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El frio tiene el gran poder de conservar, pero también el de destruir, y esto se debe
fundamentalmente ala cristalizacién del agua presente anivel intracelular. La cristalizacion
(formacién de hielo) es el paso de un estado liquido desorganizado a uno ordenado. En
cambio, las soluciones muy concentradas inhiben la nucleacién e iniciacién del hielo,
por lo que a temperaturas muy bajas se convierten en un sélido amorfo que contribuye a
mantener la viabilidad de las células y los tejidos en general. Este proceso, denominado
“vitrificacion” (Fahy et al. 1984), constituye la base del éxito de la crioconservacién y
caracteriza a los métodos criogénicos mas modernos que resultan los mas adecuados para
estructuras vegetales organizadas (Engelmann 1997).

En términos criobioldgicos, el agua libre o congelable es la fraccidn que es necesario
remover o inducir a formar un sélido amorfo. El agua libre, que se caracteriza por ser
osmoticamente activa, constituye alrededor del 90 % del contenido total de un organismo
(Crowe et al. 1990). Ella es la fraccion efectiva disponible para varios procesos fisiolgicos
y, por lo tanto, su presencia a temperaturas positivas es sumamente importante para
mantener la supervivencia de las plantas (Sun 2002). El agua libre o congelable no sale
espontaneamente de las células, sino dnicamente por dafios 0 mecanismos bioquimicos
especificos (Dumet y Benson 2000). Por lo tanto, si la base del éxito de la crioconservacién
de un material biolégico radica en extraer la mayor fraccién posible del agua congelable
antes de realizar la inmersién en nitrégeno liquido, durante un proceso criogénico dicho
material estard irremediablemente expuesto a severas condiciones de estrés, primero el
hidrico, inducido por la deshidratacién, y luego el térmico, provocado por el enfriamiento.

Muchas plantas y microorganismos acumulan osmolitos orgdnicos en respuesta a
condiciones ambientales de estrés como la sequia, la congelacién y el choque osmdtico. Se
ha evidenciado que existe una estrecha interrelacién entre los mecanismos de proteccién/
tolerancia y la acumulacién endégena de altos niveles de estos osmolitos denominados
solutos compatibles (Buitink er al. 2002). Por consiguiente, las metodologias de
crioconservacion contemplan, como un modo de abatir el estrés, inducir el incremento de
estos compuestos a nivel intracelular.

La utilizacién exégena de estas sustancias clasificadas como crioprotectoras puede
tener lugar mediante su adicién a los medios de cultivo in vitro, o realizando tratamientos
con soluciones que las contengan, con lo cual se propicia la penetraciéon de algunos de
ellos a las células y, a su vez, se contribuye a regular el equilibrio osmético, a incrementar
la viscosidad y a remplazar las moléculas de agua eliminadas por la deshidratacién.
De esta forma, se ejerce un efecto coligativo protector que aumenta la osmolalidad
celular, que disminuye el punto de congelacién y que puede inducir la ocurrencia de la
vitrificacién (Benson 2008). Sin embargo, el ajuste osmético a través de la biosintesis y/o
acumulacién de osmolitos es muy disimil y no se puede definir por una concentracién
efectiva absoluta para todos los casos (Hare et al. 1998). Este es un aspecto que requiere
ser ajustado para el establecimiento de un protocolo criogénico eficiente, en especial
para aquellas especies tropicales y de interés en América Latina y el Caribe, las cuales
presentan un comportamiento de menor tolerancia.

Por consiguiente, cuando se revisan todos los factores que intervienen en los dafios
letales que produce un proceso de crioconservacion, se aprecia que los mas significativos
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pueden estar vinculados a la toxicidad quimica de los agentes crioprotectores que se
adicionan, a la presién osmoética que se genera, a la pérdida de agua que se induce y,
en especial, a la formacion de cristales de hielo en el medio intracelular. Como se ha
mencionado anteriormente, el evento fisico capaz de inhibir la nucleacién del agua a
las bajas temperaturas es el fendmeno conocido como vitrificacién. La transicion vitrea
es el paso directo de la fase liquida muy viscosa a la de un sélido amorfo (Fahy et al.
1984), pero el estado vitreo depende de tres factores importantes: el contenido de agua, la
temperatura y la composicién quimica (Buitink et al. 2008).

