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RESUNMEN

Debido a los problemas de conservacidén a largo plazo de las
especies que presentan semillas recalcitrantes y que se
reproducen por via vegetativa. En el presente trabajo se intentd
establecer el estudioc preliminar para la conservacidén de
germoplasma a largo plazo de las especies de diffcil
almacenamiento, mediante tecnicas de crioconservacidn de bajo
costo.

Se intentd crioconservar 4&dpices con placa basal de ajo
Alltum sativum variedad Taiwan. El medio para establecer los
cultivos tn vitro del ajo fue, vl de Murashige y Skoog CMSO
sélido sin hormonas con 7 g de agar,

Se evalué el efecto citotéxico que presentan los explantes
al exponerlos a las mezclas de las soluciones crioprotectoras
dimetil sulféxido CDMSO y glicerol’ en diferentes
concentracidnes asf{ como a difernetes tiempos de exposicidn C19,
30 y 80 min.), observando que las diferentes mezclas y tiempos,
presentaron efectos citétoxicos en la mayorfa de los casos.

Los dplices con placa basal se expusieron a las diferentes
mezclas de solucliones crioprotectoras por lapses de 30 y 60
min,, se congelaron posteriormente mediante el método de
enfriamlento lento, hasta llevarlos a una temperatura de -40 °C
para introducirlos diréctamente en Nitrdgeno Liquido CNLD y asf
dejarlos almacenados por espacic de 30 min. Posteriormente los
explantes fueron descongelados riépidamente, sembrados en MS
sélido ¥y puestos en una cdmara de cultivo a 23 + 2 *°C, 1000 lux
y fotoperiodo de 18 hrs.., para su recuperacidn.

Después de slete meses los explantes no reasumieron su
crecimiento, aunque presentaron actividad metabdlica al




realizarles la prueba de viabilidad con el 2, 3., B Cloruro de
Trifenil Tetrazolio C€CTT), por 1o que el método aqui empleado
ofrece la posibilidad de continuar investigando en el tema, para
lograr la conservacidén de germoplasma valioso a large plazo.

Ademdés de establecer las bases para el estudio de a
crioconservacién, se establecid um método de bajo costo para el
enfriamiento mediante ei empleoc de los vapores que genera el
nitrégenoc liquido en el interior del termo y la altura a la cual
se colocan los explantes, con lo que se logra obtener tasas de
enfriamiento lentas, mismas que se han empleado para
criocconservar la mayoria de las especies reaportadas en la
bibliograrfa sobre el tema.



I. INTRODUCCION

Debido al creciente aumento poblacicnal, los recursos
genéticos vegetales han jugado un importante papel como fuente
original de energfa, pero la variabilidad genética de muchas
especies se ha viste disminuida principalmete porque las
poblaciones sf{lvestres han sufrido alteraciones o pérdida de su
hdbitat natural y a la necesidad de producir especies mejoradas
para lograr grandes produccicnes que las hace altamente
homogéneas. De lo anterior surge la necesidad de conservar los
recursos naturales, la propuesta de cualquier técnica disefiada
para la conservacidén de los recursos vegetales debe estar
encani nada a preservar la mayor diversidad posible para su uso
en un futuro (Brian. 1990). Una efectiva conservacidn gendtica
ayudard a cubrir las necesidades del futurce en términos del
mantonimiento de las poblaciones vegetales tanto silvestres como
cul tivadas.

La estrategia de conservacidn del germoplasma vegetal,
dependerd de la naturaleza del materlal bioldgico, definida
principalmente por su ciclo de vida, el modo de reproduccidn, el
tamafic de 1os individuos y el estatus ecoldgico (silvestre o
domesticadad C(Rubluo, 1885,

La forma tradicional de conservacidn es mediante el
almacenamiento de semillas que Roberts (19730 denomind como
ortodoxas, estas semillas pusden mantenerse relativamente ficil,
ya que son almacenadas a temperaturas infericres a -18°C y con
contenidos de humedad del S al 7%, manteniendo su viabilidad,
afortunadamente la mayorfa de la especies vegetales producen
este tipo de semillas, pero existen especies que no producen

semillas y su reproduccidn es por via vegetativa. otras especies



producen semillas recalcitrantes Cno pueden ser deshidratadas
sin que plerdan rdplidamente su viabilidad) y por lo tanto no
pueden mantenerse por vias tradicionales, para este tipo de
material se necesita implementar nuevas técnicas para su
conservacidn, una opcidn alternativa es la conservacién del
germoplasma vegetal mediante las técnicas de cultive tn vitre.
El Burd Internacional para la Conservacién de los Recursos
Gendticos CIBPGR por sus siglas en inglesd, ha propuesto el
establecimiento de bancos de germoplasma in vitro, y los ha
dividido en bancos activos y base.

Los bancos actives de germoplasma tn vultro o también
llamados a <corto-mediano plazo, estdn encaminados a | la
manutencidén del germoplasma por pericdos cortes de tiempo
tratando de que los subcultivos no sean tan frecuentes, esto se
consigue utilizando retardadores del crecimiento, inductores del
estrés osmético, alteraclones frisicas del medico de cultivo,
modificacién de la atmdsfera en la que se mantienen los cultivos
¥ el uso de bajas temperaturas. El gran problema de esta forma
de conservaclién, es la posible alteracidén genédtica que pueden
sufrir los explantes cultivados tn vitro, estas alteraciones
dependen principalmente del nivel de crganizacidn de los
explantes que’ son empleados para su conservacidén, siendo los
meristemos las estructuras celulares que presentan una mayor
estabilidad gendtica, por lo que los bace los mejores candidatos
para aplicar las técnicas de conservacidén in vitro <(Kartha,
1984,

La conservacién del germoplasma mediante el cultivo de
tejidos in vitro a largo plazo C(banco base de germoplasma in
vitrod aofrece la mejor alternativa de conservacién del
germoplasma diffcil de almacenar, debido a que se basa en la
utilizacién del la temperatura de ebullicidén del nitrdgenc
1fquido y ol emplec de sustancias  con propiedadeos



¢crloprotectoras Csustancias que protegen a la cél:ula del dafio
por congelacidénd, para detener la actividad metabdlica de las
células sin que éstas sufran alteracicnes gendticas.
Tedricamente todas las partes de una planta C(protoplastos,
células, polen, tejides, embriones, ete. D pueden ser
crioconservados.

A pesar que se han logrado conservar un gran nidmero de
especies, la crioconservacién es una técnica que no ha sido
desarrollada lo suficiente para ser aplicada de manera
rutinaria, por lo que la necesidad de continuar con la
investigacién en este campo es altamente prioritaria.



II1, ANTECEDENTES

Los recursos genéticos vegetales., han Jugado un papel
importante a lo large de la historia, el hombre ha dependido
bisicamente de los vegetales como fuente original de energia
CRubluo, 1985) y ha procurado mantener estos recursos para su
utilizacidén posterior. Los agricultores han sido los custodios
de los recursos genéticos vegetales, los han preservado en sus
habitats naturales o en campos de cultivo, esta riqueza la han
estado mantenido desde hace 10.000 affos, salvando y almacenando
semillas y clones para sus cultivos subsecuentes, generalmente
al affo sigulente. También los cultivos propagados
vegetativamente, los han mantenido durante unos meses, mediante
el almacenamiento de tubérculos en lugares frieos y secos
CPlucknett, et al.,1887)

Pero la necesidad de alimentar a una poblacién cada vez mis
creciente que sobrepasa los 5,500 millones, ha obligado el
incremento del uso de tlierras para la producciédn, penetrando
hasta los centros de origen de la especies vegetales y
destruyendo material gondtico valioso, aunado a esto, el hombre
ha seleccionado plantas por su sabor, color, aroma. textura y
cualidades alimenticias, originando una “erosisn gengtica™
Cpérdida de la plastielidad en la respuesta del genoma frente a
las alteracigdnes amblentales) al homogonizar sus cultivos
CRubluo, 198%5; Plucknhett, et al., 1887).

De 1lo anterior surge la necesidad de conservar ol
germoplasma, para mantener de una menera posible, la mayor
variabilidad genética de la poblacidn de especies vegetales, ya
sean silvestres o domesticadas,

Hoy en dfa o] material vegetal valioso esta preservado en
bancos de germoplasma y la estrategia de conservacidén dependerd
de la naturaleza del material, de los objetivos y alcances de la

actividad., La naturaleza del material esta definida por 1la




longitud del ciclo de vida, el modo de reproduccidn, el tamafio
de los individuos y su estatus ecoldgico, ya sea silvestre o
domesticada CFrankel. 1970).

La estrategia de conservacidn se debe considerar en dos
dimensiones en el tiempo, cuando el almacenamiento es: a
corto-mediano plazo o a largo plazo y donde serd establecido el
almacenamiento. .

Hay dos propuaestas bdsicas para la censervacidn de

germoplasma. llamadas conservacidén in sttu y ex stiu.

IX.1., Conservacion In situ

La conservacidn in stiu se refire a mantener a las
plantas, incluyendo a los parientes silvestres, en lugares
naturales, procurando mantener la integridad gendédtica del lugar
y de las comunidades en un medic estable. ES una propuesta que
se aplica principalmsnte a especies relaciocnadas a cultives
ferestales y de forraje. (Ford-Llayd y Jackson, 1988; Plucknett
ot al., 1837

Algunos cientificos plensan que la diversidad gendtica de
los cultivos y sus parlientes silvestres. se conserva mejor in
situ, ya que de esta manera pueden ser mantenidas bajo
condiciones a la cuales estdn adaptadas, continuande su
interaceidn con su ambiente y as{ poder continuar su evolucién.

El establecimiento de reservas genéticas naturales reconoce
los objetivos de largo plazo y las necesidades para continuar la
evolucidn dentro de amblentes naturales. La aplicacidn de la
conservacidn in si{ftu no es wuna dpcion viable, por la rdpida
pérdida de la variacidéh gené€tica a través del remplazo de los
cultives y el germoplasma vegetal no estard disponible para su
inmediata wutilizacidén por parte de los agricultores (Ford-Lloyd
y Jackson, 1688; Plucknett et al., 1687).



11,2, Comgervagion Ex situ

La conservacidn ex situ se refiere a que las especies
vegetales, semillas © partes de ellas son preservadas fuera de
su irea de crecimiento original. CPlucknett &t al.. 1887,

Los Jjardines botdnicos y arboretums, son las formas mds
antiguas de conservacidén en Europa desde los siglos XV y XVI. y
en sentido amplio, €sta forma de conservacidén no representan un
almacenamiento en una escala global. pero pueden representar un
Papel impartante en un bance de germoplasma ex stitu
principalmente para la conservacidén de las especies con sSemillas
recalcitrantes y las que se propagan vegetativamente.

Se han distinguido varias clases de conservacidn ex situ:
"consenvaqég avolutiva" la cual implica la iniciacién de‘una
nueva evolucidn natural (seleccidn natural en el medio ambiente
de adopeién) y “conservacidn selectiva”, la cual implica la
aplicacidén de presiones de seleccidn contra caracterfisticas
claramente indeseables, sin el indebido agotamiento de la
diversidad disponible. Otra forma de conservacidn es la
“gopservacién estatica® la cual estd encaminada a retener como
sea posible la estructura genética de la poblacidn original. Es
posible distingulir entre conservacidn de la frecuenclia de
genotipo y la frecuencia del gen; lo primerc sdélo puede ser
llevado a cabo en el material que se propaga vegebLativamente. La
meta es prevenir la pérdida de informacidén gendtica. La
conservacidén estitica princi palmente toma 1a forma de
almacenamiento de semillas o material wvegetativo en un banco de
germoplasma. CFord-Lloyd y Jackson, 1888)

11.38, Tipos de colecciones de germoplasma

Un banco de germoplasma no debe ser visto como un museo de
plantas y sus respectives drganos, donde las reliquias del



pasado son meramente preservadas o exhibidas CPlucknett, et al..
1987), sino un lugar donde el material gendtico vegetal es
mantenido, ordenado y principalmente utilizado.

Para los bancos de germoplasma, el Buré Internacional para
los Recursos Gendticos Vegetales CIBPGR) en 1978 clasificd a los
recursos genéticos como: colecciones ad) base, Cllamadas tamblén
coleccicnes a largo plazod, b) activas (6 colecciones a corto y
mediane plazod ¥y ¢d duplicadas.

El almacenamiento de las colecciones base es destinado a la
conservaciédén a largae plazo, en donde las semillas son
generalmente deshidratadas hasta un 5% de su contenido de
humedad y almacenadas en frascos sellados o paquetes de hojas de
aluminio al wvacfo ¥y colocadas en cuartos con temperatura de
entre los =-10°*C a =-20°C, bajo estas condiciones pueden
permanecer por largos perfodos de tiempo CFord-Lloyd y Jackson,
1986; Plucknett et al., 1987)>.

A las coleccicnes base se les puede dividir en cuatro
grupcs que comprenden: a) colecclones substanciales de un amplic
rango de especles; b) colecciones substanciales de un rango
limitado de especies; c) colecciones especialas' propuestas,
significativas y originales y d) réplicas de unas o todas las
anteriores (Bass, 1984, Las colecciones base estardn bajo la
custodia de un banco de germoplasma para la posteridad y no

podrén ser extraldas excepte para realizar pruebas de viabilidad

¥y r acién te © si la semilla es urgentemente
requerida y no se pucde obtener de ninguna otra fuente
CFord-Lloyd y Jackson, 1888). Las colecciones activas © de
trabajo engloban a las colecclones tante de corto como las de
mediano plazo.

En las colecciones de corto plazo, el material es usado
frecuentemente, por lo menos una vez al aflio y muestras de esta
coleccién pueden ser incorporadas a las colecciones de plazo
mediano o largo C(Plucknett et al., 1987J.

En el almacenamiento a mediano plazo. el material es



mantenido a temperaturas cercanas a la congelacidn. en frascos
de vidrieo o plastice y paquetes de hojas de aluminio.
CPluncknett et al., 189871, Las colecclones activas Ccorto y
mediane plazod, sSe usan para la multiplicacidn, evaluacidn,
documentacidn, distribucidn y uso C(Pase, 1064, Laa muwvatras
pueden fdcilmente ser enviadas a cientfficos que trabajen en
otros centros u otorgadas a cultivadores en general CFord-Lloyd
y Jackson, 1888J.

Las colecciones duplicadas son réplicas de las colecciocnes
base que estan alojadas en una localidad geogréficamente
diferente para mayor seguridad contra la pérdida por desastres
naturales, errores humanos o trastornes polf{ticos. (Bass, 1684;
Plucknett et al.. 1887D.

En términos de conservacidn estdtica, la forma 'més
conveniente de mantener el germoplasma vegetal es almacenando
semillas ortodoxas que soportan contenidos bajos de humedad €3 a
82 y a temperaturas bajas Chasta -20°C) con una pérdida pequeffa
© ninguna en su viabilidad C(Bass, 1984).

La principal excepciédn a lo anterior son las plantas que
se propagan normalmente por via vegetativa ¥y no producen
semillas viabies, y cultivos en donde las semillas que producen
son de vida muy corta, estas uitimas son las llamadas semillas
recalcitrantes, (no sobreviven a la desecaciédn y a la exposicién
a bajas temperaturas) CBass. 1984; Plucknett et al., 1987,

1I.4, Problemas con cultivos de propagaciél vegetativa y
semillag recalcitrantes,

Como se indicd anteriormente, la conservacidn de los
recursos genéticos debe efectuarse utilizando semillas, siempre
¥ cuando dstas puedan ser almacenadas y deben ser conservadas
con el fin de incrementar la diversidad disponible cuando sean
requieridas y asfi lograr economfa en las operaciones de
manutencién. CWilkins y Dodds, 1983; IBPGR, 1988).

10



Pero existen especies a las cuales no se les puede mantener
mediante la técnica de preservaciédn tradicional para las
semillas CKartha, 1984; Chen y Kartha, 1987 debido a que:

1) Algunas plantas no producen semillas y se propagan por
via vegetativa mediante tubérculos, raices, esquejes etc,

2) En algunas especies las semillas permanecen viables por
un perfodo limitado de tiempo Csemillas recalecitrantes que al

ser secadas son dalladas de inmediato y pierden su viabilidad).

3) Algunas semillas son muy heterocigas y no es posible
mantener el genotipo.

4). Las semillas de clertas especlies se deterioran
répidamente debido a que contiene patdgenos.

S Algunos Arboles de vida larga, incluyendo angiospermas y

(<18 mas. no prod v semillas por muchos afos.

