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RESUMEN

De 1la gran cantidad de especies que habitan en
nuestfu pais, existen aquellas que no se pueden
almacenar por las vias tradicionales. ya que se
reproducen vegetativamente o no producen semillas, estas
especies son almacenadas en su forma vegetativa (bulbos,
tubéreculos, raices), exiscten también agquellas que
praducen semillas "recalcitrantes”. que se caracterizan
por su poca viabilidad al perder su contenido de’
humedad. Fara enfrentar estos problemas, se propone como
alternativa la formacidn de bancos de germopiasma in
vitro, por cualquiera de sus dos vias: la primera es &
corto-mediano plazu, la cual utiliz retardadores del
crecimiento v medics minimos entre oﬁros, para mantener
almacenado el germoplasma por 1o menos un ahc  sin
realizar subcultivos.

La segunda via es la preservacicdn dei material a
largo plawo, esto se realiza por medio de la congelacidn
de las muestras & temperaturas super-bajas, y
almacenadas por periodos prolongados en nitrdgeno
1iguido (NL) . a este proceso se le> llama

criopraservacidn.



La presente investigacidn'tiene como objetivo, el
desarrollar un método adecuado para congelar. y almacenar
muestras bioldgicas con ayuda de un termo cr1ogénico.
Para su realizacidn primeramente se détermind el
gradiente de temperatura dentro del termo, gque es
generado por los vapores del NL, y se establecid la
relacicon distancia-temperatura.

Se observd el comportamiento de diferentes
concentraciones de DMS0. al ser expuestas a laos vapores
&el NL, vy determinatr sus tasas de enfriamiento.

For otra parte, los explantes gue se utilizaron

fueron dpices con placa basal de Allium sativum (ajo)

a los cuales se les afadid DMS0, por considerarse este
compuesto al mejor agente criaprotector por - sus
propiedades coligativas.

Los explantes fueron enfriados lentamente con 1los
vapores d=21 NL; hasta alcanzar 1a solucidn una
temperatura +inal entre -25°%0 Yy —32°C, para ser
sumergidos posteriormente en NL (~1946°C), permanecietron
ahi por espacio de &0 minutos como maximo. Segquido se
descongelaron rapidamente en un bano de agua a 30°c.

Los explantes fueron sembradas =n medio Murashige vy
Skoog (MS) completo, sin hormonas & incubados en la

¢ . s N
zamara de cultivo. La saobrevivencia de los explantes fue



evaluada con la reanudacidn de su crecimiento.

Como resultado de la investigacidn, s5e logrd la
sobrevivencia de los explantes gque fueron tratados con
altas concentraciones de DMSO y congelados por el metodo

lento.



INTRODUCCION

lLLas expediciones realizadas por V&vilov aurante 1924
a 1%40 (Montes, 1978,. Wilkins, 1983) mostraron que laos
recursas genéticos y en particular los cultivares
primitivos y especies afines a las cultivadas, estdn

concentradas en adreas definidas. Dichas dreas se conocen

caomo "centros de origen® o "“dreas de  diversidad
4y " : .
genetica", 58 localizan generalmente en paises
subdesarrollados &n regidnes autdctonas donde ia
agricultura es primitiva y conservadoras por desgracia

son instituciones fordneas las que se preocupan de su
preservacidn vy uso.

LOs recursos gendticost que han sido definidos como
la suma total de la diversidad gendtica de cada cultivo
y las especies silvestres amparentadas can'él, as{ como
todas las especies silvestres del planeta (Hawkes,
comunicacidn personal), dsben recibir atencidn en su
conservacidn, mejoramiento y uso, esto implica la
formacidon de centros de manelo de recursos geneticos,
cuyas funciones principales son la conservacidn,
explotacion, documentacidn e intercambio: a estos
centros se les ha denominado "bancos de germoplasma'.

Los métodos tradicionales para conservar germoplasma



mediante el almacenamiento de semillas, han resultado ser
los mas baratos vy los que mejor garantizan la
preservacidn de la variabilidad e identidad geneftica
natural. Aungue no siempre es factible va que hay que
considerar otros aspectos cuando se almacenan sémillas,
como son:
1) La viabilidad de la semilla
2) La heterogeneidad de las semillas. gue ocasiona
problemas al guerer recuperar caracteristicas
especificas deseables.
3) Que estdn las semillas infestadas de virus

(Kartha, 1981, Rdbluo, 1985).

Tambi€n existen dentro de la gran variedad de

piantas de nuestro pais, tanto introducidas como
nativas, . aquellas que presentan 21 problema de
almacenamiento de qermoplasma. ya Qque se propagan

vegetativamente 0 no producen semillas. &0 eshos cascts
se almacenan en su forma vegetativa (bulbos,tubdrculos,

raices), los que se muestiran en la Tabla I son algunos

ejemplos. (Guillaumin, 1970).



GENERO 0 ESPECIE NOMEBERE COMUN

Asparagus efficipalis Esparrago
Allium cepa Cebollia
Allium graveoclens Apio
Allium sativum Ajo
Cynaria gcolymys Alcachofa
Dadcus garota Zanahaoria
Ipomea batatas Camote
Manihot esculenta Yuca
Solamun tuberosum Fapa

Tabla 1. Flantas que se reproducen vegetativamente

Tomado de Guillaumin (1970}



El hecho de multiplicarse vegetativamente resulta
riesgosc, debido a que los cultivares estan expuestos a
diversos factores adversaos como son los cambios
climaticos de 1la regién, el atague por pestes a
patggenos as{i como en la manipulacioﬁ humana.

Hay otro grupos de plantas gue producen semillas,
y gue presentan también problemas de almacenamiento de
germoplasma, ya gue disminuye su viabiliaad al perder su
contenido de humedad, este tipo de semillas +fueron
denominadas  por Roberts en 1973  como semillas
"recalcitrantes” (Roberts, 1984) . En lae areas
tropicaleé es un problema com’in, algunos ejemplos se
muestran en la Tabla II. (Kartha 198%a).

Con base en lo anterior, es evidente la necesidad de
proponer nuevas v eficientes métodos para la
preservacidn de germoplasma, una alternativa es utilizar
las teécnicas de cultivo in vitro.

La preservacidn de germoplasma in yitre, s& puede

realizar por dos vias: (Kartha, 1981) -
~ A corto—-mediano plazo
- A largo plazo
Estas vf{as fueron denominadas por el Buro Internacional
para los Recursos Genéticos Vegetales (IBFGR) en 1986

.- . P .
como coleccion activa y coleccion base respectivamente.

I0



FAMILIA
Anacaridiaceae
Erythroxylaceae
Euphoribiaceae
Fagaceae
Fagaceae
Gramineae
Juglandaceae
Laufeaceae
LLaureaceae
Meliaceae
Falmaceae
Rubiceae
Rutaceae
Sterculiaceas

Theaceas

Taola 1I.

semillas recalcitrantes,

Tomado de kartha

Flantas

GENERC O ESFECIE

Mangifera indica

Eryvihreaxylum coca
Hevea hrasilensis

Castanea spp
Quercys spp

Zizania aquatica

Juglan spp
Cinnamorum spp

rersea americana

Swietenis sp

Cocos nucifera

Caoffea arabigsa

Citrus spp

Theobroma caco

Thea sinens:s

‘@conomicamente

{19835a)

NOMEBRE COMUN

Mango
Cocaina
Caucho
Castana
Roble
Arroz
Nogal
Canela
Aguacate
CaDEa

Coco

.Cafe -

Naranija
Cacao

Te

impartantes con



La primera via sdlo satisface necesidades
inmediatas, debico a que pueden surguir problemas como
la contaminacidn wmicrohiana, la pérdida de plantas
vigorosas, el agotamiento de los nutrientes del medio y
la posibilidad de cambios progresivos en el genoma. La
coleccidh activa fluye a travéds de un proceso ciclico
donde se multiplica y controla su estabilidad genética,
de ese modo, las cole;ciones activas pueden mantener el
material por periodos largos bajo condiciones sub-
6btimas. Los riesgos de variacidn somaclonal pueden ser
disminuidos po+ la cuidadosa seleccian del explante vy el
sistema de multiplicacidn.

La segunda via consiste en preservar el material por
medio de 1la congelacién, de este modo las muestras
permanecen an una condicidn estadtica por largos
periodos, &sta constituye la celeccidn base, la cual
permitiré el abastecimientu de las colzacciones actives
cuando sea necesarico o regeneratr las reservas de 1la
coleccion base por si misma.

En el Esguema I se observa la posicioh v flujo del
material de las colecciones activas v la zoleccidn base.

La formacidn de una coleccion base nos ofrece las
siguientes ventajas y usos: {(Henshaw, 1975, Bajai, 197%.

Rubluo, 198%)

I2
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Brinda 1la posibilidad de mantener tejidos
somdticos potr largos periodos sin problemas de
:ontaminacioﬁ, cambios ambientales o gendticos.

Se podr{an escoger l{neas celulares o variaciones
genéticas obtenidas, las cuales se almacenarian

Y emplear{an segdn las necesidades de la
investigacién.

El almacenamiento en frio puede inhibir la
division celular, de ese modo se evitarfa la
necesidad de subcultivar.

Se almacenarian upa gran cantidad de clones en
un espacio reducido.

A bajas temperaturas., las células estan en un
estado metabdlico bajo, por lo que el potencial
morfogénetico de los cultivos se conserva.

Las reservas libres de patdgenos son congelados

y se podrian realizar intercambios de germoplasma

valioso a nivel internacional.

I4



I ANTECEDENTES
I.1.1 GENERO ALLIUM

Los Allium son monocotileddneas con hojas alargadas,
tallo reducido a un rizoma o mas amenudo a un “"disco"
cdnico en la base de las plantas en un estado
vegetativo. Todas estas plantas soﬁ especies de- climas
templados, su mejor crecimiento se efectda alrededor de
los 18°C para la cebolla (Allium cepa) y chalote (Allium

-

ascalonicum) vy entre los :(2°C a 18B°C para el ajo (Allium

sativum) y poro (Allium porrum). Se cultivan en riego

durante la estacidn seca a condicidn de que las noches
no sobrepasen los 22°C (cébolla) o 17%a 18°C (aja), 1las
2species que producen bulbos necesitan dfas mds largos vy
climas templados a temperaturas supericores a los 20°C

para formar bulbos.

La propagaciaon del género parece ser menos rébida en
;limas tropicales que en regiones mediterraneas y se
realiza vegetativamente, el germoplasma se almacena en
su forma vegetativa v las semillas que producen ‘son

esteriles

I5



I.1.2 ENFERMEDADES DEL GENERO Allium

Los hongos .y bacterias causan graves enfermedades en
aste género, a continuacion se enlistan algunas (Garcia,
1979, Miranda, 1983).

- Fyrenocheata. terrestris, honao del suelo que es

capaz ' de atacar las rafces dandoles una coloracidn
rosa.

- Alternaria porri, enfermedad que se inicia con la
formacidn de pequefas lesiones hundidas con el centro
de color obscuro, el cual se extiende tomando un
color pdrpura

- Fusarium oXysporum, honge &1 cual produce 1la
pudricion del bulto y raices

- Pefenosgora destructor hongo gqué ocasioaa una
enferm=dad conocida con el nombre de MILDIU, - es
caracterizada por presentar uwna ligera vellocidad
blanca en las hojas
La pudricidn bacteriana. es producida por"

FPseudomonas, va que atacan las capas exteriores de los

bulbos de cebolla ¢ la base de ios bulbos del &jo. Asi

camo la bacteria Erwina carotovora. la cual penetra en

las raices y bulbos a travds de heridas ocasionadas por

insectos o la labranza y pravoca la pudricidn del bulbao.

