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RESUMEN 

De la gran cantidad de especies que habitan en 

nuestro país, e>:isten aquellas que no se pueden 

almacenar por las vías tradicionales, ya que se 

reproducen vegetativamente o no producen semillas, estas 

especies son almacenadas en su forma vegetativa (bulbos, 

tub~rculos, raicesl, exi~ten tambi~n aquellas que 

prod1..1cen semillas "recalcitrantes", que se car·ac:te1·1zan 

por su poca viabilidad al perder su contenido de 

humedad. Para enfrentar estos problemas, se propone como 

al ter nativa la formación de bancos de ger·moplasma i.O 

vitro, por cualquiera de sus dos vías: la pri.'llera es a 

corto-media~o plaz~, la ~ual utiliz1 retardadores del 

cr~cimiento y medirs mf nimos ~ntre otros, para mantener 

almacenado el germoplasma por lo menos un ano sin 

realizar subcultivos. 

La segunda vf a es la preservación del material a 

largo pla~o, esto se realiza por medio de la-congelación 

de las muestras a temperaturas super-bajas, y 

almacenadas pot 

líquido <NL l, 

criopreservac:ión. 

pet· Íodos 

a este 

4 

prolongados en nitrógeno 

proceso se le llama 



La presente investigación tiene como objetivo, el 

desarrollar un m~todo adecuado para CC?ngelar. y almacenar 

muestras biológicas con ayuda de Lm termo cnoge'nico. 

Para su realizacidn primeramente se determind el 

gradiente de temperatura dentro del termo, que es 

generado por los vapores del NL, y se establecid la 

relación di :.tanc i a-temperatura. 

Se ooservd el comportamiento de diferentes 

concentraciones de DMSO. al ser expuestas a los vapores 

del NL, y determinar sus tasas de enfriamiento. 

Por otra parte, los explantes que se utilizaron 

fueron ápices con placa basal de Allium sativum (ajo) 

a los cuales se les aRadi~ DMSO, por considerarse este 

ccimpLtesto el mejor agente crioprotector por sus 

propiedades coligativas. 

Los exolantes fueron enfriados lentamente con las 

vapores del NL; hasta alcanzar la solución una 

temperatLtra rinal entre -25 o e y -32 o e, para ser 

sLtmerg1dos posteriormente en NL <-196°CJ, permanecieron 

ahí por espacio de 60 minutos como m~ximo. Seguido se 

descongelaron rapidamente en un ba~o de agua a 40°C. 

Los explantes fueron sembrados en medio Murashige y 

Skoog CMSI completo, sin hormonas e incubados en la 

I 

samara de cultivo. La sobrevivencia de los explantes fLte 

5 



evaluada con la reanudación de su crecimiento. 

Como resultado de la investigac1dn, se logrd la 

sobrevivencia de los explantes que fueron tratados con 

altas concentraciones de DMSO y congelados por el método 

lento. 

6 



INTRODUCCION 

Las expediciones realizadas por Vavilov durante 1924 

a 1940 <Montes, 1978, Wilkins, 1983) mostraron que los 

recLlt"Sos genéticos y en particL\lar los cLll ti vares 

primitivos y especies afines a las cultivadas, estin 

concentradas en ~reas definidas. Dichas ~reas se conocen 

como "centt·os de or{gen" o "áreas de· diversidad 

genética", se localizan generalmente en países 

SLtbdesari-ol lados en t·eg iÓnes auto'ctonas donde la 

agricultura es primitiva y conservadora; por desgracia 

sen instituciones for~neas las que se preocupan de su 

preservac16n y uso. 

Los recursos gen~ticos: que han sido definidos como 

la sLtma total de la diversidad genética de cada c1.1ltivo 

y las especies silvestres emoarentadas con ~l. as! como 

todas las especies silvestres del planeta CHawkes, 

cornunicacidn personal), deben recibir atencidn en su 

. ' conset·vac ion, mejoramiento y uso, esto implica la 

forrnacidn de centros de maneJo de recursos genéticos, 

cuyas funciones principales son la 
. , 

conservac ion, 

e'.·:o lotación, documentac16n e intercambio: a estos 

cent1·os se les ha denominaoo "bancos de gerrnoplasma". 

Los m~todos tradicionales para conservar germoplasma 
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mediante el almacenamiento de semillas, nan resultado ser 

los más baratos y los que mejor garantizan la 

preservacidn de la variabilidad e identidad gen~tica 

natural. Aunque no siempre es factible ya que nay que 

considerar otros aspectos cuando se almacenan s~millas, 

como son: 

1) La viabilidad de la semilla 

2> La heterogeneidad de las semillas, que ocasiona 

problemas ~l querer recuperar características 

Especí~icas deseables. 

3l Que estén las semillas infeste.das de virus 

<Kartha, 1981, RÚbluo, 1985). 

También e>: isten dentro de la gran variedad de 

p~antas de nuestro país, tanto introducidas como 

nativas, ¡,quellas que presentan el problema de 

almacenamiento de germoplasma, ya que se propagan 

vegetativamente o no produc~n semillas. en es~os casts 

se almacenan en SLl ~orma vegetativa (bulbos.tubérculos, 

raíces>, los que se muestran en la Tabla 1 son algunos 

ejemplos. <Gui llaumi n, 1970). 

8 



GENE~:O O ESPECIE NOMBRE CDMUN 

filiRAI:.A9J.l5 Qffj,¡; i Ogl Í5 Esparrago 

Allíum ~ Ce bol la 

Allíum qraveolens Apio 

Allium sativum Ajo 

g_~ ~~\.U! Alcacho+:a 

Qg1,u;u:¡¡ ~ Zanahoria 

!P~ batatas Camote 

Manihot esculenta Yuca 

Scl~muo tuberosum Papa 

Tabla I. Plantas que se reproducen vegetativamente 

Tomado de Guillaumin 119701 



El hecho de multiplicarse vegetativamente resulta 

riesgoso, debido a que los cultivares estan expuestos a 

diversos factores adversos como son los cambios 

climaticos de la región. el ataque por pestes o 

' , , 
patogenos as1 como en la manipulacion humana. 

Hay otro grupos de plantas que producen semillas. 

y que presentan también problemas de almacenamiento de 

germoplasma, ya que disminuye su viabilidad al perder su 

contenido de humedad, este tipo de semillas fueron 

denominadas por Roberts en 1973 como semj l las 

"rer.alcitrantes" (f':oberts, 1984). En las áreas 

tropicales es un problema com6n, algunos ejemplos se 

muestran en la Tabla II. <Kartha 1985a). 

Con base en lo anterior. es evidente la necesidad de 

proponer nuevos V eficientes métodos oat·a la 

preservación de germoplasma, una alterna~iva es utilizar 

las técnicas de cultivo in vitre. 

La preservación de germoplasma in vi t1·0, se puede 

realizar por dos vías: O<artha, 1981) 

- A corto-mediano plazo 

A largo plazo 

Estas vías f1.teron denominadas por el Buro Internacional 

para los Recursos Gen~ticos Vegetales <IBPGRl en 1986 

como colección activa y colección base respectivamente. 

ro 



FAMILIA 

Anacaridiaceae 

Erythro>:y 1 aceae 

Euphor ibiaceae 

Fagaceae 

Fagaceae 

Gramineae 

Juglandaceae 

Laureaceae 

Laureaceae 

Mel iaceae 

Falmaceae 

l':L1biceae 

RL1taceae 

Stercul iaceae 

Theaceae 

GENERO O ESPECIE 

Mangifera ~ 

E.r. y t..b.l::Qe.l:: y l u m e~ 

~ brasi lensis 

Castªnea spp 

Qwerru5 spp 

Zizan1a ~uatica 

J.lJ.g l..Ao s p p 

Cinnamorum spp 

~ americana 

Swietenis sp 

Cocos nuci.fer-a 

~~g~ 

Ci trL1s spp 

D:l~s. gu;Q 

NOMBRE COMUN 

Mango 

Cocaina 

Caucho 

Castana 

f':oble 

Arroz 

Nogal 

Canela 

Aguacate 

Caoba 

Coco 

.Ca fe 

Naranja 

Cacao 

Te 

Tao la I I. Plantas economicamente importantes 

semillas recalcitrantes. 

con 

Tomaao de Kartha 11985al 



La primera vía sólo satisface neces ida.des 

inmediatas, debido a que pueden surguir problemas como 

la contaminación microbiana, la p~rdida de plantas 

vigorosas, el agotamiento de los nutrientes del medio y 

la posibilidad de cambios progresivos en el genofua. La 

colección activa fluye a través de un proceso cíclico 

donde se multiplica y controla su estabilidad genética, 

de ese modo, las colecciones activas pueden mantener el 

material por per~odos largos bajo condiciones sub

Ópt imas. Los riesgos de variación somaclonal pueden_ ser 

disminuidos por la cuidadosa seleccicin del explante y el 

sistema de multiplicación. 

La segunda vla consiste en preservar el material por 

m~dio de la congelación, de este modo las muestras 

permanecen en una con~icidn est,t1ca por 1 argos 

períodos, esta constituye la ce.lección base, la cual 

permitir; el abastecimient~ de las coleccione~ activ~s 

cuando sea necesario o regenerar las reservas de la 

colección base por si wisma. 

En el Esquema se observa la posición flujo del 

material de las colecciones activas y la =oleccidn base. 

La formación de una colección base nos ofrece las 

siguientes ventajas y usos: (Henshaw, 1975, Bajaj, 1979, 

RÚbluo, 1985) 

!2 



MATERIAL 
DEI. 

CAMPO 
AOQUISICION 

CULTIVO 

!!i '!!.!.Lt2. 
~ 

l\fULTl

PLICACION 

C ONTROJ.. DE LA 
ESTABILIDAD 

\ 

DISTRIBUCIOH 
y ~<~~~~~~~~ 

CAMltlO 

C OHTRO L DE LA 

!STAlllLIDAD 

'ESQUEMA 1.- LOCALIZAC/ON OE LAS COLECCIONES BASE Y ACTIVA 

!.!! ~ l BANCOS BASE Y ACTIVO RESPECTIVAMENTE) 

TONADO Of IBPOR Cl9&6) 



1) Brinda la posibilidad de mantener tejidos 

somá'ticos por largos períodos sin problemas de 

contaminacion, cambios ambientales o genéticos. 

2) Se podrían escoger líneas celulares o variaciones 

gené~icas obtenidas, las cuales se almacenarían 

y emplearían según las necesidades de la 

i nvest igac iÓn. 

31 El almacenamiento en fr{o puede inhibir la 

divisidn celular, de ese 

necesidad de subcultivar. 

modo se evitaría la ...__,, 

4) Se almacenarían una gran cantidad de clones en 

un espacio reducido. 

5) A bajas temperaturas, las c~lulas est~n en un 

estado metabólico bajo, por lo que el potencial 

morfog~netico de los cultivos se conserva. 

cil Las r·eservas 1 ibres de patógenos son congelados 

y se podrían realizar intercambios de germoplasma 

valioso a nivel internacional. 

!4 



ANTECEDENTES 

I. 1.1 GENERO ALLIUM 

Los Allium son monocotiledóneas con hojas alar·gadas, 

tallo reducido a un rizoma o m~s amenudo a un "disco" 

I ' con1c:o en la base de las plantas en un estado 

vegetativo. Todas estas plantas son especies de climas 

templados, su mejor crecimiento se efectda alrededor de 

los 18°C para la cebolla (Allium cepa> y chalote íAllium 

escalonicuml y entre los ::ºe a lBºC para el aJ~ CAllium 

sativL!m) y poro CAllium Q.9.DJd!D.l. Se cultivan en riego 

durante la estacicin seca a condicidn de que las noches 

no sobrepasen los 22ºC <cebolla) o 17ºa 18°C (ajo), las 

especies que producen bulbos necesitan d{as mis largos y 

climas templados a temperaturas superiores a los 20º C 

para formar bulbos. 

La propagación del género parece ser menos rápida en 

climas tropicales que en regiones mediterrdneas y se 

realiza vegetativamente, el germoplasma se almacena en 

SLI forma vegetativa y 1.as semi 11 as qL1e producen son 

estériles 
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I.1.2 ENFERMEDADES DEL GENERO Allium 

Los hongos~ bacterias causan graves en~ermedades en 

este g~nero, a cantinuacidn se enlistan algunas <Garcla, 

1979, Miranda, 1985>. 

