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Revisión bi blio ráf ica e ALNCENAMI . NTO A LARGO PLAZO 
DE ORGANOS VEGETALES MEDIANTE MÉTODOS 

M. Martínez 

La erosión genética causada 
por la destrucción de los habitats, 
la selección natural y los agentes 
bióticos ha acrecentado en los últi- 
mos años el interés por la conser- 
vación del germoplasma vegetal. 
En la agricultura, paradójicamente, 
el éxito de los fiomejoradores en la 
obtención de cultivares de mayor 
rendimiento, así como en la adop- 
ción de tecnologlas de avanzada, 
son factores que contribuyen a 
destruir la diversidad genética 
(Hawkes, 1 981 ) . La conservación 

.del germoplasma mediante el culti- 
vo de tejidos se basa en la limita- 
ción del crecimiento, conseguida 
generalmente con el empleo de 
temperaturas de incubación y de 
medios de cultivos subóptimos, o 
bien en la utilización de la denomi- 
nada crioconservación a las tempe- 
raturas ultrabajas del nitrógeno 
Iíquido (-1 96OC). Crioconserva- 
ción (griego kryos = congelado) es 
literalmente la conservación en el 
estado de congelación. 

La principal ventaja del alma- 
cenamiento a muy bajas tempera- 
turas, es obviamente la habilidad 
para detener totalmente los proce- 
sos metabólicos y el deterioro bio- 
lógico. 

La crioconservación de las 
plantas superiores, si bien se en- 
cuentra en un estado menos desa- 
rrollado que la del reino animal, 
ofrece técnicas muy promisorias 
para la conservación de germo- 
plasma a largo plazo. Este tipo de 
conservación a temperaturas ultra- 
bajas detiene por completo el me- 
tabolismo, pudiéndose recuperar 
posteriormente las células, los teji- 
dos y(o) los órganos vegetales, 
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siempre que seamos capaces de 
evitar los daños que por congela- 
ción o por deshidratación se produ- 
cen al congelar. De esta forma, se 
pueden conservar por un periodo 
indefinido sin la necesidad de reali- 
zar subcultivos. 

Veamos a continuación qué 
sucede en una célula expuesta a 
bajas temperaturas: las células es- 
tán rodeadas de soluciones extra e 
intracelulares. Al bajar la tempera- 
tura se llegará a la temperatura de 
congelación de la solución extrace- 
lular antes que la de congelación 
intracelular, al estar la primera me- 
nos concentrada. Por agitación o 
por nucleación se induce la forma- 
ción de cristales de hielos y se evita 
el subenfriamiento. Si la pérdida de 
calor -en el enfriamiento- no es un 
proceso muy rápido, al aumentar la 
concentración de la solución extra- 
celular -por congelación del agua-, 
la célula -por ósmosis- pierde agua 
o sea se deshidrata; con esta des- 
hidratación se concentra la solu- 
ción intracelular, bajando así la 
temperatura de congelación. 

Con el descenso gradual de la 
temperatura, la célula se va deshi- 
dratando. 

Solo se congelará el agua en 
el interior de la c6lula, si la veloci- 
dad de pérdida de calor es superior 
a la velocidad de deshidratación. 

Si la congelación es algo más 
rápida y se alcanza el punto de 
congelación del líquido intracelular, 
se producirán cristales de hielo in- 
tracelulares, con el consiguiente 
daño mecánico para la célula. 

Si la congelación es ultrarrápi- 
da, se formarán cristales de hielo en 
el interior y el exterior de la célula, 
pero el tamaño de estos es muy 
pequeño aunque siempre produce 
algun daño por insignificante que 
sea. 

Hasta ahora hemos conside- 
rado una sola célula, pero se van a 
congelar sistemas multicelulares, 
con células de distintas caracterís- 

ticas, pos lo que estos procesos 
pueden variar. Por lo tanto, son ne- 
cesarios estudios empíricos para 
cada caso y determinar asl el méto- 
do de crioconsetvación adecuado. 