Ié



Las enfermedades ocasiconadas por los insectos san
menos importantes debido a las sustancias propias de la
planta, entre estas enfermedades mencionaremos:

- Hvlemva antiqua, cuyas larvas destruyen las capas

de los bulbos al abrir galerias que facilitan su
infeccidn y pudricidﬁ por la entrada de
microorganismos

~Micromyzus -formosanus o pulgdh y Thrips tabari o

trips de la cebolla, que chupan 21 jugo de las hojas.

I.1.5 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE Allium sativum

Es una planta bianual con raices numercsas. poco
profundas de color blanco, =1 bulbo esta constituwido por
un tallo corto y carnoso en forma e disco,- denaminédo
platillo o placa basal, tiene escamas bulbares las
cuales morfologicamente son las bases continuas vy
snvolventes de las hojas, éstas son lineares ligeramente
acanaladas vy no huecas, como se ilustra en el Esguema 2
fig A v B.

La mayor parte del bulbb esta formado por las
escamas bulbares: unas externas y ntras centrales, las

exteriores son carnosas vy contienen material nutritivo

de reserva: las del centro funcionarn en menor grado como



drganas de almacenamiento y son mds semejantes a
hojas. En las axilas de las ~escamas  se desarvollan
meristemos que producen bulbas en miniatura, denominados
bulbillos o dientes. (Hartmann, 1981) Cada bulbille
consiste en una vaina protectaora cilindrica, una sola
hoja gruesa de almacenaje de nutrientes y un peguefio
brote central, el cual esta ilustrado en el Esquema 2
fib C y D.

Algunos clones no producen inflorescencia, pero
cuando se forma. da un escapo liso esfdrico sdyido,
replegado en’ un principio, para posteriormente
desplegarse en forma de umbela (lat. umpella), de flores
poco  numerosas con seis petalos, seis estambres y un
ovario plurilocular. Las semillas rara ve:z cse producen,
pet io que se multiplica vegetativamente. (Furseglove,
1972, Messiaen, 1979, Maroto, 19873)

La IBPGR mencicna al gémero Allium de alta prioridad
para la preservacidn de germoplasma v a la especie
sativum (ajo), al presentar métodos de propagacién
sstrictamente vegetativos seria un candidato obligado

para su almacenamiento in witre (IBPGR, 1986a , 1986b)

I8






I1.1.4 CLASIFICACION BOTANICA

Hutchinson (1959) clasificd al género Aliium
dentro de la familia de las Amaryllidaceae debido a su
inflorescencia de ubmela, ya gque esta es una
caracteriatica basica del orden de las Amaryllidales,
por lo tanto se transfirid al género Allium de
de las Liliacea vy Liliales a las Amaryllidaceae vy
Amaryllidales.

Cronquist (1981) reclasifica el geénero Allium

guedando de la siguiente manera: (Swift, 1974}

Reino Vegetal
Divisioh Magnoliophyta
Clase l.iliopsidae
Subclase Liliidece

J-den Liliales
Familia Liliaceae
Geénero Allium

Especie Allium sativum

20



1.1.5.0RIGEN Y FPROPIEDADES MEDICINALES

Se cree que el ajo proviene del sur o centro de Asia
(FontQuer, 1980, Maroto, 1983}, y se considera a Allium
longicupis su antecesor silvestre, esta especie es
sndémica de Asia central. (Furseglove, 1972). De Azia se
difundid a traves de Asia menor y Egipto a toda Europa.

Los Egipcios lo consideraban una deidad, vya que lo
empleaban como amuleto, para auventar los malos
espiritus.

Los Fomanos lo distribuian a los soldadaes y
trabajadores creyendo que al consumirlo los harfa mds
fuertes. Desde 1la antigiledad, esta planta se ha
empleado como mdgica por sus propiedade; curativas,

Se consume macerado, en jugo de ajo, come infuéidn
d? los dientes o 2n trozos crudos, tragadoé o masticados.
(Morell, 1973). Algunas de las enfermedades que se cree
combate son: Hronguitis, inflamaciones del ::v.rﬂ:estint:)_l
presion de sangre y Diabetes, entre otras, (Morell,
1973, FontQGuer, 1980).

El ajo se utiliza como condimento, su sabor en crudo
se debe a un compuesto antibidtico poderoso; dgnnminadn
alicina, que es fungicida vy bagtericida. £1 ajo al
cocerse  transforma la alicina en sulfuro de alilo.

l€skin, 1979)

21



I.1.6 COMPONENTES DEL AJD

En diversps astudios se ha determinadoc cgue el

. - .. ] .
ajo por cada lO0 gr oe porcian comestible contiene:

Agua &1 gr Niacin 0.7 ma
Prdtidos 4 gr Vitamina C 92 a 10 mg
Lipidos .5 ar Calcio 10 a 24 mg
Gldcidos 20 gr Fdsforo 40 a i25 mg
Tiamina .20 mg Hierro 1.7 a 2.3 mg
Rivoflavina .11 mg Fotasio 5440 mg
Carbono 15 mg Magnesio Sé mg
Sodio 10 mg

(Moretsen., 1971. Herndandez., 1974, Maroto, 1983%)
1.1.7 PROFAGACIDN DEL AJD

El aJo 2s cultivado en ambientes templados vy
frescos., come  ya se menciond es sexualmente estdril vy
por lo tanto se propaga vegetativamente. para ello cse
utilizan los dientes o hulbillos externos v voluminosos,
estos constituyen la “"semilla" agrondmica.

Se entierran a unos I cm de profundidad con la

22



punta delgada al ras de la tierra para facilitar el
desarrollo, VY separados entre si 10 ¢m, en hileras tan
prdzimas como s2 quiera. (Seymour. 1978). Antes de cesar
la actividad vegetativa se proceae a retorcer el cuello
por encima de los bulbos., 0 se pasa una tabla por arriba
de los plantios, de manera gue queden dobladas todés las
hajas; amoas aoperaciones son con la finalidad de que se
engruesen mas los bulbos; cuando el talle palidece y las
hajas se  marchitan vy secan se puede realizar la

recoleccidn.

I.1.8 CONSERVACION DEL AJO

FPara obtener caberas de buena conservacion. la
recoleccidn debe practicarse =2n dias secos v calurosos,
una ve:z arrancados se dejan sobre el terrenc, despuds
son  btransportados a lugares secpgs v ventilados, donde
terminan de secarse para después ser trenzades. se
anlazan las nojas de una vy otra planta para +ormar
manRjos que constan de 25 cabezas, ristras de S0. 0o

mancuernas formadas por dos ristirEs.

23



I.1.92 PRODUCCION DE AJO

En nuestro pais el ajo se cultiva en los estédos
de Querétaro, Aguascalientes, Jalisco y Michoacdn. E1l
banco de germoplasma de ajo en México, se loca&iza en
el campo agricola experimental el Rogque", en
Guanajuato, perteneciente al INIFAF, en el que se
encuentran 14 cultivares (Montes, 1978). Este banco de
germoplasma se wmantiene A campo abierto, donde se
realizan resiembras afio con afo. esto desde luego
implica un considerable gasto econdmico y asi mismo el
riesgo de perder la cosecha. ya que los cultivares estdn
expuestos a factores adversos como los cambios
climaticos deyla regidgn, atagues par patdgenos y pestes

O error en :a manipulacidn humana (Whiters, 198Q).

24



I1 FPRESERVACIGN in vitro

Como va se mencions y se puede ohservar en el
Esquema 3, la preservacidn de germoplasma in vitro
se divide en dos grupas: & corto-medianoc plazo qgue
constituyen las colecciones activas, vy a largo plazo o
criopreservacidn que forman las colecciones base de un
banco de germoplasma.

Z1 primer grupo hace referencia al alcenamiento de
germoplasma de por lo menos un ano sin realizar
subcultivos., este material debe fluir a través de un
proceso ciclico, donde los componentes se multipliquen vy
se controle su estabilidad genética; la coleccidn activa
se mantiene por medio de subcultivos, que‘renuevan el
material conservado. Estas coleccionss pueﬁen mantenerse
pur periodos largos si se emplean los siguientes
métodos: (Wilkins y Dodds. 1983)

1.- Alteracidn de ias condiciones fisicas  del
cultivo. En este metodo se pueden incluir, la reduccidn
de l1a temperatura como una forma de almacenaje o la
modificacidn de las condiciones gaseosas dentro del

cultivo. Muchas especies pueden-conservarse por este

25



~CONDICIONRD FPISICAS
bEL euLTrivo

A CORTO-~NEDIANO PLAZO | .aLTERACIONES AL

NEDIC BABAL
(COLECCION ACTIVA )
* RETARDAOORES ORL
CRECINIENTO
PRESERVACION DE
GERMOPLASNA n vitro
A LARSO PLAZO - CRIGPRESERVACION

{COLECCION aasct )

ESQUEMA 3.. METODOS EMPLEADOS PARA LA PRESERVACION
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metoda, como las que se muestran en la Tabla III. En
todas los casos, 21 almacenamiento utilizando el control
de la temperatura depende particularmente de la especie,
siendo en algunas casos el método mas satisfactorioc, por
ejsmplo: los meristemos derivados de plantas de fresa,
pueden almacenarse por perfodos mayores de & afas
Mullin, 1976).

2.~ Alteraciones del medio basal. Este meft.oda
consiste an la modificacicn de 1la cantidad de
nutrientes, amitiendo o reduciendo algdn elementc,. el
cual es generalmente escencial para un crecimiento
normal. En este casp, se wtilizan inductores de la
tensidn osmatica, para reducir la tasa de crecimiento.
Far ejemplor Hensaw et al. (1980) elevatron el nivel de
secarosa del T al 8% e incrementaron el volumen del
cultivo de 35 a 60 ml, de este modo se mejord la
sabrevivencia de los cultivos mantenidos a 10°C, durante
un anfo. .

J.~ Retardsdores del crecimiento. En este mctodo se
adiciona al medio retardadores del crecimieto, los
componentes mas empleados son el dcido abscisico (ABA)
] compuestos con efectos osmdticos como  sacaraosa,
manitol v sorbitol.

Para abtener mejores resultados., se pueden realizar



combinaciones de estos tres mé%odos, para la
preservacicn de germoplasma in vitro en las colecciones
activas. (Nitzsche, 1984)

Es evidente que el cultivo in vitro a corto-mediano
plazo, 25 un recurso muy dtil para obtener takas de
multiplicacidn altas, de especies gue se deseen; pero no
es un mecanismo deseable para preservar germoplasma por
tiempo indefinido, vya gque se requiere de frecuente
atencidn y constante mantenimiento.

El segundo grupo consiste en la utilizacidh_ de
tempetraturas super—-bajas para almacenar las muestras por
tiempos prolongados en NL (-196°C), este constituiria
las colecciones base de un banco de germoplasma, capa:z
de tenovar las existencias de las colecciones activas
asi coma las propias. .

La serie de pasos que se ciquen para congelar ei

material, se denomina criopteservacidn.
II.1.1 CRIDFRESERVACION

ta criopreservacidn consiste an detener
practicamente toda actividad metabdlica, incluyendo la

division celular y se usa la temperatura del NL., La

, 4 : N
criopreservacion en celulas animales ha tenido grandes
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avances, son ejemplos significativos 21 almacenamiento
de esperma en NL y su subsecuente uso en la inseminacidn
artificial, de tal modo que los bancos de esperma han
desempenado un papel importante en pragramas de
mejoramiento de especias. En a2l campo de la
investigacion ciinica tiene varias aplicaciones como son
los cromicrotomos, criomlicroscopins, cricaguwjas, que han
sido empleados en la cirugia y transplantes de drganos.

