amient.o. 

TIEMPOS DE EXPOSICION Cmin. :> 

15 30 60 

NORN, M DltF. .. NORM, M DltF. .. NORM. M DEF, " 
71.43 28.57 71.43 28.57 ee.67 33.33 

2 so.o 20.0 so.o 20.0 50.0 50.0 

3 so.o ªº·º 100.0 o.o llO.O 40.0 

4 75.0 25.0 100.0 o.o ea.o 20.0 

6 llO. o 40.0 50.0 50.0 o.o 100.0 

6 so.o 20.0 ea.o 20.0 40.0 60. o 

7 75.0 25.0 100.0 o.o 100.0 o.o 

e 60. o 40.0 75.0 25.0 66.67 33.33 

g o.o 100.0 25.0 75.0 16.67 83.33 

10 o.o 100.0 20.0 so.o o.o 100.0 

11 25.0 76.0 o.o 100.0 o.o 100.0 

12 o.o 100.0 o.o 100.0 o.o 100.0 

13 20.0 so.o o.o 100.0 o.o 100.0 

14 16.67 83.33 llO.O 40.0 llO.O 40.0 

16 55.56 44. 44 25.0 75.0 4<:.86 57.14 

1'5 44.44 55.56 50.0 50.0 so.o 20.0 

Con los dat.os de la t.abla 9 se realizaron gráficas por cada 

t.rat.am.ient.o y t.iempo de exposición Cgráf'icas 24 a la 39). en las 
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cuales se puede observar que casi t.odos los t.rat.amient.os con sus 

t.res respect.ivos t.iempos de exposición. present.aron alteraciones 

en la respuest.a morfológica do los explantes a los 90 días de 

cult.ivo i.n vi. tro. present.ándose con un mayor por cent.aje de 

malt'ormaci6n en los t.rat.amient.os del Q al 13. en donde las 

concent.raciones de glicerol Cueron alt.as C20 Y.:>; los explant.es 

expuest.os a los t.rat.amientos 1. 2. 9 y 6 presentaron un 

porcent.aje mayor de malt"ormaciones al increment.arse el t.iempo de 

exposición y las mezclas respect.ivas poseen concont.raciones 

altas de OMSO C20 y 30 Y.:>. los t.rat.amient.os rest.ant.es 

present.aron diversos comport.amient.os. por ejemplo los 

t.rat.amiont.os 4. 7. a. 14. y 16 most.raron un porcentaje de 

ma.lt"ormaciones ~s alt.o a los 19 min. de exposición con respect.o 

a los dos t.iempos rest.ant.es; se encont.raron °dos 

part.1.cularidades. los expl11.nt.es expuest.os al t.ratamient.o 3 

present.an bajos eCectos de t.oxicidad a los 19 min. C20)Q pero a 

los 30 min. no hubo efect.o cit.otóxico, pero "st.e se incremento 

consideablement.e a los 60 min. C40'X). en el t.ratamienlo 4 se 

presenta un comport.amiont.o similar. con la única diferencia que 

las malt"ormaciones a los 60 min disminuyen un poco con respecto 

a las obtenidas a los 15 min. 

Los erectos cit.ot6xicos de las mezclas de crioprotect.ores 

empleadas. son de un porcent.aje considerable. ya que en la 

inayoria de los t.ratamient.os se presentaron alt.eraciones. en 

alt.o porcentaje C25)0. y ol t.iempo de exposición al parecer no 

tué un f'act.or determ.inant.e en el ef'ect.o ci t.ot.6xico. ya que se 

esperaba que al aument.ar el t.iempo de exposición las 

~lt.eraciones se present.arian en un mayor grado. comport.am.iento 

que se presento únlcament.e en los tratamientos 1. 2. 6. 6. 11 y 

13, Cgr~ficas 24, 25. 28. 2Q. 34 y 36). en los dem.is 

t.rat.amientos, el efect.o varió. ost.o se puede deber a que la 

concent..rac16n t.ot.al de soluciones crioprotect.oras. pareció ser 

el t"actor que est.aba gobernando el porcentaje de malf'ormaclones. 

_ya que se observó que en las mezclas que present.aban una 
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ESTA 
SWR 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
BIBLIOTEC& 

concent.rac16n alt.a de est.as soluciones. el eCect.o cit.ot.óxico fué 

mayor y en donde la concent.rac16n era más baja, generalmente 

present.aron un comport.amlent..o de mayor a menor, es decir el 

ef"ect.o cit.ot.6xico disminuye conforme transcurre el tiempo de 

exposición, esto sugiere que los explant.es al enlrar en contacto 

con la mezcla, suf'ren alt.oraci6n, la cual se expresa en su 

desarrollo, debido que su.freo repent.inament.e e.fect.o 

osmótico desravorable y al transcurrir el tiempo, este cambio de 

condiciones es compensado, por lo que al equilibrar o compensar 

la deshidrat.ac16n, el explant.e puede posiblement.e disminuir el 

efecto cilot.6xico y desarrollarse normalmente (gráficas 30, 31, 

37 y 39). 

Para evaluar la respuesta el crecimiento de los 

explant.es, asi como el número de hojas obt.enidas para cada 

t.rat.amient.o y t.iempo de exposición, se realizó un an~lisis de 

varianza. mediant.e el paquet.e est.adist.ico st.at.graphics versión 

2.1, para lo cual se part.ió de la t'ormulación de una hipót.esis 

nula de que no ex..tst.ía dit'erencia significat.!va ent.re la alt.ura 

alcanzada. Y/o el número de hojas t'ormadas por los oxplant.es con 

rospect.o a la mezcla empleada as! como el t.iempo de exposición. 