II1.4.1. Cultivos de propagacif)n vegetativa

La conservacidn de cultivos que se propagan vegetativanente
CTabla 1> presenta procblemas especiales, quizd algunos de esos
cultivos son sexualmente fértiles pereo no conviene propagarlos
comercialmente a través de semillas, porque tienen altos niveles
da heterocigecis Yy los horticultores requieren de clones
uniformes, Hay cultivos propagados vegetativamente que son
sexualmente estériles o tienen reducida su fertilidad lo cual
evita la posibilidad de almacenar sus semillas. C(Bass, 19842

Les d&rganes vegetatives que son almacenados, ya Sea
tubdrculos, rizomas. esquejes etc., tienen relativamente una
vida corta y se deterioran rdpidamente después de la cosecha,

11



Tabla 1 Algunas especles de propagacidn vegstativa
de interes econdmico.
CWilkins. y Dodds. 1983; Lépez, 19880

NOMERE CIENTXFICO NOMBRE COMUN
Discorea spp. Hame

Musa spp. Pl&tano
Solanum spp. Papa
Manthot spp. Casava, Yuca
I pomoea batatas Camote

Al lium sativum Alo

Alliun cepa Cebolla

Al Lium graveolens Aplo

Daucus carota Zanahoria
Asparagus officinalls Espérrago

i2



alin bajo las c<ondiciones ideales de almacenamiento. El cultivo
de este tipo de colecciones afio tras afio es costosa y estd
expuesta a enfermedades infecciosas, alteraciones climiticas,
Plagas, errores humanos y muchos otros riesgos. (Kartha, 1982;
Bass, 19841

IX.4.2, Especies con semillas recalcitrantes

El método mds comin de almacenamiento para las especies con
semillas recalcitrantes es ex situ y al igual que las especies
que se propagan vegetativamente, son mantenidas en campos de
cultive, lo que representa una labor intensiva y costosa, ademais
de que las colecciones estan expuestas al ataque de
microorganismos. insectos, enfermedades b alteraciones
climiticas CKartha, 1984; Plucknett et al., 1887

El pequeifo progreso que se ha hecho on el almacenamiento de
semillas recalcitrantes Ctabla 20 ha sido encaminado a procurar
mantener Jlas semillas viables el tiempa suficiente para
sobrevivir al perfodo de coleccién. Las semillas recalcitrantes
son susceptibles al daffo por desecacidn, daMo por enfriamiento,
ataques de hongoz y germlnacidn durante ol almacenamiento (Bass,
19840 El mejor mélodo registrado involucra el almacenamiento en
un  estade completamente ombebido en un medio hdmede en
condiciones aerdbicas Cen una bolas de polietileno no cerradas
herméticamente), donde las semillas han recibido un tratamiento
preliminar con agua caliente o un funglcida para inhibir el
crecimiemto microbiane., CFord-Lloyd y Jakson, 1988; Wilkins, y
Dodds, 1983D.

13



Tabla 2 Algunas especies de importancia econdmica
ue poseen semillas recalcitrantes
(Wilkins y Dodds, 1883; Withers, 1880: Kartha. 1985)

NOMBRE CIKNTIFICO NOMBRE COMUN
Elaeis guineensts Palma de aceite
Mangil fera indica Mango

Mevea brasiliensis Caucho
Castanea spp. Castaffo
Quercus spp. Roble

Junglans spp. Nogal
Cinnamomun sp. Canela

Persea americana Aguacate

Cocos nucifera Coco

Coffea spp. Café

Theobroma cacao Cacao

Zigania aguatica Arroz

Thea sinensis Té

14



IL.8. Canservacion de germoplasma in vitre

Las técnicas de cultivo in vitro se ron a bir
desde que el bot&nico alemdn Haberland en 1902, planteoc la
hipdétesis del potencial de regeneraclién de una planta a partir

de una sola célula Cconcepto de la totipotencialidad celulard, y
fue hasta los afos cincuentas cuando una planta en su totalidad
fue regenerada de un cultivo de células alsladas CWilkins y
Dodds, 18832, A partir de estos descubrimientos, se ha planteado
la posibilidad de establecer bancos de germoplasma mediante
cultivo de tejidos vegetales CRubluo, 19895).

El termino tn vuitro o cultivo de tejidos vegetales, cubre
un amplio range de técnicas que {nvolucran el crecimiento bajo
condiciones asdpticas de la totalidad de 4rganos vegetales como
meristemos. ralces, anteras, &évulos, polen y embriones., o ol
cultivo de masas de células desorganizadas Ccallo) o células
individyales y ain células desprovistas de. su pared celular
llamadas protoplastos. (Wilkins y Dodds. 1683).

Las técnicas de cultivo celular pueden ser ampliamente
categorizadas como:

a) Cultivo de drgancs

b) Cultivo de callo

<) Cultivoe de cédlulas en suspensidén

d) Aislamiento y cultivo de células individuales y
protoplastos,

@) Cultivo de anteras y polen.

Las técnicas mencionadas, se han empleade para la
conservacion de germoplasma y es evidente que la aplicacidén de
unas técnicas son mis factibles que otras para determinado fin.
CWilkins y Dodds, 1983).

Para las especies con Ssemillas recalcitrantes y de

propagacién vegetativa, se ha propuesto un nimero de técnicas (n



vitro para su conservacidn, &stas pueden efecturse de dos
formas: a corto-mediano plazo y a large pPlazo
Ccrioconservaciénd, © bancos de germoplasma activos in vitro y
bancos de germoplasm‘a base in vitro respectivamente CIBPGR,
1988) Cfigura 1.).

Las técnicas de conservacién a corto-mediane plazo, se
refieruan a periodes de almacenamiento de germoplasma de al
mencs un affo sin subcultives y pueden ser agrupadas en tres
categorias: CWilkins y Dodds, 1983; Rubluo, 1985).

12> Alteracién de las condiciones fi{sicas del cultivo, Esto
puede incluir la temperatura, o las condicicnes gaseosas dentro
del mismo,

2) Alteracidén del medio de cultivoe bisico, por ejemplo la
disponibilidad de 1los nutrientes a condiciones sub ]
supernormales. la omisidn/reduccién de algun factor el cual es
esencial para el crecimiento nermal.

3 Adicidn de retardadores de crecimiento como al Acido
abscisico C(ABAY o compuestos con efectos osmdticos como leos
alcoholes azucarados manitol y sorbitol.

Las técnicas arriba mencicnadas. pueden usarse de manera
independiente © en conjuncidn de dos o mis de ellas.

La reduccién de la temperatura para el almacenamlento de
germoplasma tn vwvitro a mostrado ser efectiva para su
conservaclén., ¥ muchas especlies se han almacenado mediante este
método CTabla 3. ’

Pero se debe considerar que las especies esten adaptadas a
diferentes condiciones ecolégicas, por lo que la temperatura
empleada tendra gue variar con cada una de ellas. CRubluo, 19885,
Wilkins y Dodds, 1983).
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Tabla 3 Especies que se han conservade in vitre a mediano
plazo mediante la reduccidn de la temperatura,

NOMRRE CIKNTIFICO NOMURE COMUN TEMPERA-
rura t'cy
Beta vulgaris Remolacha 12
Fragaria vesca Fresa . O a -B
Ipomoea batatas Camote -18 a =20
Malus domestica Manzana O a -8
Manihot esculentum Casava -15 a -20
Solanum spp. Papa O a -6
Vitis rupestris Uva -8
Varias herbéceas O a -6

El agua ha sido sefialada como uno de los factores que
inducen un perfodo de retraso en el desarrollo de las
poblacicnes celulares, ocasionado por una detencidn del
crecimlento, se ha usado manitol y sacareosa para este fin
CRubluo. 1935, Henshaw &t al. (18803, elevé el nivel de
sSacarosa de 3 a 8% para retardar el crecimiento de meristemos de
Solanum spp. Los retardadores de crecimiento empleados en
cyltive de tejidos vegetales son: 4cldo abscfisico C(ABA),
manitol, sorbitol, fosfén D, hidrazida milica. diaminazida,.
clorhidio de trimetil amonie, entre otros. (Wilkins y Dodds.
1983).

También se ha logrado suprimir el crecimtento alterando las
condiciones atmosféricas de los cultivos de callo de
Chrysanthemu morifoliun; Lycopersicon esculentum y Nicotiana
tabacuwn, bajando la presidn atmosférica a 40 mm Hg y la presidm
parcial de oxigeno a 7.6 mm Hg CWithers, 18802,
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IX.8.1. Estabilidad genél.ica en cultivos tn witro

Los métodos de cultivoe In vitro son wesenclales para

var el germoplasma de especles en donde es imprictica,
diffcil o imposible la conservacién mediante semillas. CIBPGR,
1985). Pero el preservar el germoplasma tn vitro por periodos
largos de tiempo, puede llevar a producir varjaciones
somaclonales, el mantenimiento de una linea gendgtica a través de
varias generaciocnes requiere de un proceso ordenado de
replicacién cromosémica tan preciso como ocurre en las cglulas
del Apice y de Las demas regidnes meristemiticas, por le que los
cultivos de celulas desorganizadas como el callo y cglulas en
suspensidén Que son mis propensas a la lnestabllidad gendtica. lo
que es alarmante, debido a que el fin principal de la
conservacién es lograr mantener la estabilidad gendtica de las
especies almacenadas. CPluncket et al, 1887: Ford-Lloyd y
Jackson., 1986). .

Anormalidades como euploidia y aneuploidia, es decir
niveles de ploidia, estructura cromosdmica, caracteristicas
morfoldgicas, bloquimicas y cambics en el genoma, pueden ser
encontradas en los cultivos de tejidos vegetales as{ como en las
plantas regeneradas a partir de dichos cultivos. Estas
‘ancrmal idades pueden estar relaclonadas a la heterogeneidad de
la planta parental, genotipos, niveles de ploidia y naturaleza
del explante pero aparentemente se desarrollan con mas
frecuencia durante la ilnilciacidn del cultivo, La IBPGR (1085
afirma que este tLipo de variaclones somaclonales, ocuren si no
en todos, si en la mayoria de los sistemas de propagacidn (n
vitro, CIBPGR, 19685; Withers, 1080). La inestabilidad gendtica
se puede presentar en cultivo de tejidoes veget.ales de un grado
menor a une mayor, en los cultivos de meristemas, brotes
adventicios, embricgénesis somitica, organcgénesis de callo,
células en suspensién y cultivo de protoplastos CIBPGR, 1889,

A pesar de que la inestabllidad gendgtica de callos es muy
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frecuente, existen ejemplos de que estas eostructuras mantienen
establlidad gendtica. Rubluo &t at, cie84), demostraron
establlidad gendtica en cultivo in vitro de callo de chicharo,
al no encontrar diferencias significativas en sus
caracter{sticas morfoldgicas, patrones electrofordticos de 4
isoenzimas y numero cromosdémico.

A pesar de lao anterior, los mdtodos de conservacidn a
corto-mediano plazo in vitro. no puedan garantizar la
establlidad genética por periodos larges de cultivo, ademis de
que puede existir el riesgo de contaminacidn microblana y-so
rfallas en el equipo <¢Kartha, 1882). Por lo que la conservaclién a
largo plazo Ccrioconservaciénd, es decir el almacenamiento del
material bioldgico en nitrégeno liquido (NLD a -106°C, la cual
produce la inmobilizacidn de casi todas las actividides
metabdlicas., puede seguramente suspender los cambios progresivos
en el g El al jente a temperaturas superbajas de
érganos  vegetales poseé& ol potencial de conservacién de
germoplasma. en una "suspensién animada® C(Kartha, 1884; Henshaw,
1G84D

11,6, Almacenamiento a largo plazo (Crioccenservaaion)

La crioconservacidn sSe puede definir como la conservacién
en estado congelado del material bioldgico mediante la reduccidn
y subsecuente suspensién de la actividad motabSlica al ser
expuesto a temperaturas superbajas del nitrégenc liquido
C-196°C) <Kartha, 1988). A esta t.emp‘erm,ura casi teoda la
actividad metabdlica de las cédlulas estd suspendida, por lo que
la muestra puede ser preservada en tal estado por periodos
extensos de tiempo. Pero sclamente muy poco material en su
estado natural pueds ser congelads a temperaturas supérbaj;s.
sin afectar su viabilidad celular CKartha, 1987). Por lo que se
han tenido que usar compuestos quimicos que protejan a las
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células del daffle causado por los fenémenos que ocurren en la
congelacign. El descubrimiento de compuestos crioprotectores ha
permitido tener un avance significativo en el desarrollec de las
técnicas criogédnicas para el almacenamlento a largo plazo de
germoplasma vegetal (Chen y Kartha, 1987).

Como las cdélulas vegetales son inherentemente
totipotenciales, las técnicas de cultivo de tejidos vegelales
pueden, en conjuncidén con una manipulacién de métodos
crioblioldglcos, provechosamente ser usados para el almacennj'e Y
conservacién de especies de importanclia econdmica.

Antes de explicar 1los pasos que sSe deben seguir para la
erloconservaciédn de germoplasma vegetal, se explicarin los
fendmenas fisicos y quimicos que ocurren durante el enfriamiento
C(baja de temperaturad y la congelacidn (transformacién de fase
l{iquida a fase s¢lidad de una soluclén.

Ix,6,1 Daffo por congelacién

Existfa la confusidn de los efectos directos e indirectos
del hielo; Mazur en 1085 disipd &sto, feormulando la hipétesis
del doble factor para el dafo por congelacidén. el cual propone
que el dafjo celular resulta, ya sea de la concentracién de
solutoes por el hielo extracelular que genera una salida de agua
para equilibrar la presidn de vaper, que refirld como “efecto
de solucidn'™ o por la presencia de hielo intracelular causante
probablemente del daffo mecinico. C(Meryman y Williams, 1985

También los daffos se puede dividir en efectos fi{sico ¥y
fislicoquimicos:

a) Mecanismos f{sicos ¢ mecinicos: son los daKos producides
por la formacidén de cristales intracelulares cuancdo la tasa de
enfriamiento es riapida. (Valenzuela, 18882

b> Mecanismos fisicoquimicos © de concentracidgn: son los
daffos producidos por 1la deshidratacidén generada durante el
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enfriamiento lento. Esta deshidratacidn causa reduccién del
volumen celular, aumento intracelular de la concentracidén de
sales téxicas y pérdida del agua que rodea a los componentes
colulares, es decir, agua estructural C(Valenzuela, 1888).

El agua tiene un puntc de fusidn de ©°C, al ser cengelada
tlene puntos de nucleacidn, estos son regiones de superficlie no
acuosa: paredes de los contenedores, particulas de polve o
macromoléculas las que actuan come base para el crecimiento de
cristales a lo que se le ha denominado nucleacidn heterogédhea
CN. het.) CMeryman y Williame, 1985; Valenzuela, 1988).

En ausencia de nicleos, podemos obtener agua en su estado
liquido por ' debajo dae su punto de fusién, lograndeo una
"sobrefusidn” en donde el agua puede ser superenfriada a -40°C,
en este estado las moléculas dal agua actuan como nucleadéres
para dar la congelacidén, fendmenc llamado, nucleacidn homogénea
CMeryman y Willlams, 168%; Franks, 1685

La presenclia de solutos disueltos en el agua. bajan el
punto de congelacidn en proporcidn aproximada a la concentracidén
molal de la solucliédn acucosa debido a que el agua es congelada
primeramente, la solucidn empleza a ser mis concentrada y el
punt.o de congelacidn es reducide CMeryman y Williams, 1989852,

Cuando se enfrja el agua, hasta el punte de nucleaciédn
CGréfica 1) y se comienza a transformar en hielo se libera
energfa, la cual es llamada calor latente de fusidén. Esta
energia se propaga répldamente y la temperatura se oleva hasta
alcanzar el punto de fusién normal, deonde esta temperatura es
mantenida por algun tiempo., durante el cual la acumulacidn de
hielo se presenta ¥y la solucién residual se concentra, este
retardo en el congelamlento se presenta cuando se agota el agua
Yy existe competencia por el espacio, al pasar esta etapa se
presenta el congelamiento C(Meryman y Wiliiams, 1685, Franks,
1083,

Cuando el congelamiento es lento, como generalmente =zo
presenta en la naturaleza, la formacidén de hielo se da en los
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A
Grafica 1 Curva de enfriamiento tipica de una soluciédn, en

donde A es la temperatura de nucleacidn., AB es la liberaciédn de
calor latente, de BC se acumula el hielo y de CD se logra la
congelacidn total. CTomado de Franks, 1985

espaclos extracelulares, En o]l caso de las c¢élulas vegetales, )
hiele invade la pared celular perc nc el plasmalema. (Meryman y
Williams, 1689). Al crecer los hielos la solucidén se concentira
por 1o que la presidn osmética aumenta, lo que causa que ol agua
deje la célula, reduciendo el voltimen de é&sta ¥y concentrande
. sus ,contenidos celuylares, ocastonandole una deshidratacidn
osmética y la precipitacidn de los elementos celulares., CMeryman
 y Williams., 1085, )

El hielo es un cristal de agua pura y como Se forma
extracelularmente, excluye a los solutos tales como sales,



aziicares y protefnas, por lo gue los fluidos llegan a ser cada
vez mds concentrados, lo gue ocasiona un "estrés osmético™, es
decir, el agua fluye fuera de la cdlula y los solutos entran., EL
procesc s6 detiene cuando la concentracidn de solutos llegan a
ser lo suficlientemente alta para prevenir la pérdida de agua on
hielo CStorey y Storey, 1880).

