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RBBUKB!I 

El cultivo de tejidos vegetales in vitro ofrece una 
alternativa para el almacenamiento de germoplasma valioso de 
especies que se han conservado por los métodos tradicionales. 

Esta técnica, aunada a las de crioconservaci6n 
constituyen una posible via para establecer bancos de 
germoplasma in vitre. En el presente trabajo se utilizaron 
los métodos de: enfriamiento a tasas lentas, enfriamiento 
rápido y la inmersión directa en Nitrógeno Liquido, seguidas 
del almacenamiento en Nitrógeno Liquido durante 15 6 30 min, 
la descongelaci6n rápida y recuperación in vitre de: Alliua 
aativum, Daucus carota, Lycopersicon escu1entwa y Dianthua 
oaryophy1lus. La viabilidad del material congelado se estim6 
por: a) su aspecto macrosc6pico, b) la reducción de la sal 

deshidrogenasa cloruro 2,3,5 trifenil tetrazolio, c) la 
magnitud del dafio celular, d) la capacidad de crecer <mte 
diferentes tratamientos de reguladores del crecimiento y 
técnicas de cultivo para favorecer su recuperaci6n 
postcongelaci6n. Los resultados mostraron de manera general 
que: 1) el sistema propuesto requiere de mejoras de tipo 
técnico para lograr obtener un control en las tasas de 
enfriamiento lentas, 2) es posible determinar la actividad 
respiratoria postcongelaci6n en A1liwa sativum y Daucua 
carota, 3) la membrana y estructuras celulares de AlliWll 
aatiVWll y Daucus carota son dafiadas considerablemente debido 
a su ruptura y una severa plasmólisis a lo largo del proceso 
de crioconservaci6n, por lo que su recuperación total no es 

posible, 4) no se obtuvo la recuperación postcongelaci6n en 
medios adicionados con reguladores del crecimiento en 
Lycoperaioon esoulentum y Dianthus caryophyllua. 



IllTRODUCCION 

Entre las cerca de 250,000 especies de plantas que 

existen en la naturaleza (NAS, 1975) aquellas que se 

reproducen vegetativamente, o no producen semillas, no se 

pueden almacenar por las vias tradicionales como se procede 

con las especies que forman semillas ortodoxas. De estas 

especies lo que se conservan son las estructuras vegetativas: 

bulbos, tubérculos y ra1ces. Las que después de cierto tiempo 

llegan a perder su viabilidad, por lo tanto antes.de que esto 

ocurra, estas estructuras deben plantarse nuevamente para· 

repetir el ciclo vital de la planta y generar· un nuevo 

propágulo que será almacenado. 

Existe otro gran grupo de plantas que pro~ucién s.emillas 

llamadas recalcitrantes, que se caracterizan por perder su 

viabilidad al reducir su canten.ido de humedad (Roberts, 1984) 

y ·"que también presentan problemas para ser almacenadas. La 

conservaci6n de· su germoplasma se realiza en cultivos en el 

campo, lo que implica un alto costo de manutenci6n, de 

labores de campo y el· riesgo de su pérdida al estar expuestos 

a diversos factores adversos como'son los cambios climáticos 

de la regi6n, el ataque por pat6genos as1 corito · ·1a · 
manipulaci6n por el hombre. 

Ante la imposibilidad de conservar colecciones en ·campo· 

de todas las variedades vegetales de interés comercial que.ha 

generado el hombre y de aquellas especies que se encuentran 

amenazadas de extinci6n, el establecimiento de bancos de 
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germoplasma in vitro, es una medida alternativa para afront_ar 

parte del problema. 

Las técnicas in vitro pueden proveer un alto potencial 

de tasas de multiplicación vegetativa a partir de tejidos 

aislados y cultivados asépticamente o bien poder almacenar 

germoplasma valioso en un espacio reducido. 

Los bancos de germoplasma in vitro han sido denominados 

por el consejo Internacional para los Recursos Genéticos 

Vegetales (IBPGR) en 1986, como colecciones activas para 

almacenamiento a corto plazo y colecciones base para 

almacenamiento a largo plazo. 

La conservación a corto plazo comprende comllnmente el 

empleo de sustancias que retardan el crecimiento de los 

explantes y pueden permanecer bajo estas condiciones duran~e 

tiempos relativamente cortos; entre otros factores las 

modificaciones de luz y temperatura pueden favorecer este 

tipo de conservación. 

En el almacenamiento a largo plazo, se utilizan las 

técnicas de crioconservación que consisten en el empleo de: 

a) sustancias denominadas agentes crioprotectores que 

minimizan el dafio por congelación y b) la aplicación de 

temperaturas muy bajas, que se alcanzan por medio de 

Nitrógeno Liquido (NL) -196°C, para conservar las muestras 

por tiempo prolongado. 

Dentro de las principales deficiencias en el 

conocimiento del proceso de crioconservación se encuentran 

los complejos cambios estructurales y fi.siológicos que 
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ocurren como resultado de la congelaci6n y descongelaci6n 

(Wilkins y Dodds, 1983). Para conocer la situaci6n que 

guardan los tejidos que fueron congelados se requieren llevar 

a cabo varias pruebas para confirmar su viabilidad. Este 

aspecto es importante debido a que el éxito o fracaso de la 

técnica de crioconservaci6n está fuertemente ligado a los 

aspectos técnicos del equipo, crioprotectore.s, tasas de 

enfriamiento, etc., asi como a las caracter1sticas del 

material biol6gico: especie, estado fisiol6gico de la planta 

madre, contenido de agua celular, tipo de tejido, etc. 

Para evaluar la viabilidad de las células después de su 

congelaci6n-almacenamiento y descongelaci6n se 

desarrollado varios métodos (Calkins y swanson, '1990) •. 

~ntre ellos se contempla el análisis de· los asp.~ctos 

macrosc6picos, estructurales y ultraestructural, con ·auxilfo. · 

de la microscopia 6ptica y electr6nica; as! . taiübú1n''.:·. se 
··"," 

considera la condici6n fisiol6gica al examina~:.· la 'o:'tasa 

respiratoria con la sal deshidrogenasa cloruro 2,3·,s.t:';ifenil. 
::-.····."·' 

tetrazolio (CTT), o al promover la recuperaci6n··· del' ma'terÍal 

congelado en medios adicionados con re~u~~~o'x:eií ' del 
: .. ' - -,· ,. 

crecimiento. La conjunci6n de todos es.tos eleme'nto~ •'pe'rmiten 

realizar la evaluaci6n de los aspectos .técnicos. y··;;apacidades. 

'biol6gicas de cada especie y realizar con éxito los' procesos 

de crioconservaci6n. 
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A!l'l'BCBDBH'l'BS 

COHSEllVACXOH DE LOS RECURSOS GEHETXCOS. 

Desde épocas antiguas la diversidad vegetal ha sido 

preservada en sus hábitats naturales o en los campos 

cultivados. La riqueza genética de los cultivares se ha 

mantenido por los agricultores en tiempos más recientes, los 

cuales han guardado semillas o clones para la pr6xima 

siembra, las semillas son protegidas de insectos y mam1feros 

y los tubérculos son almacenados unos cuantos meses a bajas 

temperaturas, como las papas (SolanWll tuberosWll} en los Andes 

Peruanos (Plucknett y Smith, 1987). 

Asimismo, la práctica de reunir y cultivar plantas de 

lugares lejanos o apartados, inicialmente con un sentido 

ornamental es una actividad antigua y conforma en parte_ lo 

que actualmente se denominan como Jardines· Botánicos mismos 

que ahora también tienen sus funciones en investigaci6n, 

educaci6n y extensi6n; en la Edad Media los jardines europeos 

eran frecuentemente concebidos como una simulaci6n del Jard!n 

del Edén. En el siglo nueve los jardines en_ los monasterios 

eran comunes en Europa y en paises del mundo Islámico se 

constru!an alrededor de mezquitas y palacios; eran lugares de 

relajaci6n y contemplaci6n de.las cualidades de Alá. 

Posteriormente los jardines se transformaron en centros 

de estudio, de los cuales se han derivado varias farmacopeas 

por lo que la medicina propici6 un !mpetu al estudio de las 

plantas (Plucknett y Smith, 1987). 



Se considera que la necesidad de conservar los recursos. 

genéticos 

marcha en 

vegetales y animales fue generada y·: pu~sta .. en, 

China· e India hace 700 años D,c;: (Pltck~ett'y: 
Smith, 1987); no obstante, 

·.. .-·· 

necesidad. 

- .... ;., .: ,"•' 

practicada actualmente . ' " como •. ": alg_o 

que' si bien no fo e~,·. ~ ...... ~:~ urgente 
; ':\·:·.~;;\<··/: < 

es biodiversidad 

relativamente nuevo, 

- '.',_.:..,-. >-~· ,. "·</;·~~-- . -· 
La conservaci6n genética moder~a :u~~ ;~Üs ".base;. : en los' 

estudios pioneros de candolle en : 18~S~:;,· i'9D~ ·~, V~v.ilov'" .;n 

1940, 1957 (Plucknett y smith, 19~7)> ·;.,:. '." . ' 

Los estudios y e~edicio,;es · qu.;, · r.:.aliz6 · .Vav.ilov desde 

1924 a 1940 revelaron la abundancia . y ia .. desconocida 

variaci6n genética (Plucknett y smith1 1987; Dodds, 1991) , 

asimismo ·mostraron que. los recursos genéticos, " 

particularmente cultivares primitivos y especies afines a las 

cultivadas; se concentran en áreas definidas. Seglin Vavilov 

estas áreas son "centros de origen" o "áreas·· de diversidad · 

genética". Dichas áreas están situadas generalmente en 

regiones de agricultura primitiva y cionsérva:ciora~ toda's'ellas 

se localizan en paises subdesarrollados y ~o,;. inst{#1.l:i.o~~'s 
extranjeras las que se preocupan de "u p:i:is~:rvac,;l6i,i y\uso. 

En los aftas sesenta se cre~ron_-::·di.Y~Z.-~á·~·:'..:·~-~~~riii~~.i(?~es 

que se avocaron al estudio de .J.'a ;,;,,;,¡,.;,l:'vá~~6n d.~::{;¡~ '.recursos 
.; ',·:t:~-· : .. ~---~. -" ·,. ·: ··.' ·' .. • --

genéticos. ..,.- .. ,.. " . , .... 

No fue sino hasta 1964; ~.;.¡,.;',e;i i?~6~;~;;¡¡. ~i~1lgico 
Internacional (IBP.· por ::~1.1~-~i~Í~~,·~~-~\·n~i~~{·'~~· .i,,:.;~ ~n. 
subcomité que estudiara ',las:· v!as' . y' formas d.i colectar y 



conservar los ·. récursos genéticos vegetales. En él se 

integ~aron ,. los esfuérz.cis del IBP y de la organizaci6n . de 

Alimentaci6n<'i: Agricultura (FAO por sus siglas eri: inglés) 

para.abordar'esteproblema. 

···:A:·~~¡~:(cJ~·~,.~¡.~:<'é·~~fe'rencia técnica celebrada-· en·: s~~~i~~re ·. 

de ¡9'~~: ~~;,:a~~~fÚa~on. cinco distintos tipÓs :d.i ·germo;l:~ma 
que ;~~~Í.;r~n ~re~~nars~ (Dodds, 1991:): : , " 

' ... :· . 
. }. :;:· ,. ::.:~·- :·:.:: 

1) Los cultivares de uso más frecuente. .-:, ::.~:-> 
.<. ··;; 

2) cultivares de uso poco frecuente pero»que son» importántes 

por su .. reserva genética. 

3) Grupos genéticamente especiales 

distintos factores ambientales. 

4) Variedades primitivas. 

por 'su.'resistenciia ·a 

,.:':i: .'" 
·- "'·· -.,, .. 

5) Especies sil~estres relacionadas con las _c.ui.~.i~a·d~s .. 
·,\'..: 

otra propuesta fue que las colecciones de .. ios ·. bandóá . 

genéticos, contuvieran genotipos repre~entati veis d~· ·. cÜstÍ.ntá'á 

regiones del mundo. 

Se discutieron los métodos especificas aplicados a las 

diferentes especies cultivadas y fue propuesto el uso de 

bancos de semillas como un recurso para la conservaci6n de 

ciertos cultivos. En 1972 se seHal6 como problema mundial la 

desaparici6n de la fuente genética y la necesidad de salvarla 

y preservarla en beneficio de futuras generaciones. Para 

ello, se logr6 el financiamiento para la exploraci6n, 

conservaci6n, documentaci6n y entrenamiento, creándose el 



cónsejo Internacional para la conservación de los Recursos 

Genéticos (IBPGR), como administrador de dichos· fondos; En· 

1974 se ·.discutieron aspectos de explotación, ev.a.luación, 

conservación; almacenaje, documentaci6n/infcrmaéión y· 

aspectos· técnicos de los centros de recursos genétic·o~~ Una 

revisión realizada por Roberts (1975 citad~ ~o~\icd~~/i~~l) 
de los principios y métodos para el ~l~~c"éri~~i~~~o de 

semillas y polen demostró que la con~er~~;;,¡~~\~ Úi~oL~lazo 
de . ~e;niÜa~ e~a ~elátivamente simple 'y.· t~cnp~~~icamente de 

bajo costo;:.· 

·J\.étuá1mente el concepto .de, un banco de germoplasma ·ha 

cambi~ci;,· dram&ticamente. Si fuera .. posible medir en· una hora 

un···~:i~1b agrícola se observarla .. que: el germ.oplasma ha sido 

conservado en. los Jardines Botlinic.ós e invernaderos tan solo 

en los ültimos minutos, y l~s ·bancos de genes no ·han sido 

considerados sino hasta los ültimos segundos (Plucknett . y 

Smith, 1987). 

Para afrontar la actual e inminente pérdida del material 

vegetal en el campo, aunado a lo costoso que es realizar. 

viajes para colectarlo y dado que en muchas ocasiones éstos 

no resultan exitosos, es necesario'esti,mular ·e1 desarrollo de 

modernos bancos genéticos para mantener un constante y. 

confiable suministro de germoplasma. 

Los métodos para conservar el germoplasma varían en 

función de la especie y otros factores. Hasta el momento, la·. 

conservación mediante el almacenamiento de semillas ha 

resultado ser el procedimiento más económico y el 'que 'mejor 
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garantiza '1a preservaci6n de la identidad genética del 

material (Braun, 1988). 

Por otro' lado, el germoplasma selecto cultivado en campo 

necesita de amplios espacios, altos costos y constantes 

'cuidados. Se ha estimado que para tener una colección de 

especies silvestres, ecotipos y cultivares de pistache se 

requieren de 21 hectáreas (Wilkins y Dodds, 1983). Otro 

ejemplo claro es el que ocurre en la subestación de los Andes 

Peruanos en Huancayo, donde se destinan 4 hectáreas para 

sembrar 12, ooo clones de papa cada afio (Wilkins y Dodds, 

1983). 

Las limitaciones de la tecnolog!a convencional han 

propiciado' que en los ültimos afias la aplicaci6n de las 

técnicas in vit:ro tomen importancia para almacenar el 

'germoplasma de las- ,especies recalcitrantes , (Bajaj, 1979 ¡ 

Withers, 1980; Wilkins y Dodds, 1983¡ Henshaw et aJ.., l985j' 

Kari:ha, 1985a; Rubluo, 1985; Grout, 1991) que han resultado 

benéficas particularmente para aquellas especies que se 

reproduce,n vegetativamente. 

Los sistemas in vit:ro pueden aprovechar el alto 

potencial de tasas de multiplicaci6n vegetativa de tejidos 

aislados cultivados asépticamente para as! obtener, entré 

muchos otros beneficios, plantas libres de virus, o bien 

poder almacenar germoplasma valioso en un espacio reducido. 

Un ejemplo fue el trabajo de Galzy en 1969 (citado 

por Wilkins y Dodds, 1983) que almacen6 plantas de uva ,(Vitis 

rupestris) a 9ºC por periodos de un afio, trabajó con un total 
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de 800 cultivares, con seis repeticiones por cultivar, que 

ocuparon un área de 2 m2 , lo _que_ in vivo' requerirla de una 

hectárea. - Asimismo clones de yuca; camote, papa y café fueron 

almacenados como plántulas en tubos de e_ns~~o- por más de dos 

aftas (Kartha, 1981). 

Si bien las técnicas in vitro son 1ltiles _para obtener 

altas tasas de multiplicación, esto puede no ser una 

caracter!stica deseable para preservar germoplasma ya que a 

mayor velocidad de micropropagación, corresponderá tener que 

realizar subcultivos periódicos más frecuentes del material 

almacenado. Asimismo una preocupación que surge con el uso 

del cultivo de tejidos en la preservación de germoplasma es 

la ocurrencia de variación somaclonal en callo y células en 

suspensión, y a1ln se ha registrado en tejidos organiz_ados 

como meristemos (Wal_bot y Cullis, 1985 citados por Kartha, 

1985a). 

El cultivo' de meristemos ha ocupado una posición 1lnica 

en términos prácticos, no sólo en la propagación clonal, sino 

en la producción de plantas libres de virus. Dentro de los 

procesos de crioconservación los meristemos de una cantidad 

considerable de especies han sido sometidos a m1lltiples 

variables como el tipo y concentración del agente 

crioprotector as! como a diversas tasas de enfriamiento con 

resultados favorables (Seibert, 1976; Bajaj, 1977; Benson, 

1979; Grout et al., 1978; Haskins y Kartha, 1980; Kartha, 

1981, 1985b). 



Grout 

inherentes 

{l.991.)' menciona 

al almacenamiento 

que hay 

en NL que 

12 

algunos riesgos 

están ampliamente 

asociados con los efectos de formaci6n de radicales libres. 

Esto puede provocar dafio en macromoléculas como el 

DNl\ y ·comprometer la estabilidad genética, aunque estudios 

prospectivos basados en cultivos animales almacenados en fr!o 

sugieren que los riesgos pueden ser insignificantes a futuro. 
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PRINCIPIOS DE lllf BANCO DE GERMOPLASllA IN VITRO. 

Una de las alternativas propuestas para afrontar la 

problem1itica del almacenamiento de germoplasma valioso es la 

creaci6n de bancos de germoplasma in vlt;ro por medio ·de dos 

v!as (Kartha, 1981): 

- a corto-mediano plazo 

- a largo plazo 

Estas ·v1as fueron denominadas P?r · .· ei con;.ejo 

Internacional para los Recursos Genéticos Vegetales' (IBPGR) 
·,. ; .; 

en 1986 como colecciones activas (Íl;,_rí~o activo) .'Y. cole~bionés 

base (Banco Base), respectivamente. 

Banco activo: 

consiste en el almacenamiento a corto-mediano plazo de 

la . muestra vegetal al menos d.urante un afio sin realizar 

subcultivos, el· material debe fluir a través· de un. pi:.oceso 

c!clico, donde se multiplique y se controle su estabilidad 

genética. La colecci6n es mantenida por ·sucesivos 

subcultivos, lo cual renueva el material conservado. y provee 

muestras para su monitoreo y distribuci6n, los riesgos de 

variaci6n somaclonal pueden ser minimizados por la cuidadosa 

selecci6n del explante inicial y sistemas de multiplicaci6n. 

El almacenamiento a corto plazo comprende comünmente el 

empleo de sustancias que retardan el crecimiento, por lo cual 

el material vegetal puede permanecer bajo estas condiciones 

durante tiempos relativamente cortos, la aplicaci6n de 
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variaciones de ~iU·i y temperat~ra· pu~den s.ir f.avo~~bles: para. . . ~ 
este tipo .de· conservaci6n y la combi~ación de éllas pu~de. 

mejorar los resultados~ 

Banco base: 

Dentro de. la v1a a largo-plazo se .encuentran la 

preser.vaci6n a muy bajas temperaturas, -196°C o cercanas a 

ésta, es comtlnmente llamada crioconsarvación. Esta consiste 

en la utilización de NL (-196°C) y de sustancias que 

minimizan el dafio por congelación (crioprotectores) para 

_ almacenar muestras por lapsos prolongados sin realizar 

subcultivos periódicos, las muestras permanecen en una 

condición estática con escasa actividad biol6gica·. 