El aná.lisis de varianza para la altura alcanzada por las 

plfl.nt.ulas se realizó con un nivel de sign!ficancia de 0.05. 

CTabla 10) 

TABLA ~O T~bla de análisis de variancia para la variable 
respuesta Calt.ura de los explant.es) con respect.o a dos t'act.ores 

fijos Ct.ra.t..a.mient.o y t.iempo de oxposicl.611J 

Fuent.o de Suma de Grados de Cuadrado Razón de Nivel sig-
variación Cuadrados Libertad Had!o Varianc!a nif!cativo 

Ent.re los 
t.rat.am!ent.os 

Dentro de 
los t.rat.am. 

Total t300!S.OZ7 

••• DIFERENCIA ALTAMENTE SJONIFJCATlVA 
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En la t.abla 10. se puede observar que exist.e una dit'erencia 

alt.ament.e signiticat.iva. por lo que la hipót.esis nula se rechaza 

y se puede est.ablecer que los t.rat.amient.os Cmezcla y t.iempo de 

exposición>. ocasionan dit'erent.es repuest.as en la alt.ura de los 

explant.es de A. satiuwn.. De modo semejant.e. encont.ró 

dit'erencias ent.re los t.iempos de exposición la mezcla 

crioprot.ect.ora C15, 30 y 60 min.) con respect.o a la al t.ura 

alcanzada por los explant.es. Asi mismo la int.eracción de ambos 

t'act.ores Ct.rat.am.ient.o y exposición> producen efect.os dit'erent.es 

cuando se les combina. 

El mismo an~lisis de la variancia. se realizó para el 

número de hojas forma.das al ser t.rat.adas con las diferent.es 

mezclas y t.iempos de exposición Ct.abal 11), 

TABLA ~1 Tabla de anilisis de variancia para la variable 
respuesta CNúmero de hojas tormadas) con respoct.o a dos fact.ores 

fijos Ct.rat.amient.o y tiempo de exposición) 

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razón de Nivel sig-
variaci6n Cuadrados Ubert.ad Medio Variancia niticat.ivo 

Ent.re los s.cu,z. pza11 ...... 
t.r at.am.i ent.os 

Cent.ro de 8 a P. 07 80 ... 3282,f, 

los t.rat.am. 

Tot.al z .. 02. 001.a uz 

DIFERENCIA ALTANENTIC S'IONIFICATIVA 

Al encont.rar una diferencia altamente significaliva. se 

t.iene que rechazar la hipót.esis nula planteada. est.ableciendose 

que las diterent.es mezclas crioprot.oct.oras empleadas. asi como 

ol t.iempo de exposición y la. int.eracción de ambas. producen 

diferencias en la variable de respuesta Cnúmero ~e hoJaS), 
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TABLA 12 Aná1LaLa do rAngo mú1~Lplo CTukoy~ pa.rA ol n&moro 
de hojas Cormadas con respect.o a las mezclas y t.iempos de 

exposición empleados. 

MEZCl...A DMSO-GLI EXPOSICION NUMERO PROMEDIO GRUPOS 

" Cmin) Cn) Ccm) HOMOGENEOS 

10 20-20 30 5 o.ea .. 
g 30-20 50 5 1.00 .. 

13 30-30 50 5 1.00 .. 
g 30-20 30 5 1. 20 -10 ao-20 15 5 1. 20 -g 30-20 15 5 1. 40 '""' 10 20-20 50 5 1. 40 ...... 

1a 5-ao 60 5 1.60 -11 15-20 60 4 1.79 -· 11 15-20 30 5 2.00 ---13 30-30 30 4 2.00 -13 5-20 15 5 2.20 -12 5-20 30 5 2.ao --13 30-30 15 5 2.20 --15 15-30 60 5 3.40 -5 30-15 60 5 3.60 
.. _ 

11 15-30 15 5 3.60 --11!5 5-30 30 5 4.00 MUUMMHMMNM 
5 30-15 30 5 5.00 ......... ,....,...*"'* 

14 20-20 15 5 5.00 "**"****"*"" 3 15-5 60 5 5.20 MMMMMMMMMMM 
7 15-15 15 5 5.40 MMMMMMMMNMM 
a 5-15 15 5 5.40 --15 16-30 30 5 5. 40 Mtffif*MMlfffftMM 
1 30-5 60 5 6.ao - .. -4 5-5 60 5 6.20 NMMlifM-llf**>fffM 
5 30-15 15 5 6.ao -·-6 ao-15 60 5 a. 40 HMWMMMMHMM 
3 15-5 30 5 6.60 MMMMHMMMM 
4 5-5 15 5 6.60 MMttMM*M*M 
1 30-5 15 5 a.so -a ao-5 15 5 6.00 MMMM-MM-MM 
2 2!0-5 30 5 13.80 

.. _ 
8 5-15 60 5 6.00 *""****" 16 5-30 30 5 7.00 M**tl-M-MM 

14 20-30 60 5 7.20 -e 5-15 30 5 7. 40 .. -.. -2 20-5 60 5 7.60 .... -3 15-5 15 5 7.60 ........ 
6 20-15 30 5 7.60 

.. _ 
1 30-5 30 5 7.80 -· 4 5-5 30 5 7.80 ...... 
6 Z0-15 15 5 7.BO ...... 