Se han formulado diferentes mezclas vitrificadoras para plantas (conocidas como PVS,
que es la sigla para su denominacion en inglés: plant vitrification solutions). Esas mezclas
se aplican de forma exdgena y combinan la capacidad penetrante y no penetrante de sus
componentes al medio intracelular. Entre las sustancias que conforman las PVS destacan el
glicerol, el dimetilsulféxido (DMSO), el etilenglicol y la sacarosa (Sakai 2004).

El estudio del comportamiento del agua es igualmente critico para comprender los
eventos que involucra el proceso de crioconservacion. Las propiedades fisicoquimicas de
la fase acuosa son determinantes en los cambios de estado, en la transferencia de masa y
calor, en la deshidratacion y en la congelacién. De igual manera, sus propiedades coligativas
influyen en la presién de vapor, el punto de congelacidn, la viscosidad y la formacién de
gradientes osmdticos a través de membranas semipermeables. La calorimetria diferencial
de barrido (DSC) ha sido la técnica mds utilizada hasta el momento para identificar y
cuantificar los eventos de cristalizacion y transicion vitrea (Vertucci 1989). Los andlisis por
DSC constituyen una herramienta invaluable para optimizar las condiciones de congelacién
y desarrollar estrategias de proteccion a las bajas temperaturas (Dumet y Benson 2000).

La investigaciéon en el campo de la tolerancia a factores ambientales adversos
también estd contribuyendo a lograr una mayor comprension de las bases bioquimicas
y moleculares asociadas a los mecanismos de respuesta frente a diversas condiciones
de estrés. Se han identificado genes y proteinas con un rol asociado a la resistencia al
frio, la sequia y la salinidad. Se ha avanzado en el conocimiento de genes inducidos bajo
estrés, que codifican proteinas con funciones de sefializacion, transduccién de sefiales y
proteccion celular (Dure ef al. 1989).

Gracias a todo lo anterior, hoy se dispone de mds conocimientos criobioldgicos
para aplicar en la conservacién de plantas y de un buen nimero de procedimientos que
estdn plenamente clasificados y definidos. Adicionalmente, la combinacién de algunos
de esos procedimientos ha generado una mayor diversidad de protocolos criogénicos
que en ocasiones pueden resultar més efectivos para especies ya crioconservadas por
otros métodos, o incluso pueden garantizar la supervivencia de otras que no se habian
logrado crioconservar. Sin embargo, como se ha explicado antes, no es posible disefiar
un protocolo criogénico tnico que funcione satisfactoriamente para todos los sistemas
bioldgicos, como tampoco se puede considerar que un mismo método necesariamente
serd exitoso para una misma forma de cultivo in vitro (células, dpices, embriones, etc).

No obstante lo anterior, para iniciar una investigacién criogénica es muy importante
conocer mas en detalle los procedimientos “claves” y sus buenas practicas. En este
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contexto, se pueden considerar varios protocolos como basicos: a) los métodos
convencionales o cldsicos, que son por eleccién los mds adecuados para crioconservar
células y callos, y que también se han utilizado para congelar meristemos apicales,
pero aislados, de especies de climas templados. Los resultados positivos obtenidos con
sistemas diferenciados de especies tropicales son casi excepcionales (Gonzalez-Arnao et
al. 2009); y b) la técnica de encapsulacién-deshidratacién y el método de vitrificacion,
los cuales han demostrado ser de gran utilidad para crioconservar estructuras organizadas
como los dpices y los embriones.

