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RESUMEN

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

Esta técnica, aunada a las de crioconservacién
constituyen una posible via para establecer bancos de
germoplasma in vitro. En el presente trabajo se utilizaron
los métodos de: enfriamiento a tasas lentas, enfriamiento
r4pido y la inmersidén directa en Nitrégeno Liquido, seguidas
del almacenamiento en Nitrégeno Liquido durante 15 & 30 min,
la descongelacién rapida y recuperacién in vitro de: Allium
sativum, Daucus carota, Lycopersicon esculentum y Dianthus
caryophyllus. La viabilidad del material congelado se estimé
por: a) su aspecto macroscdpico, b) la reduccién de la sal
deshidrogenasa cloruro 2,3,5 trifenil tetrazolio, ¢) 1la
magnitud del dafio celular, d) la capacidad de cracer ante
diferentes tratamientos de requladores del crecimiento y
técnicas de cultivo para favorecer su recuperacidn
postcongelacién. Los resultados mostraron de manera general
que: 1) el sistema propuesto requiere de mejoras de tipo
técnico para lograr obtener un control en las tasas de
enfriamiento lentas, 2) es posible determinar la actividad
respiratoria postcongelacién en Allium sativus y Daucus
carota, 3) la membrana y estructuras celulares de AaAllium
sativum y Daucus carota son dafiadas considerablemente debido
"'a su ruptura y una severa plasmSlisis a lo largo del proceso
de crioconservacién, por lo gue su recuperacién total no es
posible, 4) no se obtuvo la recuperacifén postcongelacién en
medios adicionados «con reguladores del crecimiento en
Lycopersicon esculentusn y Dianthus caryophyllus.



INTRODUCCION

"Entre las cerca de 250,000 especies de plantas que

existen‘ en la naturaleza (NAS, 1975) aquellas ‘que se
reproducen vegetativamente, o no producen semillas,v no . se
pueden almacenar por las vias tradicionales comé sé procede
con las especies que forman semillas Qrtodoxés. De estas

especies lo gue se conservan son las estructuras vegetativas:

bulbos, tubérculos y raices. Las gue después de cierto tiempo.‘;

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

ocurra, estas estructuras deben plantarse nuevamente para"

repetir el ciclo vital de la planta y gene;ar un v‘,nuevo

propigulo gue sera almacenado.

Existe otro gran grupo de plantas" que producen semillas

llamadas recalcitrantes, que se caracterizan por perder su

viabilidad al reducir su contenido de humedad .(Roberts, 1984)
y “Que también presentan problemas para ser aimacenadas; La
co;'xservacién de su germoplasma se realiza en cultivos en el
campo, 10 . que implica un alto costo de manutencién, de.
labores de campo y el riesgo de su pérdida al estar éxpuesto$
a diversos factores adversos como son los cambios clin;éticovs
de ‘la‘ regién, el atague por patégenos asi como ' 1a"
manipulacién por el hombre. ‘ 1 B '

Ante 1a imposibilidad de conservar colecciones en campo“_
de todas las variedades vegetales de interés comercial que ha
generado. el hombre y de aquellas especies que se encuentran

amenazadas de extincién, el establecimiento de bancos de




germoplasmé in vitro, es una medida alternativa para afrontar
parte del problema.

Las técnicas in vitro pueden proveer un alto potencial
de tasas de mult;l.plicacién vegetativa a - partir de tejidos
aislados y cultivados asépticamente o bien poder almacenar
germoplasma valioso en un espacio reducido.

Los bancos de germoplasma in vitro han sido denominados
por el cConsejo Internacional para los Recursos Genéticos
Vegetales (IBPGR) en 1986, como colecciones activas pafa
almacenamiento a corto plazo Yy colecciones base para
almacenamientc a largo plazo.

La conservacién a corto plazo comprende comnmente el
empleo de sustancias que retardan el crecimiento de los
explantes y pueden permanecer bajo estas condiciones durante
tiempos relativamente cortos; ent.re otros factores 1las -
modificaciones de 1luz y temperatura pueden favorecer este
tipo de conservacién.

En el almacenamiento a largo plazo, se utilizan las
técnicas de crioconservacién que consisten en el empleo de:_.'
a) sustancias denominadas agentes crioprptectores que
minimizan el dafio por congelacién y b) 1la aplicacién de
temperaturas _muy bajas, que se alcanzan por medio \de
Nitrégeno Liquido (NL) -196°C, para conservar las muestras
por tiempo prolongado.

Dentro de las principales deficiencias en el
conocimiento del proceso de crioconservacién se encuentran

los complejos cambios estructurales y fisiolégicos que



ocurren como resultado de la congelacién y descongelacién
(Wilkins y Dodds, 1983). Para conocer la situacién que
guardan los tejidos que fueron congelados se requieren llevar
a cabo varias pruebas para confirmar su viabilidad. Este
aspecto es importante debido a que el éxito o fracaso. de la
técnica de crioconservacién estd fuertemente ligado a ios
aspectos té&cnicos del equipo, crioprotectoreé, tasas de-
enfriamiento, etc., asf{ como a las caracteristicas delv
material biolégico: especie, estado fisiolSgico de la planta
madre, contenido de agua celular, 'tipo de tejido, etc. - :

Para evaluar la viabilidad de las células después de su.".'

congelacién-almacenamiento Yy descongelacién _se _‘ Than

desarrollade varios mé&todos (Calkins y Swanson, 1990)

Ent:re ellos se contempla el an&lisis de los aspectos‘.f

de

la microscopia 6ptica y electrénica,

considera la condicién fisiolSgica al

tetrazolio (CTT), o al promover la recuperacién

congelado en medios adicionados con reguladores

crecimiento. La conjuncién de todos estos elementcs pemiten :

realizar la evaluacién de los aspectos técnicos y capacidades'
‘biolégicas de cada especie y realizar con éxito ‘108’ procesos

de crioconserxvacién.



ANTECEDENTES

CONSERVACION DE LOS RECURB0S GENETICOS.

Desde é&pocas antiguas la diversidad vegetal ha sido
preservada en sus hé&bitats naturales o en 1los campos
cultivados. La riqueza genética de 1los cultivares se ha
mantenido por los agricultores en tiempos més recientes, los
cuales han guardado semillas o clones para la préxiirla
siembra, las semillas son protegidas de insectos y mamiferos
Y los tubérculos son almacenados unos cuantos meses a bajas
temperaturas, como las papas (Solanum tuberosum) en los Andes
Peruanos (Plucknett y Smith, 1987).

Asimismo, la practica de reunir y cultivar plantas de
lugares 1lejanos o apartados, inicialmepte con un sentido
ornamental es una actividad antigua y conforma en parte lo
que actualmente se denon(inan como Jardines‘ Bot&nicos mismos
que ahora también tienen sus funciones en investigacién,
educacién y extensién; en la Edad Media los jardines europeos
eran frecuentemente concebidos’ como una simulacién del Jardin
del Edén. En el siglo nuevé los jardines en los monasterios
eran comunes en Europa Y en paises del mundo Islémico se
construian alx_':ededor de mezquitas y palacios; eran lugares de
relajacién y contemplacién de las cualidades de Al&.

Posteriormente los jardines se transformaron en centros
de estudio, de los cuales se han derivado varias farmacopeas‘
por lo que la medicina propicié un impetu al estudio de las

plantas  (Plucknett y smith, 1987).



Se conSJ.dera que ‘la necesidad de: conservar los recursos

'genéticos vegetales v animales fue generada y puesta“ en.

Smith, :

obstante ’

_1987) H no
biodiversida& es practicaaa 'actualmente
relativamente nuevo, queb si bien' no 1

ne_cesidad.

Los estudios y expediciones que realizé Vavilov desde -
1924 a 1940 revelaron 1a : abundancia Ly ia desconocida ' -
variacién genética (Plucknett y Smith, 198'7; Dodds, 1991), :
asimismo .- mostraron que’ los re;:ui.'sos :‘ _généticoé,
partii:ullarmente cultivax;es primitivos y._:aspeci.es"vafi‘nes a las
él@ltjrv;d'as;,v se concentran en &reas definidas. Segtin Vavilo:v
. estas éx‘-éas son “centros de origen" o "areas Qe diversidad

'gehética" Dichas &reas est&n situadas generalmente - n

: regiones de agricultura primitiva y conservado a, t das : llas T

se ‘localizan en paises subdesarrollados nstituciones

extranjeras las gue se preocupan de’ gu preééfﬁééié' y.uso




”;65. recursos genéticos vegetales. En~ &l 'se

conservar’

que requieren preservarse (Dodds, 1991)

/ 1) Los c' tivares de uso nés frecuente.

2) Cultivares de uso poco frecuente pero :que’ 80, 'impp:tgnﬁés‘

por su.reserva genética.

3) Grupos genéticamente especiales por ‘su' résiéﬁendiai;a»ﬁ
distintos factores ambientales. S

4) variedades primitivas.

. - EED R
5) Especies silvestres relacionadas con las cultivadas

otra propuesta fue que las colecciones de

genéticos, contuvieran genotipos representativos de distintas S
regiones del mundo. ;
Se discutierén los mé&todos especificoé aplicados a las
diferentes especies cultivadas y fue propuesto el uso de
bancos de semillas como un recurso para la conservacién de
ciertos cultivos. En 1972 se sefialé como problema'mundihl la
desaparicién de la fuente genética y la necesidad de salvarla
Y preservarla en beneficio de futuras generaciones. Para
ello, se logrS el financiamiento para la exploracibn,>

conservacién, documentacién y entrenamiento, cre&ndose el

.os esfuerzos del IBP y de la Organizacién de»”[,f‘




Consejo  Internacional para la Conservacién de ,los'_‘lie'cufs'qs‘-
Genéticos (IBPGR), como administrador de dichos foﬁdo"s.‘_"En',

19"74 . se .discutieron aspectos de explotacién, evaluacic’m,'_

conservacién; almacenaje, documentacién/ informaclén

aspectos técnicos de los centros de recursos

de semillas era relatlvamente vsimple tecnolégicamente de"

ctua menfe el concepto de un nco de germoplasma ‘ha

cambia o dramaticamente. §i fuera posible medir en una hora .

un ciclo agricola se observaria: que. el »gemoplasma ha‘ sido '

: conservado en. los Jardines Botani ‘e invernaderos tan solo
en los @ltimos minutos, y los bancos de genes no ‘han sido
considerados sino hasta “los Gltimos segundos (Plucknett .y

smith, 1987).

Para afrontar la actual e inminente pérdida del material, -
vegeta;. en el campo, aunado a lo costoso que_ es realizax.;“
- viajes para colectarlo y dado que en muchas ccasioneé é_sto‘s‘
no resultan exitosos, es necesario’ estimular el ‘desarrolle éé
modérhos bancos genéticos para mantener un const'ante 'S
confiable suministro de germoplasma. .

Los métodos para conservar el germoplasma varian eﬁ
funcién de la especie y otros factores, Hasta el momento, la.’
conservaci6én mediante el almacenamiento de semillas ha

resultado ser el procedimiento mis econémico y el que mejor
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»ga‘ra'ntiz'aﬂ”lfar“ ;resei;va;:iéfrl. : ae 1; i_déntidaﬁ genética del
miat‘:ériébi"(liar'a;;nv, i988). .

E _Por otrd"lédo, ei germoplasma selecté cultivado en campo
n‘ece"éita‘ de amplios espacios, altos costos y constantes
‘‘cuidados. 'Se ha estimado que para tener una coleccién de
especies silvestres, ecotipos y cultivares de pistache se
requieren de 21 hectdreas (Wilkins y Dodds, 1983). Otro
ejemplo claro es el que ocurre en la subestacién de los Andes
_ Peruanos en Huancayo, donde se destinan 4 hectireas para
sembrar 12,000 clones de papa cada afio (Wilkins y Dodds,
1983).

Las limitaciones de 1la tecnologfa convencional han
‘propiciado que en los fGltimos afios la aplicacién de 1las
técnicas in vitro tomen importancia para almacenar el
'g’efinop'la'sm‘a de las-..gspecies recalcitrantes‘ (Bajaj, 1979;
_'withers, 1980; Wilkins y Dodds, 1983; Henshaw et al., 1985;
Kartha, 1985a; Rublio, 1985; Grout, 1991) que han resultado .
bénéﬁicas i:articul‘armente para aquellas especies que se
reprodixcgn vegetativamente.

Los sistemas in vitro pueden aprovechar el alto
potencial de tasas de multiplicacién vegetativa de tejidos
aislados cult'ivados asépticamente para asi obtener, entre
muchos otros beneficios, plantas libres de \(ims, "0 bien
poder almacenar germoplasma valioso en un espacio reducido.

Un ejemplo fue el trabajo de Galzy en 1969 (citado
por Wilkins y Dodds, 1983) que almacend plaxlmtas de uva -(vitis.

rupestris) a 9°C por periodos de un afio, trabajé con un total‘
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de 800 cultivares, con seis repeticiones por cultivar, ‘que

ocuparon un &rea de 2 m2 lo que in vivo requeriria de una

hectirea.’ Asimismo clones de yuca, camote, p

almacenados como pldntulas en tubos de ensayo por mas de dos
afios (Kartha, 1981). ’ " !

Si bien las técnicas in vitro soﬁ Gtiles para obtener
altas tasas de multiplicacién, es‘to_ puede no ser una
caracteristica deseable para preservar germoplasma ya que a
mayor velocidad de micropropagacién, corresponderd tener que
realizar subcultivos periédicos mds frecuentes del material
almacenado. Asimismo una preocupacién que surge con el uso
del cultivo de tejidos en la preservacién de germoplasma es
la ocurrencia de variacién somaclonal en callo y cé&lulas en
suspensién, y aﬁn_ se ha registrado en tejidos organ‘_'l.i_ados
como meristemos (Walbot y Cullis, 1985 citados por Kartha,
1985a).

El cultive de meristemos ha ocupado una posicién ftnica
én té&rminos pré&cticos, no sé6lo en la propagacidn clonal, sino
en la produccién de plantas libres de virus. Dentro de los
procesos de . crioconservacién los meristemos de una cantidad
considerable de especies han sido sometidos a miltiples
variables como el tipo y concentracién del agente
crioprotector asi como a diversas tasas de enfriamiento con.
resultados favorables (Seibert, - 1976; Bajaj, 19?7; Benson, .
1979; Grout et al., 1978; Haskins'y Kartha, 1980; Kartha,

1981, 1985b).
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Grout (1991), menciona que hay algunos riesgos
.inhergntes al almacenamiento en NI que estidn ampliamente
asociados con los efectos de formacién de radicales libres.

Esto puede provocar dafio en macromoléculas como el
DNA y comprometer la estabilidad genética, aungque estudios
prospectivos basados en cultivos animales almacenados en frio

sugieren que los riesgos pueden ser insignificantes a futuro.



PRINCIPIOS DE UN BANCO DE GERMOPLASMA IN VITRO.

Una de las alternativas propuestas para afxy'oﬁta“;»f_'la;
problemitica del almacenamiento de germoplasma_ valioso:es }ia_
creacién de bancos de germoplasma in vitro por medio de dos .
vias (Kartha, 1981): ‘ . o

- a corto-mediano plazo

- a largo plazo

Estas 'vias fueron denominadas : : Consejo

Internacional para los Recur:sos Genéticos Vegetale (IBPGR)

en 1986 como colecciones activas (Banco activo) Y. olecciones )

base (Banco Base), respectivamente.‘

Banco activo:

consiste en el almacenamiento a corto-mediano plazo d"e“

la muestra vegetal al menos durante un afio sin pééli’ihf-

subcultivos, el material debe fluir a través de un pfbéésd o iy

ciclico, donde se multiplique y se controle su estébilida_d‘.'

genética. La coleccién es mantenida por :éuéé'giQé's
subcultivos, lo cual renueva el material consérva}clo‘ y'pv‘;:'b‘vée‘
muestras para su monitoreo y distribucién, 1los i-iyesgbs‘ ae
variacién somaclonal pueden ser miﬁimizados por -la 'cuidédcs'éb
seleccién del explante inicial y sistemas de multipligacién.
El almacenamiento a corto plazo comprende comGnmente el
empleo de sustancias que retardan el crecimiento,‘ por lo cual
el mater_ial vegetal puede permanecer bajo eétas condiciories

durante tiempos relativamente cortes, la aplicacién ée



variacionés de;i luz "y vtemper'aﬁﬁra" puédét} 'séx.": £ v"o ’b}l.éys“'pia‘:a_’,‘

este tipd ; _de'_"consez‘jvacién. y la comﬁihaéiéh:de ellas pliézd'e,'

. mejorar’ los:resultados.

Saﬂ;p :bvase‘.‘:: i ]

: VD;htr;'o de la via a largo-plazo sé enéuéntran la
‘va'vesef:‘vav.cié}n a muy bajas temperaﬁuras, -196°C o c‘ercanas a
‘‘&ésta, es cominmente 1llamada crioconservacién. Esta consiste
en la wutilizacién de NL (-196°C) y de sustancias que
minimizen el dafioc por congelacién (crioprotectores) para
_almacenar muestras por lapsos prolongados sin realizar
subcultivos periddicos, las muestras permanecen en una
condicién est&tica con escasa actividad biolégica.

Grout (1990) sefiala que esto "es debido a que la energi.a'
molecular es muy. baja para completar las convencionales
reacciones quimicas en el material biolégico"; por lo tanto
no‘ pueden ocurrir cambios genéticos durante el
almacenamiento. Un banco base serd capaz de renovar las
- existencias de un banco activo, asi como las propias.

El é&xito de ia crioconservacién hace posible 1llegar a
mantener la estabilidad genética del germoplasma preservado
por ejemplo, de cualquier tipo de material agronémicamente
valioso o \:ej'idos de especies con semillas recalcitrantes &
que bisicamente se propaguen vegetativamente.

La creacién de un banco base ofrece las siguientes

ventajas y usos (Henshaw, 1975; Bajaj, 1979; Rublu'p, 1985):



1) Brinda la posibilidad -de mant:ener tejidos somaticos por"

argos periodos sin problemas de ; contaminacién,, camblos

ambientales o genéticos.
2) Se podrian generar

variaciones genéticas,

reducido.