14 ao-3o 30 5 7.00 ...... 
7 15-15 30 5 8.00 ...... 

16 5-30 15 5 8.00 .. -CONTROL --- -- 5 8.60 .. -7 15-15 ªº 5 Q.20 -15 15-30 15 5 Q.40 .. 
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TAllLA .1.3 An41,lisaisa do rango múlt.iple CTukoy) para lasa Alt.urasa 
alcanzadas por las plánt.ulas con respect.o a las m&'ZClas y 

Liempos de exposición empleados. 

HE2X:LA CDHSO-Gl.I) EXPOSI CI ON NUMERO PROMEDIO GRUPOS 

" Cmin) Cn:> Ccm) HOMOGE>IEOS 

9 30-20 60 5 0.70 .. 
10 20-20 30 5 0.70 .. 
13 30-30 60 5 0.70 .. 
10 20-20 15 5 0.76 .. 
10 20-20 60 5 0.BO .. 

9 30-20 30 5 0.84 .. 
12 5-20 eo 5 o.oo .. 
13 15-S 30 ... 1.03 .... 

9 30-20 15 5 1.08 ...... 
11 15-20 60 ... 1.68 .... .... 
12 5-20 30 5 1.BO .......... 
12 5-20 15 5 2.16 

_,. 
11 15-20 30 5 2.24 .......... 
11 15-20 15 5 2.46 

.. __ 
16 5-30 60 5 3.QS --5 30-15 60 5 4.16 

__ .. 
13 30-30. -~, .. 15 5 4..66 ---14. 20-30 15 5 4..72 MMMMJfftMMM 

1e 5-30 .. '· 60 5 4..94 .................. 
14 20-30 60 5 7."4 MMMtffifJf.tiHifM-tf 

3 15-S 60 5 7.00 ................... 
8 5-15 15 5 8.34 --15 15-30 30 5 9.34 MMM~M 

7 15-15 15 5 9.6" --5 30-15 15 5 9.68 

.. __ 
2 20-5 60 5 9.86 ***M*MM-Mffff 

1 30-6 60 5 9.99 
.... _ 

e 20-15 60 5 9.00 M*MMlll-MH**M 

2 20-S 30 5 10.oe W-WMttM*Mlfffft 

2 20-s 15 5 10.38 MfltMWM*MMW-W 

14. 20-30 30 5 10.48 MMMM*WM*MM 

5 30-15 30 5 10.78 MMtf-JffHIW*MM 

... 5-5 15 5 11.66 --3 15-S 30 5 12.36 WMMJftHllflf*MM 

... 5-S 60 5 12.48 -MMMM***MMM 

3 15-S 15 5 12.70 ---1 30-S 15 5 13.22 ............... 
7 15-15 60 5 13.44 MMMMMMMMMM 

8 5-15 60 5 13.66 --6 20-15 30 5 1-4..72 • **"""ºº' 
8 5-15 30 5 14.74 illW-WMttttMM 

e 20-15 15 5 15.72 M 4iffltNWM 

16 5-30 30 5 16.48 MWMM 

" 5-5 30 5 16.82 ........ 
1e 5-30 15 5 17.38 ...... 

1 30-S 30 5 17.99 .... 
15 15-30 15 5 18.42 .. 

7 15-15 30 5 19.18 .. 
CONTROL --- -- 5 20.ea .. 



Al encont.rar la existencia de dif'erencias, se realizó la 

prueba de Tukey, para poder est.ablecer la homegeneidad entre los 

t.rat.amient.os con respecto a la alt.ura alcanzada por los 

explantes. ast como el número de hojas f'ormadas, con sus tres 

respectivos t.iempos de exposición CTablas 12 y 13), 

Para realizar la prueba de Tuk:ey, se t.omó a cada mezcla y 

t.iempo de exposición como un solo tratamiento por lo que se 

obt.uvo un tot.al de 49 dif'erent.es t.ratamient.os, 48 de las mezclas 

más uno del cent.rol, de est.a manera se podrian IJ'St.ablecer los 

grupos homogénoos con base a la mezcla empleada ast como a su 

t.iempo de exposición. La tabla 12 muestra la f'ormación do 11 

grupos homogéneos verticales. no se puede observar un patrón do 

comport.amient.o claro, pero se puede decir que la mayorta de los 

dalos, se encuent.ran muy alejados de los 6lt.1mos 3 grupos. los 

cuales presentan un promedio de hojas de 7. 60 a 9, 40, la 

part.icularidad de est.os dalos es que ol control no os el que 

presentó el maYor número de hojas sino ·que existen dos 

t.rat.am.ient.os que lo superaron, el t.ralamienlo 7 con 60 m.in. de 

exposición y ol 15 con 15 min. de exposición. el cual presentó 

el mayor promedio C Q. 40 cm). 

En el caso de la allura alcanzada por las plántulas Ctabla 

13) se present.6 un pat.r6n similar al anterior, es decir. se 

encuentran 10 grupos homogéneos, los primeros grupos presentan 

c;aract.ertst.icas únicas• ant.e una concent.raci6n a.l t.a de DMSO y 

glicorol, arriba de 20% do cada crioprotect.or, a partir de aqui 

no se observa un pat.r6n deCinido. ya que las concentraciones as! 

como el tiempo de exposición, son muy variados, la mayoría do 

los tratamientos conf'orma':' el grueso de los grupos homogQ.neos. 

la gran particularidad de ost.e análisis os que el últ.imo grupo, 

conf'ormado por el t.rat.amient.o 15 con 15 mln. de ax:posici6n, el 

t.rat.amiento 7 con 30 min. de exposición y el control, son los 

que presentaron la mayor altura de las pl~nt.ulas. 