Otro factor a tener en cuenta 
es el de la descongelación. Las c6- 
lulas deshidratadas pasarán al pun- 
t o  de  descongelación de las 
soluciones extra e intracelulares y 
se hidratarán posteriormente. La 
velocidad de descongelación pue- 
de que no sea un factor crltico, pero 
si hay cristales de hielo en el interior 
de las células (como en el caso de 
la congelación ultrarrápida), la des- 
congelación rápida es más aconse- 
jable. 

0 ,  por el contrario, si la des- 
hidratación ha sido muy extrema 
-congelación lenta-, una rehidrata- 
ción muy rápida puede producirda- 
ños por excesiva turgencia 
(Withers, 1979). 

Las células con cristales muy 
pequeños (producidos en la con- 
gelación ultrarrápida) deben ser 
descongeladas rápidamente para 
evitar que estos cristales se des- 
congelen momentáneamente y se 
recristalicen de nuevo con un ma- 
yor tamaño. Esta temperatura a la 
que se recristalizan puede ser tan 
baja como - 8 0 ' ~  (Sakai, Kobayashi 
y Oyiama, 1990) y pueden persistir 
a temperaturas relativamente altas, 
demandando por lo tanto un rápido 
aporte de calor a lo largo de toda la 
descongelación. 

Además de estos problemas 
de formación de cristales de hielo, 
hay que tener en cuenta los pro- 
blemas derivados de la deshi- 
dratación, debido a una mayor 
concentración de solutos o a los 
efectos mecánicos sobre la mem- 
brana (Teoría de volumen mínimo). 
Estos efectos están aún siendo es- 
tud iados. 

Los daños en la congelación 
se producen fundamentalmente en 
la membrana. 



Teniendo en cuenta las consi- 
deraciones anteriores, hay dos mé- 
todos básicos de congelación a 
temperaturas ultrabajas (criocon- 
servación): 
- Ultrarrápida. 
- Lenta, a una velocidad que debe 

tener en cuenta los efectos por 
concentración de solutos, por lo 
que se debe estudiar empírica- 
mente. 

PROTOCOLO GENERAL 
Pretratamiento. En ocasiones, el 
cultivo de los sistemas biológicos 
previo a la congelación en cier- 
tas condiciones, puede mejorar la 
supervivencia de los mismos. Los 
tratamientos varían considera- ble- 
mente según el tipo de sistema bio- 
lógico. Algunos de estos pueden 
ser: 
- Inducción de la tolerancia al frío 

mediante diversos métodos (pre- 
cultivo a bajas temperaturas, 
crioprotectores, etcétera). 

- Utilización de compuestos como 
prolina o glicina betaína, que son 
acumulados por algunas plantas 
en condiciones de estrés. Estos 
productos podrían ser utilizados 
como crioprotectores o se po- 
drían aplicar condiciones de es- 
trés con anterioridad a la 
congelación. De hecho, la prolina 
se utiliza como crioprotector o en 
mezclas crioprotectoras. 

- Es efectivo en suspensiones ce- 
lulares el uso de prolina y manitol 
en el medio de cultivo, con el fin 
de inducir la deshidratación os- 
mótica conveniente para evitar la 
cristalización intracelular. 

También conviene tener en 
cuenta e\ tipo de explante emplea- 
do y las condiciones fisiológicas en 
las que se encuentran. En suspen- 
siones celulares, los mejores resul- 
tados se obtienen cuando se 
encuentran en crecimiento expo- 
nencial (Withers, 1985), los embrio- 
nes somáticos en estado globular 
(Engelmann y Dereuddre, 1988); en 
el caso de la crioconservación de 
meristemos, conviene un período 
de crecimiento previo (Harding, 
Benson y Smith, 1991 ; y Dereud- 
dre, Fabre y Bassaglia, 1988). 

Tratamientos crioprotectores. Es- 
tos se refieren básicamente a los 
tratamientos qulmicos que com- 
templan el uso de sustancias crio- 
protectoras, como las que se 
mencionan posteriormente. La 
deshidratación que se lleva a cabo 
en la congelación es también crio- 
protectora, pero no se considera 
dentro de estos tratamientos. 