Grout (1990) sefiala que esto "es debido a que la energía· 

molecular es muy_ baja para completar las convencionales 

reacciones qu1micas en el material biológico"¡ por lo tanto 

no pueden ocurrir cambios genéticos durante el 

almacenamiento, Un banco base s.erá capaz de renovar las 

existencias de un banco activo, as1 como las propias. 

El éxito de la crioconservación hace posible llegar a 

mantener la estabilidad genética ·del germoplasma preservado 

por ejemplo, de cualquier tipo de material agronómicamente 

valioso o tejidos de especies con semillas recalcitrantes ó 

que básicamente se propaguen vegetativamente. 

La creaci6n de un banco base ofrece las siguientes 

ventajas y usos (Henshaw, 1975; Bajaj, 1979¡ Rubluo, 1985): 
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1) Brinda la posibilidad de mantenér tejidos somáticos por 

largos periodos sin problemas de 

ambientales o genéticos. 

2) se podrian generar 

variaciones genéticas, 

y escoger': l!neas ;'i~elulares 
cuales ~~/}, ~i~ac;eriar!an • . ·; '::;' ~ ,. 

emplearian seg!in las necesidades deí.:1á 0,:i~'1e~fi~a6i.6~'.\': ..... 

o 

y 

3) El almacenamiento en frio al >Í~hl.~k~i~ ~~vi~'i'6~ ;~~{uiar; 
evita la necesidad de realizar subd~1~i~~s'~ <><,· ·.':( 
4) Se almacenarla uria gran . canÚd~d : de hióne's ·en . ,,{ri: espacio 

.. · .. -·'•.: <:··. ...:,·.- .. ··.' 
. ,,,.,,.:.-,;. :~:-~:~ -¡'::::~ ·.·>,,::·~- .:i. reducido. 

':: . ';· .- -~- '.. ;,::;: ".·-~.\_',;_; '~.;;_< -. ;::·:i 
temperaturas, .las células ·e.st.án>en .,un ·estado 5) A bajas 

metab6lico bajo, por lo que el ~ot~;nc:Í.~i ':~;6~~ª~~~~~i~o de los 
:,- .::-:-··1·':' 

cultivos se conserva. 

_6) El germoplasma congelado y 

intercambiarse a nivel internacional. 

7) Puede proveer a los bancos activos de mate~iaÍ· o reservas 

cuando sea necesario. 

CRIOCOHSBRVACIÓH: ASPECTOS BiSICOS. 

Almacenar a temperaturas muy bajas implica transferir 

·células (individuales, en agregados, tejidos u 6rganos) de 

una condici6n de crecimiento a temperatura ambiente u 6ptima 

controlada, pasando por los puntos de congelaci6n de los 

ambientes intracelulares y extracelulares hasta llegar a una 

temperatura lo suficientemente baja, generalmente a 



16 

temperatura de ebullici6n del NL (- 196ºC), para suspender su 

metabolismo; (Withers, 1980). 

Los primeros estudios de la recuperaci6n del tejido 

vegetal después de su exposici6n a temperaturas muy bajas 

_(NL) fue realizado por sun (1958 citado por Withers, 1980). 

Estudios subsecuentes exploraron los mecanismos del dafio 

por congelaci6n y determinaron las relaciones entre las tasas 

de congelaci6n y descongelaci6n. Sin embargo no fue sino 

hasta 1973 cuando Nag y street realizaron una verdadera 

crioconservaci6n en nitr6geno 11quido para lo cual emplearon 

células de Daucus carota. 

Es común que a consecuencia de la congelaci6n en forma 

· inmediata ocurran dafios celulares generalmente irreversibles, 

los cuales tienen una base f1sicoqu1mica, que se pueden 

englobar en dos.mecanismos (Altamirano, 1985):_ 

F1sicos: 

Involucran la formaci6n de cristales .. · de li~~lo, su 

nucleaci6n y s~ "stibsecue;,te crecimiento. La -.molécula de agua 

cambia su disposici6n" espacial. al pasar de. 11c;Píido a s61ido 

lo i:¡~e pro~~~.;_la ruptura.de·estrué:turas' c"elÚlares. 

"F1sicoqu1micos: 

i.- La desnatu~~liza~i611. de una gran cantidad de compuestos 

celuláres a consecuen"cia . del aumento en la concentraci6n de 

electr6litos modifican la estructura secundaria y terciaria 

de las prote!nas lo que ocasiona un choque osm6tico. 
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2.- suspensión de reacciones catalizadas por enzimas que son 

inactivadas a bajas temperaturas. 

3.- Deshidratación extrema; ésta provoca la precipitación de 

prote1nas en solución. 

4.- cambios en el pH 

· .. ·_:. · .... 
Los cambios que ocurren dentro de :.1.a·. célula al 'ser 

enfriada dependen en cierta· inedida::~e~:la ·ve16cidad a la cual 

se enfr1a la muestra. cada ,~,;i?'l:;;nte· ,responde de forma 

diferente y no se puede : es~al>i~~~~)~~· procedimiento general 
:.,.'-:' ·';! 

de .crioconservación, caéia<caso"·. ·debi.o· ·pasar por un ensayo 

.experimental. 
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CONGELACION 

La congelaci6n produce daños fisicos en las células 

debido a la formaci6n de cristales de hielo. La formaci6n de 

hielo consiste en el paso del agua de un arreglo azaroso a un 

estado s6lido ordenado. Es importante señalar que muchos 

liquides, incluyendo el agua, no se congelan en un punto de 

fusi6n de la fase s6lida; cada liquido puede ser 

sobrecongelado a distintos grados debajo del punto de fusi6n 

·de la fase s6lida y podrán congelarse por la f ormaci6n 

espontánea o la adici6n de sustancias que actQan como 

catalizadores.de ·la transici6n de la fase liquido-s6lida. La 

catálisis. de. l~»transici6n de la fase agua-hielo. se refiere a-. 

la nucleaci6n· ci~l hielo (Finkle et al., 1985¡ Sakai, 1993). 

El ... p~C:;:~~~~<. de congelaci6n involucra dos 1:'en6;nenos 

diferentes. »1a i:'o~áci6n de . nlic'::leos de hielo. y_¡ol crecimiento 

del cristal.·: 

·La ·;,,ristallzaci6n de una fase liquida a una s6lida 

requiere· la generaci6n de nücleos en los cuales las moléculas 

puedan condensarse. Un nücleo efectivo consiste en un grupo 

de moléculas que pueden ser reconocidas por otras. Cada grupo 

de moléculas se forma. espontáneamente de manera azarosa y la 

probabilidad de que los grupos puedan servir como un nücleo 

efectivo para la cristalizaci6n depende de. su tamaño, vida 

media y a su vez de la temperatura. 

Se· conocen dos tipos de nucleaci6n: a) La nucleaci6n 

homogénea, que .consiste en la .formaci6n de manera espontánea 

de nücleos en . el liquido sin la intervenci6n de cuerpos 
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extrafios a. una .temperatura·· cercana a -40°C, y .bl. 'La 

nucleacl6n h~terogénea es. aqcieiia que se llev~ a cabo: cuando 

liay impure~as~ p,i~~f:cui~.; de polvo º>.miilr~ciÚÍt~le.; que se 
·.-'',,·· 

·,·: constituyen·. e~. ~Ocie~-~'· ... ":> ·:.>·'.·);~ .. . ~ _,·.: .. ··.:-~, '..-r .: . 

La· tasa. de enfrÍamiento · infl~ye "a;;'; ma~~ra '• crftfcá en la 
. ~ ·--~" _,, \,: ... '· ;, . 

tasa de crecimientno . de los cris~aJ.~s. y, kh>'.;~'.':':~o~foÚ>gla · 

(Frank·s, 1985). cuando las ta·sas·.,de:'°.~~-t'riB.~ie~~O '.'_~?n::···.l~ntas-, 
el crecimiento de los cristales p~~gres~ : á •• par.Ú~··~-cÍe · 1<ls 

centros de nucleaci6n iniciales, por lo que su tamafio '.fit{á1 
. ,· :.. -, ' 

es grande. Cuando las tasas de- enfriamiento se in'érementan, · 

ocurre un mayor n<imero de eventos de' nucleación por ·1.0_ que 

los cristales formados son más pequefios (Mer0nan y. Williáms '· 

1985). Es por ello que es muy importante la·: tasa.<•·de 

e1!_friamiento que se. utilice, además de la condición biológica 

de los tejidos. 

Grout (1991), sefiala que una adecuada congelación es 

critica para la-'exitosa recuperación del material que·ha sid~ 
somet'ido al proceso de crioconservación y que 'por ello . se . 

requier~·. de un complejo equipo para cualquier operación a 

·mediana o gran escala donde los protocolos hayan 'sido· 

desarrollados, asegurando as! la . repetición de los 

tratamientos y resultados. 

El tamafio y cantidad de cristales de agua que se forma'n 

al congelar dependen principalmente de la velocidad con que 

se extrae calor, por lo que se han establecido los siguientes 

métodos: 
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1.- Congalaci6n r6pida. 

consiste en la inmersi6n directa (XD) de las muestras en 

NL, este método provoca la formaci6n de un gran ntlmero de 

cristales de hielo distribuidos en los tejidos de manera 

uniforme. La tasa de enfriamiento es muy elevada, de 

-so•c·min-1 hasta mayores de -11oo•c·min-l. Este método es 

recomendable para semillas, polen y meristemos de ciertas 

especies, por ejemplo se ha utilizado con éxito en Diantbus 

caryopbyllus (Seibert, 1976), SolanWll tuberosUlll (Bajaj, 

1977), Lycoparsicon esculentWll (Grout et al., 1~78). 

2.- congalaci6n lenta. 

Consiste en descender gradualmente la temperatura de la 

muestra de tal modo que la célula se enfriarA relativamente 

despacio y en primera instancia se formarA hielo fuera de 

ésta, la ca1da de la presi6n de vapor del agua traerA como 

consecuencia la eliminaci6n del agua del protoplasma y un 

aumento en la concentraci6n de salutes intracelulares. El 

punto de congelaci6n intracelular se abate y en consecuencia 

la célula puede permanecer a una temperatura mAs baja a su 

punto de congelaci6n sin que se forme hielo en el citoplasma. 

Este proceso continlia hasta que se llega a un punto en 

el cual toda el agua intracelular congelable ha sido 

eliminada o ya no puede permanecer sin congelarse, entonces 

el contenido de agua se solidifica. con este método se forman 

pocos cristales de hielo grandes (Franks, 1985; Kartha, 

1985a; Meryman y Williams, 1985). 
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Cabe señalar que durante la congelaci6n por el método , 

lento las células pueden .dañarse .Por el ·efe.et.o ·.que .. ':'e;iulta .·de' 

la concentraci6n intrac,~lul~r ;"'de "so lutos, ·"(Man'zur;· . 19701 

Meryrnan y Williams, · · 198~). : ~~s tásá.~'.' d~ :j~~~Üini~rito 
recomendables son entre .;o.s y: ..:o.':i~c'~i'n:-i:'· ~J.n ;:~~b~.r~o se 

han reportado tasas del orden.de -0.1 a ·-10°C·min-l. 

Los recipientes donde se llevan a cabo los métodos de 

congelaci6n se conocen como Dewars o termas criogénicos; los 

hay de vidrio y de acero inoxidable. Estos recipientes 

utilizan el alto vac1o como aislante y además están forrados 

con multicapas, pueden almacenar NL por largos periodos segün 

su tamaño, volumen de almacenamiento y tamaflo de su entrada 

(boca) (Heiras, 1988 comunicaci.6n personal). 

Un determinado volumen de NL genera a partir ,cie' la" 

superficie de éste un gradiente de temperatura . hacia la boca 

del termo; para·conocer este gradiente y calibrar el terino se 

. requiere de sensores de temperatura con propiedades· 

termoeléctricas (Jagodzinski, 1966). 

Estos sensores son conocidos como termopares, y están 

constituidos por dos alambres · de materiales distintos 

(Platino-Rodio, Cromo-Alumel, Cobre-constantan) (Weast, 1984) 

unidos en un extremo, de tal modo que una diferencia de 

temperatura entre los extremos unidos provoca una diferencia 

de voltaje entre las puntas libres, estos cambios de voltaje 

son registrados por un mult1metro o term6metro digital. El 

tipo de termopar más comün es el de Cobre-constantan que. es· 
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además el más econ6mico, estable y con un amplio intervalo de 

sensibilidad, de 40 a -2oo•c (Jagodzinski, 1966). 

Para lograr obtener velocidades de enfriamiento 

especificas se utilizan congeladores programábles 

manufacturados por diferentes compafilas como: Player Products 

Ltd. Windaill Road, sunbury-on-Thames, England modelos Planer 

R201 y R202/101R minicongelador (Wilkins y Dodds, 1983), los 

cuales proporcionan tasas de enfriamiento controladas y 

requieren de un mínimo de cuidado cuando están operando. 

También se puede lograr una velocidad de enfriamiento 

constante, aunque no lineal, al suspender la muestra en los 

vapores del NL (L6pez, 1988). Este método ha sido efect'ivo · 

para meristemos, cultivos en suspe~si6n y protopla~'tos de 

Dauoua carota (Nag y street, 1973; Withers, 1979) 
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AGENTES CRIOPROTECTORES 

Un agente crioprotector es una sustancia que facilita el 

arreglo de la estructura .;olecular de. los c;,istales de hielo, 

disminuye la tasa de formación de éstos·y minimiza los daños . ', . ,._ ' 

que llevan a la destrucción celular·· durante· los procesos de 

congelación. 

Uno de los primeros en identÚ:icar," éstas. _sustancias fue 

Maximow (citado por Pf~ki~ a~2~?¡;º)~9·8¡i). quien. reportó los 

efectos crioprotectore'~: a:/~i9s.~c'.:·e1l.' é::iÚulas. de sangre de 

oveja tratadas. con .giu;:,6s.a',' ~ri C:6~C::e~tracion~s dei" s al 8 %'·· 
" .;,---. -~ ' . ' . ' . - . . 

Los . ~rl6p'~6~edt6;,es por ;,u capacid~d de entr~;,. o n~. 
;¡"' 

a la célula~ .;é_'ciasúican en penetrantes o no•.periefr~ntes 

(Meryman, Í9-~2;'3 Í!Í7l; McGann¡ 1978) y s¿. ~~i6~l~~i<1~ ·, 
penetración a .. la.· célula dependerá en gran meiü.cia\ d~i ·' 1:áÍnáñÓ 

'<'_: ,'.·;-·-''·. -,i·':-:-':.' -~ 
de la molécula. 

Los crioprotectores penetrantes son 

molecular, permiten que exista agua no conge·~,.;~·~···que ·~ctüá 
como agua estructural y como disolvente ·. d_e · •: la·s · ~~s:tanc~·as 
tóxicas que se encuentran intra y . ext~~~elula~ente, 
reduciendo la presión osmótica causada por. lá · · cÓngel~ción 

extracelular (Valenzuela, 1988). 

Los · crioprotectores no penetrantes. son compuesto_s de 

alto peso molecular que no entran a la célula, la acción 

crioprotectora se da extracelularmente, pueden proteger en 

concentraciones molares bajas y generalmente requieren de 

tasas mtis rtipidas de enfriamiento y descongelamiento para 

conferir protección (Valenzuela, 1988). 
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se ha sel\alado que nn agente cr:loprotActor debe 

caracterizarse por evitar la formaci6n de cristales de hielo, 

reducir la deshidrataci6n celular por choque osm6tico, y no 

ser t6xico. McGann (1978) coment6 que la solubilidad de la 

sustancia crioprotectora debe ser considerada también como 

una caracter1stica. 

Los crioprotectores m6s empleados han sido el glicerol 

(C3H5(0H)) y el dimetilsulf6xido (DMSO) ((CH3)2 so¡, que son 

del tipo no penetrante y penetrante respectivamente. El 

primero es considerado un compuesto fuertemente 

electronegativo por presentar grupos funcionales -oH, es poco 

t6xico a concentraciones altas y tiene una baja velocidad de 

difusi6n a través de la membrana, esto puede ocasionar dallo 

celular por una diferencia de gradiente osm6tico, es decir, 

antes de· que pueda ·penetrar el glicerol el.-agua saldr6 

r6pidamente de la célula (Mata, 1992). 

El DMSO es un disolvente dipolar que fue sintetizado por 

primera vez por Alexander saylzeff en 1866. Es un compuesto 

muy higrosc6pico y completamente miscible en aqua; se prepara 

por oxidaci6n en el aire del dimetilsulfuro en presencia de 

6xidos nitrogenados; comercialmente es extra1do del petr6leo 

y es un subproducto de la pulpa de la manufactura del papel e 

industrias relacionadas. 

El DMSO est6 particularmente inclinado a participar como 

aceptor de 6tomos en uniones con el hidr6geno y compite con 

el agua por sitios de uni6n (Fern6ndez, 1976). Generalmente 

se han utilizado los agentes crioprotectores sin combinarse 
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con otros< pero se_ ha observado que al utili.zar mezclas de 

éstos la sobrevivencia de los explantes se ha. incrementado 

(Chen y k~r~li~; ~98;, Finkle y Ulrich, 197B; Finkle et al., 

1985; iar~~a,·19~~~). ·'·.·:· 
¡· 

componentes . ,que: se>.~~tilÍ.:z~n ' para . 
. . ·.·:· .;··:: 

realizar' Ú.s m'ézclas · han' sido•·;,]_·· o?.iso ):' gÍii::-er61; (sacarosa, .. · .... ' . ' ,· . . . ...... ·,_, . . 

polietilengli~ol (PEG) e,;tre otr;;s, se h~n r.;;a{Ú:adÓ estudios 
. . . ·,. . . .. .. . . . . . ,. . i:.~· . " 

con' mezclas de ellos por ejemplo en. célÜÍas: .;;,;;'.susp.;;nsión _de 

caf'ia de az1lcar (Chen et al., lfÍ79; FÍnkle· y;:~.fii~~; Ú78), 

células en suspensión de arroz (Sala . .{;t ,¡z;r. ú1i~y;.-y célu.Ías 

en suspensión de Catharanthus roseus (Che~• et ".,;i !c';"_•Í9~4~) •. ·é .. 

Las ventajas d~ usar mezclas criop~otectb~~J·i~~ ~~~aÍan .. 
Finkle y Ulrich, 1978; Finkle et al. 1985: :-''!:jfa~~\i1-_{~(:''.. :·;. 
1) Mayores efectos positivos sobre la viaí>iÚc:l~d''.';~·~~~~é~ de · 

la congelación que los compuestos sencillÓ~; ' -: <;;·;:'¡: <;::; -::· ~ 
2) El efecto crioprotector se puede . ilev¡r~s~ .. -.(~~abó" al: 

disminuir la concentración de los compuest~fl '.qu.;; 'pue.den'-.t:e~ér_: 
efectos perjudiciales ó tóxicos a,• la ~éf ~~,;; ;;~~;,;li~f '1tie .. el 

efecto crioprotector de los compuestos· ;iil'-cciÍnbiÍiación p_uede·' 

ser aditivo. 

VITRIPICACIOH 

Actualmente los trabajos .de criocon_s.ervac{6n se han 

enfocado a aquellos pro.éedimientos ·que : pueda·n · ·eliminar la 

necesidad de controlar las tasas de erif~iallÍ.iento y transferir 

las células directamente a NL. La condici6n que alcanzan las 



26 

células y procedimiento mismo son denominados 

vitrit:icaci6n, y ha sido propuesta como un método para la 

crioconservaci6n de material biol6gico debido a que los 

efectos de la congelaci6n extra e intracelular son 

minimizados. La técnica se basa en el proceso físico por el 

cual una soluci6n altamente concentrada es sobrecongelada a 

muy bajas temperaturas y finalmente se solidifica en vidrio 

sin·. cristalizarse, este proceso permite congelar células y 

meristemos ·a· ·:..196ºC sin la formaci6n de cristales de hielo 
.. ,-,. 