Se ha observado que cuando las cdélulas llegan a cilerta
temperatura se da una pérdida de agua, debide a la presidn
osmética y &stas mueren. Se ha postulado que para cada célula
hay un velumen mis alli del cual la célula no puede ser reducida
sin causar dalo, concepto que se le denomind “hipdtesis del
voalumen minimo"”. Se ha encontrado que al reducir el veolumen por
la presién osmdtica que ejercen los efectos del congelamiento,
existe pérdida de material de la membrana CMeryman y Williams,
1989,

Cuando existe congelacidn ripida se presenta formacidn de
hielo intracelular, o cuando existe la ruptura de la membrana,
ocasiona nucleacidén intracelular, causada  por el hielo
extracelular, lo que es de consecuenclia letal, debldo al daffo

mecinico producido a las organelos celulares.

IX.6,2. Velocidad de enfriamienlo

Cuando la velocidad de enfriamiento es lenta, hay un tiempo
adecuado para que el agua se difunda fuera de la célula, se
eristalice a hielo ¥y asf el =istema entero pueda aprovechar el
equilibrioc de presién de vapoer y la congelacidén intracelular no
pueda ocurrir, a partir del punto de congelacidn de la solucidn
intracelular la temperatura a la cual se encuentre serd idéntica
a la de la muestra Yy presuniblemente, no habrd nucleacidn
intracelular heterogénea, bajo estas condiciones el daffo celular
serd por el resultado de 1la deshidratacidn y reduccidén del
volumen CMeryman y Williams, 198S).
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El enfriamiento rdpido no da el tiempo suficlente para que
el agua intracelular pueda difundir fuera de la célula para
contribuir a la formacidn de hielo extracelular, come resultado,
el interior de la célula es progresivamente superenfriado
conforme la temperatura de la muestra baja. Al ' pasar por debajo
de -40 *C se da la nucleacidén homogénea y una gran cantidad de
mierocristales del interior celular son formados. Hay evidencia
de dque si 1la wvelecidad de enfriamiento es muy rAplida la
formacidn de nicleos intracelulares no crece, y si la velocidad
de descongelamlento es lo suficlentemente rédpida para prevenir
el crecimlente de los cristales, la células podrfian scbrevivir
al congelamiento intracelular, ya que si existe crecimiento de
hiele intracelular, éste resulta generalmente letal.

La velocidad éptima de enfriamiento para minimizar el dafio
por deshidratacién y el congelamiento intracelular, dependeran
de la velocidad a la cual el agua deja la eélula. Esto depende
de la viscesidad de la solucidn intracelular, la proporcidn
superficie-volumen de la célula y la cercAnia de los cristales
de hielc y la viscosidad de la solucldn sin congelar.

I1,6.3, Mecanismos de orioproteccibn hatural

Bajo condiciones naturales de congelaciédn, después de unocs
grados de superenfriamiento, los organismos empl ezan a
congelarse y ol hielo se¢ forma en todas las cavidades y fluidos
extracelulares, estos fluldos extracelulares se concentran, por
la pérdida csmética del agua celular y plasmolisis de la célula.
En general la deshidratacién de las cédlulas vegetales es
tolerada hasta que el 55 ~ 78 % del agua se ha perdidoe. En este
punto ocurre un daffo irreversible de la membrana per la ruptura
de gsta o por la‘ pérdida de algin constituyente, ocasionande la
entrada del hielo extracelular al interior de la célula CMeryman
y Williams, 19852,



Existen especies de insectos terrestroes coms la oruga
productora de lana <(Gynaephora groenlandicad que coporta
temperaturas hasta de -S50 °*C. Al igual que algunos percebes,
mejillones y caracoles marinos que llegan a estar a temperaturas
bajo cero CStorey and Storey, 1880>.

Se ha encontrado que cuatro especles de ranas comines: La
rana del bosque <C{Rana sylvaticad., la rana saltadora CHyla
eructferd, la rana gris CHyla verstcoleor) y la rana rayada
(Pseudacris triseriatad pueden sobrevivir por Semanas cuando el
85% de su agua corporal es hielo. La salamandra siberiana
CHynobius keyserlingt) puede sobrevivir a -35 *C, la tortuga
pintada CChrysemys pica) eclosidna al rLinal del verano. pero
emerge hasta la primavera., conservandose a -5°C. CStorey and
Storey, 18990). "

Algunas ranas uUsan la sacarosa como crioprotecter. Ademds
los animales tolerantes al frfo, bajan su tasa metabdlica de i a
10% de su metabeolismo normal. C(Storey and Storeoy, 1890).

Mientras estan congelados todos estos animales, no muestran
movimientos respiratories, latidos del corazdn © circulacidn
sangujnea, sSolo muestran actividad neuroldgica apenas
apreciable. Estos animales tolerantes al frfo, han desarrollado
dos estrateglas para crioconservar sus drgancs y evitar el dafio

por congel amiento:

1) Algunos animales como los peces marinos polares y muchos
artrépodas terrestres desarrollan pratefnas anticongelantes que
evitan la formacidn de hielo hasta temperaturas de -15*C, lo
cual les permite mantenerse activos en el invierno. CStorey and
Storey. 16005,

2) Otros animales que requieren una mayor proteceidn, han
desarrollado anticongelantes en lugar de protefnas para bajar el
punto de fusidn., Existen insectos que producen moléculas de bajo
peseo come alccholes polihidroxilados CAzdcares).
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La oruga CEpidblema scudderiana), presenta 40X de glicerol
en su cuerpo, lo que le permite soportar temperaturas hasta de
~38°C. CStorey and Storey, 1990).

La elaboracidn de glicerol para evitar la deshidratacidn no
es poco comin. Ciertos insectos de Alaska pueden llegar a tener
en el cuerpo concentracicnes del orden de 4.5 M (25X en
respuesta a temperaturas subcongelantes. Dunaliella sp., uUna
alga marina presenta concentraciones de 4 M para afrontar el
medic marino. Los carbohidratos sorbitol y trehalosa han
mostrade ser un sustitute del glicercl como un crioprotector
natural en insectos (Meryman y Williams, 1985).

Para sobrevivir a la congelacidn, los animales deben
controlar la’ formacién de hielo, el crecimiento debe ser
iniciade en los fluidos extracelulares y deben mantener” la
velocidad de enfriamiento lenta y el tamafo de los cristales muy
pequefios.

La mayorfa de los animales tolerantes al frfo, sintetizan
substanclas crioprotectoras durante el otoffo, asi que poseen
altas concentraciocnes de solutos no téxicos, para que cuando
ocurra el congelamiento, la reduccidn del volumen celular pueda
ser minimizado.

Algunas orugas almacenan glicegeno en su cuerpo en otofio
que lo transforman en glicerol y sorbitol. Los crioprotectores
persisten a través del invierno y son nuevamente convertides en
azicares en la primavera (Storey and Storey, 18902.

I1,.6.4. Crioproteccion artificial,

En los métodos cricgénicoes, la actividad metabdlica celular
se detiene, debido a la falta de la disponlbilidad de agua
liquida, con lo que los cambios gendticos son minimizados.
Desafortunadamente, poco material vegetal como las especies de
madera dura de invierno y los bulbos vegetativos de varios
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Arboles frutales. pueden Ser congelados a la temperatura de
-196*C, sin tener un efecto adverso en su viabilidad, CChen y
Kartha, 1887) por lo que se ha tenido que intensificar la
bisqueda de compuestos quimicos con propledades crioprotectoras.
Por lo gque ha sido necesario encontrar compuestas quimicos que
sean capasez de evitar o minimizar el dafio celular durante los
eventos de congelacidn.

Las sclucicnes crioprotectoras se han estudiado desde
principios del siglo, Maximow en 1912, detectd la proteccidén de
la glucosa, alcoholes y sales de fclidos inorgdnices y orgdnicos
al enfriamiento; Woodcock et al. en 1841 reporté efectiva
criocprotecidn a -190°C en eritrocitos de oveja tratades con
glucesa al 8 y 8 %, Polge et al. en 1846 usé glicerol para
crioconservar células esperméticas humanas, 10 afos despuds se
introdujo el dimetil sulfdxidoe (DMSOY, uno de los mas efectivos
erioprotectores conocldos para tejidos tante vegetales como
animales (eitado per Finkle, Zavala y Ulrich, .168%)

La c¢rioconservacidn de ceélulas animales y humanas, a
tenido grandes é€éxitos y se han crioconservado, eritrocitos,
plaquetas, leucoclios, células de la médula ssea, proteozQarios,
insectos, helmintos parisitos de animales y del hombre (Kartha,
1982>. El almacenamiento de espermatozoldes en nitrdgeno lfiquido
¥ su subsecuente uso para la inseminacidn artificial es en la
actualidad un procedimiente rutinario CBajaj, 1078).

A comparacién de los avances que se ha tenido en la
crioconservacidn de células animales, la crioconservacidén de
veget.alo's estd todavia en la infancla, el primer reporte de
cricconservacidén exitosa para material vegetal fué realizada por
Seirdert C1976> Ccitado por Kartha, 1984) con 4plces de clavel
CDianthus caryophyllusd.

Existen dos tipos de dallo celular, deshidratacién y
congelamliente intracelular, ambos son realmante dependientes de
un solo pardmentro, deshidratacidn. Para evitar el dalo se puede
considerar que cualquier soluto puede funcionar como



crioprotector coligativo Cpuede bajar el punto de fusidén de una
solucidnl), con tal que cumpla con dos requerimientos:

12 Debe llegar al interior de la célula, de lo contrario causard
deshidratacisn osmdtica y producira un dafio muy severo, efecto
contrario para lo cual estd diseffado (Meryman y Williams, 198%D.

2) No debe ser téxico en concentraclones suficientemente altas
para producir una cantidad til de depresidén del punte de
congolamivent.o. Solutes penetrantes como el etancl, metanol, una
variedad de gliceroles y dimetil sulféxido (DMSO) son igualmente
efectivos en una base molal C(Meryman y Willliams, 1898%5).

Debido a que el DMSO tiene una propledad mds eofectiva de
penetracién a la célula que la del glicerol, permitid introducir

el concepto de criocprotectores penetrantes y no penetrantes.

11.6,8. Crioprotectores penetrantes y no penetrantes

La aplicacién de sustancias crioprotectoras, son esenciales
para la crioconservacién de material vegetal en nitrégeno
liquido, los crioprotectores tienen la funcidn de evitar los
dafios celulares tanto fisicoesquimicos come mecdnicos causados
por el congelamiento-descongelamiento y scbre todo mantener la
viabilidad celular CChen y Kartha, 1887).

£l agente crioprotector ideal debe cumplir los sigulentes
puntos CBajaj 1978)

1) Bajo peso molecular

2) Ser fécilmente miscible con el disolvente

3) No ser Léxico adn a altas concentraciones

4) Ser fAclilmente lavable de las células

5 Permear répidamente al interlor de la célula



Las substanclas crioprotectoras usadas para el
congelamiento del material vegetal se pueden dividir en dos
categorias dependiende de su velocidad de penetracidn, con
respecto a la membrana del plasmalema: (Chen y Kartha, 1987;
Meryman, 19712

ad Agentes penmetrantes. los cuales a concentracidnes
molares protegen a las células vivas contra el dafio durante la
congelacidn lenta.

b3 Agentes no penetrantes, que protegen en concentracidnes
molares bastante bajas y generalmente requieren tasas mas
rapidas de congelacidn y descongelacidn para ofrecer un efecto
protactor.

Los agentes penetrantes deben introducirse ridpidamente a la
célula o de otra manera ellos mismos deshidratarin osméticamente
a la edlula y estimulari el dafe por congelacidnh, ademés ho
deben ser téxicos en altas concentraciénes molares lo cual es
necesario para prevenir la excesiva formaciédn de hielo CMeryman,
16871; Valenzuela, 19888). Los agentes penetrantes, son de bajo
peso molecular y ofrecen una proteccidén coligativa, este agente
permite que exista agua no congelada gque actlia como agua
estructuyral y como disolvente de las sustancias tdxicas que Se
encuentran intracelular y extracelularmente, reduciendo la
presién  osmética causada por la congelacidn extracelular
CValenzuela, 1088, Entre los agentes penetrantes se han
utilizado el etanel., metanocl, glicerol, diversos glicoles y DMSO
CTabla 4 CKartha, 16843, ‘

Los agentes no penetrantes, son compuestos de alto peso
molecular que no entran a la céiula, por lo que la accidén
protectora se da extracelularmente, pueden proteger en
concentraciones molares bajas y generalmente requieren de tasas
més rdépidas de enfriamiento y calentamiento para conferir
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proteceldn (Valenzuela, 1988)., Los mecanismos de proteccidn que
confieren estes agentes, no estdn bien establecidos, pero se
cree que la protecclén que dan es por permitir un flujo interno
¥y externo de solutos durante la congelacién y descongelacidn, de
esta manera permite a las cglulas evitar los efoctes
irreversibles de gradientes exceslvamente osmdticos CMeryman,
19715,

Entre los crioprotectores que actuan extracelularmente se
encuentran la sacarosa, glucoesa, lactosa, manitel, sorbitosl,
prolina y algunos pol {meros como el PVP Cpolivinilpirrolidonad,
PEG Cpolietilen glicold, dextrin y HES Chidroxdetil
almidsn) CTabla 4) (Chen y Kartha. 18872,

)



Tabla 4 Crioprotectores penetrantes y no penetrantas usados

métodos criogénicos

an

COMPUESTOS CONCENTRACION METODO NOTAS
0 GRUPOS (molard

Dimeji- 0,5 -~ 2 R;pidn o Puede wer aplicada

sulflfoxtido lantLa al procedimiento!

tOMSO) toxicidad a altos
niveles; efactiva
eola o en mezcla,
sopecialments con
glicarol.

Glicerol 0.3 - 2 l;pidn ° Predispone a las

tenia celulas al dafs
por desplaamolicis
anticongelante na-
tural,

Azicares, waca- sz Rapida o Raramente ofectiva

rowa, glucosa, Lanta unola; efectiva en

sorbitol, ma- precrecimiento.
nital.,

Amino ::cida-: .3 - 2 Lenta Efectiva con n;lu—

prolina, tas y organelos,

hidroxtiprolina, muy bajo Loxicidad
aspartalo, y algo efectliva en
glicina, betaina. mezclaw.

Matanotl 3 2.8 Lenia Efsctiva gon ani-
males y celulaec de
algas; virtualmen-
L9 inexplorada on
celulas vegetaloaa.

roL{maruu de ——— + Lenta Ex.ete controver-

alto peso mo- @ia sobre eficien~
tecular: pv?, cig y modo de ac-
almidon hidro- cion.

xiatil.

Mezala 2 a3 1.0 - 2 Lenta Ampliamente ofec-

componentse de

toa compuesntos

de bajo pesc
mo;oculur; tam-
bien se_ incluyen
al etilen glicol

Yy polietilen glicol

tivo:; gron canti-

dad de mezclaw po-
wibl usualmente
contionas un erio--
protector conven-

cional (DMTXO o - -
glicerol) puedo -

tener gran smtabi-
lidad fisica a ut-
tempera- |

]

traba jaae
turae que un solao
crioprotesctor.




1I1.6.6. Mezclas de crioprotectores

En la mayor{a de los casos de adicidén de criocprotectores en
los procedimientos de congelacidn, se utlliza un sélo compuesto
crioprotecter. ElL DMSO es el compuesto que domina on la
literatura vegetal, con el glicercl o sacarosa apareciendo
tambrién en otros tantos experimentos. Presumiblemente algdn
efecto sinergélico os obtenido mediante la combinacidn de
diferentes tipos de cricprotectores. (Finkle &t al, 168%)

Se han realizado intentos para mejorar los efectos de los
compuest.os crioprotectores mediante el uso de mezclas, debido a
que la aplicacién de un solo compuesto, no proporéiona una alta
sobrevivencia de las muestras congeladas.

Burton y colaboradores al estudiar modelos ffsicoquimicos,
indicaron la ventaja de usar meazclas de crioprotectores como la
de glicerina-DNMSO Ccitade por Finkle et al, 19895, La mezcla de
crioprotectores ha sido benéfica para aumentar la sobrevivencia
de explantes expuestos al congelamiento CChen y Kartha, 1987),
por ejemplo Chen en 1878, encontréd para la caffa de azdcar, que
el DMSO al 10% proporcliona mayoer proteccidn que al 5%, pero la
combinaclién con glicerol dié la mayor proteccidn. CChen et al.,
19793, Una mezcla similar CDMSO 5% y glicerol al 15 o 20X para
cultivo de cglulas en suspensidén de arroz fue usada para su
crioconservacidén CSala et at., L9789, Otra mezcla que favorecid
la criccenservacidn de caffa de azudcar fue la usada por Ulrich et
al. la mezela invelucrd a: PEG, glucosa y DHSO, (10-8-10 wvo/v
respaectivamente). Withers y colaboradores han aplicado mezclas
crioprotectoras de DMSO 0.5M + glicerol O0.5M + sacarosa 1M o
DMSO O.5M + glicerol O.5M + prolina 1M, para una variedad de
cultivos celulares Ccitado por Chenn y Kartha, 1987,

La ventajas de usatr mezclas crigprotectoras de acuerdo a
Finkle et al., €198%) son:

1) Pueden tener mayores efectos en mantener la viabilidad

postcongelamiente que los compuestos sencillos C(comparada con
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base a molaridad combinada total presente en la soclucidn
crioprotectoral.