Si comparamos la criobiologfia animal y la vegetal,
vemps que la primera ha tenido un répldo progreso con
respecto a la segunda, vya que esta dltima ha recibido
noca atencion (Bajaj, 1979), de hecho el interds se
limitaba & conservar almacenados vegetales y frutas,
para su consumo inmediato. '

La preservacion por medio del Frfa, ée célulés Y
tejidos ha tenido un reciente desarrollo (EBajaj vy
Reinert, 1577), v no sdlo se 1imita’a a1macenar1a5 Y
regenerarlas después de congeladas, sino tomo uwna
herramienta tecnoldgica capaz de preservar - germoplasma
vagetal de importancia econdmica y ecolégi:a.

’Los pasos experimentales de este proce2so pueden ser
enumerados de la siguiente manera: (Kartha, 1961 vy
Seitz, 1987

4) Frecultivo
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b)) Tratamiento con agentes crioprotectores

¢) Congelacidn

d) Almacenamiento en NL

a) Descangelaciéb

£) Eliminacidn de los agentes crioprotectores

g) Pruebas de viabilidad o recultivo de los

explantes
11.%..2 PRECULTIVO DE EXFLANTES

El precultivo de los explantes es muy importante,
ya que las cdiulas en una fagse temprana del crecimienta
tienen una proporcidﬁ relativamente alta de citoplasma vy
vacuplas, siendo mas tolerables a la congelaciéh. En la
mayorfa de los cases., s ha observada ventajas al ser
cultivados en medios modificados o adic1onados'ccn algun
crioprotector. Los cambios que ocurren en este  periodo
puedeni ser varios. (Seitz, 1984). El tamaic de ‘las
cdlulas y vacualas, la flexibilidad y grosor de las
paredes celulares as{ como las attividades metabdlicas.
pueden favorecer la tolerancia al Frfa, sin embargo las
mecanismos que se dan para la prctecciéﬁ del material
congelado son desconocidos (Kartha, 1982). El tiempoc de
precultive variard con cada g@specie y sers determinada

axpet imentalmente.
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Un- aspecto gque se debe contemplar, son los
explantes seleccidnados. Los primeros .trabajos se
realizaran en callos o celulas en suspensidn, pero
debido a su propencidn a la inestabilidad gendtica,
estns materiales no resultaron ser buenos candidatos.
Por otro lado, el cultivo de meristemos ha sido usado
axtensamente, no solo 2n la propagacidn clonal, sino en
la produccidn de plantas libres de enfermedades,
espacialmente agquellas infectadas de virus. Los
constituyentes celulares de los brotes meristemdticos
s0n menos diferenciados v geneticamente mas estables,
por lo tanto estos materiales hanvdemcstrado tener mas
Fesistencia al daho por congelamiento (Kartha, 1981,

1985a) .

I1.1.3 TRATAMIENTO CON AGENTES CRIOPROTECTORES

Al exponer los axplantes a temperaturas bajas, es
necesario romar  en cuenta los danos que provoca  la
conqelacxén por si misma. estos pueden englobarse en dos

tipos: (Altamirano v Torras, 19895
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- Fisicos, como es la formacign de hielo, debide a
que el agua al pasar de liquideo a 561ido, cambia
su confiquracién espacial. 1o que provoca la
ruptura de estructurass célulares.

- Fisico-GQuimicos, en los que se contempla la
desnaturalizacion de diversos compuestos
celulares, la suspencidn de reaccilones
catalizadas por enzimas, campilos en el pH y la
deshidrata;idn para precipitar ias proteinas en
solucidn.

Los primeros estudios sobres el danha oor
ccngelacién, demostraron que el dano fisico es producido
por la formacion de los cristales de nizlo. Lovelock fue
el primero que asecid el dafo no sdle a la formacion de
cristales de hislo, sino a una clara correlacion gntre
la concentracidn extracelular de solutos v la muerte
celular (Finkle. 1985). Manzur (1970) formuld la
hipotesis del doble factor y explica que las células son
sujetas a una serie de eaventos F{sico~qufm1cos,
asociados con la perdida de agua vy su conversion a
hieloy cuando la temperatura desciende, la cantidad de
agua celular decrese Y los salutos axtra e
intracelulares se concentran provocando cambios en 21 pH
ademas las ce&lulas se colapsan por la diferencia de

b,
presidn osmotica.
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Para tratar de minimizar estos dafos, se requiere
utilizar algdn compuesto capaz de detener la.destruccidn
célular, Faci}ite el arreglo de la estructura molecular
de los cristales de hielo y disminuya la tasa de
formacidn de cristales (congelacidn). De este modo
existe agua no congelada gque actda como agua estructural
vy saolvente de las sustancias que se encuentran en el
interior de la célula, que al descender la temperatura
se vuelven mds concentradas.

Uno de los primeros en identificar estas sustancias
fue Maximow. (Finkle, 198%5) quien reportd los efectos
crioprotectores a -196°C en células de sangre de oveja,
tratadas con glucosa, en ccncentraciones del 3 al 8Z%.

En 1949, Folge et al. (Finkle, 1985 iHFo?maron el
efecto crioprotector en espermatozoides' de bﬁvino.
Lovelocky v Bishop, 10 afos despuds introdujeron el
dimetilsulfdxide (DMSO), el cual =5 considerado el mas
efectivo de los agentes crioprotectores tanto para
celulas vegetales como animales; este crioprotector es
muy utilizado - como vehiculao por su capacidad de
nenetracion. Los crioprotectores dependiendo de su
capacidad de entrar o no a la célula, se clasifican en
penetrantes v no penetrantes {(Mervman, 1971, McGann,

-1278) . tos crioprotectores penetrantes en



concentraciones altas protegen contra dana pok
congelamiento lento, vya que reducen la deshidratacion
celular inducida por el aumento de la concentracidn de
las sales en el medio externo durante el congelamiento.
Los‘no penetrantes en concentraciones bajas, rebuieren
de tasas de congelamiento rapidas.

Se ha considerado que un agente crioprotector debe
caracterizarse por ev;tar la formacidn de cristales de
hielo, reducir I3 deshidratacion celular por choque
osmdtico, tener un punto de ebullicidn alto vy no  ser

torico. McBann, (1987) comenta que la solubilidad de la

sustancia debe ser también considetada.

IT.1.4 TOXICIDAD DE LOS CRIDFROTECTORES

La toxicidad se puede manifestar n varios grados,
desde la muerte del explante hasta la modificacidn en la
respuesta morfoldgica de las células en cultive
(Finkle, 1985); Los efectos - citotoxicos estdn en
funcidn de su naturaleza gquimica, concentracidn y tiempo
de exposicion ¢1 cual se somete el ewplante (Kartha,
1985) y pueden presentarse adn en bajas concentraciones,

con tiempos de exposicidn prolangados.
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11.1.5 CARACTERISTICAS DEL DIMETILSULFOXIDO

El dimetilsulfdxido es un cqmpuestp orgénicd
altamente polar, miscible en agua y en algunos solventes
orgénicns como el alcohol, tar Yy solvenées clorados
aromdticos. Se obtiene por oxidacidn en el aire del
dimetil sulfuro en presencia de dridos nitrogenados,
comercialmente es extrai{do del petrélen Yy es un
subproducto de la pulpa en la marufactura del papel e
industrias relacionadas. Su molécula esta compuesta por
una atomo de azufre central., unido por medio de una
doble ligadura a un atomo de oxfgeno que presenta una
marcada electronegatividad, lo éual le confiere la
propiedad de ser aceptor de hidrégénos, las valencias
restantes son ccupadas por dos grupos metilo} fiene, un
puntov de fusidn de 18.5°%C y‘un punto de ébullicidn de
IB9°C. (Fernandez, 1978).

Una cualidad de este agente es su penetracidn
universal, el DMSD actda en forma similiar al glicerol
gracias a sus propiedades coligativas, evitan en cierta
forma que las moléculas de agua celular modifique su
conFiguracidh espacial vy se produzca un  aumento ‘del
volumen al disminuir la temperatura a valores por debajo
de 09C, minimizan asi los dafios que se producen al ser

rongelados y causan la poca viabilidad de las muestras.

35



En un estudio comparative del Dimetilsulfdzido
(DM30) vy el Dimetilsulfona (DMSDé' )y (McBann. 1987)
muestra las ventajas de utilizar el DMSO. El autor
seflala gque los puntos de congelacioh del DMSO, , son
cercanas al soluto ideal (donde el punto de congelaciﬁn
an una solucion 1 Molal es de 1.858 ° o), para
ccncentraciones-arribé del 10 %, mientras que el DMS0 a
concentraciones del 3£ diverge de la curva ideal. dando
un incremento en el coeficiente osmdtico. E1 punto de
congelacidn del DMSO esta limitado & -1.6 °C para
contentraciones del 11 al ZOZ,F como se observa en el
Esquema 43 asi mismo se detecta que 1los puntos de
congelacidn disminuyen al aumentar la concentracidn de
la solucidn.

La eficacia  de estas soluciones' contra la
cnngelacién se observd con la recuperacioﬁ de linfocitos
humanos gque fueron congelados por dos métodns: el
primero consistié en sumergirlos directamente en NL,
almacenarlos por mas de una horaAy descongelarlos en
agua a 37°l:;' el segundo fue llevar las muestras a
temperaturas predeterminadas a una tasa de 1° C/min y
descongelados de la misma forma gue el primero, 1los
resultados se observan en el Esquema .

La accidn coligativa del DMSD, al reducir la
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cantidad de hielo formado a cualquier temperatura sub-
cero, da una gran recuperacion de lasg celulas
descongeladas, de manera Qque las celulas toleran el
congelamianto lento a bajas temperaturas en presencia de
concentraciones altas de DMSO.

En cambio 21 DMSOg  muestra una escasa
crioprataccién, para células congeladas rdpidamente a
-194° C, la recuperacidén decrece al incrementar
la concentracidn.

A concentraciones inferiores al 10%, el punto de
congelacidn del DMSO y DMSOq son similares y cercanos
al soluto i1deal. Los autores propoﬁen que la razon estd
relacionada & la solubilidad del'DMSDI en agua y gue
este aspecto deberia ser considerado como .un vcriterio
mds para elegir un crioprotector.

Ez importante sefalar que el tipo de crioprotector,
=1 concentracion, la temperatura 'de, adicion y
eliminacidn pueden afectar la sobrevivencia y/o ultra-
estructura celular, todos estos factores se evaldan
eﬁperimentalmente, dependiendo del explante vy especie a
trabajar. (Kartha, 198%a, 1983b)

Por otro lado, se ha sefalade que la combihacidn de
diferentes crioprotectoras, incrementa la eficiencia de

.la criopreservacidn. Ulrich et al. (1979) mostraron el
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incremento de la sobrevivéncia de células de cafa de
azdcar congeladas, las cflulas fueron tratadas con una
mezcla de polietilen glicol, glucosa y DMSO al 10, B8 vy
10% respectivamente, dando una combinacich de
crigprotectores mds etficiente que uno sdio. (Chen' et al.
1984, Kartha, 198%5b).

lLa  penetrabilidad del DMSO a nivel de membrana es
por difusion simple, este mecanismo se define como el
desplazamienta de moléculas desde la reqgidn donde se
encuentra mds concentrada, hasta aguella en que la
concentracicn es menotr, como resuitadc del movimiento
al azar y de acuerdo a la segunda ley de la

termadinamica (Neame, 1976).