(Sakai·, 1~93) • 

. El.' ·~~i~o de los método~ de la. crioconservaci6n· son 

explicados por la parcial. o completa vitrificaci6n de· los 

liquidas intracelulares (Sakai, 1993). 

Las soluciones que se emplean contienen diversos 

componentes, una de estas soluciones es la denominada como 

PVS2 .que está compuesta de: Glicerol 30%, Etilén-Glicol 15%, 

DMSO 15% disuelto en MS dicionado de 0.4 M de sacarosa (Sakai 

y Kobayashi, 1990; Sakai ·et al., 1990 citados por Sakai, 

1993), ·el método de vitrificaci6n usando el PVS2 ha sido 

aplicado con éxito en la crioconservaci6n de naranja, otros 

c1tricos, as1 como meristemos aplicales de pera y manzana 

(Niino et al., 1992). Asimismo (Niwata 1992, citado por Sakai 

1993), ·report6 que ha logrado la crioconservaci6n de ajo por 

esta técnica. 
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RECUPERACION DEL MATERIAL CRIOCONSERVADO. 

Entre los problemas a los cuales se enf:t'erit~n las 
'-·,· 

técnicas de crioconservaci6n podemos señalar:· 

a) el daño fisico y fisicoquimico q\le> se:: prod\l~e:. p
0

or. la. 

congelaci6n del material. 

b) la recuperaci6n del material que .fue· ·crioé~:ln'servado.:: 

Grout (1990, 1991), señ~li'.;; ~~¿;{\/~1;·:: ·~a~~~.i.a1. 
crioconservado al regresar : ·~ su . 't~~~ei~th~a · fisiol6~ica 
normal puede presentar le.siori~¿:'),~~~l~~~s que de algún ·modo 

::··.:;¡,:.~:·: .. ·· .. '·· ~··· .. - ' 
intentará reparar para· recuperar· 's\l; 'estructura y funci6n 

original. El ·tipo. y grado, ~e< l~~i.6.n estarán en· relaci6~ ª· la 

especie y a las caracteristiciis :de·'las estructuras y tej.idos 

específicos congelados;,. ·a~i·; ~º.n;º al protocolo empleado: El 

restablecimiento de las acti'vidades celulares. puede ser 

favorecida al modificar las condiciones fisicas y quimicas 

del medio de cultivo. Dicha recuperaci6n puede·ser favorecida 

por la presencia de reguladores del crecimiento en el medio 

de ·cultivo empleado, no obstante ello son po~os los trabajos 

publicados que especifican el medio usado para la 

recuperaci6n de los tejidos. Entre· ellos est!iri el de Bajaj 

(1977) que después de congelar explant~s de papa, los cultiv6 

en medio Murashige y Skoog (MS) (196.2) adici.onado. con ácido 

indolacético (AIA) y Kinetina (K) , . · utili~6 dos método.a:. ~n 

medio s6lido inclinado· y en pu~nte;. •~e ~~pel filtr.;; · obtuv~ 
mejores resultados en este últimó- dónde ·:el creclniÍ:ento. ·fue 

más rápido debido posiblemente al 11'i'avado11 .. i:i ~i~p'é;rsi6n ·de 

probables sustancias liberadas al medio qÚe P\ldierall llegar· a 
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ser inhibitorias, esto llega a ocurrir de,.p•~o§s de .la muerte 

de algunas células dalladas pór la cóngelaci6n, mientras que 

en el medio con agar se acumulan dichas sustancias alrededor 

del in6culo. 

Groút (1978), · observ6 que las plántulas de jitomate 

obtenidas de explantes congelados y posteriormente sembradas 

en medio con ácido giberélico (GA3 ) tuvieron un mejor 

desarrollo que en el resto de las combinaciones ensayadas. 

Benson (1979) •. logr6 regenerar brotes de Solanum 

tubarosum, después de congelarlos al incubarlos en medio MS 

con Zeatina (Z), GAJ y AIA. 

Las auxinas de manera general incrementan el contenido 

osm6tico de ·la célula y la permeabilidad al agua, reduciendo 

la presi6n de la pared celular (Bidwell, 1979), estos eventos 

se deben a la acidificaci6n de la pared celular por la 

secreción de iones hidrógeno, que incrementa la 

extensibilidad o plasticidad de la pared (George y 

Sherrington, 1984; Armas et al., 1988). Se ha visto que bajos 

pH's inducen plasticidad ·en la pared celular y en 

consecuencia alargamiento (Armas et al., 1988). Rayle,(citado 

por Bidwell 1979) demostró que el alargamiento también se 

puede inducir en células que se han roto por haber sido 

congelada_s y descongeladas. Por otro lado actúan aumentando 

la s!ntesis de RNA y prote!nas especificas aún de la misma 

pared (Armas et al., 1988; Bidwell, 1979). 

Las giberelinas actCian principalmente en la activación 

del crecimiento, y se ha determinado que la influencia 
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inhibitoria sob~e el. c:i::;.cimiento ~egetal de los ·retardadores 

en general puede .ser. contrarrestada c·ón·· ia:· adic:Í.ón de ácido 

::::::~:::r cs~:we111~ ~::L~i:s1·Y~ª]~t:~i~~tst\~pue::zi::: 
especificas. .De la Guardi~ · í/ ·aanüi'ié1t:>c1iilio· citados por 

::::=:.:.:~:;;:.:~::i~~~;!~~r~~f JF::::::; 
:::::~~::::~:: ,::t1~·.1ti 1t~~~i*}~:t:~;:. 

·-,,: ·,·." . ·<{:'·', :.'.:.<,_··· 
-~--;-' ',:'.;<.

1

f.:\~~t~~;-~ :":._·_·;.· 
del ... c~edi~i~.·~.~¡;h·. ;/P~~-- sus 

;-·1'·''"" 

promotores da'1 >restablecimiento 

membranoso. 

Estos reguladores 

caracter1sticas, pueden 'ser 

·de las estructuras dalladas por el proceso·:'. de· . Í:::·o~~;.·l'ac:'i.~n·~: 
descongelación. 

BVALUACION DEL MATERIAL CRIOCONSERVADO. 

Entre las principales deficiencias en el conocimiento 

del proceso de crioconservación s·e eni¡:uentran los complejos 

cambios estructurales y fisiológicos que ocurren comci 

resultado de la congelación y descongelación (Wilkins y 

Dodds, 1983). Para percatarse del estado que guardan los 

tejidos que fueron congelados es necesario realizar diversas 

pruebas para corroborar su viabilidad. Inmediatamente después 

del congelamiento y descongelamiento, las células están en un 
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estado de· crioshock y no. muestran ninguna seflal de vida 

(Cal.kins, 1990) .' 

sin embargo, es posible que después de un largo periodo 

de.cultivo (más de 6 meses), ellos pueden responder. Desde el 

punto de vista práctico el mejor signo de sobrevivencia se 

basa en la capacidad de reasumir el crecimiento, que es 

prueba definitiva de su condici6n para seguir viviendo y si 

ocurrieron cambios, puede considerarse que éstos fueron 

compatibles con la vida. Esta condici6n puede ser juzgada por 

la capacidad del explante a incrementar Su tamafio, tornarse 

verde, proliferar en callo, o desarrollar brotes y plántulas 

(Kartha, 1981; Wilkins y Dodds, 1983; Nitzsche, 1984; Bajaj, 

1985; Kartha, 1985a). 

La evaluaci6n del material crioconservado es un aspecto 

fundamental ya que el éxito o fracaso del proceso de 

crioconservaci6n ensayado está influenciado por los aspectos 

técnicos del equipo, los crioprotectores, las tasas de 

enfriamiento, etc., o bien las caracter1sticas del material 

biol6gico: especie, estado de la planta madre, contenido de 

agua celular y tipo de tejido. Nitzsche (1984) seflala que el 

contenido de agua de las muestras es muy importante para 

decidir entre los dos métodos de crioconservaci6n;" para 

muestras pequeflas con poco contenido de agua el método rápido 

es el más apropiado. 

Para determinar la viabilidad de las céluias después de 

su congelaci6n-almacenamiento y descongelaci6n se han 

desarrollado varios métodos que permiten evaluarla y conocer 
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áreas celulares que sufrierón cambios. LY.º."" ·:.~t -~L(l97.9) Y 

Calkins (1990). señalan que es común' que ocuri='~!°' dáños' ·a las. 

membranas· durante el proceso de congelació.n'. 'ciertas ·¡>ruebas 

de viabilidad· se basan en reconocer el ·estado de estas 

estructuras. De acuerdo con Calkins (1990) algunas de las 

técnicas más comúnmente usadas para determinar la viabilidad 

son: 

l.- Observación macrosc6pica y/o microsc6pica: 

Macrosc6pica: comprende la evaluación cualitativa visual 

a grandes rasgos, del desarrollo o apariencia del tejido; 'de· 

tal modo que el desarrollo de un tejido suave, de apar~encia 

acuosa, decolorada, atacado por hongos sapr6fitos, puede 

servir como indicador del daño por congelaci6n •. 

Esta apariencia, señala Lyons (1979), puede ser el 

resultado del daño en la membrana plasmática como 

consecuencia de· la exposici6n a bajas temperaturas. 

Kicrosc6pica: consiste en la evaluaci6n del daño celular 

a nivel estructural y ultraestructural con base en cortes 

histol6gicos. 

La desorganización mecáriica,. deshidratación y 

concentraci6n del protoplasma causada por la congelaci6n 

puede destruir el carácter semi-permeable de la membrana 

provocando la muerte de la célula (Calkins y Swanson., 1990). 

Withers (1978) llevó a cabo el desarrollo de técnicas de 

congelación para la observaci6n de células congeladas y 

descongeladas, las observaciones realizadas confirmaron las 



32 

teor1as de ia formaci6n de hielo intracelular y la incidencia 

de la deshidrataci6n en los callos de células de zanahoria, 

los cuales fueron congelados rápida o lentamente en presencia 

o ausencia de DMSO 5%, con descongelaci6n rápida. Observ6 por 

medio de micrograf1as el dafio celular que inclu1a la ruptura 

del plasmalema, la membrana nuclear y tonoplasto, plasm6lisis 

y pérdida de ribosomas. S61o en algunas células aisladas 

mantuvieron la densidad de su protoplasma, presentaron ligera 

plasm6lisis y escasa pérdida de citoplasma. Haskins y Kartha 

(1980) realizaron la evaluaci6n microsc6pica de cortes 

longitudinales de meristemos con un par de primordios 

foliares, de Píswi satívum que fueron tratados con DMSO, 

congelados y almacenados 1 hora en nitr6geno liquido, 

posteriormente fueron sembrados en medio BS, y de aquellos 

explantes que permanecieron viables se les realizaron cortes 

histol6gicos en diferentes tiempos de cultivo; observaron que 

la .actividad celular se localiz6 en el tejido de ·1os 

primordios foliares, en las yemas axilares y áreas 

meri.stemáticas. Sefialan que el hecho de que más del 60% de 

los meristemos congelados y descongelados regeneraron plantas 

completas indic6 que la sobrevivencia de células o grupos 

celulares identificados ten1an la capacidad de activar su 

divisi6n celular y lograr· una organizaci6n estructural para 

formar meristemos y posteriormente plantas completas. 
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2.- Actividad ensilaátioa: 

El dafio por congelación puede resultar en. la 

inactivación de las enzimas requeridas para continuar la 

s!ntesis de sustratos necesarios y cofactores ·com;;.:~eÍ.:··iTP •. · La·· 

ruptura de la estructura de la membrana ·y eL:'inc;::~~~~t~<de'· la 

permeabilidad causada por congelación llegan ~ ;· ~i~~·ln~ir la 

concentración y localización de sustratos en sitios 

especificas y con ello se reduce la actividad en.zimiitica. · 

·una manera de cuantificar el dafio por congelación es por 

medio de la reducción de la sal deshidrogenasa, cloruro 2,3,S 

trifenil tetrazolio (CTT), que ha sido usada extensamente en 

el estudio de plantas lefiosas congeladas (Steponkus y 

Lanphear, 1967). La solución en agua de CTT es incolora, se 

reduce por un sistema de enzimas de las células vivas 

formando el trifenil formaziin, el cual es rojo e insoluble en 

agua (Oren, 1972). El tetrazolio es reducido por la 

intervención de· una flavoproteina llamada diaforasa la cual 

puede ser reducida por varias deshidrogenasas las cua~es 

incluyen a las deshidrogenasas unidas al NAO a través de la 

NAO diaforasa y deshidrogenasa succinica (Steponkus, 1971). 

La correlación que hay entre· el ~afio por congelación y 

el decremento de la capacidad de reducir CTT puede deberse a 

varios factores que incluyen la desnaturalización de las 

enzimas deshidrogenasas especificas, interrupción de la 

fosforilación oxidativa, pérdida de cofactores, de la 

continuidad de organelos y a la ruptura de membranas de la 

célula (Steponkus, 1971; calkins y swanson, 1990). 



JlJST!PIOACION 

Debido a que en nuestro pa1s existen plantas que 

presentan serios problemas para el almacenamiento de su 

germoplasma por las v1as tradicionales, es importante el 

desarrollo de técnicas adecuadas para resolver este problema. 

En el Laboratorio de cultivo de Tejidos Vegetales del 

Jard1n Bot!nico del Instituto de Biolog1a, de la U.N.A.M. se 

han desarrollado investigaciones (L6pez, 1988; Valenzuela, 

1988; Miranda, 1992; Mata, 1992, 1995) en torno a la 

conservación de germoplasma por sus dos v1as: a corto-mediano 

plazo (Banco activo) y a largo plazo o crioconservaci6n 

(Banco base) • 

En éste ültimo, el empleo de agentes crioprotectores y 

la aplicación-de muy bajas temperaturas, repercuten en la 

viabilidad del material crioconservado lo que provoca 

complejos cambios estructurales y fisiológicos durante los 

procesos de congelación y descongelación por lo que es 

necesario investigar los factores que favorecen o bloquean su 

viabilidad y lograr su eventual recuperación postcongelación. 

Debido a que existen deficiencias en el conocimiento de 

los diversos .aspectos de la crioconservaci6n, como son los 

complejos cambios estructurales y fisiológicos durante los 

procesos de congelación y descongelación en la presente 

investigación se plantearon los siguientes: 
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OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Utilizando explantes de Allium sativum var Taiwan (ajo), 

Daucus carota (zanahoria), Dianthus caryophyllus (clavel), 

Lycopersicon esculentum var Rutggers (jitomate), considerados 

como organismos modelo o especialmente problemÍiticos en ·~u 
conservaci6n, evalua.r por medio de disti~tas técni~;,s .. la~ 
respuestas morfol6gicas y fisiol6gicas de los diferentes ... 
tejidos vegetales sometidos al proceso de cdoconservaci6n • . : · · 

', - . ,; '> r-:,: ~·.!.:~. ' . 
.. .;::.~· , ,.; :,~· ._-.\-~; :r< . ' -

Objetivos particulares. 

1) Evaluar los diferentes métodos .de cri~conse.rvaci6rÍ: 

tasas lentas, tasas rápidas e inmersi6n directa en. las 

distintas especies ensayadas. 

2) Evaluar la tasa de respiraci6n del material congelado 

y no congelado. · 

3) Evaluar ia viabilidad de los' ápices con placa basal 

de ajo desde el punto de vista macrosc6pico, microsc6pico y 

fisiol6gico. 

4) Analizar en callo ·de· zanahoria los cambios 

éstrúcturales que se presentan a lo largo del proceso de 

crioconservaci6n. 

5) Evaluar el efecto de los reguladores· de crecimiento 

en el medio de cultivo para promover la recuperaci6n 

postcongelaci6n del material congelado. 
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llATERXALEB Y llETODOB (DEBJIRROLLO EXPERXMEHTAL) 

1.- obtanci6n dal gradiente da temperatura y curvas da 

anfrilllDianto da las solucionas crioprotactoras. 

El equipo de para llevar a cabo las pruebas de 

crioconservación fue el señalado por Mata (1992) y consta de 

un contenedor o Dewar con capacidad de 35 litros, en cuya 

parte superior se le adaptó un soporte de acero inoxidable 

constituido por dos estructuras; una de ellas fija con una 

escala en cent1metros y la segunda ·que se puede desplazar 

dentro del interior del termo a distancias conocidas; una vez 

alcanzada la altura deseada sobre el NL se fijó al soporte 

con ayuda de un tornillo. El extremo de la varilla movible 

tiene una canastilla con capacidad para 5 viales, uno de 

ellos abierto que conten1a la solución crioprotectora, a este 

vial se colocó el termopar de Cobre-constantan conectado a un 

termómetro digital, para realizar las lecturas de 

temperatura. Los viales utilizados fueron de polipropileno 

CORNXNG (10 x 430 mm con tapa de rosca). 

la.- BstaJ:>lacilliento del gradiente de temperatura. 

El contenida de NL en el Dewar siempre fue a una cuarta 

parte ·de su capacidad, y en su interior se generó un . 

. gradiente debido a la difrencia de temperatura~ entre . la 

superficie del NL (- 196ºC) y la boca·del termo (19ºC). 
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Es importante determinar este gradiente en cada extremo 

para colocar las muestras a una misma altura y obtener la 

temperatura inicial deseada as1 como la tasa de enfriamiento 

requerida, El gradiente varia en relación a la cantidad de NL 

que contenga el Dewar. 

Para determinar el perfil de temperatu;~', se suspendió 

el termopar dentro del Dewar a distintas. ~Ú:~~as::y se detectó. 

la temperatura de los vapores de('~L. 'se·.:·~st~bi~ci6 as! una 

relaci6n altura-temperatura. y se tomó. como o· cm ·1a boca del 

termo (López, 1988; Valenzuela, 1988¡ Mata", 1992), 

Para llevar a cabo las pruebas de congelación los viales 

criogénicos que conten1an el material biológico y la solución 

crioprotectora se suspendieron dentro del Dewar a la altura 

en la que los vapores de NL enfriaron lentamente el vial 

hasta llegar al punto de fusión de la.soluci6n para que esta 

se congelara. Por cada experimento, se colocaron 4 viales.con 

el material biológico y el crioprotector en la ·canastilla y 

el quinto vial con el termopar · y la soluci6n crioprotect9ra 

para monitorear el descenso de la temperatura. 

lb.- Obtanci6n da las curvas 4• anfriam~anto. 

Las curvas de enfriamiento de cada· s.;iuci6n se· 

determinaron de la siguiente manera: al via.l con· 2 ···.mÍ. :·del 
agente crioprotector . se le introdujo el tern.opar: i,i. se 

suspendió dentro del Dewar con ayÜda de la canastilla' a una . . . . . 

altura de 12 cm con respecto a la boca del termo.'.l.a·: 6uai 'se 
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consider6 comO o cm. Las temperaturas se reqistraron cada 

minuto y se elaboraron las gráficas correspondientes. 

1c.- Técnicas de congelaci6n del material biol6gico. 

Para congelar el material biol6gico se siguieron varias 

técnicas: 

a) Suspender la muestra a 12 cm con respecto a la boca 

del termo (S) para tratar de obtener tasas de enfriamiento 

lentas (-0.1 a -1.o•c·min-l¡. 

b) suspender la muestra a 7 cm sobre el nivel del NL 

(SSNL), con tasas de enfriamiento por arriba de -so•c·min-1. 

c) Inmersión directa (ID) que consiste en introducir las 

muestras en NL rápidamente, registrando tasas de enfriamiento 

extremadamente rápidas, por arriba de -1oo•c·min-l. 

2.- Material biol6gico. 

El material biol6gico con el cual se desarrolló el 

presente trabajo experimental comprendió cuatro especies: 

Al.Iiu.m sat:ivum var Taiwan (ajo), Daucus carot:a (zanahoria), 

Diant:hus cazyophyllus (clavel)'· Lycopersicon esculent:um var 

Rutggers (jitomate). 

a) Allium sat:iVUJD var Taiwan 

Se utilizaron bulbos de A. sat:ivwa procedentes del 

Centro de Investigaciones Agr1colas del Baj 1o "El Roque", 

Carretera San Miguel Allende, Gto. (INIFAP). 