5) A bajas temperaturas, .las''células . esté&n.‘en:un estado’

metabslico bajo, por lo que eltﬁh}:r : tit'.jd'__dé"los
cultivos se conserva. L ;

_6) El germoplasma congelado Y 1ibre ‘de ‘patdgenos podria

intercambiarse a nivel 1nternaciona1. e
' 7) Puede proveer a los bancos activos de ‘ma’teri'a‘ir;lo‘féée;:vas

cuando sea necesario. . S

CRIOCONSERVACION: ASPECTOS BASICOS.

Almacenar a temperaturas muy bajas implica transferir
‘células (individuales, en agregados, tejidos u 6érganos) de
una condicién de crecimiento a temperatura ambiente u Sptima
controlada, pasando por 1los puntos de congelacién de lc;s
ambientes intracelulares y extracelulares hasta llegar a una .

temperatura lo suficientemente baja, generalmente a



temperatura de ebullicién del NL ‘(= 196¢°C), para suspender su
metaholismo, (withers, 1980) .

‘Los primeros estudios de la recuperacién del tejido
‘vegetal'después de su exposicién a temperaturas muy bajas
(NL) fue realizado por Sun (1958 citado por Withers, 1980).

Estudios subsecuentes exploraron los mecanismos del dafio
povr congelacién y determinaron las relaciones entre las tasas
de congelacién y descongelacién. Sin embargo no fue sino
‘hasta 1973 cuando Nag y Street realizaron una verdadera
crioconservacibﬁ en nitrégeno liquido para lo cual emplearon
células de bDaucus carota.

Es comGn ._que a consecuencia de la congelacién en forma
= ihm_ediata oéurran dafios celulares generalmente irreversibles,
los cuales. tienen  una Baée fisi;coquimica, que se pueden

‘éngl'obar en dos mecanismos (Altamirano, 1985):

Fisicos.
Involucran la, formaciﬁn de cx-istales de hielo, “su-

nucleacibn y su subsecuente crecimiento. La molécula de agua"

‘Fisicoquimicos

.- La’ desnaturalizacién de una gran cant:idad de compuestos

celulares ’a ‘consecuencia‘del §umento en la concentracién de
electrré‘lz!.tos' modifican ‘la 'estructura secundaria y terciaria

de las proteinas lo que ocasiona un choque osmético.



"

2.~ Suspensién de reacciones catalizadas por enzimas iq\ié son

" inactivadas a bajas temperaturas.

3.~ Deshidratacién extrema; ésta provoca la ﬁre}v‘ipi‘tgcidn de
proteinas en solucién. : EE &

4.- Cambios en el pH

Los cambios que ocurren dent}:q dev"‘lﬂa: ‘célula al ser

enfriada dependen en cierta’medida’de’‘la velécidad a- la cual

se. enfrfia la muestra. cm'cia‘ te’ L:é.sppnde de forma

diferente y no se hue_de":‘lés p;ﬁocedimiento general

de _crioconéervacién,7 cadq‘ aso ", debe- ‘pasar - por un ensayo

_experim'enta'vl} LT




CONGELACION

La congelacién produce dafios fisicos en las células
debido a la formacién de cristales de hielo. La formacidén de
hielo consiste en el paso del agua de un arregle azareoso a un
estado s6lido ordenado. Es importante sefialar que muchos
liquidos, incluyendo el agua, no se congelan en un puntoc de
fusién de la fase s6lida; cada liquido puede ser
sobrecongelado a distintos grados debajo del punto de fusién
‘de la fase s6lida y podrdn congelarse por 1la formacién

‘espontanea o la adicién de sustancias que actGan como

catalizadores'dé la ﬁransicién de la fase liguido-sélida. La e

catélisis de 1a transicién de la fase agua-hielo se ref:.ere

la nucleaci&n el hJ.elo (Finkle et al., 1985; Sakai, 1993)

congelacién involucra dos

del cristal. o

La’ cristalizacién de ‘una fase liguida ‘a una sblida
requiere la generaclbn de nficleos en los cuales las moléculas
ipuedan condensa'rse. Un nficleo efectivo consiste en un grupo
. de moléculas que pueden ser recohoc‘idas por otras. Cada grupo
de moléculas se forma. esponténeamente de manera azarosa y la
probabilidad ¢.ie que los grupos puedan servir como un nficleo
efectivo -para la cristalizacién depende de su tamafio, vida
média ya su. vez de la temperatura.

‘Se- conocen dos tipos de nucleacién: a) La nucleacién
homogénea, que’, consiste en la formacidn de manera esponté&nea

de nﬁcleos ‘en ‘el liquido sin la intervencién de cuerpos
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extraﬁos

‘(Franks, 1985)." cuando. las tasas de‘

el crecimiento de los cristales proqresa a: partir de

centros de nucleacién iniciales, por lo que su tamaﬁo final_l'

es grande. Cuando las tasas de enfriamiento se J.ncrementan,f

ocurre un mayor nGmero de eventos de’ nucleacién por 1 que

los cristales formados son més pequefios (Meryman ' williams,:

1985). Es por ello ‘que es muy importante la .t

enfriamiento que se utilice, ademﬁs de la condic:.ﬁn biolégica
de los te]idos. v‘

Grout (1991),‘ ‘sefiala que una adecuada congelacién“es"
: critica para ‘1a: exitosa recuperacién del material que ha sido

. sometido al proceso de crioconservaciéon y que por ello se'

‘ rqulere de ‘un complejo equipo para cualquier operacién a
'mediéria o gran  escala donde los protocblos ‘hayan ‘sido '
désarrollados, asegurando asi ~ la . repeticién de - los
tratamientos y resultados. o

El tamafio y cantidad de cristales deA agua gque se forman
al congelar dependen principalmente de la velocidad con qué'
se extrae calor, por lo que se han establecido los sigu:'i.éntéévu

métodos: )
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1.~ Congelacién ré&pida.

‘ Consiste en la inmersién directa (XD) de las muestras en
NL, este método provoca la formacién de un gran nfinero de
cristales de hielo distribuidos en los tejidos de manera
uniforme. La tasa de enfriamiento es muy elevada, de
-50°c-min-l hasta mayores de ~1100°C min-*. Este mé&todo es
recomendable para semillas, polen y meristemos de ciertas
especies, por ejemplo se ha utilizado con é&xito en Dianthus
caryophyllus (Seibert, 1976), Solanum tuberosum (Bajaj,

1977), Lycopersicon esculentum (Grout et al., 1978).

2.- Congelacidn lenta.

consiste en descender gradualmente la temperatura de la
muestra de tal modo que la célula se enfriard relativamente
despacio y en primera instancia se formarid hielo fuera de
ésta, la cafda de la presién de vapor del agua traer& como
consecuencia la eliminacién del agua del protoplasma y un
aumento en 1la ‘concentracién de solutos intracelulares. El
punto de congelacién intracelular se abate y en consecuencia
la célula puede permanecer a una temperatura m&s baja a su
punto de congelacién sin que se forme hielo en el citoplasma.

Este proceso continia hasta que se llega a un punto en
el cual toda el agua intracelular congelable ha sido
eliminada o ya no puede permanecer sin congelarse, entonces
el contenido de agua se solidifica. Con este método se forman
pocos cristales de hielo grandes (Franks, 1985; Kartha,

1985a; Meryman y Williams, 1985).
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Cabe sefialar que durante la congelacién por el mét:odo

la concentracién intracelular

Meryman y williams,‘

recomendables son.. entr

han reportado'tasas del"or'c_len ‘de =0.1a A—ldsc‘;m‘in-

Los recipientes donde se llevan a cabo los métodos . de
congelacién se conocen como Dewars o termos criogénicos; los
hay de vidrio y de acero inoxidable. Estos - recipientes

utilizan el alto vacio como aislante y ademds estan forrados

con multicapas, pueden almacenar NL por largos. periocdos Segﬁn~ N

su tamafio, volumen de almacenamiento y tamafio de su entrada ‘

(boca) (Heiras, 1988 comunicacién personal).

Un determinado volumen de NL genera  a partir de la'-;’;'

superficie de é&ste un gradiente de temperatura hacia la boca

del termo; para-conocer este gradiente y calihrar el termo se

.requiere de sensores de temperatura con propiedades‘

termoeléctricas (Jagodzinski, 1966).
Estos sensores son conocidos como termopares, Yy estén

constituidos por dos alambres ' de  materiales distintos

(Platino-Rodio, Cromo-~Alumel, Cobre-Constantan) (Weast, 1984)-

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

temperatura entre los extremos unidos provoca una diferencia

de voltaje entre las puntas libres, estos cambios de voltaje -.
son registradeos por un multimetro o termémetro digital. El &

tipo de termopar m&s comGn es el de Cobre-cons(:antgn 'qu es:
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ademds el m&s econémico, estable y con un amplio intervale de
sensibilidad, de 40 a -200°c> (Jagodzinski, 1966).

Para lograr obtener = velocidades de enfriamiento
especificas se utilizan congeladores programsbles
manufacturados por diferentes compafiias como: Player Products
Ltd. Windaill Road, Sunbury-on-Thames, England modelos Planer
R201 y R202/102R minicongelador (Wilkins y Dodds, 1983), los
cuales proporcionan  tasas de enfriamiento controladas y
requieren de un mvin'imo de cuidado cuando est&n operando.

También' se pﬁede lograr una velocidad de enfriamiento
constante, aunque no lineal, al suspender la muestra en los &
vapores del NL (Lééez, 1988). Este método ha sido ef_‘eqtiivi(c}‘:_

para meristemos, cultivos en suspensién y protoplaélfos -de

Daucus carota (Nag y Street, 1973; Withers, 1979)
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AGENTES CRIOPROTECTORES
Un agente crioprotector es una s'ustanéia due facilita el
arreglo de la estructura molecular de los cristales de hielo,

disminuye la tasa de formacién de éstos’ y min.uniza los dafios

que llevan a la destruccién celular dura,

e los procesos: de
congelacién. .

Uno de los primeros en, identificar estas sustancxas fue

Maximow (citado por Fink

efectos cri oprotector

(Meryman P 196

de la molécula .

Los crioprotectores penetrantes

molecular, pemiten gque exista agua no: congelada que.: actﬁa;j o

“"como agua estructural y como disolvente ,de ‘las -

téxicas que se encuentran intra "y~ extracelularmente,'
reduciendo la presién osmética causada por la congelacién
extracelular (Valenzuela, 1988). . : .

Los ‘crioprotectores no penetrantes. son compuestos de
alto peso molecular que no entri.m a la célula, la accién
crioprotectora se da extracelularmente, puedén proteger en
concentraciones molares bajas y generalmente requieren de ‘
tasas mas r&pidas de enfriamiento y descongelamiento para

conferir proteccidn (Valenzuela, 1988).
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Se ha sefialado que un agente crioprotactor debe
caracterizarse por evitar la formacién de cristales de hielo,
reducir la deshidratacién celular por chogque osmético, y no
ser téxico. McGann (1978) comentd que la solub.?.lidad de la
sustancia crioprotectora debe ser considerada t.:ambién como
una caracteristica.

Los crioprotectores mds empleados han sido el glicerol
(C3Hs5(OH)) y el dimetilsulféxido (DMSO) ((CH3)2 SO), que son
del tipo no penetrante y penetrante respectivamente. E1
primero es considerado un compuesto fuertemente
electronegativo por presentar grupos funcionales “OH, es poco
téxico a concentraciones altas y tiene una baja velocidad de
difusién a través de la membrana, esto puede ocasionar dafio
celular por una diferencia de gradiente osmético, es decir,
‘antes de que pueda penetrar el glicerol el--agua saldré
ripidamente de la célula (Mata, 1992).

* E1l DMSO es un disolvente dipolar gque fue sintetizado por
primera vez por Alexander Saylzeff en 1866. Es un compuesto
muy higroscépico y completamente miscible en agua'; se prepara
por oxidacién en el aire del dimetilsulfuro en presencia de
Sxidos nifrogenados; comercialmente es extraido del petréleo
Yy es un subproducto de la pulpa de la manufactura del papel e
industrias relacionadas.

El1 DMSO estd particularmente inclinado a participar como
aceptor de &tomos en uniones con el hidrégeno y compite con
el agua por sitios de unién (Fernindez, 1976). Generalmente

se han utilizado los agentes crioprotectbres sin combinarse



icon otros, pero se ha’ observado que al utllizar mezclas de

',éstos la sohrevivencia de lcs explantes se: ha incrementado
"(chen y Kart 1987, ‘Finkle -y Ulrich, F

,1985 Kartha;"19

pr ncipales companente

‘ cafia’ de azﬁcar (Chen et ’ al.,»1979,‘

2)"31‘ efecto crioprotector se puede

ser aditivo.

VITRIFICACION

Actualmente los trabajos de crioconservacién se han

enfocado a aquellos procedimientos que puedan eliminar la
necesidad de controlar las tasas de enfria iento y transferir

las células directamente a NL. La condicién que alcanzan las
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células Yy el procedimiento mismo son denominados
vitrificacién, y ha sido propuesta como un método para 1la-
crioconservacién de material biolégiéo debido a gque 'los
efectos’ de 1la congelacién extra e intracelular son
minimizados. La técnica se basa en el proceso fisico por el
cual una solucién altamente concentrada es sobrecongelada a
muy bajas temperaturas y finalmente se solidifica en vidrio.

sin’ cristalizarse, este proceso permite congelar células.'y

meristemos a’

196°c sin la fpni_lacién de cristales de hielo’

EL, éxito de lcs métodos de la crioconservacién : son_{
explicados por la parcial o completa vitrificacién de los -
liquidos intracelulares (Sakai, 1993). ‘ ) ‘

Las soluciones gque se  emplean contienen diversos
componentes, una de estas soluciones es la dénbmi:nada como
PVS2 .que estd compuesta de: Glicerol 30%, Etilén—Glicbl 15%,
DMSO 15% disuelto en MS ‘dicionado de 0.4 M de sacarosa (Sakai
y Kobayashi, 1990; Sakai et al., 1990 citados por Sakai,v
1993), ‘el método de vitrificacién usando el PVSz ha sido
aplicado con éxito en la crioconservacién de naranja, otros.
citricbs, asi comov meristemos aplicales de pera y manzana
(N‘iinofet‘: al.;. 1992). Asimismo (Niwata 1992, citado por Sakai
1993) ,' repbrﬁs -q&é ha logrado la crioconservacién de ajo por

esta técnica. 5
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RECUPERACION DEL MATERIAL CRIOCONSERVADO.

Entre los problemas a los cuales se’ enfrentan: las

técnicas de crioconservacién podemos sefialar:':
a) el dafio fisico y fisicoquimico q

congelacién del material.

Grout (1990, 1991),‘

crioconservado al regresa

especie y a las caracteristicas de las estrucLuras b4 tejidos
especificos congelados ‘cqmo ‘a1 protocolo empleado. El
restablecimiento de’ las. ‘actividades celulares puede ser
vfavorecida al modificar‘ las "ty:ondiciones fisicas y quimicas
" del medio de cultivo. Dicha recuperacién puede ser favorecida
por la presencia de reguladores del crecimiento en ‘el medio
" de sultivo emplesado, no obstante ello son pocos los trabajos
publicados que especifican el medio usado , para 1a
recuperacién de los tejidos.v Entre’ ellos estin el de Baja&
(1977) que después de congelaf'eiﬁlangés de papa, los cultive
‘en medio Murashige y Skoog ('ﬁs),-‘,;(»lQ's‘in)v'adici,onado.conécido

indolacético (AIA) y Kinetina 3 (k) ) :’utilizé dos métodolé-'.»

medio sélido inclinado -y en puentes le papel filtro, obtuvo

mejores resultados en este ﬁltimo donde el crecim:.ento t‘ue :

mas rapxdo debido posiblemente al

probables sustancias liberadas al medio que pudieran llegar a

dis ersién de
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ser -inhibitorias, esto llega a ocurrir despufs de la muerte
de algunas ;éluigs d_aﬁaéas por la congelacién, mientras que
en el medio. con agar sgv ;chmulan dichas sustancias alrededor
‘delf inéé\ilo.»

Gfoﬂt ‘(1978)‘, _‘bbSe;vb gque las pldntulas de jitomate
dbtenidas.d‘é exﬁléqtes céngelédos y posteriormente sembradas
en medio con’ acic‘lo'_'v‘vgiﬁerélico (GA3) tuvieron un mejor
desarrollo quebgn',ieiy yrésﬁ‘:é' vde las combinaciones ensayadas.

Benson (1797v9.’),"‘ylogr6 regenerar brotes de Solanum
tuberosum, después de congelarlos al incubarlos en medio MS
con Zeatina (2), GA3 y AIA.

Las auxinas de manera general incrementan el contenido
osmético de 'la célula y la permeabilidad al agua, reduciendo
la presién de la pared celular (Bidwell, 1979), estos eventos
se deben a 1la acidificacién de 1la pared celular por la
secrecién de iones hidrégeno, que incrementa la
extensibilidad o plasticidad de 1la pared (George Yy
Sherrington, 1984; Armas et al., 1988). Se ha visto que bajos
pH’s inducen plasticidad 'en 1la pared celular Yy en
consecuencia alargamiento (Armas et al., 1988). Rayle, (citado
por Bidwell 1979) demostrd que el alargamiento también se
puede inducir en células que se han roto por haber sido
congeladgg y descongeladas. Por otro lado actian aumentando
la sintesis de RNA y proteinas especificas aGn de la misma
pared (Armas et al., 1988; Bidwell, 1979). -

" 1as giberelinas actGan principa.lmente en la activacién

del crecimiento, y se ha determinado que 1la influencia
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lnhlbitorla sobre el creclmiento vegetal de los retardadores

" en general puede (er contrarrestada con 1a adlcién de écido

'giberélico (Bidwell,
',ésg:jinidladar _c'le‘;’ Ia ,: sintes:.s

© especificas. De la Guardia Yy

George y Sherrington, 1984)

dcido -

efecto del

polirrlbosomas Y en la

rugoso, gque.’
membranoso.

Estos reguladores o

caracteriéticas, pueden ‘ser promotores del

‘'de las estructuras dafiadas pox.- el vprocgsv

descongelacidn.