III CONGELACION

Como se ha mencionadb,rla congelaci&n produce dafos
fisico-guimicos en las muestras, siendo importante el
angtodo de congelacidn que se utilice. Debido a que cada
especie y explante responde diferente, no se puede
establecer un procedimiento general. (Tabla 1IV)

‘El tamafio y cantidad de cristales gque se forman al
congelar depende principalmente de la velocidad con que
se extrae calor.

Los métodos de congelacicdn se dividen en:.

1.- CONGELACION LENTA

Es el metodo mds comdn y consiste en bajar la
temperaﬁura gradualmente (Esquema &), ”estd provoca  un
flujo de agua intracelular hacia el exteriﬁr, donde se
congela vy forma un pegueno ndmero de cristales de hielo
grandes. Este metodo hé sido eFectivn‘para mer istemos,
cultivos en suspensicn y protoplastos de  algunas
especies. De manera general las tasas de enfriamiento
que se manejan son entre 0.5 y 0.2°C/min, sin embargo se
han reportado tasas del orden de 0.1 a 10°C/min.

2.- CONGELACIDN RAFIDA

Consiste en la inmersion directa de las muestras en
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ESFECIE

Manzana

Clavel

Barbanzo

Zanahoria

Fapa

Fresa

CRIOPROTECTOR

DMS0 10%

DMSO 10X +

Glucosa S%

Frecultivo
24 hrs, DMSO

47

DMSO 10% o
Glicerol S%

+ DMSQ 3%
Glicerol, K 5%

Meristemo in
vitro precul.
tivados en

mMs0 5%

METODD

lLento

Lento

Tasas

Tasas

hasta

hasta ~30°%C

hasta —1S°C

de 0.&6°C/min

RESULTADO

100%

100%

407

de 2 a 4°C/min

~37°C

B
Inmersion a NL

Tasa de .84°C/min

hasta

-40°C

187

TABLA IV. — Diferentes metodos de congelacicn y tipo de

crioprotector

Tomado de

kartha (1985



TEMPERATURA (*C ) ESOQUEMA 6.- CONGELACION LENTA. LA GRAFICA

MUESTRA EL DESCENSO GRADUAL
DE LA TEMPERATURA

40 J
301
204

104

20 40 60 ao TIEMPO (min)

ESQUEMA 7.-CONGELACION RAPIDA. L4 GRAFICA
MUESTRA EL DESCENSO RAPIDO
DE LA TEMPERATURA.

TEMPERATURA ( *C )

40 4
30 4

204

lOJ

20 40 60 TIEMPO (min)

"0 -
.204
~80+

-1001




NL (Esquema 7}, este métqdo pravoca la formacidn de un
gran ndmero de cristales de hielo, distribuidos en los
tejides con uniformidad., El intervalo de las tasas de
enfriamiento es muy elevado, de S0°C/min hésta mayotres
de 1100°C/min., E£ste meétodo se recomienda para semillas,
polen vy meristemos de clertas especies; se hé utilizado
con &xito en papa y clavel. (Kartha, 1981)

J.— CONGELACION POR FASOS

Este método consiste en cangelar 1a muestra en
etapas vy temperaturas predeterminadas, (Esquema 8).
Cuando la muestra alcanza entre -35 o ~40 °C v el agua
congelable de 1la celula ha salida pata convertirse en

hielo externo. se& pasa directamente al N1 sin que se

0
n

provogque mayor dano en sus estructuras: esée métpdo
utilizado generalmente en cultivos en suspénszén. |

l.os recipientes donde =e llevan a cabo los
diferentes metodos de congelacidn se coﬁocen como Dewars
o -termos criogenicos; los hay de vidrio y de acero
inoxidable. Estos recipientes utilizan el alto vacio
como aislante vy ademés estan forrados con multicapas.
pueden almacenar NL por horas, segun su tamana.

Dentro del termo existe un gradiehte de
temperatura, que es generado por los vapores del NL:

.para conocer este gradiente vy calibrar el termo, se
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requiere de sensores de temperatura cén propiedades
eldctricas. (Jagodzinski, 1946). Estos sensores son
conocidos como termaopares, que estan formados por dos
alambres de materiales distintos unidos en un extremo,
d= tal modo que una diferencia de temperatura entre los
extremos provoca una diferencia de voltaje entre las
puntas libres. Los cambios de voltaje son registrados
por un multi{metro; las lecturas obtenidas en milivolts
(mV), se traducen a temperatura (°C) con ayuda de una
iabla de calibracidn espec{fica para cada termopar. EIl
tipa de termopar mas comdn =5 el de cobre-constantan, el
cual es de los mas baratos. estables y con un amplio
intervalo de sensibilidad de +30°C & -200° C
(Jagondzinski, 1966).

Fara realizar estos cxperimentos exigten unidades
refrigeradoras manufacturadas pcr diferentes compaﬁ{as
cama Player Products Ltd. (Windaill Road, Sunbury-on-
Thames, England), gstas méquinas dan tasas de
enfriamiento controladaé vy trequieren de un minima
cuidado cuando estan operando. Su calidad ~“ependerd de
la versatilidad en el mecanismo de programacidn, ceonsuma

de NL, etc. (Whiters, 1980).



ITI.1.4 CONGELACION DE SOLUCIONES ACUOSAS

Para comptrender algunos de los Fendhenos que se
sucitan durante la congelacién, explicaremos
priheramente como se realiza la cristalizacidn de un
lfquido. La cristalizacidn requiere la generacidn de
nicleos en el cual las moléculas puedan condensarse;
dstos consisten en grupos de moléculas que sean
reconocidas potr otras, la probabilidad de 4gue estos
grupos puedan servir como ndcleos efectivos, depende de
su tamafio vy tiempo de vida. ambos estan en funcidn de la
temperatura, a désta se le conoce como temperatura de
rucleacidn  homogEnea (Th)  (Franks, 1985). For otra
parte, muchos 1iquidos contienen impurezas, como
perticulas de polvo o microcristales gue son capaces de
facilitar la formacion de ndclecs, a este proceso se le
conoce como nucleacicn heterogénea v se da por la
temperaturs de nucleacidn heteroqénea {Thet {(Franks,
1985, Meryman, 1983).

Cuando se guita calor a una solucidn binaria, como
se observa en el Esquema 9. la temperatura de 1la
solucidn desciende progresivamente., hasta su punto de

. N ! .
equilivrio a presion atmosferica, Este punto de
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equilibrio es la coexistencia del agua en tres fases
(sdlido, 1l{quido y gaseoso), posteriormente el lfquido
se subcongela. El grado de subcongelacidn es gobernado
por la probabilidad de nucleacidn, en circunstancias
normales la nucleacidn sera causada por partfcuﬁas de
materia.

El subcongelamiento termina en A, ' que es la
temperatura de nucleacidn; la formacidn de cristales
ocasiona la liberacidn de crlor latente v provoca que la
‘temperatura suba al punto de congelacidn (TF). donde se
mantiene un tiempo (E-C), el hielo se acumula y 1la
solucidn residual congelada se concentra., el agua s
agotaré y el otro componente competirs por el espacio,lo
gue <caﬁsa retrazo en el congelamiento., la temperatura
una ve:z més comenzard a caer hasta C y al llegar a D, el
congelamimento sera total: la tasa de enfriamiento
paosterior a ese punto dependeré de la cunductividad
termica del hielo, suponiendo una extraccion constante
de calor. La presencie de solutos disueltos en 21 agua,
disminuye el punto de fusidn: de tal mpdo que a medida
gue el agua se congela, la solucion se vuelve mds
concentrada Y su punto de fusidn se reduce

progresivamente. (Luyet, 19646, Franks, 1983
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I1I.1.2 ALMACENAMIENTO EN NITROGEND LIGUIDO

l.os explantes congelados son almacenados en NL, los
dafios que se praoducen 2n esta fase pueden ser provocados
por 1a inadecuada temperatura de almacenamiento., el NL
proporciona temperatura cerca de les -200°C, dando asi
un margen sustancial de sequridad.

LLos cambios que los especimenes presenten, pueden
ser motivados pot diversos factores en cualaguier etapa
del proceso de criopreservacion, como serian:

1.- La edad y estado fisioldgico de la planta

2.~ El tamano del explante

3.- Los componentes del medio de cultivo después de

extragr 21 explante y sembrarlo, asi camo - al
ser descongelado y resembrado.

4,- La duracion v las condiciones qe incubacidn

antes vy despues de caongelatr

S.- El tipo de crioprotector, su toxicidad o el

empleo de - diferentes criaprotectores,
c®ncentracidn empleada. tiempo de exposicidn vy
temperatura de aplicacién.

b.— Nétudo de congelacién;Hlenta, rdpida o por

. . . . N ’
pasos, la velocidad de enfriamiento, el numero
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de pasos vy temperaturas utilizadas en cada
paso.
7.~ El desconagelamiento, si es rébido o lento.

(Henshaw, 1980, 198%5)
111.1.3 DESCONGELACION

La desconqelacién.se puede efectuar al sumergir la
muestra en un bafio de agua. a una temperatura de 37°C
durante uno o dos minutos,. 0 a una temperatura de 49° Cc
por espacio de 90 segundos. (Kartha, 1982)

Estudios éealizados en sangre de humano y congelada
rapidamente sin gliceral, han mostrado la importancia
del proceso de descongelacioﬁ. Estas c€lulas fueron
congeladas a una tasa constante vy descongeladas en agua
a 20°C, se observd un 100% de hemdlisis, pero cuando se
descongelaran en agua a 45°C, la hemdlisis se redujo
alrededor de un 30% (Meryman., 196%).

De ese modo, la accionh durante el descongelamiento
puede ser de un efecto significativo en los resultados

de sobrevivencia.
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III1.1.4 ELIMINACION DE CRIOFROTECTORES

La temperatura de adicidn y eliminacidn del
crioprotector puede afectar la sobrevivencia vy/o
ultraestructura celular, dichas temperaturas
optimas pueden ser evaluadas empiricamente Y
dependen tambidn del explante v especie a
trabajar. Debido a gque los efectos tdricos de los
crioprotectores se manifiestan en el crecimiento de
las plantas, es importante diluir o eliminar =al
crioprotector después de gue las cdlulas se
congelaron vy descongelarcon. Algunos ' experimentos
indican que la temperatura de la solucidn de lavado
gs  un aspecto critice en la sobreviven:iay El
lavedo o eliminacion de los cricerotectores se
puede tr=2alizar de las siguientes formas: (Finkle,
1985)

1. Una ver que se& han descongelado las
células, se colocan en medio nutritivo liquido, se
hacen varios lavados hasta eliminar el
crioprotector.

2. Se colocan las células descongeladas sin

lavar, directamente @n medio de cultivo sdlido, en

s
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IV DESARROLLO EXPERIMENTAL

OBJETIVOS

Existen en nuestro pafs plantas\can problemas de
almacenamiento por las vias tradicionales, debido a que
presentan semillas recalcitrantes o se reproducen
vegetativamente, el hecho de mantener los cultivares
expuestos a los factores climaticos. pestes o inadecuada
manipulacion conlleva el riesgo de perder el material.
Una alternativa es el establecer bancos de germoplasma
in vitre por sus dos vias: a corto -mediano plazo
(coleccidn  activa) y & largo plazo {coleccion base),
esta Ultima es ccnsiderada la mas adecuada pues';onserQa
la estabilidad genética de los materiales qﬁe san
congelados a temperatura de nitrogeno lfﬁuido (-19&°C).

El Buro Internacional para los FRecursos Gendticos
Veaetales (IBPGR) menciona al género Allium de alta
prioridad para la: preservacion de germoplasma y la
especie sativum seria un candidato para su preservacidh.
io vitro.

