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Cisne, C. J. 19982. Criocconmservacidén de embriones
clgbticoas vy somdticos de cacao (Theobroma cacao L.). Tesis de
Mg. Sc., Turrialba, Costa Rica, CATIE, 123 p.

Palabras claves: Theobroma cacao L., Crioconservacién,
rreoultivo, orioprotector, ocriotubos, embriogénesis somatica,
embridnes cigdticos, dimetilsulféxido (DMSO), callo, tasas de
congelamiento, tasa de recuperacldn, conservacién de
germoplaomsa.

RESUMEKN

El presente trabajo de investigacidén se llevd a cabo en
ol laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Unildad de
Biotecnologia del Programa de Agricultura Sostenible, Centro
Agrondémico Troplcal de Investigacion y Ensefianza (CATIE),
Turrialba, Costa Rica.

La orioconservacién de los embriones cigéticos inmaduros
Y de los embriones sométicos de cacao (Thecbroma cacao L.) en
nitrégeno liquido se realizd a través de congelamiento répido
y congelamiento lento. El congelamiento lento, en el cual
fueron evaluadas tasas de congelamiento entre ©.4°C/min vy
1.0°C/min, se llevd a cabo en un congelador programable en el
oual go inicidé el proceso de congelamiento de 5°C hasta
=40°C, seguido por el salmacenamiento de los embriones en
nitrégeno liquido, en donde permenecieron 48 horas.

Para proteger loe embriones contra el dafic ocasionado por
las ultrabajas temperasturas se estudio el efecto de una serie -
de factores fisicos y quimicos: Concentraciones de sacarosa en
los medios de precultivo, niveles de prolina, efecto del &cido
abacolsico y deshldratacién de los embriones en la cémera de
transferencia.
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El descongelamiento de los embriones se realizd mediante
la inmersién de las muestras en agua a 40°C por 90 segundos, y
posteriormente se colocaron en el medio de recupercidn.

La respuesta de sobrevivencia de los embriones vario en
dependencia del procedimiento de congelamiento utilizado. Sin
embago, las mayores tasas de recuperacién se obtuvieron a
través de la formacidén de callo.

La mayor formacién de callo se obtuvo con embriones
cigbticos inmaduros incubados y precultivados en mediose
nutritivos con altas concentraciones de sacarosa  en
congelamiento répido.

Ls obtencidén de embriones sométicos a partir de 1los
embriones cigdticos inmaduros congelados en nitrégenc ligquido
Uncamente fue posible cuando éstos fueron inoubados en un MBS
ligquido oon 1.9M de wsacarosa y congelados a una tass de
9.5°C/min y ocuando fueron inocubados en un MS liquido con ©.5M
de sacarosa y ocongelados por inmersién directa en nitrdgeno
liguido,

lia recuperacidn de los emriones somdticos congelados por
inmersidn directa en nitrdgeno ligquido y por congelamiento
lento, a través de su germinacion directa en el medioc de
recuperacldén, fue posible mediante la incubaciétn de embriones
somdticos de los genotipos EET-183 y POUND-12 en un medio MS
ligquido con altas concentraciones de sacarosa.



Cisne, C. J. 1982. Crioconservation of zigotic embryos and
somatic embryos of cacao (Theobroma csceo L.). Mg. Bc.
Thesis, Turrialba, Costa Rica, CATIE, 123 p.

KEY-WORDGS: Theobroma cacao L., Criocongervation, pretreatment,
crioprotector, cryotubes, somatic embryogenesis, zigotic
embryos, dimethylsulfoxide (DMS0), ecallus, coolin rate,
recovery rate, germplasm storage.

SUMMARY

The present study was ocarried out at the Tissue Culture
Laboratory, Biotechnology Unit of The Sustaining Agriculture
Program of CATIE at Turrialba, Costa Rica.

Cryoconservation of inmature 2zigotic embryos of cacao
(Theobroma gacso L.) in liguid nitrogen were experimented by
the use of rapid freezing and programmed cooling from 5 °C
to =-40.9°C with cooling rates between 90.4°C/min and 1.2°C/min
followed by immersion of samples in liquid nitrogen by 48
hoursa.

To protec the embryos against damage caused by the ultra-
low temperatures, physical and chemical factors were
investigated: increased sucrose concentrations proline and
abscisic scid additions in the preculture mediu and
dehydration on the laminar flow hood.

Recovery varied according with the freezing procedure
utilized. However, survival was through callus formation.
Higher recovery vsalues were obtalned when zygotic embryos were
pretreated with high sucrose concentration and frozen rapidly.

zxvi



Formation of somatic embrvos was observed on zigotic
embryos pretratment in a liquid medium M5 with 1.9M of sucrose
and freezing to slow rate (0.5°C/min). The germination of
somatic embryos of the genotype EET-183 AND POUND~12 incubated
in a liguid medium M8 with sucrose and frozen by means rapid
freezing and slow frezing was also observed.

xvii



I XTHTRODUCCIOM

El cacao (Thecbromsa gacao L.) es uno de los cultivos mas
importantes del trépico hilmedo. Es fuente de materia prima
para la industria mundial de chocolates y fuente de divisas
para mas de 40 paises, los cunales en el ciclo 91-92 exportaron
2,504,000 toneladas de cacao epn grano (Cubillos, 19906; ICCO,
1992).

En 1a actualidad, la superficie mundisal que ocupas el
cultivo de cacao alcanza los 4,728,000 hectidreas v es uno de
los tres cultivos entre los cincuenta de mayor importancia a
nivel mundial, gue no es canltivado en log paises desarrollados
(FAOQ, 1890; Querol, 1988).

A pesar del papel que juega el cacao entre los pequefios v
medianos productores vy su importancia en la generacion de
divisas para los paises en via de desarrollo, son muay poco

los logros alcanzados en la mejora del cultivo (IBPGR, 1979).

Egto debido 2 1a estrecha base genética del cacao
cultivado, la cual deriva de unos pocos materiales colectados
en los =afios 40 y 50 (Withers, 19886).

Ante este problema, notables esfuerzos se han venido
realizando para degarrollar métodos gque den seguridad al
germoplasma colectado v preservadeo (Lockwood, 18985; Allen vy
Lass, 1983). Sin embargo hasta ahora la colecta y conservacién
de cacan es un problema que no se ha resuelto

satisfactoriamente.

La conservacién de germoplasma de ecacao a largo plazo
Gnicamente es posible por medio de la formacién de bancos
vivos (IBPGR, 1983). Debido a que la semilla de cacao es



p

recaleitrante v no puede ser preservadsa en bancog de semillas
mediante la utilizacidn de los métodos convencionales (Roberts
et al., 1984).

Los ebjetivos operacionales v de investigacioéon de la
conservacion del recurso genético de cacao estan dirigidos al
desarrollo de una técnica que permita la conservacidén s largo
plazo. Dos vias de conservacidon ip wiLre han sido propuestas
: conservacidén a tasa minima de crecimiento, para conservar el
recurso genéticos a corto plazo vy crioconservacidén, pars

conservarlo a largo plazo.

Existe alguna informacidn sobre la crioconservacidn de
embriones cigdticos de especies con semillas orteodoxas, y un
nimero menor de trabajos realizados con gsemillas

recalcitrantes v embriones somaticos (Bajaj, 1978).

Basado en los resultados obtenidos exitosamente en
especies con semillas ortodoxas v alpgunas semillas
recalcitrantes, se desarrollaron una serie de estndios sobre
agpectos inherentes al material vegetal, asi como estudios
sobre factores fisicos v quimicos gue afectan la viabilidad v
recuperacion de los embriones cigdticos vy somaticos de cacao

congelados en nitrogeno liguido.

En el presente trabajo se reporta los resultados de la
crioconmervacion de embriones cigdticos v somdticos de eacao
como un método para la conservacidn de germoplasma a larpgo
plazo, en 8l que =8 agtudid el contenido de agua de los
“embriones cigdticos inmaduaros, los efectos de la
deshidratacidén, del DHS0O , de la sacarosa, del pH del medio de
cultivo, de la temperatura de incubacidén y del tamafio y estado

de desarrollo de los embriones crioconservados.

Finalmente es interesante apuntar qgque los resnltados

obtenidos mediante los estudios realizados demostraron el



3

potencial de la erioconservacién tanto para los embriones
cigdticos inmaduros, como para los embriones somaticos como
una poderosa alternativa para la preservacidn a largo plazo
del germoplasma de cacao , =281 como para otras especies
tropicales que se caracterizan por poseer semilla

recaleitrante.



T REVISITION D¥E LITERATURA

2.1 HISTORIA DE LA CRIOCONSERVACION DE CELULAS TEJIDOS Y
ORGANOS VEGETALES

La busgueda de fundamentos cientificos gue explicasen el
fendmeno por el cual muchos de los organismos bioclogicos
sobreviven a temperaturas de congelamiento v los intentos por
encontrar un aprovechamiento de éste, se remontan a méds de dos

siglos.

Mervman (1968), da cuenta de investigaciones al respecto
a finales del sigleo XII y comienzos del siglo XIII. No
obstente, progresos significativos no se obtuvieron sino hasta
mediado del presente siglo, cuando se descubrid el efecto
protector de una serie de sustancias quimicasg como el
glicerol, el DMSO (dimetilsulféxido), el manitel, el sorbitol
v 1l sscarosa contra los dafios ocasionados por las bajas
temperaturas (Polge et al., 1949; Scherer y Hoogasian, 1954;
Lovalock, 18954; Lovelock vy Bishop, 1959; Quatrano, 18988).

La crioconservacidén de células, tejidos vy A4rganos
vegetales tienen sus raices histéricas en estudios realizados
en la sobrevivencia ds especies vegetales en condiciones de
temperaturas bajo csro grado centigrado, en las =zonas

templadas, v en la bisqueda de materisles resmistentes s las
heladas.

La habilidad de recuperar tejidos vegetales después de
exponerlos & ultrabajas temperaturas (-196°C, temperatura del

nitrédgeno liguido)} fue reconocida por Sun (1858).

Estudios posteriores hechos por Sakai vy colaboradores en
la década de los 80 establecieron las relaciones entre el

congelanmniento v el descongélamiento.



En 1968, el estudio de la ericconservacion ds tejidos
vegetales gse orientd al sistema in vitro cuandeo Guatrano
recupers éxitosamente unsza suspension c¢elular de Lipam
usitatissimum , después de exponerla a -38°C.

En 1971 Latts, reportd un compertamiento similar con

células de lpomoea sp.

Sin embargo no es hasta 1973 que se logrd una verdadera
criocconservacidn en nitrdgeno liquido; 1a cual fue realizada
por Nag v Street en células de zanahoria (Daucus carota). Ese

nismo afic Sakai v Sugawara lograron recuperar éxitosamente

callos de Populus eursmericansg almacenados en nitrogeno
liguido .

Sakai v Noshira (1975) fueron los primeros en proponer la
conservacidn de semillas recalcitrantes con un alte contenido

de humedad a ultrabajas temperaturas.

Es asi, que en estos Gltimos afios las investigaciones en
el &drea de crioconservacidn han egstado centradas en el
incrementoc de protocolos que ofrezcan altas tasas de
sobrevivencia, v mis recientemente se ha tomado muchoe interés
en el estudio biogquimico vy fisioldgico de los tejidos

almacenados en nitrogeno liquido.

Estos aspectos son importantes para que ia
crioconservacion tenga una amplia aceptacidén como herramienta
de la biotecnologia en la conservacidn de germoplasma z largo

plazo.
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2.2 IMPORTANCIA DE LA CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD
BIOLOGICA

La diversidad genética representa la suma total de
diversidad sacumulada a través de los afios, por la seleccidn
natural v artificial (Mehta gt al., 1882).

La diversidad bioldgica natural es un recurso limitado ¥y
perecederos, que proporciona la materia prima o "genes”, que
debidamente utilizados v manipulados por la téenicas vegetales

dan origen a las variedades mejoradas (Esquinas, 1983)

Estos genes s6lo es posible encontrarlos en los cultivos
loceles y poblaciones naturales, que han sido seleccionadas a
través de miles de =sfios por la naturaleza v por los

agricultores (Frankel, 1870; Esquinas, 1883).

La evolucidn de las saspecies vegetaleg antes de la
aparicién de 1la agricultura tenia como dnico contrel la
seleccidn natural, actuando sobre la varisbilidad genética,
producida por fendmenos como las mutaciones, migraciones y

recombinaciones.

Con el inicio de la domesticacidn de las especies de
mayor interés para 1 hombre, la seleccidn natural actidsa
acompafiada de la seleccidn artificial, Elleo trae como
consecuencia que la ulterior evolucidn de estas especies esté

gl servicio de la "humanidad" (Esquinas, 1983).

El hombre ha agrupado las plantas en egpecies de maners
arbitraria, para encontrar una ldégica en el funcionamiento de

la naturaleza y ®1 uso mds adecuado de ésta.
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Cuando se habla de tipos de recursos genéticos estos son
zlasificados en funcidn de diferentes pardmetros: en base =zl
nse (medicinal, alimenticia, industrial ete.); en base al
nivel tecnoldgico aplicado (variedades primitivas, variedades
modernas) o en base a la estabilidad de la diversidad genética
de una regidn determinada (especies convencionales v especies

1o convencionales) (Querocl, 1888).

Miles de afios de seleccidn realizada por los agricultores
v la naturaleza, han producido variedades y genotipos locales
sdaptados a los distintos lugares y a préacticas culturales,
que a su vez estin detsrminadas por el clima vy otros frctores

anbientales.

Un incremento continuo en la produccién y calidad de los
alimentos pasa necesariamente por la proteceién v aficez
utilizacidn de los recursos fitogenéticos y ello exige una
adecuada “"conservacidn" de éstos (Moonsey, 1879; Quserol, 1988;
Esguinas, 1983).

Las wvariedades tradicionales son a menudo capaces de
soportar condiciones que dafiarisn seriamente muchas variedades
modernas. Lo cusl 1les confiere mavor estabilidad en 1la

producciodn.

El wvalor potencial de 1a diversidad genética radica
fundamentalmente en los genes que contienen, los cuales son la
fuente de. resistencia, calidad nutritiva, adaptabilidad asi
como genes desconocidos que pueden en un futuro ser
considerados valiosos (Nieto et al., 1984).

Las wvariedades primitivas v poblaciones silvestres han
sido fuente de resistencia a plagas v enfermedades, de

adaptacidén a ambientes dificiles y otro caracteres agrondmicos
(Ortiz, 18978y,
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Desde un punto de vista tedrico, la importancia de la
diversidad genetica, se fundamenta arn la relacion
seleccidn/variacidn. Cuando mayor es la variacidn existente
mavor a&s el margen de accidn reservado a2 la seleccidn natural
{motor de la evolucidn) y a la seleccion artificial (motor del
mejoramiento).

Son numerosos los trabajos en los que se mencionan la
utilizacién de la diversidad genética en el mejoramiento de
los cultivos. Falconer (19680) y Lerner (1858}, reportan
numerosos ejemplos en los cuales la diversidad genética es la

base fundamental pars el fitomejoramiento.

La importancia de la preservacién de 1la diversidad

bioldégica resalta ante todo, cuando en algunos momentos de la

historia , por la no disponibilidad de germoplasma se ha
puasto en peligro la sociedad y la economia de los paises
afectados. Asi como en =1 caso contrario, en el coal 1=s

utilizacidn de genes dsterminsdos  han favorecido tanto a la

agricultura como a la industris.

Egto nos debe llevar a reflexionar vy comprender mejor la
transcendencia del papel de la conservacldn de los recursos

genéticos.

En la década de los cuarenta més de dos millones de
irlandeses murieron por la ambruna ocasionada por el ataque
del tizdn al cultivo de 1la papa. Genes resistentes a esta
enfermedad fueron encontrados en c¢oultivares primitivos ¥y

poblaciones silvestres de los Andes (Hawkes, 1978)
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En 1373, los maizales de los Estados Unidos sufrievon un
atague catastréfico de roya (H. mavdis) con pérdidas de hasta
el 50% para algunos estados. El dafio, segdn se pudo comprobar
ss debid 2 la susceptibilidad que presentaban los hibridos a
esta enfermedad (NAS, 13872

La wvariacidn genética en la colza (Brassica napus) ha
permitido la seleccidn ds variedades con bsjo contenido ds
dcido erdcico para el consumo humano y otras con alto

contenido para producir lubricantes (Querol, 1988).

El =algoddn Alcald, colectado en México en 1806, después
de pasar por un programa de seleccidn es el principal algoddn
gsembrado en california y uno de los mds importantes en Rio

Grande, Texas y Nuevo México (Querol, 19B8B)

El algoddn Egipcio colectado en el Nilo en 1903, dio
origen a varias de las mejores variedades sembradas en Norte
América (Poehlman, 1985)

Las variedades de trigo primitivas han sido la fuente de
genes de resistencia, contra lare razas de roys, para las

variedadss mejoradss, las cusles gon altamente susceptibles.

El Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) ha
colectado sistemdticamente ecotipos silvestres forrajeros en
América Central para seleccionar aguellas que toleren los

suelos dcidos (Querol, 1988.)

Utilizando variedades tradicionales vy variedades modernas
durante los Gltimos 40 afics se han aumentado los rendimiento

de los cultivos (Esguinas, 1983).
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2.3 METODOS DE CONSERVACION DE GERMOPLASHA

De nada sirve colectar =l germoplaswma, =31 no podsmos
vreservarlo en condiciones de coneervacidn indefinids,
Los métodos de conservacidén de germoplasma varian de

acuerdo a la forma de reproduccidén y al periodo de viabilidad
de la semillas.

A) Especies de reproduccion por semilla

La mayor parte de semillas en plantas cultivadas qus se
raproducen sexuslmente, pueden ser inducidas a2 un aumento en
su longevidad, disminuvendo 1la temperatura vy la humedad de

almacenamiento (Harrington, 1483).

Roberts (1873) acufid el nombre de semillas ortodoxas,
término gue se utiliza para referirse a aquellas semillas que
toleran una disminucidén signifieativa en su contenido de agua
v bajas temperaturas. El IBPGR (18976) aconseja gque las
semillas ortodoxas slmacenadas a largo plazo, sean conservadas
en recipientes cerrados al vacio con un contenido de humedad
interno de aproximadamente 8% y una temperatura de -18°C.
Estas condiciones permiten conservar el material por periodos
de hasta un siglo y mas (Robert y Ellis, 1977).

La viabilidad de las semillas recalcitrantes oscila entre
una semana vy varios meses. Este tipo de semilla no puede ser
conservado bajo lss condiciones en las cuales son almacenadas
la semillas ortodoxas, debido que la exposicidn de estas a
bajas tempsraturas vy deshidratacidn, les provocan la mnerte.