Son varios los mecanismos 
por los que actúan los crioprotec- 
tores: 
- reducción de la velocidad de cre- 

cimiento~ tamaño de los cristales 
de hielo, 

-- acción coligativa, 
-deshidratación osmótica antes de 

la congelación, bajando la tem- 
peratura de congelación de las 
soluciones intra y extracelulares, 

- aumento de la permeabilidad de 
las membranas, facilitando la pér- 
dida de agua del interior de la 
célula y 

- estabilización de macromolécu- 
las y membranas. 

Los crioprotectores que más 
han sido utilizados son el DMSO 
(dimetilsulfóxido) y el glicerol, a ra- 
zón de 5-15 y 5-20 % respectiva- 
mente. También se emplean otras 
sustancias como los azúcares (sa- 
carosa, glucosa), azúcares alcoho- 
les (manitol, sorbitol), aminoácidos 
(prolina, glicina) y polímeros de alto 
peso molecular (polietilen glicol- 
6 OOO), según Meryman, Williams y 
Duglas (1 977). 

Los crioprotectores se prepa- 
ran en el medio que se va a utilizar 
en el precultivo o en el cultivo pos- 
terior. La solución debe esterilizar- 
se por filtración. Si el espécimen es 
relativamente grande, puede ser 
transferido a una serie de solucio- 
nes con una concentración ascen- 
dente del crioprotector. 

El tipo y la concentración de 
las sustancias crioprotectoras de- 
ben determinarse para cada mate- 
rial vegetal y es necesario, además, 
subrayar la citotoxicidad de la ma- 
yor parte de estas sustancias en 
concentraciones altas (Kartha et 
al., 1982). Aunque su aplicación 
puede hacerse de varias formas, es 
conveniente aplicarlas gradual- 
mente en crioviales de polipropile- 
no o eventualmente en vidrio, que 
contengan un medio de cultivo y 
material vegetal colocadas en un 
recipiente con hielo. 

Congelación. El éxito de la criocon- 
servación de material vegetal de- 
pende, en gran medida, de la 
acertada elección del método de 
congelación que se utilice. Básica- 
mente se pueden distinguir tres mé- 
todos: 
- Congelacion rápida: El materiave- 
getal se coloca directamente en ni- 
trógeno líquido. La velocidad de 
disminución de la temperatura pue- 
de ser hasta de 1 0 0 0 ~ ~ l m i n .  Uno 
de los riesgos de este procedimien- 
to es la formación de cristales intra- 
celulares de hielo que pueden 
dañar el material vegetal. 

Este efecto se evita utilizando 
sustancias crioprotectoras ade- 
cuadas y procurando que la con- 
gelación se produzca tan rápido 
como sea posible (a mayor veloci- 
dad de congelación, menor tama- 
ño de los cristales de hielo). 
También es conveniente emplear 
un volumen pequeño de material 
vegetal, cuyo contenido de agua 
sea bajo (Nitzsche, 1983). Con este 
procedimiento se han crioconser- 
vado explantes de varias especies. 
Si el explante no está incluido en un 
vial, sino que se sumerge directa- 
mente en NL, la congelación es aún 
más rápida. Los meristemos de pa- 
pa han sido sumergidos directa- 
mente en NL, sujetos en una aguja 
hipodérmica después de la criopro- 
tección (Grout y Henshaw, 1979). 
- Congelación lenta: El material ve- 
getal se congela de modo gradual 
con un congelador programable, 
donde la disminución de la tempe- 
ratura oscila entre 0.1 y 3°~/min. 

Este procedimiento permite 
una deshidratación celular protec- 
tora, de manera que los cristales de 
hielo se forman extracelularmente. 
Sin embargo, es conveniente insis- 
tir que una excesiva deshidratación 
de las células puede exponerlas a 
una alta concentración interna de 
solutos. Generalmente, el material 
se congela lentamente a una velo- 
cidad adecuada, hasta que alcance 
una temperatya determinada, 
usualmente -40 C, punto en que la 
mayor parte del agua ha sido con- 
gelada extracelularmente, y luego 
se coloca directamente en NL. 