EVALUACION DEL MATERIAL CRIOCONSERVADO.

Entre las principales deficienc:}as en el. conocimiento
dél proceso de crioconservacién se encuentran los complejos
cambios estructurales y fisioldégicos que ocurren - como
resultado de 1la congelacién y descongelacién (w'ilkins Y
Dodds, 1983). Para percatarse del estado que guardan 1los
tejidos que fueron congelados es necesario realizar diversas
pruebas 'para corroborar su viabilidad. Inmediatamente-de’spﬁéls

del congelamiento y descongelamiento, las células est&n en un
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estado de’ criqéhock y ino“muestran' ninguna sefial de yigi_a’

(Calkins, 1990).:" £

"Sil;l‘ embargo, es posible que después de un largo "‘pe);iodc;
de. cultivo (mds de 6 meses), ellos pueden responder. Desde el
“punto de vista practico el mejor signo de sobrevivencia se
‘basa en la capacidad de reasumir el crecimiente, que es
prueba definitiva de su condicién para seguir viviendo y si
ocuriieron cambios, puede considerarse qué éstos fueron
compatibles con la vida. Esta condicién puede ser juzgada por
la capacidad del explante. a incrementar su tamafio, tornarse
verde, proliferar en callo, o desarrollar brotes y plantulas
(Kartha, 1981; Wilkins y Dodds, 1983; Nitzsche, 19.84,' Bajaj,
1985; Kartha, 1985a).

La evaluacién del material crioconservado es un aspecto
fundamental ya que el é&xito o fracaso del proceso de
crioconservacién ensayado esta influenciado por los aspectos
técnicos del equipo, los crioprotectores, 1las tasas de
enfriamiento, etc., o bien las caracteristicas del material
biolégico: especie, estado de la planta madre, contenido de
agua celular y tipo de tejido. Nitzsche (1984) sefiala que el
contenido de agua de las muestras es muy importante para
decidir entre los dos métodos de crioconservacién; para
muestras pequéﬁas con poco contenido de agua el método r&pido
es el mds apropiado.

para determinar la viabilidad de las células después de
su congelacién-almacenamiento y descongelacién se' han

desarrollado varios métodos que permiten evaluarla y conocer
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5reas calulares que sufrleron cambios. LYohs t'al (1979) y"

VCalkins (1990) senalan que es comﬁn que ocurran daﬁoé'a lasfj
membranas- durante el proceso ae congelacié of : :
de viabilidad' se basan en reconccer eli estado de estas
estructuras. De acuerdo con Calkins (1990) algunas de las'
técnicas mds comlnmente usadas para determinar. la viabilidad

son:

1.- Observacidén macroscépica y/o mioroécépicn:
Macroscépica: Comprende la evaluacién cualitativa viéuél
a grandes rasgos, del desarrollo o apariencia del tejido; e’

tal modo que el desarrollo de un tejido suave, de apariencia'

acuosa, decolorada, atacado por hongos sapréfitos,- pﬁede: v»A

servir como indicador del dafie por congelacién.

Esta apariencia, seﬁai; Lyons (1979), pﬁedg ser el
resultado del dafio en 1a membrana plasmética como
consecuencia de' la exposicién a bajas temperatufas.

Microscépica: Consiste en la evaluacién del dafio celular
a nivel estructural y ultraestructural con base en éortes
histolégicos.

La desorganizacién mecénica, . deshidratacién Yy
concentracién del protoplasma causada por la congelacidn
puede destruir el cardcter senmi-permeable de ia membrana
provocando -la muefte de la célula (Calkins y Swanson( 19%0) .

Withers (1978) llevd a cabo el desarrollo de técnicas de
congelac}én para la observacién de .células congeladas Yy

descongeladas, las obsexrvaciones realizadas confxrmaton las'
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teorias de la formacién de hielo intracelular y la incidencia
de la deshidratacién en los callos de células de zanahoria,
los cuales fueron congelados ridpida o lentamente en presencia
o ausencia de DMSO 5%, con descongelacién rédpida. Observé por
‘medic de micrografias el dafic celular que incluia la ruptura
" del plasmalema, la membrana nuclear y tonoplasto, plasmblisis

y pérdida de ribosomas. S6lo en algunas células aisladas

mantuvieron la densidad de su protoplasma, presentaron ligera

plasmbélisis y escasa pérdida de citoplasma. Haskins y Kartha

(1980) realizaron 1la evaluacién microscépica de cortes

longitudinales de meristemos con un par de primordios

foliares, de Pisum sativum que fueron tratados con DMSO,

congelados y almacenados 1 hora en nitrégeno 1liquido,

posteriormente fueron sembrados en medio B5, y de aquellos

explantes qgue permanecieron viables se 1es‘realizaron cortes

histolégicos_bn diferentes tiempos de cultivo; observaron que

la actividad celular se localizé en el tejido de los

primordios foliares, en las yemas axilares - y @&reas

meristematicas. Sefialan que el hecho de que mis del 60% de -
los meristemos congelados y descongelados regeneraron plantas

completas indics que la sobrevivencia de células o grupos

celulares identificados tenfan la capacidad de activar su

aivisién celular y lograr una organizacién estructural para

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

El dafio por congelacién puede resultar _é‘n‘ ,j';l.a_j

" inactivacién de las enzimas requeridas pata continuar Jlac

‘sintesis de sustratos necesarios y cofactores com

ruptura de la estructura de la membrana y e 'incremento ’de»

permeabilidad causada por congelac:.én llegan a: disminuir la-

concentracién y localizacién de suStrétos :
especificos y con ello se reduce la actividad enzimatica. ' )

) ‘Una manera de cuantificar el dafio por congelacién esipor
medio de la reduccién de la sal deshidrogenasﬁ, cloruro 2,3,5

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

" el estudio de plantas lefiosas congeladas' {Steponkus y

Lanphear, 1967). La solucién en agua de CTT es incolora, se
reduce por un sistema de enzimas de las células vivas
formando el trifenil form;zan, el cual es rojo e insoluble en
agua (Oren, 1972). El1 tetrazolio es reducido por la’

intervencién de una flavoproteina llamada diaforasa la cual

* puede ser reducida por varias deshidrogenasas las cuales

incluyen a las deshidrogenasas unidas al NAD a través de la
NAD diaforasa y deshidrogenasa succinica (Steponkus, 1971).
La correlacién que hay entre el dafio por congelacién y
el ‘decremento de la capacidad de reducir CTT puede deberse a
varios factores que incluyen la desnaturalizacién de las
enzimas deshidrogenasas especificas, interrupcién de 1la
fosforilacién oxidativa, pérdida de cofactores, de 1la
continuidad de organelos y a la ruptura de membranas de la

célula (Steponkus, 1971; Calkins y Swanson, 1950).

_en % sitios L
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JUSTIPICRCION

Debido a gque en nuestro pais existen plantas que
presentan serios problemas para el almacenami?nto de su
germoplasma por las vias tradiciconales, es importante el
desarrollo de técnicas adecuadas para resolver este probléma.

En el Laboratorio de cultive de Tejidos Vegetales del
Jardin Bot&nico del Instituto de Biologia, de la U.N.A.M. se
han desarrollado investigaciones (LSpez, 1988; Valenzuela,
1988; Miranda, 1992; Mata, 1992, 1995) en torno a la
conservacién de germoplasma por sus dos vias: a corto-mediano
plazo (Banco active) y a largo plazo o crioconservacién
(Banco base).

En éste Gltimo, el empleo de agentes crioprotectores y
la aplicacién”de muy bajds temperaturas, repercuten en la
viabilidad del material crioconservado 1lo gue provoca
complejos cambios estructurales y fisiol6gicos durante los
procesos- de congelacién y descongelacisén por lo que es
necegario investigar los factores que favorecen o bloguean su
viabilidad y lograr su eventual recuperacidn postcongelacién.

Debido a gue existen defiéiencias en el conocimiento de
los diversos aspectos de la crioconservacién, como son los
complejos cambios estructurales y fisiolégicos durante los
procesos de congelacién y descongelacién en la presente

investigacisn se plantearon los siguientes:
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OBJETIVOS

Obj etJ.vo general.

Utilizando explantes de Allium sativum var Taiwan (aJo) A

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

Lycopersicon esculentum var Rutggers (jitomate) . considerados o

como organismos modelo o especialmente probleméti;os en _5\;‘«:

conservacién, evaluar por medio de distintas‘té¢nic§s. las

respuestas morfolégicas y fisiolégicas de los “diferentes’

tejidos vegetales sometidos al proceso de criccons

Objetivos particulares. .
1) Evaluar los diferenteé métodos .de criocbn'sétvéciérié
tasaé lentas, tasas répidas e inmersiﬁn directa ‘en’ las

distintas especies ensayadas.

2) Evaluar la tasa de respiracién del material congelado
¥ no congelado. - )

3) Evaluar la viabilidad de los:apices con placa basal
de ‘ajo desde el punto de vista macroscépico, microscééico Yy
) fisiolégico.

'4) Analizar en callo de zanahoria los cambios
és'trﬁcturales que se presentan a.lo la"x:go del proceso de
crioconservacién. : ‘ - :

5) Evaluar el efecto ‘de l_ovsr‘teg;xladbres' de crecimiento’
en el medio’ de cult'ivc‘:‘” b"a'r‘abv‘promovef la recuperacién - -

postcongelacisén del material ééngelhdo.
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MATERIALES Y METODOS (DESARROLLO EXPERIMENTAL)

1.~ oObtencién del gradiente de temperatura y curvas de

- enfriamiento de las soluciones crioprotectoras.

El equipo de para 1llevar a cabo las pruebas de
crioconservacién fue el sefialado por Mata (1992) y consta de
un contenedor o Dewar con capacidad de 35 litros, en cuya
parte superior se le adaptd un soporte de acero inoxidable
constituido por dos estructuras; una de ellas fija con una
escala en centimetros y la segunda que se puede desplazar
dentro del interior del termo a diséancias conocidas; una vez
alcanzada la altura deseada sobre el NL se fijé al soporte
con ayuda de un tofnillo. El extremo de la varilla movible
tiene una canastilla con capacidad para ‘5 _X}ales, uno de

. ellos abierto que contenia la solucién crioprotectora, a este
vial se colocbd el termopar de Cobre-Constantan conectado a un
termémetro digitdl, para realizar las lecturas de
temperatura. Los viales utilizados fueron de polipropilenc

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

ia.- lstnblaci-iento del g:adiente d. temparatura.

El contenido de NL en el Dewar siempre fue a una cuarta’ .

parte "de su capacidad, y en su interior se generé un_
gradiente debido a la difrencia de temperaturas entre la

superfic;e del NL (- 196°C) Yy la boca del termo (19°C)
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Es importante determinar este gradiente en cada.ex_tvremo

para colocar las muestras a una misma altura y obtener la
4 temperatura inicial deseada asi como la tasa de enfriamiento
requerida. E1 gradiente varia en relacién a la cantidad de NL

que contenga el Dewar.

Para determinar el perfil de tempevraéuvrla“,— se suspehdib

el termopar dentro del Dewar a distint . se detect’é

la temperatura de los vapores de Se establecié asi una

relacién altura-temperatura 'y se tbmé como 0.,cm la boca del
termo (Lbpez, 1988; Valenzuela, 1988; Mata, 1992).

Para llevar a cabo las pruebas de congelacién los viales
criogéniéos que contenian el material Siolégict': y la solucidn
crioprotectora se suspendieron dentro &el Dewar a la aitura

en' la que los vapores de NL enfriaron 1entamenté el wvial

se congelara. Por cada experimento, se colocaron 4 Viales_con_ .

el maﬁerial biolégico y el crioprotector en lia-canastill‘a‘ y
el quinto vial con el termopar 'y la solucién crioprc‘)jtect.oiria:,

para monitorear el descenso de la temperatura.

1b.~ Obtencién de las curvas de enfriamiento.

Las curvas de enfriamiento de cada "spl'u’t:ié_

determinaron de la siguiente manera: al vial con:

agente crioprotector .se le introdujo el termopar : y
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considerd como 0 cm..las temperaturas se registraron cada

minuto y se elaboraron las graficas correspondientes.

1c.~ Técnicas de congelacidn del material biolégico.
" Para cor{gelar el material biolSgico se siguieron varias
técnicas:

a) Suspender la muestra a 12 cm con respecto a la boca
del termo (8) para tratar de obtener tasas de enf.riamiento
lentas (-0.1 a ~1,0°C'min-1).

b) Suspender la muestra a 7 cm sobre el nivel del NL
(88NL), con tasas de enfriamiento por arriba de ~50°C min-1 ,

c) Inmersién directa (ID) que consiste en introducir las
muestras en NL rdpidamente, registrando tasas de _enfriamiento
extremadamente rapidas, por arriba de -100°C-min-1.

2.- Material biolégico.

E1l material biolégico con el cual se desarrolié el
presente trabajo experimental comprendié _cuatro especies:
Allium sativum var Taiwan (ajo), Daucus carota (zanahoria),
Dianthus caryophyllus (clavel), Lycopersicon esculentum var

Rutggers (jitomate).

a) Allium sativum var Taiwan
Se utilizaron bulbos de A. sativum procedentes del
Centro de Investigaciones Agricolas del Bajic "E1 Rogue",

Carretera San Miguel Allende, Gto. (INIFAP).
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Los bulbos se separaron en sus . unldades 0 bulb:.llos, . se RN

deseché la parte superior. y A la inferlor'se ,1e quitaron 1as

v).‘durante 1 min, " seguido de alcohoL

realizaron tres

enjuages'

destilada esterllizada. La siembra se’ efectu6 e;

fueron lavadas con detergente, se les'beiimirié

condiciones asépticas se des:mfectaron con alcohol

70% (v/v) 2 min, seguido de NaOCl al 10% (v/v) (blanqueadox:

cdmercial) durante 20 min, posteriormente se enjuagaronrtres
veces con agua destilada esterilizada., Se eliminé el- tejirdo\
dafiado, se cortaron discos de la zona del cambium de 0.5 a-l.
cm de espesor, se sembraron en el med:io con 0.99 mg:1-1 de
2,4-D y se incubaron en obscuridad. La formacién de callo se
presenté. entre los 3 y 4 meses. El callo qenérado ‘fue

mantenido con subcultivos periédicos tanto en medio liq\.{ido
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como . en ’s'lélido;  ambos cbn ' 2;4-D. Al generar suficiente
bipmasa» se di#idié en "dos lotes: a) callo ‘cultivado en
présgncia de la auxina (MSD) ; B) callo transferido a medio MS
sin la  auxina (MB), esta fGltima condici6n permite el
desarroilo de callo a embriocnes somiticos (Nag y Street,
. 1973; Ammirato, 1983).

Para realizar'las pruebas de crioconservaci.éh se tomaron
. fr:_agmentos‘de callo de ambos tratamientos MDB y M8 parte de
" estos. se utilizéi‘on para el andlisis estructural por medio de

la microscopia &ptica.

c) Dianthus caryophyllus
Ppe una planta completa de clavel, adquirida en el

mercado de flores de Xochimilco, se cortaron fragmentos de

" tallo de 1 6.2 cm con yemas axilares. En condiciones

asépticas los tallos se introdujeron en alcc;hol al 70% (v/v)
2. min, posteriormente en NaOCl 6% (v/v) {blanqueador
comercial) 10 min, por Gltimo se realizaron tres enjuages con
agua destilada esterilizada. Con ayuda del miéroscopio
est‘;ex.:eoscépico e instrumental adecuado se disectaron
- meristemos con dos primordios foliares de 0.1 a 0.5 mm gde

longitud aproximadamente.

d) Lycopetsicon esculentum var Rutggers
se utilizaron semillas procedentes de una
comercializadora de productos agricolas, se lavaron con agua

corriente durante 10 min, posteriormente en condiciones
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asépticas se introdujeron en' NaoCl 3% ((//v) (blanqueador
comercial) 15 min, se realizaron y.tges" _-la.ilados‘ con égué
destilada. esterilizada. Se colocaron las. semillas en
germinadores con papel f.l.ltro hfxmedo ¥ ‘se _inéubaron en
obscuridad. Después de su qermiy'acién, sé'_ seleccionaron
plantulas de 18 a 20 mm de longitud. Ba]o el microscopio

estereoscépico se disectaron los meristemos‘ de 0.1-a 0.2 mm: -

con dos primordios foliares.

En todas las especies trabajadas el medio l'.lt‘ilibz‘abdo fgg-"'v

el MS, ad_i'éionado ‘con 3% de sacarosa y ajustado a pH 5.7, el

‘cu'al se virtié en frascos de boca ancha con cépacidad ‘d'e 120°

ml’ con 30 ml de medio de cultivo, con excepciédn del: ajo.

La incubacién de los explantes fue a 26 %' 2 °c,»>é‘l"

fotoperiodo de 16 horas de luz y la intensidad luminosa‘&e
1200 1lux. En.cada uno de 1los ensayos de crioconservaci&n

realizados se cont6 con un g}:upo control.
3.~ Técnicas de crioconservacién y medios de recuperacién.'

Las técnicas de crioconservacién’ utilizadas

comprendieron en términos ‘generales:

a) La adicién del agente crioprotector a los explantes. o
b) Diferentes tiempos de precultivo 'con - el agente‘f
crioprotector. R ‘

¢) La exposicidn a los vapores : del’ NL por' L
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i) La suspensién del material (8) _‘de'l:xtrb'_ clle‘ Qiales
criogénicos con 1.5 ml del crioprot:ectbr, a, y.\ﬁa altura entre
1i Y 13 cm con respecto a la boca del termo, para obi:ener
tasars de enfriamiento lentas. ‘
ii) La suspensidén a 7 cm sobre el nivel del NL (B8SNL).
iii) La inmersisén directa en NL (ID).
d) En el caso del punto i), al alcanzar 1la temperatufa de
-40°C se realiz6 la inmersién en NL de los viales con el
material biolégico y el crioprotector.
“En el - caso de ii)»,v los viales pefmanecieron unos minutos

suspendidos 'y po;te:}i&fnente se sumergieron en NL.