Aunngque no existen métodos para la conservacidén de este
tipo de semillas, se han realizados alguno tipos de estudios.
Villiers (1975), recomienda conservar las semillas de especies

recalcitrantes completamente imbebidas en agua a temperatura
ambiente.
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Sakzi y Noshira (1975) fueron los primeros en proponer la
conservacidn de las semillas recaleitrantes con un contenido
de humedsd relativamente alto pero a ultrabajas temperaturas

(-198°C, temperatura del nitrdgeno liguido).

Dado que la crioconservacién, se encuentra ain en fase
experimental las semillas recalcitrantes deberdn conservarse
en condiciones normales v rejuvenecerlas periddicamente
(IBPGR, 1879).

B) Especies de reproduceidén vegetativa

Las especies que se reproducen vegetativaments, como el
caso de la mavoria de los frutales , raices vy tubérculos ¥
otros cultivos como 1la alcachofa, fresa, etc. presentan la
caracteristica de que la naturaleza vy el agricultor han
seleccionado a través de los siglos los genes ¥y las
combinacionez alélicas (mds conveniente) en genotipos muy

heterocigotos.

Algunas de las soluclones adoptadas para preservar estos
materiales son las signientes:

~ Mantenimients de colsccions an crecimineto vegetativo, como

es el caso de arboretum, jardin botdnico o reservas naturales.

- Mantenimiento de estaquillas, bulbos o tubérculos en
condiciones humedas y temperaturas controladas. Este sistema

de almacenamiento es aplicable tdGnicamente a corto plazo,

- Cultivo de tejidos (Henshaw y Grout 1877; Horel, 18735;
IBPGR, 1880).
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2.4 CONSERVACION DE GERMOPLASMA DEIL RECURSO GENETICO CACAOQ,
SITUACION ACTUAL

Bergmann (1969), estima que unos dos mil afios antes del
descubrimiento de América, loz Hayas habian domeeticade

algunas variedades de cacao.

Con el inicio de la explotacidn del cacan por parte de
los espafioles fueron establecidas plantacionez de variedades
eriollas en Sur América v el Caribe v algunas variedades de

forasteros, las que por hibridacidn natural dieron origen a

los trinitarios (Purseglove, 18988).

La diversidad genética de cacao en los centros de origen
y diversificacidn hs sido diezmada drasticamente. En los
paises Centro Americanos v Héxico, los materiales cricllos han
zide sustituidos por hibridos o por otros cultivos, como el
caso de Nicaragua, en el gue las areas cultivadas con cacso

fueron sustituidas por café v algoddn.

En Sur América aunque las poblaciones nstivas contindan
manteniendo en gran medida su pureza, el efecto de algunos
factores como la aparicidén de las monilia y la presidn de un
mercado mis exigente ha dado paso & que los agricultores
comiencen a introducir hibridos o a8 sustituir el cacao por

otros cultivos (Soria, 1875).

El Consejo Internacional de Recursos Genéticos para el
cacao del IBPGR reporta, que 1la erosidn gendtica sobre el
gormoplasma de czcao, en América Latina es muy severa. Sobre
todo, que existe un gran peligro de extincidn de losz
materiales ¢riollos en Centro América, vy ha 1la fecha

materiales nativos de la zona del Amazona se han perdido.
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El IBPGR (1979) estima que los principales bancos de
germoplasma de cacao del mundo: Trinidad, Brazil, Ecuador,
Costa Rica, Venezuela v Estados Unidos, no son representativos

de la diversidad genética existente, por lo gque se hace

necesario colectar y conservar este recurso genético.

Los cacaos criollos gue dieron origen a 1la primeras

variedades cultivadas, son la prioridad ndmero uno.

Lag wvariedades silvestrss, base importante para el
mejoramiento genético, no estdn presentes en los bancos de
germoplasma actuales (IBPGR, 1980).

La baze genética del cacao cultivado es muy estrecha. La
mayoria de los materiales utilizados por los agricultores
provienen de cuatro genotipos colectados hace 40 o 50 afios lo
que ocasiona gue éstos sean muay vilnerasbles. Es por ello que
es importante esforzarse en colectar vy preservar genotipos
silvestres (Lockwood, 1985).

¥l germoplasma de cacao normalmente es colectado por
baretas o semillas, los gue se deterioran rédpidamente (Roberts

et al., 1984)

Lo frmctores que limitan la colecta y preservacidén del
germoplasma de cacaoc tienen implicancia sobre la relacidn
hanco de germoplasma usuario, dificultando el mnmovimiento de
los materiales (Withers, 1985).

La conservacidén de cacao en la actualidad se realiza
dnicamente mediante el establecimisnto de plantaciones en sl
campo. 5i bien es cierto gue esta tiene la ventaja de que- las
pceesiones puaden wser utilizadas en  cualgquisr momento,

presenta la desventaja de gue cl germeplasma estd expuesto a
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las enfermedades v plagas. Otro inconveniente es el zlto costo
del mantenimiento de los bancos de germoplasma en el campo
{IBPGR, 14983).

La conservacidon in vitro se ha venido considerando como
una posible alternativa para la preservacidén del germoplasma
de cacao. Sobre todo para la conformacidén de bancos de

germoplasma activos.

La formacidén de bancos de germoplasma activos deberd
realizarse preferiblemente con drgancs o tejidos organizades
como embriones, yemas etec., dado gque este sistema permite
ohtener una mayvor estabilidad genética del material preservado
(Withers, 1385).

La experiencia parece indicarnos que la dnica posibilidad
para la congervacidn de germoplasma de cacao a largo plazo es
la erioconservacidn (conservacidn a -18868°C en nitrdgeno
liguido) (Hithers, 1885).

Z.5 PROBLEMATICA DE LA CONSERVACION DE ESPECIES TROPICALES
CON SEMILLAS RECALCITRANTES

Muchas esapeciss sacudticas , arbdreas v frutales del
trépico, incluyendo muchos cultivos persnnes de gran
importancia econdmica como cacao, café, palma aceitera, coco ¥y
caucho presentan semillas recalcitrantes (Roberts, 1975;
Svkes, 1878; Wang 1874; Wang 1975)..

Un buen namero de listas de semillas recalecitrantes han
sido producidas, pero desafortunadamente mucho de éstas estdn
incompletas , faltas de informacidén de muchas especies.

Por otra parte, muchas semillas han sido reportadas como
recalecitrantes por el hecho de morir cuando se deshidratan,
aunque se ha comprobado que la muerte de las semillas se debe

a un mal manejo en el proceso de conservacidn (IBPGR, 1879).
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Z2.5.1 FACTORES QUE AFECTAN LA CONSERVACION DE LA SEMILLAS
RECALCITRANTES A LARGO PLAZO

Los factores que contribuyen a la pérdida de viabilidad
de las semillas recalecitrantes son  varios: dafic por
deshidratacidn; dafio ocasionados por las bajas temperaturas,
asociados con el contenido de agua; contaminacién microbial y

germinacion durante el periodo de almscenamiento.

A) Dafios ocasionados por la deshidrataecidn

El dafo ocasionado por la desecacidn trae como
consecuencia pérdida en la visbilidad de 1la semilla. Las
respuestas de las semillas a éste factor varias de especie a
ggpecie, aungue ocasionalmente estas diferencias podrian

presentarse en lotes de semillas de la misma especie.

Semillas de Borneo (Drvobalanops aromitica) sufren dafios

cuando su contenido de agua alcanza valores por debajo del 35%
(Tamari, 19786).

La gsemilla del rambutén (Nephelium lappaceum) se dafia con
contenidos de humedad por debajo del 20%,(Chin, 1975).

Las memillas imbibidas de 1las diferentes especies varia
mucho y esta variacidn aparentemente tiene relacidn con el
punto en el gque la desecacién comienza a hacer dafic en 1la
viabilidad de la semilla (IBPGR, 1879).

El contenido de humedad en peso fresco de la semilla de
palma aceitera (Elasis guineensis) es de 20% a 25% (Hardon,
18743, en cacao (Thecobhroma gcacao L.) el contenido de agua es
del 55% (Swabrick, 1863) v la semilla del alcornoque (Quercus
robus) tiene un contenido de humedad del 72%.
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Esto hace necesario considerar cadsa especie de una maners
indepandiente para determinar el contenido de agua dSptimo en

21 cuzl lz semilla no pilerde su viabilidad.

Hientras gue 1la diversidad de respuestas observadas en
las diferentes especies pueden explicarse anatdédmicamente v
fisiolégicamente, parcialmente, las diferencias & nivel de un

mismo cultivo son menos comprenzibles (IBPGR, 18739).

B) Dafios ocasionados por el frio

. Hay muchas informacidn en la literatura sobre un gran
nimero de especies forestales y frutales del trépico , que
sufren dafios irreversibles cuando son expuestas a temperatnras
inferiores en las gue normalmente se desarrocllan. Por ejemplo,
las semillas del cacao (Thechroma cacao) mueren cuando son
axpuaeastss a temperaturas de 10°C o menores que é£stas (Pyvke,
1935; Boroughs y Hunter, 18961; Barton, 1985; Swabrick, 1885) vy
las semillas de mango (Mangifera indica L.) sufren dafios entre
los 3°C y los B°C (Bajpai vy Treved, 1861; Chacko vy Singh,
1871).

Otras especies reportadas que sufren dafio al ser
expuestas al frio son el rambutdn (Chin, 1975); bornseo camphor
(Rzyobalanops aromdtica Gaertn) (Jensen, 1971); Hopea helferi
vy Hopea odorata (Tang y Tamari, 1873); Shorea ovalis (Sasaki,
1976); palma aceitera (Elaeils guineensis var Deli) (Mok v Hor,
1877) y café (L. canephora) (Bouharmont, 1971).

Resultados obtenidos por Boroughs y Hunter (19863) en
trabajos realizados con cacao demostraron que la pérdida de la
viabilidad de la semilla con respecto a la disminucidn de la
temperatura es abrupta. Ellos plantearon gue la posible razén
a esta respuesta se debe:

-~ Que las bajas temperaturas limitan la tasa de reaccién, con

lo cual se interrumpe la producecidn de metabolitos cuya

carencia se vaelve letal.
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- La ausencia de algunas sustancias protechtoras presentes en

las semillas que no son susceptibles al frio.

- La produccidn de algunas sustancias tdxicas gque inducean

camnblos en la permeabilidad de la membrana.

Ibanez v Caso (1965), aducen que el dafio de las bajas
temperaturas en la semilla de cacaoc podian ser reversibles.
Ellos opinan, que la muerte de 1la semilla se relaciona con un
factor el cual si se destruye rédpidamente con el calentamiento

no ocasiona la muerte & la semilla.

5in embargo, esta aparente reversibilidad estd més bien
asociada con el tiempo a que haya sido expuesta la semilla =&
las bajas temperaturas, pues aparentemente solo la regidn
central del eje embrionario es la que sufre el dafio ocasionado

por las bajas temperaturas (IBPGR,1873).

Boroughs vy Labarca (1882, reportan gque el uso de
vitaminas, aminodcidos vy 4dAcidos nueléicos ne confirieron
ninguns proteccidn contra el dafio ocasionado por temperatura

de 3°C sobre la semilla de cacao.

En 1la década de los BO Ibanes, Casc vy Redshow publicaron
trabajos sobre bioguimica, respiracidn ¥ enzimologia de
embriones v cotiledones de cacao , dezafortunadasmente, toda

ésta documentacidn estd inconclusa (IBPGR, 1878).

Simon et al. (1978) satribuyen la susceptibilidad a las
bajas temperaturas de las semillas ortodoxas de Cucumis
sativus v Vigna radiata a la desnaturalizacidn de las
proteinas. Este factor también puede que afecte a las

semillas recalcitrantes.
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Wolfe (1978) sugiere que durante el proeceso de
enfriamiento declina la fluidez de las membranas lipidicas, 1o
gue da como resultados: cambics en =1 grosor de la membrana
celular, cambios en la permeabilidad, en el campo elsctrico,
concentracidn de cationes vy en la cantidad de  agua
gsuperficial de la membrana. Consecuentemente pueden ocurrir

cambios en la actividad v constitucidn de las enzimas.

Boroughs v Hunter (1983) reportan la sobrevivencia de
semillas de cacao a 2°C por 2 horas. Estos resultadoe pueden
haber sido obtenidos de un experimento andémalo o de otra forma

indicarian la existenecia de genotipos que tolersn condiciones
de bajas temperaturas (IBPGR, 19738).

Cuando el contenido de agua de las semillas ortodoxas es
muy slto, las bajas temperaturas ocasionan dafios similares a
los que se presentan en las semillas recalcitrantes
(Fedosenko, 1974; Saksi y Noshira, 1975; Omura ef al., 1978).

Strushnoff vy Junttila (1978) demostraron gque las semillas
ortodaoxas de lechugas (Latuca sativa L.) pueden tolerar
tempersturas de hasta -~196°C =i su contenido de humedsd esta
entre 3% v S%.

El dafic de las bajas temperaturas en las semillas
ortodoxas con alto contenide de agua estdn asociados con la

formacidn de cristales de hieloc (Roberts, 1872).

Al presente, los métodos de conservacidn a largo plazo
utilizando bajas temperaturas son inapropiados para las
semillas recalcitrantes . Aunque, es posible que adoptando la
téenica de crioconservacidn de semillas o embriones, se pueda

lograr desarrollar métodos de conservacién a largo plazo
V(Roberts, 1973) .
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C) Contaminacidn microbial

~ E1 ataque de microorganismos, principalmente hongos, en
las semillas almacenadas es una de las causas de la pérdida de
viahilidad de 1a semillas recalcitrantes (Swabrick, 1985;
Christensen, 13972).

Se ha comprobado gque contenidos de agua en las semillas
(10% a 13%) facilita la invasién de los hongos, lo que puede
destruir rapidamente la wviabilidad de la gsemillas en

conservacion. (Harrington, 1983; Roberts, 1837Z).

La proliferacion de los microorganismos puede ser
reducidas mediante la utilizacidn de bajas temperaturas, cerca
de cero grado centigrado, mds esto es inapropiado para la
mavoria de las semillas reecalcitrantes que no soportan las
bajas temperaturas. Por otra parte, =se ha observado gue
ciertos hongos como Penicillium spp. permanecen achtivos en
temperaturas de 5°C (Christensen, 1872).

El efecto negativo de log hongos sobre la viabilidad de
las semillas recalcitrantes, también ha sido contrarrestado
mediante el uso del control quimico. Asi, Berg (1975),
Bouharmont (1871) v Mungomery et s8l. (1987) reportan que la
ntilizacién del control quimico ha side efectivo para evitar
la pérdida de viabilidad en las semillas recalcitrantes, como

efecto del atague de hongos.

DY Germinacidén durante el almacenamiento

Uno de los principales problemas de la conservacidn de
las semillas recalcitrantes es gque debideo a su alto contenido
de humedad germinan en almacenamiento (Gardener, 1837).

La dormancia natural de muchas especies de las zonas
templadas Ffacilitan la conservacidn, sin embargo grupo de

semillas recalcitrantes con estas earacteristicas es muy
reducide (IBPGR, 1978).
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La aparente ausencia de dormancia en las semillas
recalcitrantes, sensitivas a las bajas temperaturas, indujeron
a la tareaz de desarrollar métodos alternativos para =su

almacenamniento.

Aunque, el uso de éstos, c¢omo es el caso de los
inhibidores naturales han sido relativamente inapropiados
(KEurokami et al., 1847).

E) Requerimientos de oxigeno
Una complicacidén méAs a considerar en la conservaciodn de
las semillas reecaleitrantes es saber si la semilla por su alto

contenido de agua requieren de una fuente de oxigeno.

Reed (1947) aconseja que semillas de (astanes mollisima

deberian ser almacenadas en empagques herméticos.

Barton (1945) sugiere gue la demanda en oxigeno de las
semillas almacenadas no es muy alto v gue ésta declina con el

periodo de almacenamiento.

Por el contrario el IBPGR (1979) sugiere aque el oxigeno
es esencial para la semillas almacenadas con alto contenido de
humedad .

2.5.2 METODOS DE ALMACENAMIENTO ALTERNATIVOS PARA LA
PRESERVACION DE ESPECIES CON SEMILLAS RECALCITRANTE

Diferentes métodos de almacenamiento han sido
desarrollados, peroc en general los métodos méds adecuados son
agquellos que toman en cunenta los factores ya mencionados:
desecacion, control del atague microbial, prevencidn de la
germinacidén en almacenamiento y mantenimiento de una fuente de
oxigenao. Por ejemple las semillas de encino pueden ser

almacenadas vy  avitasr la deshidratscidn mediante regulares
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cambios de agua  (Toumey v Korstian, 1942); aunngque el
almacenamiento =n turba, aserrin o arena hdimeda han sido méds

exitosos (Korstian, 1930; Gardener, 1937).

Estos métodos han sido utilizados para numerosas especies
con semillas recalecitrantes como Aleurites fordii (Large et
al., 1947); caucho (Ang, 18768); Castanea spp (Jaynes,1868);
café (Ledn, 1974); Citrus spp (Button et al., 1971); rambutdn
{Chin, 1875); cacao (Evans, 1853). Pero estos procedimientos
son aplicables sobre todo para periodos de almacenamisnto muy

cortos gue van de uno a varios meses.

Hay numerosos trabajos que sustentan la hipdtesis que
recubriendo la semills con un material impermeable se evita el

dafio por deshidratacion.

Friend (1984) almacend semillas de cacao recubriendo la
mazorea con parafina y encontrd gque se duplicaba el periodo de
almacenamiento. Por el contrario, Huxley (1964) encontrd que
los granos de café no mostraban ningin beneficio al ser

conservados con sustancia impermeables.

El método mds utilizado para el almacenamiento de las
somillas recalcitrantes consiste sn almacenarlas sn bolsas de
polietileno (IBPGR, 1878).

Es importante hacer notar gue todos los métodos que han sido
mencionados sdélo pueden ser utilizados para periodos de
conservacidn muy cortos. Estos métodos serian  importantes en
apoyo a la colecta de materiales con semillas recalcitrantes
para la preservacidn del germoplasma a largo plazo. Ademas se
ha comprobado que estos métodos no funcionan para especies
como el cacao vy el rambutdn (IBPGR, 18789).
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2.6 PRINCIPIOS Y FUNDAMENTOS DE LA CRIGCONSERVACION

La crioconservacidn de plantas superiores, g1 bien se
encuentra en un estado menos desarrollado que la del reino
animal, ofrece técnicas muy promisorias para la conservacion
de germoplasma a largo plazo (HMroginski et al. ., 1981).

Dasde gque Quatranoc en 1968 informd acerca de la
crioconservacidn de células de lino, numerosos trabajos han
gcontribuido a2l progreso de esta técnica, que dltimamente ha
sido objeto de varias revisiones (Finkle v Ulrich, 13983;
Kartha, 1881; Withers, 1980).