Asimismo, esos métodos han contribuido a la crioconservacion exitosa de diversos
tejidos provenientes de especies tropicales y han sido el punto de partida para generar
nuevas variantes de protocolos criogénicos, como la encapsulacion-vitrificacién, la
gota-vitrificacién y la crio-ldmina, los que han permitido avanzar en la optimizacién de
los tratamientos crioprotectores (Gdmez-Pastrana et al. 2004), en la simplificacién del
procedimiento cuando se trata del manejo de grandes volimenes de muestras (Yamamoto e?
al. 2012) y, més recientemente, en una mayor aplicacion a nivel de banco de germoplasma
(Panis et al. 2011). Igualmente importante es el método de la desecacién, que es sencillo
y resulta muy apropiado para crioconservar semillas, ademds de que, combinado con un
precultivo anterior en medio suplementado con azticares, deriva en el protocolo denominado
precultivo-desecacién y puede funcionar para crioconservar satisfactoriamente embriones
cigbticos y somdticos (Pence 1995). En el cuadro 4.1 se presentan algunas premisas
tecnoldgicas que se deben considerar para el inicio de una investigacion criogénica.

Cuadro 4.1. Recomendaciones para seleccionar un método adecuado (+) para
la crioconservacion de diferentes formas de cultivo in vitro de plantas.

Método Susp. celulares  Apices Embriones Semillas
y callos somaticos/cigéticos
1. Protocolos convencionales +++ + - -
2. Encapsulacion-deshidratacion - +++ ++ -
3. Vitrificacion y protocolos
derivados: gota-vitrificacion, - +++ ++ -
encapsulacion/vitrificacion y
crio-lamina
4. Precultivo-desecacion - - ++ -
5. Desecacion - - - ++

Fuente: Gonzilez-Arnao 2012.

A continuacién se describen los pasos que se deben seguir para aplicar los
procedimientos criogénicos anteriormente indicados.

Métodos convencionales

Cuando un material biolégico se somete a una temperatura de congelacion, mientras
menor sea su contenido de agua, menor serd la probabilidad de que ocurran dafios letales
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por la cristalizacion de la fase acuosa en el medio intracelular. Esto demuestra, que para
cualquier proceso criogénico, el primer paso clave estard asociado a la reducciéon maxima
posible de ese contenido de agua que puede congelar. Con los métodos convencionales
(figura 4.1), la deshidratacién de las muestras se alcanza fundamentalmente durante el
proceso de descenso de la temperatura. Para ello, el enfriamiento se realiza de forma lenta
hasta un nivel intermedio, usualmente -40°C, antes de proceder a efectuar la inmersién
rdpida en el nitrégeno liquido. Para disminuir gradualmente la temperatura, se utilizan
por lo regular equipos de congelacién programable y se ajusta la tasa de enfriamiento al
régimen deseado, mds frecuentemente a 0.5 °C min'’.

Para lograr el éxito de este proceso se requiere también del uso de soluciones
que contengan sustancias con propiedades crioprotectoras. Entre ellas se destacan el
dimetilsulféxido (DMSO), la sacarosa y el glicerol. Los crioprotectores pueden actuar
desde el interior o el exterior de las células, pero entre sus funciones mds importantes
estd la disminucién del punto de congelacién, la protecciéon de la integridad de la
membrana y el incremento de la viscosidad de la solucién celular (Gonzdlez-Arnao
et al. 2008).

El material biolégico inmerso en la solucidn crioprotectora se somete al enfriamiento
y en un inicio, la muestra tiende a subenfriarse, o sea, puede permanecer sin congelar a una
temperatura inferior a su punto de congelacion. Para evitar el subenfriamiento se induce
la formacién de los primeros cristales de hielo mediante la nucleacién heterogénea, y
esto a su vez promueve el proceso fundamental de deshidratacién. Como la membrana
plasmatica retarda la congelacién del medio interno, y la presién de vapor de agua de las
células subenfriadas es mayor a la de la solucién externa que parcialmente ha comenzado
a congelar, la continua disminucién de la temperatura provoca que el equilibrio osmético
s6lo se restablezca con la salida del agua intracelular. Bajo condiciones 6ptimas de
congelacidn, se estima que la mayor parte del agua congelable ha logrado escapar de las
células cuando las muestras son finalmente inmersas al nitrégeno liquido. En dependencia
del agua intracelular remanente al momento de la inmersion, podrdn ocurrir tres tipos de
eventos fisicos: la formacién de grandes cristales si el contenido es alto, la formacion de
pequeiios cristales no dailinos, si el contenido no es lo suficientemente alto, o la formacién
de un sélido amorfo, si la viscosidad celular es tan alta que el agua remanente experimenta
entonces una transicion vitrea (Benson et al. 2006; Gonzalez-Arnao et al. 2008). De esto
se desprende, que un paso clave de los métodos convencionales, lo constituye la etapa de
deshidratacién por congelacion.