- Pyrenocheata. terrestris, hongo del suelo que es 

capaz de atacar las ralees dandoles una coloracidn 

rasa. 

Alternaria porri, en~et·medad que se inicia con la 

farmacidn de pequeRas l¿siones hundidas con el centro 

de colar obscuro, 

color pl.'.wpura 

el cual se extiende tomando un 

Fusarium oxysporum, hongo el cual produce la 

pudrición del bult-o y rai'ces 

Perenospora destrLtctor hongo qLtt ocasio.1a una 

enferm2dad conocida con el nombre de MILDIU,· es 

caracterizada por presentar una ligera vellocidad 

blanca en las hojas 

La pudrición bacteriana, es producida por 

PseLtdC'~, ya que atacan las capas e):teriores de los 

bulbos de cebolla e la base de los bulbos del •jo, Así 

como la bacteria Erwina carotovora, la cual penetra en 

las raíces y bulbos a trav~s de heridas ocasionadas por 

insectos o la labranza y provoca la pudricidn del bulbo. 

!6 



Las enfermedades ocasionadas por los insectos san 

menos importantes debida a las sustanc~a~ propias de la 

planta, entre estas enfermedades mencionaremos: 

- Hvlemya antigua, cuyas larvas destruyen las capas 

de los bulbos al abrir galerías que facilitan su 

infección y 
,, 

pudricion por la entrada de 

microorganismos 

-!:!icromyzus ·Farmosanus o pulgÓn y Thr igs tabar i a 

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

I.1.3 CARACTERISTICAS BIDLOGICAS DE Allium sativum 

Es una planta bianual con raíces numerosas, paca 

profundas de calar blanca, el bulbo esta constituida par 

un talla corta y carnosa en forma ~e disco, denominado 

pl;;tillo a placa basal. tiene escamas bulbares las 

cuales morfologicamente son las bases continuas y 

envolventes de las hojas, ~stas son lineares ligeramente 

acanaladas y na huecas, cama se ilustra en el Esquema ~ 

flg A y B. 

La mayor parte del bulbo esta formado par las 

escamas bulbares; Lmas externas y ntras centrales, las 

exteriores son carnosas y contienen material nutritivo 

de t·eserva; las ~el centro funcionan en menar grado coma 

I'i 



Órganos de almacenamiento y son más semejantes a 

hojas. En las axilas de las escamas se desarrollan 

meristemos que producen bulbos en miniatura, denominados 

bulbillos o dientes. (Hartmann, 1981) Cada bulbillo 

consiste en una vaina protectora cilíndrica, una sola 

hoja gruesa de almacenaje de nutrientes y un peque~o 

brote central, el cual esta ilustrado en el Esquema 2 

fib C y D. 

Algunos clones no producen inflorescencia, pe1·0 

cuando se forma, da un escapo liso esf~rico sdlido, 

replegado L\n principio, pat·a posteriormente 

desplegarse en forma de umbela <lat. umoellal, de flores 

poco numerosas con seis p~talos, seis estambres y un 

ovario plurilocular. Las semillas rara vez se producen, 

pcr lo que se multiplica vegetativamente. (F'Ltrseglove, 

1~72, Messiaen, 1979, Maroto, 1983> 

La IBPGR menciona al g~nero Allium de alta prioridad 

para la preservacicln de germoplasma y a la especie 

sativum <ajo), al presentar m~todos de 
. , 

propagac1on 

estrictamente vegetativos ser{a un candidato obligado 

pat·a SLl almacenamiento in illJ:Q <IBPGR, 1986a , 1986bl 

I8 



ESQUEMA 2 .• ~11~ .!!!!!!!.!!!. (AJO J. A. Pl..ANTA DE AJO i 8. 8Ul..IO Y 

DIENTE OE AJ0 1 C. CORTE 1.0NGITUOINAI.. DE llUl..80 

D, CORTE LONGITUDINAi.. OE UN DIENTE 



I.1.4 CLASIFICACION BOTANICA 

Hutchinson 11959) clasificd al g~nero Allium 

dentro de la familia de las Amaryllidaceae debido a su 

inflorescencia de ubmela, ya que esta es 
1 

une. 

caracter·{stica básica del orden de las Amaryllidale~ .• 

por lo tanto se transfiri¿ al g~nero Allium de 

de las Liliacea y Lilialeñ a las Amaryllidaceae y 

Amaryllidales. 

Cronq1.1ist ( 1981) reclasifica el g~nero Allium 

quedando de la siguiente manera: ISwift, 1974) 

Reino Vegetal 

Division Magnol iophyta 

Clase Li l iopsi dae 

Subclase Li l i id2e 

urden Liliales 

Familia Liliacec1e 

Género All ium 

Especie AU.il:!fil sativum 

20 



I.1.5.0RIGEN Y PROPIEDADES MEDICINALES 

Se cree que el ajo proviene del sur o centro de Asia 

IFontQuer, 1980, Mareta, 19831, y se considera a Allium 

longicupis su antec2sor silvestre, esta especie es 

endÉmica de Asia central. <Purseglove, 1972). De Asia se 

difundid a traves de Asia menor y Egipto a toda Europa. 

Los Egipcios lo consideraban una deidad, ya que lo 

empleaban 

esp fr i tus. 

como amL1leto, para auyentar los malos 

Los Romanos lo distribuían a los soldados y 

trabajadores cr·eyendo que al consumirlo los haría más 

fuer·tes. Desde la antigUedad, esta planta se ha 

empleado como m~gica por sus propiedades curativas. 

Se consume macerado, en jugo dR ajo, com~ infusión 

d~ los dientes o en trozos crudos, tragado~ o masticados. 

<Morell, 19731. Algunas de las enfermedades que se cree 

combate sen: Bronquitis, inflamaciones del intestino, 

presicin de sangre y Diabetes, entre otras. 

1973, FontQuer. 19801. 

(Morell, 

El ajo se utiliza como condimento, su sabor en crudo 

se debe a un comouesto antibi6tico poderoso~ denominado 

alic1na, que es fL1ng1c1da y bactericida. El ajo al 

cocerse transforma la al1c1na en sulfuro de alilo. 

\Eskin, 1979) 

21 



I.1. 6 COMPONENTES DEL AJO 

En diversos estudios se ha dete1·minado que el 

ajo cada 100 de 
.. 

comestible cont lene: por gr· porc1on 

AgLia 61 yt• Ni '?.e: i na (>. 7 mg 

PrÓt1dos 4 gr Vitamina e 9 a 10 mg 

Líp1dos "" . _, gt· Calcio 1 o a 24 mg 

G lLÍC: idos 20 gr Fósf'oro 40 a 125 mg 

Ti amina . 20 mg Hien·o 1. 7 a 2.3 mg 

Rivoflavina • 11 mg Potasio 540 mg 

Carbono 15 mg Magnes10 .,..., ._ ...... mg 

Sodio 10 mg 

<Mot·etsen, 1971, Het·nánde:, 1974. Mar·oto, 1983> 

1.1.7 PROPAGACION DEL AJO 

El ajo ~s cultivado en ambientes templados y 

frescos, como ya se mencion6 es sexualmente est~r1l y 

por lo tanto se propaga vegetativamente, oara ello se 

utilizan los dientes o bulbillos externos v voluminosos, 

estos constituyen la "semilla" agron6mic:a. 

Se entierran a unos 3 cm de profundidad con la 

22 



punta delgada al ras de la tierra para facilitar el 

desat·rollo, y sepa~ados entre si 10 cm, en hileras tan 

prdximas como se quiera. ISeymour, 1978). Antes de cesar 

la actividad vegetativa se proceae a retorcer el cuello 

por encima de los bulbos, o se pasa una tabla por arriba 

de los plantíos, de manera que queden dobladas todas las 

hojas; am~as operaciones son con la finalidad de que se 

engruesen m~s los bulbos; cuando el tallo palidece y las 

hojas se marchitan y secan se puede realizar la 

recolección. 

I.1.8 CONSERVACION DEL AJO 

Para otrt.ener cabezas de bl.1ena conservac io'n, la 

recolecc1dn debe practicarse en días seccs v calurosos, 

una vez arrancados se dejan sobre el terreno, despl.1és 

son transportados a lugares secos v ventilados, donde 

terminan de secarse para despu~s ser trenzados, se 

enlazan las noJas de una y otra o lant·a para -i=orma1· 

manojos que constan de 25 cabezas, 

mancuernas formadas por dos r1stras. 

23 
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I.1.9 PRODUCCION DE AJO 

En nuestro país el ajo se cultiva en los estados 

de Quer~taro, Aguascalientes, Jalisco y Michoac~n. El 

banco de germoplasma de ajo en México, 
1 

se localiza en 

el campo agrícola experimental "el l':oqL1e", en 

Guanajuato, perteneciente al INIFAP, en el que se 

encuentran 14 cultivares (Montes. 1978), Este banco de 

germoplasma se mantiene ~ campo abierto, donde se 

realizan resiembras aRo con a~o. esto desde l~ego 

implica un considet-able gasto econdrnico y así mismo el 

riesgo de perder la cosecha, ya que los cultivares est~n 

expuestos a factores adversos como los cambios 

el imáticos de la región, ataques por· patógenos y pestes 

o error en .a manipulación humana <Whiters. 1980l. 
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II PRESERVACIGN in vitro 

Como ya se mene ionó y se puede observar· en e 1 

Esquema 3, la preservación de germoplasma in :Dtro 

se divide en dos grupos: a corto-mediano plazo que 

constituyen las colecciones acTivas, y a largo plazo o 

criopreservaci~n que forman las colecciones base de un 

banco de germoplasma. 

El primer grupo hace re~erenc1a al alcenamiento de 

germoplasma de por lo menos un aRo sin realizat· 

suocultivos, este rnater!al debe fluir a través de un 

proceso cíclico, donde los componentes se multipliquen y 

se controle su estabilidad genética; la colección activa 

s~ mantiene por medio ae subcultivos, que renuevan el 

material conservado. Estas colecciones pueden mantenerse 

pur períodos largos si se emplean los siguientes 

métodos: CWilkins y Dodds, 19831 

1.- Alterac16n de ias condiciones f{s~cas del 

cultivo. En este m~tado se oueden incluir, la reducci6n 

de la temperatura como una forma de almacenaje o la 

modificación de las condic1ones gaseosas dentro del 

cultivo. Muchas especies pueden·conservarse por este 
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método, c:omo las que se muestran en la Tabla III. En 

todos los casos, el almacenamiento utilizando el control 

de la temperatura depende particularmente de la especie, 

siendo en algunos casos el método mas satisfactorio, por 

ejemplo: los me1·1stemos derivados de olantas de fresa, 

pueden almacenarse por períodos mayores de 6 aAos 

<Mull in, 1976>. 

2.- Alteraciones del medio basal. Este método 

consiste en la modificacidn de la cantidad de 

nutrientes, omitiendo o reduciendo algJn elemento, el 

cual es generalmente escencial para un crecimiento 

normal. En este caso, se utilizan inductores de la 

tensión osmotica, para reducir la tasa de crecimiento. 

Pcw ejemplo: 

s,;-c:arosa del 

Hensaw et a 1. <1980) elevaron el nivel de 

3 al 8% e incrementaron el volumen del 

cultivo de 35 a 60 ml, de este modo se mejoró la 

sobrevivencia de los cultivos mantenidos a 10ºC, durante 

un año. 

:::. - Retardadores del crecimiento. En este método se 

adiciona al medio retardadores del crecimieto, los 

componentes más empleados son el ácido abscisico <ABA> 

o comouestos con efectos osmdticos como sacarosa, 

manito! v sol'"bitol. 

Para obtener mejores resultados, se pueden realizar 
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combinaciones de estos tres métodos, para la 

preservación de germoplasma in vitre en las colecciones 

activas. <Nitzsche, 1984) 

Es evidente que el cultivo in vitro a cot-to-mediano 

plazo, es un recurso muy Jtil para obtener ta~as de 

multiplicación altas, de especies que se deseen; pero no 

es un mecanismo deseable para preservar germoplasma por 

tiempo indefinido, ya que se requiere de frecuente 

atención y consta~te manten;miento. 

El segundo grupo consiste en la utilización de 

temperaturas super-bajas para almacenar las muestras por 

tiempos prolongados en NL l-196°Cl, este constituirla 

las colecciones base de un banco de germoplasmd, capaz 

d~ renovar las existencias de las colecciones activas 

así como la!. pr·opias. 