22 La proporcidn de los componentes son importantes para
que puesdan ser mezclados.

3D Un aumento del efecto crioprotector es capaz de llevarse
a cabo mediante la disminucidn de la concentracién de los

P tos que v efectos porjudiciales 6 téxices hacia la

célula, =ademis que el efecto crioprotector de los compuestos
conmbi nados puede ser aditivo,

I1.6.7. Efectos toxicos de los arioprotectlores

Un grado de toxicidad de 1la adicidn de compuestos
crioprotectores a tejido vegetal ha sido reportado. Tales
efectos han sido observados simplemente por la adicidn y
remxcidén de compuestos, por ejemplo el DMSO a concent.raclones
mayores del 10%, ya sea sin congelar, gelado o és de un

P

per fodo de crecimiento en un medio contenlendo el compuesto,
llega a ser tédxico, en el caso del DMSO al 10-20% o a niveles
mis altos es téxico. La toxicldad se debe a varios factores:
efectos osméticos, efectos del disolvente y sefecto como
compuesto especifico (Finkle et al., 1885, pero la naturaleza
de toxicidad de los agén'.es <rioprotectores no ha sido blen
establecida, pero o5 claro que un gradiente excesivamente
osmético produce la remocidn de agontes que pueden sor dafiines
para la cdlula C(Meryman, 18715,

’ La mayorfa de los crioprotectores exhiben varios grados de
eltotoxieldad, abarcando daesde la muer te completa a
medificaciones en la respuesta morfogendtica de las células en
cultiva, En todos los casos, altas concentraciones de estos
compuestos ejercen citotoxicidad, €sta puede ocurrir cuando los
meristemes Son expuestos a bajas concentraciones por largos
periodos (Finkle et al., 19685). También la toxiclidad involucra
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efectos irreversibles de la scolubilidad de lipidos de la
membrana o la desnaturalizacign de las protefnas. '

II1.7. Caracteristicas del Glicerol y Dimetil sulfaoxidoe
CDM30D,

II, 7.1, Glicerol

El glieerol C(CaHsCOHI2) tlene un puntos de ebullicidn de
260°C y es considerado un compuesto fuertemente electronegative
por presentar grupos funciocnales CH.

Dentro de las soluciones que se han estudiado por sus
efectos crioprotectores; o) glicerol ccupa una posicidn
privilegiada debido a su poca toxicidad en altas
concentraclenes, ademds de que es el mas parecido al agua en la
hablilidad de mantener las fuerzas hidrofdébicas que son
escenclales para la conformacidn terciaria y cuaternaria de las
macromoléculas y la estabilidad de la bicapa de la membrana
CMeryman y Williams, 1985).

Desde el punto da vista de crioprotecclidn artificial, el
principal y quizgd el Jdnicp defecto del glicerol es su
relativamente baja velocidad de difusién a través de la menbrana
celular lo que puede ocasionar dalio celular si se coloca a la
célula en un medio concentrade de glicerol, por la presidn
samética que ejerce, es decir. si una célula es transforida
" abruptamente de un medic libre de glicerol a uno que contenga
una concentracidn alta de éste, el agua =caldri ripidamente de la
c&lula en respuesta al gradiente osmético antes que el glicerol
pueda entrar, ocurriende un dafioc hipereosmgtice. Durante la
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eliminacién del glicerol el agua penetra antes de que el
cricprotector salga, incrementdndose el volumen celular y ocurre
un dafio por lisis hipoténica. Esto glitimo no se aplica a células
con pared celular ya que ésta lo protege contra la lisis
(Valenzuela, 19882,

McGann €1978) indicd Que la permeabilidad del glicerol en
‘ las cdlulas animales a O°C es muy lenta y alta a 20°C. por lo
que se le puede utilizar comc agente penetrante y no penetrante
respectlivamente.

IX.7.2, Dimetilsulfoxido CDMS0)

El DMSO es un compuesto orgdnico altamente polar, miscible
en agua y en algunos disolventes orgdnicos come el alcohol, éter
Yy solventes clorados aromdticoes. Se obtlene por oxidacidn en el
aire dol dimetil sulfuroc en presencia de dxidos nitrogenadces, Su
molécula eosta compuesta por un dtomo de azufre central, unido
por medico de una doble ligadura a un dtomo de oxfgeno que
prasenta una marcada slectronegatividad, le cual le confiere la
propledad de ser aceptor de hidrdgencos., las valencias restantes
son ocupadas por dos grupos metilo; tiene un punto de fusién de
-18.5*C y un punto de ebullicidén de 189°C CLépez. 1988).

Una cualidad de este agente es su penetracidn universal, el
DMSO actya en forma similar al glicerol gracias a sus
propiedades coligativas, minimizando los dafios que se producen
al ser congelados. Generalmente es utilizado al S o 10% debido a
que a concentracidnes mAs altas puede llegar a ser tdxico.



1I1.8, Criopreservacion de meristemos y ipices

Los meristemos y 4plces tlenen muchas ventajas scobre los
cultives en suspensién © callos, debido a que son estructuras de
gran estabilidad gendtica lo cual se debe presumiblemente a su
continuo crecimlente organizado despuds del almacenamliento
CIBPGR, 1968S). Los meristemos son tejidos en el que las células
son anatdmicamente indistinguibles, de pared delgada, altamente
citoplasmiticas presentan pequefias vacuolas. estdn agrupadas
arbitrariamente, en capas come la tinica, cuerpo, células madres
centrales y meristemos laterales. El meristemo dpical es el que
se forma primero durante el desarrcllce embricnario y permanece
excepto por los periodos de dormancia, en un estado activo de
divisidn a travds de la fase vegetativa de la planta CKartha,
1988; IBPGR, 108S). .

Los cultivos in vitro de meristemos y 4plces presentan un
crecimiento rdpide y tienon una gran aplicacidén en la
agricultura. Las células constituyentns del meristemc son
genéticamente estables, la regeneracidn de plantas resulta en
individucos iddnticos a la planta donadora. La westabilidad
genética es deseable y muy necesaria, particularmente en
material experimental CKartha, 1981).

Una de las aplicaciones mds Aimportantos del cultive de
meristemos es la produccidn de plantas libres de patdgenos
especialmente de virus, esta técnica en cenjuncién con la
criogenia, garantiza el almacenamiento de germoplasma a large
plazo libre de enfermedades (Kartha, 1984).
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ix.8,1, Teanica para la crioconservacion de meristemos

La técenica para una crioconservacidn exitosa de meristemos
vagetales involucra los pasos siguientes:

15 Alslamiento aséptico de dpices o meristemos.

2) Condicionamiento al frfo de meristemos ttn wvitro.

N Precultivo de meristemes en un medio de cultivo

apropiado suplementado con crioprotectores por un

per fodo de tiempo que se determina experimentalmente.

43> Adicidn de crioprotectores al explante antes del
congelamti ento.

5S> Control de enfriamiento y congel acidn del explante.

8) Almacenamiento en nitrégenc liquido.

72 Descongelacidn rédpida de los meristemos congelados.:

8) Remoclidén del crioprotector.

[=>] Recul tivo in vitro de los meristemos recuperados e
inducelidn de la regeneracidn de la planta, N

11,.8.2. Métodos de congelaaidn de meristemos

La conservacidn de germopliasma a través de la
cricconservacidén ha tenide wun mayor desarrollo durante las
dltimas: dos decadas, los métodos que se han empleado son
diversos, éstos principalmente se basan en las caracterfsticas
del material que Se quiere crioconservar. Los métodos empleados
para criocconservar meristemos o #dpices, se agrupan (Kartha,
18890 principalmente en:

1) Congelamiento ;ég; do: En este método. generalmente se
practica la inmersidn directa en nitrdgence liquide de los
meristemos pretratados con [-)8 crioprotector, Al bajar
répidamente la temperatura la células no tienen el tiempo
suficiente para equilibrarse con el hielo exterior mediante el
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flujo de agua hacia afuera causando congelamiento intracelular,
el cual es letal para la mayorfa de los especimenes bioldgicos
CKartha, 1985). Sin embargo este método se ha usado con éxito
para criocconservar, clavel, papa, ¥y Brassica napus entre otras
especies.

2) Congelamiento lento: Este método se basa en la
disminucidén gradual de la temperatura, empleando tasas de
enfriamiento de alrededor de 0.2 a 1°*C- min, hasta llegar a una
temperatura entre -30°C a —40°C, entonces la estructura vegetal
se introduce en el nitrdgenc liquido. Esto permite que el agua
intraceiular pueda salir y que se forme hielo fuera de la célula
evitando el dafko por congelacidén intracelular, que como se “ha
mencionado es letal. La velocidad de enfriamiento varia segin la
especie, por ejemplo la crioconservacidén de meristemos de
chichareo se realizdé con una tasa de enfriamiento de 0.6°C/min, y
mientras que los meristemos de fresa requirieron de 0.84°C/min,
Aumentar o disminuir la tasa Sptima resulta en una reduccidn de
la viabilidad CKartha, 1985>.

3) Congelamiente por pasos: Este método consiste en

congelar la muestra en etapas y temperaturas predeterminadas.
Cuando la muestra alcanza entre ~35°C y -40°C, el agua
congelable de la c¢élula ha salido para convertirse en hielo
externo, entonces la muestra bloldgica se pasa directamente al
nitrdgence liquido sin que se provoeque mavyor dalio en sus
estructuras; este método es utilizade generalmente en cultivos
en suspensidén. CLdpez, 10881

4 @' todo de la gotfta congelada: La base del congelamiento
por gotec es idéntica a la del congelamiente lento. Esta técnica
fue desarrollada para crioconservar meristemos de casava y puede
ser (til en especies tropicales muy sensibles al fri{e CKartha,
168S) .
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En este métode, la solucidén crioprotectora es puesta en
pequelias gotas de 2-3 1l en una hoja de papel aluminio contenida
en una cafa de Petri. Cada meristemo (tratade con la misma
solucidén crioprotectorad, es transferido a las gotas Yy
congeladas a una velocidad de enfriamiento lenta <€0.5S*C/mind
hasta alcanzar varias puntos Ctemperaturas bajo cero -20, -29,
-30, y ~40°C) y finalmente son almacenadas en nitrdgeno lfiquido.
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II.9, DESCRIPCION DEL AJO
II.9.1. Clasificacién taxonémica del ajo

La clasificacidn taxondmica del ajo segin Cronquist C€1881).

REINO Vegetal
DILVISION Magnoliophyta
CLASE Lilicopsidae
SUBCLASE Lil}idae

ORDEN Liliales
FAMILIA Liliaceas
GENERO Allium

ESPECIE Allium sativum

x. 9.2, Origen

El ajo junto con la cebolla son de las plantas cultivadas
mds antiguas, el corigen del ajo parece localizarse en Asia
central, se considera que Allium longicuspis Regel., endémico de
Asia central, es el ancestro silvestre del ajo. De ahf ce
difundico a través de Asia mener y Egipto a toda Europa y fue
llevado ,al hemisferic ceste por los espaffoles, portugeses Yy
franceses. (Block. 18835; Ldépez, 1988).
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I1I1.9.93. ¥so y propiedades del ajo

El ajo por miles de afjes, ha formado parte de la medicina
tradicional. Desde los Hebreos, Egipclos, Griegos y Romanos, se
menciona al ajo como remedio para una variedad de enfermedades,
incluyendo dolores de corazdén, de cabeza, mareos, antihelmintico
y tumcres C(Block, 1G88). Sus propiedades medicinales fueron
reconocidas desde hace mucho tiempo, pero no estin establecidas
oficialmente en las farmacopeas del ocaste moderno. Fué
consideradeo come un pederoso antidote contra venenos de todo
tipo CValenzuela, 1988). Algunas de las enfermedades que se creoe
que combate son:. bronquitis, (nflamaciones del intestino.
presidn alta, diabetes. Clertes extractos del ajo son
antibacterianos y antifungicidas, otres son antitrombéticos,
evita la fermacidn de codgulos sanguineos (Block, 1083;
Valenzuela, 1088).

El Jugo del ajo inhibe el crecimiento de bacterias del
género Staphylococcus, Streptococcus, Vidrteo <Cincluyendo V.
choleras) y Bacillus, también exhibe un gran espectro contra la
actividad zoopatogénica CBlock, 10852. En la India se ha usado
como una locidn antiséptica.

El ajo o5 usado como condimente y se constime macerado, en
Jugo, como infusidén de los dientes o trozos crudos, masticado.
Su sabor crudo se debe a un compuesto antibidético poderoso, la
alicina que es fungicida y bactericida. El ajo deshidratado en
pelve o granulado, remplaza los bulbos frescos para el uso
doméstico o industrial en alguneos pafses (Ldpez, 1089;
Valenzuela, 1688).
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Cada 100 g de porcidn comestible del ajo contliene:

Agua 61.0 g Niacina 0.7 mg
Préteinas 4.0 g Vitamina C S-10 mg
Lipidos ’ 0.8 g Calcio 10-24 mg
Glicidos 20.0 g Fésforo 40-128 mg
Tiamina 0.20 mg Hierro 1.7-2.3 mg
Riboflavina Al g Potasio 540 mg
Carbono 18 mg Magnesio 32 mg
Sadio 10 mg

CTomado de Lépez, 1988)

11,0,4, Plagas y Enferwedades del ajo

El.~ajo puede ser atacado por plagas en el campo como en los
bulbos almacenados. Entre los organismos que atacan al ajo se
encuentran:

El nemdtodo Ditylenchus dipsact que ataca el tallo y
bul bo,
El dcaro Acerta tulipae que actua sobre las hojas y tallos.
Entre log hongos que lo atacan:
Pyrenochaeta terrestiris en rafz C(rafz rosadad
Botryti=a alli que produce la pudricidn blanca
Pentcillum corymbiferum causande pudricidn
El moho Trips tabaci ataca hojas y tallos

Sclerotium que causa pudricidn,

CNovék, Havel y Dolezel 1888; Valenzuela, 1988)
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11X, JUSTIFICACION

Como se ha menclonado, existen especies que presentan
semillas recalcitrantes o se reproducen vegetatlvamente, como es
@l caso del ajo (A sativumd que es una especie apom{ctica (todas
las formas son estériles). Por esta razdn el germoplasma de esta
especlie Se conserva en campos de cultivo CPlunckett et al.,
19870, lo que provoca problemas muy serios, ya que esti expuesta
a factores climiticos adversos, plagas, enfermedades y errores
humanos e la manipulacidn, lo que podria llevar a perder parte
del germoplasma valioso de esta ospecle.' La IBPGR (<1083)
mencions al género Allium como de alta prioridad para la
conservacién de germoplasma, la cual se puede realizar mediante
@l cultivo in vitro a corto mediano plaze utilizando inductores
del estrés osmético o bajas temperaturas C(Miranda, 1992>, pero
mediante el uso de esta técnica, la estabilidad gendtica a largo
palzo no se puade garantlzar, solamente ol empleo de téenicas
eriogénicas puede garantizar 1a estabilidad gendtica de la
especie CKartha, 1687).

Los sistemas comerciales para la crioconservacidn son muy
costosos y ante la necesidad de tratar de preservar cdélulas
vegetales, resultarfa muy ytil poder contar con un equipo més
econdmico en el gque se puedan varlar y controlar tasas de
enfriamiento, as{ como estudiar el comportamtente de las
soluclone_s erioprotecteras durante el proceso de enfriamiento,
como requisite previo para inteatar el almacenamiento de
germoplasma a largo plazo. .

Los sistemas de enfriamiento de bajo costo estdn disefados
para obtener tasas de enfriamiento que se puedan contrelar,
mediante la cantidad de nitrdgeno lfiquido y los vapores
generados por éste, asf como la altura de la solucién
crioprotectora con o sin explante en la ampol leta de
almacenamientos colocada en el interior del termo criogénico,
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éstos son los factores que determinaran en gran medida la tasa
de enfriamiento.

Seo han realizado intentes por preservar el germoplasma de
ajo mediante el empleo de un sistema de crioconservacién de bajo
costo, con los que s obtuve  resultados prometedores al
emplearlo CLépez, 1W88; Valenzuela, 1999). )

El diseffo anteriormente wusado por Lépez et al., 1888
consistia de un termo criogénico ‘con 40 litros de capacidad, que
contenia una cuarta parte de nitrégenc lfquide de la capacidad
total, las temperaturas generadas por les vapores de &ste, eran
detectadas por un’ termopar de cobre-constantan. Un extreme de
éste registra las temperaturas en el interior del termo y el
otro extremo se coloca en contacto con una referencia a 0°C
Cvaso de precipitades con hielos y agua destiladad, Ambos
extremos del termopar estaban conectades a un multimetre
digital, que registra las lecturas en milivolts, para ser
convertidas en grados cent{grados mediante el ‘uso de la tabla de
conversion espec{fica para el termopar de cobre-constantan.

El termopar, se colacaba en una varilla graduada en
centimetros, la cual estaba sujeta a un scoporte universal,
. mediante una pinza de tres dedos para permitir su ascense y
descenso on el interior del termo criogénico.