Difsrentes tejidos v Organos (dpices, meristemos,
anteras, embriones), asi comn suspensiones celulares,
protoplastos v callos han sido conservados exitosamente en

nitrdgeno liguido.

La heterogeneidad del material vegetal obliga al empleo
de diversas téecnicas de crioconservacidén. Sin embargo =e
reconoccen aspectos comunes, independientemente del tipo de
pxplante utilizado. De acuerdo con Withers (1883), estos =son:
pretratamiento, crioproteceidn, congelamiento, almacenamiento

descongelamiento v pruebas de viabilidad y recuperacidn.

A) Pretratamiento

La wviabilidad del material vegetal de un genotipo
determinado puede incresmentarse si sn congervacidn en
nitrogeno liquido se efectiia en el estado de desarrollo vy
fizsiolégico mds adecuado . Por ejemplo, el estadeo globular de
las embriones somdticos, la fase exponencial de las
suspensiones celulares v el precultiveo por 3 dias en un medio
de cultivo de los meristemos han mostradeo muy buenos
resultados (Withers, 1883).
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El precultivo del materiazl vegetal puede ser de utilidad
pafa el éxito en la fase de congelamiento. Bl cultivo de
dpices caulinares de Solanum geniocalyx en medios nutritivos
pravio al congelamiento mejord el porcentaje de sobrevivencia
(Grout v Henshaw 1878).

Las suspensiones celulares de Zea mavs conservadas en
nitrégeno liquido manifestaron mayor viabilidad cuando fueron
cultivadas en un medico gque contenia prolina (Withers y King,
1979). Un resultado semejante fue observadoe usando manitol en

suspensiones celulares (Withers y Street, 1977).

La utilizacidn de DHSO (dimetilsulfdxido) al 5%,
incorporado al medio de cultivo en la famse de precultivo
incrementaron la viabilidad de las sugpensiones celularss de
Atropa belladona (Nag v Street, 1875), Catharanthus rnoseus
(Kartha et al., 1982), fresa (Kartha et al., 1880) vy
meristemos de Pisum sativum (Kartha ef al., 18979).

Por otra parte, la crioconservacidén de meristemos de
Dianthus carvophvllus fue favorecida por el pretratamiento de
los meristemas a 4°C durante 3 dias (Seibert y Wetherbee,
1977).

B) Crioproteccidn

Bon pocas las especies, de las plantas superiores, en
las gque sus tejidos logran scbrevivir cuwando se les expone a
uwltrabajas temperaturas, sin que hayan recibido un tratamiento

previo con criopotectores guimicos.

Para proteger el material vegetal de log dafios
ocasionados por el congelamiento y descongelamiento se ha
utilizado el DHSO v el glicerol en diferentes concentraciones
(5%-15% v 5%- 20% respectivamente). También se han utilizado

diferentes niveles de aziticares v aminodcidos (Withers, 1880)
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En los trabajos iniciales 1 DMSO vy el glicerol fusron

utilizados con ©&xito en el congelamiento de teiidos. ©5in
emhargo, estudios recientes han demostrado gue es mas
eficiente, la crioproteccidn de las células, mwmediante la

utilizacién de una mezela de varios crioprotectores, dado gue
una combinacidn de éstos reducen el riesgo de toxicidad sobre

los tejidos.

Una combinacidén de DMSO (10%), glicerol (5%) v prolinsa

(10%) fue utilizada exitosamente en maiz y zanmhoria (Withers,
1980b)

Una mezcla de PGE (polietilenglicol) al 10%, glucosa al
8% v DMSO al 10% ha side empleada exitosamente en cafia de

aziecar v arroz (Finkle v Ulrich , 1983).

C) Congelamiento

Bl dxito de la ericoconservacidn de material vegetal
depende en gran medida, de la acertada eleccidn del
procedimisnto ds congslacidn gque se utilice ( Mroginski et
al., 1881).

Congelamientos rédpidos o 1lentos conllevan a aspectos
criticos. Un congelamiento lento provoeca una excesiva
deshidratacidn y alta concentracidén de electrélitos, que
afectan las células provocando la desnaturalizacidn de las
enzimas. Por otro lado, un congelamiento répido resulta en la
formacién de eristales de hielo intracelular. Asi mismo un
descongelamiento lento resulta perjudicial por que se forman
hielo intracelular por recristalizacidén ( Withers y Street,
1977 .

El congelamiento rapido consiste en colocar el material
vegetal directamente en nitrdgeno ligquide, condiciones bajo

las cuales el descenso de la temperatursa pcurre muy
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rdpidamente alcanzando tasas de disminucidn de -30D0 hasta

~-1000°C/min  Lste procedimientoc ha sido utilizado con éxito en
nmucha gespecies: meristemos de Arachis hvpogea, Maoihok
ssculenta v Solanum  tuberosum; suspensiones celulares de
Capsicum annum, Daucus Carota, Glveine max, Nicotiana tabacum,
Qriza sativa, Sorghum bicoleor vy Zsa mavs; protoplasto de
Davecus carota; callos de HMedicado sativa v Saccharum sp. vy
embriones somdticos de Nicotfizga tabacum (Nitzsche, 1983).

Por otro parte, durante el congelamiento lento, la tasa
de enfriamiento oscila entre 0.1 v 3 °C/min, lo que resulta en
la formacidn de cristales de hielo extracelular produciendo
una deshidratacidn protectora. Sin embargo una excesiva
deshidratacién puede gxponer las células a una alta
concentracidn interna de solutos, tal v como se mencionara
anteriormente. Generalmente el material se congela lentamente
a una velocidad adecuada, hasta que alcance una temperatura
determinada, usualmente -40°C, temperatura en la que 1a mayor
parte el agua ha sido congelada extracelularmente. Luego se
sumerge en nitrdégeno liquido ( Mroginski et al., 1881).

Un proceso intermedio, de los dos mencionados
anteriormente, ha sido utilizado con menos frecuencia, y se
denomina congelamiento escalonado. Bajo este procedimiento el
material vegetal se somete cierto tiempo a8 varias tempersturas
por debajo de 0°C v posteriormente se sumergen en nitrdgeno
liquide. (Nitzsche 1883).

D) Descongelamiento

Cualguiera gue sea el procedimiento empleado para 1la
congelacién del material vegetal, su descongelamiento puede
llevarse a cabo en forma rdpida por medio de inmersidn en
agua a 40°C teniendo la precaucidn de agregar gradualmente el
medioc de cultivo para diluir la concentracidén de los

crioprotectores v evitar la desplasmélisis celular (Mroginski
et al., 1881).



- 2B

También puede aplicarse descongelamiento lento por simple
gxposicidon del matesrial vegetal orioconssrvado a temperatura
del laborztorio (Withers, 1979) o e&n una corriente de aire

zaliente {Seibert v Wetherbee, 1977).

E) Prueba de viabilidad ¥ recultivo
La estimacidn de la viabilidad del material

crioconservado puede hacerse de difersntes maneras.

Tratandozse de meristemas, lo méas recomendable es
recultivarlos v determinar su capacidad de regenerar plantas
(Mroginski ef al., 18981).

Para agtimacidn de la viabilidad de células v
protoplastos se puede recurrir a 1la coloracidén con FDA
{(dincetato de fluoresceina) . Esta técnica se basa en el hecho
de que Gnicamente las células vivas adquieren coloracidn con
FDA v emiten fluorescencia cuandec se iluminan con luz
ultravioleta (Widholm, 1972). Otro procedimiento utilizado
para detsrminar la viabilidad de los explantes crioconservados
as mediante la reduccidn del 2, 3, 5- cloruro
trifeoniltetrazolio (prusba TTC, siendo recomendable pars
pruebas con explantes de un tamafio relativamente grande (Ree,
1889).

2.7 EMBRIOGENESIS SOMATICA

La embriogénesis somdtica s un proeceso por medio del
cual se desarrollan embriones a partir de células somdticas,
los cuales tiemnen una gran similitud morfoldgica con los

embriones cigdéticos.

Como embriones somdticos, se han definido los iniciados a
partir de células gue no gon prodocto de ls fusidn de gametos,

‘por 10 que es de esperar gque las plantas desarrolladas a
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vartir de este tipn de embriones wvan a posesr =21 @ismo

genotipo de la planta madre (Litz y Jarret, 1991).

La embriogénesis somdtica es el método mas réapido paras
clonar plantas in vitra, sin embargo, estudios realizados en
este gsentido han demostrado que las plantas desarrolladas a
partir de embriones somdticos pueden a veces presentar cambliog

genéticos (Conger, 1982).

La embriogénesis somdtica ha sido ampliamente estudiada,
v aunque ésta ha sido lograda en muchas especies, el problema
principal ha sido el establecimiento de condiciones adecuadas
para gue estos se desarrollen en plantas completas (Ammirato,
1989; Buchein et al., 1989).

Segun Ranch v Pace (1988) el origen de los embriones
somdticos punede ser debido a la alteracidn de un programa de
diferenciacidén o a 1la presencia de condiciones desfavorables

para la expresion de un programa determinado.

Bgan (18%7) v Pence gt al. (19789) reportan estudios sobre
pmbriogénesis somdtica de cacso, desde hace méds de 15 afios,

utilizando como explantes dpices, hojas etc.

Estudios recientes, en los cusles se utiliza como

explantes tejidos de embriones cigdticos maduros e inmaduros,
‘reportan el logro de la diferenciacidn de embriones
adventicios (Pence et al., 1879; Novak et al., 1885; Duhem et
al., 1888).

Kononowicz v Jdanick (1984) reportan 1 incremento en la
producecidn de embriones somdticos en presencia de concen-
traciones de 0.003 mg/l vy 0.002 mwmg/l de 2,4-D (dcido
Z2,4~diclorofenoxiacético).
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Acu-Ampomab 2L al . (18870 obgervaron gue 21 sfscto del ANA
{doido naftalenacético) fue superior a la de las otras auxinas

en el estimulc de la embriogénesis somatica en cacao.

Novak =t al. (1985) lograron regenerar estructuras
embriogénicas con 1 uyM de =zeatina y 0.01 pd de ANA. Kl
desarrollo de los embriones somdticos tuvo lugar en medio MS

(Murashige v Skoog) con caseina hidrolizada.

Palma (1988) 1logrd inducir la embriogénesis somatica ¥y
organogénesis, a partir de embriones cigdéticos de cacao, con
los regunladores de crecimiento ANA 1lmg /1 v BA 3 mg/1.

Duhem et al. (1988) reportaron que la embriogénesis
somdtica en cacaa fue inducida en un medio rico en
citoecininas, v que el agua de coco y la caseina hidrolizada no

son esenciales.

Fn cacao =sltas concentraciones de sacarosa (54 a  7¥%)
estimulan el desarrollo de embriones somdticos, con elongacidn
v engrosamiento de los cotiledones, acentuando su coloracidn
pirpura, semejdndose a embriones cigdticos maduros (Rao vy Lee,
1986).

Pence et al. (1979), reportan la formacidén de embriones
somdtico en embriones cigdticos inmaduros de cacso utilizando

un MS conplementado con dcido naftalenacético.

Aguilar (1880) reporta gque el proceso de embriogénesis
somdtica desde el estasblecimiento del cultivo en el medio
nutritivo hasta la obtencidén de plantas, tardd aproximadamente
10 meses, y que el mejor desarrollo de los embriones somdtlcos
se logrd microinjertandeo los embriones en porta injertos de
tres wmemanas de edad v en un medioc sin reguladores de
crecimiento. E1 mismo antor encontré que concentraciones de
ANA ¥y BA estimularon el desarrollo de embriones somdticos a

partir de tejidos cotiledonales.



2.8 CULTIVO DE EMBRIONES CIGOTICOS DE CACAO

Hu v Wang (1986) reportan, gue el cultive i;o vitro de
embriones cigdticos ha sido estudiasdo en un sin ndmereo de

especies pertenecientes a 74 géneros.

Esta técnica facilita la recoleceiédn vy conservacidn de
germoplasma (Lanaud, 1987; Yidama et al., 1987).

En el caso particular de caecso el cultivo de embriones in
vitro es muy relevante por el hecho de gque es una especie que
presenta semillas recalecitrantes, lo gue impomibilita 1a
preservacidén de germoplasma de cacao a través de los métodos
tradicionales empleados en la preservacidn de especies con
semillas ortodoxas (Yidama et al., 18987).

Ibanez (18964) determinéd que la dextrosa, sorbosa ¥
SACArosSs eran metabolizadas ligeramente por enbriones
cigéticos cultivados in witro; pero la lactosa y la maltosa

parecian inhibir el proceso respiratorio.

Esan (1875) aobservo que los eambriocnes cigéticos
cultivadeos en concentraciones muy bajas de sacarosa y GA3
mostraban un crecimiento muy lento. El mejor resultado =e
obtuve con embriones cigéticos cultivados en concentraciones

de GA3 de B0 mg/l v concentraciones de 5% al 204 de sacarosa.

Pence et al., (1979) cultivaron embriones cigdticos
inmaduros de cacao el un medio badsico de Murashige y Skoog con
agua de coco (100 ml/1l) vy ANA (1.5 mg/1).
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2.9 CRIOCONSERVACION DE EHBRIONES CIGOTICOS

Tal como se ha mencionado en los aspectos, anteriormente,
abordados, la conservacion de germoplasma de cacao a largo
plazo a través de los wmétodos tradicionales no es posible.
Aunque, la crioconservacidn de esiructuras vegetales, como los
embriones cigdéticos presentan una nueva alternativa, que
garantice la seguridad vy disponibilidad del germoplasma ds

cacao.

Existe en 1la literatura varios ejemplos de especies
vegetales en las gue se ha logrado recuperar, exitosamente, de
nitrégeno ligquide embrionmes ecigdticos. Asi, Marin et al.
(1980), reportan sobrevivencia de hasta el 87% en embriones
cigdticos v semillas de vyuca almacenadas en nitrdgeno liguido
por congelamiento rdpido v descongelamiento lenteo. El
descongelamiento lento gvita que las semillas se

resguebrajen.

Embricnes cigdticos aislados de palma aceitera (Elaels
guineensis) resisten la deshidratacidn, pero no soportan las
bajaz tempersturas (-18°C) por el dafio que causa la formacidn
de cristales de hielo extra o intracelularmente. (Gront af
al., 1883).

Sun (1958), observd gque al sumergir semillas de Pisum
sativum en nitrdgeno ligquido, el meristemo de la radicula
sobrevivia v gque el resto de la semilla moria. Por otra parte,
observé que semillas de P. sativum, de tamafio pequerfio,
gobrevivian al nitrdgeno liquido, si estas eran previamente
deshidratadas, a una reduccidn de su peso fresco entre el 722
v el 77%.
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El mismo autor pudo comprobar gue cuando la semilla
presentd contenidos de agua mavores de los mencionados

anteriormente, el meristemo radicular no lograba sobrevivir.

Embriones de arroz v trigo han logrado sobrevivir a la
temperatura del nitrégeno liquido, cuando se les aplicéd DHSO

previo al congelamiento.

Un procedimiento satisfactorio con embriones cigdticos
inmaduros de eereales ha sido llevado =a cabo, tanto por
congelamiento lento como congelamiento rdpido utilizando una

solucidén criprotectora de DHMSO al 15%.

Withers(1982) reporta que, a través de sus
investigaciones con embriones, ha podido observar gque un
congelamiento rdpido favorece la sobrevivencia del eje

embrionario, en tanto que un congelamiento lento favorece la

sobrevivencia del escutelo.

Embriones maduros de semillas ortodoxas, deshidratados,
no son susceptibles a las ultrabajas temperaturas, por lo gue
pueden ser crioconservados mediante Ilnmersidn directa en
nitrégeno liquido sin utilizacidén de ningin crioprotector
(Bajaj, 1981).

Embriones de palma aceitera pueden ser deshidratados v
congelados rapidamente, obteniendo una alta tasa de
recuperacidn (Grout et. al., 1983).

Grout (1878) reporta que embriones de Lyvecopersicum
esculentum sobreviven en nitrégeno ligquido con un alto
contenido de agua (42%) cuando éstos son protegidos con una
solucidn de DMSO al 15%.
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2_.10 CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES SQOHATICOS
i, crioconservacidn de embricones somdticos ha recibido
menos atencion, comparados caon el empleo de otros tipos de

explantes.

Dos estudios de los méds representatives son los que
reportan Tisserat st al., (1881) y Engelmann et al., (1885).
En sstos estudios se wutilizaron embriones somdticos en un
estado de desarrollo muy juvenil, estos embriones fueron
obtenidos =a partir de callos de tejidos de Phoenix dactilera
v Elaeis guineensis.

Bajaj (1984), reporta que embriones somdticos de arroz vy
trigo obtenidos a partir de polen lograron sobrevivir =al
nitrégenc liguido, cuando estos fueron previamente protegidos
con DMSO.

For otra parte, el descongelamiento lento en embriones
somiticos parece ser mds adecuado, debido a que esto evita la

pérdida de materiml por resquebrajamiento o dafios mecdnicos.

Es importante hacer notatar que la sobrevivencis de los
embriones s6lo se pudo lograr a través de congelamiento lento
v haciendo uso de compuestos como sl DHMSQO, el polietilenglicol

v la glucosa o la sacarosa.
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IIT HATERIALES ¥ HMETODOS

3.1 LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El presente trabajo de investigacidon se realizdé en el
Laborstorio de Cultiveo de TeJidos Vegetales de 1la Unidad de
Biotecnologia del Programa de Agricultura Sostenible, Centro
Agronémico Tropical de Investigacidn v Ensefianza (CATIE),
Turrialba, Costa Rica. En el periodo comprendido de QOctubre de
1991 a Septiembre de 1882.

3.2 ORIGEN Y PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL ESTUDIADO

Los embriones cigdticos inmaduros utilizados comno
explantes en los difsrentes tratamientos de crioconservacidn;
asi como agquellos embriones cigdticos maduros e inmaduros
amp leados para la obtencidn de embriones somdticos se
obtuvieron del banco de germoplasma in wivo de cacao
{Thebroma cacan L.) del CATIE. Todo el material vegetal

utilizado provenia de genotipos de polinizaeidn libre.

Para 1los ensayos de crioconservacidn con embriones
cigdticos inmaduros se utilizaron mazorcas de los genotipos
Pound-12, CATIE-1000 v UF-29 de 2 a 3 meses de edad (6 a 7 cm
de digmetro v 13 a 14 cm de longitud).

Para la obtencidn vy crioconservacidén de embriones
somdticos se utilizaron mazorcas de los genotipos UF-29,
Poud-12, CATIE-1000, EET-183, EET~-75 y EET-B7.