La serie de pasos que se ~1guen para congelar el 

matet-ial. se denom1na criopt eservacióri. 

ll.1.1 CRIOPRESERVACIDN 

La . . ' cr1opreservac1on consiste en detener 

pract1cam~nte toda actividad metabólica, incluyendo la 

divisidn celular y se usa la temperatura del NL. La 

criopreservac1Ón en células animales ha tenido grandes 
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avances, san e1emplos significativas el almacenamiento 

de esperma en NL y sú subsecL1ente uso en la i nsemi nac ir.5n 

artificial. de tal modo qLle los bancos de esperma han 

desempeñada Lln papel importante en progt·amas de 

mejoram1ent.o de especies. En el campo de la 

investigación clínica tiene varias aplicaciones c:omo son 

los cromicrotomos, criomicroscop1as, crioagujas, que han 

sido empleados en la cirugía y transplantes de drganos. 

Si comparamos la criabialagla animal y la vegetal, 

vemos que la primera ha tenida Ltn rápido progresa can 

respecta a 16 segunda, YA que esta Jltima ha recibido 

pace. atención <Bajaj, 1979)' de hecho el interés se 

limitaba a conservar almacenadas vegetales y frutas, 

para su consuma inmediata. 

La preservac1dn por media del frío, de células y 

tejidas ha tenido un reciente desarrolla (Bajaj y 

f;:einert, 1977), y na sdlo se limita a ~lmacenarlas y 

regenerarlas después de congeladas, sino ·como una 

herramienta tecnológica capaz de preservar · germoplasma 

vegetal de lmport.:>.nc1a econó'mica y ecolÓgi=c-. 

Los pasos experimentales de este proce$o pueden ~er 

enumerados de la siguiente marnwa: O(artha, · 1981 y 

Seitz, 1987) 

a> Precultiva 

29 



¡ 

bl Tratamiento con agentes crioprotectores 

e> Congelación 

dl Almacenamiento en NL 

e) Descongelación 

f) El iminaciÓn de los agentes crioprotector·es 

g> Pruebas de viabilidad o recultivo de los 

e>iplantes 

I I. -~. 2 PRECUL TIVD DE EXPLANTES 

El precultivo de los explantes es muy importante. 

ya que las c¿lulas en una fa,e temorana del crecimiento 

tienen una proporción relativamente alta de citoplasma y 

vacuolas, siendo mel's tolerables a la congelación. En la 

mayoría de los casoF, se ha observado ventajas al ser 

CLtl ti vados en medios modificados o adicionados con algún 

crioprctector. Los cambios que ocurren en este período 

pueden ser varios iSeitz, 1986). El tamaño de las 

cJlulas y vacuolas, la flexibilidad y grosor de las 

paredes celLtlares así como las actividades metabo'licas, 

pueden favorecer la tolerancia al fr(o, sin embargo los 

mecanismos OLte se dan para la proteccic{n del mate1·ial 

congelado son desconocidos CKartha. 1982). El tiempo de 

precultivo variari con cada especie y serl determinada 

experimentalmente. 
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Un aspecto que se debe contemplar, son 

eMplantes seleccidnados. Los pri~eros .trabajos se 

realizaron en callos o células en suspensión, pero 

debido a su propencidn a la inestabilidad gendtica, 

estos materiales no resultaron ser buenos candidatos. 

Por otro lado, el cultivo de meristemcs ha sido usado 

extensamente, no solo en la propagación clonal, sino en 

la producci6n de plantas libres de enfermedades, 

especialmente aquellas infectadas de virus. Los 

constituyentes celulares de los brotes meristem¡ticos 

son menos diferenciados y geneticamente más estables, 

por !o tanto estos materiales han demostrado tener m~s 

resistencia al daño por congelamiento (f:'.artha, 1981, 

1985a>. 

!I.1.3 TRATAMIENTO CON AGENTES CRIOPROTECTORES 

Al exponer los explantes a temperaturas bajas,. es 

necesario ~cmar en cuenta los da~os que provoca la 

congelacidn por si misma. estos pueden englobarse en dos 

tipos: (Altamirano y Torres, 1985) 
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F{sicos, como es la formación oe hielo, debido a 

que el agua al pasar de líquido a s6lido, cambia 

su configuración espacial, lo que provoca la 

ruptura de estructurass celulares. 

- Físico-Químicos, en los que se contempla la 

desnaturalización de diversos compuestos 

celulares, la suspención oe reacciones 

catalizadas por enzimas, camo1os en el pH y la 

deshidratacidn para precipitar las proteínas en 

solución. 

Los primeros estudios sobn: el daño oor 

congelaci~n, demostraron que el daRo fis1co es producido 

por la formacicin de los cristales de nielo. Lovelock fue 

el primero que asoció el daño no s6lo a la formacicin de 

cris~ales de hielo, sino a una clara correlacidn entre 

la concentración e>:tracelular de solutos y la muerte 

celular <Finkle, 1985). Mam:Ltr i 1970) formL1ló la 

hipcites1s del doble factor y explica qup las cdlul~s son 

sujetas a una serie de eventos - I . " 1"1sico-quim1cos, 

asociados con la perdida de agua y su conversicin a 

hielo; cuando la temperatura desciende, la cantidao de 

agua decrese y los so lutos e 

intracelulares se concentran provocando camb.ios en el pH 

adem~s las c~lulas se colapsan por la diferencia de 

presión osmótica. 
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Para tratar de minimizar estos daños, se requiere 

utilizar algún compuesto capaz de deterier 1 a. dest rucc ió'n 

celular, facilite el arreglo de la estructura molecular 

de los cristales de hielo y disminuya la tasa de 

formación de cristales <congelacid'n>. De este modo 

e>:iste agua no congelada que actúa como agua estructural 

y solvente de las sustancias que se encuentran en el 

interior de la c~lula, que al descender la temperatura 

se vuelven m~s concentradas. 

Uno de los primeros en identificar estas sustancias 

fue Ma>: imow, (Finkle, 1985> quien reportó los efectos 

crioprctectores a -!96°C en c~lulas de sangre de oveja, 

tratadas con glucosa, en concentraciones del 5 al si. 

En 1949, F'olge et al. <Finkle, 1985) informaron el 

efecto crioprotector en espermatozoides de bovino. 

Lovelocky y Bishop, 10 a~os despu~s introdujeron el 

dimetilsulfdxido <DMSD>, el cual es considerado ~l mis 

efectivo de los agentes cr1oprotector&s tanto para 

celulag vegetales como animales; este cr1oprotector es 

muy utilizado como vehículo por 

penetración. Los crioprotectores 

su capacidad 

dependiendo de 

de 

su 

capacidad de entrar o no a la cétula, se clasifican en 

penetrantes y no penetrantes IMervman, 1971, McGann, 

. ·1978). Los cr l opr·otec tores penetrantes en 
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c:onc:entrac:iones altas protegen c:ontra daño por 

congelamiento lento, ya que reducen la deshidratacidn 

celular inducida por el aumento de la concentración de 

las sales en el medio externo durante el c:ongelamiento. 

Los no penetrantes en concentraciones bajas, f • requieren 

de tasas de congelamiento rápidas. 

Se ha considerado que un agente crioprotector debe 

caracterizarse por evitar la formación de cristales de 

hielo, reduc:ir 1• deshid~atac:idn c:elular por choque 

osmdtico, tener un punto de ebullición alto y no ser 

tcixico. McGann, 11987> comenta que la solubilidad de la 

sustancia debe ser también considerada. 

I!.1 • .4 TOXICIDAD DE LOS CRIOF'ROTECTOi=;:ES 

La t~xicidad se puede manifestar 1n varios grados, 

desde la muerte del explante hasta la modificacidn en la 

respur:sta morfológic:a de las c6lulas en cultivo 

CFinkle, 1985>. Los efectos citotÓxicos ei;tán en 

funci¿n de su naturaleza químic:a, concentración y tiempo 

de exposición el cual se somete el explante CKartha, 

1985> y pueden presentarse aún en bajas concentraciones, 

con tiempos de e>:posición prolongados. 
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II.1.5 CARACTERISTICAS DEL DlMETILSULFDXIDO 

El dimetilsulfÓxido es un compuestp 
, . 

organice 

altamente polar, miscible en agua y en algunos solventes 

org~nicos como el alcohol, ~ter y solventes clorados 

arom~ticos. Se obtiene por oxidacidn en el aire del 

dimetil sulfuro en presencia de dxidos nitrogenados, 

comercialmente es extra{do del petr&leo y es un 

subproducto de la pulpa en la manufactura del papel e 

industrias relacionadas. Su mol~cula esta compuesta por 

una átomo de azufre central, unido por medio de una 

doble ligadura a un átomo de oxígeno que presenta una 

marcada electronegatividad, lo cual le confiere la 

propiedad de ser aceptar de hidrógenos, las valencias 

restantes son ocupadas por dos grupos metilo; tiene. un 

punto de fusión de 18.5°C y un punto de ebul 1 iciÓn de 

189°C. <Fernández, 1976). 

Una cualidad de este agente es su penetración 

universal, el DMSO actda en forma similiar al glicerol 

gracias a sus propiedades coligativas, evitan en cierta 

forma que las mol~culas de agua celular modifique su 

conf i gLn·ac iÓn espacial y se produzca un aumento ·del 

volumen al disminuir la temperatura a valores por debajo 

de o0 c, minimizan así los da~os que se producen al ser 

.~ongelados y =ausan la poca viabilidad de las muestras. 
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En un estlldio comparativo del Dimetilsulfo'xido 

<DMSO) y el Dimeti lsLtlfona <DMSO :¡_ } , <McGann, 19871 

mLtestra las ventajas de utilizar el DMSO. El autor 

señala que los puntos de congelaciór1 del DMSOl son 

cercanas al solL1to ideal 1donde el punto de congelación 

en Lina solución Molal es de 1.858 ° Cl, para 

concentraciones ·arriba del 10 %., mientras que el DMSO a 

concentraciones del 3X diverge de la curva ideal, dando 

un incremento en el coeficiente osmdtico. El punto de 

congelacidn del DMSO esta limitado a -1.6 ºC para 

con~entraciones del 11 al 20%., como se observa en el 

Esquema 4; así mismo se detecta que los puntos de 

congelació'n disminL1yen al aumentar la concentracio'n de 

la solución. 

eficacia ,de estas soluciones contra la 

congelació'n se observó con la recuperacio";, de linfocitos 

humanos que fueron congelados oor ' dos metodos: el 

primero consistiJ en sumergirlos directamente en NL, 

almacenarlos por más de una hora y descongelarlos en 

agua a 37 ° C; e1 segundo fL1e llevar las muestras a 

temperatLiras predeterminadas a Llna tasc11 de 1 ° C/min y 

descongelados de la misma forma que el primero, los 

resultados se observan en el EsqLtema 5. 

La acción coligativa del DMSO, al reducir la 
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cantidad de hielo formado a cualquier temperatura sub

cero, da una gr~n recuperacicin de las c~lulas 

descongela das, de manera que las cilulas toleran el 

congelamiento lento a bajas temperaturas en presencia de 

concentraciones altas de DMSO. 

En cambio 

c1· i op rotecc iÓn, 

-196 o e, la 

la concentración. 

DMS02. muestra una escasa 

para c~lulas congeladas r~pidamente a 

recuperaci6n de~rece al incrementar 

A concentraciones inferiores al 10%, el punto de 

congelación del DMSO y DMSD1 son similares y cercanos 

al soluto ideal. Los autores proponen que la razdn est~ 

relacionada a la solubilidad del DMS01 en agua y que 

este aspecto debería ser considerado como un criterio 

m•s para elegir un crioprotector. 

Es importante seRalar que el tipo de crioprotector, 

SLl concentración, la temperatura de adición y 

eliminacidn pueden afectar la sobrevivencia y/o ultra~ 

estructura celular, todos estos factores se evalJan 

eKperimentalmente, dependiendo del eKplante y especie a 

trabaJar. <l<artha, 1985a, 1985b) 

Por otro lado, se ha seRaladQ que la combih~cidn de 

diferentes crioprotectores, incrementa la eficiencia de 

.)a criopreservacidn. Ulrich et al. !1979) mos~raron el 
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incremento de la sobrevivencia de células de caña de 

azJcar congeladas, las células fueron tratadas con una 

mezcla de polietilen glicol, glucosa y DMSO al 10, 8 y 

10% respectivamente. dando una combi nac io'n de 

cr ioprotectores más e·t'iciente que uno sólo. (Chen' et al. 