‘e) En kto.dt;‘;s ‘ldé casos después del proceso de crioconservacién
el ‘métvex"ia: bidiégico se déscongelé ripidamente en un bafio de

“agua’a "467"(:,—se> lavé con medio de cultivo lfiquido (MSL)..

" £)  ‘Los ‘explantes se sembraron en medio MS s&lido o liquido
con puentes ae papel filtro adicionado con diferentes
reguladores de crecimiento GAj, Acido naftalenacético (ANA) y
K para promover su recuperacién postcongelacién. En la Tabla
1 se muestran los reguladores del crecimiento utilizadoé en

los diferentes tipos de explantes.
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TABLA 1.- REGULADORES DEL CRECIMIENTO  ADICIONADOS AL MEDIO
(MS) UTILIZADOS PARA PROMOVER LA RECUPERACION POSTCONGELACION
EN LAS DIFERENTES ESPECIES.

ESPECIE REGULADODR DEL CRECIMIENTO. Y. - .
CONCENTRACION UTILIZADA. -

Allium AIA
sativum GA3
Daucus

carota -

(MsD)/ (MS)

Dianthus R
caryophyllus ANA 1.0 mg
Lycopersicon e
esculentum GA3
Estos procedimien_tosb

a) Allium sativum var 'I‘ai‘;'anvr i

. En el Diagrama 1, s‘eb n}\yer gmplééq;r.'paﬂra_ ;
llevar a cabo 1la crioébﬁééfvacién’ defajo.  Se _'colé;;r'ox; A6.
dpices con placa basal por’ difefenteél

concentraciones y tiempos . ysd-— (Tabla 2),

éstas se eligieron con ' base:i’en; resultados pfeii}nipares

obtenidos por LBpez, 1988.

Las mezclas se seleccionar n'por: tener pd:‘_it_bé de fusién

y tasas de enfriamiento sin.\'ilai.'-e‘a“._‘ 1 mo:nientq dev congelarée
(Mata, 1995). L R N

En todos los casos la congelacién fue por suspensién (8)
para tratar de obtener t.asas lentas de cox:lgelacibn, hasta

llegar cerca de los =-40°C y proceder a su inmersién en NL,
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dondé se almacenaron durante 30 min, 1la _descongelacién fue
ripida en un bafic de agua a 40°C. Los explantes después de
descongelados fueron lavados en medio fresco (MSL) para ser
recultivados en un 1lote en MS sin reguladores del
crecimiento, un lote en medio MS adicionado 6 mg-1l-1 de AIA y
otros dos lotes en medio MS adicionado con 3 y 6 mg-1-1 de’
GA3 respectivamente. Cada lote fue de 12 explantes por
tratamiento.

TABLA 2.- DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DMSO Y MEZCLAS DE
CRIOPROTECTORES, TIEMPOS DE PRECULTIVO UTILIZADOS PARA

REALIZAR LAS TECNICAS DE CRIOCONSERVACION EN APICES CON PLACA
BASAL DE AJO.

CRIOPROTECTOR CONCENTRACTON TIEMPO DE PRECULTIVO
(%) min .
DMSO 5 30
15 ) 30
. 30 o 30
DMSO/Sac/Gli (3) "5 - 10 < 20 s
DMSO/Sac/Gli (5) 10 - 20 - 15 15
DMSO/Sac/Gli (6) 15 - 20 - 20 15

DMSO = DIMETIL SULFOXIDO, Sac = SACAROSA, Gli = GLICEROL . '

No.6 RESPECTIVAMENTE.

PARA FINES PRACTICOS LAS MEZCLAS SE DENOMINARON ~ No.3, No.S, . ..
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b) Daucus ca.rota' -

En el Diagrama 2 se describe la técniéa -par& la
congelacién de los dos tipos de callo generadoé: a) callo en
constante divisién MBD y b) callo en el inicio del proceso de
diferenciacidén a embriones somaticos M8. ] ’

Se colocaron entre 300 a 500 mg de callo en los viales,
se.les adiciond DMSO 5% a intervalos de 5 min hasta completar
un volumen de 2 ml, se incubaron 15 o 30 min antes de su
congelacidn, los viales se suspendieron a diferentes alturas
pax;a tratar de obtener la tasa de -1.8°C-min~1, que fue la de
mayor é&xito para Nag y Street (1973); posteriormente se
iﬁtrodujeron en NL y se almacenaron 15 min, se descongelaron
ripidamente en un bafio de agua a 40°C. Se lavaron con MSL
fresco y se sembraron en MS para observar si el callo MBD
originaria embriones somdticos y los callos M8 ya en inicio
de diferenciacién continua'rian su proceso hacia embriones
somiticos.

Para realizar el andlisis citoiﬁgico de los dos tipos de
callo a lo largo ‘de las diferentes fases del proceso de
crioc_onservacién se realizaron dos ensayos:

a) Los viales con callo M8D se le adiciond Dﬁso 5%, se
suspendieron en los vapores del NL para ser enfriados,
posteriormente se almacenaron en NL por espacio de 8 y 30
min.

D) Los viales con callc M8 se le adicioné DMSO 5% se

suspendieron las nuestras en los vapores. del NL para ser
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] enfriédos y posteriormente se élmacénaféx". an NI, por espacio
de 8 y 30 min. » N

Ambos sigqguieron dos vias ﬁata ser incluidos en JB~4 Yy
Epén 810 para su posterior analisi‘s .con microscopia 6ptica.
’ Para determinar inicialmente si el dafio celular era
ocasionado por el efecto del fijador o por el proceso de
crioconservacidn, se realizé una prueba - preliminar
‘adicionando sacarosa (0.12 M) al fijador con la finalidad de
evitar el chogque osmético que es provocado por el fijador,

para posteriormente ser procesado por las dos vias sefialadas.

‘ c) Dianthus caryophyllus

° Se colocarcn de 10 a 15 meristemos en cada vial y se les
'.affadié DMSO 5%, se incubaron durante 1 hora a 4°C, se
enfriaron por suspensién (8) al colocar las muestras a una
valtura que permitiera obtener una tasa de enfriamiento de
-0.5°c'min"! hasta llegar a =-40°C, enseguida se almacenaron
‘en NL por 30 min; la descongelacién fue r&pida, se lavaron
con MSL y se sembraron tanto en MS sélido como en MSL con
puentes de papel filtro adicionados con ANA 1.0 mg-l‘l y K
0.53 mg-1~1 (Diagrama 3). ) ’

Se realizaron variaciones en el agente crioprotector
‘modificando las concentraciones a 10 y 15% DMSO, asi como con
la altura al colocar las muestras 7 cm arriba del nivel del .
NL .(BBNI.) para obtener tasas ripidas como lo reporta Grout et

;1 . (1978).
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q) Lycoperéicon esculentum

' Se colocaron de 10 a 15 meristemos en los viales con 0.5
.ml de medio MSL 3% de sacarosa (p/v) (pDiagrama 4),
posteriormente se afiadié 0.5 ml de DMSO 30% disuelto en MS a
intervalos de 20 min, hasta obtener la concentracién final de
15%, con el fin de evitar el chogue osmético, se incubaron
durante 2 horas.a 4°C posteriormente la congelacién se llevd
a cabo por tres vias:
:I.b.- Al suspender las muestras en el interior del Dewar a 12
cm de la boca ('B) .- A

2.- Al suspender las muestras 7 cm arriba de la suvperficie,‘

del NL (88SNL).

3.~ Por inmersién directa en NL (ID).

En todos los casos se aimacenaron durante 15 min, 15
descongelacién fue r&pida en un 'bafio de agua a ’;0°c, se
lavarcn en MS con 3% de sacarosa y se sembraron en puentes de
papel filtro éon MSL y 3% de sacarosa adicionado con 0.96

mg:1=1 de GA3 (Grout et al., 1978).
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4.- Obtencién de las curvas da CTT

Para determinar la viabilidad de las muesﬁras congeladas
y del grupo control (no congeladas), en el presenf:e trabajo
.se aplicé la técnica de CTT. '

Se empleé una solucién al 0.6% (p/v) de CTT disuelta en
una solucién amortiguadora de fos:atbs 0.05 M, pH 7.4 y 0.05%
(v/v) de un agente humectante (Tweén_ao) .

Se coloct el material en un vaso de precipitado de 5 ml
de capacidad y se afiadié 3 ml de la solucién de CTT con el
agente humectante en una relacién 1:1, se . introdujeron los
vasos en un matraz Kitasato y se les aplicé vacio durante 30
min (el agente humectante y la presién aplipada*por e;L aire '
provecaron la infiltracién de la _sb_:l.héién a.];' téjido .de una
manera uniforme). : . - PR '

Las muestras se incubaron dufa:nté "1’5 "h'or.as a 26"-c.en
obscuridad, al finalizar el tiext;pd"sé elixl;irié el CIT y se
lavé el tejido con agua destiiéda, bée ‘agregaron 4 ml de
etanol 95% y se colocéd: en" un haﬁo de agua a 60°C durante 15
min con el fin de ext'r_aéi- el foﬁo de formazan. Al enfriarse
la muestra se filtré y se llevé a un {rolumen de 10 ml con
etanol al 95 '.%,.‘vla absorbancia de la solucién obtenida se
registréd en un espectrofotémetro (Spectronic 601 de Bausch &
meb) , en un ranéo de 400 a 600 nm. De este modo se determiné
"la longitud de onda que presenté la m&xima absorbancia del

grupo control y la del material que fue congelado.
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Esta técnica fue empleada para los épices de ajo y el

callo de zanahoria. S

La tasa de respiraci6n se “ caleuld en porcent@je’fpbrv

ax Testigo'.

' A= absorbancia mixima alcanzada de los explantes congelados.
Ax= absorbancia maixima alcanzada de los exi:lantes © no

cengelados.

5.-Técnicas para el anflisis estructural y ultraestructural. -

a) Microscopia éptica.

Se llevé a cabo en el Laboratorio de Citologia de 1la
Facuitad de Ciencias de la U.N.A.M., bajo ia asesoria de la
Dra. Judith ﬂérquez y la Dra. Clara Esquivel.

Se evalué el callo de zanahoria congelado y su
.respectivo control, ambos en dos fases de desarrollo:. !
a) callo cultivado in vitro en MS adicionado con 2,4-D (M8D)
b)’:callo'cultivado in vitro transferido en medio .MS basal
(M8), en -etapas iniciales de diferenciacién a embriones
somdticos. » ' )

Amb.as etapas fueron congeladas y fijadas, .para" ser

. procesadas para su inclusién en Epén y JB-4.
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se colocaron fragmentos de callo embriogém.co de color

amarillo-paja en\los Viales para ser sometidos al proceso de
crioconservacibn, a1 ‘concluir cada fase se fijaron lo més
pronto posible. Estas fases comprendieron (Diagrama 5):
‘ 1.- La adic:.én de DMSO 5% al material (Experlmento 1).
C2u- El material con DMSO 5%, suspendido en los vapores del NL .
hasta alcanzar una temperatura de -40°C (Experimento 2).
3.~ El material con DMSO 5%, suspendido en los vapores del ‘NL
hast:a‘,—4’o°c y posteriormente sumergido en NL por espacio de 8
mm {Experimento 3).
4.- El material con DMSO 5%, suspendido en los- vapores del NL:
hasta =-40°C y posteriormente sumergido en NL por espacio de
30 min (Experimento 4). -
La té&cnica de £ijacién y deshidratacién se muestra-en el
Diagrama 6 y consistié: En ld fijdcién con. glutara;dehf:;o—
paraformaldehido (3-1.5 - %) disuelto “en A.V'una sol\jcién
amortiguadora de Ccsll_idina 0.2 M pH."7'4. adié‘ionado con
sacarosa (0.12 M) para evitar el choque ’ osmético.}_ Las
muestras permanecieron en el fijador por espacio de 24 hrs.
Posteriormente se enjuagé con la soluciéﬁ
amortiguadora diluida en agua destilada :(1: 1)‘, Yy se‘ilevé";a‘»
cabo la deshidratacién: .

a) Con alcoholes graduales 30, 50, 70, 80, 96%,'ab§6;|.utc_$’

(tres cambios), cada uno de 15 min cada un

pa;.‘

posteriormente realizar tres cambios cbh 6xid§ depropileno .

de 20 min cada uno.
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b) con acetonas graduales 30, 50, 70 80," 96%', absoluto (tres

cambios), cada uno de 15 min para incluir en JB—4.

‘se realizé la preinclusién con

a) Ep6n y éxido de proplleno

en “el’ . caso i_ie' que
finalmente se incluya con- prn. :

b). Para JB-4 se colocan .las muestras : er »sbli’xciﬁr’;‘

constituida con la solucién A y el catalizador

En ambos casos el tiempo del tratamignto_ fueHde 72 hrs
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Inclusién en Epén. )

Previamente se preparb el Epén (Anexo I). en las
proporciones necesariaé para obtener una buena dureza Yy
lograr mejores cortes. Los componentes se mezclaron con un
aplicador de madefé,‘ hasta que adquiz:ié una colorac_ién
amarillo intenso. Péra realizar la preinclusién, las muestras

y el épén-é)'cidc'v"fde' propileno (1:1) se llevaron a temperatura

am})iente, posteriormente se destaparon ligeramente y  se
: ‘ sobre la estufa, para que el &xido de proplleno se
> y"“la, resina tuviera una propo;cién de  2:1
‘f;pén:éxido " de bpropileno); asf la ‘resina adgquirié  una
édnéi#tenéia mis densa y espesa a ‘mane.ra de miel. chn'una
'pifieté Pasteur se distribuyd el Epon en tabletas para
inclusién, cada una con el nlmero de registro correspondiente :
y en-los extremos se depositaron los fragmentos de callo.

Para que polimerizara ;a resina se colocaron las
tabletas de inclusién en la cama'ra'de polim‘erizacién a una
temperatura de 50°c, por espacio de 18 a 24 h.

Los cortes histolégicos se realizaron en un.’

ultramicrotomb . manual

-utilizaron cuchillas de vidrio con barqulllas con agua, "105‘ 2

. cortes se

bacteriolbgic olocaron en un portaobjetos, para - fijar"":

los cortes se’calentaron ligeramente en _una platina caliente B

y ‘se. tiﬁero

azul dga tqluidina 15 seg. (Anexo' Iy, ,pa‘ra :

qultar gl de ,0916;ante- se enjuagaron con agua -

deqtiladé B

automético, MT-28 Sorvall;» se

de’ la barquilla con ayuda de una ,>asé‘,"'”>
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‘Se selecclonaron las™ me]ores preparac:.ones y ‘se; montaron'

con Bélsamo de Canad&. : Las tomas microfotogréficas ,_sé

realizaron en un fotomicroscopio Zeiss

Inclusién en JB-4.. .
El  JB-4 ests

denominados: solucié

I). De la mezcla compuest a solucién A y el catalizador

se agregd 1 ml del componente B Se homogenelz6 la soluclén

con un aplicador ’ de madera- 'previamente se prepararon las

cipsulas ' Been tamafio’ . 00 * con su respectiva etiqueta de

identificacién, se colocé el fraqmento de tejido y se aﬁadié

la mezcla con una’ pipeta Pasteur, esta operacién se debe

realizar répidamente debido é que'

aproximadamente en 20 min,‘ se cierra as: cépsulas ya que la

,falta de oxigeno promueve 1a ‘p limerizacién de la resina.

Los cortes: se realizaron er ultramicrotomo,

. debido a que la resina es~altamente;:hidrofilica, Tos' ccrteS‘

g fijaron con calor Yy se tiﬁeron con azul de t:luidina.




Las mejores preparaciones  se montaron con: B&lsamo de

Canadi y se fotografiaron en un fotomicroscopio Zeiss.

b) Microscopia electrénica

Se 1llevé a cabo en el Labqraforio de/:Microscopia - -

';inmersos en ‘una gota de sclucién'_ijadora (glutaraldehido al'
S2. 5% disuelto en una soluc16n amortiguadora de fosfatos, ‘pH -
7.2, 0.16 M, los fragmentos se colocaron en viales de 3 ml de
capacidad, se agregé 1.0 ml»de ijador donde permanecieron 16
hrs, posteriormenée se realizéfbnrtres cémhios de 10.min caﬁé
uno de la solucién amortiguadora devfasfétos} se realizé una
post—fijacién con tetra6x1d§ de osmio (0s04) durante 24 horas -

a ‘temperatura ambiente, se . lavaron las muestras con laI,

solucién amortiguadora, tres camhios de cinco mxnutos'cada,}a

11’ y 1 2 Las muestras ‘se colocaron en tabletas ge: inclusién
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con . su_- nmero. .de,. Fegistro: correspondiente, . se:  dejé

a’estufa-a’’60°cC

- polimerizar la’r

cortes uitréfiﬁbé

adherida
'bacﬁéfiél'Qi

acetato - de
respectivament
placas’ eiéég o

electrénicq-de;t nsmisién EM-10
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RESULTADOS Y DISCUSION

I.- TASBAS8 DE ENFRIAMIENTO

En 1las Tablas 3 Yy 4 se muestran 1las. tasas de
enfriamiento y puntos de fusién de las tres diferentes
concentraciones de DMSO utilizadas asi como de las mezclas de
los agentes crioprotectores (DMsO-Sacarosa-Glicerol), los
datos registrados comprenden desde que se colocé la muestra
suspendida en el interior a 12 cm de la boca del Dewar en
contacto con los vapores del NL, hasta el momento que se

registré el punto de fusién del crioprotectqr.

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

DMSO *TASA DE D.E. PF . " 'D.E.
ENFRIAMIENTO . i
°cemin~ scemin-1 cec o lec

5% 1.4
C=1.28
L -1,210

-12.7

./ D.E.= DESVIACION ESTANDAR, PF= PUNTO DE FUSION"

* = DESDE'LA TEMPERATURA INICIAL HASTA EL PUNTO DE FUSION
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TABLA 4.- TASAS DE ENFRIAMIENTO Y PUNTOS DE FUSION DE TRES
MEZ2CLAS DE CRIOPROTECTORES (DMSO-SACAROSA-GLICEROL) ENFRIADAS
Y CONGELADAS CON 1LOS VAPORES DE NL, SUSPENDIDAS EN EL
INTERIOR A 12 CM DE ALTURA DE LA BOCA DEL DEWAR.