La obtencién de los embriocnes somdticos se realizdéd a
través de dos procedimientos: utilizando embriones inmaduros,
los que se disectaron de mazorcas de 2 a 3 meses de esdad ¥

utilizando embriones maduros de mazorcas de 5 a 6 meses de
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edad. El hechn de haber utilizade dos procedimientos pars la
abtencidn  de los embriones somaticos, se debid a  los bajos

parcentajes de formacidn de embriones somiaticos.

Los embriones somdticos obtenidos a partir de embriones
inmaduros (2 a 3 mesmes de edad) se realizd utilizando el
método desarrollado por Pence gt al., 1880; quienes utilizaron
un medio nutritive MS (Murashige v Skoog, 1882) con 3 meg/l de
ANA (dcido naftalenacético), ig/1l de caseina hidrolizada vy
0.05% de carbén activado para lograr la formacidén de embriones

a través de embriogénesis somédtica directa.

ILLa formacidn de embriones somdticos a partir de embriones
cigdéticos maduros (5 a B meses de edad) se logrd utilizando el
método empleado por Aguilar (18380), v en el cual el medio
rintritivo utilizado fue un HS con Img/1l de ANA v 3mg/1l de BA

{B-bencilaminopurina).

Una vez recolectado el material se llevé al laboratorio
donde se procedid a desinfectarlo mediante el lavado de 1la
superficie de las mazorcas con agua y Jjabdn; seguidamente se
agperjardén v flamearon con alecohol al 95%, por 2 vecss, dentro

de la cédmara de transferencia.

La extraccidn de los embriones cigdticos inmaduros sa
realizd haciendo un corte transversal en 8l centro de l=s
mazorca, de tal forma gue ésta se dividid en dos partes
iguales. Seguidamente, se tomdé la mitad de 1a mazorca y se
realizaron cortes transversales, con un cuchillo estéril, para
obtener rodajas de 5 mm de grosor. Las cuales se sujetaron con
los dedos indice ¥y pulgar, ¥y con ayvuda de un bisturi estéril
se disectaron los embriones inmadures. Esa misma préctica se

realizd con la otra mitad de lz mazorca.



La obtencién de los explantes a partir de los embriones
cligdbticos maduros se realizd practicando un corte transversal
en el centro de la mazorca, vy posteriormente extrayendo las
semillas, las cuales se colocaron en un plato petri estéril.
Una vez extraidas las semillas de la mazorca, se sujetaron con
una pinza estéril v con ayuda del bisturi se hizo un corte
longitudinal en la parte lateral de la semilla v se procedid a
retirar la sarcotesta. Obtenidos los embriones se extrajo de
la parte central de éstos secciones de aproximadamente 4 mm de

grosor y se inocularon el medio de cultivo.

3.3 CONTENIDO DE AGUA EN LOS EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS

El contenido en agua de los embriones clgéticos
inmaduros se precisd utilizando cuatro muestras de 39
embriones de 4dmm a Bmm de longitud, determindndose el peso
htimedo inicial. Posteriormente, se colocaron en el horno por
24 horas a 194°C £ 1; pasado este periodo, se extrajeron las
~muestras y se pesSaron nuevamente para determinar el peso seco.
Finalmente en base al peso de la materia fresca se determinéd

el contenido de agua.

El contenido de agua en los embricnes cigdéticos inmaduros
deshidratados bajo el flujo de aire estéril de la cdmara de
transferencia se realizd utilizando &1 procedimiento descrito
anteriormente. Los pericodos de deshidratacidén a los cuales se
expusieron los embriones fueron de 1 a 6 horas, a intervalos
de 1 hora. Para cada uno de los periodos de deshidratacién
estudiados se utilizaron muestras de 19 embriones con 4
repeticiones, las que se colocarocn en la camara de
transferencia sobre circulos de papel de aluminio de peso

conocido.
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3.4 GERMINACION IN VITRO EN EMBRIONES CIGOTICOS INHMADUROS EN
RELACION AL CONTENIDO DE AGUA

Para determinar la tasa de germinacion in vitro de los
embriones c¢igdticos inmaduros en relacidén al porcentaje de
humedad de éstos, se cultivaron 350 embriones del genotipo
UF~29 en un medio nutritive HS, al cual se le adiciond lg/1
de caseina hidrolizada, 7 g/l de agar v se ajusto el pH a 5.7.
Posteriormente, los embriones se llevaron al cuarto de
crecimiento, en el cual permanecieron 3 dias bajo condiciones
de 22°C * 1, 3000 lux vy 16 horas luz de fotoperiodo.

Seguidamente se hicieron 8 grupos de 20 embriones, los
cuales a s=u vez se subdivieron en grupos de 10 v se colocaron
en platos petri sobre trocitos de papel filtro estériles bajo
el flujo de aire estéril de la cdmara de transferencia. Los
periodos de deshidratacidén variaron de 0.0 =a 8.0 horas a

intervalos de 1 hora.

Una vez transcurrido el tiempo de deshidratacidn definido
para cadsa une de los ensayvos, se procedid a coloecar los
embriones en el msdio de recuperacidn; el cual gstaba
constituido por las sales y vitaminas MS (Murashige vy Shoog,
1962) mas 3% de smacarosa, 1 g/l de caseina hidrolizada, 10% de
agua de coco desproteinizada (Apéndice C), 7 g/l de agar vy el

pH se ajustd a 5.7, antes de ser esterilizado en el autoelave.

Los vasos "Gerber" con 30 ml de medioc de recuperacidn y
conteniendo los embriones se llevaron al ecuarto de
crecimiento, donde permanecieron 3 dias bajo condiciones de
1500 luvx de intensidad luminica y 18 horas luz de fotoperiodo.

Posteriormente, sme les incrementd la intensidad luminica hasta
3000 lux.
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La evaluacidn de los materiales se realizéd 30 dias
después de  haber cultivado los embricnes en el medilio de

recuperacidn.

3.5 EFECTO DE LA SACAROSA Y DESHIDRATACION SOBRE LA CAPACIDAD
GERMINATIVA IN VITRQO DE LGS EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS

Para determinar el efecto de ia sacarosa v la
deshidratacidn sobre 1la capacidad germinativa de los embriones
cigdticos inmadures; se cultivaron 800 embriones, 10 smbriones
por vaseo "Gerber”, en un HS con O0.1H de sacarosa vy pH 5.7.
Después de dos dias se tomaron 120 embriones, los que a su vez
me gubdivieron en ecuntro grupos, para ser deshidratados por
periodos de 0.0, 0.5, 1.8 ¥ 3.0 horas en la cédmara de
transferencia. La parte restants de losz embrionss s2a
tranafirieron a medios de cultivos frescos, pero con  una
concentracién de 0.3M de wsacarosa en la gque permanecieron 2
dias, v nuevamente se procedid a deshidratar los embriones vy
asi sucesivamente hasta llegar al fdltimo ensayo en el gque ls

concentracion de sacarosa fue de 0.75M.

El medio en el cual se colocaron a germinar los embriones

es ol mismo utilizado en el acdpite 3.4.

La evaluacidn se realizd a8 los 30 dias después de la

inoculacidn de los embriones en el medio de recuperacidén.
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3.6 EFECTO DE PRETRATAMIENTOS FISICOS Y QUIMICOS SOBRE LA
VIABILIDAD DE LOS EMBRIONES CIGOTICOS

3.6.1 DESHIDRATACION

El procedimiento utilizado en este ensayvo fue similar al
realizado en el acdpite 3.4, con la diferencia que en vez de
evaluar el porcentaje de germninacidon se evalud la viabilidad.
Por otra parte, se realizd otro ensaye similar al anterior, en
el cual los embriones no fueron precultivados sino gque se
tomaron directamente de las mazorcas y se colocaron B
deshidratar en la cédmara de transferencia. El material vegetal

utilizado en ambos ensayos fueron embriones del genotipo
Pound-12.

lia viabilidad se evaludé colocando los embriones en una
soluecién de 2, 3, 5-~Trifeniltetrazolio (TTC) al 0.86%
(Apéndice E); por 48 horas a la oscuridad v por observacidn
directa se determind el porcentaje de embriones viablas

(embrionss con coleormecidn roja).

3.6.2 EFECTO DEL DMSO

Musmtre de 10 embrionss, sin precultivar en el medio
nutritivo HS con 1 g/l de caseina hidrolizeda, v tres
repeticiones se incubaron en un MS liquido con conecentraciones
de 5%, 10% v 20% de DHMSO por 30 minutos. Posteriormentes, los
smbriones se retiraron del DHSO, vy se incubaron en una
solucidn de 2, 3, 5-Trifeniltetrazolioc por 48 horas a la

agscuridad para determinar el porcentaje de embriones viables.
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3.6.3 EFECTO DE LA SACAROSA Y DMSO EN EMBRIONES CIGOTICOS
INMADUROS SIN CONGELAR Y CONGELADOS EN NITROGENO LIQUIDO

Muestra de 10 embriones con tres repeticiones se
incubaron en 25 ml de medio de cultivo, los cuales contenian
concentraciones de 2.5%, 5% y 10% de DMS0O combinadas con
concentraciones de 0.50M, 0.75M v 1.00M de sacarosa, durante
45 minutos. Asi mismo, muestras con igual nimeros de embriones
v repeticiones, pretratadas con las concentraciones de DMSO va
mencionadas anteriormente y combinadas con concentraciones de
0.8 v 1.0 de sacarosa e inecubadas por 45 minutos se

congelaron por inmersidén directa en nitrdgeno ligunido.

El descongelamiento de los embriones, contenidos en
crictubos de propileno de Z2ml, se realizd por inmersidn sen

agua a 40°C por 1.5 minutos.

La determinacion del porcentaje de embriones viables se
realizd con 2, 3, B-Trifeniltetrazolio, tal vy como se explicd

anteriormente.

3.6.4 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DESHIDRATACION, TIEMPO DE
EXPOSICION A 5°C, CONCENTRACIONES DE DMSO Y TIEMPO
DE INCUBACION SOBRE LA VIABILIDAD EN EMBRIONKS
CIGOTICOS CONGELADOS EN NITROGENO LIQUIDO

Dado gue hasta esta etapa, las investigaciones
realizadas, .dnicamente permitieron determinar el efecto de los
factores fisicos v guimicos, estudiados, sobre la germinacidn
y  wviabilidad de log embriones cigdticos inmaduros de una
manera indapendiente. 88 procedid a realizar un enzxyoe gue
prermitiese determinar posibles intsracciones entre é&éstos
factores o determinar si éstos actuaban sobre la viabilidad de

una forma independiente.
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Los explantes utilizados para este ensayvo fueron
embriones de 4mm a 8m los gque se disectaron de mazcrcas del

genotipo UF-23

Los embriones se cultivaron en un MS con 3% de sacarosa
en vasos “Cerber", en los que se habian dispensado 30 ml de
medio de cultive. Posteriormente, se separaron en grupos de 10

embriones los que se asignaron cada uno de los tratamientos

evaluados (Cuadro 1)}.
A) Disefio experimental y modelo matemiatico

El tiempo de deshidratacidén, tiempo de exposicidn a 5°C,
la concentracién de DMSO v el tiempo de incubacidn en las
diferentes concentraciones de DMSO fueron utilizadas como
variables independientes para determinar los efectos
principales, cuadrdticos e interacciones que tenian mayor

importancia sobre el porcentaje de viabilidad de los embriones

cigdticos inmaduros.

Para ello se untilizé un disefio de superficie de respuesta

“Fase Centered Cube” de resolueidn V (Hasaland, 1989 )con 4

puntos centrales (Cunadro 1).



Cuadro 1: Disefic experimental de superficie de respussta
"Face Centerd Cube' con las variables indepen-

dientes evaluzdas.

Valores Valores
codificados reales
Experimento
X1 X2 X3 X4 X1 X2 X3 X4
i -1 -1 -1 -1 3.5 0.0 0.0 1.0
2 -1 -1 -1 1 3.5 0.0 0.8 5.0
3 -1 -1 1 -1 3.5 g.¢ 10.0 1.0
4 -1 -1 1 1 3.5 0.0 10.0 5.0
5 -1 1 -1 -1 3.5 BO0.0 0.0 1.0
B -1 1 -1 1 3.5 80.0 g.0 5.0
7 -1 1 1 -1 3.5 BO.0 10.0 5.0
8 -1 1 1 1 3.5 B0.0 10.0 5.0
9 1 -1 -1 -1 4.3 0.0 0.0 1.0
10 1 ~1 -1 1 4.5 0.0 10.0 1.0
11 1 -1 1 -1 4.5 0.0 10.0 1.0
12 1 -1 1 1 4.5 8B80.0 0.0 1.0
13 1 1 -1 -1 4.5 BO.0 0.0 5.0
14 1 1 -1 1 4.5 B0.0 0.0 5.0
15 1 1 1 -1 4.5 B0.0 10.0 1.0
18 1 1 1 1 4.5 B0.0 10.0 5.0
17 -1 0 0 3] 3.5 30.0 5.0 3.0
18 1 0 0 0 4.5 30.0 5.0 3.0
19 0 -1 ] 0 4.0 B0.0 50 3.0
20 8] 1 0 0 4.0 80.0 5.0 3.0
21 0 0 -1 1l 4.0 30.0 0.0 3.0
22 8] 0 1 0 4.0 30.0 10.0 3.0
23 0 0 0 -1 4.0 30.0 5.0 5.0
24 0 0 Q 1 4.0 30.0 5.0 5.0
25 8] 0 0 0 4.0 30.0 5.0 3.0
28 0 0 0 g 4.0 30.0 50 3.0
27 0 9] 0 5] 4.0 30.0 50 3.0
28 0 0 0 g 4.0 30.0 50 3.0

X1: Tiempo de deshidratacidn en horas.
¥2: Tiempo de exposicidn a 5°C en minutos.
X3: Concentracidn de DHSO.

£4: Tiempo de incubacidn en DMSO.
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El congelamiento de los epbriones se llevd a czbe por
inmersidn directa en nitrdgeno ligquide, an el cual
permanecieron 48 horas. Posteriormente, los embriocnes se

descongelaron por inmersidn en agua a 40°C.

La determinacidn del porcentaje de viabilidad se realizé

mediante la prueba con 2,3,5-Trifeniltetrazolioc.

Antes de proseguir describiendo al lector la metodologia.
Considero necesario explicar que previo a la serie de ensavos
gue se abordardn después del acdpite 3.7; fuerono realizados
una serie de experimentos, por medio de los cuales se tratd de
recuperar los embriones cigdticos inmaduros almscenadosm sn
nitrdgeno liquido, a través de la germinacidn directa de éstos
en los medios de recuperacidn. Los ensayos realizadeos al

respecto fueron los siguientes:

1) Embriones cigdticos inmaduros deshidratados en la camara de
transferencia y congelados por inmersidén directa en nitrdgeno

liguido.

2) Embriones cigdticos inmaduros, =in cotiledones, deshidra-
tados en la cédmara de transferencia v congelados por inmersidn

directa en nitrdgeno liguido.

3) Embrioenes cigodticos inmaduros, precultivados en un medio
nutritivo con prolina en concentraciones de 100 mg/l, 500 ng/l
v 1000 mg/l; deshidratados en la cdmara de transferencia vy

congelados en nitrdgeno ligquido por inmersién directa.

43y Embriones cigdticos inmaduros, precultivados en medios
nutritives con incrementos de sacarosa de 0.1M, 0.5M v 0.75M
de sacarosa v congelados por inmersion directa en nitrageno
liguido. La temperatura de incubacidén durante la fase de
precultivo fue de 22°C + 1.
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23 Embriones rcigdticos inmaduros. precultivados en medios
nutritivos con incrementos de sacarosa de U.1M, 0.3 v 0.75H
de sacarosa vy congelados por inmersidn directa en nitrégeno
ligquido. La temperatura de incubacion durante la fase de

precultivo fue de 14°C + 1.

%) Embriones cigdticos inmaduros, oprecultivados en medios
nutritives con incrementos de sacarosa de O0.1M, 0.5H v 0.75H

de sacarosa y congelsdos a una tasa de 0.5 °C/min.

7) Embriones cigdticoz inmaduros, precultivados en medios
nutritivos con incrementos de sacarosa de 0.1M, 0.54 v 0.75H

de sacarosa y congelados a una tass de 1.0 °C/min.

El medio de recuperacidn utilizado para todos los
tratamientos mencionado anteriormente fue el recomendado por
Palma (1988), el cual estd constituido por las sales MS, 3% de
sacarosa, 1g/1 de caseina hidrolizada y el pH es ajustado a
5.7. En vista de no haber logrado 1la germinacidén de los
embriones almacenados en nitrégeno liguido, se realizaron
ensayos similares a los anteriores, peroc modificando en el
medio de recuperacidn; modificaciones que consistieron en lo

siguientes:

1) M2 mds 1 g/1 de cassina hidrolizada y 10% de agua de coco

desproteinizada (Apéndice C).

2) M3 mds 1 g/1 de caseina hidrolizada, 10% de agua de coco

desproteinizada v 0.05% de earbdn activado.

3) M8 mds 1 g/1 de caseina hidrolizada v 10 mg/l de &cido

giberélico.

4) MS con 3% de sacarosa, 2 puM de zeatina v 0.05% de carbén
activado.
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Es debide a esa situacidn, en la cual no fues posible la
recuperacion de los embriones cigdticos inmaduros utilizando
diferentes tratamientos en las fases del congelamiento v
diferentes medios de germinacidn, gue fue necesario replantear
el trabajeo, v en lugar de tratar de recuperar los embrionses en
un medio de germinacidn. Utilizar un medio de recuperacidn gque
permitiera la formacidn de embriones somdticos o la formacidn

de callo. Esto a sabiendas, mediante los ensavos de pruebas de

viabilidad realizados hasta esta etapa , gque los embriones
cigdticos inmaduros preservados en nitrégeno liquidos
permanecian viables cuando se sometian a determinadaos

tratamientos durante las fases de congelamiento.

3.7 CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES CIGOTICOS POR INHMERSION
DIRECTA EN NITROGENO LIQUIDO
Con el objetivo de recuperar los embriones cigéticos
inmaduros congelados por inmersién directa en nitrdgeno
liguido mediante la formacidn de embriones somdticos o callo,
se realizd una serie de ensavos en los que las principales

variantes se realizaron en la fase de precultivo.

A} Pretratamientos

1) Cien embriones cigdtico inmaduros fueron cultivados en un
medio HS (Murashige v Skoog, 1982) con 3% de s=scaroma.
Posteriormente fueron transferidos a medios frescos cada dos

dias econ incrementos de sacarosa en 8%, 9%, 15% v 21%.