1984, Kartha, 1985bl. 

La penetrabilidad del DMSO a nivel de membrana es 

por difusión simple, este mecanismo se define como el 

desplazamiento de mol~cul~s desde la regidn donde se 

encuentra más concentrada, has·;:a aquel la en qL1e la 

concentracidn es menor, como 1·esul tado del movimiento 

al azar y de acuerdo a la segunda ley de la 

termodinámica <Neame, 1976). 
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I I I CONGELAC ION 

Como se ha mencionado, la congelaciC:n prodt.1ce daños 

físico-químicos en las muestras, siendo importante el 

método de congelación qlle se utilice. Debido a que cada 

especie y explante responde diferente, no se puede 

establecer un procedim1ento general. <Tabla IV) 

El tamaño y cantidad de cristales que se forman al 

congelar depende principalmente de la velocidad con que 

se e>:trae calor. 

Los métodos de congelación se dividen en: 

1.- CONGELACION LENTA 

Es el método más común y consiste en bajar la 

temperatura gradualmente <Esquema 61, esto provoca un 

flujo de agua intracelular hacia el exterior, donde se 

congela y forma un pequeño nJmero de cristales de hielo 

grandes. Este método ha sido efectivo para meristemos, 

cultivos en st.1spensiÓn 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.- CON5ELACIDN RAPIDA 

Consiste en la inmersión directa de las muestras en 
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ESPECIE CR I OPl':OTECTDR 

Manzana DMSO 10/. 

Clavel DMSO 10i~ + 

Glucosa 5/. 

Garbanzo F'recultivo 

24 hrs, DMSO 

41. 

Zanahoria DMSO 101. o 

Glicerol 51. 

+ DMSO 51. 

Papa Glicerol.51. 

Fresa Meristemo in 

tivados en 

DMSO 5/. 

METODO RESULTADO 

Lento hasta -30(,IC 100/. 

Lento hasta -15°C 

Tasas de 0.6ºC/min 

Tasa5 de 2 a 4ºC/min 

hasta -37°C 

I 
Inmersion a NL 

Tasa de .84ºC/min 

hasta -40°C 

1 OOY. 

40/. 

65% 

181. 

95(. 

TABLA IV. - Diferentes métodos de congelación y tipo de 

cr1oprotector 

Tomado de l<artha ( 1985) 
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NL (Esquema 7), este método provoca la formación de un 

gt"an m.Ímero de cristales de hielo, ¡;listribuidos en los 

tejidos con uniformidad. El intervalo de las tasas de 

enfriamiento es muy elevado, de 50°C/min hasta mayores 

de 1100°C/min. Este m~todo se recomienda para semillas, 

polen y meristemos de ciertas especies; se ha utilizado 

con é1:ito en papa y .::lavel. (Kartha, 1981> 

3. - CONGELACIDN POR PAGOS 

Este método consiste en congelar la muestra en 

etapas y temperaturas predeterminadas, <Esquema 8). 

Cuando la muestra alcanza entre -35 o -40 ºe y el agua 

congelable de la c~lula ha salido para convertirse en 

hielo externo, se pasa directamente al Nl sin que se 

provoque mayor da~o en sus estructuras; este m~tado es 

utilizado generalmente en cultivos en susp~ns1¿n. 

Los recipientes donde se llevan a cabo los 

diferentes m~todos de cangelaci6n se conocen como Dewars 

o termos criog~nicos; los hay de vidrio y de acero 

inoxidable. Estos recipientes utilizan el alto vacío 

como aislante y adem~s est¿n forrados con multicapas, 

pueden almacenar NL por horas, segun su tama~o. 

Dentro del termo Ltn gradiente de 

temperatura, que es generado por los vapores del NL; 

,para conocer este gradiente y calibrar el termo, se 
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requiere de sensores de temperatura con propiedades 

eléctricas <Jagodzinski, 1966>. Estos sensores son 

conocidos como tet·mopares, que están formados por dos 

alambres de materiales distintos unidos en un extremo, 

de tal modo que una diferencia de temperatura en~re los 

extremos provoca una diferencia de voltaje entre las 

puntas libres. Los cambios de voltaje son registrados 

por un mult!metro; las lecturas obtenidas en milivolts 

<mVl, se traducen a temperatura <ºCl con ayuda de una 

tabla de calibracidn específica para cada termopar. El 

tipo de termopar mas comdn es el de cobre-constantan, el 

cLtal es 
. 

de los mas baratos, estables y con un amplio 

intervalo de sensibilidad de +40 ce a -200 ° e 

(Jagndzinski, 1966). 

Para realizar estos ~xperimentos existen unidades 

refrigeradoras manufacturadas p~r diferentes -,, compan1as 

como Player Products Ltd. <Windai 11 ¡:;:oad, SunbLiry-or1-

Thames, Englandl, éstcis mcÍqu i nas dan tasas de 

enfriamiento control<>das y requieren de Ltn 

cuidado cuando estan operando. Su calidad ~epender~ de 

la versatilidad en el mecanismo de programacidn, consumo 

de NL, etc. <Whiters, 1980). 
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III.1.1 CONGELACION DE SOLUCIONES ACUOSAS 

Para comprender algunos de los fenómenos que se 

SL\Ci tan durante la conge lac iÓn, e>:p 1 icaremos 

primeramente como se realiza la cristalizaci~n de un 

l {qL1ido. La cristalizacidn requiere la generación de 

núcleos en el cual las moléculas pL1edan condensarse; 

éstos consisten en grupos de mol~culas que sean 

reconocidas por otras, la probabilidad de que estos 

grupos puedan servir como n6cleos efectivos, depend_e de 

SLl tamaño y tiempo de vida, ambos están en fLinciÓn de la 

temperatut· a, a ~sta se le conoce como temperatura de 

nucleaciÓn homog~nea IThl IFranf~s. 19851. Por otra 

pat·te, muchos líquidos contienen impurezas, corno 

p~rtlculas de polvo o microcristales oue son capaces de 

facilitar la formación de núcleos, a este proceso se le 

conoce como nucleaciÓn heterogénea y se da por la 

temperatura de nucleacidn heterog~nea IThetl 

1985, Meryman, 19851. 

<Franks, 

Cuando se quita calor a una solución binaria, como 

se observa en el Esquema 9, la temperatura de la 

solución desciende progresivamente, hasta su punto de 

equilibrio a presión atmosferica. Este punto de 
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equilibrio es la coexistencia del agua en tres fases 

<sólido, líquido y gaseoso>, posteriormente el líquido 

se subcongela. El grado de subcongelacibn es gobernado 

por la probabilidad de n~cleacidn, en circunstancias 

normales la nucleac1dn ser; causada por part{cu~as de 

materia. 

El subcongelamiento termina en A, que es la 

temperatura de nucleaciÓn; la formacidn de cristales 

ocasiona la l iberaciÓn de c.~.lor latente y provoca que la 

·temperatura suba al punto de congi=lación <Tfl, donde se 

mantiene un tiempo CB-Cl, el hielo se acumula y la 

solucidn residual congelada se concentra, el agua se 

agotar~ y el otro componente competiri por el espacio, lo 

que .causa retrazo en el congelamiento, la temperatu~a 

una vez m4s camenzari a caer hasta C y al llegar a D. el 

congelamimento seri total; la tasa de enfriamiento 

posterior a ese punto dep~nder~ de ld cunJuclivid~d 

tét·mica del hielo, SL!;:>on) endo una extr·acc io'n constante 

de calor. La presencie de salutes disueltos en sl agua, 

disminuye el punto de fusión; de tal modo que a medida 

que el agua se congela, la solución se vuelve más 

concentt·ada y su punto de fusión se reduce 

progresivamente. <Luyet, 1966, Franks, 1985> 
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III.1.2 ALMACENAMIENTO EN NITROGENO LIQUIDO 

Los explantes congelados son almacenados en NL, los 

danos que se producen en esta fase pueden ser provocados 

por la inadecuada temperatura de almacenamiento, el NL 

proporciona temperatura cerca de los -200°c, dando así 

un margen sustancial de seguridad. 

Los cambios qLte los especímenes presenten, pueden 

ser motivados por diversos factores en cualquier etapa 

del proceso de criopreservacicin, como serían: 

1.- La edad y estado fisioldgico de la planta 

2.- El tama~o del explante 

3.- Los componentes del medio de cultivo despu~s de 

extraer el explante y sembrarlo, asf como· al 

ser descongelado y resembrado. 

4.- La duracidn v las condiciones de incubacidn 

antes y despu¿s de congelar 

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

6.-

empleo de diferentes cr ioprotectores, 

dtncentraciÓn empleada, tiempo Lle e>:posiciÓn y 

temperatura de aplicación. 

I 
Meto do de congelac iÓn;· ·lenta, rápidá o por 

pasos, la velocidad de enfriamiento, 
, 

el numer·o 

;o 



de pasos y temperaturas utilizadas en cada 

paso. 

7.- El descongelamiento, si es r¿pido o lento. 

CHenshaw, 1980, 19851 

III.1.~ DESCONGELACION 

La descongelacidn se puede efectuar al sumergir la 

muestra en un baño de agua, a una temperatura de 37 ° C 

durante uno o dos minutos, o a una temperatura de 40° C 

por espacio de 9(1 segundos. <Kar-tha, 19821 

Estudios realizados en sangre de humano y congelada 

r·apidamente sin glicerol, han mostr·ado la importancia 

del pr·oceso de descongelación. Éstas célL1las fueron 

congeladas a una ta~a constante y descongeladas en agua 

a 20°c, se observd un 100% de hemdlisis, pero cuando se 

descongelaron en agua a 45ºC, la hemdlisis se redujo 

alrededor de un 30% CMeryman, 19621. 

De ese modo, la accion durante el descongelamiento 

puede ser de un efecto significativo en los resultados 

de sobrevivencia. 
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III.1.4 ELIMINACION DE CRIOPROTECTORES 

La temperatura de adición y eliminación del 

criaprotector puede afectar la sobrevivencia y/o 

ultraestructura celular, dichas temperaturas 

Óptimas pueden ser evaluadas empíricamente y 

dependen tambidn del explante v especie a 

trabajar. Debido a que los efectos tdxicos de los 

crioorotectores se manifiestan en el crecimiento de 

las plantas, es importante diluir o eliminar el 

criaprotector despu~s de que las cJlulas se 

congelaron y descongelaron. Algunos ·experimentos 

indican que la temperatura de la solucicln de lavado 

es un aspecto crítica en la sobreviveMcia~ El 

lavado o eliminaci6n de los criocrotectores se 

puede realizar de las siguientes formas: 

1985) 

IFinkle, 

1. Una vez que se han descongelada las 

c~lulas, se colocan en medio nutritivo l{quido, se 

hacen varios lavados hasta eliminar el 

crioprotector. 

Se colocan las células descongeladas sin 

l6var, directamente en medio de cultivo sólido, en 
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IV DESARROLLO EXPERIMENTAL 

OBJETIVOS 

Existen en nuestro pa{s plantas con problemas de 

almacenamiento por las vías tradicionales, debido a que 

pt·esentan semillas reca~citrantes o se reproducen 

vegetativamente, el hecho de mantener los cultivares 

expuestos a los factores clim~ticos, pestes o inadecuada 

manipulac1dn conlleva el riesgo de perder el material. 

Una alternativa es el establecer bancos de germoplasma 

in vitt·o por sus dos vías: a corto - mediano plazo 

(colección activa) y a largo plazo (colección base>, 

esta ~ltima es ccnsider&da la m~s adecuada pues conserva 

la estabilidad gen~t{ca de lo~ materiale~ que son 

~ongelados a temperatura de nitrógeno líquido <-196°Cl. 

El Buro Internacional para los Recursos Gendticos 

Vegetales CIBPGRl menciona al g~nero Allium de alta 

prioridad para la preservacicin de germoplasma y la 

especie sativLtm sería un candidato para sLt preservación 

,in vitro. 

El objetivo general de la investigación- es el 

desarrollo de m~todos adecuados para la criopreservacicin 

in ~ de Allium sativum. Se empleó el DMSO como 
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donde el agar • I serv1ra para eliminar el 

crioprotector por difusión. 

III.1.5 EVALUACION DE LA RESPUESTA 

Aunque existan pruebas colorométricas y 

métodos químicos para determinar la viabilidad del 

material bioldgico co~gelado, la reanudaci6n del 

crecimiento de los explantes tratados es la prµ.eba 

mas contundente de la sobrevivencia. <Wilkins y 

Dodds, 1983, Kartha, 1981). 