Los J:iÚlbos se sépararon en. sus unida:des. o bÚlbilios, se 

desech6 la parte superior y a la inferior. se le quit~~dn la~ 
hojas que la cubr¿n, s~ ·~umin6 el ex~e;s<:l d~ 'tej¡clº para 

obtener !ip.ié:es de o.· 5 a· 1. ();cm de iongi i:ud ; aproximadament~. 
Lo~;:···áp.i~e~<:~~. ·1ay~~ón:··:.· d.Ur"ante··:···10 _' .. ~ilt ·-'~~; .:~q~a'.' cOi-riente·~ 

po~te;;~o~~en~~ : ~~ · . .:,<:>.·n.''.ci.Íc. ii.~.'·~~.' .. :'.••~.sé~t. ic.· ·.ª .. s. /s. e.·.··, Íntro. duj eren en 

alcohol e~¡l.t~~;9~t •;(v/y) . durante' i miii, 
0

seguicio cié· a1C::C:,ho~ 
etÚ.ié:ó :~º'Is jv/'lfl:· por }''1n.irt;' despu~s en hipoclórito .de sodio 

(NaOCl). (blanqueador' C:,onierclal). 33.3% (V/V) por espacio de 10. 

min, finalmente se realizaron tres enjuages "eón. agua: 

destilada .esterilizada. La 
0

siembra se efec~uÓ ·:a~: tubos·. cié··· 
·:··.· 

v.idrio de 25 x 150 rnrn con 15 ml. de medio de ··cultivo•: '-' · · 
?·. , ..... ,~.:,, .... 

'!::· ;,_ 
b) Daucus carota ···~ . ';'i·' '' .'.· 

Ralees de zanahoria adquiridas en ~;;>;,~~tro i,6¡;,e~dfa1 
fueron lavadas con detergente, se les ~limiri6 'J.a;',i~Ei~i~Jt'~;;~.;' 
(epidermis y parte de corteza) y se cortaron .;~g¡it~~t~~ d~:6 a 

: · ... ·, . ··. ,.;~:~;·,"<~··;\_..;,.·~·:'" 
7 cm de long.itud, se descartaron los extremos. de' la ·r~iz· ... En 

condiciones asépticas se desinfectaron con alcohol etiliéo" 

70% (v/v) 2 min, seguido de NaOCl al 10% (v/v) (blanq~e'ado~.' 
comercial) durante 2.0 min, posteriorrne11te se enjÚ.ag~rón ·tres 

veces con agua destilada esterilizada. Se elimin6 el· tej.ido 

dafiado, se cortaron discos de la zona del cambium de 0.5 a.1 

cm de espesor, se sembraron en el medÍ.o con o. 99 mg · 1:-1 de 

2,4-D y se incubaron en obscuridad. La forrnacl6n de callo se 

present6 entre los 3 y 4 meses. El callo generado fue 

mantenido con subcultivos periódicos tanto en medio liquido 
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como. en s6lido; ambos con 2,4-D. Al generar suficiente 

biomasa se dividi6 en dos lotes: a) callo cultivado en 

presencia de la auxina (HSD); b) callo transferido a medio MS 

sin la· auxina (KS), esta G.ltima condici6n permite el 

desarrollo de callo a embriones som&ticos (Nag y street, 

1973; Ammirato, 1983). 

Para realizar las pruebas de crioconservaci6n se tomaron 

fragmentos de callo de ambos tratamientos HD8 y lfS parte de 

estos se utilizaron para el an&lisis estructural por medio de 

la microscopia 6ptica. 

c) Dianthus caryophyllus 

De una planta completa de clavel, adquirida en el 

mercado de flore·s de Xochimilco, se cortaron fragmentos de 

tallo de l 6_ 2 cm con yemas axilares. En condiciones 

asépticas los tallos se introdujeron en alcohol al 7Dl (v/v) 

2 min, posteriormente en NaOCl 6\ (v/v) (blanqueador 

comercial) 10 min, por G.ltimo se realizaron tres enjuagas con 

água destilada esterilizada. Con ayuda del microscopio 

estereosc6pico e instrumental adecuado se disectaron 

meristemos con dos primordios foliares de 0.1 a o.s mm de 

longitud aproximadamente. 

d) Lycopersicon esculentUJD var Rutggers 

se utilizaron semillas procedentes de una 

comerciali.zadora de productos agrícolas, se lavaron con agua 

corriente durante 10 min, posteriormente en condiciones 
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asépticas se introdujeron en NaOCl 3% (v/v) (blanqueador 

comercial) 15 min, se realizaron tres ·lavados con agua 

destilada. esterilizada. 

germinadores con papel 

obscuridad. Después de 

se colocaron 

filtro h!lmedo y 

su germinaci6n, 

las semillas en 

se .incubaron en 

se seleccionaron 

plántulas de 18 a 20 mm de· Ío~g:l.tud. Bajo el microscopio 

estereosc6pico se disectaron los me'ristemos de ·0.1 a 0.2 mm 

con dos primordios foliares. 

En todas las especies trabajadas el medio utilizado ~u.e· 

el MS, adicionado ·con 3% de sacarosa y ajustado a pH s.,7, _el 

cual se virtió en frascos de boca ancha con capacidad de· 120 

ml con 30 ml de medio de cultivo, con excepción del ajo •. 

La incubación de los explantes fue a 26 ± · 2 •e, e:i 

fotoperiodo de 16 horas de luz y la intensidad -luminosa de 

1200 lux. En cada uno de los ensayos de crioconservación 

realizados se contó con un grupo control. 

3.- Ticnicas de cricconservación y medies da racuparaci6n. 

Las técnicas de criocons~rvaci6n utilizadas 

comprendieron en términos·generales: 

a) La adición del agente crioprotector a los explantes. 

b) Diferentes tiempos de precultivo con el agente 

crioprotector. 

c) La exposición a los vapores.del.NL pori 
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i) La suspensi6n del material (8) dentro de viales 

criogénicos con 1.5 ml del crioprotector, a una altura. entre 

11 y 13 cm con respecto a la boca del termo, para obtener 

tasas de enfriamiento lentas. 

ii) La suspensi6n a 7 cm sobre el nivel del NL (BBNL). 

iii) La inmersi6n directa en NL (ID). 

d) En el caso del punto i), al alcanzar la temperatura de 

-40°C se realiz6 la inmersi6n en NL de los viales con el 

material biol6gico y el crioprotector. 

En el· caso de ii}, los viales permanecieron unos minutos 

suspendidos y posteriormente se sumergieron en NL. 

·e) En todos ·106 casos después del proceso de crioconservaci6n 

el 'máteriaÍ' blol6gico se descongel6 rápidamente en un ballo de 

agua a 4o•c,-se lav6 con medio de cultiyo liquido (MSLj. 

f) 'Los explantes se sembraron en medio MS s6lido o liquido 

con puentes de papel filtro adicionado con diferentes 

reguladores de crecimiento GA3 , Acido naftalenacético (ANA) y 

K para promover su recuperaci6n postcongelaci6n. En la Tabla 

l se muestran los reguladores del crecimiento utilizados en 

los diferentes tipos de explantes. 
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TABLA l.·· REGULADORES DEL CRECIMIENTO ADICIONADOS AL MEDIO 
(MS) UTILIZADOS PARA PROMOVER LA RECUPERACION POSTCONGELACION 
EN LAS DIFERENTES ESPECIES. 

ESPECIE 

Allium 
sativum 

oaucus 
aarota 

(MSD) / (MS) 

Dianthus 
carycphyllus 

Lycoparsicon 
a11culantum 

REGULAD~R DEL CRECIMIENTO 
CONCENTRACION UTILIZADA 

AIA 
GA3 

ANA l.O 

. : ··;'.-'-::r: '..'.: t-~{i/ \-:;;.~::~i·:\t}.~:.~F~J.i,~:.~-.{.:: .. : .. 7 :· . . ·. _ -•• _ 

Estos tuv,i';>ro'!/)/(':caracte_r1sticas, .. 

particulares para cada espec.ie ·.tr~b~j~~'i{¡' ·-~··,,¡ .• ;/• .. •·:.:•·: ·\.'" .. 
' ····. - _::· ·, .. , >>"<~··:, -:.r.:.:.:>·:::,~.·~,' ...... \ ... :: 1:,; .: 

- . - . ·.:·,-:~·.:-,; .. , . 

-.·!, -"<~X'.:J,;~ ~>~:~:;:·.,__, 
a) .AlliWll aativum var Taiwan •·. ::\; .•·. '·'·', ·.. ... • ...... 

. En el Diagrama l, s~ muestra--l~;té~,ri.1'(;~_;.;..pleada.para 
11evar a ·cabo ·1a crioconse~vadi~n :d~ ~jo.: se co1ocaro~ 6 

ápices con placa basú por .vialJy .Ie ··~~i'i~~~dn diferentes 

concentraciones y tiempos ~". pre6J~~~"6'·~~: DMSO (Tabla 2), 

éstas se 

obtenidos por L6pez, 1988.· 

con eligieron preliminares 
.. :~/º··::~»:.::: _ .:\'?~>-o~--·.·_ 

Las mezclas se seleccici~a~~~ ·p~r.· ;:·;.n;.r pÚiitos de fusi6n 

y tasas de enfriamiento similares. :_al. momento de congelarse 

(Mata, 1995). 

En todos los casos la congelaci6n fue por suspensi6n (B) 

para tratar de obtener tasas lentas de congelaci6n, hasta 

llegar cerca de los -40ºC y proceder a su inmersi6n en NL, 
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donde se almacenaron durante 30 min, la . descongelaci6n fue 

rápida en un bafto de agua a 40°C. Los explantes después de 

descongelados fueron lavados en medio fresco (MSL) para ser 

recultivados en un lote en MS sin reguladores del 

crecimiento, un lote en medio MS adicionado 6 mg·l-1 de AIA y 

otros dos lotes en medio MS adicionado con 3 y 6 mg · 1-1 de· 

GA3 respectivamente. Cada lote fue de 12 expl~ntes por 

tratamiento. 

TABLA 2. - DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DMSO Y MEZCLAS . DE 
CRIOPROTECTORES, TIEMPOS DE PRECULTIVO UTILIZADOS PARA 
REALIZAR LAS TECNICAS DE CRIOCONSERVACION EN APICES CON PLACA 
BASAL DE AJO. 

CRIOPROTECTOR CONCENTRACION TIEMPO DE PRECULTIVO 
(%) min 

DMSO 5 30. 
15 30 
30 30 

DMSO/Sac/Gli (3) 5 - 10 - 20 15 
DMSO/Sac/Gli (5) 10 - 20 - 15 . 15 
DMSO/Sac/Gli (6) 15 - 20 - 20 15 

DMSO = DIMETIL SULFOXIDO, sac = SACAROSA, Gli = GLICEROL. 
PARA FINES PRACTICOS LAS MEZCLAS SE DENOMINARON . No.3, No.5·, 
No. 6 RESPECTIVAMENTE. 
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b) Daucus carota 

En el Diagrama 2 se describe la técnica para la 

congelación de los dos tipos de callo generados: a) callo en 

constante división HSD y bl callo en el inicio del proceso de 

diferenciación a embriones somáticos HS. 

se colocaron entre 300 a 500 mg de callo en los viales, 

se les adicionó DMSO 5% a intervalos de 5 min hasta completar 

un volumen de 2 ml, se incubaron 15 o JO min antes de su 

congelación, los viales se suspendieron a diferentes alturas 

para tratar de obtener la tasa de -1.SºC·min-1, que fue la de 

mayor éxito para Nag y street (1973); posteriormente se 

introdujeron en NL y se almacenaron 15 min, se descongelaron 

rápidamente en un bailo de agua a 40°c. Se lavaron con HSL 

fresco y se sembraron en MS para observar si el callo HSD 

originaria embriones somáticos y los callos HS ya en inicio 

de diferenciación continuar1an sú proceso hacia embriones 

somliticos. 

Para realizar el anlilisis citol6gico de los dos tipos de 

callo a lo largo 'de las diferentes fases del proceso de 

crioconservación se realizaron dos ensayos: 

a) Los viales con callo HSD se le adicionó DMSO 5%, se 

suspendieron en los vapores del. NL para ser enfriados, 

posteriormente se almacenaron en NL por espacio de 8 y 30 

min. 

b) Los viales con callo H8 se le adicionó DMSO 5% se 

suspendieron las muestras en los vapores del NL para ser 
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enfriados y. posteriormente se a.lmacenarCr. 3n NL p!lr espacio 

de 8 y 30 min. 

Ambos siguieron dos vías para ser incluidos en JB-4 l; 

Ep6n 810 para su posterior análisis con microscopía 6ptica. 

Para determinar inicialmente si el dafio celular era 

ocasionado por el efecto del fijador o por el proceso de 

crioconservaci6n, se realiz6 una prueba preliminar 

·adicionando sacarosa (0.12 M) al fijador con la finalidad de 

evitar el choque osm6tico que es provocado por el fijador, 

para posteriormente ser procesado por las dos vías sefialadas. 

c) Dianthu• caryophyllus 

Se colocaron de 10 a 15 meristemos en cada vial y se les 

afiadi6 DMSO 5%, se incubaron durante 1 hora a 4°C, se 

enfriaron por suspensión (S) al colocar las muestras a una 

altura que permitiera obtener una tasa de enfriamiento de 

-o.5°C·min-1 hasta llegar a -4o•c, enseguida se almacenaron 

· en NL por 3 o min; la descongelaci6n fue r4pida, se lavaron 

con MSL y se sembraron tanto en MS s6lido como en MSL con 

puentes de papel filtro adicionados con ANA 1.0 mg·1-1 y K 

0.53 mg·l-1 (Diagrama 3). 

Se realizaron variaciones en el agente crioprotector 

·modificando las concentraciones a 10 y 15% DMSO, así como con 

la altura al colocar las muestras 7 cm arriba del nivel del 

NL (SSNL) para obtener tasas rápidas como lo reporta Grout.et 

al. (1978). 
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d) Lycopersicon esculenf:Ull 

Se colocaron de 10 a 15 meristemos en los viales con 0.5 

ml de medio MSL 3% de sacarosa (p/v) (Diagrama 4), 

posteriormente se afiadi6 0.5 ml de DMSO 30% disuelto en MS a 

intervalos de 20 min, hasta obtener la concentraci6n final de 

15%, con el fin de evitar el choque osm6tico, se incubaron 

durante 2 horas.a 4°C posteriormente la congelaci6n se llev6 

a cabo por tres v1as: 

1.- Al suspender las muestras en el interior· del Dewar a 12 

cm de la boca (B). 

2. - Al suspender las muestras 7 cm arriba de la superficie. 

del NL (BBllL). 

3.- Por inmersi6n directa en NL (ID). 

En todos los casos se almacenaron durante 15 min, la 

descongelaci6n fue rá.pida en un 'bafio de agua a 40ºC, se 

lavaron en MS con 3% de sacarosa y se sembraron en puentes de. 

papel filtro con MSL y 3% de sacarosa adicionado con 0.96 

mg·1-1 de GA3 (Grout et al., l97B). 
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4.- Obtenci6n 4• la• curvas 4• CTT 

Para determinar la viabilidad de las muestras congeladas 

y del grupo control (no congeladas), en el presente trabajo 

se aplic6 la técnica de CTT. 

Se emple6 una soluci6n al 0.6\ (p/v) de C'1"l' disuelta en 

una soluci6n amortiguadora de fosfatos o.os M, pH 7.4 y o.OS\ 

(v/v) de un agente humectante (Tween 80). 

Se coloc6 el material en un vaso de precipitado de s ml 

de capacidad y se af\adi6 3 ml de la soluci6n de CTT con el 

agente humectan te en una relaci6n 1: 1, se introdujeron los 

vasos en un matraz Kitasato y se les aplic6 vacio durante 30 

min (el agente humectante y la presi6n aplicada por el aire 

provocaron la infiltraci6n de la so1Ílci6n al tejido .de una 

manera uniforme). 

Las muestras se incubaron durante is horas a 26°C. en 

obscuridad, al finalizar el tiempo . se elimin6 el C'1"l' y se 

lav6 el tejido con agua destilada, se agregaron 4 ml de 

etanol 9S\ y se coloc6 en un baf\o de agua a 60ºC durante lS 

min con el fin de ext·raer el rojo de formazán. Al enfriarse 

la muestra se filtr6 y se llev6 a un volumen de 10 ml con 

etanol al 9S. \, la absorbancia de la soluci6n obtenida se 

registr6 en un espectrofot6metro (Spectronic 601 de Bausch & 

Lomb), en un rango de 400 a 600 nm. De este modo se determin6 

· la longitud de onda que present6 la máxima absorbancia del 

grupo control y la del material que fue ·congelado. 
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Esta técnica fue empleada para los ápices de aj o Y el 

callo de zanahorfa. . . : . 
La tasa de respiraci6n se '. ca1(;ú16' en ··¡,o-;,.c~ntaje por 

medio de la siguiente ~ci.u1,:,i6n (Ste~on_J<.Ús, 1~71): 

1:;· 

Ax Testigo· 

·A= absorbancia·méxima alcanzada de los explantes congelados. 

Ax= absorbancia máxima alcanzada de los explantes no 

congelados. 

s.-Ticnicas para el anilisis estructural y ultraestructural. 

a) Microscopia 6ptica. 

se llev6 a cabo en el Laboratorio de Citolog1a de la 

Facultad de Ciencias de la U .N .A.M., bajo la asesor1a de la 

ora. Judith Márquez y la Dra. Clara Esquivel. 

Se evalu6 el callo de zanahoria congelado y su 

_respectivo control, ambos en dos fases ~e desarrollo: 

a) callo cultivado in vit:ro en MS adicionado con 2,4-D (MBD) 

b) callo· cultivado in vit:ro transferido en medio MS basal 

(MB), en etapas iniciales de diferenciaci6n a embriones 

som&ticos. 

Ambas etapas fueron congeladas y fijadas, para ser 

procesadas para su inclusi6n en Ep6n y JB-4. 
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se colocaron· ·fragmentos de callo embriogénico de color 

amariÜo-paj.a en'..1o's .viales para ser sometidos. al proceso de 

crioconservadi6n;. ál concluir cada fase se fijaron lo .má.s 
. ,. •"" '· 

pronto posU:>le. ·Estas fases comprendieron (Diagrama 5): 

· 1.- La ·adici6n de DMSO 5% al material (Experimento· 1). 

2.-· El material con DMSO 5%, suspendido en los vapores del NL 

hasta aidanzar una temperatura de -40ºC (Experimento 2), 

3 •. - El material con DMSO 5%, suspendido en los vapores del NL 

hasta· -4o•c y posteriormente sumergido en NL por espacio de 8 

min (Experimento 3). 

4.- El material con DMSO 5%, suspendido en los vapores del NL. 

hasta -40ºC y posteriormente sumergido en NL por espacio de 

30 min· (Experimento 4). 

La técnica de fijaci6n y deshidrataci6n se muestra e~ el 

Diagrama 6 y consisti6: En l<i fijáci6n con. qlutaraldehldo-

paraf ormaldeh1do (3-1.5 %) disuelto en una soluci6n 

amortiguadora de Collidina 0.2 M pH 7.4. adicionado con 

sacarosa (0.12 M) para evitar el choque osm6tico. Las 

muestras permanecieron en el fijador por espacio de 24 hrs. 

Posteriormente se enjuag6 con la soluci6n 

amortiguadora diluida en agua destilada (1: 1), y se llev6 ·a 

cabo la deshidrataci6n: 

a) Con alcoholes graduales 30, so, 70, so, 96%, absoluto 

(tres cambios), cada uno de 15 min cada · u'no , para'. 

posteriormente realizar tres cambios con 6xido ci .. 'propll~~~
de 20 min cada uno. 
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b) Con'acetonasgraduales.JO, so; 70, so; 96%, ab.so:J,úto (tres 

cambios), cada uno de.15 m:Í.n.para focluir en JB-4. 