El objetivo general de la investigaciéh- es el
desarrollo de métodos adecuadas para la criopreservacion

in vitro de Allium sativum. Se empled el DMSO como
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* . 4 . . :
donde el agar servira para eliminar c el

crioprotector por difusidn.

I11.1.5 EVALUACION DE LA RESPUESTA

Aungue existan pruebas colorométricas y

meétodos qu{micos para determinar la viabilidad del
material bioldgico congelado, la reanudacidn del
crecimiento de los explantes tratados ec la prueba
mas contundente de la sobrevivencia. (Wilkins vy
Dodds, 1983, kartha, 1981).
En algunos casos, despues de terminar los procesos
de congelacion vy descongelaciép de las muestras,
las télulas se epcuentran en  un estado de
"criochoque” vy no muestrar. ninaun signo de vida,
' sino hasta despﬁés de un periodo largo de cultivu,‘
en que reasumen si crecimiento (Rajaj., 1985). Desde
el punto de vista practico los dates  de
sobrevivencia se pueden basar en:

1. el incremento del tamahfo del explante

2. el mostrar una coloracicn verde

3. formar raices y plantas.
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crioprotector y un sistema de enfriamiento de bajo costo
que sea capa:z de proporcionar tasas lentas de
enfriamiento. '

Los objetivos particulares comprenden:

Determinar el mftodo adecuado para la aplicacidn Yy
eliminacicn del DMSO., en este tipo de explantes vy
aspecie.

Deéarrollar un sistema de enfriamiento que
proporcione tasas de enfriamiento lentas

Evaluar el efecto gue sufren los explantes de

Allium sativum wvar. Taiwan, al ser expuestos a

temperaturas bajas ( -196°C) en las condiciones

experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

Para comprender mejor el desarroflo expérimental de
la presente investigacién, la dividiremaos en tres fases:

La primer fase consistid en:

1.~ La instalacidn del dispositiva, para realizar
las pruebas de cangelacidn.

25— La determinacian del perfil de temperatura, gue
generan los vapares del NL.

3.- Le observacion de la dinamica de enfriamiento
de las diferentes concentraciones de DMSO Y la
determinacion de sus tasas.

l.a segﬁnda fase comprendid:

1.- El cultiva in vitro de los explantes

2.~ La determinacidn> del mé&odo adecuado para la
aplicacién % eliminacion del ﬁMSO.

_3.— La evaluacién’de la toxicidad-del DMSO a los
explahtes.

La tercera fase fue la congelacidn de los
explantes, con base a los resultados obtenidos en las
fases anteriores, FPosteriormente los explantes =
almacenaron =n NL durante 60 min como méxlmo. se
descongelaron y resembraron en medio tresco para ser
incubados en la camara de cultivo. El Esquema 10, nos da

Ve

una semblanza de lo mencionado en el pérrafo anteriaor.
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L4
DETERMINACION DE TASAS
DE ENFRIAMIENTO DEL DMSO

CULTIVO IN VITRO DE
LOS EXPLANTES

PRUEBAS DE
AL DNSO

v

L 4
TOXICIDAD

SELt CCION DEL TIEMPO DE

EXPOSICION Y
DEL OoMSO

NIVEL NO TOX(CO
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IV.1.1 DETERMINACION DEL FERFIL DE TEMFPERATURA DEL
TERMO
Para detectar las diferentes temperaturas dentro
del termo, gque son generadas por los vapores del NL, se
utili:é un termopai- de cobre-—constantan gue fue dolocadoe
& 1o largo de una varilla metalica previamente graduada
en centimetros; el extremo unido del termopar guedd en
un extremo de la varilla y las partes no unidas se
conectaron a un multimetro digital. el cual nos
proporciond lecturas en milivoits., La varilla se cqlocd
en un soporte universal con ayuda de unas pinzas de tres
dedos: de este modo se desplazd la varilla v 21 termopar
de manera ascendente v descendente dentro del termo. EIl
termopar requiere de una temperaturs de referencie (°C).
para ello, del mismo termopar sale otro extremo unido el
cual se colocd en un vaso de precinitado.:an cubos de-
hielo de agua destilada. i(Esquema il). La Jdiferenc.a
entre los extremos unidos es detectado por el multimetro
y nos indica la temperatura de los vapores del M.,
El termo, cuya capacidad es de 40 lts, se utilizo
con 12 litros de NLY! va montado el equipc, se procedid a
descender el tarmopatr a distancias conocidas, se utilizd
como referencia de O cm la boca del termo. Se

registraron las lecturas del multi{metro, cotejandolas
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con las tablas especificas para el termopar y
trasfiriendolas a grados centigrados.
A las distintas tempet-aturas de los vapores del NL,

se l2 denomind temperatura externa (Text)

Iv.1.2 COMFORTAMIENTO DE LAS DIFERENTES

CONCENTRACIONES DE DMSO

Como vya se menciond anteriormente. las soluciones
al ser anFriadés presentan diferentes comportamientos,
que dependen de su concentracidn y temgeratura a la cual
se congele. De tal forma que su punto de fusidn variard,
asi, como su tasa de enfriamiento: por ello es necesario
conocer como se comportan las soluciones, al set
congeladas.

T] DMS0 se nprepatd a distintas concentraciones
(Q/v) con medio Murashige vy Skoog (MS) cﬁmpleto,
liquidny vy fueron colocadas a dos temperaturas.externas
Adiferentes (-12°C y -51°0C),

Las diferentes concentraciones de DMS0O (5, 10, 19,
20 y 30%), se colocaron en ampo@letas abiertas (AC/II,
calibre 4, de Ampolletas de Mgxico S.A.) .con capacidad
de dos mililitros., en contacto con el termopar; la

cantidad de la solucidn fue de 1 ml.
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Las soluciones fueron sometidas a diversas
temperaturas externas seleccionadas y se registraron las
lecturas cada minuto. !.os datos se graficaron, para
obtener las curvas de enfriamiento de las soluciones.
psta tasa se midio =n la parte linear de 1la ' curva.

7] .
despues de la fase de congelamiento.

IV.1.3 CULTIVO in vitro DE EXPLANTES DE Allium sativum

A) Material biocldgiceo: lSe utilizaron bulbos de A.
sativum var. Taiwam, los cuales =€ obtuvieron del
Centro de -  Investigaciones Agricolas del Bajio, el
Fogue. Carretera San Miguel Allende, Gto. (INIFAF).

23] Esterili:écfdn v diseccidn de los explantes:

Los bulbos Ffueron separados Bn  sus onidades o
bulbilioé, se seccicnaron a la mitad. se eliminé ila

e
e elimino las

o

parte superior, a la parte restante c2
hojas que le cubrian y se lavaron =n agua corriente
durante ‘0 min. Se introdujo el material npara  su
esterilizacidn, en unavcamnana de flujo laminar (VACO)},
se realizd pieviamiente una limpiezd minuciosa del
equipo v la campana con élcohol; cuando se secé se

- . . L
encendieron los mecheros. E1 material biologico se

‘introdujo en alcobol etilico al 96% por espacio de 2
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min; para extraer el dpice, se eliming el exceso de
tejide que lo rodeaba y conforme se obtuvieron se
calacaron en una caja dé petri con papel filtro con un
poco de agua destilada estéril. para evitar as{ la
desecacion de los explantes.

Una vez aobtenido el material se puso  en alcaohol
et{lico al 70% durante ! min; seguido se transfirid el

(33,37

material a Hipoclorito de Sodio 33.3% v/v) durante 10
min. Finalmente se realizaron varios enjuagues con agua
destilada esteéril. La extraccioh de laos abices se
rea_lizé con navajas, agujas de diseccion y pinzas de
relojero, con ayuda del microscopio estereoscdpico
(Esquema 1) |

Fostariormente se sembraron en tubos de‘lso K'ES mm

com medio M5 sin hormenas con .pH de 5.7 v. se colocaron

’ . . .
en la camara de cultivo en condiciones de temperatura de

= - @

24 + Z°C , un fotoperiodo de 16-8 haras v una

intensidad luminosa de 1000 lux.
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|
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e
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l’ |

HIPOCLORITO DE SODIO (33.3%)

ESQUEMA 12.- ESTERILIZACION Y DISECCION DE EXPLANTES
DE AJO (APICES CON PLAGA BASAL )



IVv.1.4 APLICACION DEL DMSD A EXFLANTES DE A.sativum

A)  Material bioldgito: Explantes estériles de A.
sativum. ‘

B) Aplicacién del aqénte crioprotector: Se
prepararon las siguientes soluciones: Medio M5 completo
sin hormornas para realizar lavados vy eliminar el
crioprotector. Medio MS liquido sin hormonas con DMSO &l
10y 30%; ambas soluciones cse esterilizaron en la
autoclave a 20 lb/pulg de presién Y 126°C, durante 15
min. Ya estériles se introdujeron a la campana de flujo
laminar donde se sncontraba el material bioldgico listo.
Los explantes se colocaron dentro de ampolletas
estériles y con una pipeta Pauster estéril, se le-gﬁadié
el medio con el crioprotector. Se sellaron las
ampolletas con avuda del mechera, vy se les dejd a
diferentes tiempos de enposicién (15, 36, 45, 60 min) a
temperatura ambisnte con agitacicnes esporadicas.
bﬁl transcufrir el tiempo deseado. se abrid la ampolleta,

.se vacio su contenido (explantes + crioportector) en un
frasco que contenia medio MS liguido, se 'dejaron “en
agitacidn constante en la mesa de agitacidn orbital,

durante 0 min. para eliminar =21 crioprotector. Sequido
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se realizaron 2 o J cambios. en la campana ds fluljo
laminar.
Se sembraron en tubos de 150 x 25 mm con MS sin
hormonas sdlido., a su ver se sembraron testigos. Se
’ 3 s .
colocaron en la camara de cultivo en las condiciones
mencionadas anteriormente. A las tres semanas de su

siembra se realizaron observaciones y mediciones de las

muestras.

IV.1.5 CONGELAMIENTO DE EXFLANTES DE A. gativum

Los explantes estériles v disectados de manera
asgptica, se introdujeron en las ampolletas estériles.
colocandose de 4 a 5 xplantes por ampolleta;
posteriormente se les adiciond DMS0 al 30%, 1 ml &
diferentés tiempos de exposicion (15, 30, 45, 60 min).
Esto hace un total de 20 explantes y 10 explantes mas
como testigo del grupo.

Se ¢ligio esta concentracion debido -a que nos
proparciona tasas de enfriamiento lentas.

Selladas lar ampolletas y ya por concluir el tiempo
de exposicidn al DMSO, se localizd en el termo con ayuda
del termopar la temperatura externa deseada, se senalo

¥ . , ¢ 2 . Y
en el soporte, se midio la distancia del mismo.
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Se c¢olocd una ampalleta abierta con la misma
cantidad de DMSO, con el termopar dentro y.asi observar
el comportamiento de la solucidn durante el proceso. Las
ampoll=tas se asequraron alrededor de la varilla con una
cinta adhesiva, se colocaron a la temperatura externa
eleqida y se registraron las lecturas del multimetro
ceda minuto. Cuando la temperatura de la solucidn se
estabilizo, es decir, se mantuva constante por un tiempo
prolongado, se sumergieron las muestras al NL, se
dejaron ahi por espacio de 1S o 60 min. Se realirzaron
di-ferentes pruebas. Transcurtido el tiempo. se
descongelaron en agua & 40°C con agitaciones suaves,
gste proceso tardd 1 min. Sequido se llevaron a la
campana de flujo. se realizd el procedimiento ‘para
eliminar el crioprotectaor, sg sembrarcon vy cultivaron en

las mismas condliciones anteriormente citadas.
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RESULTADOS ¥ DISCUSION

V.1l.- FPERFIL DE TEMFERATURA Y CALIBRACION DEL TERMO

Ltos resultados gue se muestran en la Tabla V., son
los- datos que se obtuvieron al colocar el termopér a
diferentes alturas, exponiendolo a los vapores del NL.
Como se observa en la Brafica 1!, ia temperatura
disminuye conforme se modificd la altura y tiende a
estabilizarse a partir de los S minutos. Es posible de
egte modo detectar el gradiente de temperatura gue
eriste desde 1a boca del termo hacia el interior ~ del
ta2rmo, donde el aradiente se incrementa conforme el
termopar se acerca al nivel del NL. Al construir la
grafica Text contré altura, obtenemos el perfil de
temperatura, vy podemos observar en la Grafica 2 aue al
descender el termopar la temperatura se incrementa. De
este modo, podemos elegir la Text con solo colocar el
termopar a la distancia correcta.