2) GSimilar al pretramiento 1, pero con la diferencia que al
medio de cultivo se le adiciond 3 mg/l de ABA y se deshidra-

taron por 1 hora.

3) Deshidratacidén de los embriones en periodos de 0 a 8 horas

a intervalos de 1 hora.
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4) Embriones sin cotiledones v deshidratados por 4 horas.

5) Similar al pretratamiento 1, perc adicionado al medio 3mg/l
de ABA y sin deshidratacidn.

5) Adicidn al medic de cultivo de 3 niveles de prolina 100
ng/l, 500 mg/l v 1000 mg/l v deshidratacidn por 4 horas.

7) Incrementos de sacarosa en 0.3M, 0.5H v 0.754 con tiempos
de deshidratacidn de 0.0, 0.5 v 3.0 horas.

B) Unidad experimental vy controles

La unidad experimental estuvo constituida por 10
embriones, v en cada uno de los pretratamientos evaluados se
utilizaron como minimo B8 repeticiones y comeo maximeo 8. Los
controles estaban formados por 2 unidades experimentales que
reciberon los tratamientos de igual forma, pero gue no fueron

expuestas al nitrdgenoc liguido.

C) Variables evaluadas

las wvariables a evalwar fueron:

1) Porcentajes de embriones que formaron callo.

Z) Porcentajes de embriones que formaron embriones somdticos.

D) Descongelamiento

El descongelamiento se realizd mediante la inmersidn de

los crictubos en agua a 40°C por 1.5 minutos.
E} Recuperacidn
La evaluacidn del material se realizé 30 dias después de haber

establecido los embriones en el medio de recuperacidn (medio
MS mds 3mg/1 de ANA).
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3.8 EFECTO DEL TAMANO DEL EMBRION EN LA FORMACION DE CALLO

Embriones inmadurcs de 2 mm, 4 mm v 8 mm de longitud del
genotipo Pound-12 fueron disectados de mazorcas de 2 a 3 meses
de edad. Los cuales se utilizaron para determinar el efecto

del tamafic del embridn en la formacidn de callo.

Los embriones disectados asépticamente fueron sembrados
en grupos de 10 en vasos "Gerber" que contenian 25 ml de medio
HS con 3% de sacarosa. Posteriormente, fueron transferidoes
cada 2 dias a medios frescos, con incrementos de sacarosa ds
6%, 9%, 154 y 21%.

Una vez que los embriones se cultivaron en el medio
nitritive con 21% de sacarosa , se procedid a transferirlos =
los criotubos v con ayuda de una pinza se sumergieron en
nitrégeno liguido, donde permanecieron 48 horas. Transcurridas
las 48 horas, se procedid a descongelarlos mediante inmersiodn
en agua a 40°C por 1.5 minutos, posteriormente se procedid a

enltivarlos en el medieo de recuperacidn (MS + 3mg/l de ANA).

Los cultivos fueron incubados durante 6 semanas en un
cuartoe de erecimiento con fotoperiocde de 18 horas luz,

temperatura de 22°C * 1 v una intensidad luminica de 3000 lux.

A) Andlisis estadistico

Para determinar el tamafic del embridn, que permitiera la
mayor Fformacidn de callo, se utilizd un disefic completamente
al azar con B repeticiones y 10 embriones por unidad

experimental.

B) Variables evalnadas
1) Formaecién de callos en porcentajes.

2) Formacidon de raices en porcentajes.
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C) Procesamiento de la informacidn

El analisis estadistico se realizd en el Centro de
Computo del CATIE utilizando el paguete estadistico SAS.

El modelo estadistico para el disefio experimental fue:

Y=u+Ti+EiJ

donde:

Y = variable de respuesta

LE = media general

T = efecto del tamafio de embridn
E =z error experimental

Una vez realizado el andlisis de varianza se procedid a
realizar un analisis de regresidn, para determinar la
tandencia del tamafio de los embriones en relacidn a las tasas

de sobrevivencia obtenidas en el experimento.

3.9 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACIOR

Para determinar el efecto de ls temperatura de incubacidn
previa al congelamiento, se utilizaron embriones de Zmm y 4mm
de longitud.

El pretratamiento, congelamiento, daescongelamiento,
recuperacidon vy evaluacidén del ensayc se realizaron siguiendo
los procedimientos nutilizados en el experimento anterior
{acapite 3.8).
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A) Modelo estadistico

El modelo sstadistico para este disefo fue el siguiente:
Y=u+Ti+E1L]

donde:

variable de respuesta.

It

media general.

efecto de la temperatura de incobacidn

o T g
il

error experimental.

1t

El zandlisis de varianza se estructurd de la siguiente

manera:

Fuente de variacidn Gl
temperatura incubacidn t-1
lineal

cuadrético 1

ragidual t{r-1)

3.10 EFECTO DEL pH

Ezste ensayvo me llevd s cabo bajo condiciones similares a
las realizadas en el acdpite 3.8, . El1 =ajuste de los tres
potenciales de hidrdgeno evaluados se realizd antes de

esterilizar 1 medio en el autoclave.

El material vegetal utilizado lo constituyeron embriones
de 2 v 4 mm de longitud del genotipo UF-29.

Para determinar la formacién de callos en relacidn al pH
del medio de cunltivo, en £l que se inocularon los embriones =
crioconservar, se utilizd un disefio completamnente al azar con
7 repeticiones v 10 embriones por unidad experimental. Los
tratamiento evaluados fueron los siguientes potenciales de
hidrégeno: 4.7, 5.7 v 7.7.
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La evaluacidn del ensayo se realizd B semanas después de

haber descongelado v cultivado los embriones en 1 medio de

recuperacion.

3.11 CONGELAMIENTO LENTQ DE EMBRIONES CIGOTICOS

A) Pretratamientos

1) Embriones del genotipo UF-28 fueron disectades v cultivados
en un medio nutritivo MS (Murashige v Skoog, 1982) con 3% de
sacarosa. Posteriormente, se transfirieron cada 2 dias almismo
nedioc de cultivo, pero incrementande la concentracidn de

zrocATosR en 1ls siguientes proporciones @ B4, 9%, 154 v 21%.

2) FEmbriones del genotipo Pound-12 fueron disectados v
cultivados en un HS con 3% de sacarosa por 3 dias.
Postaeriormente, se incubaron en un medic de oculiive M5
liguidos con altas concentraciones de sacarosa: 0.5M, 0.75H v
1.0HM en el que permanecieron 12 horas, previo al

congelamiento.

B) Crioprotececidn

El tratamiento eriopreotector recibido por los embriones
pretratados fue el siguniente: se colocaron 10 embriones en 0.6
ml de MS en criotubos de 2ml a los cuales se les agregd una
disoluecidn de 150u] de DHSO al 20% con 1.0H de sacarosa =
intervalos de 15 minwutos, teniendeo al final una solucidn de
10% de DMS0O v 0.5HM de sacarosa.- Seguidamente, los criotubos se
colocaron scobre hielo (5°C) por 30 minntos, con ayuda de una
nicropipeta se retird la soluecidn crioprotectora de 1los
criotubos y se procedid a cerrarlos para llevar los embriones

a la cdmars de congelamiento.
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C)» Congelamiento

1) Los embriones que recibisron 1 pretratamiento 1 Tfueron
congelados en un congelador programable (CRYOMED 1010) de 1a

gigniente manera: El congelamiento se inicid a 5H°C vy se
disminuyd 1la temperatura hasta ~40°C, estudiando las
siguientes tasas de congelamientos 0.5°C/min, 0.4°C/min,

0.8°C/mi v 1.0°C/mi. Finalmente los criotubos se transfirieron

al nitrégeno liguido donde permanecieron 48 horas.

2) Para los ewmbriones que recibieron el pretratamiento 2 =8
realizé el signiente procedimiento de congelamiento: Los
criotubos se colocaron en la camara de congelamiento cuando
esta habia alcanzado 5°C, se bajo la temperatura a -140°C, en
la fase de cristalizaciodn se utilizd una tass de congelamiento
de 15 °C/min hasta -30°C; la fase de calentamiento se llievd a
cabo empleando una tasa de congelamiento de 15 °C/min hasts
-12°C v finalmente se congelaron a razon 0.5 °C/min hasta

-40°C. Después fueron almacenados en nitrédgeno liguido.

D) Recuperacion

Loz embrioness =e descongslaron por inmersién de los
criotubos en agua a 40°C, despuéds de haber permanecido en
nitrégeno liquido por 48 horas. El medio de recuperacidn fue
el medio MS + 3 mg/1 de ANA.

E) Controles

Los controles fueron muestras de 10 embricnes extraidos vy
cultivados en el medioc de recupsracidn de laz fames de

pretratamiento, crioproteccidn v embriones congelados hasta
-40°C.
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3.12 ESTUDIC DEL EFECTO DE LA SACAROSA Y ANA SOBRE LA
FORMACION DE CALLOS EN EMBRIONES CIGOTICOS

Logs embriones utilizados provinieron de mazorcas del

genotipo UF-29. Se utilizaron embriones de 2 a 4 mm de

longitud.

Los embriones se cultivaron en grupos de 10 por vaso
"Gerber", los que contenian 30 ml de M5 con concentraciones de
sscarosa de 12 g/1, 20 g/1, 40 g/l v B0 g/l (cuadro 2), en
donde permanecieron por 3 dias. Posteriormente, se procedid a
aplicarles una solucién crioprotectora como la utilizada en el
acapite 3.11. Una vez que los embriones habian sido
pretratados se llevaron a la cdmara de congelaniento en donde

se congelaron hasta -40°C a una tasa de 0.6°C/nin v finalmente

se llevaron a nitrégeno liguido.

E1l descongelamiento se realizd por inmersidn en agua 40°C,
después de haber permanecido 1los embriones 48 horas en

nitrégenc liguido.

, La recuperacidén llevé a cabo mediante el cultivo de los
embriones descongelados en un MS con ANA en las siguientes
concentraciones: 1.2 mg/l, 2 mg/l, 4 mg/l, B8 wg/l v 6.8 mg/l
{(Cuadro 2).

A) Disefio experimental y modelo matemético

Las concentraciones de sacarosa vy concentraciones de ANA
fueron utilizadas como variables independientes para optimizar
el porcentaje de formacién de callo en los embriones cigdticos
inmaduros. Para ello se empled un disefio central compuesto de
resolucién V (Haaland, 1989) con 3 puntos centrmles y 4 puntos
estrellas, en el que los tratamientos estaban constituidos por

10 embriones (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Disefio experimental central compuesto v las

variabies independientes evaluadas.

Valores Valores
Experimento codificado reales

X1 X2 X1 X2
1 -1 -1 20 2
2 -1 -1 20 B
3 1 ~1 60 2
4 1 1 60 8
5 1.41 g 12 4
B 1.41 0 68 4
7 0 1.41 40 1.2
8 0 1.41 40 6.8
9 0 g 40 4
10 g 0 40 4
11 0 8] 40 4

{

X1: Concentraciones de sacarosa (g/l).
XZ2: Concentraciones de ANA (dcido naftalenacético mg/l).

3.13 CONGELAHMTENTO DE EMBRIONES SOMATICOS

Los embriones usados para la crioconssrvacidén fueron
obtenidos después de haber sido cultivados 2 meses en un MS

suplementado con 1 mg/l de caseina hidrolizads.

A) Procesamiento de crioconservacidn

El método de crioconservacidén comprende 3 fases:
pretratamiento, crioproteccidn, congelamiento, descon-
gelamiento v recuperacidn. De lag S5 fases mencionadas

anteriormente dnicamente 2 fueron variadas.



BY Pretratamiento

1y Tres grupos de 100 embriones del genotipe EET-183 se
cultivaron en un medioc MS con 3% de sacarosa v 1g/1 de caseina
hidrolizada, posteriormente, se incubaron en un MS liquidos
con concentraciones de sacarcsa 0.8, O0.75M v 1.0M a por 12

horas.

2) Cien embriones del genotipo Pound-12 se cultivaron con
incrementos de sacarosa de 0.3H ¥ 0.5 de gacarosa,
posteriormente, se transfirieron a un medio liguido con 0.75 M

de sacarosa en el qQue permanecieron 24 horas.

C) Crioproteccion

El crioprotector utilizado en los embriones somdticos fue
el mismo empleado en los embriones cigdticos, 2Z0%Z de DHS0
combinado con 1.0 M de sacarosa, el que se adiciond en 45
minutos a los criotubos gue contenian los embriones. Pasado el
tiempo de exposicidén al crioprotector se colocaron los

embriones 30 minutos sohre hielo.

D) Congelamiento

Loz embriones gque recibieron =1 pretratamiento 1 fueron
congelados por inmersidn directa en nitrdgeno liguido vy los
embriones gque recibieron el pretratamiento 2 se congelaron

siguiendo el procedimiento mencionade en el acdpite 3.10.3

E) Descongelamiento

Después de haber permanecido las muestras 48 horas en
nitrégeno liguido se descongelaron por inmersidén de los

criotubos por 1.5 minutos en agua a 40°C.
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F) Recuperacidén de los embriones

La tasa de sobrevivencia se determind 15 semanas después
de haber cultivado los embriones en un M5 con 1g/1 de caseina

hidrolizada.

3.14 ANALISIS HISTOLOGICO

Embriones sexpuestos a wvarios de los pretratamientos
utilizados en el proceso de crioconservacidn fueron utilizados

para sfectuar el andlisis histoldgico.

81 estudio se realizdé tomando 5 embriones cigdticos por
tratamiento. Cada una de las muestras fueron fijadas en F.A.A
(formalina, &%; Acido acético, 5% v alcohol al 70%, 80%),
deshidratadas en una serie ascendente de etanol (cuadro 1B) e

infiltradas en parafina.

L.os cortes fueron hechos en un mierdtomo a 8mm de grosor
v la tincidn se realizd en safranina v verde rapido (cuadro
2B).

El sndligsis de 1los tajidos se determind a través del

microscopio.

Log embrionez que fueron sometidos al estudio histoldgico

fueron los siguientes:

1) Embriones de 4 mm cultivados en MS con 3% de sacarosa, 10X

de agua de coco desproteinizada v 1g/1 de caseina hidrolizada.

2) Embriones de 4 mm cultivados en un MS con 3% de sacarocsa,
10% de aguas de coco v 1lg/1 de caeseinms hidrolizeds. Deshidra-

tados por B horas al flujo de aire estéril de . la cdmara de
transferencia.
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3) Embriones cultivados en el medico de cultivo utilizado =n
‘1", a los cuales se les subeultivo en incrementos de sacarosa

de 3%, B%, 9%, 15% v 21% de sacarosa a intervalos de 2 dias.

4) Ewmbriones a los cuales se leg pretratd utilizade el
tratamiento "3". Congelados a una tasa de 0.6°C/min,
slmacenado en nitrdgeno liguido por 48 horas v recuperados en
un MS + 3mg/1 de ANA.
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IV RESULITADOS

4.1 CONTENIDO DE AGUA, VIABILIDAD Y GERMINACION IN VITRO EN
EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS DE CACAO

El contenido de agua en los embriones cigdticos inmaduros
de B a 4 mm, cultivados en un medio M5 con 1g/1 de caseina
hidrolizada e incubados por 3 dias bajo condiciones de 22°C,
16 horas luz y intensidad luminica de 3009 lux presentaron

contenidos de humedad de un 85% a un 99 % (Cuadro 3).

Por otra parte, la exposicidon de los embriones al flujo
de aire estéril de la camara de btransferencia, ocasioné una
rapida disminucidén del contenido de agua, como &se logra
apreciar en el cuadro 3. En la primera hora de deshidratacién,
el contenido de agua se redujo aproximadamente en un 30%:
descendiendo lentamente hasta alcanzar un 20% en los
embriones expuesto por un periodo de 6 horas al flujo de aire

estéril

El contenido de agua en los embriones estuvo relacionado
con el poder germinativo de éstos, pérdidas de agua por debajo
del 49% provocaron disminuciones de un 69% en el porcentaje de
germinacién (Figura 1). Asi miemo, disminucicnes en el
contenido de agua menores del B0X% indujeron marchitez vy
pérdida de turgor en los embriones, produciéndose una
carencia total de la capacidad germinativa de los embriones.
cuando el porcentaje de humedad alcanzé valores por debajo del
22 % (6 horag de deshidratacidén). S5in embargo, la viabilidad
en los embriones precultivados por 3 dias en el medio
natritivo se mantuvo entre un 106¥% y B5%, atn con periodos de

deshidratacidén de 6 horas (Figura 1).
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Cuadre 3. Contenido de agua y porcentaie de germinacidn in
vitro de embriones cigéticos inmaduros deshidra-
tados al flujo de aire estéril por diferentes
periodos de tiempo.

Pegriodo de Contenido de Sobrevivencia
deshidratacidn agua % % germinacidn
gn horas
0 hora 88 £2.5%2 100.0x£0.00
1 hora g1 +4.04 100.0x0.00
2 horas 40.6%x3.05 80.0x4 .52
3 horas 23 *3.06 40.0+3.52
4 horas 22.8%+2 .52 35.0+3.04
5 horas 22 *3.06 30.0+4 0B
6 horas 20 %3.351 0.0+£0.00
B B W A - S w LY ol s W
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=R b\.\‘\ \ M da mgun
50 — \\m N % da germl .
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Figura 1. Porcentaje de agua, germinacidn y viabilidad en

embriones cigéticos inmaduros deshidratados en la
cdmara de transferencia.
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4_2 EFECTO DE LA SACAROSA Y DESHIDRATACION SOBRE LA
CAPACIDAD GERMINATIVA IN VITRQ DE LOS EMBRIONES
CIGOTICOS INMADUROS

Como se puede observar en la figura 2, cuando los
embriones c¢lgbticos inmaduros eran precultivados en altas
concentraciones de sacarosa v posteriormente se deshidratados
al flujo de aire estéril de la cdmara de transferencia, el
porcentaje de germinacidén in vitro de éstos fue marcadamente
afectado. 8in embargoc el incremento en los niveles de
sacarosa no redujeron notablemente la capacidad gernintiva de
los embriones . Contrariamente, al efecto de la sacarosa el
tiempo de deshidratacidén de los embriones al flujo de aire
estéril, redujo bruscamente el porcentaje de germinacidn; a
tal punto que embriones cultivados en 2.75M de sacarosa vy

deshidratados por 3 hora perdieron totalmente la capacidad

germinativa.
% de visbilldad.
100
"W
)
0 /
0
GLOH o.8H 1.8H 308
deahidmtacién an H.

Figura 2. Porcentaje de germinacidn de embriones cigdticos
inmaduros de cacao cultivados en cuatro concen—

traciones de sacarosa y cuatro periodos de
deshidratacion.