Sin embargo, el retorno a la temperatura ambiente después del almacenamiento
a -196°C, es también de vital importancia. Un régimen lento de enfriamiento, genera
la necesidad de un método de calentamiento rdpido. De esta forma se evitaria la
recristalizacién del agua remanente en las células o la formacién de grandes cristales
de hielo a expensas de otros mds pequefios, cuando se atraviesa por una zona critica de
temperaturas durante el retorno a las condiciones establecidas para el cultivo normal.
Por consiguiente, la optimizacién del proceso de cristalizacion extracelular durante el
enfriamiento lento y la implementacién de un régimen de calentamiento rapido, son
aspectos criticos para prevenir dafios letales cuando se aplica un protocolo convencional
(Gonzélez-Arnao et al. 2008).
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Procedimiento

Colocar el material vegetal (células y/o callos) en crioviales de 2 ml, en bafio de hielo
aproximadamente a 0 °C.

Adicionar la solucién crioprotectora fria a los crioviales con las muestras y
mantenerlos durante una hora a 0 °C.

Colocar los crioviales con las muestras en el congelador programable (temperatura
inicial de 0 °C).

Disminuir la temperatura para inducir la siembra de cristales o nucleacion heterogénea
(2 °C-3 °C inferiores al “punto de congelacién” de la solucién crioprotectora).
Mantener a la temperatura de induccién de la nucleacién (ejemplo: a -10 °C,
10 minutos) o continuar con el programa de enfriamiento de disminucién
gradual de la temperatura hasta la precongelacién a -40 °C.

Realizar una inmersion rdpida de las muestras en N, L.

Mantener las muestras almacenadas durante una hora a -196 °C.

Llevar a cabo una descongelacion rapida (+37 °C-+40 °C).

Eliminar los crioprotectores colocando las muestras sobre papel filtro en placas de Petri.

. Cultivo de recuperacion en la oscuridad, si son células y callos. Cultivo al menos la

primera semana en la oscuridad, si son estructuras organizadas.

Figura 4.1. Representacion grafica de un protocolo convencional.
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Fuente: Gonzilez-Arnao 2012.

Encapsulacion-deshidratacion

La técnica de encapsulacidon-deshidratacion (figura 4.2) se utilizé por primera vez

en 1990 con el objetivo de crioconservar dpices de pera (Dereuddre ef al. 1990) y papa
(Fabre y Dereuddre 1990). Més tarde probd también su utilidad en dpices de cultivos
tropicales como yuca (Manihot esculenta) (Benson et al. 1992), caté (Mari et al. 1995)
y cafia de azicar (Gonzélez-Arnao et al. 1993, Paulet et al. 1993). A la fecha, diversos
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protocolos de encapsulacidn-deshidratacion se han adaptado para mas de 20 especies
vegetales, mediante los cuales se han obtenido resultados repetitivos y generalmente altos
indices de recuperacién después del almacenamiento en nitrégeno liquido (Gonzdlez-
Arnao y Engelmann 2006).

La encapsulacién-deshidratacion tiene la ventaja de ser relativamente simple, ya
que facilita manipular al unisono una gran cantidad de tejidos atrapados en capsulas
de alginato de calcio y utiliza solamente la sacarosa como agente osmoético, ademds de
que remplaza el uso de equipos de congelacion programable por la inmersién rapida
al nitrégeno liquido. Acorde a este método, para el enfriamiento se colocan solamente
en los crioviales las muestras encapsuladas, sin necesidad de adicionar la solucién
crioprotectora como en los métodos convencionales (Gonzélez-Arnao y Engelmann
2006). Otra ventaja de tipo practico es que, después de la crioconservacion, el retorno
a la temperatura de cultivo normal se realiza generalmente de forma lenta, para lo cual
se expone el material encapsulado al aire corriente en una campana de flujo laminar en
lugar de utilizar un bafio Maria a +40 °C. La seleccion del método de calentamiento
rapido o lento dependera del nivel de deshidratacion que se logre alcanzar en las
muestras, pues si no estdn lo suficientemente deshidratadas, puede ocurrir el fenémeno
de la recristalizacion, al elevarse la temperatura y provocar un efecto letal en esta etapa
del procedimiento.