Como sa ha mencionado ant.eriormenlo existo un ef'ect.o 

osmótico sobre las células causado por la concant.ración de 
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solut.os de las soluciones crioprot.ect.oras. cuando ést.as son 

expuest.as en un medio que las cont.enga. est.e e:fect.o puede llegar 

a ser t.an severo que puede causar alg~n dafto a las célula en su 

t.ot.alidad o a sus organelos. lo que llamamos cit.ot.ox.icidad. ést.a 

puede ser provocada por la nat.uraleza del compuest.o. la 

concent.ración a la cual se encuent.ra. el t.iempo de exposición al 

que las células son expuest.as y al t.ipo de explant.e empleado 

CKart.ha. 1QSS). El f'act.or t.iempo en el pret.rat.amient.o 

crioprot.ect.or. puede t.ambién inf'luenciar J.a sobrevivencia del 

mal.erial congelar. En el chícharo se observó que al 

increment.ar el t.iempo de exposición de embriones en la mezcla de 

crioprot.ect.ores Cgl.icerol-DMSO) present.aron ef'ect.os delet.éreos 

en su germinación y desarrollo. ya que la mezcla les produjo 

hinchazón. CMycock et al •• 1991) 

En t.rabajos ant.eriores con ajo CLópez. 1009; Valenzuola. 

1998), se cuant.it"icó el ef'ect.o cit.ot.óxico del DMSO y glicerol, 

por separado, encont.rándose que para la variedad Taiwan, el DHSO 

increment.ó su t.oxi.cidad conf'orme su concent.ración aument.o Cde 

10" a 30'0 así como al lncrement.ar el t.iempo de exposición, lo 

cual generó un porcent.aje de malf'ormaciones del 62. 2};. En el 

caso del glicerol, se encont.ró que t.ambién se prosent.ó un 

aument.o 1e cit.ot.oxicidad con1'orme aument.ó la concent.ración y el 

t.iempo de exposición de compuest.o. ya que a una hora do 

exposición y a dif'erent.es concent.raciones do glicerol no 

present.aron ef'ect.os cit.ot.óxicos, pero al exponer los explant.es 

por 24 hrs. la t.oxicidad se increment.ó considorablement.e C100~. 

No obst.ant.e se ha report.ado que ol glicerol es un agent.eo 

crioprot.eet.or menos t.óxi.co para las células veget.ales que el 

OHSO C Kar t.ha. 1985) 

En la mayoría de los t.rabajos. se report.an periodos cort.os 

da exposic16n. aunque el t.iempo al cual se expone un explant.e a 

un crioprot.ect.or puede variar. Grout. C1Q7Q) dió un 

pret.rat.amient.o a ápices merist.emát.icos de t.omat.e con DMSO por 

lapso de 49 hrs. y solamente así pudo obt.ener sobrevivencia. 
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l.:os ef'ect.os t.óxicos de las soluciones t.ionen que ver 

direct.ament.e con los f"enómenos osmóticos que causan las 

soluciones sobre las células, ya que si se coloca una célula 6 

un explant.o en una solución hipert.ónica. las células suf'ren 

deshidrat.ación o plasmólisis y el prot.oplast.o de cada c~lula so 

retrae alrededor de sus vacuolas, esto ocasiona la salida 

repent.ina de agua hacia el exterior de la célula y la entrada de 

solut.os. 1-a. deshidratación es un proceso complejo para la célula 

viva. debido aque el agua no es únicament.e un solvent.e para 

sustancias químicas sino que act.úa como espaciador que ayuda a 

mant.ener los f'lUidos complejos en una conf'iguración estable, 

cuando son oliminadas, las partículas o superf'icies con carga se 

aproximan ent.re sí y no solo se concentran las soluciones sino 

que las superf'icios coloidales respec::t.i vas se aproxJ.man unas a 

ot.ras hast.a que se unen y ést.as se desnat.uralizan CBidwell. 

1979). 

La deshidrat.ación o plasm6lisis no siempre causa ef'ect.os 

daftinos, si las células se coloca en una solución hipot.ónica, el 

agua perdida se recuperará rápidamente volviendo a su t.urgencia 

normal. pero si se dejan más tiempo las células se hincharán. la 

pared celular compuesta por !'!brillas do celulosa evit.ará que la 

célula cont.1nue creciendo· inde!'inidament.e, por lo quo la lisis 

celular no puede ocurrir. 

Las mezclas de las soluciones crtoprotect.oras COMSO y 

glicerol) empleadas en el present.e estudio act.úan como solución 

hipert.ónica, con!'ormo se concent.ran causan mayor deshidratación 

y corno consecuoncia mayor dafto. al no perm.it.ir que las células 

logren recuperarse. debido a que causan un desbalance do los 

procesos bioquímicos causados por las concent.raciones 

anormalment.e altas. lo que puede contribuir a la desorganización 

molecular y a la precipitación de proteínas. 