· ·se rea1iz6 la preinclusi6.n con: 

a) Ep6n y 6xido de· propileno · .ci:.l) en 'et. caso de que. 

finalmente se incluya con·Ep6n. 

b) Para JB-4 se colocan las muestras 

constituida con la soluci6n A y el catalizador; 

En ambos casos el tiempo del tratamiento fue.de .72 ·hrs;, 
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rnclusi6n an Bp6n. 

Previamente se prepar6 el Ep6n (Anexo I) en las 

proporciones necesarias para obtener una buena dureza y 

lograr' mejores cortes. Los componentes se mezclaron con un 

aplicador de madera, hasta que adquiri6 una coloraci6n 

amarillo intenso. Para realizar la preinclusi6n, las muestras 

y el ep6n-6xido, de propileno ( 1: 1) se llevaron a temperatura 

ambiente, · ·post~,::iormente se destaparon ligeramente y se 

colocaron sobre la estufa, para que el 6xido de propileno se 

'evaporá:ra;: . y la resina tuviera una proporci6n de 2: 1 

(~p6n:6xido de propileno); asl la ·resina adquiri6 una 

consistencia más densa y espesa a manera de miel. Con una 

pipeta Pasteur se distribuy6 el Epon en tabletas para 

inclusi6n, cada una con el nWllero de registro correspondiente 

y en-los extremos se depositaro11 .. los fra.qmentos de callo. 

Para que polimerizara la resina se colocaron las 

tabletas de inclusi6n en la cámara. de polimerizaci6n a una 

temperatura de 6o•c, por espacio de 18 a 24 h. 

Los cortes histol6gicos se realizaron en un 

ultramicrotomo manual ,:y.:, ·automático, MT-28 Sorvall; se· 

utilizaron cu'chiÚas:::cie' "'.idrio con barquillas con agua, los 

cortes se : t'omarC>h:' de. .la barquilla con ayuda de una asa 

bacteriol6g.Í.cil lr':-s~ .'~61ocarori eri un portaobjetos, para ·fijar 

los cortes s~: ~ cai'E.ntá'ron'; u'géramente en una piatina caliente 

y se tifter~n? ~~ll•azul ~-,,'tC>1uidina 15 seg (Anexo. I), para 

quitar · el·· exceso de co.lorante. se enjuagaron con agua 

destilada. 
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, se seleccionaron las mejores preparac.iones y.· se· montaron 

con Bálsamo de Canadá. Las tomas· ·micro~otográficas se 

realizaron en un fotomicrosco~fó·zeiss~ 

Xnolusi6n en JB-4. 

El JB-4 está.. coristi tuido . componentes 

denominados: soluci6n ,·A, ~at~iii~Í:lor y:' ~~m;one;,te B (Anexo 

I). De la mezcla ccmpuestÍi:de la'soluci6n A y'el catalizador .. ':.· . . 
se agreg6 l ml del· componente' ·B. Se homogeneizó la soluci6n 

con uri aplicador ?e madera;._ previamente se prepararon las 

cápsulas Been tama110· oo • con. su _re.spectiva etiqueta de 

identificaci6n, se coloc6 ·el fragi;,ento ~e tejido y se añadió 

la mezcla con una pipeta Pasteur, . esta operación se debe 

realizar rápidamente 'debido a 'qu.e _ la·• soluci6n solidifica 

aproximadamente en 20 min', se cie;;r~~-·Í;;;; ,qápsuias ya que la 

falta de oxigeno promueve .la poiimerúaclón de la resina. 

Los cortes· se realiz8roi1 ~~··e·~) s~b~\·;··~~·~ ·. Uri ·. ~·u1tra~icrÓtomo ~ 

::::a:::.:~::i::lo:e;: '.::;ti~~ijf!•.:t~;l~~YJ~~ti::t:~-::.: 
agua destilada~ .en ';d~~d~ ·J:~s'j:~º;5e13{:;s~··: h.~Ci;;~t¡ri 'Y. -se 

extienden, posteriormente'. con ·.una/ asa .. €áct:'.:;;;ioi69iC:.a se 

colocaron e~ un.-· poi:taohj et~s; ·. otra • f~iin~: d~ .•.• ~~1lú:i11~'1~·.:~s . al, ._ 

coloc<lr una g~t~. de ª-~ua Í:le.;¡til<lc:l~"~~ 'er po;;ta:;;i;>jetos y' se 

deja c~ier' e1':i::orte en él. __ En ambos_ casoif l.os _cortes se 

· fijaron con calor y se til'lerón con azul de tolui.diria: 
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Las mejores preparaciones se montaron con· Bálsamo ··de 

Canadá y se fotografiaron en un fotomicrci~cop:i.ci:··Zeiss. 
; _., 

b) Microscopia electr6nica 

la Facultad de Cien~ias, u'.'~:·~:M.; (~ajo la . 
": :';)_:: •·:o,:;· .~ :~-, 

asesor1a del Dr. Luis Felipe Jiménez. 

se evaluaron explantes congelados dea:l~;i>~;i:~ ~~t~rminar 
el dal'io a nivel de membrana por el ~feÓtC>"':d;{)Íi." 'téérifoa· de . 

:\: ·:/~._ u;.1.0 - ~· .-'.~·. ~ 

crioc::se:::::::i::1.::ad:~áliz6 · ai···. ~td;:'l~r}~Lc~:~··.; '.,~e·. 
'.• .: . ,..,_, --

compar6 con la del grupo ééintrói (no'c<lng'e1ado);,: . - ~ - -- -~ . . ' .. · •· '. - . . 
El matedal. · fue. cortado· ".n p"'.qu.;,l'ios fra;~entos ·de 1 mm3 , 

·inmersos en una gota de soluci6n :'fijadora (glutaraldeh1do al 

-- 2. 5% dfsuel to en una so'.!,_uci6n amortiguadora de fosfatos, : pH 

1.2, 0~16 M, los fragmentos se colóc.aron en.viales de 3 ml de 

capacidad, se agreg6 1.0 ml de fijador donde permanecieron 16 

hrs, posteriormente se realizaron tres cambios de 10 min cada 

uno de la soluci6n amortiguadora de fosfatos', se realiz6 una 

post-~ijaci6n con tetra6xido de osmio (oso4¡ durante 24 horas 

a temperatura ambiente, se lavaron las muestras con ·1a 

solui::i6n amortiguadora, tres cambios de cinco minutos· 'cada 

uno y se efectu6 la deshidrataci6n con · alcolioies·: _9r<;idÍlales 

para realizar -1~ préin.,;lusi6n, se efectúa'ron tr.;,·,;' 'c¡mbicís 'de 

cinco minutos ~~da Ílno de ~xid~ ~e P!".()pÚen<l, la ,_illd¡~s~~n , se 

realiz6 en .;,p6n:::.6~Í.d.o . de propÚenci, ~º~. ,¡llá' p°r()porci6~ ~ntre 
1:1 y 1:2. L~s tllu~:t~a~ ~·~ colocaro~"é~\~bÍ~ta~ ~~ incl~s~6n 
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polimerizar ia«.r'esina en.:la :estufa 'a. GOºC. 'para· efe.ctüar ·1ós 

cortes ul trafiño,;, f~~ rleC:esa~·io 'J,~~Úz~r · p;imE!raní.erite ··un 

tallado 'del bloqÍle•,en :~í''.:,n;ic~osc~pi'o: estereos~6pico' para. 

ª~:~~~~~~~~l~i!1~f ~!~li~i1!:2 •. · 
membranas de" Formvar'¡•'-po'steriormente .,:se., con.trastarori '.dentro 

de una cámara hiiín;;,'~;; ' ~;.;~; '.•_;;J'i. ... f~;j;J:~'· ·;~:C:'{~I~aÚ6n ··.del 

acetato de ur~n~i~/ ~; &i~r¡j~~- : d_e: .. :'l~fC'ªJ;:·,:f;~1~;'{/· :s ':.·ri.'in 

respectivamerité. 'fas'.coties'l>ondlE!n~;; :Obser~'.'cfone~ .y'.t~riia de' 

placas eiec1'.rcigráfic.á'a sE! •.;;;.iá1i~~r~ri· ·.·· .... n.·.·.·.· un riiiC:iio~C:opi.o 
-· ... ,.-.. -- .. ,f,;.; 

electr6nico ·de· transmisi6n EM-10., 
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RESULTADOS Y DISCDSIOH 

I.- TABAS DE ENFRIAMIENTO 

En las Tablas 3 y 4 se muestran las tasas de 

enfriamiento y puntos de fusi6n de las tres diferentes 

concentraciones de DMSO utilizadas as1 como de las mezclas de 

los agentes crioprotectores (DMSO-Sacarosa-Glicerol), los 

datos registrados comprenden desde que se coloc6 la muestra 

suspendida en el interior a 12 cm. de la boca del oewar en 

contacto con los vapores del NL, hasta el momento que se 

registr6 el punto de fusi6n del crioprotector. 

TABLA 3. - TASAS DE ENFRIAMIENTO Y PUNTOS DE FUSION DE TRES 
CONCENTRACIONES DE DMSO ENFRIADAS Y CONGELADAS CON LOS 
VAPORES DE NL, SUSPENDIDAS EN EL INTERIOR 12 CM DE ALTURA DE 
LA BOCA DEL DEWAR. .. 

DMSO *TASA DE O.E. PF O.E. 

EN~~:~~TO •c•min-1 •e •e 

5% -1.4 
-1'. 28 . 
-L21· 
-0;49 

.15% ~Ó.86, 
..... -0;·45,' 

.. ·..;0.13' 

30% ... . :-0;95 
-0.95 0.28 3.78 
:-0.42 .,-. 

D."E.= DESVIACION ESTANCAR, PF= PUNTO DE FUSIOH 

* = DESDE LA TEMPERATURA INICIAL HASTA EL·PUNTO DE FUSION 
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TABLA 4 , - TASAS DE ENFRIAMIENTO Y PUNTOS DE FUSION DE TRES 
MEZCLAS DE CRIOPROTECTORES (DMSO-SACAROSA-GLICEROL) ENFRIADAS 
Y CONGELADAS CON LOS VAPORES DE NL, SUSPENDIDAS EN EL 
INTERIOR A 12 CM DE ALTURA DE LA BOCA DEL DEWAR. 

MEZCLAS 
(DMSO-SAC-GLI) 

15%-10%-20% 

No, 

3 
-1.44·. 
-1.12 .· .. 
-o.;a9:'· 

·:-i,47. 
-1.62 
:..i.·23 

PF O.E. 

-23.2 
0.27 '. -23.8 0.34 

·-23.2. 

D.E.'=.DESVIACION ESTANCAR, PF= PUNTO DE 
Comunicaci6n.personal Mata 1995. 
* =. DESDE ,·LA TEMPERATURA INICI~L HASTA EL PUNTO DE FUSION 

: . ' . . -. .. 
'•,' ; . , 

Es 'impo,;tante sefiaiar qú-e ·la tasa de enfriamiento-no fue 

consta~.te sino que lo hizo en forma de pequefios cambios de 

va'ló~id~d;',. Por" esta raz6n en las Tablas anteriores se 

presenta el valor promedio de.la tasa obtenida en cada una de 

las repe"ticiones; 

. En,' la Tabla .. 3.' se 'observa que el DMSO en cada 

concentraci6n ·""y :en ias ·.distintas repeticiones registraron 

difer~~t',,,á ~ª~~" 'de' enfriamiento y puntos de fusi6n (adn a la 

· misma cori~e~~~~ci6n) , lo cual se pudo observar en la . 

desviaci6n estandar de las curvas y en mayor medida en los 

puntos ·de fusi6n de las concentraciones de DMSO, al aumentar· - ·-- _,,--- -

la concen.traci6n 15 y 30% las tasas de enfriamiento· fu~~on 
'_,:,· .. ,.\ 

más lentas, esto es debido a que al inc:i::ementar · · la 
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concentraci6n de solutos se abate el punto de fusi6n y se 

reduce la cantidad de agua disponible que es capaz de 

congelarse (Franks, 1985). 

Las mezclas de crioprotectores (Tabla 4) proporcionaron 

puntos de fusi6n bajos y muy similares entre ellas mismas, 

Franks (1985) seflala que las relaciones entre temperatura, 

tasa de enfriamiento y concentraci6n son complejas; pero se 

pueden determinar algunos aspectos básicos. La temperatura de 

nucleaci6n (punto de fusi6n de la soluci6n) alcanza 

temperaturas más bajas por la presencia de los solutos debido 

a que la competencia con los componentes ocasiona un retraso 

en la congelaci6n (Luyet, 1966; Franks, 1985). Este fen6meno 

se pudo apreciar en las mezclas No. 3 y 6 de la Tabla 4, 

probablemente debido a las altas concentraciones de glicerol 

(20%) en combinaci6n con la sacarosa 10 y 20% que permitieron 

puntos de fusi6n similares (-23ºC); es posible atribuirle al 

glicerol el dominio del punto de fusi6n ya que al modificar 

su concentraci6n, como se observa en la mezcla No. s, el 

punto de fusi6n de elev6 considerablemente (-13.6°C.) 

El análisis detallado del comportamiento de las 

diferentes concentraciones de DMSO-sacarosa-glicerol lo 

realiz6 Mata (1995) en brotes de Opuntia robusta. 

Por otro lado, las diferencias registradas entre las 

sustancias utilizadas pudieron deberse a que la cantidad de 

NL en cada experimento no fue exactamente la misma, debido a 

que 'los vapores escapan al ambiente y el nivel d.e NL va 

modificándose, por lo tanto se alter6 el gradiente de 
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temperatura. 'generado por: los .. vapores'. Otro faétor: pudo ser 

que el crioprot"ector se prep~r6 · cori medio. MS : Üquldo .. ·como 

solvente y éste contiene ~~l~s( ',;i. tra~~-~u'~rfr '\~1: ti;;~po en. 

d1as entre ensayos.: el agua da.·1a sol~ci6F e;.;· ~odbi~ ~-~e se 

corisumfera ··y ·se·- 'tó~~~~a/:;,má·~·'. ~::~~ó~~~tr8'd~·; po·r·· >lo :"ta·nt-~ ·. 
\\ .... , .. ' ,. 

contendr1a m!is solutc:is'.provoc~ncio ei' niay6f. abatimiento. del 

punto de fusi6n. 

Estos a errores de medición no 

controlables , al:. colocar la muestra a la altura requerida, 

repercutieron. _en ·las t~sa~ · de .enfriamiento que se obtuvieron 

y po;, io tan~o : ~o .)ue .~osible repetir c¡;n exactitud los 

ensayos.· Esta :·es ·üna •'problem!itica que se ha presentado en 

otros: •. t~abajós'.:cL6pez, 1988, Valenzuela, 1988, Mata 1992). 

' La:·f~.l~~- -~~: precisi6n, repetibilidad y control en las· 

tasa_s . d_e. enfriá:iniento se reflejan en la poca viabilidad del 
:'. . . 