MEZCLAS *TASA DE " D.E. PF. D.E.
(DMSO=-SAC-GLI) No. ENFRIAMIENTO . . :
°cemin”” ‘eCemin T [°C. °C

15%-10%-20%-

L D. E.='DESVIACION: ESTANDAR, . PF="PUNTO DE" FUSION : .
,Comunicacién personal Mata 1995. e
-* =, DESDE LA 'I'EHPERA'I‘URA INICIAL" HAS'I‘A EL PUNTO DE FUSION

: : Esv importante seﬁalar que la tasa de enfriamiento—no fue
’~'constante sino que lo hizo en forma de pequeﬂos cambios de

- 'velocidad" Porzesta razén ‘en las Tablas ."anteriores se

“presenta el valor promedio de. 1a tasa obtenida en cada una de

E ‘las repetlciones. . _
: En’"la: T "observa que el DMSO en cada

: ‘concentraci

”n las dist:.ntas repeticiones registraron

diferentes asas-de: enfriamiento y puntos de fusién (atin a la'”

'm:.sma ‘concentracibn), lo cual se pudo observar en la

’desviacién ‘estandar de las curvas y en mayor medida en los !

puntos ‘de fus:.én de las concentraciones de DMSO, al aumentar )

la’ concentracién 15 y 30% las tasas de enfriamiento fueron\,

' m&s lentas, esto es debido a que al incremem:ar
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concentracién de solutos se abate el punto de fusién y se
reduce la cantidad de agua disponible gque es capaz de
congelarse (Franks, 1985).

Las mezclas de crioprotectores (Tabla 4) proporcionaron
puntos de fusién bajos y muy similares entre ellas mismas,
Franks (1985) sefiala que las relaciones entre temperatura,
tasa de enfriamiento y concentracién son complejas; pero se
pueden determinar algunos aspectos b&sicos. La temperatura de
nucleacién (punto de fusién de la solucién) alcanza
temperaturas mis bajas por la presencia de los solutos debido
a que la competencia con los componentes ocasiona un retraso
en la congelacidn (Luyet, 1966; Franks, 1985). Este fendmeno
se pudo apreciar en las mezclas No. 3 y 6 de la Tabla 4,
probablenmente debido a las altas concéntraciones de glicerol
(20%) en combinacién con la sacarosa 10 y 20% que permitieron
puntos de fusidén similares (-23°C); es posible atribuirle al
glicerol el dominio del punto de fusién ya que al modificar
su concentracién, como se observa en la mezcla No. 5, el
punto de fusién de elevé considerablemente (~13.6°C.)

El anAlisis detallado del comportamiento de las
diferentes concentraciones de DMSO-sacarosa-glicerol 1lo-
realiz6 Mata (1995) en brotes de Opuntia robusta.

Por otro lado, las diferencias registradas entre 1las
sustancias gtilizadas pudieron deberse a que la cantidad de
NL en cada experimento no fue exactamente la misma, debido a
que " los vépores escapan al ambiente j el nivel de NL va

modificdndose, por 1lo tanto se alters el gradiente de
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temﬁefatﬁfa‘ éené&.’ado por A»lo’s"‘véporés;, otfo' f.aéc'or’f pudc}.‘sér :

que“el” crioprotector se prepar6 con medio MS 'liquido comoi'

bsolvente Y éste contie'v

contendria mas bsolutos abavtimiier‘n‘:lb' del’

punto de fus:.én .

Estos factores aunados a'’ errores .de ‘- medicién no .

controlables al colocar 1a muestra a la altura requerida,

‘1988 Valenzuela, 1988, Hata 1992).

tasas de ent‘riamiento se reflejan en la poca viabilidad del--

, _ongelgdo, y son aspectos importantes dentro del
. ;Sroceis; dé :'crioconserva‘cibn. Nag y Stfeet (1973), Heszky et
al., (1990) .realizéron varios experimentos en los cuales
'modificaron las tasas de enfriamiento en Daucus carota y
Puccinellia distans observaron las diferentes respuestas de
sobrevivencia que se manifestaron en una mayor o menor
respuesta en el material congelado. Pudieron estimar en que
condiciones se presenté la mAxima sobrevivencia. Asimismo,’
diversos estudios han logrado determinar tasas de
enfriamiento muy especificas que.ofrecen altos pofcentajes de .
sobrevivencia (Nag y Street 1973; Braun, 1988; Kobayashi et g
al., 1990).

e precisién, repetibilidad y control en 1as"



-Lo anterior pr:omueve . el 'u‘so~ necesaric de. equipo
automat:.zado de congelacién para tener reproducibilidad Yy
control de las tasas de enfr:.amiento, y obtener porcentajes

de respuesta altos (Nitzsche, 1984, Grout, 1991) .

Por otro .lado se hanb'riealzizado‘ ‘ensa:yc.ss en los que se
colocan 1las muestras suspendidas "en los vapores del NL
(Bajaj, 1977; Grout, 1978; Chen et al., 1979, 1984 a,b) en
los que no hay un control ni estimacién de la tasa de
enfriamiento. Asimismo también sé han realizado ensayos con
la técnica de inmersién directa de los explantes a Ni. (Bajaj,
1977; Seibert, 1976). En todos estos casos se ha reportado la
viabilidad &el material y su recuperacién. Por lo tanto otros
factores que también intervienen en el éxito de la

‘crioconservacién son:

) a) La variedéd, cultivar o linea celular con la quellos
.autores realizan sus experimentos. Bajaj, 1977; Chen et al.;
‘-1979 y Braun, 1988 han demostrado que existen diferencias en
v la respuesta de recuperacién entre diferentes variedades de
una misma especie atin cuando se les sometié al mismo proceéo
‘de ;':rioconservacién o vitrificacién, igual concentracién y
tipb de crioprotector, t;asa de enfriamiento y"almacenamiento

(Niino et al., 1992).

b) El desarrollo y actividad del material inicial. Grout

(1990, 1991) sefiala que 'es, .:impoi:tante conocer la etapa de
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desarrollo en: que se encuentra el material a congelar y

considerar su: actividad celular. -

«independientes del tipc y concentracién . dél B

crioprotector, del material biolégico, explante utilizado y

de los protocolos que anteceden a la congelacién como son el
Wprecultivo en medio adicionado con el crioprotector o su
.previo enfriamiento sino que est&n en estrecha correlacién
’entre ellos (Chiung-chi y Lineberger, .. 1985, Braun,‘ 1988,
xobayashi et al., 1990). El mayor conocimiento y la adecuada‘

combinacién de todos estos elementos determinarén el empleo o

no- de tasas “lentas’de enfriamiento, descongelacién rapida y

pot lo tanto la exitosa recu

éte ial congelado

(Grout 1990 1991, withers 197 ).
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II.- TASAS DE ENFRIAMIENTO EN EL MATERIAL BIOLOGICO
CRICCONSBERVADO
a) Allium sativum var Taiwan.

Para el ajo no hay reportes previos que propongan tasas
de enfriamiento. En el presente trabajo las tasas de
enfriamiento para apiées con placa basal de Allium sativum
se obtuvieron al modificar la altura a la cual se suspendid

la muestra, el tipo y concentracién del crioprotector.

Al aplicar DHSO 5, 15 y 30% .las tasas de enfriamiento
registradas en una sola ocasién fueron de -1.95, -0.75 Yy
-0.87°C* min':L respectivamente (Tabla 5) . .

Las  mezelas .con  los ’ agentes _crioprbtectox:es
’propo:cionai‘on en todos los casos tasas de enfriamiento
lentas -0.57, -0.58, -0.85°C-min~l respectivamente (Tabla §).
T T1a respuesta de sobrevivencia pudo ser favorecida por_él
empleo de la mezclas de los criopr;')tectores, que abaten el
punto de fusidn hasta =-23°C - ('I;abla. 4), por 1lo tanto ia
formacién de cristales de hielo se fealiza lentamente y se
evita en gran medida el dafio por congelacién, como eg la

ruptura de estructuras celulares principalmente.

b) Daucus carota

" De los diversos ensayos realizados en callo de zanahori&
M8D se obtuvieron diferentes tasas de enfriamiento (Tabla 5)
que oscilaron entre -0.43 a -1.29°C-min<%., Para callo M8 las
tasas registradas fueron ligeramente maAs ripidas al modificax;

la altura, de este modo se obtuvo una tasa de -—1.8°C-min-1,
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reportada ‘por Nag y Street (1973) como ex:.tosa. Para el callo

congelado nsn a una tasa ~de. -0: 43°C m1n—1 se manzfesté'

después ‘de su almacenamiento, descongelamiem:o y siembra en‘

el medio adecuado 1a sobrevivencia del explant

c) D.ianthus caryophyllus

'De acuerdo a Se“bert (1976) la- tasa empleada para la'

dificult:ad

y meristemos de ‘clavel a una tem
suficiente antes de 1ntroducir
situacién se debid a que la’

enfriindose rebasando la temperat ra que ‘se- requeria de tal

forma que a los 15 min se registrb una temperatura de —132°C, .
estimando asi una tasa de enfriamiento de -6.9°C'min-1. No’

hubo sobrevivencia en ningﬁ tra}:gmiento.



70

d) Lycopersicon esculentum var Ruttger.

Se realizé la suspensién del material por medio de las
dos técnicas descritas: en el interior del termo a 12 cm de
altura de la‘boca (8) y a 7 centimetros por arriba de la
superficie del NL (88NL) con dos concentraciones diferentes
de DMSO, las tasas registradas fueron de -6.9°C-min-1 en el
primer caso y de ~17.6°C-min-1 para el segundo (Tabla 5).
Asimismo se realizé la congelacién - lenta a una tasa " de

=0.82°C'min"1, en ninguno de los casos hubo sobrevivencia.

"Las tasas de enfriamiento obtenidas ‘con 1las di:grentéé

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

. TASA',OB]
“C-m:.n

ESPECIE EXPLANTE CRIOFR TECNICA - - ]

Allium ACPB 5% =1, 95,.
sativuam 15%
. 30%
-No. 3.

8"
s
8
8.
No. 5
No. 6::: 3 S
Daucus CALLO 5% s
carota (MSD) e s
X S
S
s
Daucus CALLO ...
carota {MS).°
Dianthus MERIS
caryophyllus

Lycopersicon MERIS
egculentum .

ACPB= APICES CON PLACA. BASAL
MERIS = MERISTEMOS

MSD = CALLO DE Ms+ 2,4-D
MS= CALLO DE M. i
§= SUSPENSION EN EL INTERIOR A 12 cm DE LA BOCA DEL TERMO. )
SSNL= SUSPENSION A 7 cm SOBRE EL NIVEL DE NL.

ID= INMRESION DIRECTA EN NL.

EN NEGRITAS TASAS DE ENFRIAMIENTO DONDE SE MANIFESTO
SOBREVIVENCIA.
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IXX.- PRUEBAS DE VIABILIDAD APLICADAS EN LAS DIFERENTES
ESPECIES CONGELADAS

Dentro de las diversas pruebas de viabilidad que existen
para evaluar el material congelado se aplicaron las que se
sefialan en la Tabla 6, para cada una de las especies

trabajadas.

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

ESPECIE " PIPO - DE:EVALUACION " APLICADA

MACROSCO|: MICROSCOPICA -
Cron_ 0 MECROSCOPICA

Allium
sativum

Daucus
carota
(MsD)

()

Dianthus
caryophyllus

Lycopersicon
esculentum

* = PRUEBA APLICADA.
= PRUEBA NO APLICADA.
PPF PUENTES DE PAPEL FILTRO

a) Allium sativum var Taiwan
13 Evaluacién macroscépica:

Los 4pices después de su congelacién, mostraron un color
blanco y una consistencia blanda. Al respecto Prillieux (1869

citado por Levitt, 1980) sugiere que esto se debe ‘a que al
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desconqalarse el tejido el hielo formado en los espacios

intercelulares se transforma en agua y al fluir deja estos

espacios vacios y las células se tornan\fléccidas pero atin
con vida. si los tejidos no son daﬁados,_el agua intercelular
es rapidamente reabsorbida por el tejido que recupeta su
_turgencia y pierde la apariencia hGmeda. La cuantiflcaclén de
la respuesta de sobrevivencia se sefiala en la Tabla 7.

TABLA 7.~ SOBREVIVENCIA POSTCONGELACION EN NL . (30 'MIN) DE
APICES CON PLACA BASAL DE_AlliH sativum var Taiwan TRATADOS
CON DISTINTOS CRIOPROTECTORES (3 RESULTADOS DESPUES DE ‘7

DIAS EN MEDIOS DE RECUPERACION MS Y MS + ACIDO GIBERELICO, 26 X
%+ 2°C, 16 HRS DE LUZ Y 1200 LUX DE INTENSIDAD LUMINOSA.. . &' . °

NUMERO DE CRIOPROTECTORES
EXPLANTES QUE -~
RESPONDIERON DMSO
POR TRATAMIENTO

: MEZCLAS |

1/12
1/12
1/12
1/12
1712

(2) =
AGl= MEDIO'MS+:3mg/ ; :
AG2=. MEDIOQ MS+:6mg/):DE;ACIDO GIBERELICO

- % -COLOR 'DEL:EXPLANTE AMARILLO-CREMA
%%  COLOR .DEL EXPLANTE‘VERDE'~ LARO

palidq. En Jun 'trabajo previo, Lépez (1988) observé una

,respuesta_ﬁ vsivml_.larn que‘ precedié la formacién de una hoja que
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se abrié paso entre las: hojas externas (que presentaban un

-color blanco), lo cual se consideré como una respuesta

definitiva de sobrevivencia y capaci' a Ae desarrollo.

,»Lo’s fexplantes congelados : DHSO -15% y 30%

respectivamente presentan un inicm ‘de’ respuesta (coloracién_
amarlllo—crema) )
' En el caso de la concentraciﬁn ‘al 30% al transcurrir dos
‘dfas m&s se manifesté una respuesta - mis - }evidente de
sﬁbrevivencia de un explante .al tornarse a un tono verde
claro. Esta respuesta fue similar a la que reportd Lépez
(1988) quien observé una mayor sobrevivencia. en aquellos
‘ explantes gque fueron sometidos a altas concentraciones de
DMSO y tiempos de exposicién prolongados. v

Los . explantes congelados en el mes de agoéto, con >1a
mezcla nfimero 3 a una tasa de —o.57°C-5n1n'1 (Tabla 5), solo
un explante en cada medio de recuperacién, mostraron sigt{os
'd_e‘ vida tanto en el medio MS basal asi como en medio MS con
las dos concentraciones de dcido giberélico ensayadas, en el
caso del medio adicionado con AIA no se manifestd respuesta
alguna. Los &pices congelados con la mezcla 5 que fueron
sembrados en MS basal, se observé que un explante manifesté
una respuesta mids clara de sobrevivencia, en cambio en los
explantes sembrados en medio con GA3 y AIA no hubo respuesta. ’

Los explantes congelados con la mezcla 6 sélo se

sembraron en medio con &cido giberélico en la concentracién

mis alta y’ generé una respuesta inicial. Sin embargo los

explantes no - prqsperkaror_xi,, ”gradualmente . perdieron éu
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‘coloracién hasta tornarse blancos y no‘- logra n des rrollo _' R
alguno. En la: tabla . ; ‘
sobrevivencia 5 :
asimismo se det
Mezcla No. o

ensayados .

crioprctect:or

’ importante para

adecuadas y. minimizar el

3 sea favorable para
dpices con 'y pueda promover su

recuperacién postcongelacién. Sin _perder de vista que entran

en juego el estado isiolégico del explante, la tasa de

enfriamiento,” goncentracién y tipo de crioprotector utilvivzadb
_de tal forma' que los. indicios de sobrevivencia se pudieron

dar por algunos de estos factores.

2) Tasa de respiracién: : .

a) Explantes no congelados.

En la Grafica 1, se presentan las curvas de faBé fbaric’ia' ‘

obtenidas en algunos meses de 1992 y 1993, ‘con’ excepc:.én de T

agosto de 1992, en el resto de los casos la m&xima

absorbancia se presentd a los 480 nm. <La' curva d agosto es

la mis lrregular en su construccién, en una muestra procesada
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lo’ cual pudo deberse a un error de técnica al momento de

realizar la extraccién del ”rojo de‘formazén ya que  la

solucién no ."fuy filtrada Y. portaba, impurezas (pequefios

fragmentos de material biolégico) o' que provoc6 lecturas

muy similares en las itudes de onda.

de sepi;.iembre Y octubre,’ son mas definidas y es clara la
o difarencia que hay con-la curva del’mes de febrero, donde los
'valores de absorbancia son muy bajos. Para analizar ‘la
vr‘espuest‘a en un nismo mes, sg ‘realizaron lecturas durante
varids dias' en agoéto de 1993 (Gr&fica 2). El1 rango de
absorbancia oscilb entre 0 117 ‘a. 0. 447, se ésperaria que al
transcurrir 105 dias ‘se incrementara la tasa de respiracién,
pero al comparar la curva del dia 7 de agosto con la obtenida
" el-12 é&sta ﬁltima se ubic6 por debajo de la primera, asimismo
fue clara la diferencia en las curvas obtenidas de dos

muestras procesadas el -mismo dia.
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Qréfica 1. Curvas de CTT de aplces con
placa basal de ajo sin congelar en -
] dllerantes meses " :

* Absorbancla .
2.5 —

 Agoato 1992 =*="gaptlambre 1002 °
=" Junlo 1993 D ot Auo:lo 1998 s

—~— Febrero 1092
|, ~a=_ Qolubre 1992-

'él/'é"ca 2, Curvas de CTT de ApTc?s con
placa basal de ajo sin congelar, en el
mes de agosto,
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Miranda (1992), propuso una serie de etapas fisiolégicas
para ‘caracterizar a los &pices con placa basal de ajo, las

cuales sefialé de la siguiente manera:

A0 metabolismo atenuado o basal en ajos de reciente cosecha.
Al metabolismo en fase de inicio de la germinacién.

A2 metabolismo acelerado en pleno proceso de germinacién.