En algunos casos, despues de terminar los procesos 

de congelacicin y descongelaci~n de las muestras, 

las Ljlulas se encuentran en un estado de 

"criochoque" y no muestrar. ningL'tn signo de vida, 

sino hasta despu~s de un período largo de cultiv~, 

en que reasumen s~ crecimiento CBajaj, 1985>. Desde 

el punto de vista pr~ctico los da~os de 

sobrevivencia se pueden basar en: 

1. el incremento del tamaño del explante 

2. el mostrar una coloración verde 

3. formar raíces y plantas. 
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crioprotector y un sistema de enfriamiento de bajo costo 

que sea capaz 

enfr· i amiento. 

de proporcionar tasas 

Los objetivos particulares comprenden: 

lentas de 

Determinar el método adecuado para la aplicación y 

eliminación del DMSO, en este tipo de explantes y 

especie. 

Desan·o 11 ar s1stema de enfriamiento que 

proporcione tasas de enfriamiento lentas 

Evaluar el efecto que sufren los explantes de 

Allium sativum var. Taiwan, al ser expuestos a 

temperaturas bajas ( - 196° C> en las condiciones 

e>:perimentales. 
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MATERIALES Y METODOS 

Para comprender ~ejor el desarrollo experimental de 

la presente investigacidn, la dividiremos en tres fases: 

La primer fase consistí~ en: 

1.- La instalacidn del dispositivo, para realizar 

las pruebas de congelacidn. 

2.- La determinacicin del perfil de temperatura, que 

generan los vapores del NL. 

3.- Le observacidn de la din~mica de enfriamiento 

de las diferentes concentraciones de DMSO y la 

determinaci6n de sus tasas. 

La segunda fase comprendid: 

1.- El cL1ltivo in tlir.Q de los e;:p.lantes 

::?.- La determinacidn 
,,. 

del metodo adecuado para la 

aplicaci~n y eliminacion del DMSO. 

3.- La evaluaci6n de la toxicidad· del DMSO a los 

e>:p la ntes. 

La tet·cera fase fue la congelacidn de los 

eNplantes, con base a los resultados obtenidos en las 

fases anteriores. Posteriormente los explantes se 

almacenaron en NL durante 60 ~in como m~}{¡mo~ se 

descongelaron y resembraron en medio fresco para ser 

incubados en la c~mara de culttvo. El Esquema 10, nos da 

una semblanza de lo mencionado en el p~rrafo anterior. 
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IV. l. 1 DETEf':MINACIDN DEL PERFIL DE TEMPERATURA DEL 

TERMO 

Para detectar la~ diferentes temperaturas dentro 

del termo, que son generadas por los·vapores del NL, se 

utiliz6 un termopar de cobre-constantan que fue dolocado 

a lo largo de una varilla met¡lica oreviamente graduada 

en centímetros; el extremo unido del termopar quedó en 

un extremo de la varilla y las partes no unioas se 

conectaron a un multímet~o digital. el CLtal nos 

proporciond lecturas en milivolts. La varilla se colocd 

en un soporte universal con ayuda de unas pinzas de tres 

dedos; de este modo se desplazó la varilla v el termopar 

de manera ascendente y descendente dentro del termo. El 

tet·mnpar requiere de Ltna temperc>.tLwc-. de t·efe1·enc12. e ºC). 

para ello, del mismo termopar sale otro extremo unido el 

cual se colocd en un vaso de precioitado con cubos de-

hielo de agua destilada. ;Esquema 11). La diferenc.a 

entre los extremos unidos es detectado por el mult{metro 

y nos indica la temperi\tLWa de los vapores del ~::... 

El termo, cuya capacidad es de 40 lts, se Ltti 1 i zÓ 

con 12 litros de NL; ya montado el equip~, se procedi6 a 

descender el termopar a distancias conocidas, se utilizó 

como referencia de O cm la boca del termo. Se 

registraron las lecturas del multímetro, coteJandolas 
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con las tablas específicas para el termopar 

trasfiriendolas a grados centígrados. 

A las distintas temperaturas de los vapores del NL, 

se le denomin6 temperatura externa <Text> 

y 

IV.1.2 COMF'ORTAMIENTO DE LAS DIFERENTES 

CONCENTRACIONES DE DMSO 

Como ya se mencionó anteriormente, las soluciones 

al ser enfriadas presentan diferentes comportamientos, 

qw~ deoenden de su concentración y tempet-atLn-a a la i:üal 

se congele. De tal forma que su punto de fusi6n variari, 

as{, como su tasa de enfriamiento; por ello es necesario 

conocer como 

c;:ingeladas. 

se comportan las solucione~ al ser 

:1 DMSO se prepatÓ a distintas concentraciones 

<vlv> con medio Murashige y Skoog <MSI completo, 

liquido; y fueron colocadas a dos temperaturas externas 

diferentes <-12°c y -51ºC>. 

Las diferentes concentraciones de DMSO <5, 10, 15, 

20 y 30'i0, se colocaron en ampolletas abiertas <AC/II~ 

calibre 4, de Ampolletas de Mdxito S.A.> con capacidad 

de dos mililitros, en contacto con el termopar; la 

cantidad de la solución fue de 1 ml. 
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Las soluciones fueron sometidas a diversas 

temperaturas externas seleccionadas y se registraron las 

lecturas cada minL1to. !_os datos se g1·aficaron, para 

obtener las curvas de enfriamiento de las soluciones, 

esta tasa se midi¿ an la parte linear de la curva, 

despu~s de la fase de congelamiento. 

IV.1.3 CULTIVO in tili:.Q. DE t:XPLANTES DE Allium sativum 

Al Material biológico: Se Llt.ili::aron bulbos de B· 

sat i VLtm var. Taiwam, los cuales se obtuvieron del 

Centro de Investigaciones Agrícolas del Be.jÍo, el 

Roque. Carretera San Miguel Allende, Gto. <INIFAP>. 

BI Esterilizac'dn v disecc1cin de los explantes: 

Los bulbos ~ueron seoarados ~n sus ~n1oades o 

bulbillos, se seccionaron a la mitad. 
I 

se elimino la 

parte superior, a la parte restante se le el1min~ las 

hojas que le cubrían y se lavaron en a~ua corriente 

durante ·o min. Se introdujo el material oara su 

estErilizacidn, en una camoana de flujo laminar <VACO>, 

se realizó p1 eviamiente una limoiez~ min~ciosa del 

equipo y la campana con alcohol; cuando se sec6 se 

encendieron los mecheros. El material bioldgico se 

introdujo en alcohol etílico al 96/. por espacio de 2 

61 



min; para extraer el ~pice, se elimin& el exceso de 

tejido que lo rod~aba y conforme ~e obtuvieron se 

colocaron en una caja de petri con papel filtro con un 

poco de agua destilada est~ril, para evitar así la 

desecaci6n de los explantes. 

Una vez obtenido el material se puso en alcohol 

etílico al 70% durante min; seguido se transfiri6 el 

material a Hipoclorito de Sodio 133.3% v/vl durante 10 

m1n. Finalmente se realizaron varios enjuagues con agua 

destilada est~ril. La extraccion de los apices se 

•·ea_l izó con navajas, agujas de disección y pinzas de 

relojero, con ayuda del microscopio estereoscdpico 

IEsqL1ema 121 

Posteriormente se sembraron en tubos de 150 x 25 mm 

com medio MS sin hormonas con .pH de 5.7 v se colocaron 

, 
en la camara de cultivo en condiciones de temperatura de 

26 : 2 º e Lln fotoper Íodo de 16-8 ho1·as v Lina 

intensidad luminosa de 1000 lux. 
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IV.1.4 APLICACION DEL DMSO A EXPLANTES DE a.sativum 

Al Material biol6gico: Explantes est6riles de B· 

sat i VL1m. 

BI Aplicación del agente crioprotector: Se 

prepararon las siguientes soluciones: Medio MS completo 

sin hormonas para realizar lavados y eliminar el 

crioprotector. Medio MS líquido sin hormonas con DMSO al 

10 y 30%; ambas soluciones se esterilizaron en la 

autoclave a 20 lb/pulg de presi6n y 126°C, durante 15 

min. Ya est~riles se introdujeron a la campana de flujo 

laminar donde se encontraba el material biológico listo. 

Los ef:p lantes se colocaron dentro de ampolletas 

est~r1les y con una pipeta Pauster est~ril, se le aRadi¿ 

el medio con el crioprotector. Se se1laron las 

ampolletas con ayuda del mechero, y se les dejci a 

diferentes tiempos de exposicidn (15, 30, 45, 60 mini a 

temperatL1ra ambiente con agitaciones esporádica·s. 

Al transcurrir el tiempo deseado. se abri6 la ampolleta, 

se vacío su contenido (explantes + crioportectorl en un 

ft"•?.SCO que contenía medio MS liquido, se dejaron en 

agitac16n cdnstante en la mesa ~e agitaci¿n brbit~l, 

durante 30 min. para eliminar ~l crioprotector. Sequido 
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se realizaron : o 3 cambios. en la campana d~ flujo 

laminar. 

Se sembraron en tubos de 150 >: 25 mm c:on MS sir. 

hormonas s6lido, a su vez se sembraron testigos. Se 

colocaron en la c~mara de cultivo en las condiciones 

mencionadas antet-iormente. A las tres semanas de SLI 

siembra se realizaron observaciones y mediciones de las 

muestras. 

IV.1.5 CONGELAMIENTO DE EXPLANTES DE 8· sativum 

Los explantes estériles y disectados de manera 

ase'ptica, se introdL1je1-on en las ampolletas esté1-iles. 

colocandose de 4 a 5 explantes ampolleta: 

posteriormente se les adicion¿ DMSO al 30%, ml a 

~iferentss tiempas de exposición 115, 30, 45, 60 minl. 

Esto hace un total de 20 explantes v 10 explantes 
, 

mas 

como testigo del grupo. 

Se rligiÓ esta concentración debido -a que nos 

propo:ciona tasas de enfriamiento lentas. 

Selladas la~ ampolletas y ya por concluir al tiempo 

de e:·:posiciÓn al DMSD, se localizó en el termo con ayuda 

del termopar la temperatura externa deseada, se señalo 

en el soporte, se midió la distancia del mismo. 
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Se cclocd una amoolleta abierta con la misma 

cantidad de DMSO, ~on el termooar de~tro y .así observar 

el comportamiento de la solucidn durante el proceso. Las 

ampolletas se aseguraron alrededor de la varilla con una 

cinta adhesiva, se colocaron a la temperatura externa 

elegida y 

cc>.da minLtto. 

se registraron las lecturas del mult{metro 

Cuando la temperatura de la solución se 

estab i 1 izo', es decir, se mantuvo constante por un tiempo 

prolongado, se sumergieron las muestras al NL, se 

dejaron ahí por espacio de 15 o 60 min. Se realizaron 

diferentes pruebas. Trariscurrido el tiempo, se 

descongelaron en agua a 40°C con agitaciones suaves, 

este proceso tard6 mi n. Seguido se llevaron a la 

campana de fluJo, se realiz6 el procedimiento para 

eliminar el cr1oprotector, se sembraron y cultivaron en 

l~s mismas condiciones anteriormente citadas. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

V.1.- PEF':FIL DE TEl'IF'ERATURA Y CALIBRACION DEL TERMO 

Los resultados que se muestran en la Tabla V, son 

los· datos que se obtuvieron al colocar el termopar a 

diferentes alturas, expon1endolo a los vapores del NL. 

Como se observ.:1 en 1 a Gráfica 1, la temperat1.1ra 

disminuye confot·me se modificó la altura y tiende a 

estabilizarse a partir de los 5 minutos. Es posible de 

este modo detectar el gradiente de temperatura que 

existe desde la boca del termo hacía el interior del 

donde el gradiente se incrementa conforme el 

termopar se acerca al nivel del NL. Al construir la 

gráfica Text contra al tl\t·a, obtenemos el perfil de 

temperatura, y no demos ooservar en la Gráfica 2 ·que al 

desc~nder el termopar la temperatura se incrementa. De 

este modo, podemos elegir la Tex~ con solo colocar el 

termopar a la distancia correcta. 

Es importante senalar, que el perfil obtenido en 

esta investigación fue con 12 litros de NL. contenidos 

en el termo, ya que el perfil se desplazara dependiendo 

de la cantidad de NL que contenga (Valenzuela, 1988). 