El sistema antes mencionade, posefa muchas deficlencias
debldo a que los materiales utilizades Cvarllla, soporte
universal y pinza de tres dedos) no astaban fijos entre sf, lo
que ocasionaba impreclsiones y complicaciones para su manejo y
hacfa muy diffcil tratar de realizar repeticlones experimentales
bajo las mismas condiciones, pues el nfrgen de errer era muy

grande en la manipulacién al 5] o d d la varilla con
el termopar. La varilla de acerc no poseia ningin scporte para
la colocacidén de las soluciones. €éstas se fijaban a la punta
terminal mediante telas adhesivas.

Con estos antecedentes se ha retomado esttas investigacidnes

con el interés de lograr los siguientes objetivos:
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Iv, OBJETIYOS

1) El mejoramiento de un sistema econémico de enfriamiento,
establecido anteriormente en el laboratorio de Biotecnologf{a
Vegetal y Gendtica del Jardin Botinico del Instituto de
Blologia, UNAM, que permita aplicar los métodos cricogénicos.

2 Evaluacidén del efecto citotdxico de 16 mezclas de
crioprotectores C(DMSO-Glicerol) sobre el desarrollo de ‘los
dpices de ajo en cultivos tn vitro. !

3 Menitorear el comportamiento de las 18 mezclas de
DMSO-Glicerol al ser en{riadas para determinar la velocidad de
enfrimamiento a emplear.

4) Crioconservacldén de los Apices con placa basal del ajo,
utilizando el nuevo sistema y su te T peracidén y
desarrollo bajo condiciones In vitro
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Yo MATERIALES Y METODOS

V.1, Sistema de entiramiento de bajo costo,

El mejorami ento del digefio se hizo mediante 1a
implementacién de una estructura de acero inoxidable, que
consiste en una varilla en forma de cinturdn del ancho del termo
€146 cp), al cual se mantiene fija mediante tres tornillos de
374 de pulgada, del cinturédn salen tres varillas de 150 cm de
longitud dispuestas a distancias simllares del per{metrc del
einturdn y dUe sostlienen un pequefio aro de 12.2 cm de didmetro
por encima de la boca del termo, de este aro salen tres varillas
unidas en forma de riel de 91 cm de largo que posee una cinta
métrica graduada en mil{metros, paralelamente a 4sta se
encuentra una varilla cilindrica de aluminio de 100 cm de
longitud, ambas estin unidas entre si por un soporte que posee
un tornillo que permite a la varilla ser desplazadas de manera
ascendente © descendente a lo largo del riel y dotenerlo a
cualquier altura del mismse, la varilla de alumninio posee en la
parte final una tuerca que permite fijar una canastilla circular
de aluminio de 6 cm de largo por 4 cm ds diimetro interno, con
capacidad de contener siete ampelletas de dos ml CAC/II, calibre
4 de Ampolletas de México)., En la base de la canastilla presenta
pequeffas perforacicnes Gque permiten la salida del nitrggeno.

Dentro de los mejoramtentos, se cuenta con un termémetro
diglital ¢Hand Held Thermomoters Digital Saries 450, med.
4%50-ATT, tipo T, Omegad y un tormopar de cobre-constantan. El
Lermopar se coloca a la largo de la varilla y su punta terminal
unida llega hasta la base de la canastilla. Las lecturas que
proporciona el termématro digital son en décimas de grado
cent{grado,
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v,2, Determinacion del perfil de tcmperatura

Un volumen conocido de nitrégeno liquido produce un
gradiente de temperatura ascendente desde su superffcle hasta lia
boca del termo, estas temperaturas se detectaron utilizando el
termopar de cobre-constantan conectado al termémetro digital y
adherido a la varilla de aluminlie con la punta terminal en el
interior de la canastilla.

Para medir las diferentes temperaturas, se tomd la boca del
termo como referencia Ccero centimetros) y se registraron la
temperatura cada minuto hasta que ésta se mantenfa constante.
para bajar la varilla un centimetro mis y se tomé la lectura
respectivas y as{ se procedid sucesivamente Cgrdfica 20, A las
distintas temperaturas finales registradas se les denomind
temperatura externa ¢T. ext.> (Ldpez, 18881

Con las diferentes T. oxt., se establecid el porfil de
temperatura, en relacidén a la cantidad de nitrdégenc lfquide que
contenga el termo, que sirve para determinar la altura y T. ext.
a la que searin expuestas las soluciones y explantes-para que se
lleve a cabo una tasa de enfriamiente lenta, por ejemple O a
2*Crmin.
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V.3, Elaboracion de mezalas crioprotectoras

Se propararon diecisels mezclas diferentes utilizando dos
sustancias crioprotectoras, el DMSO y glicerol en varias
concentraciones, (Ctabla S) disueltas en medio liquide de
Murashige y Skoog MS (1882).

A la par de la elaboracién de las mezclas, se preparard
medio basal MS liquido, as{ como medio basal MS sélido a un pH
de 5.7 y se esterilizaron en un auteclave a 20 lb/pulg de
presién y 128°% durante 18 min. para utilizarlo como medio de
cultivo ¥y recuperacidén de los explantes.

Tabla B Mezclas de scluciones crioprotectoras (DMSO y Glicerold
on medio basal MS liquido wusadas en los
diferentes experimentos

NUMERO DE MEZCLA

SCLUCION
D 11 2] 3| 4| 5| 8] 7| 8| 91011 |12|13|14{15]16
DMEO 3o |20(t5| slaol|zo|13] slaal20least alao{zofta]| =

GLICEKOL| o| 5| 5| n|stoits|a5jtu|z20]20|20|20|30[30 |20 |20

MS-L 43|73 |eo|oo|as|ss|70|oo|v0]s0|es|?5]a0is0 |00 |0

Para evaluar el comportamiento que presentan las 16 mezclas
elaboradas al ser superenfriadas, se colocS un mililitro de cada
soluclidn en ampelletas ablertas con capacidad de dos mililitros,
égstas fueron colocadas de manera individual y en contacte con el
termopar, en la canastilla del sistema mecinico dentro del termo
ceriogénico a una T.ext. predeterminada. Se tomd el registro del
descenso de la temperatura medlante el termdmetro digital c¢ada
minuto.
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Con los datos obtenidos, se realizaron grificas de
temperatura de la solucidn contra el tiempo Ceurvas de
enfriamiento), para obtener la tasa de enfriamiento y el punto
de fusién de cada solucidén. La tasa de enfriamiento fue medida
en la seccién de linea recta de cada cecurva Cgréfica 3D
utiliznado la siguiente rférmula:

T — TL
T.E =

t

donde T.E. es la tasa de enfriamiento; Tf es la temperatura
final alcanzada en la parte lineal de la curva; TI es la
temperatura inicial de la parte recta de la curva y t es el
tiempo en minutos.

TEMPERATURA °C

20

Ti = Temperaturo inicial
Tf = Temperatura finlo
T.E. = Tasa de enfriamiento

R K O 0 O 10 O O A 5 2N N N S N DA NN J5 IO VRN N T N N Y TS DU T SO TS N W O
—5e Fi ittt trasrrftireFErtiqrorrrrrrrvvrrecraeirey
] ) 10 15 20 25 30 35 40
TIEMPO (min.) (%)
Grafica 3 Curva de enfriamiento de upa soluclidn acuosa

que nos ayuda a determinar la velocidad de enfriamiento
de la msma.

50



v.4, Extraccion de apices con placa basal de 4 satiuvum

El material biolégico utilizado en el presente estudio fue
la especie Alliwn sativun variedad Taiwar, donada por el Centro
de Investigaciones Agricelas del Bajfe, Ei Roqua. Garretera a
San Miguel de Allende, Gto. CINIFAPD.

Los explantes utilizados fueron lozx spices con placa basal
de ajo, é4stos se localizan en la parte basal de cada "diente"
Csemilla agronémicad, unidos a la placa basal o tallo verdadero,
La téenica de extracelén de Aplces util:zada es una
modificacidn a la desarreollada por Lépez, 1888 y Valenzuela,
19688 (figura ).

l.os bulbos fueron separades en sus unidades ¢ “dientes™, a
los cuales se les eliminaron las hojas que lo rodeaban, a cada
“diente” y con la ayuda de un bistur{ y pinzas de diseccidédn., se
le realizd un corte transversal al eje de crecimiento para
eliminar su parte superior. A la parte basal que contiena el
Apice con su placa basal, se le retird el tejido que la rodeaba
realizando dos cortes a los lados del tejide para exponer el
Apice y as{ no daffarlo. Al 4pice se le disectaron los primordios
foliares, hasta dejar iunicamente el prl.mer © segundo par de
ellos, con lo que se obtuvieron explantes de 5 a B mm de
longi tud,

Los explantes se lavaron en agua corriente por espacio de
10 min, posteriormente =2e introdujeren a una campana de flujo
laminar para su desinfececién, la cual se llevé a cabo en
4 pasos: )

1> Agu.a‘clén de los explantes en alcohol etilico al 96%
durante 1 minuto.

2> Cambio de los explantes a alcohol etfllico al 70% durante
2 minutos.
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FIGURA 2 Metodologia para la desinfectacién de épices con placa bosal del ajo Allium sotivum

A) Cabeza de cjo B) Separacisn en unidades “dientes” C) Corte horizontai del “diente"
D) Porte basal del “diente” que cantiene o gpice  E) Cortes longitudindles para exponer al &pice
F) Apice con ploco bosal  G) Lavado con oguo corriente  H) Lovados con alcohol etilico ol 96%
durante 1 min. y oicohol etilico ¢l 70% durante 2 min, 1) Lavado con hipoclorito de sodio
comercial ol 4% por 10 min. J) Lavado con sgua destiloda y esterilizado, de 3 o 4enjuogues



3) Hipoclerito de sodio comercial al 4% por un lapso de 10
min. y finalmente.

4> De 3 a 4 enjuagues con agua destilada y esterilizada,

Despuds de lo anterior y para su utilizacién pasterior, se
depositaron en un frasco de vidrico de 100 ml de capacidad con
una pequefja cantidad de agua destilada y esterilizada para

evitar su desecacidn.

v.8, Exposicion de los apices a las mezclas
arioprotedtoras

Los efectos cltotédgxicos de las mezclas crioprotectoras, se
evaluaron mediante la exposicién de los explantes a las
diferaentes mezclas a tres tlempos diferentes, 15, 30 y 80
minutos.

Se intcdujeron 15 Adpices previamonte desinfectados y bajo
condiciones de asepsia, (S dpices por cada tiempo de exposicidn,
15, 30 y 60 min., respectivamente) en cada uno de los frascos de
vidrio de 100 mlL de capacidad que contenian SO ml de cada mezcla
crioprotectora Ctabla 5), y se depositarcn en una plataforma de
agitacién orbital a 28Ct 2%C. Al transcurir cada uno de los
tiempos ¥y siempre bajo condiclones asdépticas, se extrajercon los
8 dpices para eliminar la mezela doe crioprotectores mediante un
lavado por un perfodo de 30 min. en medio basal MS lf{quido, el
cual se mantuvo en agitacién y a temperatura de 25°C* 2°C.

Transcurrido el tiempo de lavado de los explantes, gstos se
sembraron en medio MS basal sdélideo contenide en tubos de esaye
de 150 X 25 mm y. puestos en una c{mara de cultivo a 28°Ct 2*C,
con fotoperiodo de 16 horas de luz y 1000 1lux de intensidad
luminosa. .
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El efecto citotéxico se determind mediante la medicidn de
longitud de las pléntulas as{ comc de sus caracterfsticas
morfofisiolégicas a los 30, 60 y Q0 dias de su siembra.

¥.6, Comgelacion de explanics

Para reallzar la congelacién de los explantes, se
introdujeron S de elles disectados y esterilizados, en
ampolletas, a las que se les adiclond con ayuda de una plpeta
Pasteur, un mililitro de una de las scoluciones criopretectoras
Ctabla S). en suz tres diferentes tiempos de exposiciédn €18, 30
¥y 80 min.D, las ampolletas fueron selladas al calor con’ un
mechero Bunsen, al cumplir el tiempo respectivo de exposicidn.
se colocaron en la canastilla del sistema mecdnico de
enfriamiento y en una ampolleta abierta se colocd 1 ml de la
misma solucidn, a la cual se le introdujo el termopar para
registrar el comportamientc de la solucidén mientras se enfriaba.
la canastilla se colocd dentra del termo a wuna T. ext.
predeterminada., dependiendo de la concentracién de la solucidén y
de la cantidad de nitrdgeno liquids, para lograr obtener una
tasa de enfriamlentd lenta. se realizd el registro del descenso
de temperatura mediante el termémetro digital cada minuto hasta
que la temperatura de la solucién alcanzara -40°C, entonces ce
sumergié la canastilla con las ampolletas en NL y so dejé
almacenada por 30 min., a una temperatura de -196°C.

Después del 30 min. de almacenamlento las ampolletas se
extrajeron y se descongelaron sumergidéndolas en un bafo de agua
caliente a 40°C por 1.8 min.. realizando movimlientos circulares
suaves, ya descongelados, se llevaron a la campana de flujo
laminar para abrirlas asépticamente, extraer el contenido y
vaciarlo dentro de frascos de vidrio de 100 ml de capacidad,
conteniendo 20 ml de medio MS liquido para eliminar la mezcla de
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crioprotectores mediante la agitacidén de los frascos durante
30 min. en iguales condicidnes que ias mencionadas previamente.

Transcurrido el tiempo de lavado, los 4&pices [fueron
sembrados al igual que un lote testigo de § explantes, en medio
MS basal tdéntico al usado para evaluar el efecto citotdxico de
las mezclas ¥y puesto bajo las mismas condiciones,

Pariddicamente se revisaron los cultivos, para poder
obsevar si habla ocurrido alguna recuperacidn de los explantes
congelados, para wevaluar el efecto crioprotector de las
diferentes mezclas y determinar la mejor metodologia aquf usada
que pueda permitir la crioconservacidn de germocplasma del ajo.



VX, RESULTADOS Y DISCUSION

vi.1 Mejoramiento del pistema de orieconservacion
de bajo costo

El dispositive para enfriar explantes voget.nios. del
presente trabajo, se basd en el empleado por Lapez (1888), dicho
disefjo se mejord debido a que presentaba varios puntos que era
necesario modificar, para poder obtener una mayor precisisén y
facgilidad en la manipulacidn del material experimental.

El primer camblo que sSe realizé fue el del mult{metro por
un termémetro digital CHand Held Thermometers Digital Series
480, mod. 480-att, tips T Omega), ya quo el multimetro
properciana datos en milivolts que habfa que convertir a grados
centfgrados., mediante la tabla especifica de conversidn para
termcpar de cobre-constantan, ademds que el multfimetro necesita
una referencia de cero grades centfgrados Cagua destilada con
hielc) para proporcionar las lecturas.

En la tabla 8 se comparan las lecturas tomadas por los dos
instrumentos de medicidn y se puede observar que, en el caso del
mult{metro, al convertir los milivoits a grades centfgrados,
estos ltimos descienden en {ntervalos de % 0.3 *‘C, lo cual es
una desventaja cuando se quieren realizar mediciones mds
exactas, sobre tode cuando los camblos de temperatura a medir
son pequelios, come los que se presaentan cuando una solucidn
llega a su punto de fusidén, momento en el cual se presentan
camblos en la temperatura de la solucidn que son de gran
importancia reglstrar.

Para evitar tedos los problemas expusstos arriba, se
adquirié un termémetro digital con termopar de cobre-constantan.
que ademfs de facilitar el trabajo, proporciona lecturas
directamente en décimas de grado centfgrade y no utiliza una
referencia como la del mult{metro para poder proporcionar los



registros. debide a que westa calibrado internamente a 0°C y no
presenta el probleha de manejarse dentro de un range ya que las
lecturas son continuas, ventaja que se tiene cuando se necesita
medir los camblos finos de temperatura.

TABLA 6 Comparacidén de los rangos de temperaturas <°CD
tomadas con dos diferentes aparatos de medicidn
Cmultimetro y termémetro digital

MULTI METRO TERMOMETRO DIGITAL
milivots CmVD c °c
+ 0.66 17.0 17.0
+ 0.65 16.8 18.0
+ 0.84 16.5 16.8
+ 0.63 18.2 16.7
+ 0.02 16.0 i6.8
-1.14 -31.0 -31.0
-1.158 -31.2 -31.1
-1.18 -31.5 -31.2
- 1.7 -31.8 -31.3
- 1.8 -32.0 -31.4

El segundo camblo fue la modificacidn de ia parte mecinica
del sistema de crioconservaclén, el cual consistié de una
estructura de acero inoxidable, que consistidé de una varilla en

forma de einturdn del ancho del termo (148 em) que es mantenida
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rfiaja mediante tres tornillos de 3-4 de pulgada, del cinturdn
salen tres varillas de 150 cm de longitud dispuestas a
distancias' similares del perimetro de éste y doblados por- la
mitad en un Sngulo de 120* y que permite sostener un pequefic aro
de 12.2 cm de diametro por encima de la boca del termo, de este
aro salen tres varillas unidas en forma de riel de 91 cm de
largo que posee una cinta métrica graduada en milimetros,
paralelamente a esta se encuentra una varilla cilindrica de
aluminio de 100 cm de longitud, ambas estan unidas entre si per
un soporte que cuenta con un tornillo que permite a la varilla
ser desplazada de manera ascendente © descendente a lo largo del
riel y detenerlo a cualquier altura del mismo. La varilla de
aluminio posee en la parte final una capastilla ecircular de
aluminio de 8 cm de didmetre interno. con capacidad de cont.oner
siete ampolletas de vidrio de 2 ml de capacidad, la canastilla
presenta pequefias perforaciones gue permiten la salida del
nitrdégene 1fquido, La canastilla puede ser desmontada de la
varilla para un manejo méds cémodo mediante una tuerca localizada
on la parte inferior.