Es importante sefialar que el ajo se cosecha entre abril
y mayo y por lo tanto en los meses subsecuentes a su cosecha
se va modificando su fisiologia. Con base en lo anterior es
posible tratar de establecer una correlacién entre las_etapas
fisiolégicas propuestas por Miranda y 1las curvas de CTT
obtenidas en el presente estudio (Tabla 8).

La primera etapa sefialada por Miranda como A0, cuya
altura promedio de los ipices fue de 1.2 cm, y su correlacién
con las éurvas obtenidas por medio de 1la prueba de cTT,
permitis a través de la absorbancia registrada en junio
(0.512) ratificar niveles bajos de actividad metabblica
(respiracién).

Al evaluar la siguiente etapa (Al) que corresponderia a
los meses de. septiembre y octubre, se observé una mayor
actividad respiratoria de 1.4 de absorbancia para el mes de
septienmbre y de 1.6 para el mes de octubre, ambas lecturas
corresponden a los 480 nm de longitud de onda y los &pices

“tienen una altura promedio de 2.3 cm; casi el doble de los
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registrados en la etapa A0, y el triplé' respecto al
incremento respiratorio. :

En la dltima fase (etapa A2) el material se encontrdé en
una fase de germinacién activa, en los meses de noviembre y
diciembre, posteriormente a esta fgse el materiél ..es
susceptible a la contaminacién por hongos para su. manejo in ..
" vitro asi como para realizar las pruebas de éTT{

Se cuantificé la absorbancia en el mes de:féhpercvi“iﬁi
prueba de CTT indicé una baja activiaad 'reépitétoria
(absorbancia 0.407 nm). R ': .

Es importante sefialar que aquellos ép;ées ’coﬁ placa
basal gque sobrevivieron al proceso de crioconservacién,
‘fueron congelados en el mes de agosto que cofresponde a la
etapa ‘de una probable fase de transicién que conduce al
ma;;;ial a la fase de metabolismo activo (A1), -estos
resultados nos indicarian que probablemente en este mes Yy en
combinaciébn con la tasa de enfriamiento obtenida

(~0.57°C'min~1) con 1la mezcla No. 3 se lograrisn bugnos
resultados. Aunque no hay que dejar de contemplar que es
posible encontrar diferentes etapas en un mismo bulbo y sus
respuestas sean distintas. .

Probablemente si se congelara el ajo en -las mismas
condiciones anteriormente safialadas .en una etapa de mayor
actividad metabblica (respiracién) de 1.4 a 1.6 nm, en los
meses de septiembre y octubre que corresponden. a '1; etapa

(A1) se podria esperar una mayor respuesta de sobrevivencia.

ESTR TESIS %8 Orpf
SAUR DE LA BIBLIOTECA
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CORRELACION DE LAS PROBABLES ETAPAS FISIOLOGICAS

PROPUESTAS POR MIRANDA (1992) Y LAS ABSORBANCIAS REGISTRADAS
CON LA PRUEBA DE CTT EN APICES CON PLACA BASAL DE AJO SIN

CONGELAR.
MES ACTIVIDAD FISIOLOGICA ALTURA ABSORBANCIA
PROPUESTA - PROMEDIO {nm)
DE LOS APICES
(cm)
FEBRERO-92 0.407
JUNIO-93 0.512 .
ETAPA Ao. METABOLISMO g
JULIO ATENUADO
AGOSTO-92

PROBABLE ETAPA DE
TRANSICION

OCTUBRE-92

SEPTIEMBRE-92 '

ETAPA Al
INICIA FASE DE
METABOLISMO ACTIVO

NOVIEMBRE

DICIEMBRE
ENERO

ETAPA A2, METABOLISMO
ACELERADO EN PROCESO
DE GERMINACION

'MATERIAL NO DISPONIBLE, PROPENSO A .
CONTAMINARSE
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b) Explantes congelados
Al analizar 1las diferentes curvas, obtenidas : don el

material crioconservado se mostraron francas diferencias con

el grupo control, el material crioconservado on: DMSO Al

momento de ser procesadc presenté un =

obtenidas fueron pobres e irregula_;:e >+ fue,
posible la construccidn de una grafic poder cpnfz.'oﬁta;ia‘
‘con una curva patrén. i Ll

En cambio en aquellos explantes que fueron congelados en
las mezclas 3,5,6 fue posihle extraer suficiente rojo de_
formaz&n y evaluar la respiracién (Grafica 3). Se observé que
la mezcla 3 presenté una absorbancia (0 172) superior a la
del control (0.121), ambos a 480nm. Es este caso fue posihle
,aplicar i; férmula para determinar el porcentaje de
respiracién que dio un alto valor de resp:.racién en - los
6pice5'congalados con la mezcla 3 (142%),‘seguido por 1os

resultados en la mezcla 6 (48%) y por ﬁltimo de la mezcla 5

(5 2%)

Cory ase en 1os resultados

hipétesis. :

1.5: Es posible que las mezclas ‘resultaron més‘

el DMSO solo, debido a qu" aron - tasas ‘lentas de
enfriamiento y una’ mejor crioproteccién cont:ra el dafio por'

congelacién .
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2.~ Al realizar las“p‘rqe.bas de CTT las mediciones de 1a
absorbancia fealizadéé -i‘f.uérohlbirregulare.si débido a que 1los
spices con p;laca basal tomades al azar pudieron estar en un .
nivel metabélii:o ‘bajo, ‘en.una etapa fisiolégica fav_qrable',O'
con una mayor © menor biomasa.

Fue posible ~observar que atn en una cabeza de ajo'v o

hubieron diferentes manifestaciones de desarrollo imn vitro,

las cuales comprendieron desde el franco Y- vii;oro'sb.

desarrollo de plantulas, hasta la ausencia de czjecimientq. ‘
Por lo anterior, es importante determinar .los motivos'_*r-

por los cuales los &pices no lograron reasumir completamenf:e

su crecimiento.

Qrética 9. Curvas de CTT de aplicas con
placa basal de ajo congelados con
mezclas crioprotectoras.

" Absorbancia
0.2

o L 1 . : .
17400 420 440 480 480 500 6520 .'6540 660 - 680. 600"
Longltud de onda (mn) s -

—— Control — 'DM15%-528010%-G1120%
—%-=_ DMI0%~Sac20%-GiIt5% —8- DM15%-Sac20%-01120%
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3) Evaluacién ultraestructural: )
Las células meristemdticas de ajo., . no g "_cénge_]_.adas

presentaron un niicleo grande reticulado y hétéfocromstico, en

el cual se aprecia la doble membtana nuclear Y el espacio
perinuclear asi como poros (Lémina I, 3 E

es granular, se observan mitocondrias,

(L&mina I, Fig 2).
el

material

En

congelado

pared celular (L&mina I, Fig 3),;
denominada "plasmélisis de congelacién“ h
explica que es debido a la contraccién celular (pared celular
asi como protoplasma) durante la formacién de hielo‘
e;c}:x:acelular y la incapacidad del protoplasma a reabsorber el
agia de los espacios intercelulares al descongelarse el hielo
extracelular. Des;;\ués cuando la pared celular fegresa a su
forma Yy posicién originales hace muy evidente que el
protoplasma permanece contraido (deshidratado). ’

Se observaron rupturas en la membrana ﬂuclear Yy su 
contenido esparcido (Ldmina I, Fig 4), Lyons et al.,(1978), y.

sing y Miller (1985), sugleren que las .membranas son el sitié' o

de dafio por congelacién en

las células vegetales;

por congelacién letal o subletal. ‘Ta‘lés_ :

incluyen plasmélisis celular o de los protoplast

de electrbdlitos, otros constituyente@; ci_alulafés

de estructuras finas. Sing y Miller ~(19.Bé)" €
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nivel de . mémbrana " estructural en centeno y trigo,
altéfacioneé irrevefsibles que ocurren en la congelacién y
"‘que téén' frecuentemente gcompaﬁadas por la pérdida de la
‘estrﬁctura en la Sicapa de la membrana celular.

o En la Lamina I, Flg 5 no se aprecian organelos, al
_pérecer han sido destruidos, lo que indica gue las funciones
Eélulares no se podran realizaf Yy su recuperacidén

postcongelacién es poco probable.



LAMINA ‘I

¥FIG 1,- Célula de Allium sativum var Taiwan, sin congelar. '
Fijada con glutaraldehido 2.5%, en una solucién amortiguadora
de fosfatos. . -

N = NGcleo, n = nucléolo, V = Vacuola, C = Citoplasma

P = Pared celular, po = poro de la membrana nuclear.

PIG 2.- Detalle de célula de A. sativum var Taiwan, sin
congelar. Se aprecian algunas estructuras celulares.

N = Nicleo, V = Vacuola, m = mitocondria,

d = dictiosoma, r = ribosomas, P = Pared celular.

PIG 3.~ Célula de A. sativum var Taiwan, después de ser
sometido el tejido al proceso de crioconservacién. :
Se observa el citoplasma contraido (C) alrededor del nficleo
(N), separado de la pared (P) y dejando un espacio (E).

FIG 4.~ Célula de A. sativum var Taiwan, después de ser
congelade el tejido. Se observa la ruptura en la membrana
nuclear (-—+) y el citoplasma (C) contraido. .

FiG 5.- Detalle de A. sativum var Taiwan, después de
congelado el tejido. Se observan rupturas de membrana nuclear
(=) y la ausencia de ribonucleoproteinas (*) en el nfcleo
(N) . Contraccién del citoplasma (C). .
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b) Daucus carota
1) Evaluacién Macroscépica: ‘ P
Posteriormente al proceso de congelaciéﬁ-deséongg;acién}
no se observé un cambio severo de méhéra'inmediaﬁa éﬁ los
tejidos, sino que se hizo_ manifiesto- a ios 15: dias
posteriores a su cultivo, el tejido sé'secd;_sé tornd café
obscuro. Se hicieron presentés algunos casos de contaminacién
por bacterias. calkins y Swanson (1990) mencionan que dos
autores, Tumanov y Khavalin observaron que en raices de
manzana dafitadas por la congelacién el color café no
representé la muerte de dicho material ya que posteriormente
se manifestd la formacién de brotes. Esta situacién fue
semejante en el callo de zanahoria debido a que después de
‘presentar una aparente necrosis, é&sta no fue letal ‘y se
manifesté el crecimiento de callo nuevo. Withers (1978, 1979)
reports que éallos de zaﬁahoria puedén tener uné ap;;;enciq
normal cuando estdn en el medio de recuperacién. y presenta
periodos de .latencia (crioshock) . :
A los callos congelados se les realizaron;observaciones.
periédicas bajo el microscopio para detectar algn cambio, el
‘callo del medio M8 persistié en preseﬁtaf una coloracién
_: blanca con_algunas zonas de color crema pilido y los callos

© del medio MBD no manifestaron ninguna modificacién.
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2) Tasa de respiracién:
a) Explantes no congelados:

Las curvas de CIT se realizaron tﬁon callo dal medio HBD ST

y callo de M8. Para obtener la’ curva' tomo un

fragmento de cada tipo de callo, se extrajo el’ rojo de

posteriormente se observd que el.

absorbancia de 1.111 y de ‘1. 124 e

estaba en iguales condiciones metabélicas, esto se ‘determiné

b) Explantes congelados:
Las absorbancias registradas a

siguientes:

Los callos del medio MS8D : 0.659 para una. primera. muestra. y

de 0.634 para la segunda
Los ‘callos del medio M8: 0.464 para la. primera,r

O 418 para la segunda.

si situamos estos puntos en’ las cu vas ‘pat 6n St

que’ estén por debajo del valor obtenido rpor e doﬁéfé;'

(Gréfica 5).



Gréfica 4. Cuvas patrén de crf de callos
de zanahoria {MSD) y (M8) sin congelar

Absorbancia
1.2 -

400 420 .440" 460 :'480 = 500 620 : 640 . 560 ' 580 7‘800 ’
. ST lfi7 7 Longltud de onda {nm) 7 T Ul

"~ Callo MSD  — Gallo M8 _

"'@raflca 6. Absorbanclas maximas de callo
zanahorla.(M8)y (MSD) congelados

Absorbancia
12—

. Y'O' TR v Syt : [ Y :.: : oy .
..-400 420 :440: 460 ..480 = 600 620 640
L 730 Longitud de onda (nm) -

“o—= control U4 Gallo M8 (0.418) - % Callo MS (0.404) ;..
O Callo MSD (0:699) ' * X Callo MSD (0.884) Sl e D
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Estos’ valores al ser‘transformadbs a ﬁorcehtﬁjeélpata
interpretar la tasa de respiracién - aplicando 1la - férmula .
descrita ‘en el deaarfollo experimental fueron: pafa calle
MBD: 56 y 62% y para el callo M8: de 37 y 56% )

El porcentaje de respiracién més alto se registrd en
callo M8D en una de las muestras y el més bajo en el callo
M8. Asimismo se registré un mismo porcentaje de respiracidn
(52%) para los tipos de callo.

La "tasa baja de respiracién presupone que parte del
calle fue severamente dafiado durante el proceso de_
congelacién o que durante la incubacién de CTT se encontraba,
en un estado de crioshock con su  metabolismo parcialment:ev o
inhibido. . :

Es importante sefialar que la prueba de CTT nos:indiCa si
se esta efectuéndo o no el proceso de la respiracién en 1las.
mitocondrias, su inhibicién pudo haberse ‘debido a‘ la-
desnaturalizacién de enzimas o proteinas que intervienen en
el proceso, Steponkus 1967 y Steponkus Yy Lanphear‘ 1971‘
seflalan que aunque hay una alta correlacién entre el dafio por‘
congelacibn‘y la reduceidn de CTT en un sistema en dopde no_i
se han adicionado sustratos y Coféétofes'exégenos, esta:no eéf:;}

debido a la inactivacién por frio de las deshidrogenasas sinofﬁ

a las limitaciones del cofactor y el sustrato.

de sustratos y cofactores. Estoxes,debido,




tetrazolio en tejido fresco debido a que la reduccién del
tetrazolio no es especifica (Steponkus y Lanphear 1971).

A las tres semanas después del tratamiento de
crioconservacién y sembrados en medio de recuperacién los
callos MBD en una ocasién respondieron continuando el proceso
de embriogénesis y desarrollaron embriones somdticos, con la
caracteristica de mostrar un suspensor alargado que preshpone
una divisién celular alta en esta 2ona. Se pudo estimar'bajo
el microscopio que la mayor parte del callo congelado generd
estas respuestas morfogené&ticas. )

Debido a la dificultad de lograr repetir las tasas de
enfriamiento no fue posible reproducir las mismas condiciones
de congelacién y no se lograron realizar las repeticiohes.
minimas necesarias para evaluar el efecto de la congelacién
por medio de esta técnica. . )

Solo se logré una aproximacién cuando callo congelado
con DMSO 5% a una tasa de enfriamiento de -0.43°C'min-1, y
posterior a un estado de crioshock, reasumié su crecimiento e
incrementé su volumen celular pero no se diferencié en
embriones. Es posible que esto se deba a una lenta y continua_
perdida de la viabilidad. Withers y Street (1977, citados por
wWithers, 1978), observaron que en células de zanahoria que se
‘recultivaron en medio después de ser congeladas y
‘descongeladas no respondieron ré&pidamente, ello les indicd
que la reparacién de dafios y reactivacién del desarrollo no
siempre son exitosos y cuando ocurre puede ‘tarda: mucho

tiempo.
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3) Andlisis estructural: L ) :

Con el fin de evaluar el efecto del dispositivp_emp:laado'
para llevar a cabo la congelacién 'de material bioiégico, se
realizaron pruebas de crioconservacién y fijacién en callos
de zanahoria M8 y M8D Diagrama 7.

ETAPAS DEL PROCESO DEL CRIOQONSERVACION EN
Daucus carota .

FIJACION

TESTIGO
CALLO EMBRIOGENICO

SIN'SACAROSA
DE ZANAHORIA Shiitriaate

EXPERIMENTO 1

CALLO + DMSO 5%

EXPERIMENTO 2

CALLO + DMSO 5% :
MUESTRAS SUSPENDIDAS VAPORES NL'::
(~40°C) ANTES DE LA INMERSION :

EXPERIMENTO 3

CALLO+DMSO+ MUESTRA SUMERGIDA NL 8'MIN . . CON: SACAROSA
DESCONGELACION RAPIDA IR

EXPERIMENTO 4

CALLO+ DMSO -+ MUESTRA SUMERGIDA 30 MIN CON‘ SACAROSA
DESCONGELACION RAPIDA . :

DIAGRAMA 7. CONGELACION Y FIJACION DE CALLO DE ZANAHORIA HB Y e

MB8D DURANTE LAS DIFERENTES ETAPAS DEL PROCESO DE
CRIOCONSERVACION.
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El callo de zanahoria ha sido un modelo muy utilizado en

"1973- withers 1978,

este tipo de estudios (Nag y Street,'«

: 1979) oo

Es importante realizar la fijaciﬁn correcta del tejido .
para evitar alteraciones en éste. La fijacidn se 1levé ‘con
glutaralde_hido-paraformaldehido (3%-1.5%) sin sacarcsa Yy con
sacarosa; la sacarosa actudé como un regulador de la presién
osmbética y evitd el chogque osmbético de 1las células al
interaccionar con el fijador. )

Al adicionar o no sacarosa al fijador con el cual se

£1j6 el callo de zanahoria se observd lo siguiente:

a) Callo de sanahoria fijado ocon glntu-lld_.hido-
paraformaldehido con sacarosa (testigo 1): se observaron
células con buena_ preservacién del tejidb(_*s;n signos de
plasmélisis, se encontraron vacuolas grandes. e integridad’

cel\ilar (Limina II, Fig 1).

b) En el caso gue no se adiciond sacarosa en el Itijldot :
(Testigo  2), se observé una fuerte contraccisén dei
citoplasma, pero no hay ruptura ni separacién celular. (L&mina
II, Fig 2).