59

4.3 EFECTO DE PRETRATAMIENTOS FISICOS Y QUIMICOS SOBRE LA
VIABILIDAD DE ILOS EMBRIONES CIGOTICOS SIN CONGELAR Y
CONGELADOS EN NITROGENO LIQUIDO

4_.3.1 DESHIDRATACION

En un primer ensavo (Cuadro 4), en el gque se wtilizaron
embricones cigdticos inmaduros (Figura 1D) recién aislados del
genotipo Pound-12 (sin que permanecieran previamente en un
medic nutritivo) se encontrd gue éstos perdieron el 99 % de su
viabilidad después de una hora de deshidratacién al flujo de

aire estéril de la cémara de transferencia.

Por el contrario, cuando los embriones se extrajeron de
las mazorcas y se precultivaron sobre un medio MS con lmg/l de
caseina hidrolizada por 4 dias, v posteriormente se incubaron
en un cuarto de crecimiento bajo condiciones de 22°C, 18 horas
luz de fotoperiodo y 3000 lux. Los embriones soportaron
preriodos de deshidratacién de 6 horas, con una tasa de
viabilidad del 80% (cuadro 4)

Cuadro 4. Viabilidad de los embriones cigdticos inmaduros de

cacao deshidratados al flujo del aire.

Periodo de Porcentajes de embriones viables
deshidrata
en horas embriones precultivados
embriones

sin precultivarisin congelar congelados en NL

9.9 hora 100.0% 2.0 100 =*0.090 9.010.0
1 hora 13.9+10.9 160 +0.00 "
2 horas 2.0 0.0 1090 +0._00 "
3 horas " - 87.91x5.25 "
4 horas " - 93 xb.77 "
5 horas " - 8¢ +5.78 28.0x4_47

6 horas " - 80 £B.75 0.9
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Poyr ohtra parte, cuendo se realizarcn prusebas de
congelamiento por inmersidn directa en nitrégeno liguido con
embriones cigdticos inmaduros precultivados por tres dias en
un MSE v deshidratados en los periodos mencionados
anteriormente, se encontréd que linicamente embriones
deshidratados por un periodo de 5 horas, es decir, con un
contenido de humedad del 22%, leograron sobrevivir. La tasa de
viabilidad que se encontrd en esto embriones fue del 28%,

gegin la prueba del TTC (cuadro 4).

4.3.2 EFECTO DEL DMSO SOBRE LA VIABILIDAD EN EMBRIONES
CIGOTICOS INMADUROS

EL DMSO incorporado al medio de cultivo en
concentraciones de 5%, 10% vy 20% (v/v), comoc crioprotector,
afectd negativamente la viabilidad de los embriones sin
congelar. Asi., se observd gque embriones cigdticos inmaduros
sin precultivar e incubados por 3@ minutos en presencia de 5%
de DMSO presentaron una sobrevivencia del 12%, segin la prueba
de Trifeniltetrazolio. Concentraciones de 10% y 20% resultaron
ser letales.

% de viobllidad,

20 1

15

10 -1

7

concen, oo EM50 (X

Figura 3. Efecto de tres concentraciones de DMSO sobre el
porcentaje de viabilidad en embriones cigdticos
inmaduros de cacao.
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4.3.3 EFECTO DE LA COMBINACION DMSO-SACAROSA.

Contrario al comportamiento anterior, embriones cigdticos
inmadurces sin  precultivar e incubados por 45 minutos en
concentraciones de DMSO de 2.5%, 5% v 7.5% en combinacién con
©.5M, 2.75M v 1.0M de sacarosa permitieron que 1los embriones
permanecieran viables (Figura 4a). De igual forma embricnes
gue recibieron el tratamiento utilizado en los embriones sin
congelar presentaron altas tasas de viabilidad después de
haber sido congelados por inmersién directa en nitrdgeno
ligquido , almacenados 48 horas en nitrégeno liguido,
descongelados por inmersidén en agua a 49°C vy evaluados a
través de la prueba de TTC (Figura. 4b).

H 10.0%DMSO
Hs.oxbuso
2 zxDMsn

Figura 4. Efecto de la combinacidn de sacaroasz y DMBD sobre 1s
viabilidad de embriones cigdticos inmaduros : a,
viabilidad de embriones sin congelar; b, viabilidad
de embriones congelados por inmersidn direcia en
nitrdégeno liguido.
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4.3.4 EFECTO DEL TIEMPC DE DESHIDRATACION, TIEMPO DE
EXPOSICION A 5°C, CONCENTRACION DE DHSO Y TIEMPO DE
INCUBACION

De las cuatro variables evaluadas por medic de un disefio
de superficie de respuesta (Figura 3), se encontré que lo=
factores con mayor efecto sobre la viabilidad de embriones
cigdticos inmaduros fueron: la econcentracidn de DHMSO
(CONDMSO), el tiempo de incubacidn (TIMNSO) v el tiempo de
exposicién de los criotubos con los embriones a la temperatursa
de 5°C (TEXPFRI). También fue posible observar que los
efectos cuadriticos tiempo de exposicidn a 0°C por tiempo de
exposicidén a 5°C (TEXPFRIXTEXPFRI), concentracisn de DMSO por
concentracidn de DMSO (CONDHMSOXCONDMSO) y tiempo de incubacidn

en DMSO por tiempo de incubacidn en DMSO fueron altamente

gignificativos.

Asi mismo, se observd que la interaccidén entre la
concentracién de DMSO v tiempo de incubacidén a & °C
(TEXPFRI®CONDHSO), fue la dnica estadisticamente
significativa.

La concentracidén de DMSO y el tiempo de incubacidn
actuaron de una manera negativa sobre la visbilidad de los
embriones cigdticos congelados, de tal forma gue entre mayores
fueron las concentraciones v tiempos de incubacidn utilizados,

fue menor el porcentaje de viabilidad presentados por éstos.

Por el contrario, el tiempo de exposicidén de las
muestras a la temperatura de 5°C redujo el efecto téxico del
DMSO, sobre los embriones, incrementado el poreentaje de

viabilidad de los embriones.

Del modelo reducido (Cuadro 1A vy Cuadro 24), en el que no
se considerd - la wvariable, deshidratacidén (DESHI); las
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interaccion=s concentracion de MsSC  por deshidratacion
( DESHI«CONDMHSO ), tiempo de incubacidn &1 DM poT
deshidratacion (TIMSO*DESHI), tiempo de incubacidn en DMS0O por
concentracion ds  DMSO (TIMSOXxCONDMSO), tiempo de exposicion a
5°C por deshidrataci6n (TEXPFRIX*DESHI) , tiempo de incubacidn
en DMSO por tiempo de exposicion a 5°C (TIMBOXTEXPFR1) v el
efecto cuadratico deshidratacién por deshidratacion
(DESHIXDESHI), v en funcidén del porcentaje de embriones
viables, se derivd la ecuacidn de regresién, la cual fue la

siguiente:

V=8.226+0.227%X2-1.295%X3-1.808X4-0.003%X22-@ . 00*X2%*X3
+@.068%X32+0 .301%X42 (1)
R2 = ©.97
Donde:
X2=tiempo de exposicién (en minutos) de los
criotubos con los embriones a 5°C
¥3=concentracidén de DMSO.

X4=tiempo de incubacidn en DMSO.

La figura 6 se puede observar gue el mayor porcentaje de
embriones viables que se observaron cuando se fijo el tiempo
de incubacién en DMSO por 1 hora, fue cuando se utilizaron las

concentraciones mas bajas de DMSO . Sin embargo es notorio
que la exposicién de los embricnes a 5°C por 3@ minutos
reducen el efecto téxico del DMSO, permitiendose de esta forma
1a obtencién de +tasas de viabilidad relativamente altas.
También se pudo observar que c¢uando los embriones se
incubaron por 3@ minutos a 5°C, vy la viabilidad se determind
en funcidén de la concentracién de DMSO vy el tiempo de
incubacién, las mayores tasa de sobrevivencia ocurrieron con
las concentraciones mas bajas de DMSO vy tiempos de incubacidn

mas corto (Figura 7).
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DESHI |} \ . \ , \ . 0. 728
a 1 2 3 % 5 s 7
% de viahilidad

Figura 5. Efectos principales e interacciones del DMSO, tiempo
de incubacidén, deshidratacién y tiempo de exposi-
cidn a 5°C.
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Figura 8. Efecto de la concentracién de DMSO y tiempo de
exposicidén a 5°C sobre la viabilidad de embriones

cigdéticos inmaduros e incubados por una hora en
DMSO.
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Contour plot of X3%X4.
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TIEMPO DE INCUBACION EN DMSO

Figura 7. Viabilidad de embriones cigéticos en funcidén de
concentraciones y tilempo de incubacidn en DMSO. Con
tiempo de exposiciédn a bB°C por 30 minutos.
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4_4 CONGELAMIENTO POR INMERSION DIRECTA EN NITROGENO LIQUIDO

Embriones cigdticos inmaduros congelados por inmersidn
directa en nitrogeno liguide , previa deshidratacidén en la

camara de transferencia no formaron callo ni germinaron.
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Dretratamisntos con 1909 mgsl, 509 mg/l y 1000 mg/l de
prolina, asi como en 3mg/l de ABA en combinacidon con la
deshidratacion tampoco dieron resultados positivos con
respecto a la germinacién o formacidn de callo a partir de los
embriones congelados. En ninguno de los casos se pudo

recuperar los embriones o la obtencidn de callos .

Similares resultados se obtuvieron cuando se cultivaron
los embriones en altas concentraciones de sacarosa y 8se
deshidrataron en el flujo de aire, previo al congelamiento, y
posteriormente se recuperaron en un medio nutritivo con 1@
mg/1l de GA3. Sin embargo, se pudo observar formacidén de callo
(Figura 2D) en embriones congelados en nitrdgeno ligquido por
inmersién directa, hasta un 70% , cuando éstos fueron
previamente cultivados en medios nutritivos con incrementos de
sacarosa en proporciones de 3%, 9%, 15% y 21%; con vy sin ABA;
a intervalos de 2 dias y recuperados en un MS con 3mg/l de
ANA (cuadro 5).

% formmcidn de callo

Bed. 6
100 — P B=3. 5
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BIAS

Figura 8. Formacién de callo en embriones cigdticos
inmaduros precultivados en altas concentra-
ciones de sacarosa (3 a 21 %) a intervalos de
subcultivos de 2, 4 y 6 dias.
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Esta mismo comportamisnio se obssarvd con los embriones
cultivados bajo las mismas condiciones del ensavo anterior,
DEPO variando el intervalo de transferencia de una
concentracidn a otra cada 4 o 6 dias. La formacién de cazllo
para los tres intervalos de subcultives fue alrededor del 80
%. En la figura 8 se puede observar gue no hay una diferencia
notoria en la formacidn de callos para los tres intervalos

estudiados.

Cuadro 5. Recuperacion en embriones cigédticos inmaduros de
cacao congelados por inmersidn directa en NL.

Ensavyo Pretratamiento Total de formacidn
embriones de callo
con callo en %

Incremento de

I sacarcsa a 21% 2. 0.0
+ABA v 1 h.des-
hidratacidn.

IT Incremento de 21/39 T70.¢

sacarosa a 21%.

IT1 Deshidratacidn 2.9 ©.e
de 1 a 12 horas.

embriones sin

iv contiledones + 0.0 9.9
4 h, deshidrata-
cibén.

Incremento de 26/39 66 .67
vV sacarosa a 21%
+ ABA.

Prolina + des-— 0.9 8.8
VI hidratacidén por
4 horas.

Incrementos de
sacarogsa en 0.3,
VIT B.5 y ©.75 con des- 2.9 0.9
hidrataciones de
.2, 2.5, 1.5y 3
h.
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4.5 TAMANO DEL EMBRION EN LA FORMACION DE CALLD

De acuerdo a los resultados obtenidos, el tamafic del
embridn esta relacionado con su capacidad de formar callo
después de haber permanecido almacenado en nitrdgenc liguido.
Cuando se utilizaron como pretratamiento incrementos de
sacarosa de 3% a 21% a intervalos de 2 dias (Figura 8) se pudo
observar que a medida que se incrementdé el tamafio del embridn
a congelar se redujo el porcentaje de formacidn de callo ;5 asi
el mayor porcentaje de formacién de callo se presentd con

embriones de 2 mm.

Por otro ladeo, se observé la formacidn de raices a partir
de los callos después de 4 semanas de establecidos los
embriones en el medio de recuperacién (Figura 3D), pero no se
encontrod una relacién entre la formacidn de raices vy el

tamafic de embridn utilizado como explante.

4.6 EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION

Cuando se estudié el efecto de la temperatura de
incubacién en la formacidn de callo en embriones cigdticos
inmaduros cultivados en concentracliones de 3% a 21% de
sacarosa, previo al congelamiento, se encontrd que
temperaturas de 14°C redujeron la formacidn de callo.
Encontrandose unicamente que un 20% de los embrlones formaban
callo {(Figura 1@).

No obstante, el mayor porcentaje de recuperacidén de los
embriones, tomando como parametro la formacidén de callo ¥y
segiin el andlisis de regresidén realizado, se dlo a 20°C .
Temperatura bajo la cual se obtuvo aproximadamente 85% de
recuperacion de los embriones congelados en forma de callo.
Sin embargo, a partir de este punto se pudo observar gue en
la medida gque se aumento la temperatura se redujo el

rercentaje de produccidn de callo.
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Figura 9. Relacidn entre el tamafio de los embriones cigdticos
inmaduros de cacao congelados en nitrdgenc liquido y
la formacidn de callo
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Figura 1@. Efecto de la temperatura de incubacidn sobre la

formacidén de callo en embriones cigdticos inmaduros

de cacao.
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4_7 EFECTO DEL pH DEL MEDIO DE COLTIVO

La recuperzcidn a través de formacidn de callo en
embriones cultivados en concentraciones altas de sacarcsa vy
zongelados por inmersion directa en nitrdégeno liquido se vio
afectado por el pH del medio de cultivo. En la figura 18 se
puede notar como un pH dcido de 4.7 v un pH alcalino 7.7 no
favorecieron la formacidn de callo. Por el contrario un pH de

5.7 permitid la formacién de callo hasta un 8@%.

100 - Y

O
~ B0 -
—+
13
[ ]
g 60
=
O
;A
O 40
=]
253
[
*oap A
a8
D L) i [
4 7 5.7 7. 7
PH

Figura 11. Efecto del pH aohre la formacidén de callo en
embriones cigoticos inmaduros de cacao congelados
en nitrégeno liguido.
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4.8 CONGELAMIENTO LENTO

Los embriones cigodoticos inmaduros de cacao también
recibieron tratamientos con congelamiento lento. Para ésto se
probaron diferentes velocidades de enfriamiento. Asi, se pudo
observar gue cuando los embriones fueron congelados a tasas
de 2.8°C/min y 1.2°C/min no se observd sobrevivenclia, es
decir, no se obtuvo germinacién de éstos o formacidn de
callos.

Por el conbrario, cuando los embriones fueron congelados
a wvelocidades de enfriamiento de 0.4°C/min y 0.5 °C/min se
logrdé obtener tasas de sobrevivencia, a través de la formacidn

de callos, de 30% v 26% respectivamente (cuadro 8).

Por otro lado, embriones cigdticos inmaduros de 4 mm
incubados en un medio M5 + agua de coco por 3 dias;
transferidos posteriormente a un medio MS liquido con 1M de
sacarosa en el gue permanecieron 24 horas; congelados a una
tasa de @.5 °C/min hasta -40 °C antes de se almacenados en
nitrégeno liquidos y recuperados en un MS con 3 mg/l de ANA.
Lograron formar embriones somdticos (Figura 4D) en un 14%

(cuadroc 6 ).

La utilizacién de un tratamiento similar al mencionado
anteriormente, pero variande la concentracidn de sacarosa en
la que fueron incubados previo a la fase de congelamiento en
©.3M, 6.85M v ©.7BM, no se obtuvo ninguna respuesta positiva en

cuanto a la recuperacién del material.
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Cuadro 6. Recuperacién de embriones cigdticos inmadurocs de
cacao crioconservados por congelamiento lento

Ensavo

Formacidn

de callo

Pretratamiento

en %

Formacion
de embriones
somaticos en

en %

II

ITI

iv

VI

Vil

Incremento de sacarosa 3, 9,

15 ¥y 21 % 4+ inmersion en una

solucidén de DMSO al 20% v 1M

sacarosa y una tasa de conge-—
lamiento de €.5°C minutos.

Incremento de sacarosa 3, 9,

156 v 21 % + inmersidon en una

solucidén de DMSO al 20% y 1M

sacarosa y una tasa de conge-
lamiento de ©.4°C minutos.

Ineremento de sacarosa 3, 9,

15 v 21 % + inmersién en una

solucidn de DMSO al 20% v IM

sacarosa vy una tasa de conge-
lamiento de ©.8°C minutos.

Incremento de sacarosa 3, 9,

15 v 21 % + inmersidn en una

solucién de DMSO al 20% y 1M

sacarosa y una tasa de conge-
lamiento de 1.€°C minutos.

Precultivo de los embriones por 3
diss en un MS con 1lg/1 de caseina
hidrolizada+19% de agua de coco e
incubacidén de éstos en un MS con
1.8M de sacarosa por 12 horas.

Precultivo de los embriones por 3
dias en un MS con lg/l de caseina
hidrolizada+10% de agua de coco e
incubacidén de éstos en un MS con
9.75M de sacarcsa por 12 horas.

Precultivo de los embriones por 3
dias en un MS con 1lg/l de caseina
hidrolizada+18% de agua de coco e
incubacion de éstos en un MS con
©.5M de sacarosa por 12 horas.

3@

26

2.

9

.o

14.0

@.0
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4.9 EFECTO DE LA SACAROSA Y EL ACIDO NATFTELENACETICO SOBRE LA
FORMACION DE CALLO

En la figura 12 se observa como actuaron las
concentraciones de sacarosa, incorporadas al medio de cultivo
como pretratamiento, v las concentraciones de ANA,
incorporadas al medio de recuperacidn, sobre la formacidn de
callo en embriones cigoticos inmaduros congelados a una tasa
de ©.4°C/min.