·material ·c·c:inqelado, y son aspectos importantes dentro del 

~~~;;~~¡;"·de i::rioconservaci6n. Nag y Street (1973), Heszky et 

al.·;· (1990) .realizaron varios experimentos en los cua],es 

modificaron las tasas de enfriamiento en Daucus carota y 

Puccinellia dist:ans observaron las diferentes respuestas de 

sobrevivencia que se manifestaroh e11 una mayor o menor 

respuesta en el material congelado. Pudieron estimar en que 

condiciones se present6 la m!ixima sobrevivencia. Asimismo, 

diversos estudios han logrado determinar tasas de 

enfriamiento muy especificas que.ofrecen altos porcentajes de. 

sobrevivencia (Nag y Street 1973; Braun, 1988; Kobayashi et-. 

al., 1990). 



·.Lo anterior promueve el uso necesario de equipo 

automatizado de congelación para tener reproducibil.idad y 

control de las tasas de erifri~miento, y .obtener porcentajes 

de respuesta altos (Nitzsch·e, .·19.84.i Grout, 1991) . 

Por otro . lado se han ·realizado ensayos en . los que se 

colocan las muestras suspendidas en los vapores del NL 

(Bajaj, 1977; Grout, 1978; Chen et al., 1979, 1984 a,b) en 

los que no hay un control ni estimaci6n de la tasa de 

enfriamiento. Asimismo también se han realizado ensayos con 

la técnica de inmersión directa de los explantes a NL (Bajaj, 

1977; Seibert, 1976). En todos estos casos se ha reportado la 

viabilidad del material y su recuperaci6n. Por lo tanto otros 

factores que también intervienen en el éxito de la 

·crioconservaciión son: 

a)· La variedad, cultivar o linea celular con la que los 

.autores· realizan sus experimentos. Bajaj, 1977; Chen et al., 

.1979 y· Braun, · 1988 han demostrado que existen diferencias en 

la· respuesta de recuperación entre diferentes variedades de 

una misma especie aün cuando se les someti6 al mismo proceso 

de crioconservación o vitrificación, igual concentraci6n y 

tipo de crioprotector, tasa de enfriamiento y almacenamiento 

(Niino et al., 1992). 

b) El desarrollo y actividad del material inicial~ Grout 

(1990, 1991) sef\ala que es importante conocer la etapa de 
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desarrollo en que se encuentra el material a congelar y 

considerar· su actividad.celular. 

e) El estado fisiol6qico{de la <;spe.;:ie ... f?!"ret1ddre 'et al. 

e 1988) .. det~,bni~a~~ri (1{;;:~~i~~ericii{ ~;'.ia:.~~ri~ei~~~6nd~.·¡,r6tes· 
axilares ·y· . ª. ~icá.ie; de' • é:íiavei' 1 én .:.:.fúri6i61'i .Cai : .éstado 

,, ;1:· • -.{• ~>. ,; ; ,, 

fiSiol6gi~6 . cÍél: .i~iánte áÜnado 'ii' c~iciproteC'tor\ut'il.iZa~o ~ ·.·' 
. -·"' ;.;: . :·;:,· ·. . . ~\. ···-.:~,--'- ;-:·~~;-~,--~ <:.;_i> ----~·--~-·-. 

:.>:.·:·,_;;J> \:r~·. ,_·~~<--:e~~: -.~:(-! :~i \;~·:,' :;:{'.: ;·-:·>' '.; 
d) El, agente~' .;:¡;j_J~~ote~tor utÜÚ'ado~;,·~~~.':~ .:street 

: ~::::.'.·• :·:~:~.r~f Ltt~i~'lt~l~l,~tl~i~Jlttitz{~t~~j~~!1~1!::!:: 
solos ó ;;,(C:oní~~~~ci6n y.'e~a1Jad~.su: ~.fi'~~~.~ci~)t~· ~rp~oce~o 
~!'e· ~i~ci~'b~~-~~~;~!«5~'~-~-'·~< ·.-:.;~:~: 

. :~ .. . · ' .... :(,':" ·-.-

·,,Es. el~~~ ;e las diferentes técnicas de crioconsei·váci6n 

no ··:son:·:·· independientes del tipo y cóncéntraci6n del 

crloprot.;ctor,' del material biol6gico, explante utilizado y 

de'.·1~s protocolos que anteceden a la conge~aci6n como son .el 

precultivo ·en medio adicionado con el crioprotector ·o su 

previo enfriamiento sino que est&n en estrecha correlaci6n 

entre ellos (Chiung-Chi y Lineberger, 1985; Braun, 1988; 

Kobayashi· et al., 1990) • El mayor . conocimiento y .la adecuada 

co~binaci6n de todos estos elem~ntos determinarán el empleo o 
. ' . ' ' 

no de. tasas lentae de enfriamiento·, d~sccingeiaci6n rápida y 

por lo t~ntb la exitos~· recupé~~cl6n';~~l mate.~ial congelado 

(Grout 1990, 0 1991; withers; j9f9j . .'' ': · 
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rr.- TASAS DE BNFRrAHrENTO EN EL HATERrAL eroLOGrco 

CRrOCONBERVADO 

a) Allium aativwa var Taiwan. 

Para el ajo no hay reportes previos que propongan tasas 

de enfriamiento. En el presente trabajo las tasas de 

enfriamiento para ápices con placa basal de Allium sativum 

se obtuvieron al modificar .la altura a la cual se suspendi6 

la muestra, el tipo y con_centraci6n del_ crioprotector. 

Al aplicar DMSO · 5_ ~ · 15 .. ir · 30% las tasas de enfriamiento 

registradas en una: sola. ocasicSn fueron de -1.95, -0.75 y 

-o.s1•c·min-l respectivamente (Tabla 5). 

Las mezclas con los agentes . crioprotectores 

proporcionaron en todos los casos tasas de enfriamiento 

lentas -0.57, -0.59, -O.S5'C·min-1 respectivamente (Tabla 5). 

~La respuesta de sobrevivencia pudo ser favorecida por-el 

empleo de la mezclas- de los crioprotectores, que abaten el 

punto de fusi6n hasta -23°C (Tabla. 4), por lo tanto la 

formaci6n de cristales de hielo se realiza lentamente y se 

evita en gran medida el dallo por congelaci6n, como e.e la 

ruptura de estructuras celulares principalmente. 

b) Daucua carota 

De los diversos ensayos realizados en callo de zanahoria 

HBD se obtuvieron diferentes tasas de enfriamiento (Tabla 5) 

que oscilaron entre -0.43 a -1.29°C·min~l. Para callo HS las 

tasas registradas fueron ligeramente más ri1pidas al modfficar 

la altura, de este modo se obtuvo una ta~a de -1.s•c·min-l, 
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reportada ·por Nag y Street (1973) corno exit~sa. Para el callo 

congelado MSD a una tasa ·de ··-0•43°C·.rnin-l ·se. rnanifest.6 

después de su alrnace~arnien~o; descongeÚ¡,;iento y ';.i;.rnbra ;.n 

el medio adec~ado la sobreviv;.ncia de.l 'expia~t~; .. 

c) Dianthus caryophyllus "· 

o:e· ·ac~e.rdo· ~·. :·se'ib~;~;- ;~:i~·16·)'. la · tasa · enipieada . para la 

crioconservaci6n con éxito ~e·,~~ri~t~mos p~raesta·. ~spdcie 
fue de '-o.s 0 é:rni1';;:1;·. E~(e{.¡,;,;.~entf ~r'.'blljo ·~é·.· i:t,;aúzaron 

inodif icaciorÍe~y~.t \~ :,;1~~ra>r .·.1~~·· :~~ai:;/.~~(h~~".~·~.i~~~~~ ·•·· l~s. · 
muestra~ Y: se:'~~pusiero.n \ª ;10s: vapores. d,91.~L, . no . fu~. ~~sible : . 

alcanza.;; . Ú' t.~sa: i:ire>i>úE!Elt:~ .-Y; ,:..; ; !1úl:>o. s'i9nos: de recuperaci6n 

del rn~t~~ial co~g~f~db}cT~bl~9J,:''./ \;''"~·,·:::'~i.Nd -~; , ' .. 
''•.·'se' llpÚ~-~~~~ ill~ ~éé!n"i·~~,; ci~i súspe_nsi6n °del 'mat.;,rial. a 

12 e~ de.altura de'•1a.boca cierfa:-1no·~()~o~~Ó:·iótCC0B),·~ ... 7'·· 

cm sob~e la ~uperficie deÚ~L ~~~;:~~so ·.t~t i&'síir.6 ~}_:·, !.'> 
La · dificÜltaci t~criic~ •· •c'~l'{s:i.~tiÓ\' i~;;<~a~t~rie~ los 

inerfatemos de clavel . a una ternperá.tura'/de·~·~4:b~é: ~l ~.Ú~~po · · 
suficiente antes de 

situaci6n se debi6 a 

iittroduciir. las in~~;.~ru'ai 'N~; esta 

que la · ~;,i~~i¿~ p~~ si: rnlsína ~oritiriu6 
enfriándose rebasando la .. ternpe,;:at~;,./que se ;equeria de tal 

forma que a los 15 rnin se r.eg.l.str6· una temperatura· de -132•c, 

estimando as! una tasa de enfriamiento de· -6.9°C·rnin-l. No 

hubo sobrevivencia en ningCin tratamiento. 
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d) Lycoparaicon aaculantUlll var Ruttger. 

Se realiz6 la suspensi6n del material por medio dP. las 

dos técnicas descritas: en el interior del termo a 12 cm de 

altura de la· boca (B) y a 7 centímetros por arriba de la 

superficie del NL (BBNL) con dos concentraciones diferentes 

de DMSO, las tasas registradas fueron de -6.9°C·min-1 en el 

primer caso y de -17.6ºC·min-l para el segundo (Tabla 5). 

Asimismo se realiz6 la congelaci6n lenta a una tasa de 

·-o.s2•c·min-1 , en ninguno de los casos hubo sobrevivencia. 

Las tasas de enfriamiento obtenidas con las diferentes 

técnicas empleadas, se muestran en la Tabla s. 
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TABLA 5.- TASAS DE ENFRIAMIENTO OBTENIDAS CON· LOS DIFERENTES 
CRIOPROTECTORES Y TECNICAS UTILIZADAS EN LAS ESPECIES 
CONGELADAS EN EL EQUIPO DE ENFRIAMIENTO. 

ESPECIE EXPLANTE CRIOPR 

AlliWll 
11ativum 

Dauoua 
carota 

Diantbua 
caryophyllua 

ACPB 

CALLO 
(MSD) 

MERIS 

Lycoperaicon MERIS 
eaculantWll. 

5% 
15% 
30% 

·No. 3 
No. 5 
No, 6 

5%. 

10% 
15% 

10%. 
15% 

ACPB= APICES CON PLACA BASAL 
MERrs = MERISTEMOS 
MSD = CALLO DE MS+ 2,4-D 
MS= CALLO DE MS. 

.. ___ :S'.· .. -· .. :,-.· 

<~~l~L>:
'.ssNL 

ro 

TASA.º!!I 
ªC~min 

S= SUSPENSION EN EL INTERIOR A 12 cm o'E LA BOCA. DEL TERMO. 

SSNL= SUSPENSION A 7 cm SOBRE EL NIVEL DE NL. 

ID= INMRESION DIRECTA EN NL. 

EN NEGRITAS TASAS DE ENFRIAMIENTO DONDE SE MANIFESTO 
SOBREVIVENCIA. 
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ESPECIES CONGELADAS 
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Dentro de las diversas pruebas de viabilidad que existen 

para evaluar el material congelado se aplicaron las que se 

seftalan en la Tabla 6, para cada una de las especies 

trabajadas. 

TABLA 6.- DIFERENTES CRITERIOS DE EVALUACION UTILIZADOS PARA 
CADA ESPECIE CONGELADA. 

ESPECIE TIPO DE EVALÚ~CION .APLICADA 

Al1ium 
sativum 

Dauoua 
carota 

(MSD) 

~MS) 

Dianthua 
oaryophyllus 

Lyooperaioon 
eaoulentum 

MACROSCO . MI(:ROSCOPICA CTT 
PICA 

.. 

* 

*· 

* 

* 

* = PRUEBA APLICADA. 
PRUEBA NO APLICADA. 

PPF = PUENTES DE PAPEL FILTRO 

a) Allium aativum var Taiwan 

1) Evaluaoi6n maorosc6pica: 

.. ,MEDIO 

Los ápices después de su congelaci6n1• mostraron .. un color 

blanco y una consistencia blanda. Al resp~cto ,PrillÍ.eux· clB69 

citado por Levitt, 1980) sugiere que. esto. se ·,·d~be a que al 
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descongelarse el tejido el hielo formado en los espacios 

intercelulares se transforma en agua .. y ál :·fluir. deja est'os 

espaci.os vacíos y las células se torna,:, .fláccidas pero aan 

con vida. Si los tejidos no.son daf\ados, el agua intercelular 

es rápidamente reabsorbida por el tejido que recupera su 

turgencia y pierde la apariencia hQmeda. La cuantificaci6n de 

la.respuesta de sobrevivencia se sef\ala en la Tabla 7. 

TABLA 7. - SOBREVIVENCIA POSTCONGELACION EN NL (3 O. MIN) DE 
APICES CON PLACA BASAL DE Alli'llJQ. sativum var Taiwan TRATADOS 
CON. DISTINTOS CRIOPROTECTORESlªI. RESULTADOS DESPUES DE 7. 
DIAS EN MEDIOS DE RECUPERACION MS Y MS + ACIDO GIBERELICO, 26 
± 2°C, 16 HRS DE LUZ Y 1200 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. 

NUMERO DE 
EXPLANTES QUE 
RESPONDIERON 
POR TRATAMIENTO 

1/12 
1/12 
1/12 
1/12 
1/12 

CªJ = VER TABLA-.·2·, ... 

DMSO 
15% 30'1; 

AGl= MEDIO'MS+ ·3nig/l' DEc'ACIDO 
AG2= MEDIO MS+ :6mg/l,DE:iACIDO GIBERELICO; 
· * COLOR 'DEL .EXPLANTE 'AMARILLO:,.CREMA.· .·" 
** COLOR .DEL EXPLANTE·:.VERDE. CLARo;·" 

-,;.· . 
. ·;,..~ ~¡' 

De los ápice~ ~e~~r~dj~ ~ri in~~ié:Í MS. a .los 7 dias solo en 

un solo ensayo ~e' ~'i:;s~~.;a~~~ i,:ii~l.o~ de. sobrevivencia, q~e 
consisti6 en pr~-¡,~-;,tai: .. üna :~oioraci6n amarillo-crema en la 

zona mecÜa del ·,;-xp1ánté,:. que posteriormente se torn6 verde 

pálido •. En ·Un _trabajo __ previo, L6pez (1988) observ6 una 

respuesta_ 'similar ·que prei::edi6 la formaci6n de una hoja que 
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se abri6 paso entre las hojas externas (que presentaban un 

color -'blanco), lo cual se ~onstder6 como_. ,una respuesta 

definitiva de sobrevivencia y cápacidad de.desarrollo. 

Los explantes congelados con 15% y 30% 
. . -. ~. - ·:. 

respectivamente presentan un inicio:. de _respuesta (coloraci6n 

amarillo-crema). 

En el caso de la concentraci6n al 30% al transcurrir dos 

· d1as más se manifest6 una respu6sta más evidente de 

sobrevivencia de un explante al tornarse a un tono verde 

claro. Esta respuesta fue similar a la que report6 L6pez 

(198Sj quien observ6 una mayor sobrevivencia en aquellos 

explantes que fueron sometidos a altas concentraciones de 

DMSO y tiempos de exposici6n prolongados. 

Los explantes congelados en el mes de agosto, con la 

mezcla número 3 a una tasa de -o.57°C·min-l (Tabla 5), solo 

un explante en cada medio de recuperaci6n, mostraron signos 

·de vi
0

da tanto en el medio MS basal as1 como en medio MS con 

las dos concentraciones de ácido giberélico ensayadas, en el 

caso del medio adicionado· con AIA no se manifest6 respuesta 

alguna. Los ápices congelados con la mezcla 5 que fueron 

sembrados en MS basal, se observ6 que un explante manifest6 

una respuesta más clara de sobrevivencia, en cambio en los 

explantes sembrados en.medio con GA3 y AIA no hubo respuesta. 

Los explantes congelados ·con la mezcla 6 s6lo se 

sembraron en medio con ·ácido giberélico en la concentraci6n 

más alta y gener6 .una: ·r:e~.Pu~;;'~~· .inicial. Sin embargo los 

explantes no · prosperaron, · 'gradua.lmente perdieron su 
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coloración hasta tornarse·· blancos y rio ·lograron des~rr.ollo 

alguno. En la .tabÍa 7 se ob~~rva que .la ~ay~:,,:. r;.~~uesta de 
ce' 

sobrevivencia .· .• fue., al; ,:in.~ciuiar:• los, ápfoe's . en '~edf.; MS; 
""{-,:. ... · _.... '·-"' 

asimismo se cÍ~tect~.'~~ ... •íó's ,expl;,rite~ c:ci~geÚdo~ ;:;.;~ ia .. 
•. • ,",¡ ,; "• ,. ,"\ ·~ f :ii :<_" {r ~ • ' 

Mezcla No; 3 dán• .Índicf~~ de resp~~~ta ;.,,,'.3:1~s' tr~~ mediOs 
ensaye1:dos.' ' ·· · .. ---:~:>: ., '") ~;:,; :::;. '.;i·;( ·. · ~t'.;: 

Lo que· pudie~a incÍÍci~r .. ·~~~ iá ;i~~~L~~~¿\~~l. ~~erite 
crioprotecto:r; . . con . el ~q~i~o .•. ~~ ,' cÓng~i~6i~~ • e~~~~ado; ··es 

',; ., • ~ '" ;>· ,'' • : : ~ ' 

importante para la . obtención .. de ;;j:ás~_s ::;'d'e. : ehfriamiento 

adecuadas y minimizar el.'dañc:i :.· pÓr. e:.;ri~~.t~·.~;;1.611·; : de':este. modo 
...... '·.·_ ••• < .';·:"·<:(1.l_:_" .. ~;:,;\.·\{.;::_;';~:_¡;\~:-..: :·~·;~.·, 

su recup.eración pcistcongeladón'.:es,'fayorable.'•al •inocularlo ·en 
"·' .·'.:~ . ·;. 

un medio adicionado con re.~11~adÓres del creCimiento o no. 
,--;-·· 

Es probable que la . méz,cl~ '. No. 3 sea favorable para 

<1pices con placa.· •• basal ":.dé ajo y pueda promover su 

recuperaci6n po-:=atéong.eiaCi6n·:- 'sin _perder de v!Sta que entran. 

en juego el estado'>f~~i~lóg:i.co del explante, la tasa de· 

enfriamiento,·concentración y tipo de crioprotector utili~ado 

de tal forma que los indicios de sobrevivencia se pudie:r;o1:' 

dar por algunos de estos factores. 

2) Tasa de respiración: 

a) Explantas no congaladoá. 

En la Gráfica l, se presentan las curvas de absorbancia · 

obtenidas en algunos meses de· 1992 y 1993¡ con· exce¡icÚón-· 'de 

agosto de 1992, en el resto de los ·ca.sos la:· ',mi1xima · 

absorbancia se presentó a los 480 nm. ·La .curvad~: agosto es 

la mi1s irregular en su construcción, en., una .mu~~t~a· procesada· 
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lo cual pudo debers~ a un ·error de técnica. al momento de 

realizar la extracción del rojo. de formazán ya que ,la 

solución no fue·. fÜtrada:. Y. ·portaba ·impurezas (pequeños 

fragmentos· de. materi.'aJ:._.~i~l6~ico) /fo que provocó lecturas 

muy similares ~;,: las dis'Üá~s' iongit~des de onda. 

Las curva~: <ie.;:t~~~s'~:.,;. ~~~ti~~bre y octubre de 1992 

presentaron . vaioi.~s'?' ma~~~esi •c2.2a, 1.48, 1.67 .. ' ·. ·' .-.,-.~.:~; ·:. ·,,>·, 
respectivamente¡ . ."que· las de fébrero: 92 .y jun:i.o y agosto 93 

(0.39, o.51, Ó~44 res~ecÚv~m~n~~):. ~~s curvas de los meses . . . . . 

de septiembr.e y· octubre,. ·son ma~, defin~das y es clara la· 
. ' . : 

diferencia 'qile hay con·la:curva del.mes de febrero, donde los 

valores· · de absorbancia son muy bajos. Para analizar la 

respuesta en un mismo mes, se realizaron lecturas durante 

varios d1as en agosto de 1993 (Gráfica 2) • El rango de 

absorbancia ·osciló entre ·a·.1í1 __ a .. CÍ.447, se esperaria que _al 

transcurrir los d1as se incrementara la tasa de respiración, 

pero al comparar la curva del dia 7 de agosto con la obtenida 

· el 12 ésta üitima ··se ubicó por debajo de la primera, asimismo 

fue clara la diferencia en las curvas obtenidas de dos 

muestras procesadas el mismo dia. 



Gráfica 1. Curvas d8 CTT de épicas con 
placa baaal de aJo 'sin congelar en 
· diferentes meses · 

or::;:::;:=.;_:.:_,____._:_,_.:L..L.....J~;:;..::...:;.,:'.L.:J.::.cj_..i=t:::l::::!~d 
"'ºº .. 20 440 

-- F•brero 1092 

. -O--: 001úbro 1.992 

+ .' Ag·~~·lo 1~·92 
-M- Junio 1993 

B•PllHibre-1992 

~ AgoÍ10 18Da 

Gréllca 2. Curvas de CTT de Apfces con 
·· placa b~aal da ajo sin congelar, en el 

·mea de agosto. 

-·-- 7.Aao1t0.1&93 -, - · .--f- : 12 Aao1to 1993 

~ · 27 Aao1to 1993.,.(1) · · .-&- :21 .Aao•~~ ... ~9~3 (2) · 
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Miranda (1992), propuso una serie de etapas fisiol6gicas 

para ·caracterizar a los ápices con placa basal de ajo, las 

cuales seftal6 de la siguiente manera: 

AO metabolismo atenuado o basal en ajos de reciente cosecha. 

A1 metabolismo en fase de inicio de la germinaci6n. 

A2 metabolismo acelerado en pleno proceso de germinaci6n. 

Es importante seftalar que el ajo se cosecha entre abril 

y mayo y por lo tanto en los meses subsecuentes a su cosecha 

se va modificando su fisiolog1a. Con base en lo anterior es 

posible tratar de establecer una correlaci6n entre las etapas 

fisiol6gicas propuestas por Miranda y las curvas de CTT 

obtenidas en el presente estudio (Tabla 8). 

La primera etapa seftalada por Miranda como AD, cuya 

altura promedio de los ápices fue de 1.2 cm, y su correlaci6n 

con las curvas obtenidas por medio de la prueba de CTT, 

permiti6 a través de la absorbancia registrada en junio 

(0.512) ratificar niveles bajos de actividad metab6lica 

(respiraci6n). 

Al evaluar la siguiente etapa (A1) que corresponderla a 

los meses de. septiembre y octubre, se observ6 una mayor 

actividad respiratoria ·de 1.4 de absorbancia para el mes de 

septiembre y de l. 6 para el mes de octubre, ambas lecturas 

corresponden a los 480 nm de longitud de onda y los ápices 

tienen una altura promedio de 2.3 cm; casi el doble de los 
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registrados en la etapa AO, y el triple respecto al 

incremento respiratorio. 

En la ültima fase (etapa A2) el material se encontró en 

una fase de germinación activa, en los meses de noviembre y 

diciembre, posteriormente a esta fase el material .es 

susceptible a la contaminación por hongos para su manejo in 