En la literat.ura criob!ol6gica vegetal. el DMSO es el 

eompuest.o que predomina, seguido por el glicerol. sus ef'ectos en 

mezclas, se ha report.ado que o!'recen un e!'ecto sinergético 



CMeryman y Williams, 19SS:> pero no se ha report.ado cual as su 

ere-et.o clt.ot.óld.co. generalment.e el OMSO os usado a niveles bajos 

CB a 10'0 debido a que a mayor concent.ración produce efectos 

t.6x1cos. El glicerol del 10 al 20 Y. es adecuado para la mayoría 

del mat.eria.1 veget.a.l. aunque lo ~t.erlor no es un pa.t.r6n a 

seguir. ya que se ha ut.ilizado al DMSO al 15"h para crioconservar 

ápices de esparrago, coles de Bruselas, clavel y especies de 

madera dura CKart.ha, 1QST.), L.c:Spez c1gaa:> crloconservo ápices con 

placa basal de ajo a concent.raciones de DMSO al 30Y. 

t.os resul t.ados obt.enidos con ápices con placa basal de 

A satt~ vaf. Taiwan. somet.idos a 16 mezclas de OHSO y glicerol. 

demost.raron un erec:t.o t.6.xico en· la mayoría do los casos. Est.o se 

explica pc::ir las caract.er íst.lcas de ambos crioprot.ect.ores. El 

DMSO al ser una molécula pequefia penet..ra rápida.ment.e al int.o~ior 
de la cél.ula, deshidrat.andola parcialment.e. sin que el dallo 

causado sea sovero aún en concent.raciones alt.as. pero al act.uar 

en conjunt.o con el glicerol que es una molécula do mayor t.amafio 

y por lo t.ant.o no penet.ra rápidament.e al int.erior celular, 

provocan una desh.1drat.aci6n severa, ya que la cant.idad de agua 

e>rt.raida de la célula os mucho mayor que la del solut.o que puede 

ent.rar, ocasionando así un dalio irreversible. 



YI.B Congelaaient.o de explaale-s 

Los expl antes utilizados como modal o. fueron ápices con 

placa basal de Alliwn. satiuwn. variedad Taiwan. los que se 

sometieron a dos liampos de exposición C30 y 60 min:J en las 

mezclas de crioprot.ect.ores. colocando 5 explantes una 

ampolleta con 1 ml de la mezcla crioprotectora en cada uno de 

los casos y selladas al calor. con excepc16n a una ampolleta a 

la cual únicamente se lo colocó un mililitro. de la mezcla a 

emplear, realizado t.odo lo anterior se procedió a congelarlas. 

colocandolas en la canastilla y ubicandolas en el interior del 

termo a una temperatura externa predeterminada c-2o•C) a la 

ampolleta abierta con la mezcla a emplear se le introdujó el 

termopar para poder registrar el descenso de la temperatura cada 

minuto. con los datos obtenidos se reali:zaron gráf"icas de 

temperatura contra tiempo. para cada una· de las mezclas 

empleadas. que sirvieron para determinar sus puntos de tusión y 

las tasas de enfriamiento de las soluciones empleadas. Las lasa 

de enfriamiento se midieron en la parle lineal de la curva antes 

de llegar a su punlo de tusión Cgrárica 3). 

!..as tasas de enfriamiento que se aplicaron fueron las 

mismas para los dos tiempos de exposición empleados para los 

explant.es en cada uno de los t.rat.amient.os. ya que las ampollelas 

respectivas. tueron colocadas al mismo liempo en el interior del 

termo. cada t.ralamienlo (mezcla con dos l i empos de 

exposición) se congeló dos ocasiones con temperat.uras 

ext.ernas di!"erent.es. obt.eniéndose dos tasas de entriamient.o 

dif"erent.es para cada ocasión. los dalos de la tabla 14 muestra 

las tasas obtenidas para las di f'erenlas mezclas as{ como su 

punt.o de tusión respectivo. en algunos casos dicho pun~o no se 

pudo delorminar debido a que al llegar las soluciones a -4o•c. 

t.iompo en el cual t.oda el agua congelable de la célula ha salido 

para tormar hielo ext.racelula CKart.ha. 1QS5), las soluciones no 
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se habian congelado todavía por lo que su punt.o de fusión debe 

de localizarse aún por debajo de dicha t.emperat.ura. 

TABLA 14 Tasas de enf'riam.ient.o obtenidas al congelar en 
dos ocasione$ diferentes. ápices con placa basal de A sat(vum.. 

en las 16 mezclas. así como sus punt.os de f'usi6n respectivos. 

Número de DMSO Glicerol Tasas de Punto de 
mezcla 00 '"' enf"rlamient.o fusión 

c-•C/mln) c•c) 

1 30 5 1.5 0.7 -34.1 

2 20 5 2.0 1.0 -21. 7 

3 15 5 2.6 1.2 -18. o 

4 5 5 2.5 1. 4 - Q.8 

5 30 15 1.5 o.a .... 
6 20 15 1. 2 0.6 -35.0 

7 15 15 1. B 1.1 -30.0 

B 5 15 2.5 1.6 -1Q.5 

" 30 20 1.5 1.0 .... 
10 20 20 1.6 o.a .... 
11 15 20 2.0 1.1 -32.4 

12 5 20 2.6 1.4 -23.0 

13 30 30 1.B 0.9 .... 
14 20 30 1.9 1. o -
15 15 30 1.5 o.e -
16 5 30 2.2 0.7 -31.0 

•• Mo •• .d•l•rmi.no •u punlo de íuai.on. 
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El descenso de t.emperat.ura Clasas de enfriamiento) est.j en 

un rango de O. 6 a 2. 6°C/min .• lo que se pu~la t.omar como tasas 

de enfriamiento lentas, Kart.ha (1995) mancJcna que el 

enfriamiento lento para células vegetales se le considera on un 

r;ingo de O. 5 a 2. o•C/min. El rango ut.1lizd.dO en el prosent.e 

estudio para congelar el mat.erial veget.al empl~ado. ant.ró en su 

gran mayoría en dicho ranqo por lo que se esperd.ba que con 

referencia a eSlé factor la recuperación de los explantes 

pudiera ser favorable. 