Dicha estructura permite un manejo mis fécil y con mayor
precistén, pueste que al contar con una escala graduada en
milimetros que puade ser utilizada por mis de un operador, sin
que el error de medicidn sea muy grande, ventaja que el disefo
anteriormente empleado para este fin no podia ofrecer, ya que
contaba con una escala en centimetros, la cual no era muy
conflable debido a que las lecturas varlaban de acuerdo a la
apreclacién de cada operador. Una ventaja mis del nuevo diseffo
oS que sus plezas estan fljas entre si lo cual asegura que al
realizar manipulaciones, &stas no variaran de su postura
original, es decir, el riel que contiene la escala mantiene fi ja
a la varilla circular, mediante una estructura de acsro que
posee un tornillo que permite a la varilla ascender & descender
en el interior del termo, al final posee una canastillia que es
la que porta las ampolletas, lo que facilita la colocacldn de



éstas y que la condiciones experimentales sean iguales todas las
vecas que <o introduzean. EL disefo anterior al estar
conformado por diversos piezas: soporte universal, pPinza
universal y varilla cllindrica, no se podfa mantener en una sola
posicién ya que las plezas no estaban 4 jas ontre si. Lo que
originaba que cada vez que Se manipulara, la posieldn de las
muestras experimentales variaba, ocasionande que las condiclones
experimentales no fueran las mismas, aunado a esto, las
ampolletas eran adheridas mediante tna cinta adhesiva al final
de la varilla, lo que originaba variaciones cada vez que eran
colocadas, ya que no existfa ningin patrén de colocacién

Las graficas 4 y S, nos muestran los perfilos de
temperatura obtenjdos c¢on los dos digtintos mecanismos
empleados. Se puede observar que las diferentes curvas obtenidas
a partir del dispositivo original presentan una variacidn mayor
gque las obtenidas c¢on el nueve mecanismo. dichas variaciones son
da alrededor de 0.5 a 2 °*C, &stas son mis' evidontes en las
primeras lineas. cuando el termopar esta mis expuesto a
corrientes de aire que hacen que fluctden las lecturas. En la
griAfica S. se puede observar que las variacicnes son menhores,
alrededor de 0.8 *C, las fluctuaciocnes al igual que el diseffo
anterior, se presentan principalmente cuando el termopar es;a
mis en contacto con las corrientes de aire, pero dste al estar
protegido por la <anastilla, evita que las lecturas fluctuen en
rangos mis amplios.

Las equipos de enfriamlento comerciales son muy varladas,
las hay desde los sistomas computarizados de enfriamiento, que
son de costos muy elevados y' que m;ho_!al.'s tasas de enfriamiento
controladas y constantes que van desde O.1 a 10 *C/min., pero
también exasten las unidades que trabajan manualmente,
controlando la cantidad de ampolletas y la altura de las mismas
con respecto al nitrégeno 1liquido, con el fin de propercionar
tasas de enfriamiento 1lentas al igual gque los sistemas
computarizados. Dentro de esta iltima categorfa se ubica el
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GRAFICA 4 Perfil de temperatura ‘C
generada en el interior del termo, con
. el dispositivo anterior.
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GRAFICA § Perfil de temperatura ‘C
generado en el interior del termo, con
el dispositivo nuevo
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diselioc utilizado para el actual trabkajo. ya que se busca un
sistema de enfriamiento de muy bajo costo, de facll manejo y de
una alta eficiencia, con el fin de poder ser utilizade en
cualquier lugar con la dnica dificultad de conseguir el NL y que
ademds ofrezca buencs resultades, sobre todo en un pafs como
Méxleco donde en muchos lugares que no se cuenta con el capital
para adquirir aparates de mayor costo. La unidad aqui propuesta
puede ofrecer una opclidn real para experimentar con diversos
materiales a crioconservar con una alta posiblidad de obtener
resultados satisfactorios, por lo que es necesario reallzar
mayor investigacién utilizando otro tipo de plantas come modelo
exporimental .

vi,2 Perfil de temperaturs

Come so pudo observar en las grdficas 4 y S, existe un
gradiente de temperatura generado por los vapores del nttrdgeno
l{quido desde su superficle hasta la boca del termo, lo cual
permite controlar la temperatura externa a la cual se quier‘o
trabajar en el interior del termo, en la tabla 7 se muestran las
diferentes alturas Ch) del termopar en @l interior del termo con
su respactiva temperatura. Con los datos Se construys la grafica
6 on la que se puede observar que el d so de la temperatura
estd oen funcidn de la altura a la que o5 colocado el Lermopar,

presentindose un comportamienta lineal, los resultados del
ajuste de la recta, se muestran en la tabla 7, por lo gue se
puede decir que la temperatura generada por los vapores de
nitrégeno l{quide es directamente properclonal a la alturx a la
eual se le registra en el interior del termo.



Tabla 7 Datos obtenidos al registrar la temperatura en el

interior del terme con 10 lts. de nitrégenc liquido mediante el

termopar de cobre-constantan a diferentes alturas, asfi como las

datos cbtenides para las mismas alturas al lineallzar la recta,
mediante la ecuacidn €Y m «§,83Ch) +6,84>

Altura Temperatura Temperaturas
Cemd observadas calculadas
ce*C 2 ceCc 2
] =] 6. 84
a -2 -5.82
4 -22 -19.28
- -32.2 -32, 34
;] —-48.2 —-48, 40

Ecuacidén de la recta
Y = -6.53 ¢hd + 6.84
m= -6.83 £ 0,49 Error estandar = 3,00

Con la ecuacidn encontrada para la recta, CY=-8, 53Ch)+8, 841
se puede calecular la temperatura externa generada en el interier
de termo con 10 lts. de nitrégenc liquido hasta los =50 °C, para
cualquier altura con un error estandar de * 3.09 *C, la ecuacidn
variard cuando la cantidad de nitrdgeno cambie, es decir la
altura se desplazard do acuerdo a la cantidad del NL. Valenzuela
€1688) encontrd que el valor de las pendientes obtenidas con
¢antidades variables de NL, se mantubo constante.
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GRAFICA 6 Perfil de temperatura generada
en el interior del termo con '
10 lts de nitrogeno liquido

Temperatura C

-50 h] 1 1 1
o] 2 4 6 8 Q
Altura cm (h)

-8B~ puntos observados X puntos calculados

Los puntos calculados se determinaran
mediante la formuis y» =6.53h+8.84
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vi.3 COMPORTAMIENTO DE LAS MEZCLAS CRIOPROTECTORAS AL
SER ENFRIADAS

El registro del comportamlento de las mezclas de las
soluciones crioprotectoras. se realizd a una ‘Ltemperatura
oxterior predeterminada (-20 *C), la cwal fud detectada con el
termopar eh @l interior del termo a una profundidad de 8 cm a
partir de la boca del misme., E! registro del descenso de
temperatura se realizd cada minuto. con los datos obtenidos de
cada mez¢la sSe elaboraron grificas de tiempo contra temperatura
Cgréficas 7 a 22, !

En la mayorfa de las soluciones se puedo observar qQue
presentaron un comportamiento similar a la curva tipica de
enfriamiento de una solucidn acucsa, en la que existe una parte
en donde la solucidn permanece sin congelarse, hasta llegar a su
punto de nucleacidn, en donde existe liberacién del calor
latente por lo que la temperatura se incrementa unos cuantos
grados para dar paso al congelamiento y llegar a su punto de
fusisdn para luego continuar superenfriandose, hasta llegar a su
temperatura final, que en ninguno de los casos estudiados
corresponde a la temperatura externa a la que se colocarcn, sino
que en todos leos ensayoes la temperatura final alcanzada fue
menor que la temperatura externa.

En estudios anteriores sobre el comportamionto de
soluclones ecrioprotectoras (Lépez, 1688; Valenzuela, 1888), se
ha encentrado que tanto el DMSO y el glicerel, bajan el punto de
fusién de una solucién acucsa al ser enfriada, conforme aumenta
su  concentracién. caracter{stica necesaria para conferir
proteccidn celular Cvegetal o animal) cuande son congeladas,
Este mismo efecto se presenta cuando las dos scolucicones
crioporotectoras CDMSO y glicerol) se mezclan en una sola, eos
decir, bajan el punto de fusign conforme se concentran, Cgréfica

23>, Franks (1985), sefiala que el incrementd en la concentracidn
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de solutos de bajo peso molecular no sole baja el punto de
fusidn. sino que reduce la cantidad de agua que es capaz de
cangelarse,

En la tabla 8 se muestran los puntoes de fusidn alcanzados
por las 10 mezclas de crioprotectores emplsadas. El punto de
fusién de algunas mezclas, S, 9, 10, 13, 14 ¥y 15, no se pudo
determinar a la temperatura externa colocada, por lo que dicho
punte se debe localizar por debajo de las temperaturas
alcanzadas por las soluciones Calrededor de -40 *C), esto se
debe a que la concentracién de los crioprotectores fué alta
Cmayor a 15% en ambosd.

Tabla 8 FPuntos de fuslidn alcanzados por las 16 mezclas de
DMSO~Glicerol empleadas como solucliones crioprotecteoras.

MEZCLA DMSO GL.I CEROL PUNTO DE
% % FUSTON
1 30 B -34.1
2 20 s -21.7
3 18 S ~18.0
4 S 5 - 9.8
5 30 13 L]
-] 20 18 -38.0
7 15 1S . =30.0
8 s 15 ~19.8
Q 30 20 faiad
10 20 20 "n
ES 15 20 -32.4
12 5 20 ~23.0 .
13 30 30 "t
14 a0 30 L3
18 15 30 et
16 5 30 -31.0

"% A la Lomperatura externa ompleada {-20°C)
no we pudo delerminar su punto de (fusion.

(1=



En el resto de las mezclas, se llege a su punto de fusidn
conforme se lncrementd la concentracign total de las soluciones
erioprotectoras, ya que se puede observar que los puntos de
fusidn resultaron muy similares al comparar las mezclas 3 y 8
Cgréficas 6 y 15); 2 y 12 (grdficas 8 y 18); 1, 8, 11 y 16
Cgrdaficas 7, 12, 17 y 22). por lo que no se puedo establecer
alguna dominancia par parte de alguno de los dos
crioprotectores, ya que sl uno aumentaba y el otro disminufa o
visceversa se producfa un punto de fusidén muy similar, por lo
que se puede decir que tanto el DMSO y el glicerol contribuyeron
de manera similar para bajar el punto de fusidédn de las
soluciones acuosas.

Las mezelas que presentan un punto de fusién (entre -30 y
~-38 *C), presentan un descensc de t.empernﬂura mas lento, que
aquellas que presentan un punto de fusidn mis alto, por lo que
las mezclas 1, O, 7, 11 y 10 serfan las scoluciones que pocdrian
conferir mayor proteccidn celular cuando estas son congeladas.
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GRAFICA 23 Puntos de fusion alcanzados
por las diferentes concentraciones de
las mezclas de DMSO-Glicerol.
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VE.4 Efecto citotoxico de las mezclas de crio‘prutectores
CDMSO-GLI) sobre apices con placa bawal de 4 sattivum.

En las técnicas de crioconservacién, os necesario emplear
soluciones con propledades crioprotectoras, (compuestos quimicos
que tienen la funcién de proteger a la célula de los dafios
fislicoquimicos o macinicos causados por el congelamiented,
dedido a que sdéle muy poca material bioldgico en su aestado
natural puede ser congelado a temperaturas subcengelantes sin
afectar adversamente la viabilidad celular CKartha. 19872, pero
este tipo de soluciones presentan generalmente divarsos grados
de cltotoxicidad, que se pueden catalogar desde la muerte del
explante a modificaciones en la respuesta morfogenética de -las
células en cultivoe (Finkle et al.. 1885,

Los explantes que son pretratados con soluciones
crioprotectoras, pueden presentar alteraciones morfogendticas,
éstas dependen tanto de las cencentraciones asf{ como del tliempo
al que son expuestos en la solucidn.

En el presente estudic se analizd el efecto que presentaron
16 diferentes mezclas de <rioprotectores (tabla 5>, sobre #pices
con placa basal de ajo sometidos a tres diferentes tiempos de
exposicidn es decir 1S5, 30 y 60 min., Los dplces se recultivaron
en medlo MS basal. Los posibles efectos cllotéxicos, se
evaluaron a los B0 dias de cultivo, perfocdo en el cual los
expl antes bajo condiciones de control, presentaron
caracter{sticas blen desarrolladas y distinguibles. Se tomaron
como malformacicnes de los explantes al crecimiento irregular,
es decir, cuando los explantes adqul.'rl.an tallas por debajfo de lo
normal, ensanchamientc y enroscamiento de las hojas, formacidn
de estructuras semejantes a callos, aspecto rugoso de las hojas
@ inclusive, pobre desarrollo general seguido por la muerte del
explante, la tabla © muestra el porcentaje de plantas con
desarrollo normal as{ como de malformacicnes obtenidos a partie
del pretratamiento con las 16 diferentes mezclas con sus
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diferentes tiempos de exposicidn y cultivadas in vitro por

lapso de 90 dias.

TABLA 9

Efecto de mezclas crioprotectoras,

DMSO-glicerol

sobre el desarrollo de Aplces con placa basal de ajo

A sativun cultivados in wvitro.
90 dias despuds

TIEMPOS DE EXPOSICION Cmin.D

Resultados registrados
del tratamiento.

1S 30 80
NORM. X (DEF. % NORM. X {DEF. X NORM. X |DEF., %
T 1 71.43 28.57 71.43 28.57 6. 67 33.33
R 2 80.0 20.0 80.0 20.0 50. 0 §0.0
A 3 80.0 20.0 100.0 0.0 60.0 40.0
T 4 78,0 256.0 100.0 0.0 80. 0 20.0
A =] 80,0 40.0 50. 0 50.0 0.0 100.0
M -] B80.0 20.0 80.0 20.0 40.0 80.0
I 7 78.0 2.0 100.0 0.0 100,0 0.0
E 8 60.0 40.0 75.0 25.0 88. 67 33.33
N o 0.0 100.0 25.0 75.0 168. 67 83.33
T 10 0.0 100.0 20.0 80.0 0.0 100.0
[e] 11 28.0 75.0 0.0 100.0 0.0 100.0
s 12 0.0 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0
13 20,0 80.0 a.o 100.0 0,0 100.0
14 16.87 83.33 60.0 40.0 60. 0 40.0
LS o5, 56 44.44 2%. 0 7%.Q 42. 680 57.14
158 44. 44 5%5. 56 50.0 50.0 80.0 20.0

un

Con los datos de la tabla 9 se realizaron gréficas por cada

tratamiento y tiempo de exposicidn Cgréficas 24 a la 39), en las
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cuales se puede observar que casl todos los tratamientos con sus
tres respectivos tiempos de expesicidn., presentaron alteraciones
en la respuesta morfolégica de los explantes a los 80 difas de
cultive tn witro, presentdndose <¢on un mayor porcentaje de
malformaciédn en les tratamlentos del 9 al 13, en donde las
concentraciones de glicerol fueron altas (20 R ; los explantes
expuestos a los tratamlentes 1, &, B y 6 presentaron un
porcentaje mayor de malformaciones al lncrementarse e} tlempo de

exposicién y las mezclas r pectivas p wraciones
altas de DMSO (C20 y 30 %, los tratamlientos restantes
presentaron diversos compor tamlentos, por ejemplo los

tratamiontos 4, 7, B, 14, y 18 mostraren un porcentaje de
malformaciones mis alto a leg 1S min. de exposicidn con respecto
a los dos tiempos restantes; se encontraron ‘dos
particularidades, los explantes expuestos al tratamiento 3
presentan bajos efectos de toxicidad a los 195 min., C20% pero a
los 30 min. no hubo efecto citotdidco, pero gste se incremento
consideablemente a los 80 min. €40, en el tratamiento 4 se
presenta un comportamlento similar, con la dnica diferencia que
las malformaciones a los 80 min disminuyeh uh pocd con respecto
a las obtenidas a los 15 min,

1os efectos cltotéxicos de las mezclas de crioprotectores
empleadas, son de un porcentaje considerable., ya que en la
mayoria de los tratamlentos se presentaron alteracicnes, en un
alto porcentaje C25%0, y el tiempo de exposicidn al parecer no
fué un factor determinante en el efecto cltotédxica. ya que se
esparaba que al aumentar el tiempo de exposicldn las
alteraciones se presentarian en un mayor grado, comportamiento
que se presento gnicamente en los tratamlentes 1, 2, 5, 8, 11 y
13, Cgraficas 24, 28, 28, 20, 34 y 36), en los demis
tratamientos, el efecto varid, esto se puede deber a gue la
concentracidn total de soluciones cricprotectoras, parecid ser
el factor que estaba gobernando el porcentaje de malformaclones,

Ya que se observé que en las mezclas que presentaban una
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ESTA TESIS NO DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECR

concentracién alta de estas soluciones, el efecto citotdxico fué
mayor ¥y en donde la concentracidn era mis baja, generalmente
presentaron un comportamiente de mayor a menor, es decir el
efecto citotéxico disminuye conforme transcurre el tiempo de
exposicidn, esto sugiere gue los explantes al entrar en contacto
con la mezcla, sufren alteraciédn, la cual se expresa en su
desarrolla, debido a que sufren repentinamente un efecto
osmético desfavorable y al transcurrir el tiempo, este cambio de
condicliones es compensado. por lo que al equilibrar o compensar
la deshidratacidn, el explante puede posiblemente disminuir el
efecto citotéxico y desarrollarse normalmente C(graficas 30, 31,
37 y 368).