Al anali;ar los resultados en la serie de tratamientos
(Diagrama 7) de callo M8 de zanahoria procesados a lo largo
de la técnica de crioconservacién a una tasa de ;1..6°C-m1n'1
y fijados afiadiendo sacarosa al fijador se obsexrvé 1o

siquiente:
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a) callo de ganahoria con DMS0 5%, (Experimento -1). Se.
presenté plasmélisis pero en menor grado que en el ‘Testigo 2.
‘Ocurrid la ruptura de la membrana plasmitica y la salida de

citoplasma (L&mina II, Fig 3).

b) callo de =zanahoria con DMSO 5% onfriadn.y llevada 1la
muestra hasta -40°C, (Experimento 2), 1la plaémélisis ocurrié
en menor grado, se observé una aparente recuperacién del

tejido, y vacuolas pequefias (Lamina II, Fig 4).

c) Callo de sanahoria con DMBO 5%, ontrim.u b alnacenada
8 min en NI (experimento 3) hubo plasmélisis, con distorsidn
de la membrana plasmitica. Se pudo observar que ei‘ contenido
c;itoplasmatico se preservé y no hubo ruptura celular. d(Lamina

iI, Fig 5).

d) callo de zanahoria con DMBO S%, enfriada y almacenada
30 min en NL (Experimento 4) después de este ensayo se
observaron células que se rompieron, hay separacién de
algunas cé&lulas (separacién intercelular), el citopiasma es
de aspecto granulosc con plasmélisis similar a la que se

presentd en el Experimento 3 (Lamina II, Fig 6).

Con base en lo anterior podemos sefialar que.el' DMSO - -

provocd plasmélisis, sin embargo el contenido cito'pias.inai:i:‘:gv

se conservS en buenas condiciones.
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2) exponer las muestras a los vapores del NL y continuar
'el'proceso de crioconservacién incrementé la plasmdlisis y

sus efectos; ocurrieron rupturas y distorsiones de la

membrana, esbacios dentro del citoplasma e intercelulares.



LAMINA 1r

FIG. 1.~ Callo de =zanahoria sin conge)

glutaraldehido~paraformaldehido = (3%~1.5%)
sacarosa 0.12 M. Células integras.
V = Vacuolas, C = Citoplasma. !
1400 X

FIG. 2.~ Callo.  de . zanahoria
glutaraldehido=-paraformaldehido ..’
observan efectos’ de un’ choque
celular. - .

1400 X

sbin':

cong%

PIG. 3.- callo de zanahoria (MS
observa plasmdlisis,: rupturade ‘membrana:
(C): fuera de ~algunas células, (®) Pared celul
1400 X

PIG. 4.- Callo de zanahoria (MS) con. DMSOC 5
-40°C ', hay plasmdlisis ( — ), vacuolas.
ruptura de membrana ( .) , (P) Pared celular.
1400 X

FIG. 5.~ Callo de zanahoria (MS),’ sumergi
liquido (NL) 8 min, se observa plasmélisis
intracelulear (s), (P) Pared celular.

1400 X

lar - fijado ' con
-|adicionado - con

y enfriado a -
‘pequefias . (V)" y *

(~), -separacién

FIG 6.~ Callo de zanahoria (MS), sumergido en ‘NL":30. mj.n, se

observan células gque estallaron (—), separac,
(S), el citoplasma (C) es granular, (P)‘“Pared
560 .X - el

i6n intracelular
celular i

do en. nitrégeno.. '
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De la serie de tratamientos (Diagrama‘ 7)’ :dé :q:va‘lkllcyi M8D de

zanahoria procesados a lo largo  de. " la.. técnica de

crioconservacién, congelados a una tasa de’)

,29°C-min~1 y

fijados afiadiendo sacarosa al fijadéx} iv:'l‘:se?:\‘ré:v lo
siguiente: : L

a) Callo de zanahoria con DMBO 5%, (Expezjix%iento i),- Se_'.
cbservé en la mayoria de las células integfidad.celular b's v
presencia de vacuolas, aungue ocurrié plasmGiisis ‘en algﬁnos
grupos celulares (Lamina III, Fig 1).

’,

b) cCallo de zanahoria con DHSO 5% enfriada y llevada la
nuestra hasta -40°C (Experimento 2), la plasmblisis parecid
ser menos severa que en el callo M8, la mayoria de las
células se observaron completas con numerosas Y pequeﬁag

vacuolas en proceso de fusién (Lamina IIXI, Fig 2). .

o) Callo de szanahoria con DMBO 5% enfriada y almacenada
8 min en NL (Experimento 3) los efectos de la plasmélisis no -
fueron tan marcadas, no se detgcté distorsién en la meﬁbrana

plasmitica, ni ruptura celular (Limina IXII, Fig. 3).

d) Callo de sanahoria con DMBO 5% enfriada y almacenada
30 min en NL I(Experimento 4), algunas cé&lulas presentaron el
citoplasma disperso, fue notorioc que en las células de mayor
tamafio tuvieron una ligera plasmélisis, su citoplasma no tuve
aspecto granular y conservé sus vacuolas (Lamina III, Fig.

4).



LAMINAIIX
CALLO DE ZANAHORIA MBD

P1G. 1.~ Callo de zanahoria MSD adicionado con DMSO 5%, se
- observa buena preservacién’ con algunes grupos celulares
plasmolizados (—w); V = Vacuolas, C = Citoplasma, P = Pared
celular.
1600 X

FIG. 2.- Cé&lulas sometidas a -40°C. La plasmblisis (-=) es
. .menos severa qgue en el callo MS, la mayoria de las cé&lulas
estdn completas, V = Vacuolas, -C = Citoplasma, P = Pared
celular.

1600 X

FIG. 3.- Cé&lulas almacenadas 8 min en NL, no hay distorsién-
de "la membrana, ni ruptura celular. Se observan numerosas y
pequefilas vacuolas (V), ligera plasmélisis (w=). (P) Pared
celular.

1600 X

FIG 4.~ Células almacenadas 30 min en NL, plasmblisis ligera
~—» ), se observan vacuolas (V), citoplasma (C), Pared

celular (P), la gran mayoria de las cé&lulas se conservaron en

buen estado.

1600 X
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En el tipo de células MSD la plashélisis se observdé en
menor - proporcién y se conservaron en buen_estédo la mayoria
de ellas, al exponerlos a los vapores e introduéi:los al NL
la plasm6élisis fue menor que en el callo M8, en cuyas células
el citoplasma no fue granular ni presenté espaciés
intercelulares. _

Estudios histolégicos realizados en cultivos en
suspensién crioconservados de Musa, mostraron que las células
embriogénicas sobreviven a la congelacién y Aaquellas que
pierden su - viabilidad presentan un citoplasma contraido
granular e irregular debido probablemente a .una excesiva
deshidratacidén celular (Panis et al. 1992).

Estas diferencias se deben al estado fisiolégico del
callo. En elvcallo M8 las células son de mayor tamafio con
grandes vacuolas y son mis susceptibles de ser geshidratadas,,
Nag y Street (1973 citado por Sakai y Sugawara 1978)
observaron una reduccién en el porcentaje de sobrevivencia en
células en suspensién de zanahoria durante la congelacién y
descongelacién en équellas células que presentaban grandes
vacuolas.

Por el contrario el callo MBD posee células en constante
divisién, de menor tamafio con pequefias y numerosas vacuolas
que se fusionaran. Grout (1991) sefiala que células pequefias
con un néGmero minimo de vacuolas presentes, son
frecuentemente utilizadas para tratamientos de estrés y
pfésenﬁan una mayor resistencia a las bajas temperaturas y

deshidratacién.
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Estas caracteristicas también pueden  tener una :relaciéh:'

con una tolerancia a la congelacién en relacién a la tensién

mecédnica,. Sutcliffe (197§) sefiala que al ser menor ellt‘ama’ﬁo' o

de las células es méyor‘su resistencia a las heladas, su
razonamiento se apoya en ‘las relaciones tamafio, unidad de
superficie y las fuerzas que se ejercen en la estructura.

otro factor  que .s‘e reiaciona es ei grado de
deshidrataéién del protoplasma, si éste se déshidrata se dice
que se endurece y la v}.i probable de dafio es por tensién
mecénica.

Withers (1978) realizé un estudio estructural de callo
de zanahoria qﬁe habia congelado por varios métédos. Observd
una reduccién en el volumen celular durante la ;:ongelacién
lenta en presencia del crioprotector, esto es considerado imo
dé:_‘lcs pocos cambios éstrucéﬁtales qgue pueden ser atribuidos

solamente a 1la cor_xgelacién y el cual es revers;lble con ia
descongelacién, - o N : ‘
Es posible que aguellas cé&lulas que so-brepasen e1' e'stado
de crioshock, podrian reasumir su actividad, Efécifqiéhﬁb vy
generar nuevas cé&lulas, Withers (1978), menciona qﬁe' mﬁchos
cambios pueden presentarse durante ., la - postconqel_acién,A
algunos de ellos son degenerativos y s&6lo la minoria de lés
células contribuyen al crecimiento de .la poblacién. ‘Esto fue
sefialado también por Haskins y Kartha (1980) para meristemos
" con primordios foliares de Pisum éativun, en los que .
posterior a su congelacién la actividad celular se localizd

en el tejido de los primordios foliares, yemas axilares y
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&reas meristemati'cas las cuales fueron capaces de recuperarse.

y formar nuevas pléantulas.

Las diferencias que se manifestaron entre el callo MSD y
el callo MB en proceso de diferenciacién se debe, como ya se
ha sefialado, en gran medida a la‘etapa fisiol6gica en la que
se encuentra el material biolégico (Dereuddre et al. 1988).

Al conjuntar los resultados de las pruebas de CTT con
los cortes realizadds, se observé que las células de callo M8
en una muestra, presentdé un bajo porcentaje de respiracién
’(37%) con respecto a la curva patrén y al callo MBD, (62%)

" pues sus células han sufrido a lo largo del proceso una
vsev'era plasmSlisis, en cambio en callo MBD presentS en una
muestra un -porcentaje de respiracién alto (62%), debido a
que son células_ en constante divisién, no presentaron
plasmélisis ni dafios celulares severos irte\}ersibles ya gque
pudieron mostrar su capacidad para recuperarse y mas atGn, su

totipotencialidad al generar embriones som&ticos y plantulas.

Dianthus caryophyllus y Lycopersicon esculentum
a) Evaluacién macroscdpica:

Se realizé en meristemos de clavel y Jjitomate 1la.
evaluacién a ﬁivel macroscépico, los cuales al disectarlos se
observaron verdes Yy turgentes; después de someterlos a lés";‘
distintas técnicas de congelacién y después de 7 dias ;d’e

cultivo en medios para su recuperacién, se tornaron de color -~
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café y no presentaron signos de sobrevivencia en ninguno de
los’ tratamientos.

No' se observé ninguna diferencia entre el uso de medio
s&lido o medio 1ligquido con puentes de papel .filtro para
promover 1la eliminacién de sustancias nocivas para el '
explante y tratar asi de evitar la muerte celular. S

Debido a las pequeﬁas‘dimensioneé de los mersitemos para
su manipulacién asi como la escasa cantidad de: biomasa que
representan para proporcionar suficiente rojo de formaz&n y
fuese posible realizar las lecturas en el espectrofotémetro
no fue factible aplicar la técnica del CTT y por lo tanto no
se obtuvieron las curvas correspondientes.

Asimismo por la falta de respuesta en los meristemos

congelados no se realizaron cortes histol&gicos.
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CONCLUSIONES.

con los elementos y parimetros que . se ,vgvaiu}uv-on es .

posible llegar a varias conclusiones

FIBICO Y TECNICO:. )
Con el equipo empleado para’ llevar a cabo los procesos

de crioconservacién:

- Fue posible observar el comportamiento ‘de 1las
diferentes soluciones crioprdtectox‘as solas o en combinacién
Yy tener estimaciones no constantes de la velocidad de

enfriamiento de cada una de ellas.

- No es'posible tener un control-de las tasas lentas de
enfriamiento que se requieren para lieva_r con éxito 1la
crioconservacién, debido a que las tasas de enfriamiento
estdn sujetas ‘al  tipo vy concentracién del agente
crioprotector, la éantidad de NL contenido en el termo y 1la
altura a la cual se coloque la canastilla con las muestras,

factores de dififcil control.

- El equipo empleado requiere de majdras de tipo técnico
para que puedan solventarse estas dificultades y sea posible
repetir con un menor rango de error aquellas tasas de
enfriamiento requeridas para obtener ' una sobrevivencia

exitosa.
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FISIOLOGICO Y ESTRUCTURAL:

- Es impcrtante conocer la- etapa "de desarrollo,

fisiolégico de 1la especie asi como la variedad ‘a; trabajar,
debido a que ejercen una fuerte influencia en la capacidad de

sobrevivencia.

- La evaluacién de la tasa de respiracién por medio del
CTT, fesulté ser un método ﬁt;il de andlisis gr&fico de un
proceso fisiolégico b4 reconocer las muestras que
éobrevivieron, mucho tiempo antes de que se manifieste un

evento morfogenético.

- Por medio de la prueba de CTT es posible tener una
estimacidén relativamente répida de que técnicaﬂae congelacién .
o tasa de enfriamiento fue favorable y realizar un mayor

ntmero de ensayos dentro de un rango determinado.

- El1 ajo no pudo ser crioconservado con é&xito debido. a
que su fisiologia influye fuertemente en la respuesta.
~ Las pruebas de CTIT mostraron diferencias muy amplias '

en las lecturas espectrofotométricas en el ajo in v.ivo

encontrindose que no fue posible detemznar una tasa‘ dej‘

regpiracién uniforme a lo largo de las diferentes etapas e

post-cosecha.
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: - Asimismo los apices con placa basal de ajo gue fueron
sometidos al. proceso de crioconservacidn y se les aplicé las
pruebas de CTT mostraron lecturas espectrofotométricas no
cuantificables por ‘1o que no fue posible estimar su tasa de

respiracién .

- Estas édhsidefacioﬁes sirven para sefialar 1la
importancia de 1ograr lotes  de material biolégico en un
estado fisiolégico semejante y nos indica la gran dificultad'

de lograrlo.

- ILa .evaluaci6n microscépica demostrsd éue la membrana
celular de 1las cé&lulas de meristemo de ajo sufre dafios
irreversibles ' durante la crioconservacién: como son la
ruptura_de las membranas plasmdtica y nuclear asi como la
destruccién de organelos. Sefial de que el dafio es_._
irreversible y por lo tanto las probabilidades de recuperarse

son escasas.

~ Ccon base a los indicios de sobrevivencia gue mostré el
ajo, podemos suponer que es posible que pueda resistir. el
congelaniento en un sistema computarizado con tasas de
enfriamiento q.ue oscilen entre -0.16 a -6.‘24';cjm1n-1 con DMSO
30% y de -0.59 a —0.85°C'min-1 con la mezcla No. 3. (DMSO 15%
- Sacarosa 10% - Glicerol 20%) y'sea’ycolocado en un medio de
recuperacién MS basal o adicionado cdn.i'Acido Giberélico en un

rango de 3 a 6 mg-1-1.
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- Las' respuestas de 'sbbxjﬁevi\‘iéncié. ‘el

equipo de enfriamiento utilizvadclssb _existierdn ara :la:,‘ :

zanahbria-y fueron nulas para el clavel'y.

- El1 callo de szanahoria fue posible’ crioconservarlo

una ocasién a una tasa de ' -1.8°C'min
recuperacién en medio MS hasta plantula’ paéa do

diferentes estados somdticos embrionarics."

etapa fisliolégica del callo de zanahoria enl
encuentre el material a congelar para obtener rééé ’

sobrevivencia favorables.

- Al reali;;- la evaluacién esttucﬁuigl de los cortes.‘
histolégicos de callo de nm.lhor:l.a en sus dos fases (MSD y
"' MS), se observé 1la ruptura de membrana y salida de
citoplasma, mostriandose mds severa estas lesiones en el callo

MS que en el MSD.

- Se observé que aquella fase de constante divisién, con
células y vacuoclas pequefias (MSD), fue mas favoréble para
resistir el proceso de congelacién y manifestarse en una
respueéta de sobrevivencia, que el callo en un estado nmis

avanzado, con vacuolas grandes (MS).



- VEsto fue corroborado al aplicar las pruebas de CTT
ambas etapas y se determin® una tasa de respiracién mayor
el callo MSD (62%), que en el callo MS (37%).

- La aplicacién de reguladores de crecimiento en med
s6lido y medio liquido en puentes de papel filtro no f
fairﬁrable 'pavx:a los meristemos de «clavel y Jitoma

 congelados.

io
ue

te

- Las referencias bibliograficas sefialan técnicas |de

crioconservacién que no reguieren tasas de enfriamierto

lentas en meristemos de clavel, estas fueron aplicadas 'en

ellos pero no se observd ninglGn tipo desarrollo. Es muy

probable que la falta de sobrevivencia se haya debido a
variedad y estado fisiolégico de la planta madre.

Los resultados presentados contribuyen al: conocimien

la

to

de las técnicas aplicadas para estimar la sobrevivencia del’

material crioconservade y algunos de los efectos que
manifiestan en las cé&lulas que repercuten en su recuperaci

postcongelacién.

|

on

se
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ANEXO I

Para. realizar el estudio de estructurasA'firi‘a‘sv' de’ las
células, es necesario contar con secciones de;g.adas; de 0.5 é
3,0 pum, que es posible obtener al incluir el material en
plastico.

. Los plasticos deben ser liquidos cor.npuestosA por
mondémeros, se emplean dos tipos principales: los metacrilatos’
Yy las resinas epbéxicas, en é&sta tiltima se encuentra el Epén

Son adecuados por su estabilidad térmica con poca o
ninguna contraccién al polimerizarse, y presentan Suenaé
caracteristicas para su corte. ’

La mezcla de Epdn estid constituida por 155 siguientes

conmpuestos:

Epbn Glicidélico de &ter 100 (polimero)

DDSA  Anhidro dadocenilsuccinico (endurecedor)
NMA Anhidro metil nédico (plastificémte) .
DMP Pris-dimitilamino fenol (;:atalizador)

Para obtener diferentes gfadés de, dureza se varian las
proporciones de los componentes, en el presente estudio se’
requirié de una dureza del tipo 1 (Curtis, 1986)

Las cantidades que se utilizaron para preparar la mezcla

de Epén para la microscopia foténica fueron:
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Ep&n S 5.07 ml

DDSA 3,12 W17

MR 2,78 m1

DMP .