Las ápices con placa basal de ajo se sumergieron (después 

de llegar a -40ºCJ, direct.ament.e en UL y se dejaron almacenadas 

durante 30 mln., pasado est.e lapso las ampollel~s fueron 

oxt.raídas, descongeladas rápidamente en agua a 40~C por 1. 30 

min. y se lavaron er\ medio MS líquido. para ext..raer la mezcla 

crioprot.ectora. Una realizado lo anterior y para 

recuperación, SIC'I $embraron en medio MS basal sin hormonas y 

puestos en una cámara de cultivo, con un fotoperíodo de 16 h, 

1000 lux de intensidad luminosa y a 25 ± 2 ºC ·je lt:-mporalura. 

So dejaron los ápices por siete rno~es en los modios de 

cultivo sin que hubieran reasumido su crecimiento. No obst.ant.e 

no so desearla que est.én vi vos puos. ~ ... considera que los 

oxplant.es pueden presentar un "crioshock". al cual tienen que 

vencer para poder desarroll.a.rse. generalment.o se lleva mayor 

liempo en la recuperación de lo~ explant.es crioconservados, 

dicho crioshcck puedo ir desde tres días hast.a seis meses 

CJOrgensen. 19$9) 

L~ problemas fisiológicos producidos por los fenómenos de 

crioconsorvac16n de merist.emos eslan relacionados los 

mcte:anismos de acción de los crioprot.ect.ores y al est.ado 

fisiológico del material veget.al, el cual puede ser uno de los 

faclore~ pr.lncJ p¡il,o,;s p.:t.ra la. :;;;cbrev.i.vencia después del 

congelamiento en nitrógeno 1 íquido <:Dor&udclrr'l' ot al... 1909)~ 

además quo "'xist.011 cambios en la ullraost.ruct.ura. que pueden sor 

inducidos por diversos factores. algunos o lodos so pueden 
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present.ar durant.e los t.rat.amtent.os crJ.ogé'.nicos ya sea por las 

bajas t.emperat.uras o por el est.rés causado por el crioprot.ect.or 

CFinJcle &>t al.• 1995). Aunque el crioprot.ect.or puede ocasionar 

la desorganización celular. ést.a no siempre result.a en la muerte 

de la célula. Las soluciones crioprot.ect.oras son necesal"'ias 

cuando se congelan células a -1oo•c. se descongelan y ftnalment.e 

se int.ent.a su recuperación. ya que sin algún crioprot.ect.or 

t'recuent.emenle no present.an caract.er fst.icas estructurales 

reconocibles. los crioprot.ect.ores efect.1varnent.o preservan algo 

de la int.egridad est.ruct.ural. pero quizá la organización celular 

es f'uert.ement.e trastornada (F'inkle et al .• 1985). 

Tedricament.e un crioprotect.or puede proteger a las células 

vivas cont.ra el daf'ío por congolamient.o. do manera ext.acelular a 

la membrana. int.racelualrment.e un crioprot.oct.or pu&de act.uar 

para est..abilizar los arreglos int.ra e int.ermoleculares de los 

componenles est.ruct.urales y t'inalmet.e puede asociarse al agua de 

la membrana CChen et al .• 1984) 

Se han empleado varias sustancias con propiedades 

crioprot.ect.oras. siendo el DHSO y el glicerol los de mayor 

empleo. pero se ha reportado que el uso de mezclas proporciona 

un mayor por cent.aje de recuperación de los explant.es 

crioconservados, el agent.e no penot.rant.e únicament.o prot.ege la 

membrana ext.eriorment.e por lo quo es necesario la adición de un 

agent.a· penelrant.e para evitar la cristalización do hielo 

int.racelular CFinkle et al .• 1995). por lo que se esperaba que 

al ut.ilizar la mezclá. de glicerol Cno penelrant.e) y DMSO 

Cpenetrant.e>. proporcionara resultados ravorables un el proceso 

d• congelacicSn de los ápices con placa basal da ajo. López 

C1Q88) logró obt.ener una rec~ración del BO :.; de ápices con 

placa basal de ajo utilizando DMSO al 30~. En el present.o 

t.rabajo con el empleo de 16 direrent.es mezclas crlop~olect.o~as, 

se esperaba una recuperacicSn de explant.es igual o mayor y en 

mejores condiciones, debido al et'ect.o sinergéLico que se ha 

reportado que pueden otrecer las mezclas. Sakai (1985) obt.uvo 
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con clavel una mayor recuperación cuando se ut.ilizaron mezclas 

de DMSO y glucosa; OMSC> con sacrosa 6 sorbit.ol que al 

ut.ilizarlas separadamente. sin embargo cuando se ensayó la 

mezcla OMSO y glicerol ó solo glicerol la recuperación fue la 

menos efect.i va. 