Procedimiento

1. Diseccion del tejido (dpices o embriones) en condiciones asépticas: Utilizar un
estereomicroscopio en una campana de flujo laminar.

2. Recuperacién del tejido: Colocar el material explantado por 16-24 horas sobre el
medio de cultivo sélido estandar o el medio suplementado con sacarosa (por ejemplo,
con 0.3 M de sacarosa).

1. Preparacion para la encapsulacion:

a) Preparar la solucién de alginato de sodio (baja viscosidad) al 3 %, en
el medio de cultivo que contiene los macros y micronutrientes, pero
desprovisto de calcio; luego ajustar el pH de la solucién y esterilizarla bajo
las mismas condiciones del medio de cultivo.

b) Preparar una solucién de cloruro de calcio a 0.1 M, ajustar el pH de
la solucidn y esterilizarla bajo las mismas condiciones del medio de
cultivo.

c) Preparar puntas de micropipetas estériles con el extremo inferior cortado a
un didmetro aproximado de 4-5 mm.

2. Encapsulamiento:

a) Colocar los tejidos en la solucién de alginato de sodio.

b) Succionar los tejidos embebidos en el alginato y gotearlos progresivamente
sobre abundante solucién de cloruro de calcio.

¢) Mantener las gotas en la solucién de calcio por 20 minutos después de la
ultima gota, para lograr un buen grado de gelificacién durante la formacién
de las capsulas de alginato de calcio.

d) Decantar la solucién de calcio y transferir las cdpsulas a una caja de Petri
sobre papel filtro para la siguiente manipulacion.

\
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3. Precultivo: Transferir el tejido encapsulado a un erlenmeyer que contiene medio
de cultivo liquido suplementado con sacarosa (por ejemplo, 0.5, 0.75 6 1 M de
concentracion de sacarosa por 24 h).

4. Desecacion: Decantar el medio liquido de precultivo y secar superficialmente
las cdpsulas colocandolas en cajas de Petri sobre papel filtro. Seguidamente
exponerlas en cajas destapadas a la corriente de aire de la campana del flujo
laminar o en desecadores que contienen gel de silice. Determinar con antelacién
el tiempo de desecacién requerido, para garantizar la reduccién del contenido
de humedad en las capsulas hasta alrededor de 20-25 %.

5. Enfriamiento: Transferir las muestras encapsuladas a crioviales (hasta 10 capsulas
por criovial), y realizar la inmersién rapida al nitrégeno liquido.

6. Calentamiento: El calentamiento puede ser rapido, para lo cual se sumergen los
crioviales con las muestras en un bafio Maria a +40 °C, o lento (mds usual), para
lo cual se extraen las muestras del criovial y se exponen a la corriente de aire del
flujo laminar por dos a tres minutos.

7. Recultivo: Transferir el material encapsulado a los frascos de cultivo,
colocando las capsulas sobre el medio s6lido y manteniendo las muestras
la primera semana a la oscuridad con el posterior pase a las condiciones de
fotoperiodo establecidas.

Figura 4.2. Representacion grafica de un protocolo de encapsulacion-
deshidratacion.
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Fuente: Gonzdlez-Arnao 2012.