También puede mantenerse 
durante un período de tiempo a esa 
temperatura, antes de introducirlo 
en NL. 

Existen formas más baratas 
de conseguir un descenso gradual 
y controlado de la temperatura: por 



ejemplo, suspendiendo los viales 
sobre el nitrógeno liquido y redu- 
ciendo paulatinamente la distancia 
entre ellos. Colocando el explante 
en un frasco al vacio e! el interior 
de un congelador a -70 C, se pue 
den obtener descensos de aproxi- 
madamente 0.1 OC /min (Sala, Cella 
y Rollo, 1979). La congelación lenta 
ha sido empleada en la crioconser- 
vación de materiales vegetales de 
numerosas especies. 
- Congelación escalonada: Según 
este procedimiento (step-wise 
freezing), el material vegetal se so- 
mete sucesivamente a varias tem- 
peraturas por debajo de O'C y se 
mantiene en cada una de ellas du- 
rante cierto tiempo; posteriormente 
se sumerge en NL. 
Almacenamiento. Para un alma- 
cenamiento a corto plazo se pue- 
den utilizar congeladores de -70 a 
- 7 8 ' ~  (Nag y Street, 1973). Para 
largo plazo es necesario congelar a 
-196OC, lo que posibilita el cese de 
toda la actividad met ólica o a 
-1 5 0 ' ~  en vapor de n' r rógeno, no 
resultando caro este proceso (En- 
gelmann, 1991 ; Zakri et al., 1991). 
Descongelación. En general, cual- 
quiera que sea el procedimiento 
empleado para la congelación del 
material vegetal, su descongela- 
ción puede llevarse a cabo en for- 
ma rápida por medio de baños de 
uno a dos minutos de duración en 
agua a 40°c , teniendó la precau- 
ción de agregar gradualmente me- 
dio de cultivo para diluir las 
sustancias crioprotectoras y evitar 
la desplasmólisis celular. 

Tambibn puede aplicarse la 
descongelación lenta por simple 
exposici n del material crioconser- 
vado (c 2 tenido en crioviales) a la 
temperatura del laboratorio (Wit- 
hers, 1979 y 1980) o colocándolo 
en una corriente de aire caliente 
(Wiithers, 1979 y Marin et al., 1990). 
Recuperación. Despubs de la des- 
congelación, es necesario retirar la 
solución del crioprotector, ya que 
puede resultar tóxica (Engelmann, 
Duval y Dereuddre, 1985). 

Se ha estudiado poco acerca 
de los daños de las condiciones de 
cultivo, después de la congelación 
en la recuperación de los explan- 
tes; existen indicaciones que una 
intensidad luminosa baja favorece 
la recuperación (Benson, Harding y 
Smith, 1989). 
Prueba de viabilidad. Existen dis- 
tintos tests para determinar la viabi- 
lidad de los sistemas biológicos 
despubs de la congelación. El más 
preciso es quizás la observación 
del crecimiento normal. Otras prue- 
bas más rápidas son: 
- Diacetato de fluoresceina (FDA): 
Las células vivas tienen intacta la 
actividad de las esterasas que rom- 
pe este tinte, por lo que aparecen 
iluminadas al ser obseivadas con 
luz ultravioleta. Es un mbtodo ade- 
cuado para suspensiones celulares 
y cultivos de cblulas (Widholm, 
1 972). 
- Cloruro de trifenil tetrazolio (lTC): 
Las deshidrogenasas y el NADH re- 
ducen el TTC formando formazán 
de color rojo, pudibndose medir la 
intensidad de color en un espectro- 
fotómetro (Steponkus y Lanphear, 
1 967). 
-Ácido tiobarbitúrico (TBA): Unode 
los daños producidos por la conge- 
lación es la peroxidación de las 
membranas, pudiendo ser detecta- 
da por la reacción del TBA con los 
productos procedentes de la ruptu- 
ra de aldehídos (producidos por la 
peroxidación de Iípidos). 