vitro as1 como para realizar las pruebas de CTT.· 

se cuantificó la absorbencia en el mes de febrero y· la 

prueba de CTT indicó una baja actividad respiratoria 

(absorbencia 0.407 nm). 

Es importante sefialar que aquellos ápices ·con placa 

basal que sobrevivieron al proceso de crioconservación, 

·fueron congelados en el mes de agosto que corresponde a la 

etapa de una probable fase de transición que conduce al 

material a la fase de metabolismo activo (Al), ·estos 

resultados nos indicar1an que probablemente en este mes y en 

combinación con la tasa de enfriamiento obtenida 

(-0.57°C·min-1) con la mezcla No. 3 se lograr1an buenos 

resultados. Aunque no hay que dejar de contemplar que es 

posible encontrar diferentes etapas en un mismo bulbo .Y sus 

respuestas sean distintas. 

Probablemente si se congelara el ajo en las mismas 

condiciones anteriormente sañaladas en una etapa de mayor 

actividad metabólica (r.,spiración) de l. 4 a l. 6 nm, en los 

meses de septiembre y octubre que corresponden. a la etapa 

(Al) se podría esperar una mayor respuesta de sobrevivencia. 

ESTA TESIS N6 DEBE 
SAUi DE LA BIBUOTECA 
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TABLA 8. - CORRELACION DE LAS PROBABLES ETAPAS FISIOLOGICAS 
PROPUESTAS POR MIRANDA (1992) Y LAS ABSORBANCIAS REGISTRADAS 
CON LA PRUEBA DE CTT EN APICES CON PLACA BASAL DE A:JO SIN 
CONGELAR. . 

MES ACTIVIDAD FISIOLOGICA ALTURA ABSORBANCIA 

FEBRER0-92 

JUNI0-93 

JULIO 

PROPUESTA . PROMEDIO (nm) 
DE LOS APICES 

ETAPA Ao. METABOLISMO 
ATENUADO 

PROBABLE ETAPA DE 
TRANSICION 

(cm) 

0.407 

0.512 

SÉPTIEMBRE-92 

OCTUBRE..;92 

NOVIEMBRE 

DICIEMBRE 

ENERO 

ETAPA Al 
INICIA FASE DE 
METABOLISMO ACTIVO 

ETAPA A2. METABOLISMO 
ACELERADO EN PROCESO 
DE GERMINACION 

.MATERIAL NO DISPONIBLE, PROPENSO A 
CONTAMINARSE 
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b) Explentes congelados 

Al analizar las diferentes curvas obtenidas con el 

material crioconservado se mostraron francas diferencias con 

el grupo control, el materlal criocionservado .· .. ca;,· DMSO al. 

momento de ser procesado presentó una: ligérá:.<tinc:Í:ón,. ·1a· 

cantidad de rojo de formazán 

el espectrofotómetro resultó 

para ·su post~~i~r:.e~~;lua~i6n en 
'',•,:":>·.:··· . "'• . 

ser · insufid.;,nfe·: Y.:: ias lecturas 

obtenidas fueron pobres e irregui~~e~; •.i;'Jf/ii{q'Úe ~~ fue 
·~; . .;';' 

posible la construcción de una gráfica:.y/podér: ;,ci;,fronta;la 
,·•,' ... · ,., 

con una curva patrón. 
/ ·' 

En cambio en aquellos explantes-que fueron.congelados en 

las mezclas 3,5,6 fue posible extraer suficiente· rojo. de 

formazán y evaluar la respiraci6n (Gráfica 3f, se observó que 

la mezcla 3 presentó una absorbancia (0, 172) superior a la 

del control (0,121), ambos a 4BOnm. Es este caso. fue posible 

aplicar: la fórmula para determinar el porcentaje de 

respiraci6n r;iue dio un alto valor de 'respÚaci6n en los 

ápices congelados con la mezcla 3 (142%), seguido· par· los 
. ' .. ,., 

resultados en· la 'mezcla 6 '(48't) y por Cíltimci.· de la _mezcla 5 

(5.2't)' 

. Con base ".en los resultados' ·se: p'ue:den' plantear dos 

hipótesis: . 
' . . . 

1.- É:s posÍ.b1é que las mezclas resultaron m&s efectivas que 

el DMSO sói'o·, debido a que ;~o~~~ciona~ori . tasas lentas de . 

enfriamiento y una . mej~r crio~~ot~cci6n cont~a el dafio por 

congelac.ión. 
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2.- Al realizar las pruebas de t.'TT las mediciones de ia 

absorbancia realizadas fueron irregulares debido a que los· 

6pices con placa .basal tomados al azar pudieron estar en un 

nivel metab6lico bajo, en una etapa fisiol6gica favorable o 

con un_a mayor o menor biomasa. 

Fue posible observar que aún en una cabeza de ajo· 

hubieron diferentes manifestaciones de desarrollo in vitre,. 

las cuales comprendieron desde ei° franco Y· vigoroso. 

desarrollo de pl6ntulas, hasta la ausencia de crecimiento. 

Por lo anterior, es importante determinar. los motivos 

por los cuales· los 6pices no lograron reasumir completamente 

su crecimientoe 

Gráfica 3. Curvaa de CTT da épicas cori 
placa baaal de ajo conDeladoa con 

mezclas crloprotactoraa. 

420 440 460 460 600 620 . 640 660 680 600 
Longitud.de onda (mn) 

- Control 

__._ DM10'1t .. Sac20t.·Gl115'1. 

DM•DMSO, Sac•Bacaroaa, Oll•Ollcarol 

~ .DM15"'-·Sao101'-Gll20'1t 

-o- DM15"-·Sac20,_·01120ti 
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3) Evaluación ultraestructural: 

Las células meristemáticas de ajo no .conge.ladas 

presentaron un nücleo grande reticulado y heterocromático, en 

el cual se aprecia la doble membrana . nu·cl'ear · y el espacio 

. perinuclear as1 como poros (Lámina I, Fig\ir: .El· citoplasma 

es granular. se observan mitocondrias;: vacÍiolas -y dictiosomas 

(Lámina I, Fig 2). 

En el inaterial ,uria ... severa 

contracci6n del citoplasma y queda un ~~p·á~io.' e;,t:r~ él y' l'a' 

pared celular (Lámina I, Fig 3f, esta caracter1stica · es:·· 

denominada 11plasm6lisis de congelaci6n", L~vitt (198.Íl) 

explica que es debido a la contracci6n celular (pared c~iuÍar 

as1 como ·protoplasma) durante la formaci6n de hielo 

ext~acelular y la incapacidad del protoplasma a reabsorber el 

agua de los espacios intercelulares al descongelarse el-·hielo 

extracelular. Después cuando la pared celular regresa a sú 

forma y posici6n originales hace muy evidente que el 

protoplasma permanece contra1do (deshidratado). 

se observaron rupturas en la membrana nuclear y su 

contenido esparcido (Lámina I, Fig 4), Lyons et al., (19')'.9), Y .. 

sing y Millar (1985), sugieren que las.membranas' son el sitió 

de dallo por congelaci6n en las células vegetales,:·· han' . .' 

observado rupturas en la membrana por la exposici6n. al. estré~ 

por congelaci6n letal o subletal. Tales 

incluyen plasm6lisis celular o de los protopl<ls,t~s;:_pérd_id~: 
''' >••'"'ºe-'"• 

de electr6litos, otros constituyentes celulares·,:y,,, ?.'.ompimiento 

de estructuras finas. Sing y Miller (1985) d~t·e,:Ínin'áio;, a. 
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nivel de membrana estructural en centeno y trigo, 

alteraciones irreversibles que ocurren en la congelaci6n y 

que son' frecuentemente acompafiadas por la pérdida de la 

estructura en la bicapa de la membrana celular. 

En la Lámina I, Fig 5 no se aprecian organelos, al 

parecer han sido destruidos, lo que indica que las funciones 

celulares no se podrán realizar y su recuperaci6n 

postcongelaci6n es poco probable. 



LAMINA I 

FIG 1.- Célula de Allium sativum var Taiwan, sin congelar. 
Fijada con glutaraldeh1do 2.5%, en una solución amortiguadora 
de fosfatos. 
N Núcleo, n = nucléolo, V = Vacuola, e = Citoplasma 
P = Pared celular, po = poro de la membrana nuclear. 

FIG 2.- Detalle de célula de A. sativum var Taiwan, sin 
congelar. Se aprecian algunas estructuras celulares. 
N Núcleo, V = vacuola, m = mitocondria, 
d = dictiosoma, r = ribosomas, P = Pared celular. 

FIG 3,- Célula de A. sativu.m var Taiwan, después de ser 
sometido el tejido al proceso de crioconservaci6n. 
Se observa el citoplasma contraído (C) alrededor del núcleo 
(N), separado de la pared (P) y dejando un espacio (E). 

FIG 4,;.. Célula de A. sativum var Taiwan, después de ser 
congelado el tejido. Se observa la ruptura en la membrana 
nuclear (-..) y el citoplasma (C) contraído. 

FIG 5.- Detalle de A. sativum var Taiwan, después de 
congelado el tejido. se observan rupturas de membrana nuclear 
( ~) y la ausencia de ribonucleoproteinas (*) en el núcleo 
(N) • contracción del citoplasma (C). 
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b) Daucus carota 

1i Evaluaoi6n Maoroso6pioa: 

Posteriormente al proceso de congelaci6n-descongelaci6n; 

no se observó un cambio severo de manera .inmediata en los 

tejidos, sino que se hizo manifiesto a los 15 dlas 

posteriores a su cultivo, .el tejido se· seco·, se torn6 café 

obscuro. Se hicieron presentes algunos casos de contaminaci6n 

por bacterias. Calkins y Swanson (1990) mencionan que dos 

autores, Tumanov y Khavalin observaron que en ralees de 

manzana dalladas por la congelaci6n el color café no 

represent6 la muerte de dicho material ya que posteriormente 

se manifestó la formaci6n de brotes. Esta situaci6n fue 

semejante en el callo de zanahoria debido a que después de 

presentar una aparente necrosis, ésta no fue letal y se 

manifest6 el crecimiento de callo nuevo. Withers (1978, 1979) 

report6 que callos de zanahoria pueden tener una apariencia, 

normal cuando están en el medio de recuperación. y presenta 

periodos de.latencia (crioshock). 

A los callos congelados se les realizaron: observaciones 

peri6dicas bajo el microscopio para detectar algün cambio, el 

·callo del medio HS persistió en presentar una coloraci6n 

blanca con. algunas zonas de color crema· pálido y los callos 

del medio HSD no manifestaron ninguna modificación. 
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2) Tasa da raapiraci6n: 

a) Explantes no congelados: 

Las curvas de CTT se realizaron con ·callo del niedio MSD 

y callo de MB. Para obtener la curva .patr6n· se·. tomó un 

fragmento de cada tipo de callo, .s·e .extrajb·· <;l' r()jO .de 

formazán y se registró una absorbancia>~Íi.xin;a··: de ... 480 · nm,. 

posteriormente se observ6 que el .. .;~ÍÚ>'. 'iiso':.''i1z'.e;,;~'r;tó · · !Jna 
::. ;. ~ ', • ~.'i ; 

absorbancia de 1.111 y de 1.124 el é:a1i6'·.de'.xs';_~a 4aci·.-nni'de 
:, ':"'.:.·' ·:~:":.·'.:• .:.>;;·>·/.;/·¡:}:::<-::,:::/~·>·'.:_'.::_.·_: .. ··" 

longitud de onda (Gráfica 4). : La obtenc~ón_'(.~-~ '.!"ª-~8:~ :'curvas 

fue más sencilla que en el caso· del aj~,· un~·'.a'1f'a'·~-;:~.;i6~ · asi 

lo permitió y siempre se tuvo la. certeza· de que 'e1'(materia1 

estaba en iguales condiciones metabólicas, '.esto 'se·. dete.rmÚÍó :·:: 

con el continuo incremento de biomasa de man~r~\~;:i:¡~~tlv~;: 

b) BXplantas congelados: 

Las absorbancias registradas a 480 nm fueron. ios :.·' 

siguientes: 

Los callos del medio MBD 

de 0.634 para la segunda 

Los callos del medio MB: 0.464 para la. primera' ~uest~a y de 

0.418 para la segunda. . .. · ... <: · ..... · .. :.,:;· .. 
si situamos estos puntos en las· cu;~!~ p~b:_!on''~~: ~~serva 

que' están. por debajo del valor obtenido.'~~~: ~í: control 

(Gráfii::a 5). 
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o.e 

Grillca 4. Cuvaa patrón do CTT de callo• 
de zonah.orla (MSD) y (MS) sin congelar . 
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Estos valores al ser transformados .a porcentajes .. para 

interpretar la tasa de respiraci6n aplicando la f 6rmula 

descrita ·en el desarrollo experimental fueron: para callo 

MSD: 56 y 62% y para el.callo HS: de 37 y 56% 

El porcentaje de respiraci6n mAs alto se reqistr6 en 

callo HSD en una de las muestras y el mAs bajo en el callo 

MS. Asimismo se reqistr6 un mismo porcentaje de respiraci6n 

(52%) para los tipos de callo. 

La tasa baja de respiraci6n presupone que parte del 

callo fue severamente dañado durante el proceso de 

conqel~ci6n o que durante la incubaci6n de CTT se encontraba. 

en un estado de crioshock con su metabolismo parcialmente 

inhibido. 

Es importante señ~lar que la prueba de CTT nos· indica si 

se esta efectuando o no el proceso de la respiraci6n en las 

mitocondrias, su inhibici6n pudo haberse ·debido a ia · 

desnaturalizaci6n de enzimas o prote1nas que intervienen en 

el proceso, Steponkus 1967 y Steponkus y Lanphear 1971 

señalan que aunque hay una alta correlaci6n entre el daño por 

conqelaci6n y la reducci6n de CTT en un sistema en donde no 

se han adicionado sustratos y cofactores. ex6qenos, esta.no es· 

debido a la inactivaci6n por frio de las deshidroqenasas.sino 

a las limitaciones del cofactor y el sustrato.::: Dichas' 

limitaciones pueden ser causadas por la ~.na~tivaci6ri 'día ·~tras 
enzimas deshidroqenasas que requieren de la· continua :s1ntíasis." 

de sustratos y cofactores. Esto ·es 

que ha sido dificil demostrar' las 
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tetrazolio en tejido fresco debido a que la reducci6n del 

tetrazolio no es especifica (steponkus y Lanphear 1971). 

A las tres semanas después del tratamiento de 

crioconservaci6n y sembrados en medio de recuperaci6n los 

callos MSD en una ocasi6n respondieron continuando el proceso 

de embriogénesis y desarrollaron embriones somáticos, con la 

caracteristica de mostrar un suspensor alargado que presupone 

una divisi6n celular alta en esta zona. Se pudo estimar bajo 

el microscopio que la mayor parte del callo congelado gener6 

estas respuestas morfogenéticas. 

Debido a la dificultad de lograr repetir las tasas de 

enfriamiento no fue posible reproducir las mismas condiciones 

de congelaci6n y no se lograron realizar las repeticiones 

minimas necesarias para evaluar el efecto de la congelaci6n 

por medio de esta técnica. 

Solo se loqr6 una aproximaci6n cuando callo congelado 

con DMSO 5% a una tasa de enfriamiento de -0.43°c·min-1, y 

posterior a un estado de crioshock, reasumi6 su crecimiento e 

increment6 su volumen celular pero no .se diferenci6 en 

embriones. Es posible que esto se deba a una lenta y continua 

perdida de la viabilidad. Withers y Street (1977, citados por 

Withers, 1978), observaron que en células de zanahoria que se 

recultivaron en medio después de ser congeladas y 

descongeladas no respondieron rápidamente, ello les indic6 

que la reparaci6n de dal\os y reactivaci6n del desarrollo no 

siempre son exitosos y cuando ocurre puede tardar mucho 

tiempo. 
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3) Anlli•i• ••tructural1 

Con el fin de evaluar el efecto del dispositivo empleada· 

para llevar a cabo la cangelaci6n 'de material biol6gico, se 

realizaron pruebas de crioconservaci6n y fijaci6n en call_os 

de zanahoria MS y HSD Diagrama 7. 

ETAPAS DEL PROCESO DEL CRIOCONSERVACION EN 
Dauous careta 

FIJACION 

TESTIGO 
CALLO EMBRIOGENICO 
DE ZANAHORIA 

CON SACAROSA SIN'SACAROSA 
' - .• .:.~. ~; ')·· .• 

,. . . . 
~---------------------------------------------------------EXPERIMENTO 1 

CALLO + DMSO 5% 

----------------------------------~·~-~---~---------------~-EXPERIMENTO 2 

CALLO + DMSO 5% 
MUESTRAS SUSPENDIDAS VAPORES NL' 
(-40ºC) ANTES DE LA INMERSION 

'.,·o-·' 

'. ¡f CON. SACAROSA. 

--------------------------------~·i: .... ~::L~~~~~~-~~---------
EXPERIMENTO 3 

CALLO+DMSO+ MUESTRA SUMERGIDA NL S'MIN. 
DESCONGELACION RAPIDA 

EXPERIMENTO 4 

CALLO+ DMSO + MUESTRA SUMERGIDA 30 MIN 
DESCONGELACION RAPIDA 

CON SACAROSA 

CON SA_CAROSA 

. ·. - . . . .. 
DIAGRAMA 7. CONGELACION Y FIJACION DE CALLO DE.ZANAHORIA·xs·y· 
KSD DURANTE LAS DIFERENTES ETAPAS DEL PROCESO DE 
CRIOCONSERVACION. 
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El callo de zanahor:Í.a ha sido u~. modelo muy utilizado en 

este tipo de estudios ·(Nag y street·,· .. 1973; Withers 191s, 

197!Í). 

Es· importante realizar la fijaci6n ·correcta del tejido 

p~ra· evitar alteraciones en éste. La fijaci6n se llev6 con 

gÚ1taraldeh1do-paraformaldeh1do (3%-1.5%) sin sacarosa y con 

sacarosa; la sacarosa actu6 como un regulador. de la presi6n 

osm6tica y evit6 el choque osm6tico de las células al 

interaccionar con el fijador. 

Al adicionar o no sacarosa al fijador con ·el cual se 

fij6 el callo de zanahoria se observ6 lo siguiente: 

a) . Callo 4• •anahoria fija4o con glutaral4•hf.4o

paraforaal4ahf.4o con sacarosa (testigo 1): se observaron 

células con buena_ preservaci6n del tejido, sin signos de 

plasm6lisis, se encontraron vacuolas grandes e integridad · 

celular (Lámina II, Fig 1). 

b) En el caso que no •• a4ioion6 aaoaroaa en •l fija4or 

(Testigo 2), se observ6 una fuerte contracci6n del 

citoplasma, pero no hay ruptura ni separaci6n celular.(Lámina 

II, Fig 2), 

Al analizar los resultados en la serie de tratamientos 

(Diagrama 7) de callo MS de zanahoria procesados a lo largo 

de la técnica de crioconservaci6n a una tasa de -l.6°C·min-1 

y fijados aftadiendo sacarosa al fijador se observ6 lo 

siguiente: 
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a) Callo de zanahoria con DMSO 5%, (Experimento 1). Se 

present6 plasm6lisis pero en menor grado que en el Testigo 2. 

ocurri6 la ruptura de la membrana plasmática y la salida de 

citoplasma (Lámina II, Fig 3). 

b) callo de zanahoria con DKSO 5% enfriada y llevada la 

muestra hasta -.to•c, (Experimento 2), la plasm6lisis .ocurri6 

en menor grado, se observ6 una aparente recuperaci6n del 

tejido, y vacuolas pequefias (Lámina II, Fig 4). 

c) callo de aanahoria con DMSO 5%, enfriada y almacenada 

8 min en HL (experimento 3) hubo plasm6lisis, con distorsi6n 

de la membrana plasmática. se pudo observar que el contenido 

citoplasmático se preserv6 y no hubo ruptura celular. (Lámina 

II, Fig 5), 

d) callo de •anahoria con DHSO 5%, enfriada y almacenada 

30 11in en HL (Experimento 4) después de este ensayo se 

observaron células que se rompieron, hay separaci6n de 

algunas células (separaci6n intercelular), el citoplasma es 

de aspecto granuloso con plasm6lisis similar a la que se 

present6 en el Experimento 3 (Lámina II, Fig 6). 

Con base en lo anterior podemos seflalar que el DMSO 

provoc6 plasm6lisis, sin embargo el contenido citoplasinático 

se 0 onserv6 en buenas condiciones. 
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Al exponer las muestras a los vapores del NL y continuar 

el proceso de crioconservaci6n increment6 la plasm6lisis y 

sus efectos; ocurrieron rupturas y distorsiones de la 

membrana, espacios dentro del citoplasma e intercelulares. 



L A M X N A XX 

PXG. 1.- Callo de zanahoria sin conge ar. fijado con 
glutaraldehido-paraformaldehidq (3%-1.5%) adicionado con 
sacarosa 0.12 M. Células integras. 
V = Vacuolas, C = Citoplasma. 
1400 X 

PXG. 2. - Callo de zanahoria sin. : cong~ ·a:í/; 'f:i.'fadÍ:í. . con 
glutaraldehido-paraformaldehido· (3%-i'.5%t;; s n::' sacarosa~:..': se 
observan efectos· de un choque ·osm6tico :::( ~<) ~; :·:.,(P) Pared 