Método de vitrificacion

El método de vitrificaciéon (figura 4.3) se caracteriza por inducir una intensa
deshidratacién osmdtica mediante la exposicién del material biolégico a mezclas
crioprotectoras muy concentradas conocidas como formulaciones PVS. El tratamiento
con las PVS facilita la ocurrencia de la transicién vitrea durante el enfriamiento rdpido
de las muestras por la inmersion directa al nitrégeno liquido (Sakai y Engelmann 2007).
Para que los tejidos adquieran mayor tolerancia frente a la deshidratacién con la PVS
y a la crioconservacion, antes de estos dos procesos se realiza un tratamiento breve, el
cual se denomina “tratamiento de carga” y en que se utiliza una mezcla de sacarosa-
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glicerol, usualmente de 0.4 M de sacarosa+ 2 M de glicerol. El proceso de calentamiento
y retorno a la temperatura normal de cultivo se realiza siempre de forma rdpida, como
se indic para los protocolos convencionales, con la finalidad de evitar que ocurra una
recristalizacion. El lavado de los crioprotectores se lleva a cabo con una solucién que
contiene las sales minerales del medio de cultivo y suplementada con 1.2 M de sacarosa
(Sakai y Engelmann 2007).

Procedimiento

1. Diseccién del tejido (4pices o embriones) en condiciones asépticas: Utilizar un
estereomicroscopio en una campana de flujo laminar.

2. Recuperacién del tejido: Colocar el material explantado por 16-24 horas sobre el
medio de cultivo sélido estandar o el medio suplementado con sacarosa (por ejemplo,
con 0.3 M de sacarosa).

3. Tratamiento de carga: Colocar los tejidos sobre papel filtro en una caja de Petri que
contiene la solucién de carga a temperatura ambiente y durante 20-30 minutos (por
ejemplo, 0.4 M de sacarosa + 2 M de glicerol).

4.  Exposicién a la solucién vitrificadora (PVS) posterior al tratamiento de carga:
Transferir los tejidos a una caja de Petri que contiene la solucién vitrificadora para
estudiar diferentes tiempos de exposicidén o colocar los tejidos directamente en
crioviales que contienen 1 6 2 mL de la PVS (por ejemplo, PVS3: 50 % de glicerol
+ 50 % de sacarosa; PVS2: 30 % de glicerol + 15 % de etilenglicol + 15 % DMSO
en medio de cultivo con 0.4 M de sacarosa). Los tratamientos pueden realizarse a
temperatura ambiente o a 0 °C por periodos generalmente breves (hasta una hora).

5. Enfriamiento: Realizar la inmersion rdpida de los crioviales con las muestras al
nitrégeno liquido.

6. Calentamiento: Extraer los crioviales del nitrégeno liquido y sumergirlos en un baiio
Maria a +40 °C por dos a tres minutos.

7. Lavado de crioprotectores: Extraer la solucion vitrificadora y adicionar la
solucidén de lavado por 20 minutos (medio de cultivo liquido suplementado con
1.2 M de sacarosa).

8. Recultivo: Secar superficialmente los tejidos lavados sobre papel filtro en una caja de
Petri y luego transferirlos al medio de cultivo s6lido. Mantener las muestras durante
la primera semana a la oscuridad y transferirlas posteriormente a las condiciones de
fotoperiodo establecidas.
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Figura 4.3. Representacion grafica de un protocolo de vitrificacion.
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Fuente: Gonzdlez-Arnao 2012.
Gota-vitrificacion

Este protocolo ha derivado del método de vitrificacion y se diferencia del
procedimiento que le dio origen, en que se logra una ultra rdpida velocidad de enfriamiento
y de calentamiento de las muestras, dado que en lugar de usar crioviales, los tejidos se
transfieren a una gota o a un volumen muy reducido de la solucién vitrificadora colocada
sobre una pequefia ldmina de papel aluminio, en la que son inmersas directamente al
nitrégeno liquido (Panis et al. 2005). Para el calentamiento, la Idmina con las muestras se
sumerge directamente en abundante medio de cultivo liquido suplementado con 1.2 M de
sacarosa y a temperatura ambiente. La magnifica conductividad térmica de la 1dmina de
aluminio, aunada al poco volumen de solucién crioprotectora en contacto con los tejidos,
propicia que tanto el enfriamiento como el calentamiento transcurran a una velocidad
muy elevada (Sakai y Engelmann 2007).

Procedimiento

1. Diseccién del tejido (dpices o embriones) en condiciones asépticas: Utilizar un
estereomicroscopio en una campana de flujo laminar.