Prueba de variabilidad. Deben re- 
alizarse pruebas bioquímicas 
(isoenzimas ...), genbticas (conteo 
de cromosomas...), o moleculares 
(RFLP, PCR ...), para asegurar la 
estabilidad genética de las plantas 
crioconsetvadas. 

El objetivo de estas nuevas 
técnicas de congelación es buscar 
simplificaciones para los protoco- 
los de crioconsetvación estándar. 
Encapsulación-deshidratación. Es 
ta técnica está adaptada a partir de 
experimentos de almacenaje a me- 
diano plazo llevados a cabo por 
Bapat, Mathre y Rao (1 987). Esta ha 
sido desarrollada por un grupo de 
investigadores franceses usando 
meristemos de papa (Fabre y De- 
reuddre, 1990), uva (Plessic, Led- 
det y Dereuddre, 1991), pera 
(Scottez et al., 1991), embriones 
somáticos de zanahoria (Dereud- 
dre, Blandin y Hassen,l991; y De- 
reuddre, 1992), caña de azúcar 
(González et al., 1993; Paulet, En- 
gelmann y Glaszmann, 1993), café 
(Mari et al., 1993) y yuca (Benson, 
Chabrillange y Engelmann, 1992). 
Esta técnica está basada en el de- 
sarrollo de la tecnología de pro- 
ducción de semillas artificiales, 
donde la encapsulación protege las 
estructuras embebidas y las hace 
resistentes a tratamientos, los cua- 
les de otra manera pudieran ser 
letales. Las cuentas de alginato que 
contienen los explantes son cultiva- 

Tabla l. Algunos ejemplos de especies crioconservadas 
Especie y explante Crioprotector Congelación Viabilidad 

Arachis hypogea glicerol 5 % Rapido 21-31 % 
(meristemos) DMSO 5 % VAstagos y raíces 

sacarosa 5 % 

Capsicumannum Glicerol 10 % 1°C/min 25 % (FDA) 
(suspensiones) DMSO 5 % hasta -100OC 

Cicer arietinum DMSO 4 % O.G°C/min 100 % 
(meristemos) hasta -40°C meristemos 

crecen 

Daucus carota DMSO 2.5 - 1°C/min 40 % plantas 
(embriones 20% hasta -40°C 
som Aticos 
y plhtulas) 

Glicine max DMSO 7 % 2°C/min 52 % (FDA) 
(suspensiones) hasta 100°C 

Lycopersicon sp. DMSO 10 % Rapido 30 % callos 
(plantulas) 

I 



das por muchas horas durante dlas 
en un medio Ilquido con unos altos 
niveles de sacarosa; estos son en- 
tonces parcialmente disecados ba- 
jo una corriente de flujo laminar y 
congelados lenta o rápidamente. 
Después de una lenta descongela- 
ción, las cuentas son tranferidas a 
un medio estándar. La recupera- 
ción de los explantes es satisfacto- 
ria, en el casó de la papa 26 % de 
los ápices congelados pudieron 
convertirse en plantas. 
Vitrificación. Esta técnica fue desa- 
rrollada recientemente por varios 
autores (Uragami et al., 1989; Lan- 
gis et al., 1989; Langis y Steponkus, 
1990; Sakai, Kobayasi y Oyia- 
ma,1990; Towill, 1990; y Dereud- 
dre, 1992) usando suspensiones 
celulares, protoplastos, embriones 
somáticos y meristemos de varias 
especies. En un proceso de vitrifi- 
cación, el material es congelado 
ultrarrápidarnente, con el objetivo 
de que el aguavitrifique para formar 
una estructura de sólido amorfo, lo 
que evita los problemas causados 
por la formación de hielo dentro de 
la célula. Con el fin de llevar a cabo 
la vitrificación, es necesario un 
tiempo de pretratamiento rápido y 
muy preciso en presencia de con- 
centraciones muy altas de criopro- 
tectores. La dilución del medio 
crioprotector despues de la conge- 
lación es también muy precisa. Es- 
to parece que al menos para 
células en suspensión, la compleji- 
dad de la fase de congelación en el 
procedimiento estándar es transfe- 
rida a la fase de pretratamiento, lo 
que hace que esta técnica sea muy 
usada en un futuro cercano. 
Uso de congeladores domésticos. 
Esta técnica fue desarrollada re- 
cientemente por Tessereau et al., 
1990, usando suspensiones celula- 
res embriogénicas y embriones so- 
mát ico~ de café. Después del 
pretratamiento estándar con altas 
concentraciones de sacarosa, los 
crioviales que contenlan las sus- 
pensiones fueron cdocados en un 
congelador comercial a -20 '~  por 
24 horas, entonces sumergidos en 
NL. Un 50 % en la tasa de viabilidad 
(medido por reducción del TTC) se 
obtuvo inmediatamente después 
de la descongelación. 