Para evaluar la respuesta en el crecimiento de los
explantes, as{ come el namerc de hojas obtenidas para cada
tratamiento y tiempo de exposicién, se realizd un anilisis de
varianza, mediante el paquete estadistico statgraphics versién
2.1, para lo cual se partiéd de la formulacidn de una hipétesis
nula de que no existia diferencla significativa entre la altura
alcanzada y'/o el numero de hojas formadas por los explantes con
respecto a la mezcla empleada as/ como el tiempo de exposicidn.

El anilisis de varianza para la altura alcanzada por las
plantulas se realizd con un nivel de significancia de 0.05,
CTabla 10>

TABLA 10 Tabla de anjlisis de variancia para la variable
raspuesta Caltura de los explantes) con respecto a dos factores
fijos C(tratamiento y tiempo de exposicidid

Fuente de Suma de [Grados deCuadrade| Razén delNivel sig-
variaciédn Cuadrados |Likertad Medio Varianciajnificativo

Entre los 0ap3. 174 a8 104. 1070 a. 741 haiaied
tratamientos
Dentro de B2411.0514 104 23. 084832

los tratam.

Total 139008.027 zaz

%88 DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA



En la tabla 10, se puede ohservar que existe una diferencia
altamente significativa, por 1o que la hipdtesis nula se rechaza
y se puede establecer que los tratamientos (mezcla y tlempa de
exposicldén), ocasionan diferentes repuestas en la altura de los
explantes de A sativum, De mode semejante, se encontrd
diferencias entre los tiempos de exposicidn a la mezcla
crioprotectera €135, 30 y S0 min.} con respecto a la altura
alcanzada por los explantes. As{ mismo la interaccién de ambos
factores Ctratamiento y exposicidédnd producen efectos diferentes
cuando se les combina.

El mismo anilisis de la variancia. se reallzé para el
nimero de hojas formadas al ser tratadas con las diferentes
mezclas y tiempos de exposicidn Ctabal 11D,

TABLA 11 Tabla de anilisis de variancia para la variable
respuesta C(Numero de hojas formadas? con respecto a dos factores
fijos C(tratamiento ¥ tiempo de exposicidnd

Fuente de Suma de |[Grados de{Cuadrado{ Razén dejNivel sig-
variacidn Cuadradoes |Libertad Medio Variancia|nificative

Entre los 1442, PZaN 48 24.22709 7.008 R
tratamientos
Dentro de 83p. o780 104 4.32824

los tratam,

Total 2482, 0040 ze2

#®»® DIFERENCIA ALTAMENTE SIONIFICATIVA

Al encontrar una diferencia altamente significativa, se
tiene que rechazar la hipdtesis nula planteada. estableciendose
qQue las diferentes mezclas crloprotectoras empleadas, as{ como
ol tlempo de exposicldn y la interaccidn de ambas. producen
diferencias en la variable de respuesta Cnumero _de hojasd,
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TABLA 12 Andliais do range miltiple CTukeyd para ol nimero
de hojas formadas con respecto a las mezclas y tiempos de
exposicién empleados.

ME2CLA DMSO-GLYI | EXPOSI CION | NUMERO [ PROMEDL O GRUPOS
% Cmind> <n Ccm HOMQGENEQS
10 20-20 30 5 0.88 »
=] 30-20 &0 =] 1.00 L
13 30-30 80 S 1.00 ”»
=] 30-20 30 s 1.20 e
10 20-20 15 S 1.20 29
.8 30-20 15 =] 1.40 kot ot
10 20-20 60 S 1.40 *n
ia S-20 &0 5 1.80 MM
11 18-20 a0 4 1.75 PN
11 18-20 30 =} .00 FONMN
13 30-30 30 4 .00 HAFMN AN
13 S~-20 15 ] 2.20 B3
12 S-20 30 =] 2,20 HEPEMMIEDE
13 30-30 18 5 2.20 MR MR
1S 15-30 &0 S 3. 40 PERIEMMMIEN
8 30-18 80 S 3.80 SN M
11 18-30 18 5 3.60 AR IEN
16 $S-30 30 =] 4. 00 HRPPMIIEIEN N
=3 30-15 30 S 5. 00 AN FEIIIIE N
14 20-20 18 5] 5. 00 PERIEMMNI NI
3 15-5 80 =} 5.20 ] M NIIMN
7 1518 1S s S. 40 PRI PN
1z} 5-18 15 5 5. 40 FEMMII MMM
18 18-30 30 =] S, 40 L e
1 30-8 80 S 5. 20 ERETEIEII RPN
4 S-5 80 =] 3. 20 Eadadal i aal ot g ]
S 30-15 15 5] 6.20 M MIIEIEIEIN
[+ 20-15 80 s 8. 40 FEMMIMIIINW
3 18-85 30 =] .80 FEMPERI PN I
4 5-8 15 =1 G. 80 MIIEMIIEM M
1 30-5 15 S 6. 80 MEMIOER
2 20-5 15 8 5. 80 DI B
2 20-5 30 5 &. 80 HHIEIIIENEN
8 S~15 80 s @, 80 PN IO
16 S5-30 30 S 7.00 LT Tl )
14 20-30 a0 5 7.20 Eiaiaiaiec 2 ]
8 5185 30 =] 7.40 "R
a 20-5 &0 S 7.60 M prem
3 15-5 i5 5 7.60 * NN
8 20-18 30 =] 7.80 M e
1 30-5 30 S 7.80 M
4 5-9 30 S 7.80 e
-] 20-15 15 5] 7.80 Ll
14 20-30 30 s 7.80 Ll
15-18 30 5 8. 00 L]
16 5-30 1S S 8. 00 N
CONTROL Eiaded — =] a, 60 e
7 15-18 80 =] S.20 L]
18 185-30 1S 5 9. 40 L
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TABLA 13 Anjlisis de rango miltiple CTukeyd) para las alturas
alcanzadas por las plintulas con respecto a las mezclas y
tiempos de exposicién empleados.

MEZXLA |CDMSO~GLID |EXPOCSICION | NUMERO | PROMEDI O GRUPOS
> <mind <nd Cemd HOMOGENEOS
9 30-20 80 8 0. 70 "
10 20-20 30 13 0.70 »
13 30-30 &0 S Q.70 »
10 20~-20 15 S 0.76 »
10 20-20 [ile) 8 0.80 »*
Q 30-20 30 8 0.84 »”
12 5-20 [=1e] S 0.66 ]
13 18-85 30 4 1.03 L]
-] 30-20 18 s 1.08 M
11 18-20 [21e] 4 1.88 EHNH
ia 5-20 30 k< 1.80 L g
12 5«20 15 5 2.186 IMIEN
11 15-20 30 5 2.24 Lt
11 15-20 1S S 2. 48 MMM
1e 5-30 S0 S 3.98 PPN NI
5 30-18 80 8 4.18 PRI
13 30-20. E. 18 2] 4.88 WRIMMMN I
14 20-30 ° 15 ] 4.72 WP 2N
10 5-30.. |~ 80 51 4.94 RPN
14 20-30 80 8 7.64 DRI DN PENE
3 15-8 80 L] 7.98 Ll
B8 85-15 15 S 8.34 DRI MMM
18 15-30 30 5 a.34 FHMMIIIIN
7 18=15 18 s 9.88 MR IR
s 30-185 15 8 a.88 SEMEREM M b P 4
2 20-5 [=2e] 8 9.80 PR DN MM
1 30-8 [=1e] S 9. 88 RPN N
8 20-18 60 g O. 06 M NN
a2 20-8 30 5 10.08 MR N
2 20-5 18 s 10.38 MMM NI
14 20-30 30 ] 10.48 L
-8 30-18 30 =] 10.78 FEAIHIEN NI
4 85-8 18 s 11.88 SR SR
3 15-5 30 S 12.38 DR 2 3
4 8-S a0 S 12.48 HEMPMPEMI NN
a 18-8 18 ] 12.70 FAIEIIN M
1 30-S 18 8 i3.22 B MBI I
7 18-18 60 S 13. 44 FEPEREE MM PN
B 5-185 [~10] 3 13.68 PO
=] 20-18 30 =] 14.72 N
8 5-158 30 5 14.74 R 7 et
-] 2019 1S =3 15.72 e 2epNMN
18 5-30 30 B 16.48 i
4 8-5 30 s 18, 82 NN
18 8-30 18 s 17.38 e
1 30-8 30 =1 17.88 L1 I
18 15-30 198 5 18. 42 »
7 18-18 30 S 19.18 K
CONTROL. — - 8 20.82 ]




Al encontrar la existencia de diferencias, se realizéd la
prueba de Tukey, para poder establecer la homegeneidad entre los
tratamientos con respecto a la altura alcanzada por los
explantes, as{ como el nimero de hojas formadas, con sus tres
respectivos tiempos de exposiciédn C(Tablas 12 y 13D,

Para realizar la prueba de Tukey, se tomd a cada mezcla y
tiempo de exposicidén como un solo tratamiento por lo que se
obtuve un total de 40 diferentes tratamientos, 48 de las mezclas
mis uno del control, de esta manera se podrian establecer los
grupos homoggnoeos con base a la mezcla empleada as{ como a su
tiempo de exposicién. La tabla 12 muestra la formacidn de 11
grupos homogéneos verticales, no se puade observar un patrén de
comportamiento claro, pero se puede decir que la mayorfa de los
datos, se sncuentran muy alejados de los (jltimos 3 grupos, los
cuales presentan un promedic de hojas de 7.80 a ©.40, la
particularidad de estos datos es que ol control no es el que
presentd el mayor numerc de hojas sino que exdisten dos
tratamientos que lo superaron, el tratamlento 7 con &0 min. de
exposicldn y el 15 con 15 min. de exposicidn. el cual presentd
ol mayor promedio (9.40 emd.

En el caso de la altura alcanzada por las pldntulas Ctabla
13 se presenté un patrén similar al anterior, es decir, se
encuentran 10 grupos homogénews, los primeros grupos presentan
caracter{sticas uGnicas, ante una concentracidn alta de DMSO y
glicerol, arriba de 20% de cada crioprotector., a partir de aqui
no se observa un patrdén definido, ya que lasz concentraciones asf
como el Liempo de exposiciédn, son muy varliados, la mayorfa de
los tratamientos conforman el grueso de leos grupos homogéneos,
la gran particularidad de.asto anilisis es que el gltimo grupo,
conformado por el tratamiente 15 con 195 min. de exposicidn, el
tratamienta 7 con 30 min. de expesiclén y el control, son los
que presentaron la mayor altura de las plantulas.,

Como s ha mencionado anteriormente existo un efecto

osmdtico sobre tas células causado por la concentracidén de
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solutos de las soluciones crioprotectoras, cuande d&stas son
expuestas en un medio que las contenga, este efecto puede llegar
a ser tan severoc que puede causar algun dafio a las célula en su
totalidad o a sus organelos, lo que llamamos citotoxicidad, dsta
puede ser provocada por la naturaleza del compuesto, la
concentracidn a la cual se encuentra, el tiempo de exposicidén al
que las células son expuestas y al tipo de explante empleado
CKartha, 1083, El factor tiempo en el pretratamiente con
crioprotector, puede también influenclar la sobrevivencia del
material a congelar. En el chicharo 4e obzervd que al
incrementar el tiempo de exposiclién de embriones en la mezecla de
crioprotectores Cglicerocl~-DMSO) presentaron efectos deletéreos
en su germinacién y desarrollo, ya que la mezcla les predujo
hinchazén. CMycock et al., 19912 '

En trabajos anteriores con ajo (Lépez, 1988; Valenzuela,
196882, se cuantificd el efecto cltotdxico del DMSO y glicerol,
por separado, encontréndose que para la variedad Taiwan, el DMSO
increments su toxicidad conforme su concentracién aumente Cde
10% a 300 asf como al incrementar el tiempo de exposicidén, lo
cual generd un porcentaje de malformaciones del B2.2%. En el
caso del glicerocl, se encontrd que también se presentd un
aumento 'e clilotoxicidad conforme aumentd la concentracidn y el
tiempo de exposicién de compuesto, ya que a wuna hora de
exposicién y a diferentes concentraciones de glicerol no se
presentaron efectos citotdéxlcos, pero al exponer los explantes
por 24 hrs. la toxicidad se incrementd considerablemaente C100%0.
No obstante se ha reportads gque el glicercl es un agente
cricprotector menos tdéxico para las células vegetales que el
DMSO CKartha, 18835

En la mayorfa de los trabajos, se reportan pericdos cortos
de exposicidén, aunque el tiempo al cual se expone un explante a
un crioprotector puede variar, Grout €179 dié un
pretratamiento a dpices meristemdticos de tomate con DMSO por un
lapso de 48 hrs. y solamente asi pudo obtener scbrevivencia.
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Los efectos téxicos de las soluciones tienen que ver
directamente c¢on los fendmenos osméticos due causan las
soluciones sobre las células, ya que si se coloca una célula 6
un explante en una solucidn hipertdnica, las células sufren
deshidratacidn o plasmélisis y el protoplasto de cada cédlula se
retrae alrededor de sus vacuolas, este ocasiona la salida
repentina de agua hacia el exterior de la célula y la entrada de
solutos. La deshidratacidn es un proceso complejo para la célula
viva, debido aque el agua no es uUnicamente un solvente para
sustancias quimicas sino que actiia come espaciador que ayuda a
mantener los fluidos complejos en una conflguracidn estable,
cuando son eliminadas, las partfculas o superficies con carga se
aproximan entre sf y no solo se concentran las soluciones sino
que las superficies coloidales respectivas se aproximan unas a
ot.ras hasta que se unen Yy éstas se desnaturalizan C(Bidwell,
1979).

La deshidratacidn o plasmélisis no siempre causa efectos
dalinos, =1 las cé£lulas se coloca en una solucidn hipoténica, el
agua perdida se recuperard répidamente volvienda a su turgencia
normal, perc si se dejan méAs tiempo las células se hinchardn. la
pared celular compuesta por fibrillas de celulosa evitard que la
célula continue <reciends indefinidamente., por lo que la lisis
celular no puede ocurrir.

Las mezclas de las soluciones crioprotectoras (DMSO y
glicerol) empleadas en el presente estudio actdan como solucldn
hiperténica, conforme se concentran causan mayor deshidratacién
Y como consecUencia mayor dafio, al no permitir que las células
logren recuperarse, debido a que causan un desbalance de los
procesos bioquimicos causados por las concentraciones
anormalmente altas, lo que puede contribuir a la desorganizacidn
molecular y a la preclpitacién de protefnas,

En la literatura criobioldgica vegetal, el DMSO es el
compuesto que predomina, seguido por el glicerol. sus efectos en
mezclas, se ha reportade que ofrecen un efecto sinergético



CMeryman -y Williams, 1985) pero no se ha reportado cual es su
aefecto clitotdxico, generalmente el DMSC es usado a niveles bajos
€9 a 10% debide a que a mayor tracidn pr afeclos
téxicos. El glicerol del 10 al 20 % es adecuado para la mayoria
del material wvegetal, aunque lo anterior ne es un patrén a
seguir, ya que se ha utilizado al DMSD al 15% para crioconservar
dpices de esparrago, coles de Bruselas, clavel y especies de
madera dura CKartha, 1687), Ldépez C1088) crloconservo Apilces con
placa basal de ajo a concentraciones de DMSO al 30%

Los resultados cobtenides con dpices con placa basal de
A sativum var Taiwan, sometidos a 16 mezclas de DMSO Y glicerol,
demostraron un efecto téxico en la mayorf{a deo los casos. Esto se
explica por las caracterfsticas de ambos crioprotectores. El
DMSO al ser una molécula pequefia penetra rdpidamente al interior
de la eélula, dashidratandola parcialmente, sin qua el dallo
causado sea severo adn en concentraciones altas, pero al actuar
en conjunto con el glicerol que es una molécula de mayor tamafio
Y por lo tante no penetra répidamente al interior celular,
provocan una deshidratacidn severa, ya que la cantidad de agua

extralda de la cdlula s mucho mayor que la del soluto que pusde
entrar, ocasicnande as{ un dafio irreversible.