2. Recuperacién del tejido: Colocar el material explantado por 16-24 horas sobre
el medio de cultivo sélido estdndar o el medio suplementado con sacarosa (por
ejemplo, con 0.3 M de sacarosa).

3. Tratamiento de carga: Colocar los tejidos durante 20-30 minutos sobre papel filtro en
una caja de Petri que contiene la solucién de carga (por ejemplo, 0.4 M de sacarosa
+ 2 M de glicerol).

4. Exposicién a la solucién vitrificadora (PVS) posterior al tratamiento de carga:
Transferir los tejidos a una caja de Petri que contiene la solucién vitrificadora
para estudiar diferentes tiempos de exposicion o colocar los tejidos directamente
sobre gotas de PVS (por ejemplo, PVS3: 50 % de glicerol + 50 % de sacarosa;
PVS2: 30 % de glicerol + 15 % de etilenglicol + 15 % DMSO en medio de
cultivo con 0.4 M sacarosa). Los tratamientos se realizan generalmente a
temperatura ambiente.
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5. Preparacion de las laminas con las gotas:

a) Recortar 1dminas de papel de aluminio de aproximadamente 20 x 7 mm.
b) Colocar gotas de la PVS de aproximadamente 15 pl por cada lamina.
c) Colocar los tejidos en las gotas.

6. Enfriamiento: Realizar la inmersion rapida de las ldminas de papel de aluminio con
las muestras directamente al nitrégeno liquido.

7. Calentamiento: Extraer las ldminas del nitr6geno liquido y sumergirlas directamente
en abundante medio de cultivo liquido suplementado con 1.2 M de sacarosa a
temperatura ambiente durante 15-30 minutos.

8. Recultivo: Secar superficialmente los tejidos lavados sobre papel filtro en una caja de
Petri y luego transferirlos al medio de cultivo sélido. Mantener las muestras durante
la primera semana a la oscuridad y transferirlas posteriormente a las condiciones de
fotoperiodo establecidas.

Encapsulacidn-vitrificacion y método de crio-lamina

Estos dos protocolos criogénicos involucran primeramente la encapsulacion
de los tejidos en alginato de calcio, pero en la encapsulacién-vitrificacion las
cdpsulas sintéticas tienen forma redondeada, al igual que las obtenidas con la
técnica de encapsulacion-deshidratacion. En cambio, en el método de crio-lamina,
la encapsulacién se refiere a una capa fina de alginato de calcio que gelifica en
la superficie de una ldmina de papel aluminio e inmoviliza los tejidos sobre ella
(Yamamoto et al. 2011). Los tratamientos de carga y de deshidratacién con la
solucion PVS se realizan acorde a lo descrito para el método de vitrificacion, pero
el enfriamiento y el calentamiento con el protocolo de crio-ldmina se llevan a
cabo como lo contempla el método de gota-vitrificacién (inmersién directa de las
ldminas al nitrégeno liquido para el enfriamiento y transferencia a la solucién con
1.2 M de sacarosa a temperatura ambiente, para el calentamiento y descarga de los
crioprotectores, respectivamente). Una caracteristica comun de las dos metodologias
es que se benefician de las facilidades que proporciona la manipulacién de abundante
material inmovilizado en alginato de calcio, a diferencia del método de vitrificacién,
que implica el manejo directo de cada tejido. Otro beneficio es que se logra acortar la
duracién del protocolo criogénico completo, en comparacién con el requerido para la
encapsulacion-deshidratacién (Yamamoto et al. 2012).

Precultivo-desecacion

El método de precultivo-desecacién (figura 4.4) es un protocolo poco laborioso y
de fécil transferencia a cualquier laboratorio de biotecnologia; sin embargo, la etapa de
precultivo anterior a la desecacién y al enfriamiento puede prolongarse por varios dias o
semanas, lo queincrementa considerablemente la duracién del procedimiento completo.
Parala crioconservacion de semillas la fase de precultivo se omite y, por lo tanto, implicard
el uso de un protocolo mas simplificado y corto.
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Procedimiento

Realizar el precultivo de los embriones en medio sélido suplementado generalmente
con azticares como agente crioprotector.