Debido a que cada termo contiene con mayor o menor 

eficacia el NL en función de sus propiedades aislantes. 
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ALTURA 
ícm) 

6 

7 

8 

9 

!O 

11 

VOLTAJE 
(mV) 

+ • (17 

.21 

.52 

.89 

- 1. 3 

- 1. 6 

TEMF'Ef''.A TURA 
(ºCl 

+ .., '"' ..... ~ 

5.6 

- 13.8 

- 24 

- 35. 6 

- 46.8 

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

e::poner e 1 temopar en contacto c:on los vapores 

del NL a alturas conocidas. ( la éemperatura 

registrada, fue la que se estabiliz6 a los 10 

minutos de haber c:cloc:ado el termooarl 
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Una forma de medir el nivel de NL dentro del termo, 

es introducir una regla graduada hasta el fondci del 

termo, y corroborar la altura que deje la escarcha en la 

regl~. La desventaja, es que en cada inmersión el NL 

desprende más vapores y se consume, lo mismo sucede 

cuando se introducen para su almacenamiento, las 

muestras biológicas. Por ello es conveniente tener dos 

termos: uno donde se enfríen las mL1estras y otro donde 

se almacenen. 

Dur·ante el desarrollo experimental de esta 

ivestigación, se pudo observar que los vapores del NL 

permanecen más estables si se utiliza una mayor cantidad 

de NL en el termo C25cm>~ se evapora con menor rapidez, 

que cuando contiene el termo menor cantidad de NL 

( lOcml. 

V.2.- COMPORTAMIENTO DE LAS SOLUCIONES DE DMSO 

Determinada previamiente la temperatura eHterna, se 

colocd una ampolleta con DMSO y se introdujo el 

termopar, para observar y registrar el comportamiento de 

la solución, se expLlSieron concentraciones del 5, 10 y 

30% de DMSO, a una temperatura externa de -12 ºC, que 

corresponde a una altura de 7.8 cm. Los datos obtenidos 

se muestran em las Tablas VI, VII, VII, se registró el 
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TIEMPO 
\min> 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

1 o 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

VOLTAJE 
CmV> 

+ 7? 
+ .71 
+ .45 
+ .19 
- • 19 
- .03 
- .04 
- .05 
- . 06 
- .08 
- • 11 
- .18 
- .34 
- .49 
- .65 
-. 77 
- .89 
- .98 
-1.05 
-1.· 10 
-1. 12 
-1.16 
-1.21 
-1.24 
-1.27 
-1.29 
-1. 31 
-1.32 
-1.34 
-1.35 

TEMPERATURA 
C"C> 

18.5 
18 
11.8 

5 
5 
1 
1.2 
1. 4 
1. 6 
2.5 
3 
4.5 
9 
13 
17 
20.5· 
24 

.26.5 
28 
29 
30 
31.5 
33 
33.5 
34.5 
"'"' C' ...,1¡,,J • ...J 

35.8 
36 
36.5 
37 

TABLA VI.- Comportamiento de Lina solL1c:iÓn de DMSO al 5/. 

colocada a una temperatura externa de -12ºC 



TIEMPO 
(minl 

"' .... 
.;_, 

4 
5 
6 
i 

8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 ..,..,. 
,.;:.._"t 

24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 

VOLTAJE 
(mVl 

+ • 78 
+ . 71 
+ • 43 
+ 19 
+ • 02 

• 06 
.06 

- .07 
- • 09 
- .11 
- . 14 
- 19 
- .26 
- .·36 
- .47 
- .56 
- .65 
- .74 
- • 81 
- .87 
- .93 
- .98 
-1.02 
-1. 06 
-1.09 
-1.12 
-1. 14 
-1. 16 
-1.18 
-1.20 

TEMPERATURA 
<ºCl 

20 
18.5 
11. 5 
5 

C' . ..., 
1.5 
1.5 
2 
2.5 
3 
3.5 
5 
7 
9.5 

- 12. 5 
- 15 
- 17.5 
- 19.5 
- 2i.5 
- ""I":>' e:' 

¿;,..,: •• ...J 

'"'"' ._,_, 
- 26 
- 27.5 
- 28.5 
- 29 
- 30 •. 5 
- 31 
- 31.5 
- 32 
- 3:2.5 

TABLA VII.- Comportamiento de uni solucidn de DMSO al 

10X colocada a una temperatura e>:terna de 

-12"c 



TIE:MPO 
\min) 

l ..., .... 
,;_. 

4 
5 
6 
7 
8 
9 

1 (1 

11 
12 
l::. 
14 
15 
16 
17 
l8 
19 
20 
..., 1 
.;.. . 
2:: 
~-.:..:.• 

24 
-=-..:;.._1 

26 _,.., 
.,;;_¡ 

28 
29 
::o 

VOLTAJE 
<mV) 

+ .75 
+ .74 
+ • 44 
+ . 15 
- .07 

.23 

.36 
- .47 
- . 53 
- • 51 
- .52 
- .56 
- • 61 
- .66 
- .74 
- • 76 
- • 80 
- .83 
- .87 
- • 9(1 
- • 92 
- .94 

• 96 
- • 98 
- .99 
-1. 00 
-1.02 
-1.02 
-1. 04 
-1.04 

TEMF'ERATUl':A 
<ºCl 

19. 5 
19 
11 

4 .., 
..... 
7 
9 

- 12 
- 14 
- 13 
- 13.5 
- 15 
- 16 
- 17.5 
- 19.5 
- 20.5 
- 21.5 
- ...,.... C" ..::...::. . ..., 
- :23 . .5 
- 24 
- 24.5 
- 25 

26 
- 26.5 
- 26.8 
- 27 
- --- C" .,;. / • ..J 

- 27.5 
28 

- 28 

TABLA VIII.- Comportamiento de una solucidn de DMSO al 

30% congelad& a una temoeratura externa 

de -12ºc 



descenso de la temperatura cada minuto, con el 

multímetro; se construyeron las gr~ficas de temperatura 

contra altura de cada solucidn. Como se observa en la 

Gr~f ica las soluciones presentan las siguientes 

características: 

1.- Las soluciones se comportan igual a la curva 

tlpica de enfriamiento de una soluci~n acuosa <Figura 

91. Esta curva Luyet <19661 la clasificb del tipo de 

pseudo-congelamiento, definiendola como el registro de 

la tempera~ura del especimen durante el experimento. 

Tipifica la curva en tres partes: 

al Curva de enfriamiento del material no congelado 

bl Porcion congelada CFI 

e) Curva de en~riamiento del matrerial congelado 

2.- El punto de congelaci6n disminuye al aumentar 

la concentracidn de la solución. 

3.- La temperatura final de la solucicin es menor, 

entre m's alta sea la concentracidn. 

4.- Así mismo la tasa de ·congelamiento es más 

lenta, entre mas alta es la concentración. 

Si observamos el comportamiento de la soluci~n del 

DMSO al 5/., vemos que la porción congelada CFI, que 
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TEMPERATURA ( • C J C, - MATERIAL NO CONGELADO 
F • PORCION CONGELADA 

.":50 

20 

10 

e, ·------. 
1 
1 

F Cz 

Ct MATERIAL CONGELADO 

0 DNSO 5 % 
.Ó. OMSO 10 % 

0 DM80 30% 

-----TEMPERATURA 
EXTERNA 

i:--------"'i ,,_, --------, 
r: o .+--~~~~",.....,,,,.....~~-'--i-'~~~~~--.'~~~~~~--

-10 

-20 F 

-30 

-40 

o 4 8 12 

' - ·----------L.--------------··· 

16 

" 

20 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

24 .29 

TIEMPO C mln J 

ClRAFICA ;s •• COMPORTAMIENTO DI! DIFERENTES CONCENTRACIONES 
o'E DMSO SOMETIDO.S A LA MISMA T!MPERATURA 

EXTERNA (-12•c > 



corresponde a la formación de hielo, la tasa es 

constante y no var!.a la temperatura, en cambio al 

concentración 
I 

307., aL1mentar la de la solucion a un la 

fase <Fl se reduce. Esto se debe a dos facto!" es: 

1.- Al congelarse una soluci¿n binaria, se' agota 

gradualmente el agua dispoible. 

2.- La competencia con el otro componente ocasiona 

un retrazo en el congelamiento. <Luyet, 1966, Franks, 

1985). 

En estas mismas curvas, obs~rvamos que el puntp de 

congelaci~n es menor al aumentar la concentracidn. 

Franks (1985)' señala que el incremento en la 

concentraci¿n de salutes de bajo peso molecular no solo 

b~ja. el punto de congelacidn, 

cantidad ~e agua que es capaz ~e congelarse. 

El grado de congelacidn oLede ser controlado a 

trav~s de l~ temperatura externa, concentrac1¿n y tasa 

de en~riamiento. Nuestros resultados concuerdan con lo 

se~alado por este autor~ ya que al variar la tem~eratur~ 

externa de las muestras a -51 ºe, se observ6 un 

acortamieto de los periodos de -formaciÓr: de hielo y de 

las curvas de en~riamiento, las temperaturas finales 

alcanzadas de las soluciones, son mas bajas <Gr~fica 41. 
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TEMPERATURA e• e > • 

30 

20 

10 

o 

-10 

-20 

·30 

-40 

-~o 

•60 

-10 

-eo 

•90 

-100 

-110 

-120 

o 
1 1 

2 4 6 

ODMSO 5•.t. 
6DMSO ro"4 
•OMSO 20º/• 
0DMSO 30% 

··---TEMPERATURA EXTERNA 

----------~--:---- .. -

1 1 1 1 1 1 ' 1 11 e 10 12 14 16 18 20 
TIEMPO C.1111 I 

Gl'tAFICA 4.- COMPORTAMIENTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES 

DE DMSO SOMETIDOS A LA MISMA TEMPERATURA 
EXTERNA {• 51 • C ) 



ESTA TESIS NO DEBE 
SAUlf DE LA BIBLIUTE CA 

En ambos ca;,os, las temperaturas finales alcanzadas 

son diferentes a la temperatura eKterna, a las cuales se 

colocat·on. Esta diferencia probablemente sea 

ocasionada por la constante evaporac1on del NL, 

y de ese modo proporciona mcís frío a la solL1ción. 

La estabilidad de los vapores y las propiedades 

aislantes del termo, nos permiten tener un intervalo de 

confi¿¡bilidad alto, de tal modo qlle Linci. solución con L1na 

concentración dada, colocada a la misma distancia 

(Texti, se comportara de la misma manera. 

V.3.- TOXICIDAD DEL DMSO 

las Tablas IX y X mllestran la respuesta de los 

explantes, sometidos a diferentes concentrac~ones v 

t.empos de exposición en DMSO. Se ut i 1 i z a1·on 

princ.palménte concentraciones del 10 v 30% de DMSO para 

tener un intervalo de comparación. A las tres semanas oe 

su siembra se obtL1vo la formacion de plantlllas, que 

mostraron diferencias con resPecto al testigo. 

La toKcicidad de los explantes fue evaluada por el 

grado de malformaciones que manifiestan las plantulas. 

Se considero como malformacion aquella plantula que; sus 

hojas se toranran defo1·mes, esto es, rugosas 

contr¿¡hechas, aparentemente de aspecto calloso, y 



íH .. 111''0 DE NO. DI:': EXPLANTEB NO. DE EXPLANTES NO. DE EXPLANTES EXf'llS!CION QUE GENERARON CON RAIZ HALFORMADOB 

(mln) (7,) (Y,) ((.) 