Pero no solament.e la mezcla empleada es la que puede 

garantizar la crioconserva.ción. sino que exist.e un nllmero de 

f'act.ores como la t.asa de enf"riamlent.o. los crioprot.ect.ores y sus 

concentraciones. la t.emperat.ura a la cual se congelan los 

explant.es ant.es del almacenamient.o en NL. el t.ipo y el est.ado 

f'1siol6gico del mal.erial vegelal CKart.ha. 1995). 

Con respect.o a las tasas de enf'riam.ient.o y como se mencionó 

ant.eriorment.e. el rango para considerarlo como lento es de 0.6 a 

a.o•C/min. no siempre puede sár t.an amplio. En células animales 

f'recuent.ement.e se present.a una t.asa de congelamiento ópt.ima 

aparont.ement.e lim.i lada por un lado por la sobredeshidrat.ación y 

por el ot.ro lado por la :Corrnación int.racelularment.e de hielo. 

est.o mismo puede ser aplicado a muchos sit.emas vegetales CIBPGR. 

1Q90). ést.o se ha comprobado al oblaner mayor sobrevivencia a 

una t.asa específica. los ápices de t.omat.e sobreviven mejor con 

tasas int.ermedias de 20 a 30•C/m.in; la fresa a una t.asa de 

o. s•C/lnin. o la papa a 1ooo•C/min.; y el chícharo a o. a•c...-min. 

Por ot.ro lado exist.en mélodos químicos que auxilan en la 

determinación de la sobrovivencia celular de 

cuant.ilat.iva.· como el mét.odo empleado por St.eponkus, C1907) que 

so basa en la reducción del 2,3,5 Cloruro do Trifenil Telrazolio 

CCTr.>, por la respiraci6n mllocondrial, quo reduce el CTT a 

derivados de f'ormazan que present.an una coloración particular 

que puede ser medida espec~rofot.omét.ricament.e y proporcionar un 

valor real. 

Dicha prueba ha realizado en el laborat..orio de 

Biotecnología Vegetal y Genét..ica. del Inst.. de Biología UNAM. 

con los mismo t.ipo de ex.plantes y condiciones ulilizadas en el 

present.o t.rabajo. obteniendose una lasa de respiración del 50X 
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con respecto al cont.rol, pero sin que los explantes reasumieran 

su desarrollo CL.ópez. comunicación personal). Si lo anterior se 

present.a en la mayor {a del material experiment.al. sugiere que 

exi st.e un por cent.aj e de células que pueden est.ar vi vas o con 

ciert.os dafios que necesit.an de alguna condición para poder 

desarrollar una plant.a nuevament.e, la IBPGR C1995) menciona que 

los merist.emos congelados y descongelados no necesariament.e 

t.iene que est.ar int.a.ct.os para el normal crecimient.o y 

organización de los merist.emos. que se puede producir cuando el 

dallo celular no es muy severo. Est.udios anat.6micos de merist.emos 

criopreservados han most.rado dai'ío en e-1 área del domo dol 

merist.emo, Henskins y Kart.ha ClQBO) est.udiaron ápices 

merlst.emát.icos de chícharo después de est.ar almacenados por .una 

hora en NL, las células mersilemát.icas parecian est.ar muert.as. 

aunque pudieron observar células aparentemente vivas del t.ejido 

del primordio foliar y una porción lateral del merist.emo, nuevos 

brot.es merist.emát.icos se desarrollaron presurniblemenle aparlir 

de dichos sit.ios. 

Para lograr y/o mejorar la recuperación de explant.es 

después de la congelación se han hecho invest.iga.ciones para la 

manipulación de las condiciones de post.-descongelamient.o, Grout. 

y Henshaw C1Q'78) recomlendaron un nivel bajo de luz durant.e la 

recuperación de merist.emos de Sotan.um eoniocat:yx, Henshaw et 

at.. C1Q7Q) demost.ró 1 ncrement.o considerable la 

sobrevivencia do Sotanum. t'Uberoswn. subsp. tuberos1.U7\ con la 

adición de NM o. 9 mg/l y GAa 

recuperación. 

O. Z mg/l en ol medio de 

Para el ajo. no se lograron las condiciones para su 

recuparación. como se ha discutido. a pesar de que se manejaron 

varias t.a.Sas de enf"riamient.o, ést.as tal va:z: no fueron las 

ópt.imas 6 su combinación las dif"erent.es mezclas. 

permit.ieron que los explant.es se desarrollaran. debido a lo 

anterior seria necesario reli:z:ar una invet.igación más amplia 

para poder invest.igar que !'act.or o ta.et.ores son los que est.an 
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impidiendo la recuperación de los explanLes. dicha investigación 

podría ser encaminada al empleo de oLras mezclas 

crioproLecLoras. variar las Lasas de entriamienLo. empleo do la 

microscopia para det.eeLar los posibles dalios celulares. 

utilización de oLros explanLes y la experlment.ación con oLras 

especies. 
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YJ:X. CORCLWlllORES GERERALES 

Debido a los problemas que represent.a mant.ener al mat.erial 

veget.a.l. d• 1mport.ancia eeon6mica con propagacidn veget..at.iva y/o 

con semillas recalcit.rant.es, es necesario desarrolla t.ecnologías 

adecuadas para lograrlo, por lo que la vent.ajas que podria 

ofrecer el empleo de mét.odos criogénicos de conservación para 

almacenar el mal.erial vegetal sin que sufra. al t.eraciones 

genét.icas, es la. mejor opción. 