Efectuar la desecacion mediante la exposicion de los embriones al aire corriente
en una campana de flujo laminar o a cantidades definidas de gel de silice en
contenedores herméticamente cerrados o logrando atmésferas controladas con
soluciones salinas sobresaturadas.

Realizar el enfriamiento rapido de las muestras contenidas en crioviales mediante la
inmersion al nitrégeno liquido.

Llevar a cabo el calentamiento rapido, para lo cual los crioviales se sumergen en un
bafio Marfa a +37 °C-+40 °C, o lento, mediante la exposicién de los embriones al
aire corriente en una campana de flujo laminar.

Realizar la recuperacién en el medio de cultivo normal, la primera semana a la
oscuridad, y luego realizar la transferencia a las condiciones de fotoperiodo
establecidas.

Figura 4.4. Representacion grafica del procedimiento de precultivo-desecacion.
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Nota: Para crioconservar semillas de pequefias dimensiones, el protocolo
excluye el paso correspondiente al precultivo en el medio con el agente
crioprotector. El protocolo se realiza a partir del proceso de desecacién
aplicando cualquiera de los métodos de desecacion indicados.

Fuente: Gonzdlez-Arnao 2012.

Algunas recomendaciones adicionales parala crioconservacion
de germoplasma vegetal

Seleccion del material

Para la congelacion de suspensiones celulares, las células deben tomarse cuando se
encuentran en la fase exponencial de crecimiento.

Para la congelacion de callos y estructuras organizadas, el material generalmente
se toma 15 dias posteriores al ultimo subcultivo en medio fresco. En el caso de
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las especies de crecimiento lento (por ejemplo, algunas especies de orquideas), lo
importante es que el material de partida refleje un estado vigoroso.

Los embriones cigdticos inmaduros y los somaticos (globular-torpedo-corazén) son
mds tolerantes a la congelacidn que a otras fases de desarrollo.

El material proveniente de cultivos in vitro (por ejemplo, dpices aislados de
vitropldntulas) es mds homogéneo y permite estandarizar mejor las condiciones de
crioconservacion que el material obtenido de plantas in vivo.

Proteccion y crioconservacion de germoplasma

Los tratamientos con soluciones crioprotectoras muy concentradas son menos
nocivos si se realizan a 0 °C.

En la utilizacién de protocolos convencionales de crioconservaciéon es muy
importante inducir la nucleacién heterogénea en una etapa temprana del enfriamiento
dependiendo del punto de congelacién de la solucién crioprotectora.

La descongelacion rdpida generalmente resulta mds apropiada, sobre todo si el
material no estd suficientemente deshidratado.

La crioconservacién de dpices de especies de propagacién vegetativa asegura el
mantenimiento de la estabilidad genética y la manipulacién del material libre de
virus; ademds, puede ser una estrategia apropiada para el saneamiento por crioterapia.
Para la crioconservacién de apices, después de la diseccion los tejidos deben
recuperarse en un medio de cultivo al menos de un dia para otro, a fin de que superen
el estrés del corte.

Temperaturas muy superiores (por ejemplo, de entre -20 °C y -70 °C) a la temperatura
del nitrégeno liquido (-196 °C) con el transcurso del tiempo provocan el deterioro del
material biolégico almacenado.

Luego de la crioconservacion, el material debe recuperarse en la oscuridad por al
menos una semana, con el fin de evitar la fotoxidacién.

Las pruebas colorimétricas de supervivencia pueden falsear los resultados. La
verdadera forma de medir la supervivenciay recuperacion del material crioconservado
es mediante la regeneracion de nuevos brotes y/o de plantas.

A continuacion se presentan los avances logrados en la investigacion y la aplicacion de

la crioconservacion vegetal en diferentes paises de América Latina y el Caribe. Se muestra
coémo se iniciaron en esta importante region los trabajos en ese campo. También se brinda
informacién sobre las actividades que grupos de especialistas han llevado a cabo en diferentes
instituciones de diversos paises, las especies vegetales en que han trabajado, las técnicas
criogénicas desarrolladas o adaptadas y su aplicacién en ciertos bancos de germoplasma.
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