Después de 42 dlas en cultivo, 
el desempeño de la lfnea criocon- 
servada, en términos de la den- 
sidad final de  células, la 
productividad de embriones y el 
porcentaje de embriones en estado 
de torpedo, fueron similares al con- 
trol sin congelación. 

Esta técnica ha sido emplea- 
da para congelar embriones somá- 
ticos de zanahoria (Lecoutex et al., 
1991), y células embriogénicas y 
callos de cftricos (Engelmann et al., 
1993). El uso de estos congelado- 
res por diferentes autores, no impli- 
ca necesariamente la aplicación de 
la técnica descrita (Tessereau etal., 
1990). 
Desecación. Esta técnica es.prefe- 
rentemente empleada con embrio- 
nes zigóticos o ejes embrionarios 
de varias especies. Los embriones 
son extraídos de la semilla, deshi- 
dratados y colocados bajo una co- 
rriente de flujo laminar o en cajas 
cerradas que contienen sflica gel y 
congelados después rápidamente 
por inmersión directa en nitrógeno 
Ilquido. La duración del perlodo de 
desecación varla en dependencia 
del tamaño de los embriones o de 
su contenido de agua inicial. Usual- 
mente el contenido de agua de los 
embiiones desptfés & la congela- 
ción es de un 15-20 % (respecto a 
su peso fresco). La desecación de- 
be ser suficie'nte para asegurar la 
supervivencia después de la con- 
gelación, pero no tan intensa que le 
pueda producir daños al embrión. 
Por ejemplo, embriones de Coffea 
arabica tienen un contenido inicial 
de agua de un 64 y 100 % de viabi- 
lidad sin ningún tratamiento, pero 
no toleran la congelación en nitró- 
geno llquido (Abdelnour et  al., 
1992). 
Precultivo y desecación. Los pro- 
cesos de crioconservación que 
combinan el precultivo en medios 
con crioprotectores y la deseca- 
ción, han sido desarrollados con 
embriones zigóticos de coco (As- 
say-Bah y Engelmann, 1992) y em- 
briones somáticos de palma de 
aceite (Engelmann, Duval y De- 
reuddre, 1985; y Dumet et al., 
1993). En el caso de coco, los em- 
briones maduros de cuatro varie- 
dades comerciales fueron 
desecados por cuatro horas bajo 

un flujo laminar y colocados de 11 
a 20 horas en un medio que conte- 
nla 600 g de glucosa y 15 % de 
glicerol. La congelación y descon- 
gelación fueron llevadas a cabo rá- 
pidamente. 

USO POTENCIAL 
PARA ESTAS NUEVAS 
TÉCNICAS 

Estas nuevas técnicas, vitrifi- 
cación, encapsulación-deshidrata- 
ción y uso de congeladores 
domésticos, ciertamente no reem- 
plazarán los procesos convencio- 
nales, aunque ellos presentan dos 
intereses fundamentales: primera- 
mente, ellos pueden ofrecer posibi- 
lidades adicionales para las plantas 
que son recalcitrantes a los proce- 
sos de congelación tradicionales; 
segundo, ellos pueden evitar o dar 
la posibilidad de evitar el uso de 
congeladores programa bles, lo 
cual pudiera simplificar el proceso, 
asl como hacer menos costosa y 
factible su utilización. 
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