Existen equipos aut.omat.izados de crioconservación de cost.os 

e~evados, pero en países como México. donde exist.e una gran 

cant.idad de recursos qua es necesario conservar. est.o no se ha 

realizado debido a que no se cuent.a con el capital para poder 

adquir1r los equipos necesarios. por lo que es nocesarlo 

desarrollar t.ecnologías de bajo cost.o que puedan ser aplicadas 

en cualquier part.• del país y así poder conservar nuest.ros 

recursos voget.ales. 

En el presont.e t.rabajo se propone un equipo de 

crioconservación de bajo cost.o, el cual es una mod.J.f"J.cacidn del 

ut.J.lizado por López •t al. C1088). las adaplaciones realizadas 

parmi t.en lener un manejo más f"aic.11. cómodo y de una mayor 

prec1s16n. 

Est.e sJ.st:.ema de •nf'riamient.o puede proporcionar tasas de 

entrJ.amient.o lent.as Cdent.ro de un rango de O. CI a 2. 6 •C/mJ.n. :> 
con las que po:siblement.o se podria congelar y recuperar la 

mayor.!& de las especies mencionadas en la bibliograf"fa sobre 

est.e t.ema, puesto que casi lodos los report.es en la lilerat.ura 

abarcan dicho rango, aunque t.ambién el sist.ema podría aplicarse 

para la crioconservacidn r'pida. 

Con el aparat.o de ent'riam.J.ent.o propuest.o es posible variar 

las t.asas de enf"riamient.o medlant.e las concent.racionos del 



crioprot.ect.or y la t.emperat.ura ext.erna dent.ro del t.ermo a la 

cual son colocadas. puest.o que si emplean alt.as 

concent.racJ.ones la t.asa de ent'riam.ient.o será más lent.a. y de 

igual ~orma, conf'orme se varia la t.emperat.ura ext.erna. la t.asa 

de enf'riamient.o t.ambién variara. debido que exist.e un 

gradient.e de t.emperat.ura ascendent.e generado por 1 os vapores del 

nit.rógeno líquido desde su superf'icle hast.a J.a boca del t.ermo. 

Est.e gradJ.ent.e se det.erminó para el t.ermo con 10 lit.ros de 

nit.r6geno líquido. encont.r~ndose que el descenso de la 

t.emperat.ura en el J.nt.erior del t.ermo. se comport.a de manera 

lineal. se pudo det.erminar la eeuaci6n y.. -e. 53Ch) + "· 84, 

indicándonos que la t.emperat.ura desciende alrededeor do 0.53 •e 

por cent.ímet.ro con un error est.andar de o. 4Q •c. por lo menos 

hast.a. -50 •c. ya que cerca de la superf'icie del nit.rógeno 

1 íquido. el descanso de t.emperat.ura se comport.a de manera 

exponencial CHeiras. comunicación personal). 

Es import.ant.e regist.r-"lr el comport.am.ient.o de las rnozclas 

crioprolc-ct.oras al ser o>cpuest.as a los vapores del n1t.r6geno 

líquido para poder dot.erminar su t.asa. de enf'riam.lent.o y poder 

manipularlas cuando se congelan las explant.es. ya que nos 

indJ.can a la t.empera.t.ura ext..erna a la cual se dQbon colocar para 

que proporcionen t.asas de enf'riamienlo lent.as. 

Las mezclas crloprot.ect.oras empleadas CDMSO-glicerol) bajan 

el punt.o de f'us16n de una soluci6n acuosa conf'orme a.umant.a su 

concent.racidn t.ot.al. por lo que se concluye que t.ant.o el OMSO y 

el glicerol. bajan el punt.o de f'usión de f'orma similar. Las 

mismas mezclas ca.usan erect.os cit.ot.6xicos sobre los ápices con 

placa basal de ajo. sobre t.odo cuando encuent.ra.n 

concent.raciones al t.as de ambos compuast.os. pero aún en 

concent.raciones bajas causan efect.os lóx:lcos. los cuales se 

oxpresan en el desarrollo anormal de la plánt.ula. debido 

presurnJ.blement.e la sobredeshidrat.ación causada por las 

rnazclas. debido a que el OMSO act.úa como agenle penet.rant.o. ol 

cual al ent.rar r'pidament.e a la cálula. ést.a se deshidrat.a 



pa.rcialmont.e, sin que ést.o daft.e f'uert.ement.e a la célula. 

1nelusive cuando se encuent.ra. a concent.raciones alt.as. pero al 

est.ar en combinación con el glicerol. que es un agent.e que se le 

puede cat.alogar como no penet.rant.e cuando se encuent.ra. en 

combinación con el OMSO. causa una .deshidrat.ación adn mayor, 

provocando daftos que en ocasiones son irreversibles. 

A pesar de que los result.ados de crioconserva.C;_i6n para los 

.Spices con placa basal. de A sattV1.lm var .. Taiwan. no han sido 

t'avorables. ya qtm despu~s de 7 meses no han reasumido su 

crecimient.o, pero ~an most.rado índices de act.ividad met.abólica. 

medi.ant.e la prueba de crr. por lo que la crioconservación del 

ajo. of'rece muchas expect.at.i vas. 

El est.udio plantea la t'acilidad do emplear est.e sist.oma de 

enf'riam.1.ent.o de bajo cost.o. para la conservación de ot'..1~as 
especies a largo plazo, principalment.e de aquellas que al igual 

que el ajo sea dit'ícil su manutención bajo los procedimient.os 

tradicionales de conservac16n de germoplasma. 
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