(1 17/17 H)O 4117 2~ (•/ l 7 o 
¡5 11/12 'H.6 5112 41 1/12 6.33 

:;o 1'5/19 78.9 4119 21 4"¡¡9 21 

TABLA IX, - RESPUESTA DE APlCES CON PLACA BASAL IJE liill!!Jll !ü!!i:i~Ul! variedad Taiwan 
CUL TIVAOOS EN MEDIO 115 SIN HORMONAS V CON PRETRATAMIENTO DE DMSO 10~ 
CON DIFERENTES TIEMPOS DE EXf'OS!CION, INCUBADOS A 26 t 2° C DE 
TEMPERATURA, 16 HOf<AB IJE l.UZ V 10(1(1 LUX DE lNTENBIDAD LUMINOSA. 
<LECTURAS TOMADAS A LAS TRES SEMANAS) 

ALTURA PROMEDIO 

lmml E.E. IY.l 

14.001(), 32 10(1 

t3. 2510. e.o 94.M 

11. 5(1!(1, ªª 82.14 



TIE14PO DE 
EXPOSICION 

<minl 

o 

15 

30 

NO. DE EXPLANTES 
QUE GENERARON 
PLANTULAS SANAS 

13/13 

719 

3/8 

00 

100 

77.77 

37,3 

NO. DE EXPLANTES 
CON RAIZ 

0/13 

0/9 

0/8 

('l,) 

o 

o 

o 

NO DE EXPLANTES 
MALFORMADOS 

0/13 

2/9 

518 

(i(.) 

o 

,22.22 

62,5 

TABLA x.-RESPUESTA DE APICES CON PLACA BASAL DE a!.l..i.1lm a~ variedad Taiwan 
CULTIVADOS EN MS SIN HORMONAS Y CON PRETRATAMIENTO DE DMSO 30Y. CON 
DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION INCUBADOS A 26'2ºC DE TEMPERATURA, 
16 DE LUZ Y 2000LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA. (LECTURAS TOMADAS A LAS 
TRES SEMANAS> 

AL TURA PROMEDIO 

<mm> E.E. ('l.) 

14. ºº 1o.32 100 

10,33t1,41 73.92 

8,62t2 31 61.57 



aquellas cuyo aparente desarrollo normal muestre zonas 

rugosas. Comparado contra un testigo. 

Se observ¿ que en concentraciones del 10% con 

tiempos de exposicicln de 15 min, el grado de 

malformación no f'Lte severo, <B. 3%); las plántulas tenían 

un aspecto normal con peque~as zonas rugosas y un tamaMo 

en longitL1d (94%>, similar al testigo <100/.). Al -

aL1mentar el tiempo de 
. . , 

e>:pos1c1on de ésta misma 

concentracidn a 30 min, el porcentaje de malformacidn se 

incrementó a Lln 21%. El aumento tanto de la 

concentración como del tiempo de . 'I e>:pos1c1on (30%-.30 

rnin>, nos llevd a obtener porcentajes de malformaci¿n 

hasta de un 62.2% y con una.reducción en la talla, de 

un 61.57%. Estos resultados se pueden ~preciar en las 

Grá-Ficas 5 v 6. 

Los e>:plantes que -fuet·on e:·:puestos a 

concentraciones altas, mostraron un ensanchamiento de 

las hojas, con un enrroscamiento de las mismas·sobre s{, 

dando un aspecto similar a un callo. 

El pr1met· fenómeno qLte hav QLte contemplar al 

e::poner los e:·:plantes a las soluciones crioprotectoras, 

es el flL1jo de agua a través de la membt·ana celL<lat·. Si 

colocamos c~lulas animales en una solucidn hipotcinica, 

~stas aumentan de volumen, debido a que ingresa agua a 
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la c~lula, s1 este ingreso es muy acentuado, la 

membrana se rompe y se produce la lisis celular. Por el 

otro lado, si las c~lulas son colocadas en sol~ciones 

hipertónicas, estas disminuven de volumen a causa de la 

salida de agua. E) Gomportamiento osmótico de las 

células vegetales es comparable al de las c~lulas 

animales, excepto que las c~lulas vegetales poseen pared 

celulat·, 

celulosa. 

compuesta amp 1 i amente poi· fibrillas de 

Esta pared, que rodea al plasmalema es 

selectivamente permeable. La. oa1·ed celL1la1·, posee fL~erza 

fisica v ofrece resistencia que impide un hinchamiento 

indefinido del citoplasma bajo condiciones hipotónicas. 

Cuando la.c~lula vegetal, es colocada en agua destilada, 

el citoplasma aumenta su volumen hasta que presiona 

contra la pared celu1ar, ésta es ligeramente elástica v 

principia a formar e~cresencias, al misma tiempo ejerce 

una presión en respuesta, que se ooane al incremento de 

mayor entrada de agua. Eventualmente la presi6n de la 

par-ed es igual y opuesta a la presio'n osmótica y 

entonces el flujo neto de agua cesa. Cuando esto ocurre 

se dice que la c~lula esti turge~te y tiene una fureza 

física. En cambio cuando están las células vegetales en 

una solución hipertÓnica sufre difusión de agua fuera de 

la célula y el citoplasma decrese en volumen, se contrae 
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eventualmente separandose de la pared celular. La c~lula 

en plasm¿lisis tien~ menos fuerza mec~nica ~ se dice que 

esta en un estado fl~cido CEdwars, 1976) 

En los explantes que fueron tratados con diferentes 

concentraciones de DMSO, podemos decir que el agente 

penetra a la c~lula e incluso tiene efectos t&xicos a 

concentraciones altas y tiempos de exposici6n largos. 

El DMSO se ha considerado un efectivo agente 

crioprotector, no sdlo por los bajos puntos de 

congelac1~n que brinda al aumentar ' su concentrac1on. 

<Esquema 41, sino por su capacidad de captar mol~culas 

de agua, aunque hay c0mpuestos como el Acetato de 

Trimetil Amtna <ATMAI, aue capta 30 moles de agua por 

mol de soluto. a una concentracicin de lM, pet·o al 

aumentar la concentracidn a 3M, su capacidad disminuye y 

s~lo es capaz de captar 9.5 moles de agua por mol 1 de 

soluto. El DMSO puede caotar 3 moles de agua por mol de 

so.luto, se mantiene constante al aumentar su 

concentracidn hasta cerc3 de 7 Malar CMervman, 19711. 

Otro aspecto del DMSO, se observa en un estudio 

realizado pat· Morain et ;;.l. <19661, observaran el ef'ecto 

del DMSO sobre la permeaoilidad y·propiedades el~ctricas 

de la piel de rana, enc~ntraron que el agente causa un 

. ;:Jecremento en 1.::1 difet·enc:i.:-. de potencial eléctrico y un 
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ligero alimento en la conductividad eléctrica; además de 

L\n incremento de la permeabilidad de la piel al manitol, 

L1rea, Na-, K~ ci-, ocasionada por el DMSO. De este modo 

al poner en contacto el crioprotector con los explantes~ 

se produce un cambio en la permeabilidad de la mefubrana, 

el DMSO penetra al interior de la c~lula y es probable 

ql\e se una con mol~cl\las de agua citoplasm~tica, de 4sta 

forma evitar~ que la configuracidn espacial de las 

mol~cl\las de agua cambien, ~l pasar del lÍqllido a sdlido 

y minimiza la formacio~ de cristales de hielo. La 

facilidad de penetracidn del DMSO, contribuye a que los 

graoientes osmdticos crucen la membrana celular durante 

el congelamiento <McGann, 19781; y ser~ una causa de 

a~e las c~lulas no sufran dafio por cnoql\e osmdtico; este 

choque .osmótico es oc<sicinado generalmente con 

mol~culas grandes, como el glicerol. debido a su poca 

capacidad de penetracidn a trav~s la membrana 

celLtlar de algl\nas especies. El aL1mento en la 

concentracidn al congelarse la soll\ci~n. puede traer un 

choque osmótico en las muestras, las que 5" deshidratan 

y mL1eren. (Valenzuela, 1988). 

La velocidad de transporte de molécl\las a tt·avés de 

una membrana puede ser modificada por numerosos 

factores: <Neame, 19761 
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1. - TemperatLlra Cque altera el movimiento al azar 

de las mol~culas del soluto> 

2.- Viscosidad o rozamiento entre so luto y 

disolven~e en el que difunda 

3.- TamaRo y forma de las mol~culas del soluto y 

di~olvente en el que difunde 

4.- Cargas eldctricas 

5.- Flujo del propio solvente a trav~s de la 

membrana. 

6.- Solubilidad relativa de las mol~culas del 

soluto en los disolventes de cada lado de la 

membrana. y en la propia membrana. 

7.- Sup~rficie de la membrana expuesta al soluto. 

Otro aspecto del DMSO, es su empleo a bajas 

concentraciones. En estLldios rea.l izados en 

espermatozoides humanos ISherrnan, 19641 reportd que el 

DMSO a concentraciones altas y tiempos 

de exposicicin largos incrementa la toxicida~ y como 

consecuencia la muerte de los espermatozoides. Por otro 

lado existen trabaJos donde se ha empleado a altas 

el DMSO. Whitet·s, (1979) Lltilizci 

c~lulas en suspensión, de zanahoria a concentrat1ones de 

.2 .. 5 a 201. ... se encontrd oue el material tolera la m~s 

. fal~a concentrac1cin. Harada, 119851 utilizó 'pices de 
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~oles de Bruselas, en concentraciones de 6.3 y 18.97. de 

DMSD, obteniendo buenos resultados en su t·ecuperación 

después de ser congelados; la recuperaci6n se did en un 

14. 31. para Ltna concentración de 6. 31. y en un 647. con una 

concentración del 18.7/., 

Es importante se~alar que la toxicidad y respuesta 

del organismo depender~ del tipo de .explante que se 

utilice, la especie a estudiar, el tiempo de exposicioh 

a que se someta el explante, y la temperatura de 

aplicación, entre otros. La combinación de e.stos 

facatores y el m~todo de congelaci6n que se utilicen son 

determinantes para la sobrevivencia del material. 

IJ.4.- METODO DE CONGELACION 

Considerando que altas concentraciones de DMSO nos 

proporcionan PLtntos de congelación bajos, reduce la 

cantidad de agua capaz de congelarse y le permiten 

a la celulas sobrevivir aún después de ser sometidas a 

bajas temperaturas, se realizaron las siguientes 

pruebas: 

La primera prueba consistid en congelar los 

explantes con 307. de DMSO y un tiempo de exposicion de· 

15 minutos, la temperatura alcanzada fue de -27 ºC, a 
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esta temperatura se dejaron por espacio de 40 min antes 

de sumergit· las muest.ras en NL <Gráficoa 7). 

La segunda prueba fue con DMSO al 30% con tiempos 

de e>:posiciÓn de 15, 30, 45' y 60 min, la temperatura 

Final alcanzada fue de -32°C, en esta temperatura se 

mantuvieron 15 min antes de sumergirlos en NL CGr~fica 

8). 

La tercera prueba fue con DMSO al 30% con tiempos 

de exposicidn iguales que en la prueba anterior, la 

temperatura final fue de -25°C y sostenida por 43 min, 

antes de pasa1· a NL <Gráfica 9>. 

La ~ltima prueba se realizd con DMSO al 30% y 

tiempos de exposicidn de 30 y 60 min, alcanzaron una 

final de -27.9 °c: En este caso se temperatLu-a 

sLtmerg i er on las muestras en NL al alcanzar dicha 

temperatL1ra <Gráfica 10>. 

Las tasas de enfriamiento de cada prueba se pueden 

observar en la Tabla XI. 

McGann (1978) señala que el daño por la temperatura 

sostenida, puede ser el resultado del efecto directo de 

las altas fuerzas idnicas en la c~lula, con la 

consecuente ~u8rte celular. En l~presente inve~~igaci¿n, 

en las tres primeras pruebas se mantuvieron los 

.~xplantes a una temperatura Final, antes de ser 
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"RUEBA I PRUEBA II PRUEBA III PRUEBA lV 

Tasa de 
enfriamiento -0 • .23°C/min -CJ.2 ... rc C/min -0.16ºC/m1n -ü.3°C/min 

Temoeratura 
Final de 
enfriamiento -27°C -:::2°C -~s~c -:7'C 

Tasa de 
descongelación 6Cl.S"C/m1n 79.5QC/m1n SZ.5ºC/mtn 1a=c1min 

Temper~a.tura 

final de 
descongelación 1s~c :7ºC :: 1=c 40~C 

TABLA XI.- TASAS DE ENFRIAMIENTO V DE5CONGELAMIENTC1, ASI COMO TEMPE~:A. 
TURAS FINALES OBTENIDAS DU~:ANTE LOS PROLESOS REALIZADOS EN 
LAS DISTINTAS PRUEBAS. 
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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 efectivin~d 

del DMSO, como agente cr1oprotector. 

La diferencia de temperaturas finales alcanzadas se 

debio a das factores: 

1. - Al ligero desplazamiento del perfil de 

temperatura, ocasionada por la inmersidn entre prueba y 

prueba, lo que provoca el consumo de NL. 