Es iﬁportante sefalar, que el perfil obtenido en
esta  investigacidn fue con 12 litros de NL. contenidos
en el termo, vya que el perfil se desplazara dependiendo
de 1la cantidad de NL que éontenga (Valenzuela, 1988).
Debido a que cada termo contiene con mayor o© menor

eficacia el NL en funcidn de sus propiedades aislantes.,
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ALTURA VOLTAJE
{cm) (mV)
& + .07
7 - e21
=] - .82
9 - .89
LG - 1.3
11 - 1.6

TEMFERATURA
(°c)

Tabla V.- Datos del perfil de temperaturas obtenido. al

exponer el temopar en contacto con los vapores

del NL a alturas conocidas.

registrada, fue

la temperatura

la que se estabilizd a los 10

minutos de haber celocado 21 termopar)



TEMPERATURA (°C)

Scm
. ?em
8 em
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. F == Q¢m
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GRAFICA I.- RELACION ENTRE OQISTANCIA ¥ TEMPERATURA

DE LOS VAPORES DE NITROSENO LiIGUIDO,
OENTRO DE UN TERMO (Cap.-40its)

TIEMPO (min}



TEMPERATURA ( *C )

2.2
4= ALTURA-(cm )

-5.6

-13,84

-241L

-33.6 4

~48.8 1

GRAFICA 2.- PERFIL DE TeMNPERATURA



Una forma de medir el nivel de NL dentro del termo,
es introducir una regla graduada hasta el fondo del
termo, vy corroborar la altura que deje la escarcha en la
regla. La desventaja, es que en cada inmersion el RL
desbrende mds vapores y se consume, io mismo sucede
cuandae se introducen para su almacenamiento, las
muestras bioldgicas. For ello es conveniente tene+ dos
termos;‘ uno donde se enfrien las muestras y otro donde
se almacenen.

Durante al ‘desarrollo experlmeﬁtal de gsta
ivestigacidn, se.pudo observar que los vapotes del NL
permanecen mas estables si se utiliza una mayor cantidad
de NL en el termo (25cm), se evapora con menor rapide:z,
que cuande contiene el termo menor cantidad de NL

{10cm).
V.2.- COMPORTAMIENTO DE LLAS SOLUCIONES DE DMSO

Determinada breviamiente la tempersatura externa. se
colocd urma ampolleta com DMSO vy se introdujo el
termopar, para observar y registrar el compotrtamiento de
la solucidﬁ,se expusieton concentraciones del S, 10 Yy
30%Z de DMS0O. & una temperatura externa de -12 °C, que
corresponde & una altura de 7.8 cm. Los datos obtenidos

e muestran em las Tablas VI, VII, VI, se registrd el



TIEMFO VOLTAJE TEMPERATURA

{min) o {mV) (°C)
i + .72 18.5
2 + .71 18
3 + 45 11.8
4 + .19 ]
= - .19 - 9
) - W03 - 1
7 - 4 - 1.2
8 - W03 - 1.4
? - .06 - 1.6

10 - .08 - 2.5

11 - .11 - 3
2 - .18 - 4.5

13 - .34 - 9

14 - .49 - 13
15 - .45 - 17
16 - 77 - 20,8
17 . - .89 - 24
13 - .58 - . 26.5

19 -1.05 - 28

20 ~1.10 - 29

21 -1.42 - 30

22 -1.16 - 3J1.5

23 -1.21. - 33

24 -1.24 - 33.5

25 -1.27 - 34,5

2 ~1.29 - 35.9

27 -1.31 : - 35.8

28 -1.32 - 36

29 . -1.34 - 36.5

30 -1.35 - 37

TABLA VI.~ Comportamiento de una solucion de DMSO al 5%

colocada a una temperatura externa de —-12°C



TIEMFO VOLTAJE TEMPERATURA

(min) (mV) v )
1 + .78 20
= + .71 18.5
3 + 4% 11.5
4 + .19 ]
5 + .02 -
& - .04 - 1.5
7 - 06 - 1.5
8 - .07 - 2
3 - .09 - 2.5
10 - .11 - =
11 - .14 - I.95
2 - .19 - 5
13 - .26 - 7
14 - .36 - 9.5
5 - JA7 - 12.5
1é - .36 - 15
17 -] - 17.5
18 - .74 - 19.5
19 - .81 - 21.%
20 - .87 - 22.9
21 - .93 - 25
22 - .98 - 26
2= -1.02 - 27.5
24 -1.06 - 2B.5
25 -1.09 - 2
26 -1.12 - 30.5
7 -1.14 - Z1
28 -1.18" - 31.9
29 ~-1.18 . - 32
0 -1.20 - 3.5

TABLA VII.— Comportamiento de una solucidn de DMSO al
10% colocada a una tempérartura externa de

-12°C



TIEMPO VOLTAJE TEMPERATURA

imin) (m\V) o)
1 + .75 19.5
2 + .74 ’ 19
I + .44 11
4 + .15 4
S - W07 - 2
& - .23 - 7.
7 - .36 -9
8 - .47 - 12
? - .53 =14
10 - .31 - 13
11 - .52 - 13.5
12 - .56 - 15
3 - .51 - 16
14 - .46 - 17.32
15 - .74 - 19.5
16 - .78 - 20.5
17 - .80 - 21.5
L - .83 - 22.5
19 - .87 - 23,3
20 - .90 ~ .24
o - .92 - 24.35
22 - .74 - 25
2% - .7 - 24
=4 - .98 - 26.5
i) - .99 - 24.8
Té& -1.00 - 2
27 -1.02 - 27.5
28 -1.02 - 27.5
29 -1.04 - 28
0 -1.04 - 28

TABLA YIII.- Cnmportémiento de una solucidn de DMSO al
0% congelada & una temperatura extetrna

de -12°C



descenso de la temperatura cada minuto, con el
multimetro: se construyeron las grdficas de temperatura
contra altura de cada solucidn. Como se observa en la
Grafica I, las soluciones presentan las siguientes
carécteristxcas:

1.~ Las soluciones se comportan igual a la curva
tipica de enfriamiento de una solucidon acuosa (Figura
?2). Esta curva Luyet (1964) la& clasificd del tipo de
pseudo—congelamiento, definiendola como el registro de
la témperatura del especimen durante a1 experlmqnto.
Tipifica la curva en tres partes:

a) Curva de enfriamiento del material nmo congelado

(Cy)
b) Forcion cong=lada (F)
c) Curva de enfriamiento del matrerial congelado
«Cp)

2.~ E1 punto de congelacidn disminuye al aumentar
1a concentracidn de la solucidn.

3.~ ta temperatura final de la solucicn es menor,
entre mds alta sea la concentracidn.

4,- As! mismo la tasa de"congelamiénto es mds
lenta. entre mas alta es la concentracidn.

51 observamos el comportamiento de la solucidn del

DMSO al S%, vemos gue la porcidn congelada (F), que

5
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Ci - MATERJ AL NO CONGELADO
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GRAFICA 3.- COMPORTAMIENTO DE DIFERENTES GONCENTRACIONES
DE DMSO SOMETIDOS A LA MISMA TEMPERATURA

EXTERNA (-12°%C)



corresponde a ‘la farmacidn  de hielo, la tasa es
constante y no vari{a la temperatura, en cambio al
aumentar la concentracidn de la salucién a un 0%, 1la
fase iF) se reduce. Esto se debe & dos factores:

i.- Al congelarse una solucion binaria, se' agota
gradualmente el agua dispoible.

2.~ La competencia con el otro componente ocasiona
un retrazo en el congelamiento. (Luyet, 1946, Franks,
1983).

En estas mismas curvas, observamos que el punto de
congelacién es menor al aumentar la concentracidn.
Franks (1985, senala que el incremento ken la
concentracidn de solutos de bajo peso molecular no soio

. . . °
baja. el punto de congelacion, sinoc gus rsduce  la

<

cantidad de agua gue es capaz de congelarse.

£1 grado de congelacidn ou=zde ser controlado a
traves de la temperatura externa, concentracion y tasa
de enfriamiento. Nuestrpos resultados concuerdan con 1o
senalado por este autor, va gque al variar la temjeratura
externa de las muestras a -51 °C, se cbservé un
acortamieto de los periodas de formacior de hielo y de

las curvas de enfriamiento, las temperaturas finales

’
alcanzadas de las soluciones, son mas bajas (Grafica 4).
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En ambos casos, las temperaturas finales alcanzadas
son diferentes a la tempe#atur; externa, a las cuales se
colocaron. Esta diferencia probablemente sea
ocasionada por la constante evaporacion del NL
vy de ese modo proporciona mds frio a la solucidn.

. La estabilidad de 1los vapores v las propiedades
aislantes del termo, nos permiten tener un intervalo de
confiabilidad alto, de tal modo gue una solucidn con una
concentracidn dada, colocada & la misma disténcia

{(Text), se comportara de la misma manetra.

V.3.~ TOXICIDAD DEL DMSO

Las Tablas IX vy X muestran la respuesta de los
explantes, sometidos a diferentes concentraciones v
t iempos de expos1cion en DMSGT. Se utilizaron
princ;palménte concentracioneé del 10 v 30% de DMSDO para
tener un intervalo de comparacidn. A las tres semanas de
su siembra se obtuvo la formacion de plantulas, que
mostraron diferencias con trespecto al testigo.

La toxcicidad de los explantes fue svaluada por el
grado de malformaciones que‘manifiestan las plantulss.
Se considerao como malFGrmacion aquella plantula que; sus
hajas se toranran defo?mes, esto es, rugosas

coantrahachas, apatrentemente de aspecto calloso, %
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rieeg DE NO. DE EXFLANTES NO. DE EXPLANTES

: ) NO. DE EXFLANTES
EXFOSICION QUE GENERARGN CON RAIZ MALFORMADDE
tnin oY) ) %
¢ 17747 100 4/17 23 /87 Q
) .11/12 91.64 S/12 . 41 1742 8.33
0 15/19 78.9 419 21 4719 21

TABLA 1X.-RESPUEBTA DE APICES CON PLACA BASAL DE Allium sativup variedad Taiwan
CULTIVADOS EN MEDIO MS SIN MHURMONAS Y CON PRETRATAMIENTO DE DME0 10%
CON DIFERENTER TIEMFOS DE EXFOSICION, INCUBADOS A 24 %2° C DE

TEMFERATURA, 14 HORAB DE LUZ Y 1000 LUX DE INTENBIDAD LUMINGSA.
(LECTURAS TOMADAS A LAS TRES SEMANAS)

ALTURA PROMEDID

{mm) £.E.