¥I.8 Congelamiento de explantes

Los explantes utlilizados come modelo, fueron dplces con
placa basal de Alliun sativun varledad Taiwan, los que se
sometisron a dos tLiempos de exposicidén €30 y 80 mind en las
mezclas de crioprotectores. colocando S explantes en una
ampolleta con 1 ml de la mezela crioprotectora en cada unc de
los casos y selladas al calor, con excepcidén a una ampolleta a
la cual dnicamente se lo colocd un mililitro. de la mezcla a
emplear, realizado todo lo anterior se procedid a congelarlas,
colocandolas en la canastllla y ubicandeolas en el interior del
termo a una temperatura externa predeterminada (-20°C) a 1la
ampolleta ablerta con la mezcla a emplear se le introdujé el
termopar para poder registrar el descenso de la temperatura cada
minuto, con los datos obtenidos se realizaron gréficas de
temperatura contra tiempo, para cada una:- de las mezclas
empleadas, que sirvieron para determinar sus puntos de fusidén y
las tasas de enfriamiento de las seoluciones empleadas. Las tasa
de enfriamiento se midieron en la parte lineal de la curva antes
de llegar a su punto de fusidn Cgrdfica 3D.

las tasas de enfriamiento que se aplicaron fueron las
mismas para los dos tiempos de exposicidn empleados para los
explantes en cada tuno de los tratamientos, ya que las ampolletas
respectivas, fueron colocadas al mismo tiempo en el interior del
termo, <ada tratamiento (mezcla con sus dos tiempos de
exposicidn? se ceongeld en dos cocasiones con  temperaturas
externas diferentes, obtenidndose dos tasas de enfriamiento
diferentes para cada ocasidn., los datos de la tabla 14 muestra
las tasas obtenidas para las diferentes mezclas as{ como su
punto de fusidn respectivo, en algunos casos dicho punto no se
pudo determinar debido a que al llegar las soluclones a -40°*C,
tiempo en el cual toda el agua congelable de la célula ha salido
para formar hielo extracelula CKartha, 1985>, las soluciones no
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se habian congelado todavia por lo que su punto de fusidn debe
de localizarse ain por debajo de dicha temperatura.

TABLA 14 Tasas de enfriamiento obtenidas al congelar en
dos ocasiones diferentes, Aplces con placa basal de A sativum,
en las 18 mezclas, asf como sus puntos de fusidn respectivos.

Numero de DMSO Glicerol Tasas de Punto de
mezcla <0 (41 enfriamiento fusién
<—-°*C/mind [ logb]
1 30 5 1.8 0.7 -34.1
a 20 8 @.0 1.0 -a1. 7
3 18 8 2.6 1.2 -18.0
4 =} S a.8 1.4 - 8.8
5 30 18 1.8 0.8 "
o 20 18 1.2 o.8 -35.0
7 18 18 1.8 1.1 -30.0
8 =1 15 2.9 1.6 -19.8
Q 30 20 1.8 1.0 *m
10 20 e0 1.¢ 0.9 *m
11 18 20 2.0 1.1 -32.4
12 S 20 2.6 1.4 -23.0
13 30 30 1.8 0.9 E ]
14 20 30 1.9 1.0 R
18 18 30 1.8 0.8 L]
16 S . 30 2.2 o.7 -31.0

"% No ace }d-L-rmi.n; ®=u punto de fusion.
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El descenso de temperatura (tasas de enfriamlentod estd en
un rango de 0.8 a 2.68°C/min., lo que se puede tomar como tasas
de enfriamtento lentas. Kartha C19850 mencd cna que el
enfriamlento lento para células vegetales se ie considera ovn un
rango de 0.5 a 2,0°Crmin. El range utilizade en el preosente
estudio para congelar el material vegetal empleado, entré en su
gran mayoria en dicho ranqo por lo que se esperaba que con
referencia a este factor la recuperaclidn de los explantes
pudlera ser faverable.

Las dpices con placa basal de ajo se sumergieron C(después
de llegar a -40°(C), directamente en HL y se dejaron almacenadns
durante 30 min., pasado este lapso las ampelletas fueron
extrafdas, desceongeladas rdpidamente en agua a 40°C por 1,30
yr;in. y se lavaron en medioc MS lfquido, para extraer la mezcla
erioprotectora. Una vez realizado lo anterior y para su
recuperacldn, se sembraron en medioc MS basal sin hormonas y
puestos on una cidmara de cultive, con un fotoperfods de 16 h,
1000 lux de intensidad luminosa ¥y a 285 = & °C de tempoeratura.

Se dejaron los dplces por siele moses en los medios de
cultive sin que hubieran reasumido su crecimiento. No obstante
no. se descarta que estén vives pues, c©w considera que los
explantes pueden presentar un “crioshock", el cual tienen que
vencer para poder desarrollarse, generalmente se lleva mayor
tiempo en la recuperacidn de los explantes crioconservados,
dicho ecrioshock puede ir desde tres dfas hasta seis meses
CJérgensen, 1989

Log problemas fisioldégicos producidos por los fendmenos de
ericconservacidn de meristemos estan relacionados a los
moecanismos de accidén de los crioprotectores  y al estado
fisioldgico del material vegetal, el cual puede ser uno de los
factores principales para la sobrevi vencia después del
congelamiento en nitrégenc liquido (Dereuddre ot al., 10883,
ademds quo existen cambios en la ultraestructura, que pueden sar

inducidos por divarsoes factores, algunos o todos se pueden
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prasentar durante los tratamientos criogénicos ya sea por las
bajas La}nperaburas o por el estrés causado por el criocprotector
CFinkle et al., 198%). Aunque ol crioprotector puede ocasionar
la desocrganizacidn celular, ésta no siempre resulta en la muerte
de la célula. Las solucicnes crioprotectoras SONn necesarias
cuande se congelan células a -196°C, se descongelan ¥y flnalmente
se intenta su recuperacidn, ya que sin algin crioprotector
frecuentemente no presentan caracter fsticas estructurales
reconocibles. los crioprotectores efectivamente preservan algo
de la integridad estructural,. pero quizi 1a organizacidén celular
ws fuertemente trastornada (Finkle et al.. 1985).:

Tedricamente un crioprotector puede proteger a las células
vivas contra el dafic por congelamiento, de manera extacelular a
la membrana, intracelualrmente un crioprotector puede act:uar
para estabilizar los arreglos intra e intermoleculares de los
componentes estructurales y finalmete puede asociarse al agua de
la membrana CChen et al., 1884>

Se han empl eado varias sustancias eon propledades
crioprotectoras, siaendo el DMSO y el glicerol los de mayor
empleo, pero se ha reportado que el uso de mezclas proporciona
un mayor porcentaje de recuperacidn de los explantes
crioconservados, ol agente no penetrante uUnjicamente protege la
membrana exteriormente por lo quo os necesario la adicién de un
agente penetrante para evitar la cristalizacién do hielo
intracelular C(Finkle ot al., 1985). por lo que sé esperaba que
al utilizar la wezela de glicerel (no penetrante) y DMSO
CpeneiLrante), proporcionara resultados favorables en el proceso
de  congelacidn de los 4#pices con placa basal de ajo., Lépez
C€18889) logrd obtener una recyperacidn del 80 % de dplices con
placa basal de ajo wutilizando DMSO al . 30%. En el presente
trabajo con el empleo de 18 diferentes mezclas crioprotectoras,
se esperaba una recuperacidén de explantes’ igual o .mayor Y en
mejores condiciones, debldo al efecto sinergélico que se ha
reportado que pueden ofrecer las mezclas, Sakat €1983) abtuvoe



con ¢lavel una mayor recuperacidn cuando se utilizaron mezclas
de DMSO y gluecosa; DMSO c¢on sacroesa & Sorbitol que al
utilizarlas separadamente, gin embargo cuando se ensayd la
mezcla DMSO y glicerol 6 solo glicerol la recuperacidn fue la
menos efectiva, :

Pero no solamente la mezcla enmpleada es la qué puede
garantizar la criocconservacidn, sineo que existe un npdmero de
factores como la tasa de enfriamiento, los crioprotectores y sus
concentracicnes, la temperatura a la cual se congelan les
explantes antes del almacenamiento en NL, el tipo ¥y el estado
rfisiolégico del material vegetal CKartha, 1088,

Con respecto a las tasas de enfriamiento y como se menciond
anteriormente, el range para considerarlo como lento es de 0.5 a
2,0°C/min, no siempre puede sér tan amplio. En células animales
frecuentemente se presenta una tasa de congelamiento 6ptima
aparentemente limitada por un lado por la sobredeshidratacidn y
poer el otreo lado por la formacidn intracelularmente de hielo,
esto mismo puede ser aplicado a muchos sitemas vegetales CIBPGR,
19800, ésto se ha comprobadoe al obtener mayor sobrevivencia a
una tasa especifica, los dpices de tomate sobreviven mejor con
tasas {ntermedias de 20 a 30°C/min; la fresa a una tasa de
0.5°C/min. ; la papa a 1000°C/min.; y el chicharo a 0.8°C-/min.

Por otro lado existen métodos qufmicos que auxilan en la
determinacidn de la sobrevivencia celular de manera
cuantitativa, como el método empleado por Stepenkus, €1987) que
se basa en la reduceidn del 2,3,8 Cloruro de Trifenil Tetrazollo
CCTID, por la respiracién mitocondrlial, que reduce el CTT a
derivados de formazan que presentan una coloracidédn particular
que puede ser medida espectrofotométricamente y proporclonar un
valer real. .

Dicha prueba se ha realizado en el laboratorio de
Biotecnologia Vegetal y Genética, del Inst. de Biologia UNAM,
con los mismo tipo de explantes y condiciones utilizadas en el

presente trabajo. obtenlendose una tasa de resplracidn del SO%
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con respecto al control, perc =in que los explantes reasumieran
su desarrollo C(Lépez, comunicacldn personald. Si lo anterifor se
presenta en la mayorfa del material experimental, sugiere que
existe un porcentaje de células que pueden estar vivas © con
ciertos dafics que necesitan de alguna condicidn para poder
desarrellar una planta nuevamente, la IBPGR C1985) menciona <que
los meristemos congelades y descongelados no necesarliamente
tiene que estar intactoes para el normal crecimlente y
organizacidn de los meristemos, que se puede preducir cuando el
dafio celuiar no es muy severo, Estudios anatémicos de meristemos
criopreservados han mostrado daffo en wal drea del domo del
meristemo, Henskins Y Kartha <19800 estudiaron dpices
meristemdticos de chficharo despuéds de estar almacenados por una
hora en NL, las células mersitemiticas parecian estar muert:as.
aunque pudlieron observar c¢élulas aparentemente vivas del tejido
del primordio foliar ¥y una porclén lateral del meristemo, nuavos
brotes meristemdticas se desarrollaron presumibtemente apartir
de dichos sitios. R

Para lograr y~o mejorar la recuperacidn de explantes
después de la congelacidn se han hecho investigaciones para la
manipulacidn de las condiciones de post-descongelamiento, Grout
y Henshaw €1878) recomiendaron un nivel bajo de luz durante la
recuperacidn de meristemos de Solanum gonlocalyx, Henshaw et
al.., €1979) demostrd un incremento considerable en la
sobrevivencia de Solanum tuberosum subsp. tuberosun con la
adicidn de NAA ©O.5 mgrsl y GAa 0.2 mgrl en el medio de
recuperacidn.

Para el ajo, noe se lograron las condiciones para su
recuparacidn, como se ha discutido, a pesar de que se manejaron
varias tasas de enfriamiento, d&stas tal vez ne fueron las
dptimas 6 su combinacién con las diferentes mezclas., no
parmitieron que los explantes Se desarrollaran, debide a lo
anterior seria necesario relizar una invetigacién mds amplia
para poder investigar que factor o factores son los que estan
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imptdiendo la recuperacién de los explantes, dicha investigacidn

podr {a ser encaminada al emplec de otras mezclas

crioprotectoras, varlar las tasas de enfriamiento, empleoc do la

meroscopia para detectar los posibles dallos celulares,

utilizacidn de otros explantes y la experimentacidén con ectras
especies.
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ViI, CONCL¥SIONES GENERALES

Debido a los problemas que representa mantener al material
vegetal de lmportancia econdmica <on propagacidn vegetativa y o
con semfllas recalcitrantes, es necesarioc desarrolla tecnologfas
adecuadas para lograrlo, per lo que la ventajas que podria
ofrecer oi. empleo de métodos criogénicos de conservacidn para
almacenar =1 material vegetal sin que sufra alteracicnes
genéticas, es la mejor opcidn.

Existen equipos automatizados de crioconservacidn de costos
elevados, perc en pafses como México, dondes existe una gran
cz;ntidaﬂ de recursos <que es necesario conservar, esto no se ha
realizado debido a que no se cuenta con el capital para poder
adquirir los equipos necesarios, por lo que es nocesarioc
desarrollar tecnologfias de bajo coste que puedan ser aplicadas
en cualquier parte del pafs y as{ poder conservar nuestros
recursos vegetales.

En el presonte trabajo se propone un equipo de
crioconservacién de bajo costo, el cual es una modificacidn del
utilizado por Lépez et al. C10882, las adaptaclones realizadas
permiten tener un manejo més fhcil, c¢émodo y de una mayor
precisidn. ’

Este sistema de enfriamiento puede proporcionar tasas de
enfriamjente lentas Cdentro de un rango de 0.8 a 2.8 *C/min.Dd
con las que posiblemente =e podria congelar y recuperar la
mayorfia de las especies mencionadas en la bibliografia scbre
este tema, puesto que casi todos los reportes en la literatura
abarcan dicho rango, aunque también el sistema podrfa aplicarse
Para la crioconservacidn répida.

Con el aparato de enfriamiento propuesto es posible variar
las tasas de enfriamiento mediante las concentraciones del



ericprotector y la tenmperatura externa dentro del termo a la
cual son colocadas, puesto que si so emplean altas
concentraciones la tasa de enfriamiento serd mds lenta, y de
igual forma, conforme se varia la temperatura externa, la tasa
de enfriamiento también variara, debido a que existe un
gradiente de temperatura ascendente generado por los vapores del
nitrégenc liquido desde su superficle hasta la boca del termo.

Este gradiente se determind para el termo con 10 litres de
nitrégeno 1f{quido, encontréndese gque el descenso de la
tenmperatura en el interior del termo, se comporta de manera
lineal, Se pudo determinar la esuacidén Y= -6.53Ch) + 0.84,
indicédndonos que la temperatura desciende alrededeor de 0,33 °C
por centimetro con un error estandar de 0.4@ *C, por lo menos
hasta -850 *C, ya que cerca de la superficie del nitrdgenc
liquido, el descenso de temperatura se c¢omporta de manera
exponencial (Heiras. comunicacidén personal)d.

Es importante registrar el comportamiento de las mezclas
cricprotectoras al ser expuestas a los vapores del nitrdgeno
liquido para poder determinar su tasa de enfriamiento y poder
manipularlas cuande se congelan las explantes, Yya que nos
indican a la temperatura externa a la cual se deben colocar para
que proporcionen tasas de enfriamiento lentas.

Las mezclas crioprotectoras empleadas C(DMSO-glicerol) bajan
el punto de fusidén de una scolueldn acuosa conforme auments su
concentracién total, por lo que se concluye que tantc el DMSO y
el glicercl, bajan el punto de fusidén de forma similar, Las
mismas meZClas causan efectos cltotdxicos sobre los dplces con
placa basal de ajo, sabre todo cuando se encuentran
concentraciones altas de ambos compusstos, perc audn  en
concentracicones bajas causan efectos téxices, los cuales se
expresan en ol desarrollo anormal de la pléntula, debldo
presumiblemente a 1la sobredeshidratacién causada por las
mezclas, debido a que el DMSO actia como agente penetrante. el
cual al entrar rdplidamente a la célula, ésta se deshidrata



parcialmente, sin que é€sto dafie fuertemente a la célula,
inclusive cuando se tra a traciones altas, pero al

estar en combinacién con el glicerol, que es un agente que se le
puede catalogar como no penetrante cuando se encuentra en
combinacién con el DMSO, causa una deshidratacidn adn mayor,
provocando dafios que en ocasione: son irreversibles,

A pesar de que los resultados de crloconsarvaqldn para los
dpices con placa basal de 4 sativum var. Taiwan, no han side
favorables, ya quo después de 7 meses no han reasumlido su
crecimiento, pero han mostrado indices de actividad metabdlica,
mediante la prueba; de CIT, por lo que la crioconservacidn del
ajo, ofrece muchas expesctativas.

El estudio plantea la facilidad deo emplear este sistema de
enfriamiento de bajo costo, para la conservacidén de otras
especies a largo plazo, principalmente de aquellas que al igual
que el ajo sea diffcil su manutencién bajo los procedimientos
tradicionales de conservacidn de germoplasma.
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