La mayor formacidn de callo se presentd cuando se
utilizaron c¢oncentraciones de 3 mg/l de ANA vy 12 g/1 de

Sacarosa.

o=
Y= 285.8 -7.83%1 - 3132+ 0.95X1T 4+ 0.68Xi"K2
120
ﬁ?:___ 0.80 “''42 g/1 sacaro
" *‘20 g/l sacaro
100 | %
+ . 40 g/l sacaro
" el 160 g/1 sacaro
80 [~ - -
*%
ae . ..
o sof e,
< 4o
= o
[ ]
40 .
e o
20 ¥ .
. “
“%¢ . ..._\_l:‘:?:
- PP L o
0 t | ] il CINER 4 1 { |
2 3 4 4,92 4.5 5 6 6.5 7
Conc. ANA(mu/l)

Figura 12. Efecto de la sacaros y ANA en la formacidn de callo
en embriones cigdticos inmaduros de cacaoc criocon-—
servados en nitrodogeno liguido.
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4_10 CONGELAMIENTO DE EMBRIONES SOMATICOS

Las tasas de sobrevivencia de los embriones somdaticos
preservados en nitrdgeno liquido por 48 horas son presentados
en el cuadro 7. La tasa de sobrevivencia de estos corresponden
al total de embriones germinados 12 semanas después de haber

sido descongelados v establecidos en el medio de recuperacidn.

l.os embrlones somdticos del genotipo EET-183 preculti-
vados en un MS ligquido con ©.5M de sacarosa, crioproitegidos
con una mezcla de DMSO y congelados por inmersién directa en
nitrégeno liguido presentaron una tasa de sobrevivencia del
16% (Cuadro 7).

Asimismo, los embriones somdticos del genotipo POUND-12
precultivados en incremento de sacarosa e incubados en un MS
liguido con ©.75M de sacarosa, en el que permanecieron 24
horas previo al congelamiento, a una +tasa de ©.5°C/min,
mogtraron una de sobrevivencia del 2% (Cuadro 7). Un aspecto
que hay que destacar es de gue los embriones sdmaticos
utilizados en para ambos ensayos presentaban sus tres estados
de deparrollo globular, en forma de torpedo ¥y en fofma de
corazdn. Sin embargo, unicamente germinaron los embriones que
ge encontraban en un estado globular (Figura 4D).

Los embriones en un estade de torpedo vy corazdén se
tornaron de un color café oscurc inmediatamente después de
haber sido descongelados.

Por obtra parte los embriones globulares germinados
alcanzaron a las 16 semanas un tamafo de 1 em (Figura 5D).
aproximadamente, y después de 24 semanas de estar en el medio
de recuperacidn se tornaron de un color café oscuro
necrdticos yv no desarrollaron, es decir no lograron alcanzar

la formacidén de plantulas.
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Cuadre 7.Racuperacidn de embriones scmaticos de cacao
<

conge lados por inmersidn directa en NL v por
congalamiento lento.
Ensayo Pretratamiento germinacion
en %

Embriones somAticos EET-183

I cultivados por 12 hora en 16
MS ¢con ©@.5 M de sacarosa
congelamiento rapido.

Embriones somdticos EET-183

cultivados por 12 hora en 0.0
i1 MS con ©.75 M de sacarosa

congelamiento réapido.

Embriones somaticos BET-183

cultivados por 24 hora en 0.9
111 MS con ©.1 M de sacarosa

congelamiento rapido.

Embriones somaticos Pound-12
v cultivados por 24 hora en 20.0

MS con 2.75 M de sacarosa
@.5 °C/min.

4.11 ESTUDIO HISTOLOGICO

El estudio histoldégico realizado sobre los embriones
cigdéticos inmaduros (Figura 6D) que fueron expuestos a los
tratamientos mencionados en el acapite 3.14, v congelados en
nitrégeno liguido demostraron gue altas concentraciones de
sacarosa permitian la recuperacidn de éstos en forma de callo.
Con éste pretratamiento las células de los tejidos
embrionarios no mostraron dafios ocasionados por las ultrabajas
temperaturas. En la figura 8D se puede apreciar una divisidn
celular muy pronunciada en tejidos embrionarios descongelados
v cultivados en el medio de recuperacidén. Asi mismo, embriones
con el mismo tratamiento fueron capaces de desarrollar callo

después de dos semanas de haber sido descongelados (Figura
gDy .
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Sin sambargo este pretratamiento occasiono wun rapido
desarrollo v madurez de los embriones lo cual se reflejd en la

formacion bien definida de los tejidos vasculares (Figura 7TD).

Por el contrario, los embriones deshidratados al flujo de
aire estéril de la camara de transferencia mostraron que este
tipo de pretratamiento ocasiondé una marcada perdida del turgor
de las células, observdndose una total destruccién de las
células de la epidermis (Figura 10D).
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V DISCUSITION

5.1 CONTENIDO DE AGUA Y EFECTO DE LA DESHIDRATACION EN
EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS DE CACAO

Los embriones cigdticos inmaduros de cacao presentaron
altos niveles de agua en estado libre, variando entre un B85% v
un 9% en relacidén a su peso fresco. Este porcentaje estd por
encima del contenido de agua reportado para la semilla de
cacao, el cual seglin Swabrik (19658) es del BH5%.

ELl hecho de que los embriones cigdticos inmaduros hayvan
presentado los niveles de agua mencionados anteriormente, se
debe sobre todo al eastado de desarrocllo vy madurez de éstos al
momento de ser extraido de las mazorcas. lLa determinacion del
contenido de agua en los explantes a utilizar en el proceso de
congelamiento es muy importante, sobre todo s8i se tiene en
cuenta que el contenido de agua en semillas de especies
recalcitrante estd relacionado con el punto de deshidrabacidon
critico en el cual la pérdida de agua comienza a causar dafios

sobre el poder germinativo.

5i bien es cierto, gque no existen estudios en cuanto a la
relacidén entre el contenido de agua y la capacidad germinativa
en los embriones de especies recalcitrantes. La relacidn entre
el contenido de agua en la semilla y la capacidad de germinar
en especies recalcitrantes ha sido estudiada en varios
cultivares.

El alcornogque {Quercus robur) y Drvobalanops aromatica

gque poseen un 79% de agua en estado libre sufren dafios cuando
el contenido de agua en estado libre alcanza porcentajes de
35% o menores (Tamari, 1978).
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La semilla de rambutan (Nephelium lapaceum) en la cual el

contenido de agua es de alrededor del 50%, se ve afectada en
su capacidad germinativa cuando su contenido de asgua es da 20X

o menos (Chin, 1375).

El contenido de agua, en las semillas de la palma
aceitera (Elaseis guinensis) es de 204 a 29% de su peso  fresco
v soporta deshidratacidn hasta un 10%¥ de humedad sin gque

pierda su capacidad germinativa (Hardon, 1374).

Segin Swabrick, (1965) vy Hunter, (1859) la semilla de
cacac es muy sensible a  la pérdida de agua, v en el presente
estudio se comprobd qgue esta caracteristica se mantuvo en los
embriones cigdticos inmaduros. Es decir, gue existe una
relacidén entre el contenido de agua en estado libre v la
capacidad germinativa de log embriones cigdticos inmaduros.
Asi, cuando el porcentaje de agua fue menor del 61% (1 hora de
deshidratacidn) comenzo a reducirse el porcentaje de
germinacién in vitro, produciéndose la pérdida total de la
capacidad germinativa de los embriones cuando el contenido de

humedad fue menor del 22% (5 horas de deshidratacidn).

Por otra parfé, se pudo observar que embriones de cacao
extraidos directamente ds las mazorcas perdieron su viabilidad
en la primera hora de deshidratacién. 81 embargo, se obtuvo
una respuesta diferente cuando estos fueron precultivados en
un medio MS por 3 a 4 dias y posteriormente deshidratados. En
gste caso, el porcentaje de viabilidad disminuyd después de la
tercera hora de deshidratacidn (80% de humedad).

A este respecto Withers (1883), reporta que la viabilidad
de los materiales vegetales puede ser incrementadszs, en el
proceso de crioconservacidn, si éstos son precultivados por 2

o 3 dias en condiciones in vitro.
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Este comportamiento posiblemente se deba a la acumulacidn
de metabolitos, capnbiocs morfoldgicos v fisioldgicos gue
ocurren =n las células, lo gue permite gue los embriones
soporten mejor las condiciones de estrés a la que son

sometidos en el proceso de congelamiento.

Este aspecto es muy importante vya que de acuerdo a la
relacidén entre el contenido de humedad y la capacidad
germinativa de la especies recalcitrante en estudio, se puede
planificar una estrategia a seguir en la diferentes etapas de
la crioconservacidn, con el objetivo de evitar disminuciones

en la capacidad germinativa del material.

En relacidén a lo anterior, concentraciones altas de
sacarosa v tiempos de deshidrataeidén en al flujo de aire
eatéril de la cdmara de transferencia provocaron una rédpida
disminucién de la capacidad germinativa de los embriones. Asi,
cuando se precultivaron los embriones en la concentracidén mis
alta de sacarosa (1M), 1los embriones perdieron su capacidad
germinativa, rdpidamente, después de ser deshidratados 0.5
horas, presentadose una pérdida total de la germinacion en lom

smbriones deshidratados por 3 horas.

Por otra parte, cuando se utilizdé el aminocdcido prolina ¥y
la fitohormona ABA (dcido abscisico) en la.fase de precultivo
combinados con posteriores deshidrataciones, no se observaron
efectos benéficos de proteccidén contra el efecto negativo de

la deshidratacién.

No obstante, hay que tener presente que altos contenidos
de agua en las células vegetales son letales durante el
congelamiento, debido a la formacidn de cristales de hielo que
rompen las membranas celulares provocando dafiog irreversibles.

Este aspecto ha sido claramente demostrado mediante
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investigaciones con semillas ortodoxas y recalcitrantes. Asi,
Fedosenko (1974); Sakai vy Noshira (1875) vy OUOmura et al.
(1978), estiman gue altos contenidos de agna ocagionan  ls

muaerte de las semillas antes gue éstas alcancen 0°C.

Se ha comprobado también gque las semillas ortodoxas
requieren de contenidos de humedad por debajo del 8% para
poder ser exitosamente criopreservadas en nitrdgeno liguido
(Roberts, 1972). Experimentos realizados en las 1dltimas
décadas con semillas ortodoxas ¥y semirecaleitrantes han
validado este planteamiento: Hora (1990); Abdelnour-Esquivel
et al. (1992) reportan que los embriones de Musa acuminata ¥y
Muss balbisians resisten la deshidratacidn vy gque a su vez este
procedimiento proporciona una adecuada proteccidén contra las
pltrabajas temperaturas. Similares resultados se cbtuvieron
con embriones clgdticos de la palma aceitera ({(Elaeis
guinensis) (Grout gt al., 1983); palma datilera (Phoenix
dactilifera var zahidi) (Al-Madeni v Tisserat, 1886); veitchia
vy howea (Chin et al., 1888); tomate (Lycopersicum esculentum)
(Grout et al., 1986); araucaria, (Arsucaria hunstenia Schum)
(Pritchard y Prendergast, 1986); caucho (Normah et al., 1986)
v eafé (C. canephora v C. arabica) (Abdelnour-Esgquivel gt al.
1992). Estos 1dltimos pudieron ser deshidratados hasta un 18%

de humedad sin que se afectara su capacidad germinativa.

En cacao, un alto grado de deshidratacién ocasiond un
100% de pérdida en la capacidad germinativa de los embriones.
Aunque, embriones deshidratados por 5 horas vy congelados por
inmersién directa en nitrégeno liquido presentaron un 28% de
embriones viables, segun la prueba de viabilidad con
tetrazolio. Contrariamente, este pretratamiento no permitié la
recuperacién de los embriones a través de su germinacidn

directa, ni a través de la formacidn de callo.
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Si bien es cierto v como se explicd anteriormente, la
deshidratacidn ha sido reportada por muchos autores como un
procedimiento adecuado para la crioconservacidn de embriones y
semilias de especies ortodoxas v de algunas especles
recalcitrantes, los resultados obtenidos en este trabajo
indicaron que no es asi para los embriones c¢igdticos

inmaduros de cacso.

Este comportamiento posiblemente se deba a gque en el
proceso de deshidratacidén es removida agua bioldgicamente
funcional o estructuralmente importante, que hacen que en el
proceso del descongelamiento precipiten las proteinas o entren
en contacto entre si; vy formen ligamientos anormales que
provoquen la ruptura de éstas v por ende el colapso de las
células. Otra posibilidad es gue en al proceso de

erioconservacidn se formen metabolitos secundarios gue inhiban

la divisidn celular vy recuperacion de los embriones.
Posiblemente, la utilizacidn de medios nutritivos mas
compleios gque loa utilizados en este trabajo para la

germinacién de los embricnes en 1la fase de recupsracidn

permitan 8l desarrollo del eje smbrionario.

Por otra lado, fue posible ohgervar que la deshidrataciodn
con altas concentraciones de sacarosa permitieron un 100% de
germinacidén en los embriones. Lo que dio la posibilidad de
extraer agua de los embriones sin causar dafics en su capacidad

germinativa.

5.2 EFECTO DEL DMSO Y SACAROSA SOBRE LA VIABILIDAD DE LOS
EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS

El DHSC es unoc de los principales crioprotectores
utilizados en la fase de precultive y crioproteccidn, para

prevenir el dafio durante el procesoc de congelamiento.
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Este crioprotector actilia formando cadenas miltiples ds
hidrégeno con el agua v los fosfolipidos de las membranas
celulares generando una cubierta que reduce la permeabilidad

de éstas.

También estos enlaces permiten gue el DMBS0 actie como
anticongelante, reduciendo el tamafio v 1la formacidn de los
cristales de hielo v asumentando la concentracién de solutos a

un grado gque no son osméticamente dafiinos.

Existen numerosos ejemplos para los que esta sustancia ha
sido beneficiosa, entre ellos: Atrops belladons (Nag Y Street,
1975); Catarsntus roseus (Kartha ef al., 1980) y fresa (Kartha
et al. 1880). También ha sido reportade gque el DHS0O tiene
efectos negativos sobre la viabilidad de otras especies. Este
fue el «casoc del cacao, para el cual efecto del DHSO resultd
ser negativo sobre la wviabilidad de los embriones cigdticos

inmaduros.

Cuando los embriones fueron cultivados adn, por periocdos
cortos (30 minutos), en 5% de DHSO el porcentaje de vimbilidad
ge redujo en un 12% . Concentraciones v periodos de

incubacidn mayores fueron letzalses.

Segin Bajaj et 81 (1870), las altas concentraciones de
DMSO inhiben la respiracién y reducen la sintesis de ARN vy
proteinas, lo que podria explicar el efecto negativo de este

compuesto sobre algunas especies, como fue el caso del cacsao.

Aunque el DHSO tuvo un efecto negativoe sobre la
vigbilidad de los embriones cigdtico, su combinacidn con la
sacarosa presentd un efecto totalmente diferente. Obteniéndose
porcentajes de viabilidad de un 100% cuando se utilizd una
concentracidn del 10% de DHSO combinadoc con sacarosa.

Posiblemente, esta respuesta sea debidé a gue 1la combinacidn
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sacarosa DH30 forma un complejo dque tiene un modo de accidn
totalmente diferente v que hace que éste complejo no inhiba la
actividad respiratoria ni la sintesis de proteinas, de tal
manera gue cwando el DMSO se utilice como crioprotector con
embriones de cacao debe hacerse combinado con sacarosa u otro

crioprotector.

».3.EFECTO DEL TIEMPO DE EXPOSICION DE LOS EMBRIONES A 5°C

Del wensayo de superficie de respuesta en sl que gse
estudiaron la deshidratacién, el tiempo de incubacién, la
concentracién de DHSO v el tiempo de exposicidén de lo=m
embriones a 5°C, se pudo corroborar nuevamente el efecto
negativo de la concentracidn v el tiempo de incubacidn en
DHSO.

Ademds, se pudo observar que el tiempo de exposicién, de
los embriones precultivades en DHSO, a2 5°C incrementasron la
viabilidad de éstos. De los tres tiempos estudiados
el intermedio, 30 minutos, resultd ser el mejor el cual

incrementd significativamente la viabilidad de los embrionss

A éste respecto algunos investigsdores estiman que,
pérdidas considerables en la viabilidad pueden resultar de 1la
aplicacidn de ecrioprotectores, pero la adicidn de bajas
concentraciones v periodos de incubacidn limitados (por
ejemplo una hora) v exposicidén de los materiasles a bajas

temperaturas minimizan estas pérdidas (Nag v Street, 1877).

Otros expertos opinan al respecto, gue la contribucidn en
evitar la pérdida de la viabilidad mediante 1la exposicidn de
los explantes a bajas temperaturas es minimo y tiempos
prolongados de exposicidn podrian no tener efectos benéficos
(Sakai vy Sugawara, 1973).
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Fste comportamiento parece reflejarse en los embriones
de cacao, los cuales pregsentaron un incremento relativamente
alto en s sobrevivencia al exponerlos a & °C durants uan

periocdo de 30 minutos.

5.4 CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES CIGOTICOS INMADUROS DE CACAQ
La recuperacisn de los embriones cigdéticos congelados
directamente en nitrdgeno ligquido fue posible mediante el
usc de altas concentraciones de sacarosa en el medioc de

precultivo.

En 1la mayoria de los casos la sobrevivencia fue evidente
mediante la formacidén de callo v en uno de los métodos de
congelamiento desarrollados se logrdé la obtencidén de embriones

somdticos, via embriogénesis somiatica directa.

La sacarosa, utilizada como erioprotector, ha sido
utilizada con éxito en varias especies: gardenia (Gardenia
grandiflora) ; col (Bracica oleracea) (Sakai y Yoshida, 1868);
cerezo (Tumanov et gl., 198B); sicamores v sova (Pritchart et
al., 18886).

5in embargo hay reportes de que la sacarosa ha tenido un
efecto negativo. Segin Bajaj y Reinert (1877), concentra-
ciones mayores de 0.75H pueden caunsar plasmdélisis y dafios
conziderables; Mora(1990), encontrd gue concentraciones altas
de sacarcosa reducen en un 50 % la viabilidad en los embriones

de Husa.

Los embriones cigdticos de cacaon, respondieron
adecuadamente a los pretratamientos con sacarosa. Los mayores
porcentajes de formacidn de callo después del congelamiento se
ocbtuvieron al subcultivar los embriones en concentraciones
crecientes_ sacarosa (3%, 8%, 134 ¥ 21%Y obteniéndose

porcentajes de 100 % cuando el congelamiento fue rapido.
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Es importante resaltar que se pudo obtener recuperacidn
del material vegetal a través de embricgénesis somatica
directa . En este caso el pretratamiento consistié en la
incubacidén de los embriones en un MS liquido con 1.0H de
sacarosa por 12 horas. Luego, fuercn congelados a una taga

de 0.5 °C/min hasta -40 °*C antes de ser almacenados en

nitrégeno lignido.

La proteccidén proporcionada por la sacarosa podria
deberse a que ésta ocupa el espacio dejados por el agua entre
lag proteinas evitando de esta manersa gue las proteinas tengan
contacto entre si durante el descongelamiento, o debido = que
si  presencia le da una mejor estructura a las membrans
celulares evitando gue estas pierdan g2 propiedad de

selectividad.

sin embargo, es importante destacar gue altas
concentraciones de sacarosa presentan el inconveniente que
estimulan el desarrollo de los embriones (estado de madurez)
lo gue ocasiona que el explante pierda capacidad embriogénica
{(Pence gf al., 1979).