~:~~l~r. ·· •·;·:. .... · i-._: ... , __ ,., '-"'';:-:_.,. ·.<·:.:";: ·:;; ·" ... 

)>•: ;;;=~--· - :;,·.~: .. ,i,.~'·'. ·'. ;:,· ·:·>;~·,< :~: .. ,.;\_,' . 
.. ,.' ".'; ~·· ·f: '·'< •• >; ·.·,;¡'"_, 

~~·.¡-.}·;~>:;.~.-~; ".-,: !'..'.-·'.!'.-;'.·'~\-.e ' '·.: .. ~;. 

PXG. 3.- callo de zanahoria (MS) adi~ioiiado ~~~-~i!!;~·;'5%;; ~e 
observa plasm6lisis, ruptura de membrana e-> . y. citoplasma 
(C) fuera de algunas células, (P) Pared celul!r. 
1400 x. . . . 

PXG. 4. - Callo d~ zanahoria (MS) con DMSO 5 . ' y '< enfriado a 
-40ºC , hay plasm6lisis ( - ) , vacuolas. pequel'ias (V) y 
ruptura de membrana ( •>, (P) Pared celular. · · · · 
1400 X ., 

PXG. s.- Callo de zanahoria (MS), sumergido en nitr6geno 
liquido (NL) B min, se observa plasm6lisis (-) , separaci6n 
intracelulear (s), (P) Pared celular. · 
1400 X 

PXG 6.- Callo de zanahoria (MS), sumergido en ·NL .30 min, se 
observan células que estallaron(-), separacl6n intracelular 
(S), el citoplasma (C) es granular, (P)'.Pared celular; · 
560 X 
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De la serie de tratamientos (Diagrama 7) ·de callo HBD de .. 

zanahoria procesados a lo largo de. la. .técnica de 

crioconservaci6n, congelados a una tasa de · -1.'.29ºC•min-1 y 

fijados afiadiendo sacarosa al fijador sé' .. observ6 lo 

siguiente: 

a) Callo de sanahoria con DKSO 5%, (Experimento i¡: Se 

observ6 en la mayoria de las células integridad celular y 

presencia de vacuolas, aunque ocurri6 plasm6lisis en algunos 

grupos celulares (Lámina III ,' Fig 1). 

b) callo de sanahoria con DHSO 5% enrriada y llevada la 

aueatra haata -40ºC (Experimento 2), la plasm6lisis pareci6 

ser menos severa que en el callo KS, la mayoria de las 

células se observaron completas con numerosas y pequefias 

vacuolas en proceso de fusi6n (Lámina III, Fig 2). 

c) Callo de aanahoria con DHSO 5% enrriada y almacenada 

8 •in en llL (Experimento 3) los efectos de la plasm6lisis no 

fueron tan marcadas, no se detect6 distorsi6n en la membrana 

plasmática, ni ruptura celular (Lámina III, Fig. 3). 

d) Callo de sanahoria con DHSO 5% enrriada y almacenada 

30 minen HL (Experimento 4), algunas células presentaron el 

citoplasma disperso, fue notorio que en las células de mayor 

tamafio tuvieron una ligera plasm6lisis, su citoplasma no tuvo 

aspecto granular y conserv6 sus vacuolas (Lámina III, Fig. 

4). 



LAHillAIII 
CllLLO DE ZAlilUIORIA HSD 

l'IG. 1.- Callo de zanahoria MSD adicionado con DMSO S't, se 
observa buena preservaci6n· con alqunos grupos celulares 
plasmolizados (-..);V= Vacuolas, C =Citoplasma, P =Pared 
celular. 
1600 X 

l'IG. 2 ,- Células sometidas a -40°C. La plasm6lisis C-J es 
.. menos severa que en el callo MS, la mayor!a de las células 

están completas, V = Vacuolas, . e = Citoplasma, P = Pared 
celular. 
1600 X 

l'IG. 3·,- Células almacenadas 8 min en NL, no hay distorsi6n 
de la membrana, ni ruptura celular. se observan numerosas y 
pequeftas vacuolas (V), ligera plasm6lisis C-J, (P) Pared 
celular. 
1600 X 

l'IG 4.- Células almacenadas 30 min en NL, plasm6lisis ligera 
( - ) , se observan vacuolas (V) , citoplasma (C) , Pared 
celular (P), la gran mayor!a de las células se conservaron en 
buen estado. 
1600 X 
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En el tipo de células MSD la plasmólisis se observó en 

menor proporción y se conservaron en buen estado la mayor1a 

de ellas, al exponerlos a los vapores e introducirlos al NL 

la plasmólisis fue menor que en el callo HS, en cuyas· células. 

el citoplasma no fue granular ni presentó espacios 

intercelulares. 

Estudios histol69icos realizados en cultivos en 

suspensión crioconeervados de HUsa, mostraron que las células 

embriogénicas sobreviven a la congelación y aquellas que 

pierden su viabilidad presentan un citoplasma contra1do 

granular e irregular debido probablemente a una excesiva 

deshidratación celular (Panis et al. 1992). 

Estas diferencias se deben al estado fisiológico del 

callo. En el callo MS las células son de mayor tamal'lo con 

grandes vacuolas y son más susceptibles de ser deshidratadas, 

Nag y street (1973 citado por Sakai y sugawara 1978) 

observaron una reducción en el porcentaje de sobrevivencia en 

células en suspensión de zanahoria durante la congelación y 

descongelación en aquellas células que presentaban grandes 

vacuolas. 

Por el contrario el callo HSD posee células en constante 

división, de menor tamal'lo con pequel'las y numerosas vacuolas 

que se fusionarán·. Grout (1991) sel'lala que células pequel'las 

con un nQmero m1nimo de vacuo las presentes, son 

frecuentemente utilizadas para tratamientos de estrés y 

presentan una mayor resistencia a las bajas temperaturas y 

deshidratación. 
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1 • Estas caracter isticas también puede.n . tener una relaci6n · 

con una tolerancia a la congelaci6n en.relaci6n a la tensi6n 

mecánica,. sutcliffe (1979) señala que al ser menor el tamaño 

de las células es mayor su resistencia a las heladas, su 

razonamiento se apoya en las relaciones tamaño, unidad de 

superficie y las fuerzas que se ejercen en la estructura. 

otro factor que se relaciona es el grado de 

deshidrataci6n del protopla·sma, si éste se deshidrata se dice 

que se endurece y la v!a probable de daño es por tensi6n 

mecánica. 

Withers (1978) realiz6 un estudio estructural de callo 

de zanahoria que habia congelado por varios métodos. Observ6 

una reducci6n en el volumen celular durante la congelaci6n 

lenta en presencia del crioprotector, esto es considerado uno 

de los pocos cambios estructurales que pueden ser atrfbuidos 

solamente a la congelaci6n y el cual es reversible con la 

descongelaci6n. · 

Es posible que aquellas células que sobrepasen el estado 

de crioshock, podrian reasumir su actividad, crecimiento y 

generar nuevas células, Withers (1978), menciona que muchos 

cambios pueden presentarse durante . la postcongelaci6n, 

algunos de ellos son degenerativos y s6lo la minoría de las 

células contribuyen al crecimiento de la poblaci6n. Esto fue 

señalado también por Haskins y Kartha (1980) para meristemos 

con primordios foliares de Piswa sativum, en los que 

posterior a su congelaci6n la actividad celular se. localiz6 

en el tejido de los primordios foliares, yemas axilares y 
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áreas meristemáticas las cuales fueron capaces de recuperarse 

y formar nuevas plántulas. 

Las diferencias que se manifestaron entre el callo MBD y 

el callo MB en proceso de diferenciaci6n se debe, como ya se 

ha senalado, en gran medida a la etapa fisiol6gica en la que 

se encuentra el material biol6gico (Dereuddre et al. 1988). 

Al conjuntar los resultados de las pruebas de CTT con 

los cortes realizados, se observ6 que las células de callo KS 

en una muestra, present6 un bajo porcentaje de respiraci6n 

(37%) con respecto a la curva patr6n y al callo MBD, (62%) 

pues sus células han sufrido a lo largo del proceso una 

eevera plasm6lisis, en cambio en callo MBD present6 en una 

muestra un ·porcentaje de respiraci6n alto (62%), debido a 

que son células en constante divisi6n, no presentaron 

plasm6lisis ni danos celulares severos irreversibles ya que 

pudieron mostrar su capacidad para recuperarse y más aün, ·su 

totipotencialidad al generar embriones somáticos y plántulas. 

Diant;hus caryophyllus y Lycopersicon osculentua 

a) Bvaluaci6n macroac6pica: 

Se realiz6 en meristemos de clavel y jitomate la 

evaluaci6n a nivel macrosc6pico, los cuales al disectarlos· se 

observaron verdes y turgentes; después de someterlos a las· 

distintas técnicas de congelaci6n y después de 7 d!as de 

cultivo en medios para su recuperaci6n, se tornaron .de color 
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café y nó presentaron signos de sobrevivencia en ninguno de 

los tratamientos. 

No se observ6 ninguna diferencia entre el uso de medio 

s6lido o medio líquido con puentes de papel filtro para 

promover la eliminaci6n de sustancias nocivas para el 

explante y tratar así de evitar la muerte celular. 

Debido a las pequefias dimensiones de los mersitemos para 

su manipulaci6n así como la escasa cantidad de biomasa que 

representan para proporcionar suficiente rojo de formaz~n y 

fuese posible realizar las lecturas en el espectrofot6metro 

no fue factible aplicar la técnica del CTT y por lo tanto no 

se obtuvieron las curvas correspondientes. 

Asimismo por la falta de respuesta en los meristemos 

congelados no se realizaron cortes histol6gicos. 
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· COHCLUSJ:O!IBS. 

Con los elementos y parámetros que . se evaluaron es 

posible llegar a varias conclusiones 

•IBICO Y TECHJ:CO• 

Con el equipo empleado para· llevar a cabo los procesos 

de crioconservaci6n: 

Fue posible observar ei comportamiento de las 

diferentes soluciones criopr~tectoras solas o en combinaci6n 

y tener estimaciones no constantes de la velocidad de 

enfriamiento de cada una de ellas. 

- No es·p~sible tener un control-de las. tasas lentas de 

enfriamiento que se requieren para llevar con éxito la 

crioconservaci6n, debido a que las tasas de enfriamiento 

están sujetas al tipo y concentraci6n del agente 

crioprotector, la cantidad de NL contenido en el termo y la 

altura a la cual se coloque la canastilla con las muestras, 

factores de dificil control. 

- El equipo empleado requiere de mejoras de tipo técnico 

para que puedan solventarse estas dificultades y sea posible 

repetir con un menor rango de error aquellas tasas de 

enfriamiento requeridas para obtener una sobrevivencia 

exitosa. 
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Pr&rOLOGrco y ESTRUCTURAL: 

- Es importante. conocer la· etapa 'de. desal:-roÜo, ·'estado 

fisiológico de la especie' as! como ia vari~~~ci a tr~b~j~r, 
debido a que ejercen una fuerte influencia·' en la capacidad de 

sobrevivencia. 

-·La evaluación de la tasa de respiración por medio del 

CTT, resultó ser un método ütil de análisis gráfico de un 

proceso fisiológico y reconocer las muestras que 

sobrevivieron, mucho tiempo antes de que se manifieste un 

evento morfogenético. 

- Por medio de la prueba de CTT es posible tener una 

estimación relativamente rápida de que técnica de congelación 

o tasa de enfriamiento fue favorable y realizar un· mayor 

nümero de ensayos dentro de un rango determinado. 

- El ajo no pudo ser crioconservado con éxito debido a 

que su fisiolog!a influye fuertemente en la respuesta. 

- Las pruebas de C'l"I' mostraron diferencias ·muy amplias 

en las lecturas espectrofotométricas en el ajo ~ · vivo 

encontrándose que no fue posible determinar una tasa de· 
. . 

respiración uniforme a lo largo de las ·difer1i'ntes . etapas 

post-cosecha. 
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- Asimismo los ápices con placa basal de ajo que fueron 

sometidos al proceso de crioconservaci6n y se les aplic6 las 

p'ruebas' de CTT. mostraron. lecturas espectrofotométricas no 

cuantificables por ·10 que no fue posible estimar su tasa de 

resi:>iraci6n.· 

Estas consideraciones sirven para sella lar la 

importancia de lograr lotes de material biol6gico en un 

estado fisiol6gico semejante y nos indica la gran dificultad· 

de lograrlo. 

- La evaluaci6n microsc6pica demostr6 que la membrana 

celular de las células de meristemo de ajo sufre dallas 

irreversibles · durante la crioconservaci6n: como son la 

ruptura ___ de las membranas plasm6ti~_a y nuclear as! como la 

destrucci6n de organelos. Sellal de que el dallo es 

irreversible y por lo tanto las probabilidades de recuperarse 

son escasas. 

- Con base a los indicios de sobrevivencia que mostr6 el 

ajo, podemos suponer que es posible que pueda resistir. el 

congelamiento en un sistema computarizado con tasas de 

enfriamiento que oscilen entre -0.16 a -o.24•c·min-l con DMSO 

30% y de -0.59 a -o.ss•c·min-1 ·con la mezcla No. 3, (DMSO 15% 

- Sacarosa 10% - Glicerol 20%) y sea· colocado en un medio de 

recuperaci6n MS basal o adicionado con Acido Giberélico en un 

rang.o de 3 a 6 mg· 1-1. 
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Las respuestas de sobrevi venc.Í.~· · .;btenidas _con el 

equipo de enfriamiento utilizado: exisÜer6~ para· la. 

zanahoria. y fueron nulas para el clavel :y.·el: ji.~~~'.'~e. ·· 
. :~: . 

- El callo de zanahoria fue posibié ~~i~~~~seS~a.~io en. 

una ocasi6n a una tasa de 

recuperaci6n en medio MS hasta plántula. pasa·;.;do·: ··~~r '°los 

diferentes estados somáticos embrionarios. 

- Fue posible observar la importancia e influencia·de·la 
' . '. .... .- ~ . : ·:· •" 

etapa fisiol6qica del callo de zanahoria en la·· ·que ·:se 

encuentre el material a congelar para obtener respúesta ·de 

sobrevivencia favorables. 

- Al realizar la evaluaci6n estructural de los cortes 

histol6gicos de callo da sanahoria en sus dos fases (MSD y 

MS), se observ6 la ruptura de membrana y salida de 

citoplasma, mostrándose más severa estas lesiones en el callo 

MS que en el MSD. 

- Se observ6 que aquella fase'de cpnstante divisi6n, con 

células y vacuolas pequel'ías (MSD) , fue más favorable para 

resistir el proceso de conqelaci6n y manifestarse eri una 

respuesta de sobrevivencia, que el callo en un estado más 

avanzado, con vacuolas grandes (MS). 
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- Esto fue corroborado al aplicar las pruebas de CTT en 

ambas etapas y se determin6 una tasa de respiraci6n mayor en 

el callo MSD (62%), que en el callo MS (37%). 

- La aplicaci6n de reguladores de crecimiento en me io 

s6lido y medio liquido en puentes de papel filtro no ue 

favorable para 

congelados. 

los meristemos de claval y jito ta 

- Las referencias bibliogr&f icas sefialan técnicas de 

crioconservaci6n que no requieren tasas de enfriamie1to 

lentas en meristemos de claval, estas fueron aplicadas len 

ellos pero no se observ6 ningún tipo desarrollo. Es 1uy 

probable que la falta de sobrevivencia se haya debido a la 

variedad y estado fisiol6gico de la planta madre. 

Los resultados presentados contribuyen al conocimielto 

de las técnicas aplicadas para estimar la sobrevivencia del 

material crioconservado y algunos de los efectos que lse 

recuperaci61 n manifiestan en las células que repercuten en su 

postcongelaci6n. 
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llNEXO J: 

Para. realizar el estudio de estructuras finas de ·las 

células, es necesario contar con secciones delgadas de 0.5 a 

3. o µm, que es posible obtener al incluir el material en 

plástico. 

Los plásticos deben ser liquidas compuestos por 

mon6meros, se emplean dos tipos principales: los metacrilatos· 

y las resinas ep6xicas, en ésta ültima se encuentra el Ep6n 

son adecuados por su estabiiidad térmica con poca o 

ninguna contracci6n al polimerizarse, y presentan buenas 

caracter1sticas para su corte. 

La mezcla de Ep6n está constituida por los siguient~s 

compuestos: 

Ep6n 

DDSA 

NMA 

DMP 

Glicid6lico de éter 100 

Anhidro dadocenilsucc1nico 

Anhidro metil nádico 

Tris-dimitilamino fenal 

(pol1mero) 

(endurecedor) 

(plastificante) 

(catalizador) 

Para obtener diferentes grados de, dureza se var1an las 

proporciones de los componentes, en el presente estudio se 

requiri6 de una dureza del tipo 1 (curtis, 1986) 

Las cantidades que se utilizaron para preparar la mezcla 

de Ep6n para la microscopia fot6nica fueron: 



Ep6n 

DDSA 

NMA 

DMP 

para preparar 10 ml de resina •• 

5.07 ml 

3.12 ml ,. 

2. 78 .ml 

o.17 ml 
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Las cantidades que se . util:i.zaro;,·. par.a preparar ·la. mezcla 

de Ep6n para la microscopia· . electr6nica fueron las 

siguientes: 

Ep6n 

D.DSA 

NMA 

D~ 

para preparar 20 ml de resina. 

10.13 ml 

7.4 ml 

2.78 ml 

o.33 ml 

otra resina que se.utiliz6 fue la denominada JB-4, es un 

plástico que preserva detalles estructurales del material, 

que no es posible obtener con la técnica de parafina. El JB-4 

presenta distintas ventajas para la fijaci6n entre ellas: no 

se requiere de una completa deshidrataci6n· del material y se 

polimeriza rápidamente. 

El JB-4 está constituido por la soluci6n ·A, componente B 

y el catalizador. Los compuestos deben almacenarse de la 

siguiente manera: 
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La soluci6n A debe mantenerse en refrigeraci6n 

El componente B debe mantenerse a temperatura ambiente y el 

catalizador se almacena en frasco ámbar con silica ,gel , a 

temperatura ambiente. 

La soluci6n A antes de utilizarla , debe alcanzar'-' la 

temperatura ambiente. 
- ..... ·. 

Para la impregnaci6n del material, ,;,e ,pre,par,6 una ,mezcla 

de la Soluci6n A, con el catalizádor':-' 'Las cantidades 

requeridas fueron: 

0.225 g de catalizador, 

.. ;:··' 

al cual , se;,_:l~:; agreg!'n 25 ml de la 
.. ·.,.; 

Soluci6n A, estos componente~ se" agitaron· constantemente 

hasta que se logr6 una soluci6n, ~:ci~-~~~ne_a. Se debe almacenar 

en r~frigeraci6n. 

Para realizar la inclusi6n se prepara una soluci6n 25:1 

de la soluci6n de impregnaci6n y el 'componente B, 

posteriormente se homogeneiza la mezcla con un aplicador . de 

madera. 

La inclusi6n se debe realizar rápidamente ya que 

solidifica en aproximadamente 20 min, las muestras se colocan 

en las c~psulas Been y con una pipeta Pasteur se llenan hasta 

el borde, las cápsulas se cierran para que polimerice la 

mezcla en ausencia de ox1geno (PolySciences, 1976). 
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PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TOLUIDINA 

Azul de Toluidina 1 g 

B6rax (tetraborato de sodio) 1 g 

Agua destilada aforar a 100 ml 

Los reactivos se disuelven por separado con calor y en 

agitaci6n, se mezclan y esta mezcla se hierve de 10 a 2·0 min, 

posteriormente se deja enfriar y reposar 24 h, se filtra, el 

filtrado se almacena en botella !mbar. 
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