..., 

..::.. El n~mero de ampolletas que se colocaron no fue 

siempre la misma, esto modifica la dinámica de las 

curvas de enfriamiento CValenzuela, 19881 • 

. Nuestros datos san comparables a les obtenidas por 

Ha1·ada <.1905)' el utilizó J~ices de coles de Bruselas 

con casas de enfriamiento lentas y concentraciones altas 

de DMSD, las tasas que usd con estos enplantes van entre 

10°C/min a 0.5°C/min y los congelci por dos m~tados: El 

primero fue con las .tasas de enfriamiento 5'':!ñaladas 

hasta llegar a -30°C, manteniendolas ahí pnr espacio de 

15 minutas para ser descongelados posteriormente. El 

segundo m~todo conmprendid en sumergirlos directamente 

en NL durante 30 minutos, para ser luego descongelados. 

Ambos m~tados dieron una sobrevivencia del 100% al 
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emplear DMSD al 18.9X. Otros experimentos realizados con 

meristemos de chícHaro y fresa, myestran tasas de 

sobrevivencia altas al utilizar tasas de enfriamiento 

lentas, Kartha, 11985a) reporta que para meristemos de 

chícharo la meJor respuesta 178X> fue al someterlos a 

una tasa de 0.6°C/min, mientras que para meristemos de 

fresa, su mejor respuesta 198X>, fue con una tasa de 

0.84ºC/min; en ambos casos se empled DMSO al 5X, con un 

tiempo de exposición previo de 48 horas. 

Estos datos son comparables a los obtenidos, con 

t·especto a la metodología emnleada. ya que al tomar en 

cuenta que el DMSO es un soluto hidrofÍlico de bajo 

peso molecL1lar. puede set· utilizado a altas 

concentraciones molares y p~oteger a las c~lulas·contra 

el daño por congelación. <ManZL!t". 1980, Meryman, 1971, 

19781. Por otro lado, las soluciones con un 

incremento de solutos de bajo peso molecular, abaten el 

punto de congelaci6n y la cantidad de agua qu~ es capaz 

de congelarse IFranks, 1985>, de ese modo el DMSO abate 

~u punto de congelación al aumentar su concentración, 

y brinda mayor protección contra el daño pot· 

congelamiento lento. <Farrant, 196::i, McGann, 1987>. 
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V.5.- ALMACENAMIENTO 

Las difererites pruebas fueron almacenadas en NL por 

espacio de 15 y 60 minutos, como se observa en la Tabla 

XII. Ya habíamos señalado 

dependet·á en 

que la viabilidad de 

mayor parte de todo 

los 

el 

proceso que se lleva a cabo antes de almacenarse, como 

son: el. tamaño, la edad y estado fisiológico de los 

e>:plantes, condiciones de incubación antes y después de 

ser congelados, tipo de crioprotector, concentración, 

método de congelacio~ y descongelación, entre otras. 

(Henshaw, 1980, 19851. 

l<artha (1985a) señala que si los meristemos pueden 

permanecer a temperaturas de NL durante el almacenaje 

inicial por unos cuantos minutos, el almacenaje 

prol~ngado no debe ser una causa para la p~rdida de la 

viabilidad. 

Esto requiere la realizacion de numerosos trabajos, 

donde las muestras permanezcan almacenadas tiempos m~s 

prolongados. 
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V.6.- DESCONGELAMIENTO 

La descongeiación del material congelado, se 

efectuó por inmersidn de las muestras en un baRo de agua 

a una temperatura de 37 a 40°C. 

Diversos autores han señalado este metodo como el 

más eficiente <Meryman, 1962, Bajaj, 1977, t<artha, 1982, 

t<art ha, l 985b > • 

Las muestras que fueron sometidas al 

desconge 1 amiento tuvieron difer·entes temper·aturas 

finales, como se puede observar en la Tabla XI; esto 

pLlede deberse también a qLle la dinámica de ganancia y 

pét-dida de calot· es diferente, ·segLÍn el número de 

ampolletas. 

Como se puede observar en la Tabla XII, es muy 

probable que las diferencias en la temperatura final 

alcanzada y la tasa de descongelamiento, influyan e~ el 

porcentaje de sobreviver.cia. 

V.7.- SOBREVIVENCIA 

Se considerd como criterio de sobrevivencia, cuando 

los explantes reanundaban su crecimiento normal, 

comparado contra un testigo. Esto no se aprecia de 
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inmediato, sino que se manifiesta después de tres 

o cuatro semanas de sembrarlas; esto es debido a que las 

c~lulas sufren un estado de "criochoque", y parecen 

estar muertas. CBajaj, 1985). Los explantes de aJo, 

mostaron dicho fen¿meno; al sembrarlos present~ron un 

colot· semicremoso. Primeramente la punta del ápice se 

torno verde p•lido y conforme transcurr{an los d{as, el 

resto del explante se volvici verde sin enlongarse. 

Seguido las hojas iniciales, se separan a manera de 

concha y dan paso a la hoja interior, la cual crece de 

manera normal; las primeras hojas se secan y mueren. 

Como se observa en la Tabla XII, en las cuatro 

pt·uebas hubo sobrevivencia, las más al tas se pn:sentaron 

e~ las pruebas II y III. Esto se pudo lograr gracias a 

todas ven~ajas que ofrece el Di'-180, como son: 

1.- El bai::i punto de congelacidn a concentt·ac1ones 

altas, que protegen a la;;, células ·::entra ;::,: uaño pc.,r 

congelamiento lento. 

2.- La facilidad - de penetracion a la 1embran~ 

celular, para evitar el choque osm6tico. 

3.- La capacidad de captar moles de agua a 

concentraciones altas 

4.- Y al sistema de enfriamiento porpuesto en la 

pt·esente investigación, que nos facilitó la obtencio'n de 
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CONU 1 C lUNES 
E XPEI\ 1 MElff ALE.S 

T eHterna de 
los vapores de 
NL <en el lt'Írmo) 

T éllcanzaiJa 
(1111 l i-1 capsula) 

tliste>ncia del 
termope>r él 18 
boc:a del tEirmo 

1\ltura del NL 
dr.l tormo 

TiEimpo de 
aln1ac:enaJe en 
NL 

Trat<1111ie11tu 
DMGO 307. 

Ttempo de lec: tura 

8ob1·e11i11enr: i a 

EXFERIMENTO 
1 

-t5°c 

... 27ºc 

8 c:ms 

11. 21 c:ms 

15 mín 

15 min 

4 semanas 

1/5 ( 2(1%) 

EXPERIMENTO 
11 

-13.2"C 

-32cC 

8 c:ms 

11'1. 8 r:ms 

15 m1n 

15,. 30, ·1~. 

60 min 

4 semanas 

15 min 1/5 
30 min 2/tj 
45 min () 

61) min 4(5 

(20%) 
(40%) 
-o-

(8(1%) 

EXPERIMENTO 
l I 1 

-14ºC 

-25(JC 

8 ClhS 

10.B cm!:i. 

60 min 

15. 30, 45 
60 min 

4 serna nas 

15 min 1/5 
30 min 1/5 
45 min () 

60 min 3/5 

C20i0 
(20%) 
-(1-

(60%) 

EXPEr:IMENTD 
IV 

-13.2°C 

-21. 9 ·e 

8.2 c:m'i 

11. 1 r:mc 

60 min 

30 y 60 rnin 

2 semanas 

60 min 3/)0 (307.) 

'11\FILA XII.·· SOBf.'EVIVENCIA llL ,:,1-1cc •. ill. 1.\)_Jll•!~ ,,;yl .1.t.!.!fil r.L.i'!l~LENAfJf)~ EN NIH'OGrno 
L.IQUIDO CON DIF (l.[,• orr:s r i' rlrClS ) r.·rn1r01 r: ¡ fJML~'i Exr·Er.· 1r1EN TAL F.f,. 



tasas len~as de enfriamiento. 

Para obtener tasas de enfriamiento mis.controladas, 

se requiere realizar mayor n~mero de pruebas, tanto como 

para las soluciones crioprotectoras, solas o mezcladas 

as{ como con los explantes que se deseen congelar. 

As{ misma, el perfeccionamiento del sistema de 

enfriamiento propuesto, el cual podría ser acoplado a 

una computadora, para lograr el registro continuo del 

material enfriado. 

Consideramos que para que sea m~s redituable el 

proceso de criopreservaci~n, es necesario sembrar los 

explantes en medios de cultivos, con las condiciones 

hormonales adecuadas y lograr la brotacidn multiple de 

la especie in v1tro. 

En el caso de esta investigación~. para fines 

prácticos, se Llti lizÓ ápices con placa basal, por las 

siguientes motivos: 

l.- Para el tipo de plantas, que presentan un tallo 

reducido es recomendable trabajar ~pices con placa 

basal, ya que su respuesta es m~s favorable. <Miranda, 

comunicación personal). 

2.- El objetivo de la investigación consistió en 

establecer un m~tado adecuado para ct·iopreservar 

~1aterial vegetal. El lograr su brotaci6n multiple 
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,·equ1ere de otro trabaja de investigacidn. 

3.- Los ápices responden mas rápidamente que los 

meristemos, <Hartmann, 1981> y el interés del trabajo 

rádica en obtener resultados inmediatos al ser 

congeladas las muestras. 

Como es posible comprender, el tt·abajo de 

investigaci6n de cualquier lndole es de cat·ácter 

multidisciplinario. En el caso de la presente 

investigac16n se requieren trabajos posteriores que 

complementen y lo enriquezcan. Estos trabajas podrían 

ser en diversas dreas como: la citogen~tica, anatomla, 

bioquímica, agronamía entre otros. 
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CONCLUSIONES 

Con el sistem·a de enfriamient!:! 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, y 

predecir su tasa de enfriamiento. 

Podemos concluir en este aspecto, que 

concentraciones altas de DMSO nos brindan puntos de 

congelacio'n bajos y pet·iódos de formación de hielo 

cortos, se reduce la cantidad de agua congelable, que 

for·ma cristales de hielo caL1santes del daño físico. 

Al congelar las mL1estras, es conveniente utilizar 

dos termos; Lino de ellos servir~ para enfriar . las 

mllestras a las tasas y temperaturas deseadas y el otro 

para almacenarlas, en caso contrario, ser~ necesario 

realizar un perfil de temperaturas cada vez qlle se 

requiera, ya qlle si se almacenaron las muestras en el 

mismo termo, esto ocasiona el consumo del NL, y por 

consiguiente el desplazamiento del perfil. 

1988.) 

<Valenzuela, 

Es necesario tambi~n, detenn i nar· con p rec is i ~n la 

dinámica de enfriamiento de las solL1ciones 

.~rioprotectoras, con que se desee trabajar y considerar 
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el numero de ampolletas que se coloquen en la varilla, 

ya que esto influye fuertemente en las tasas de 

enfriamiento y la temperatura final alcanzada. 

(Valenzuela, 1988) 

Par otro lado la t~cnica, para la aplicac1dn y la 

eliminaci6n del DMSO es adecuada para estos explantes y 

especie, ya que no se presentaron altos índices de 

contaminacidn por manipulacidn en esta etapa del 

e>:per imento. 

Los m~todos de congelacidn lenta y descangelaci~n 

rdpida, para ápices con placa basal de aja, as! como las 

altas concentraciones de DMSO con tiempos prolongados de 

.. , 
e>:pos1c1on, san favorables para obtener respuestas 

¡:;os1tivas de sobt·evi venc ia: sL1puesto ' sera 

convenie~te realizar: ma·~r n~mero de pruebas para 

incrementar la sobrevivencia, pruebas con diferentes 

crioprotectores y la prolongación Je los tiempos de 

almacenamiento para determinar si no existe decremento 

en la sobrevivencia. 

Los explantes de a.sativum, con altas :oncentracio_ 

nes de DMSO (30% v /v l . y tiempos de e>:pos ic icfn 

prolongados (60 minl sufren deformaciones, por ser este 

en estas condiciones altamente tdxico. 

Por otro lado esta misma concentraci6n y tiempo de 
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. . f expos1c1on resulta favorable al momento de ser 

congelados los explantes. Esto puede ser provocado por 

las propiedades coligativas del DMSD, la capacidad de 

captar moles de agua y la velocidad de penetración a 

trav~s de la membrana. Esta velocidad puede ser 

favorecida al ser aplicado a temperatura ambiente, al 

facilitar su entrada capta las suficientes moles de agua 

y detiene o d~crece su penetración al enfriarse la 

muestra, de este modo entra suficiente crioprotector 

para evitar el da"o por congelamiento lento y no es 

tdxico a altas concentraciones. 
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