14.0020,32
13.2520.50

11.5020.688

tZ)



TIEMPO DE ND. DE EXFLANTES NO. DE EXPLANTES NO DE EXPLANTES
EXPDSICION QUE GENERARON - CON RAIZ MALFORMADROS
FLANTULAS SANAS

tmin) TS ) (%)
o 13713 100 0/13 a 0/13 0
15 7/9 77,77 0/9 0 29 22,22

30 72 37,8 o/8 o 5/8° 62,5

TABLA X.—~RESPUESTA DE AFICES CON PLACA BASAL. DE Alljuwm sativum variedad Taiwan
CULTIVADOS EN MS BIN HORMONAS Y CON FRETRATAMIENTO DE DMSO 30% (ON
DIFERENTES TIEMPDS DE EXPOSICION INCUBADOS A 26:2°C DE TEMPERATLRA,
14 DE LUZ Y 2000LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. (LECTURAS TOMADAS A LAS
TRES SEMANAS) o

ALTURA PROMEDIO

(mm) E.E.

14,00 % 0.32
10.35 % 1,41

B.62+2 31

(¥3]

100
73.92

61,57



aguellas cuyo aparente desarrollo normal muestre zonas
rugosas. Comparade contra un testigo.

Se observd que en concentraciones del 10% can
tiempos de exposicidn de 15 min, ei grado de
malformacidn no fue severa, (8.3%): las pldntulas tenfan
un aspecto normal con pequenas zonas rugosas y un tamafo
en longitud (94%), similar al testigo (100%). Al -
aumentar el tiempo de exposicidn de dsta misma
concentracidn a 30 min, el porcentaje de malformacidn se
incremento a un 21%. El aumento tanto de la
concentracion como del tiempo de exposicién (30%-30
min), nos llevd a obtener parcentajes de malFormaciéﬁ
hasta de un 62.2%4 vy con una,reduccién en la talla, de
un b1.57%. Estos resultados se pueden’apréciaé en . las
Grdficas 5 v 6.

Los explantes que fueron expuestos a
concentraciones altas, mostraron un eﬁsanchamiento de
las hojas, coh un enrroscamiento de las mismas ‘sobre sf,
dando un aspecto similar a un callo.

El primer fendmeno gque havy aue contemplar al
exponer los explantes a las soluciones crioprotectoras,
25 21 Flujo de agua a traves de ia membrana celular. 8i
zolocamos c€lulas animales en una solucidn hipotonica.

zztas aumentan de volumen, debido a gue ingresa agua a
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PARTIR DE APICES CON PLACA BASAL TRATADOS CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES Y TIEMPOS DE EXPOSICION AL OM8O
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la célula, 81 este ingreso es muy acentuadao, la
membrana se rompe y se produce la lisis celular. For el
otro lado, si las c€lulas son colocadas en soluciones
hipertdnicas, estas disminuven de volumen a causa de la
saiida de agua. E)l comportamiento osmdtica de las
celulas vegetales es comparable al de las células
animales, excepto gue las células vegetales poseen pared
celular, compuesta ampliamente porr  fibrillas de
celulosa. Esta pared, que rodea al plasmalema es
selectivamente permeable. La pared celulsr, posee fuerza
fizsica v ofrece resistencia que impide un hinchamiento
indefinido del citoplasma bajo condiciones hipotdnicas.
Cuando la.celula vegetal., es colocada en agua destilada.
2l citoplasma aumenta su volumen hasta gue presiona
contra la pared celular, 8sta es ligeramente eldstica v
principia a formar excresencias., &l mismo tiempo ejerce
una presién en respuesta. que se opone al incremento de
mayor entrada de agua. Eventualmente la presiétn de la
pared es igual vy opuesta a la presion osmdtica vy
antonces el flujo neto de agua cesa. Cuando esto ocurre
se dice gque la celula estd turqeﬁte v tiene una fureza
fisica. En cambio cuando estdn las células vegetales en
una solucidn hipertdnica sufre difusion de agua fuera de

la c€lula y el citoplasma decrese en volumen, se .contrae
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eventualmente separandose de la pared celular, La celula
en plasmdlisis tiene menos fuerza mecdnica y se dice qgue
esta en un estado flacido (Edwars; 197&)

En los explantes gque fueron tratados con diferentes
concentraciones de DMS0O, podemos decir que el agente
penetra a la célula e incluso tiene efectos tdxicos a
concentraciones‘altas y tiempos de exposicidn largos.

El DMS0 se ha considerado un efectivo agente
crioprotector, no sdlo por los bajos puntos de
congelaCLén que brinda al aumentar su concentracion.
(Esguema 4), sino por su capacidad de captar moldculas
de agua., aunque hHhay cumpuestos como el Acetato de
Trimetil Amina (ATMA), aque capta J0 moles de agua por
mol de soluto. & una concentracidn de iM, lpgro al
aunentar la concentracicn a 3M, su capacidéd disminuye vy
sdlo  es capaz de captar 7.5 meles de agua por mol' de
soluto. E1 DMSD puade caotar I moles dé agua por mal de
soluto, y se mantizne constante al aumentar sU
concentracidn hasta cerca de 7 Molar (Meryman, 1971).

Otro sspecto del DMS0, s@ observe en un estudio
realizado por Morain et sl (1944), obssrvaron el =fecto
del DMSO sabre la permeabilidad y-propiedades eldctricas
de ia piel de rana, encontraron que el agente causa  un

. decremento zn la diferencia de potencial eldctrico y un
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ligero aumento en la conductividad electrica; ademds de
un . i1ncremento de la permeabilidad de la piel al manitol,
wea, Na-, K-, Cl17, ocasionada po+r el DMS50. De este modo
al poner en contacto el crioprotector con los explantes,
se produce un cambio en la permeabilidad de la mehbrana,
el DMS0 penetra al interior de la célula vy es probable
que se una con moléculas de agua citoplasmatica, de ésta
forma evitara gue la configuracidn espacial de las
moléculas de agua cambien, Al pasar del lfquido a sdlido
y minimiza la formaciod de cristales de hielo. La
facilidad de penetracion del DMSO, contribuye a gue ios
gradientes osmoticos crucen la membrana celular durante
el congelamiento (McBGann, 1978);: v serd una causa de
que las c€lulas no sufran dafio par chnogue csmdtico: este
chogque osmotico 2s ocesionado generélmente con
moléculas grandes. como el glicerol, debido a su poca
capacidad de penetracidn = travds de la membrana
celular de alaunas ecspecies. El aumento en la
concentracidn al congelarse la solucién, puede traer un
chogue osmdtico en las muestras, las gue s~ deshidratan
y mueren., (Valenzuela, 1988).

La velocidad de transporte de moldculas a traves de
una membrana puede ser modificada par numerosos

factores: (Neame. 1976)
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1.~ Temperatura (que altera el movimiento al azar
de las moldculas del soluto)

2.~ Visconsidad o rozamiento entre saluto y
disolvente en el que difunda |

IT.- Tamafic vy forma de las moldculas del soluto v
disolvente en el gue difunde

4.~ Cargas eldctricas

S.- Flujo del propio solvente a través de la
membrana.

b6.- Solubilidad relativa de las moldculas gel
soluto en los diseslventes de cada lado de la
membrana, Yy en la propia membrana.

7.— Superficie de la membrana expuesta al soluto.
Dtro aspecto del DMSO, es su empieo .a_ bajas

concentraciones. En estudios reaiizados en

zepermatozoides humanas (Sherman, 1984) reportd que el

LMso a concentraciones altas- y tiempos

de exposicidn largos incrementa la toxicidad v como

consecuencia la muerte de los espermatozoides. For otro

lado axisten trabajos donde se ha empleado a altas

zoncentraciones el DMSD. Whiters, (1979) utilizd

células =n =uspensidn, de zanahoria a concentraciones de

2.5 a 20%, se encontrd gue e! material tolera la mds

.alta concentracion. Harada, {(198%) utilizd dpices de
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coles de Bruselas, en concentraciones de 6.3 y 18.9% de
DMSO, obteniendo buenos resultados en su recuperacion
despues de ser coﬁgelados; la recuperacidn se did en un
14.3% para una concentracidn de 6.3% y en un 64% con una
concentracion del 18.3%%,

Es importante seﬁalar que la toxicidad vy respuesta
del organismo dependerd del tipo de'explante que se
utilice; la especie a estudiar, el tiempo de exposicion
a que se someta el explante, vy la temperatura de
aplicacidn, entre otros. La combinacion de estos
facatores y el método de congelacidm que se utilicen son

determinantes para la sobrevivencia del material.
V.4,~- METODU DE CONGELACION

Considerando qge altas concentraciones de DMS0 nos
proporcionan puntos de congelacidn bajos., reduce 1la
cantidad de agua capaz de congelarse vy le permiten
a la celulas sobrevivir audn despuds de ser sometidas a
bajas temperaturas, se realizaron las siguientes
pruebas:

La primera prueba consistid en congelar los
explantes con 30X de DMS0 v un tiempo de exposicinh de -

15 minutos, la temperatura alcanzada fue de -27 °C, a
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esta temperatura se dejaron potr espacio de 40 min antes
de sumergir las muestras en NL (Gréfica 7).

La =zegunda prueba fue con DMSO al 30% con tiempos
de exposicidn de 15, 30, 45 y 60 min, la temperatura
final alcanzada fue de -32°C., en esta temperatura se
mantuvieran 15 min antes de sumergirlos en NL  (Grafica
8.

La tercera prueba fue can DMSO al F0% con tiempos
de expasicidn iguales que en la prueba anterior, la
temperatura final fue de -25°C vy saostenida por 43 min,
antes de pasar a NL (Brafica 9).

La dltima prueba se realizd‘con DMSO al 304 vy
tiempos de exposicién de F0 y 60 min, alcanzaron una
temperatura  fipal de‘ -27.9 °C. En esfe caso - se
sumergieran las muestras en NL al aléanzar aicha
temperatura (Grafica 10).

Las tasas de enfriamiento de cada ﬁrueba se pueden
observar zn la Tabla XI.

MeGann (19785 senala que el dafo por la temperatura
sostenida, puede ser el resultado del efecto directo de
las altas fuerzas idnicas en la célula, con  la
consecuents muerte celular. En la - presente inveéﬁigacién,
en las tres primeras pruebas se mantuvieron los

explantes a una temperatura final, antes de ser
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Tasa de
enfriamiento

Temperatura
final de
enfriamiento

Tasa de
descongalacidn

Temperatura
final de

. e
descongelacion

PRUEBA I

-0.23°C/min

=-27°C

&0.5°C/m1n

~i
w

PRUEBA 11

=0.27°C/min

-I2°C

79.5°C/m1n

z7°c

PRUERA 111

~0.16°C/min

82.5°C/min

PRUEBA 1V

~).3°C/min

-27%¢

<

a

@
)

/min,

TABLA XI.- TASAS DE ENFRIAMIENTO VY DESCONGELAMIENTO, ASI COMC TEMPERA.
TURAS FINALES OBTENIDAS DURANTE L0OS PROLESOS REALIZADDS EN
LAS DISTINTAS FRUEEARS.
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sumergidos en el NL; obteniendose respuestas positivas
tanto al ser sostenida la temperatura antes de
sumergirla en NL, como aquella prueba donde no se
sostuvo la temperatura. Esto demuestra la efectividad
del>DMSD, camo agente crioprotector.

La diferencia de tempetraturas finales alcanzadas se
debio a dos factores:

.- Al ligero vdesplazamientc del perfil de
tempera£ura, pcasionada por la inmersidn entre prueba y
prueba, lo gue provoca el consumo de NL.