3.5 FACTORES QUE AFECTAN EL DESARROLLO DE CALLO A PARTIR DE
EMBRIONES CIGOTICOS CONGELADOS POR INMERSION DIRECTA EN
NITROGENO LIQUIDO.

El precultivo de los embriones en altas concentraciones
de sacarosa ( 3%, 9%, 15% v 21%) permitid la sobrevivencia de
los embriones en forma de callo (70%) cuando se utilizd
congelamiento rdpido. No obstante , la formacidn de callos
estuvo vinculada a factores como el tamafio del embridn,

temperaturas de incubacidn v pH del medioc de cultivo.
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5.5.1 EFECTO DEL TAMANO DEL EMBRION

El tamafio de embridn mas adecuado, para obtener
recuperacién como callo resultd ser Zmm.

Quizas el hecho de que los embriones estén en un estadoe
de desarrollo Jjuvenil vy las células no se encuentren tan
diferenciadas permitieron gue los pretratamientos utilizados
havan sido homogéneos v se evite de ezta manera gue las
células con mayor grado de diferenciacidn degeneren durante el
proceso de congelamiente v generen sustancias que inhiban 1la
divisidn celular en la fasse de recuperacidn. A este respecto
Sun (1858) reporta que semillas de arvejas de 7 a 1Z2mm
presentaron mayores tasas de sobrevivencia que semillas de 13
a 20mm v semillas de 21 a 30mm. Contrario a los resultados,

ohservados en arveja, embriones de café en un estado de mavor

maduresz (tanto rojo como amarillo) presentaron wmayvoress
resultado de sobrevivencia, con pretratamiento de
deshidratacidén gque frutos inmaduros (verdes). Aungue 1la
mavores tasas de recuperacidn se lograron mediante la

incorporacion de GA3 en el medioc de cultivo (Abdelnour
~-Esquivel et zl., 1982).

5.5.2 TEMPERATURA DE INCUBACION

Para algunas especies como Dianthus carvophvllus, la
incubacidn durante ia etapa de precultivo en bajas
temperaturas ha sido favorable (Seibert v Wetherbee, 1977).
Sin embargo, para el ecacao este tipo de tratamiento no resnlté
positivo, va que mediante el andlisis de regresidn realizado
ge pudo observar dque la temperatura de 20°C fue la mis
adecuada para la fase de precultive. En tanto que temperaturas
menores producen una disminucién abrupta sobre la tasa de

recuperacion.

Este comportamiento de los embriones es muy similar al de
la semilla 1la cual no sobrevive a temperaturas por debajo de
10°C (Bajpai y Trivedi, 1981; Chacko vy Singh, 1871).
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5.5.3 pH DEL MEDIO DE CULTIVO

Cambios en el pH provocan 1la desnaturalizacidon de la
proteinas por 1la alta acumulacidn de electrdlitos (Mesryman,
1968) .

Lovelock (1957) ha sugerido que muchos de los enlaces
covalentes de proteinas y lipoproteinas son muy débiles por lo
que se rompen en el proceso de congelamiento esto
probablemente se deba a cambios en 1la concentracidn de
solutos vy modificaciones del pH. También Lovelock (1853);
citado por Lovslock (1957) demostrd gue altas concentraciones
de sales producian pérdidas de fosfolipidos de las membranas

celulares con la subsecuente permeabilidad de é&stas

Farrant (18865) que el balance de electrolitos es

necesario pars la recuperacidn de tejidos criocomnservados.

El pH en el que tuvo mejores resultados en 1la formacidn
de callo fue de 5.7, con un porcentaje del 80%. Generalmente

este pH es utilizado en cultivo de tejidos

5.8 EFECTO DE LA SACAROSA Y ANA SOBRE LA FORMACION DE
CALLO EN EMBRIONES CIGOTICOS

Este ensayo reveld que estas dos sustanciag =son
importante para ls recuperacidn de los embriones en forma de
callo. La sacarosa es importante tanto para proteger los
embriones contra el dafio ocasionado por las ultrabajas
temperaturas, como para estimular la Divisidn celular. El ANA
es importante para estimular la formacidén de callo y embriones
somaticos.

Ahora bien, la respuesta de formacidn de callo se obtuvo
cuande se utilizaron bajas concentraciones, de =acarosa
(12g/1) y una cantidad intermedia de ANA (3mg/l). La
concentracidn de ANA gue dio mejor resultado en este ensayo
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son simileres a los reportados por Aguilar (1880); Pence
(1978) v Duhem et al., (1888).

Con respecto a las concentraciones de sacarosa, aunque la
literatura generalmente reporta gque las altas concentraciones
de sacarosa favorecen la formacidén de callos embriogénicos
(Ammirato gt al., 1971);0currié lo contrario con sembriones
cigéticos inmaduros de cacao

A este respecto Pence et al. (1881), reporta que las
altas concentraciones de sacarosa estimula el desarrcllo ¥
madurez de los embriones con 1la consecuente pérdida de la
capacidad embriogénica de éstos. Este hecho fue observado

mediante el andlisis histoldégico realizado.

5.7 CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES SOMATICOS

De acuerdo a los resultados obtenidos en éesta
investigacidn, guedd demostrado gue la crioconservacion de
embriones somaticos de cacao , como alternativa para

establecer bancos de germoplasma de cacao a largo plazo, o=

factible.

Cuando se pretraté el genotipo EET-183 con sacarosa ¥y Se
utilizé la mezela sacarosa-DHMSO como crioprotector e observd
la recuperacién de los embriones, mediante su germinacidn
directa, tanto cuando se utilizd el método de congelamiento
rdpido (16% de sobrevivencia) como el congelamiento lento (20%

de sobrevivencia).

El periodo bajo el cual se pudo observar la recupe-
racién de los embriones fue entre 2 a 3 meses y un desarrollo
mis determinante se presentéd después de O meses de haber
cultivado los embriones en el medio de recuperacidn. En pocos
embriones se pudo observar la formacidn de embriones

auventicios.
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Por otra parte, los embriones que germinaron se tornaron
color café oscuro v necrdticos, sin que se lograra la
formacidn de plantas completas “wvitro plantas”. A este
respecto, Seibert y Wetherbee (1977) observaron un fendmeno
similar después del descongelamiento en meristemos de clavel:
en los cuales 35% a 45% no lograron formar planta. Sin
embargo, se han obtenidos resultados positivos de criocon-
servacidn en embriones somdticos, como es el caso de la palma
aceitera, en la cual un congelamiento lento permitid uana
tasa de recuperacidn mds alta gque el congelamiento rédpido por

inmersion directa en nitrégeno liguido.

El hecho gue el congelamiento lento permitiera una mayor
tasa de sobrevivencia en los embriones somdticos, posiblements
se deba a la forma en gque ocurra el proceso de formacidn de

hielo.

Para algunos materiales determinados las tasas de
congelamientoc en las ecunales pueden sobrevivir son wmuy

estrechas. tal parece ser el caso para los embriones de eacao.

Por ejemplo, en el caso de meristemos de fresa la tasa
dptima de congelamiento, gue asegura un 85% de sobrevivencia
es de 0.84 °C/min. La sobrevivencia cae por debajo de 33%
cuando se incrementa la tasa de congelamiento a 0.85 °C/min.
Asi mismo, Embriones somdticos de zanahoria dnicamente ha sido
posible crioconservarlos mediante la utilizacidn de tasas de

congelamiento lentas (Withers, 18738).

La reducida tasa de sobrevivencia de los embriones
somdticos de cacao tanto a tasas de congelamiento lento como
congelamiento rédpido, podria deberse al altc contenido de
agua en los embriones, les cuales ragquieren de un

precondicionamiento vital para la sobrevivencia o al hecho de
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que una vez que &stas son descongeladas el dafio quse prasentan
es tan severo gue reguieren de una recuperacidén lenta v no de
un medlio nutritivo gque force una inmedlata divislon celular
que ponga de manifiesto el crecimiento v desarrolleo de los

embriones.
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VI CONCILUSITONES

1.- La crioconservacidn, tanto de embriones cigdéticos como
sématicos, es potencial para la preservacidn de germoplazma da

cacag a largo plazo.

2.~ El uso de altas concentraciones de sacarosa como regulador
osmético resultd ser benéfico para provocar la deshidratacidn.

3.- La deshidratacidn al flujo de aire estéril de la cédmara de
transferencia resultd ser un factor negativo para la

pregervacidn de los smbriones cigdticos inmaduros de cacao.

4.~ El contenido de agua de los embriones es muy alto, por lo
gue es necesario el uso de mecanismos que permitan reducir el
contenido de agua en estado libre sin afectar la viabilidad de

los embriones.

5.- Embriones cigdticos de Z2mm v embriones sématicos en
estado globular mostraron ser los materiales mds adecuados

para la crioconservacion.

B.- El congelamiento lento resultd ser el miAs adecuado para

log embriones somdticos.

7.- El pH en el que se obtuve la mayvor formacidn de callo en
los embriones eigdticos inmaduros congelados en nitrégeno
liguido fue de 5.7.

8.~ La utilizacidn de bajas temperaturas en la fase de
precultivo resultd ser negativa sobre la recuperacion de los
embriones congelados por inmersidn directa en NL. 20°C

temperatura dptima en la fase de precultivo.
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9- Eil DMS8O sin megzclar con otros cricprotectora resultéd letal

para los embriones cigdticos inmaduros.

18.- La exposicion de los embriones a 5°C por 30 minutos en la
fase de crioprotececidn incrementd la viabilidad de los

embriones cigéticos inmaduros.
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VII RECOMENDACTONEDS

1.— Realizar estudios del efecto del DMSO combinado con otros
crioprotectores.
2.~ Ensayar el congelamiento de embriones ocigdticos vy

somaticos de cacao con otros programas de congelamiento lento

3.-Realizar estudios gque permitan mejorar la obtencién de

embriones somdticos a partir de los embriones cigdticos

inmaduros.

4.~ Profundizar estudios histoldégicos en los embriones
cigdticos inmaduros v somdticos congelados en nitrdgeno
liquidos.

5.— Estudiar otros medios de cultivo para la recuperacidén de

los embriones cigdéticos y somdticoes.
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Cuadro 16. Apalisis de wvarianza para la sobrevivencia, ern
faorma de callo, de embriones preculiivados en
tres temperaturas de incubaclon ¥y congslados por
inmersidn directa an NL.

Fusnte de variacion gl sSC oM Pr>F

Temperatura 2 19258.082 S027.81 B.0B25

Lineal 1 4664.01 4664.01 9.0089

Cuadratico 1 43B3.77 43@5.77 2.21

Error 1l 5186.82 464 .26

Total 13 151464.84

Cuadro 2A8. Andlisis de wvarianza para el porcentaje de

embriones viables tratados con DMSO, tiempo de
incubacidn, tiempo de exposicicn a 5°C vy
deshidratacidn.

o i st e s o v nanemnsaansonnens W e e e i u e e e s u e .97

R= . aijustado. s s e e nevunoeaessa ek e e e e e e e e B.96

Y Wa e e fh b s e e s us s e seala.24

Fuente de variacidn gl sC CM Pr>F

Regresidn 7 258835.43 3697.92 2.8001

Errar 20 782.43 37.12

Total ajustado 27 26677 .86

Efecto Coefi. Error estandar Pr>T

Intercep 8B2.26 &H.16% 0.2081

TEXPFRI 2.27 @.259 @.0aB1

TEXPFRIXTEXPFRI ~@.031 f.oB4 @.8081

TEXPFRI*cCONDMSO ~-@.029 2.90104 0.281

CONDMSO -12.23 1.551 Q.0081

CONDMSO*CONDMSO @.68 A.149 B.0844

TIMsO ~-18.284 3.63% 2.0B344

TIMSOXTIMSO S.014 @.9318 @a.a6a2
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Cuadro 3A. Analisis de wvarianza para la sobrevivencia de
embriones, en forma de callo, precultivados en
varias concentraciones de SACAOSA Yy
varios niveles de ANA en el medio de recuperacidn

o e s s mm e e n e e e e e @D.97
R=.ajustadO. . e rsrrananaans S i £
CaV s it it e s s v i b s s s aansans Wt e s e e am e creanean14.24
Fuente de variacidn gl sC CM PyraoF
Hegresion 7 23885.43 3&97 .92 B.20081
Error 28 782.45% 39.12

Total ajustado 27 26677 .86

Efecto Coefi. Error estandar Pr>T
Intercep 265.848 44 .849 0.avas
Sacarosa -7 .824 1.5@%9 ¢.e02
ANA - 31.268 8.281 2.0092
Sacarosa¥Sacarosa @.a49 @.90146 @.8214
SacarosaXANA f,.4&25 @.193 @.0185
Cuadro 4A. Analisis de wvarianza para la sobrevivencia

de tres tamarmos de embriones cigdticos inmaduros
de cacao congelados por inmersion directa en NL.

ﬁmIlllIllllll-'ll"l."ﬂ.ll-llIllllII.'IIIII.IIIII-.'I.B'BQ?

AR R FUGSEAT O c v s s s s aneseusausnannusnsnnnannssnaanaeanssssasd.871

C.V.....-..u.’....-.n--...--....-----.-.--.-q------~gu-6-28

Fuente de variaclion gl aC ™ Pr>F
Regresion 1 3026.99 3826.9%9 g.00681
Error 16 439,.5 27 .47

Total ajustado 17 4266.4%9

Efecto Coefi. Error estandar Pr>T
Itercep 118.93 2.63 7.08421

Tamaro embrion —& .17 f.52 @.20a01
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Cuadro 1B,

Método de deshidratacidn
nararafina utilizado en el estudio histologico de
los embriones cigdticos inmaduros.

g infiltracidn en para=-

!

Alcohnl al SBAL 1
!

Alcobhpol al 7@Zk_ 1
!

Alcohol al BOXLL- 1
!

alcohol al qukm i
{

ARlcohol al 95% |— 1
[

Alcohol al 1004 L. 1
!

Alcohol al 1804 1

Tolueno Alcohol 1:1 1 30
?

Tolueno puro}m 1
{

Tolueno purof— 1

Tolueno/parafina l:lf_ 1

Parafinaku

Parafina

hora

hora

hora

hora

hora

hora

hora

minuto

hora

hora

hora

hora

hora

ii4
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Cuadro 2B. Teécnica de tincién utilizada para el analisis
histoldgicos de los embriones cigoticos.

lXileno*Qlcohal l:lF_ 3 minutos.

|Alc0hol abﬁolutof_ 3 minutos.

19 minutos.

10 minutos.

lﬁlcohml al 7@%Fm 3 minutos.

ISafraninaFm 30 segundos.

Iﬁgua destiladaf_ 5 segundos.

!Alcahwl al 7@2}M 3 minutos.

[Alcohal al mekn 3 minutos.

!Qlcohml al QEZF— 3 minutos.

!Alcohal al lD@ZP~ 3 minutos.

I

|Fast Greenfm 15 segundos.

iélcohol al 1@EZF_- 3 minutos.

lXilenowAlcmhmfn 5 minutos.

S minutos.

2 minutos.



APENDICE &

PREPARACION DEL ABUA DE COCO PARA EL MEDIO DE CULTIVO

1-~. Conseguir cocos maduros vy frescos.

2-, Abrir perforando 2 & 3 agujeros en la parte final de la
AUez .
3—-. Drenar separadamente el ligquido de cada nuez y examinar

su apariencia y oclor.

4—, Combinar el liguido de cada una de las nueces 2n  un

recipiente mavyor.

5- Cuele el agua de coco uwtilizando dos o tres capitas de
algodén para extraer pedacitos de casceras o fibras u otra

suciedad.

4=. Hierva el total de agua colectada para gue precipiten la
gran cantidad de proteinas que posee el agua de coco.
7—-. Dejar qgue el agua se enfrie completamente y filtrar con

papel filtro Whatman No.2Z.

8- Agite vy mezcle bien el agua de coco filtrada y cologuela
ert un  recipiente. Almacene los recipientes con el agua de

coco =2n el congelador hasta cuando los necesite.
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Figura 1D. Tamafc de embriones cigdticos inmaduros de cacao
utilizados en los diferentes ensayos de
crioconservacidn (B8mm, 4mm ¥y 2 mm).

Figura 2D. Formacian de callo en embriones cigaticos
inmadurmns de cacao crigoonservados en nitrogeno
ligquido.



Figura 3D. Formacion de raices en callos de embriones
cigoticos inmaduros de cacao cripcpnservados en
nitrogeno liguido.

Figura 4D. Embriones somaticos de cacao obtenidos a partir de
embriones cigdticos inmaduros de cacan
crioconservados en nitrdgenc liguidao.

119



j—
)
&5

Figura DD. Embriones somaticos de tacao recuperados a traves
de germinacidn directa despues de haber
permanecido almacenados en nitrdgeno liquido.

Figura éD. Corte longitudinal de un embridn cigatico de 4mm
precultivado por 3 dias emn un M3 con 3% de
gacarosa (4X).
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Figura 7D. Formacién y desarrollo de los tejidos vasculares
ern  un  embrion  inmaduroc precultivado en altas
concentraciones de sacarpsa sin congelar (26X).

Figura 8D. Células de urn  embridn cigdtico inmaduro
precultivado en altas concentraciones de
sacarosa y congelado en nitrdégeno ligquidao, en el
cual se puede observar las c#&lulas estan

turgentes vy sin ningun dedo aparente ocasionado
por las ultrabajas temperatura(4@x).
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Figura 9D. Formacidn de callo a partir de las celulas de un
embrion cigdtico precultivado en altas
concentraciones de sacarosa despuges de 2 semanas
de haber sido descongelado (20X).

Figura 1@D. Corte longitudinal de un embridn cigotico
inmaduro deshidratado en la camara de
transferencia por 12 horas (20X)

Lo
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PREPARACION DE 100 ml DE UNA SOLUCION DE
3,4,5-TRIFENILTETRAZOLIO

— Tomar en un beaker un volumen de 5@ ml de agua destilada.

- Adiecionar al volumen de agua las cantidades de ©._.8Y9g de
fosfato monodcido de sodic y ©.68g de fosfato didcido de
potasio, v agitar por 2 a 3 minutos.

- A  la solucidn anterior agregar 0.6g de trifenitetrazolic v
agitar por 2 a 3 minutos.

- Agregar nuevamente agua destilada y enrasar a 19¢ ml.

- 81 1la solucién no va a ser utilizada inmediatamente, ésta
se debe depositar en un frasco d&mbar o en un recipiente al
cual se le recubre con papel de aluminio y se guarda en el
refrigerador.
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