" para preparar 10 ml de resina..

Las cantidades que se utilizaron para preparar 1a mezcla
de Epén para la mlcroscopia electrénica - fueron : léé,"

siguientés:

. ’ Epén . 10.13 ml'va

DDSA 7.4 ml
NMA 2.78 ml

pMp 0.33 ml-

para prepafar 20 ml de resina.

Otra resina que se utilizé fue la denominada JB-{, es un
plastico que preserva detalles estructurales del material,
que no es posible obtener con‘la técnica de parafina.'El JB~-4
presenta distintas ventajas para la fijacién entre ellas: no
se requiere de una completa deshidratacién del material y se
polimeriza rééidamente. 7

El JB-4 esti constituido por la soluqién'ﬂ, componente - B

y el catalizador. Los compuestos ‘deben almacenarse .de 1la

siguiente manera:
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La solucisdn A debe mantenerse en refrigeracibtn
El componente B debe mantenerse a temperatura ambiente y-.el

catalizador se almacena en frasco &mbar con silica ‘gel-a:

temperatura ambiente.

La solucién A antes de utilizarla ' debe L;];;:a_néaf-la_

temperatura ambiente.

para la impregnacién del material ~se preparé. una‘mezcla »

‘de la Solucién A, con el cata‘iyliz‘ dor’ ‘Las l"cantidades

requeridas fueron:

0.225 g de catalizador, al cual’ : agfeg@in 26 ml de la.
Solucién A, estos componénte'_s' .se ar‘;'.i‘taxy;.‘bdn‘“ccnstantemente
hasta que se logré una solucibn'h'o ‘q’éné;a.,'ée‘de'be almacenar

en refrigeracién,

Para realizar la inclusién se prepara una solucibdn 25:1
de 1la solucién de impregnacién y el A.componente B,

- posteriormente se homogeneiza la mezcla con un aplicador-de
madera. . _

La inclusién se debe realizar ré&pidamente -‘ya que
solidifica en aproximadamente 20 min, las muestras se colocan
en las cdpsulas Been y con una pipeta Pasteur sé llenan hasta
el borde, las c&psulas se cierran para gue polimerice la .

mezcla en ausencia de oxigeno (PolySciences, 1976).
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PREPARACION DEL COLORANTE AZUL DE TOLUIDINA

" Azul de Toluidina 19
Bérax (tetraborato de sodio) 1g
Agua destilada aforar a 100 ml

‘Los reactivos se disuelven por separado con calor y en

agitacién, se mezclan y esta mezcla se hierve de 10 a 20 min, . <

posteriormente se deja enfriar y reposar 24 h, se filtra, el .

filtrado se almacena en botella &mbar.




111

BIBLIOGRAFIA CITADA

ALTAMIRAND, D. M. 1985, Ensayc sobre congelacién y
descongelacién de embriones de rata. Tesis de Licenciatura:
(BiSlogo). Facultad de Ciencias. U. N. A. M. México, D. F.
47 p ' :

AMMIRATO, P.V. 1983. Embryogenesis. En: D.A: Evans, W.R.
Sharp, P.V. Ammirato and Y. Yamada (Eds). McMillan, New York
87-123. '

ARMAS, R., E.ORTEGA' y R. GARCIA. 1988. Fisiologia Vegetal.
Editorial Pueblo y Educacién. La Habana, cuba. pp. 247~ 301.

BAJAT, Y.P.S. 1977. Initiation of'shoots and callus potato~
tuber sprouts and axillary buds’ frozen at ~196°C. Crop Improv
4(1): 48-53. :

BAJAJ,Y.P.S. 1979, Establishment 6fvgermp1aém banks through
freeze~-storage of plant tissue culture and their implications
in agriculture., En: W.R. Sharp, P.O. Larsen, E.F. Paddock and
V. Raghavan (Eds.). Plant Cell and Tissue Culture Pinciples
and Applications. Ohio State University: Columbus. pp: 745-
774 . . :

BAJAJ, Y.P.S. 1985. Crybprese:v§£i§ﬁ of ‘embryos En: K. Kartha
(Ed.) . Cryopreservation ‘bfl‘Plaht Cells and Organs. CRC
Press, Boca Raton. 227-242: ‘ :

BENSON, E. 1979 Variation in recovery of cryopreserved shoot~
tips of Solanum tuberosum exposed to diffrernt pre- and post-
freeze light regimes. Cryo Letters 10- 323 344

BIDWELL,” R. G. §S. 1979. Fisiologla nggetglﬁ A.G.T. Editor
México, D. F. pp. 599-625. FAREE R i



112

BRAUN, A, 1985} Cryopreservation of sugarbeet germplasm.
Plant Cell, Tissue Organ Culture. 14: 161-168.

kCAi-KIN_SY,};_J. B. Y B.T. SWANSON. 1930 The distinction between
living and dead plant t;ssue-viability .cold hardiness
research. Cryobiology 27:194 -211, :

- CURTIS, P.J. 1986. Microtecnia Vegetal. Universidad Auténoma"
de Chapingo. Ed. Trillas. México, D. F. 39-47

CHEN, W. H., W. COCKBURN, AND H. E. STREE‘I‘. 1979. Preliminary
experiments on freeze preservation ‘of sugarcane cells.
Taiwania, 24:70-74.

CHEN, T.,K. KARTHA, N. LEUNG, AND W. KR.UZ. 1984a."
Cryopreservation of Alkaloid-Producing cell cultures of
Periwinkle (Catharanthus roseus) Plant Physiol. 75:7;6—731.

CHEN, T., K. KARTHA, F. CONSTABEL, AND L. GUSTA. 1984b.
Freezing characteristics of cultured- Catharanthus roseus .
(L) .G. Don cells treated with dimethylsulfoxide and sorbitol

‘in relation to cryopreservation. Plant Physiol.-75:720-725.

ZCHEN,' T. AND K. KARTHA. 1987. Cryopreservation of woody

‘'species, En: J.M. Bonga and D.J. Durzan. (Eds.). Cell and
‘Tissue -Culture in Forestry, Vol 2. .Martinus Nijhaff
Publisheirs, Boston. 305-319,

CHIUNG-CHI K. AND R. D. LINEBERGER. 1985'. survival of in
vitro cultured tissue. of "Jonathan" apples exposed to —196°C. {
HortScience 20(4):764-767. . . .. .. . . ;




113

DEREUDDRE, J., J. FABRE, AND'Q. BASSAGLIA. 1988. Resistance
to freezing in 1liquid nitrogen of carnation (Dianthus
caryophyllus L. var Eolo) apical and axilary shoot tips
excised from different aged in vitro plantlets. Plant Cells
Reports 7:170-173.

DODDS, J.H. 1991. Introduction. En: J. H.Dodds (Ed.).
In vitro Methods for Conservation of Plant Genetic Resources.
Chapman and Hall, Cambridge. 1-9.,

FERNANDEZ, SAN MARTIN. 1976. Accién del DMSO sobfe’leucocitog’f
humanos. Tesis de Licenciatura (Quimico). Escuela de Ciencias -
Quimicas. Universidad Auténoma de Puebla, Mé&xico.46 p.

FRANKS, F. 1985. Biophysics and Biochemistry = at low
temperatures. Cambridge University Press. 37-61,148-166.

FINKLE, B.J. AND J. ULRICH. 1978. Effects of combinations of
cryoprotectants on the freezing survival of sugarcane cutered
cells: En: P.H. Li and A. Sakal. (Eds.). En: Plant cold
hardiness and freezing strees. Academic Press. 378-388.

» FINKLE, B. J., M. ZAVALA, AND J., ULRICH. 1985, Cryoprotective
compounds in the viable freezing of plant tissues. En: 'K.
Kartha (Ed.). Cryopreservation of Plant Cells and Organs. CRC
Press, Boca Raton. 75-114.

GEORGE, E. F. AND P.D.'SHERRINGTON. 1%84. Plant propagation
‘by tissue culture. Handbook and pirectory of commercial
laboratories, Exegetics, Limited, Great Britain, 690 p

GROUT, B. W. W., T. WESTCOTT, AND.G.. HENSHAW. 1978. Survival
of shoot meristem of tomato seedlings frozen in 1liquid
" nitrogen. cryobiology, 15: 478 - 483.



114

GROUT, B. W. W. 1990. Genetic preservation in vitro. En: A.
J. J. Nijkamp, L. H. van der Plas, and J. van Nartijk (Eds.)
Progress in plant celular and molecular biology. Kluwer
Academic Publishers Dordrecht. Netherlands. 13-22.

GROUT. B. W. W. 1991, Conservation 4in vitro. En: J.
Mascherpa, and C. Moncousin (Eds.) International Symposium on
plant Biotechnology and its contribution to the improvement,
the multiplication and the development of plants. Geneva,
Switzerland. 171-178.

HASKINS. R. H. AND K.K.KARTHA. 1980. Freeze preservation of
pea meristems: cell survival. canadian Journal of Botany
58(8) :832-840.

HESZKY, L., 2. JEKKEL, AND A. ALI. 1990. Effect of cooling
rate, cryoprotectant and holding‘time' at different transfer
temperatures on the survival of cryopreserved cell suspension
culture (Puccinellia distans (L.) Pari.). Plant Cell, Tissue
and Organ Culture 21: 217-226. ) -

HENSHAW, G. 1975. Technical aspects of tissue culture storage
for genetic conservation. En: Frankel and Hawkens (Eds.). In
Crop Genetic Resources for today and tomorrow.

HENSHAW. G.G., J. O’HARA. AND J. STAMP. 1985.
Cryopreservation of potato meristems. En: K. Kartha (Ed.).
Cyopreservation of Plant Cells and Organs. CRC Press, .Inc.
Boca Raton. 159-170. o :

'IBPGR. 1986.  Design, plannig and operation of ‘i vitro:
genebanks. Rome. ’ y R

JAGODZINSKI, - R.V. -1966. : Obtaining -the’ -
profile. Cryocbiology. 2(4):;'9371&7 o



118

KARTHA, K.K. 1981. Meristem culture: ’van’d“,Y'Ac;'yopresevrvgtion
methods and applications. En: T. -A. -Thorpe : -.'P];ant
tissue culture methods and appiiéntidns ) re.
Academic Press U.S.A. 181-~211.

KARTHA, K.K. 19085a. Meristem o
preservation En: K. Kartha (Ed). cryopreservation of!
Cells and Organs. CRC Press, Inc. Boca"Raton'115‘134

KARTHA, K.K. 1985bhb. cryopreservation of ‘plan cells and
organs. Newsletter. International Assciation of . Plant ’I‘issue
Culture. No.45,2-15. g

KOBAYASHI, S. A.- SAKAI, AND I. OIYAMA. 1990. cryopreservation
in liquid nitrogen of cultured navel orange (citrus sinensis
Obs.) nucellar cells and subsecuent plant regeneration.

Plant Call, Tissue and Organ Culture 23:15-20.

LEVITT, J3° 1980. Responses of plants to environmental
stresses. Vol I, Chilling, Freezing and High Temperature
Stresses. Academic Press U.S.A. 1~ 101.

LOPEZ, E.A.L. 1988. Accién del DMSO en Spices con blaca_ basal
de Allium sativum sometidos a  nitrégeno liquido. Tesis ‘de
Licenciatura (Biol6go). Facultad de ciencias, U. N. A. M.
México, D.F. 112 p.

LUYET, B.J. 19.66.' An attempt at systematic anaAlysis_‘of_ the
‘motion of freezing rates and at evaluation .of  the' main
contributory factors. Cryobiolegy Vol 2, No., '4719‘8—'205. L

LYONS, J.M., J. RAISON, AND P. STEPONKUS. '_‘i979. The 'plant
nembrane in response to low temperature: an."cverview. En:
J.M. Lyons, D. Graham, and J. Raison. (Eds.). vLow' temperature
stress in crop plants. The role of the membrane. Academic
Press U.S.A. 1-24. '



116

MANZUR, P. 1970. Crycbiology: The freezing of biological
systems. Science. 168:939-949.

MATA, R.M. 1992, Efecto de la mezcla de criobr;otectiores
(DMSO-Glicerol) sobre 4&pices con placa basal de Allium
sativum in vitro congelados a -196°C. Tesis de Licenciatura’
(BiSlogo). Facultad de Ciencias, U." N. A. M. México, D.F.
102 p.

MATA, R.M. 1995. Crioconservacién de germoplasma in vitro de
especies vegetales de interés econémico: Analisis de la
eficiencia de un sistema sencillo de congelacién. Tesis de
Maestria (Biologia Vegetal). Facultad de Ciencias, U.N.A.M.
México D.F.

McGANN, L. 1978. Differing . actions of penetrating and
nonpenetrating cryoprotective agents. cryobioloby 15: 382-390

MERYMAN, H. T. 19627~ Freezing of .1iving cells: Biophysical
considerations. En: . - sylverton Hemorial Symposium Atlantic
Cell Culture. April,‘ Nat‘ionalv ‘Cancer’ . Institute. Monograph
No.7. 7-14. S s :

MERYMAN, H.  T. 1971. Cryoprotective égenté. Cryobiology
8:173-183. i o : '

MERYMAN, H.T., AND R. WILLIAMS. 1985. Basic principles of
freezing injury to plant cells; .natural tolerance and
approach to" cryoprotection, En: © K. Kartha. (Ed).
Crycpreservation -of Plant Cell and Organs. CRC Press. Boca
Raton. 13-48. ’ '

MIRANDA, L. 1985. Propagacién in vitro de dos cutivares de
Allium cepa L..Tesis de Licenciatura (5161090). Facultad de -
ciencias. U.N.A.M. 65 p. ’



117

MIRANDA, L. 1992. An&ilisis preliminar. para bancos activos de’
germoplasma de Allium sativum L. in vitro. Tesis de Maestria.
Facultad de ciencias. U.N.A.M. 142 p.

MURASHIGE, T AND F. SKOOG. 1962. A revised medium for rapid
growth and biossays with tobacco tissue culture. Physiol.
Plant. 15:473-494.

NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES. 19755vUnderexploited tropical
plants with promising economlc value,‘ National Academy of
Sciencie, Washington, D.cC.. 189’p

NAG, K.,AND H. STREET. 1973.% carrot mbtybgeneslé from frozen

cultured cells. Nature. 24:17

NITZSCHE, W. 1984. Germp: ‘preservation. .En: D. Evans, W.
sharp, and P. Ammirato. :(Eds.)  Handbook of plant cell
culture. Vol 1. McMillan. N.Y: 782-805. —

NIINO, T., A. SAKAT, H. YAKUWA AND K. NOJIRI. 1992.
Cryopreservation of in vitre-grow shoot tips of apple and
pear by vitrification. Plant cell, Tissue and Organ Culture.
' 28:261-266. '

OREN, L. J. 1972.  Essentials of seed testing. En: Seed
Biologogy (Ed.). .T. T. Kozlowski. Vol III. Insects, and seed
collection,: storage, testing and certification. Academic
Press. N. Y.'p 351-532.,v*' ) ' ‘

Gene banks and the world’

PLUCKNETT, D., AND- SMITH, u' 19
food. Princeton University‘
POLYSCIENCES. i9751‘-” Embedding ' kit. “Paul’ vValley
industrial park. Datasheet 12370 R




118

ROBERTS, E. 1984. Recalcitrant seeds: their recognition and
store. En: E. Holden and T. Williams (Eds.). .Crop Genetics
Conservation and Evaluation IBPGR, Rome.

RUBLUO. A. 1985. Estrategias para 1la preservacién de
germoplasma in vitro. En: M. Robert, M. y V. M, Loyola
(Compl). El cCultivo de tejidos vegetales en México . CICY-
CONACYT. 35- 53 '

SALA, F., R. CELLA, AND F. ROLLO. 1979. Freeze-preservation
of rice cells grown in suspension culture. Physiol. Plant.
45:170~176.

SAKAI, A. AND Y. SUGAWARA. 1978. Survival .of plant germplasm
in liquid nitrogen. En: P.H. Li and A. Sakai (Eds.). Plan
cold hardiness and frezzing stress. Academic Press. New York. -
345-359.

SAKAI, A. 1993. Cryogenic Strategies for survival of Plant
“Cultured cCells and Meristems Cooled to =~196°C. Reprint for
JIQA GRP REF No.6 21 p. e ;

STEPONKUS, P.L. AND LANPHEAR, P. 1967. Refinement of then L
. triphenyl tetrazolium chloride method of determining cold ;
injury. Plant physmlogy. 42:1423-1426. )

STEPONKUS, P. 1971. Effei:t" of
Activ:.ty and reduction .on T ip
cryobioloqy, 8:570~ 573 j'

un' Chloride.

SEIBERT, M. 1976. Shoot 1m.tation rom. carnation shoot apices
frozen to -196°C. Scienc:.e 19‘ 1178 i ’




119

SING, J. AND . R. MILLER. 1985. Biophysical .and
ultraestructural studies of membrane alterations in plant
cells during extracelular freezing: molecular mechanism of
membrane injury. En: K. Kartha. (Ed). Cryopreservation' of
plants and organs. CRC Boca Raton. 61-75.

SUTCLIFFE, J. 1979. Las plantas y la temperatura. cuadetnog
de Biologia. Ediciones Omega. Barcelona. 61 p )

VALENZUELA, M.L. 1988. Respuesta in vitro de 6pices de- Allium'
sativum sometidos a nitrégeno' 1Iquido en' presencia
glicerol. Tesis de Licenciat ravb
ciencias, U. N. A. M. Méxic05

WEAST, R« 1984. CRCVHandbook of
Press, Inc. Boca Raton

WILKINS, W. AND J. 'DoDDS

OXF. 68:259-284. .

WITHERS, L. 1978’. A "'f"i

WITHERS, L. 1979
clonal plantlets
63:460~467 d

> for genétic

WITHERS, .:'L. '1980. L5 3
BEGR.  Technical. Report, Rome. AGP: IBPGR/80/8

conservation




	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Introducción
	Materiales y Métodos (Desarrollo Experimental)
	Resultados y Discusión
	Conclusiones
	Anexos
	Bibliografía Citada