2.~ El nimero de ampolletas que se colocaron no fue
siempre la misma, esto modifica la dindmica de las
curvas de enfriamiento (Valenzuela, 1988).

Nu=stros datos son comparables a les obtenidos potr
Harada (1985, el utilizd dfices de coleé de éruselas
con tasas de entriamiento lentas v concentraciones altas
de DMSO, las tasas que usd con estos explantes van entre
10°C/min a 0.5°C/min y los congelo por dos metodos: E1
primero fue con las tasas de enFriamient; senaladas
hasta llegar a —-30°C, manteniendolas ahi prr espacio de
15 minutos patra se+ descongelados posteriormente. El
segundo método conmprendid en sumergirlos directamente
en NL durante 30 minutos, para ser luego desdongelados.

Ambos metodos dieron una sobrevivencia del 100%  al
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emplear DM50 al 18.9%. Otros experimentos realizados con
meristemos de chicHare vy fresa, muestran tasas de
sobrevivencia altas al utilizar tasas de enfriamiento
lentas, Kartha, (1983a) reporta que para méristemos de
chicharo 1la mejor respuesta (78%4) fue al someterlos a
una tasa de 0.6°C/min, mientras que para meristemos de
fresa, su mejor respuesta (98%), fue con una tasa de
0.84°C/min; en ambos casos se empled DM30 al 5%, con un
tiempo de exposicidn previoc de 48 horas.

Estos datos son comparables a los obtenidos, con
respecto a la metodologia empleada. vya gue al tomar en
cuenta gue el DM3SO es un soluto hidrofilico de baijo
peso molecular, puade ser Qtilizado " a altas
concentraciones molares y proteger a las céiulas';ontra
el dafio por congelacicn. (Mamzur, 1980, Méryman, 1971,
MoGann, 1978). For otro lado, las soluciones con un
increamento de solutos de bajo peso moleﬁular, abaten el
punto de congelacidn y la cantidad de agua que es capaz
de congelarse (Franks, 1985), de ese modo el DMS0 abate
sl punto  de congelacidn al aumentar su concentracidn,
y brinda mayaor proteccion contra el dafo  por

congelamiento lenta. (Farrant, 1963, McGann, 1987).
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V.5.~ ALMACENAMIENTO

Las diferentes pruebas fueron almacenadas en NL por
espacio de 15 y &0 minutos, - como se observa en la Tabla
XII. Ya habfamos sefalado que la viabilidad de 1los
explantes dependerd en mayor parte de todo el
proceso que se lleva a cabo antes de almacenarse, como
son: el tamafo, la edad y estado fisiclogico de 1los
explantes, condiciones de incubacidn antes y despugs de
ser congelados, tipo de crioprotector, concentracidﬁ,
meétado de congelaciaﬁ Y descongelacidﬁ, entre ot}as.
(Henshaw, 1980, 1985).

kKartha (1985a) sefala que si los meristemos  pueden
permanecer a temperaturas de NL durante el almacenaje
inicial por unos cuantos minutos, el almacenaje
proloungado no debe éer una causa para la pérdida de la
viabilidad.

Esto reguiere la realizacion de numerosos trabajos,
donde las muestras permanezcan almacenadas tiempos méé

prolangados.
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V.&.- DESCONGELAMIENTO

La descongeliacidn del materiai coﬁgelada, se
efectud por inmersidn de las muestras en um bafo de agua
a una temperatura de 37 a 40°C,

Diversus autores han seflalado este metodo coma el
mas eficiente (Meryman, 1962, Bajaj. 1977, Kartha, 1982,
Kartha, 1985b).

Las muestras que fueron sometidas al
descongelamiento tuvieron diferentes temperaturas
finales, como se puede observar 2n la Tabla XI; esto
puede deberse tambien a que la dindmica de ganancia vy
perdida de calor es diferente, -segudn el ndmero de
ampolletas,

Como se puede pbservar en i1a Tabla .- XIl., es muy
probable gque las diFerendias en la temperatura final
alcanzada y la tasa de descongelamiento, influyan en el

porcantaje de scbrevivencia.
V.7.- S0BREVIVENCIA
Se considerd como criterio de sobrevivencia, cuando

los explantes reanundacan su crecimiento normal,

comparado contra un testigo. Estao no se aprecia de
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inmediato, sino gue se manifiesta después de tres
o cuatro semanas de sembrarlas; esto es debido a que las
ceélulas sufren un estado de “Ycriochoque", vy barecen
estar muertas. (Bajaj, 1985). Los explantes de ajo,
mostaron dicho fendmeno; al sembrarlos present&ron un
color semicremoso. Primeramente la phnta del dpice se
torno verde palido y conforme transcurrian los dfas, el
resto  del explante se volvid verde sin enlongarse.
Seguido 1las heojas iniciales, e separan a manera de
concha vy dan paso a la hoja interior, la cual crece de
manera novrmal: las primeras haojas se secan y mueren.
Como se observa en la Tabla XIl. en las cuatro
pruebas hubo sobrevivencia. las mas altas se presentaron
en las pruebas 11 y IIl. Esto ce pudé lograr gracias a
todés ventajas que ofrece el DMSUO, como son:v
1.~ El bajo punto de congelacidn a concentracicnes
altas, que protegen a las células =zontra e dafio por

congelamiento lento.

-

2.— La facilidad .de penetracion a la embrana
celular, para evitar el chogue osmatico.

J3.- La capacidad de captar moles de agua " a
concentraciones altas

4.- Y al sistema de enfriamiento porpuesto en la

. . . ! : N . ! b
presente investigacion, que nos facilito la obtencion de
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EXFERIMENTO

LIQUIDO CON DIFERTOIES ¥itar08 § FOMDIGIONES EXPERIMENTALES,

COND1C LONES EXFERIMENTO EXFERIMENTO EXPERIMENTD
EXPERTMENTALES 1 11 111 v
T enterna de
los vapures de R
NL {en el tarmo) -15° -13.2%C ~14°C -13.2°C
T alcanzada o .
(en la capsula) -27°C -32°0 -25°C -27.9°¢C
Distancia del
termapar a la
boca del termo 8 cns g cms B cns 8.2 cms
Altura del NL
del termo 11.2 cms '*1.8 cms 10.8 cas . 11.1 cms
Tiempao de
almacenaje en
NL. 15 min 15 min 40 min 60 min
Tratamiento
DHMSBO ZO% 18§ min 13, 30, 4% 15, 30, 45 30 y 40 min
&0 min &0 min
Trempo de lectura 4 semanas 4 semanas 4 semanas 2 semanas
Sobrevivencia 175 (20%) 19 min 1/8 (204) 1S wmin 1/5 (20%)
30 min 275 {404 30 min 1/5 (20%)
4% min O ~0- 45 min O -0~
60 min 475 (BUW) &0 min 3/5 (60L) 60 min 3/10 (300
TALCA XT1.- SORREVIVENGTA  DE abPICTL Do Allium set tvin ALMALENADOS EN NI TROGEND



tasas lentas de enfriamiento.

Fara obtener tasas de enFriamienFo mas_controladas,
se reqguiere realizar mayor nimero de pruebas, tanto como
para las soluciones crioprotectoras, solaé o mezcladas
asi como con los explantes que se deseen congelar.

Asi mismo, el perfeccionamiento del sistema de
enfriamiento propuesto, el cual podr{a ser acoplado a
una compqtadora, para lograr el registro continuo del
material enfriado.

Consideramos gque para gue sea mas redituable el
proceso de criopreservacién, es necesario sembrar los
axplantes en medios de cultivos.> con las condicioneg
hormonales adecuadas y lograr la Skotacién multiple de
la especie in vitro. .

En el caso de esta investigacidﬁ;. para fines
précticos, se utilizd apices con placa basal, por los
siguientes motivos:

1.~ Fara el tipo de plantas, que presentan un tallo
reducido es recomendable trabajar épices con placa
basal. ya que su respuesta es mas favaorahle. (Miranda,
comunicacidn personal).

2.~ El objetive de la invastigaciodn consistio en
establecer un metodo edecuado para crippreservar

material vegetal. El lograr su brotacidn multiple
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raquiere de otro trabajo de investigacién.

3.- Los dpices responden mas rapidamente que los
meristemos, (Hartmann, 1981) vy el interés del trabajo
radica en obtener resultados inmediatos al ser .
congeladas las muestras.

Camo es posible comprender, el trabajo de
investigacién de cualquier indole es de caracter
multidisciplinario. En el caso de la presente
investigacidn se requieren trabajos posteriores que
complementen vy lo enriquezcan. Estos trabajos podr{an
ser en diversas dreas como: la citogenética, anatumia,

bioquimica, agronamia entre otros.
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CONCL.US TONES

Con el sistema de enFriamientq propuesto en el
presente trabajo, | es posible obtener tasas de
enfriamiento lentas, de este modo se puede determinar el
comportamiento de las soluciones crioprotectoras, solas
o mezcladas, al someterlas a temperaturas bajo cero, vy
predecir su tasa de enfriamiento. '

FPodemos concluir en este aspecto, que
concentraciones altas de DMSO nos brindan puntos de
congelacion bajos y periddos de formacidn de hiele
cortos, se reduce la cantidad de agua congelable, que
forma cristales de hielso causantes del daho fisico.

Al congelar las muestras, es.conveniente utilizar
dos termns; uno de ellos servird para .enFriar - las
muestras a las tasas y temperaturas deseadas y el otro
para almacenarlas, en caso cunﬁrario, sera necesariag
realizar un. perfil de temperaturas céda vez que se
requiera, va que si se almacenaroﬁ las muestras en el
mismo termo, esto ocasiona el consumo del NL, v por
consiguiénte el desplazamiento del perfil. (Valenzuela,
13988.)

Es ‘necasario también, determinar con predisién la
dinamica de enfriamiento de las soluciones

‘crioprotectoras. con que se desee trabajar y considerar
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el nimeroc de ampolletas que se cologuen en la varillé.
ya que esto influye fuertemente en las tasas de
anfriamiento Yy la temperatura final alcanzada.
(Valenzuela, 1988

For otro lade la técnica, para la aplicac15n y la
eliminacién del DMSD es adecuada para estos explantes y
especie, vya gque no se presentaron altos Indices de
contaminacidn por manipulacidn en esta etapa del
experimento.

Los métodos de congelacidn lenta vy descongelacién‘
rapida, para dpices con placa basal de ajo, as!{ como las
altas concentraciones de DMS0O con tiempos prolongados de
exposi:idn. son favorables para obtener respuestas
positivas de sobrevivencias por supuesto sera
conveniente realizar: maor’ nimerc de pruebas para
incrementar la sobrevivencia, pruebas con diferentes
crioprotectores vy la prolongacidn de los tiempos de
almacenamiento para determinar si no existe . decremento
en la sobrevivencia.

Los explantes de A.gativum, con altas :oncentracio_
nes de DMSO (30% v/v).y tiempos de exposicidn
prolongados (60 min) sufren deformaciones, por ser este
en estas condiciones altamente tdxico.

Por otro lado esta misma concentracidn y tiempo de
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exposicién resulta favorable al momento de ser
congelados los explantes. Esto puede ser provocado por
las propiedades coligativas del DMSO, la capacidad de
captar moles de agua y la velocidad de ﬁenetracidn a
través de la membrana. Esta wvelocidad puede sar
favotrecida al ser apl;cado a temperatura ambiente, al
facilitar su entrada capta las suficientes moles de agua
y detiene o decrece su penetracidn al enfriarse la
muestra, de este modo entra suficiente crioprotector
para evitar el dano por congelamiento lento vy no es

tdxico a altas concentraciones.
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